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Zusammenfassung

Gerichtete Bewegung wird in lebenden Organismen auf allen Ebenen durch Motormolektle
bewerkstelligt. Diese wandeln die in der Zelle in Form von ATP vorliegende chemische Energie in
mechanische Arbeit um und kdnnen so Fortbewegung und Transport entlang von Strukturproteinen
ausfuihren. Der molekulare Motor Myosin 1l ist als Bestandteil des Muskels seit langem bekannt und
seine biochemischen, Kkinetischen und physiologischen Eigenschaften sind bereits eingehend
untersucht worden, ohne dal} die Details der chemomechanischen Energieumwandlung verstanden
sind. Mittels mechanischer Messungen auf Einzelmolekilebene ist es maoglich geworden, die
SchrittgroRe oder die aufgewendete Kraft eines Myosinmolektls bei Wechselwirkung mit einem
Aktinfilament direkt im in vitro assay zu messen. Allerdings sind fur die SchrittgroRe von Myosin Il
bislang unterschiedlich grofl3e Werte (5-15 nm) ermittelt worden.

Mit einer neuartigen Kombination aus Mikronadel und Laserfalle und einer verfeinerten
Analysemethode wurde in dieser Arbeit die SchrittgroBe von Myosin zu 5 nm bestimmt. Durch
systematische Untersuchungen konnte eindeutig demonstriert werden, da die biologischen Details
des in vitro assays (Anbindung, Anzahl der Myosinkdpfe, Orientierung zwischen Myosinkopf und
Aktinfilament) keinen verdndernden EinfluR auf die gemessene Schrittgréfle austben. Mit der
Verwendung eines Nukleotidanalogons wurden schwache Wechselwirkungen als Teilschritt des
Transduktionszyklus® isoliert auf Einzelmolekllebene untersucht. Sie zeichnen sich durch kurze
Lebenszeiten aus und fuhren zu keiner meRbaren Konformationsanderung des Myosinkopfes. Bei
Messungen an genetisch hergestellten Myosinkonstrukten mit unterschiedlich langer, kunstlicher
Halsregion zeigte sich, daB die Lange dieses Hebelarms mit der jeweiligen Schrittgro3e korreliert.
Durch eine Drehung der Halsregion um 30° um einen in der Motordoméne befindlichen Angelpunkt
werden die kleinen, aus der ATP Hydrolyse resultierenden strukturellen Anderungen in eine
mehrere Nanometer grol3e Bewegung relativ zum Aktinfilament umgesetzt.

Aus der Gesamtheit der Ergebnisse ergibt sich ein auch mit mikroskopischen Beobachtungen
konsistentes Bild der Funktionsweise von Myosin Il: Auch ohne Einbindung in die im Muskel
vorliegenden dicken Filamente kann sich der Myosinkopf nach der vom Aktinfilament vorgegebenen
Orientierung ausrichten und vollfahrt nach Anbindung an das Aktinfilament einen Schritt, dessen
Lange durch die Abmessungen der Halsregion des Molekiils bestimmt wird. Mit den vorgestellten
Ergebnissen sind die Voraussetzungen fur weitere Einblicke auf funktioneller Ebene in den ,,Bauplan*

molekularer Motoren gegeben.

Schlagworte: Mikronadel-Laserfallensystem, Einzelmolektlmessung, Myosin






Abstract

Molecular motors generate directed motion at all levels of organisation in living organisms. They
transduce chemical energy derived from ATP hydrolysis to mechanical work, and produce movement
and transport along protein filaments. Myosin Il, which is responsible for muscular contraction, has
been known for many years and its biochemical, kinetic and physiological characteristics have been
studied extensively, although molecular details of chemomechanical transduction are still not well
understood. Mechanical measurements of step size and force from single myosin molecules provide
one way to gain insights into the necessary details. While such measurements have become possible in
recent years the reported step sizes vary considerably (5-15 nm) and its not possible to differentiate
between different molecular models.

Using a new type of transducer by combining a microneedle with a laser trap and a refined analysis
the step size of myosin Il has been determined in this study to be 5 nm. Systematic investigations of
biological details of the in vitro assay indicate that neither attachment to the substrate, number of
myosin heads nor orientation between head and actin filament influence the measured step size.
Utilizing an ATP analogon weak interactions as a part of the chemomechanical cycle have been
studied at the level of a single molecule. They are short-lived and show no detectable conformational
change. Step size measurements of genetically engineered myosin constructs with an artificial neck
domain of varying length clearly demonstrate that the individual step size is directly related to the
length of the neck domain. The neck serves as a lever arm and amplifies small structural changes from
ATP hydrolysis into displacements of several nm by rotating ~ 30° about a fulcrum point located
inside the motor domain. These results establish a model for the mechanical function consistent with
microscopic observations of myosin Il: The myosin head is able to adjust its orientation relative to the
actin filament, incorporation in a thick filament is not necessary to achieve this orientation. After
attachment to the actin filament the myosin head generates a displacement whose amplitude is
determined by the length of the neck region. The presented results set the stage for further insights

into the blueprint of molecular motors.

Key words: Microneedle/lasertrap transducer, single molecule measurements, Myosin
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1. Einleitung

1.1. Motormolekule

Molekulare Motoren sind Enzyme, die chemische Energie aus der Zelle in mechani-
sche Arbeit umwandeln. Indem sie koordinierte Bewegung auf verschiedenen Ebenen ermdg-
lichen, Ubernehmen sie diverse lebenswichtige Funktionen: Innerhalb der Zelle transportieren
sie vesikulére Strukturen und erfillen vielféltige Aufgaben im Rahmen der Zellteilung, bei-
spielsweise die Trennung replizierter Chromosomenstrénge. Fortbewegung von ganzen Zellen
oder Amoben wird ebenfalls von Motorproteinen bewerkstelligt, und sie sind verantwortlich
fur die Kontraktion der Muskeln und generieren somit Bewegung auch auf makroskopischer
Ebene.

Die dafir notwendige Energie beziehen sie aus der Bindung und anschlief3enden Hy-
drolyse von ATP (Adenosinetriphosphat). ATP ist ein energiereiches Nukleotid, das aus
Adenin, einer Ribose und einer Einheit aus 3 Phosphaten besteht und in biologischen Syste-
men als Speicher freier Energie dient. Nach Freisetzung der Spaltprodukte ADP (Adenosine-
diphosphat) und anorganischem Phosphat kann eine erneute Bindung von ATP erfolgen, nach
jedem Hydrolysezyklus steht dem Motor freie Energie von 60 kJ/mol zur Verfigung, die
durch die Kopplung an einen mechanischen Zyklus mit Konformationsanderungen in Bewe-
gung umgesetzt wird.

Bislang sind fast 100 (Vale und Milligan, 2000) verschiedene Motormolekile in der
Zelle entdeckt worden, je nach Bewegungsmodus unterteilt man diese in lineare und rotieren-
de Motoren. Es existieren drei verschiedene Familien linearer Motoren, die sich in einer festen
Richtung entlang dynamisch in der Zelle ausgebildeter Schienensysteme bewegen. Dyneine
und Kinesine wechselwirken mit Mikrotubuli, Myosine binden an und bewegen sich entlang
von Aktinfilamenten. Die Charakterisierung der Wechselwirkung von Myosin mit Aktin auf
der Ebene einzelner Molekile ist Gegenstand dieser Arbeit, deshalb erfolgt im néchsten Ab-

schnitt zunéachst eine genauere Beschreibung dieses Motormolekils.
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1.2. Myosin
Als wesentlicher Bestandteil des Muskels ist Myosin das am langsten bekannte Mo-
tormolekil (seit 1864, Kihne). Bisvor ca. 15 Jahren waren nur 2 Myosine entdeckt (Myosin |
und Myosin Il (”konventionelles Myosin™)), inzwischen sind aber durch molekul arbiol ogische
Methoden (Genklonierung, DNA-Sequenzierung) 15 verschiedene Klassen der Myosinfamilie
beschrieben worden (Ubersicht in Sellers, 2000; Wu et al., 2000; Mermall et al., 1998; Hoyt
et al., 1997). Ihnen allen gemeinsam ist die zyklische Wechselwirkung mit Aktinfilamenten,
gekoppelt an die Hydrolyse von ATP. Dementsprechend verfiigen alle Myosinmolekile Gber
eine fast identische Motordoméne mit Bindungsstellen fur Aktin und ATP, an die sich Uber
eine o-helikale Halsregion eine Schwanzregion variabler Lange anschliefst. Unterschiedlich
viele (0-6) leichte Ketten sind um den Hals gewunden, dadurch wird dieser stabilisiert und die
Aktivitdt des Molekils reguliert. Die einzelnen Arten von Myosin Ubernehmen diverse Auf-
gaben (Muskelkontraktion, Zellmotilitét, Zellteilung, Organellentransport, Signaltransduktion
etc.) und haben dementsprechend vielfaltige, darauf abgestimmte Funktionsmechanismen, die
—@» Myosin I sich im unterschiedlichen molekularen Aufbau
der Has und Schwanzregion widerspiegeln

Sdllers et al. 2000; vgl. Abb. 1). Die jeweilige
{}:u Myosin I1 ( J ) : J

Funktion des Molekiils ergibt sich vor alem aus

der Beschaffenheit der Schwanzregion, mit der

< Myosin IV 40 Molekill verankert oder positioniert wird, um

mit Aktin wechselwirken zu konnen, oder an das

&

&*’ Myosin V eine zu transportierende Fracht gebunden werden

t kann. So aggregieren beispielsweise die
- ———3“ Myosin X
T

Abb. 1.1.: Schematischer Aufbau unterschiedli-
cher Myosine am Beispiel Myosin LI1,1V,V,X: An
die Kopfdoméne (hier oval skizziert) schlief3t
sich eine unterschiedliche Anzahl an Bindere- . .
gionen fur leichte Ketten (hier ringformig dar-  Haufig entstehen durch hydrophobe Wechselwir-
gestellt) an, teilweise dimerisieren 2 schwere

Ketten zu einem doppelkopfigen Molekiil. kungen a-helikaler Regionen des Schwanzes

Schwanzdoméanen von vielen Myosin 1| Mole-
kilen zu einem dicken Filament, wéhrend bei
Myosin V der Schwanz als Bindeglied zu einer
Membran dient (Reck-Peterson et al., 2000).
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(coiled-coil) dimere Myosine, die zwei Motordoménen aufweisen (z.B. Myosin Il, Myosin V,

Myosin X (vgl. Abb. 1.)). Dementsprechend zeigen sich die strukturellen Unterschiede zwi-

schen den verschiedenen Myosinen vor allem in Lange und Sequenz ihrer Schwanzdomanen.

Fir das Verstandnis des Funktionsmechanismus des molekularen Motors ist die

Kopplung der ATP Hydrolyse mit der Erzeugung von Bewegung oder Kraft wesentlich.
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Abb. 1.2.: (@) Schematische Darstellung des
sliding filament Modells: Die dicken Myosinfi-
lamente (in der Mitte des Sarkomers) gleiten
relativ zu den Aktinfilamenten und bewirken
so eine Verklrzung des Sarkomers. (b) Sche-
matische Darstellung der swinging myosin
crossbridge hypothesis (H.E. Huxley, 1969):
Durch die Bewegung der angebundenen Myo-
sinkdpfe wird das Aktinfilament verschoben.

Aus mikroskopischen Untersuchungen
von Muskel (Elektronenmikroskopie (H.E.
Huxley, 1953), Interferenzmikroskopie (A.F.
Huxley und Niededergehrke, 1954) und Elektro-
nenmikrographie (Reedy et al., 1965)) wurde das
"dliding filament model” entwickelt, wonach die
makroskopische Verkirzung von Muskel auf dem
Gleiten der dicken Myosinfilamente relativ zu den
Aktinfilamenten beruht (vgl. Abb. 1.2.(a)). Er-
ganzend postulierte die "swinging myosin cross-
bridge hypothesis’ (H.E. Huxley, 1969, vgl. Abb.
1.2.(b)) die Verschiebung des Aktinfilaments
durch eine Bewegung der daran angebundenen
Myosinkopfe. Damit war eine an die Hydrolyse
von ATP gekoppelte Konformationsanderung des
Myosins und die damit verbundene Bewegung
entlang des Filaments bereits postuliert worden,
ohne dal’ die chemomechanische Umwandlung im

Detail verstanden war.

Die Losung der Kristallstruktur (Rayment et al., 1993a) eines Myosinfragments gab

erstmals Aufschlu® Gber den genauen Aufbau des Moleklls und damit auch Uber dessen

maogliche Funktionsweise. Wegen der Grofde und der stark asymmetrischen Form (Rayment

und Holden, 1994) ist es bisher nicht gelungen, ein komplettes Myosinmolekll zu kristallisie-

ren, wohl aber den eigentlichen ,Kopf“ des Molekiils, das Fragment S1 (S1 = subfragment 1).
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Es umfaldt die Aktin- und Nukleotidbindungsstellen und die beiden leichten Ketten und wird
durch enzymatischen Verdau von Voll-Langenmyosin an der Verbindung zwischen Hals und
Schwanzdoméne hergestellt. FUr die Kristallographie kann S1 tiber einen solchen Verdau oder
aber auch Uber die Expression rekombinanter Molekile gewonnen werden (Rayment et al.,
1993a; Houdusse et al., 1999; Dominguez et al., 1998).

S1 zeigte eine asymmetrische, langliche Struktur von etwa 16,5 nm Lange (incl. Hals-
region) und 4 - 6,5 nm Durchmesser. Dieses Fragment beinhaltet die Bindestellen fur Aktin
und ATP und verflgt bereits tber die notwendige Ausstattung, um Bewegung zu generieren.
Die Bindestelle fur Aktin umfaldt Bestandteile sowohl der oberen as auch unteren 50 kDa
Domane der schweren Kette, was die Vermutung nahe gelegt hat, dal3 die Bindung stereospe-
zifisch erfolgt. Die Unterteilung der Kopfdomane in 3 Bereiche (25 kDa, 50 kDa und 20 kDa,
vgl. Abb. 1.3.) hatte sich aus den bei tryptischem Verdau der flexiblen Verbindungsstiicke
resultierenden Segmenten ergeben. lhre Benennung reflektiert das jeweilige Molekularge-
wicht (Balint et al., 1978; Mornet et al., 1979). Mit der engen Bindung vor allem der unteren
50 kDa Region mit dem Aktinfilament kénnte eine Konformationsanderung zwischen der

unteren und oberen 50 kDa Region verbunden sein, die eine Ubertragung auf die etwa 3,5 nm

upper 50 kDa

" ‘Bindestelle
Bfar Nykleotide ko

J g/ . s

Bindestelle

fiir Aktin\*@ii“
NARSS

N e, ] .
‘s { .t 20kDa
lower 50 kDa =~ |~ @ "

Abb. 1.3.: Struktur des Myosinfragments S1 (nach Rayment et al., 1993a), die beiden leichten Ketten sind nicht
gezeigt. Die verschiedenen Doménen des Molekiils sind zum besseren Verstandnis unterschiedlich eingeférbt.



1. Einleitung 5

entfernte Nukleotidbindungsstelle ermdglicht und damit eine Freisetzung der Spaltprodukte in
Gang setzen konnte (Rayment et al., 1994).

An den katalytischen Teil des Myosins schliefdt sich eine etwa 8,5 nm lange o-Helix
an, um die 2 leichte Ketten gewunden sind. Die relativ kleinen Konformationsanderungen im
Kopf des Molekiils konnten mit Hilfe dieses Hebelarms in eine Relativbewegung in der Gro-
Renordnung einiger nm (bis zu 20 nm bel einem Drehwinkel des Hebelarms von 90°, Ray-
ment et al., 1993a; Cooke, 1997) umgewandelt werden. Diese sogenannte Hebelarm Hypothe-
se, die einen durch ATP induzierten ,, Kraftschlag® (power stroke) des Myosinmolekiils relativ
zum Aktinfilament beschreibt, prézisierte die bisher vorhandene Ansicht Uber die Funktions-
weise von Myosin im Muskel.

Die Losung der Struktur des Myosins hat zu einem wesentlich besseren Verstandnis
der Funktion des Molekils gefuhrt, indem bestimmten Sequenzen strukturell isolierte
"Bauteile” zugeordnet werden konnten. Aber auch erganzt durch elektronenmikroskopische
Aufnahmen (Rayment et al., 1993b; Schroeder et al., 1993) konnten immer nur statische Bil-
der von bestimmten Konformationszustanden in Abwesenheit von Aktin betrachtet werden.
Studien an Muskel oder sich in Ldsung befindlichen Myosinmolekilen kénnen grundsétzlich
nur zur Abschétzung der mechanischen Eigenschaften des Myosins fuhren (beispielsweise die
Grole der Konformationsanderung, vgl. Kapitel 2), weil die Mef3ergebnisse Uber eine nicht
bekannte Anzahl von Molekilen gemittelt werden, die sich méglicherweise auch gegenseitig
beeinflussen und zeitlich nicht korreliert sind. Mechanische Untersuchungen des Einzelmole-
kils sind deshalb die einzige Mdglichkeit, detaillierte Kenntnis Gber die molekularen Mecha-

nismen des Motors zu erlangen.

1.3. Einzelmolektlmessungen an Myosin

Auf Grund der geringen Grofe von Myosin (~ 20 nm und damit unterhalb der Aufl6-
sungsgrenze konventioneller Lichtmikroskopie) kann das dynamische Verhaten eines einzel-
nen Moleklls nicht direkt visualisiert werden. Durch Fluoreszenzmarkierung der Aktinfila-
mente (Yanagida et al., 1984) konnte erstmals die Wechselwirkung aus dem Muskelverband

isolierter Motoren in vitro visualisiert werden, indem man im sogenannten motility assay die
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Gleitgeschwindigkeit der Aktinfilamente auf einem mit Myosin bedeckten kinstlichen Sub-
strat untersuchte (Kron & Spudich, 1986). Dabei zeigte sich unter anderem, dal3 schon das
durch Verdau gewonnene Myosinfragment S1 in der Lage war, Aktin zu transportieren
(Toyoshimaet al., 1987).

Mit der Entwicklung neuer biophysikalischer Techniken wurde es moglich, einzelne
Molekile zu manipulieren. So kénnen mittels einer optischen Falle kleine dielektrische Ku-
geln festgehalten oder bewegt werden (Ashkin 1998), an die ein einzelnes Molekil befestigt
wird. Dessen Wechselwirkung mit einer sich auf dem Substrat befindlichen Schiene (Aktinfi-
lament oder Mikrotubulus) kann Uber die dadurch veranderte Position oder Positionsfluktuati-
on der Mikroperle charakterisiert werden (Block et al., 1990). So konnte beispielweise die
Schrittgrofde von Kinesin direkt gemessen werden (Svoboda et al., 1993), indem man die
schrittweise Bewegung eines an der Perle aufgebrachten Kinesinmolekils entlang eines auf
dem Boden befindlichen Mikrotubulus mit nanometerpréziser Detektion verfolgte (Abb.
1.4.a).

a Mit Hilfe eines zwischen zwei ma-
\ / nipulierbaren Mikroperlen aufgespannten
Aktinfilaments (Doppellaserfalle oder 3

3 / bead geometry, Finer et al., 1994, vgl. Abb.

1.4.b) konnten die transienten Interaktionen

eines auf dem Substrat aufgebrachten Myo-

b
\ / \ / sinmolekils mit diesem Filament detektiert

/ = \ werden. Auch Mikronadeln (Kishino et al.,
\ T / 1988; Ishijimaet al., 1991) oder das Prinzip

B / der atomic force microscopy (Nakajima et

Abb. 1.4.: Experimenteller Aufbau zur Messung von (a) al., 1997: Hansma und Pietrasanta, 1998)
der Bewegung einzelner, an eine in der Laserfalle be- " ’

findlichen Perle angebundene Kinesine auf einem auf
dem Substrat befestigten Mikrotubulus (Block et al.,
1990) und (b) der Wechselwirkung zwischen einem . B
Myosin und einem Aktinfilament (3 bead geometry, Finer €iNZ€lner Molekdile.

et al., 1994). Das Aktinfilament wird mittels der beiden

Perlen vorgespannt und in die Nahe einer mit wenigen Neben der SchrittgroRe kann mit
Myosinmolekilen bedeckten, auf dem Substrat befindli-

chen Glaskugel gebracht. diesen Techniken auch die durch den Motor

eignen sich zur mechanischen Manipulation
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aufgewandte Kraft (Ishijima et al., 1991, Svoboda und Block, 1994) gemessen, und die
Wechselwirkung hinsichtlich der Steifheit der Verbindung der daran beteiligten Molekile
(Veige et al., 1998) charakterisiert werden. Mit Einzel molekiltechniken kénnen nicht nur die
Motormolekile untersucht werden, sondern auch die mechanischen Eigenschaften der Schie-
nen, auf denen sie sich bewegen (Mikrotubuli oder Aktinfilamente) oder die anderer einzelner
Polymere (Ubersicht in Wang, 1999).

Die gleichzeitige Entwicklung verbesserter fluoreszenzmikroskopischer Techniken
(total internal reflection microscopy) hat die Mdglichkeit eréffnet, einzelne fluoreszenzmar-
kierte Moleklle zu betrachten. Damit ist es gelungen, die Bewegung eines Uber dessen Fluo-
reszenz visualisierten Motors direkt zu verfolgen (Vae et al., 1996). Wenn die ,, Beleuchtung*
mittels eines durch Totalreflexion erhatenen evaneszenten Feldes Uber das Objektiv erfolgt,
kann ein experimenteller Aufbau fur die Einzelmolekilmessungen (Laserfalle, Mikronadel)
gleichzeitig genutzt werden und das mechanische Ereignis kann direkt mit der chemischen
Umsetzung von ATP korreliert werden (Ishijimaet al., 1998).

Die Kombination solcher mechanischer Untersuchungen auf Einzelmolekiilebene mit
molekularbiologischen Methoden und Strukturbiologie schafft die Voraussetzungen fur ein
fundiertes Verstandnis der Funktionsweise molekularer Motoren. Fir Myosin |1 (konventio-
nelles Myosin) kdnnen den strukturellen Bestandteilen der Motordoméane bereits bestimmte
Funktionen (Aktinbindung, Nukleotidbindung, Kraftlibertrag, Regulation etc.) zugeordnet
werden. In verschiedenen Systemen aus Wirtszellen, beispielsweise in Dictyostelium discoi-
deum, kénnen aber auch gentechnisch gezielt verdnderte Myosinkonstrukte exprimiert und
aufgereinigt werden (Zusammenfassung in Ruppel und Spudich, 1996; Geeves & Holmes,
1999). Die Funktionsanalyse solcher selektiv verénderter Myosinmutanten kann detaillierte
Erkenntnisse beziiglich der Mechanik der Motoren liefern.

Gleichzeitig stehen aber auch diverse , native® Varianten des Motormolekils Myosin
in Form der unkonventionellen Myosine fur die Erforschung der Funktionsweise von Motor-
proteinen zur Verfiigung. Die verschiedenen Myosine unterscheiden sich strukturell (Uber-
sicht in Sellers, 2000) und damit verbunden in ihren Geschwindigkeiten bzw. Schrittgrofen

und in ihrer Fahigkeit, Kréfte zu generieren oder Lasten zu transportieren (Wolenski et al.,
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1993; Molloy et al., 1995; Veige et al., 1999; Mehta et al., 1999b). Die meisten charakteri-
sierten Myosinarten bewegen sich in Plusrichtung des Aktinfilaments, inzwischen jedoch
wurde auch ein Myosin gefunden, das , rickwarts’ lauft (Wells et al., 1999). Dieses Myosin
VI fungiert as Vesikelmotor und weist in seiner Struktur ein zusétzliches, ~ 53 Aminosauren
umfassendes Tellstiick zwischen der katalytischen Doméane und der Binderegion fir die
leichten Ketten auf, das vermutlich zu einer Umkehrung der Direktionalitédt fuhrt, indem sich
der Hebelarm des Molekils in die entgegengesetzte Richtung bewegt.

Konventionelles Myosin |1 und die meisten anderen bisher untersuchten Mitglieder der
Myosinfamilie verhalten sich bei der Wechselwirkung mit dem Aktinfilament nichtprozessiv,
d.h. sie sind nur wahrend eines kleinen Teils des chemomechanischen Zyklus' an das Aktin-
filament gebunden. Die Ursache dafiir liegt vermutlich in dem Umstand, dal3 Myosin meist im
Verband vieler Motoren (z.B. innerhalb des dicken Filaments bei Myosin 1) vorliegt. Mit
Myosin V wurde jedoch ein Myosin beschrieben (Cheney et al., 1993), das sich prozessiv
(wahrend des gesamten Zyklus gebunden) entlang von Aktin bewegen kann (Mehta et al.,
1999a), ohne von diesem abzudiffundieren. Auch Myosin IX (Ubersicht in Mooseker et al.,
1995) konnte ein solches Verhaten zeigen, da es an der Bindestelle fir Aktin ein zusétzliches
Teilstiick in seiner Struktur aufweist, das die Affinitat fur Aktin und damit die Wahrschein-
lichkeit prozessiver Bewegung entlang des Filaments erhthen konnte. Die Korrelation derar-
tiger struktureller Unterschiede in der Motordoméane der verschiedenen Myosine und Myo-
sinmutanten mit ihrem Kinetischen und mechanischen Verhalten kann Aufschluf dariiber ge-
ben, welche Rolle die einzelnen Bestandteile eines Motors spielen und an welcher Stelle die
Kommunikation zwischen diesen stattfindet (Cope et al., 1996; Mermall et al., 1998; Sellers
et al., 1996; Geeves & Holmes, 1999).

1.4. Ziel dieser Arbeit

Hauptziel dieser Arbeit war zunéchst die Messung der Schrittgrof3e (und damit die
Grole der Konformationsénderung) von Myosin 11, denn die exakte Bestimmung der Schritt-
grofe eines Motormolekils ist von Ubergeordneter Bedeutung: Als grundsétzlicher biophysi-

kalischer Parameter charakterisiert die Schrittgrofie einen Motor, damit kann dieser direkt mit
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anderen Motormolekilen verglichen werden. Die funktionale Auswirkung gezielter Verénde-
rungen, z.B. durch Punktmutationen, auf dessen Fahigkeit zur Erzeugung von Bewegung kann
in Struktur-Funktionsanalysen in vitro detailliert untersucht werden und so weitere Einsicht in
den Mechanismus des Molekils als Folge des Zusammenwirkens seiner verschiedenen Kom-
ponenten liefern. Die Schrittgrof3e als Folge der ATP Hydrolyse kann direkt gemessen werden
und erganzt damit die strukturellen Beobachtungen. Gleichzeitig konnen damit die vorhande-
nen Modelle zur Fortbewegung des Motors Uberprift werden: Eine Schrittgréfe >10 nm wr-
de mit den Erkenntnissen aus der Struktur (Lange des Hebelarmes) der Hebelarm Hypothese
(vgl. Kapitel 5) widersprechen, und auch eine Schrittgrof3e >6 nm wére nur bei einer betrécht-
lichen Umlagerung innerhalb der Motordomane moglich (Rayment et al., 1993b). Eine méogli-
che Erkérung fur groRere Distanzen ware, dal die resultierende Verschiebung durch die Ab-
folge mehrerer Schritte zustande kommt (Y anagida et al., 1993a; Ishijima et al., 1998). Meh-
rere Schritte in Folge einer einzelnen ATP Hydrolyse sind allerdings mit strukturellen Beob-
achtungen nur schwer vereinbar, wonach nur ein einziger Kraftschlag pro Umsatz eines ATP

Molekils moglich ist (Rayment & Holden, 1994).

Die Bestimmung der exakten Schrittgrof3e eines einzelnen Motormolekils gestaltet
sich jedoch nicht einfach: Auf Grund der geringen Kréfte (einige pN) und geringen Distanzen
(einige nm), die fur die Wechselwirkung eines Myosinmolekils mit Aktin charakteristisch
sind, werden hohe Anforderungen an das Mef3system, aber auch an die Analyse und Interpre-
tation der Rohdaten gestellt. Im fir die Funktionsfahigkeit der Molekiile notwendig wassrigen
Medium unterliegt ein fur die geringen Kréfte geeigneter Sensor dem Einflul? Brownscher
Molekularbewegung, welche die zu messenden Distanzen um etwa eine Groéf3enordnung
Ubertrifft. In den vier Labors Spudich (Stanford, USA), Moalloy (Y ork, UK), Yanagida (Osa-
ka, Japan) und Warshaw (Vermont, USA), aus denen bisher Ergebnisse aus Einzelmolekdl-
messungen an Myosin berichtet worden sind, wird mit unterschiedlichen Methoden gemessen
und analysiert. Bereits fUr die Schrittgréf3e von Myosin wurden dabei Werte von 5 - 20 nm
gefunden (Finer et al., 1994; Molloy et al., 1995, Guilford et al., 1997, Tanaka et al., 1998),

dementsprechend variieren auch weitere Ergebnisse aus den Einzel molekilexperimenten zur
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detaillierten Mechanik des Motors (Kitamura et al., 1999; Tyska et al., 1999). Daher sollteim
Rahmen dieser Arbeit zum einen gekléart werden, wie grof3 tatséchlich die von Myosin |1 gene-
rierte Verschiebung des Aktinfilaments ist, und zum anderen, worauf die unterschiedlichen
Ergebnisse beruhen, die bisher verdffentlicht worden sind.

Mit dem kombinierten Mikronadel-Laserfallen Aufbau wurde eine zur Doppellaser-
falle aternative Mel3methode angewandt, die im Vergleich dazu den Vortell besitzt, die Rota-
tion des freien Aktinfilaments als Folge der Rotation beider Perlen in der Falle herabzusetzen.
Im 2. Kapitel dieser Arbeit werden die Vor- und Nachteile und ein moglicher verfal schender
Einflul3 aller Mel3methoden und aller Analysemethoden diskutiert, um diese als Ursache fir
die unterschiedlichen Ergebnisse ausschlief3en zu kénnen. Fur die Auswertung und Interpreta-
tion der eigenen Daten wurde ein verfeinertes Analyseverfahren entwickelt.

Neben der Bestimmung der Schrittgrof3e konnten auch viele andere Details der Funk-
tionsweise von Myosin ergriindet werden, indem systematisch einzelne Komponenten des in
vitro assays verandert wurden (Aufbringung des Molekils, Anzahl der Myosinkopfe, Orien-
tierung zum Aktinfilament). Es wurde untersucht, ob auf Einzelmolekilebene ein funktionel-
ler Unterschied feststellbar ist, wenn das Molekil (oder ein Fragment desselben) direkt oder
Uber einen Antikorper auf das kinstliche Substrat adsorbiert worden ist, verglichen mit einer
eher physiologischen Umgebung (inkorporiert in ein dickes Filament).

Myosin Il ist im Muskelverband ein zweikdpfiges Molekill, und die Rolle des zweiten
Kopfes bei der Kraftgenerierung ist umstritten (Veigel et al., 1999; Tyska et al., 1999; Tanaka
et al., 1998). Aus diesem Grund wurde der Einflul? auf die Schrittgrof3e an ein- und doppel-
kopfigem Myosin, Myosinfragmenten und klonierten Konstrukten untersucht. Durch die Ein-
bettung von nativem Myosin in fluoreszenzmarkierte LMM Cofilamente konnte die Orientie-
rung zwischen Kopf und Aktinfilament bestimmt werden, indem der relative Winkel zwischen
dem Cofilament und dem aufgespannten Aktinfilament gemessen wurde. Durch Messungen
an einzelnen inkorporierten Myosinkdpfen bei variabler Orientierung sollte untersucht wer-
den, inwieweit eine physiologisch korrekte Anordnung Auswirkungen auf die generierte Ver-

schiebung hat.
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Die Ergebnisse Uber den Einfluf3 der biologischen Randbedingungen (Adsorption, An-
zahl der Kopfe und Orientierung) auf die Funktionsfahigkeit einzelner Myosinmolekile sind
im 3. Kapitel der Arbeit zusammengefaldt. Damit ist zudem eindeutig geklart worden, ob die-
se Unterschiede, die in den bisher bekannten in vitro assays vorliegen, fir die variierenden
Ergebnisse bel der Bestimmung der Schrittgrof3e verantwortlich sein kénnen.

Durch die Verwendung eines Nukleotidanal ogons sollte erstmals auf Einzelmolekile-
bene die Existenz schwacher Wechselwirkungen as Vorstufe der eigentlichen Hydrolyse
Uberprift werden. In Anwesenheit von ATP werden diese sehr kurzlebigen Zusténde durch
die kraftgenerierenden Wechselwirkungen Uberlagert, deshalb wurden die mit einem nur sehr
langsam hydrolysierten Analogon (ATPyS) generierten Wechselwirkungen bei unterschiedli-
cher Nukleotidkonzentration charakterisiert. Die Ergebnisse sind Gegenstand des 4. Kapitels.

Im 5. Kapitel schliefflich findet sich die experimentelle Bestdtigung der Hebelarm Hy-
pothese auf Einzelmolekilebene. Die Schrittgréf3e wurde fur insgesamt 8 groftenteils mole-
kularbiologisch hergestellte Myosinkonstrukte mit unterschiedlicher Hebelarmlange bestimmt
und in Relation zu dieser gesetzt. Die Diskussion zu den einzelnen Mef3ergebnissen findet
sich am Ende des jeweiligen Kapitels (2 - 5), aus diesem Grund folgt im 6. Kapitel zusammen

mit dem Ausblick eine Zusammenfassung und abschlieffende Bewertung aller Ergebnisse.



12

2. Messung und Analyse von Akto-Myosin Wechsal-

wirkungen auf Einzelmolekilebene

2.1. Einleitung

Die Verkirzung von Muskel entsteht durch die zyklische Wechselwirkung der beiden
Proteine Aktin und Myosin, dabei wird chemische Energie aus der Hydrolyse von ATP durch
den molekularen Motor Myosin in mechanische Arbeit umgewandelt (vgl. 1. Kapitel), indem
er ans Aktinfilament anbindet und dieses verschiebt. Obwohl das kontraktile System mit un-
terschiedlichen Methoden bereits ausfihrlich untersucht worden ist, sind Details der chemo-
mechanischen Transduktion noch unklar. Insbesondere die Schrittgréfe eines einzelnen Myo-
sinmolekils als wichtiger Parameter zur mechanischen Charakterisierung des Motors ist seit
vielen Jahren Gegenstand der Forschung.

Mit theoretischen Uberlegungen und Messungen an Muskel war bereits versucht wor-
den, die Schrittgrofie zu bestimmen: Im Jahre 1969 stellte H.E. Huxley sein Modell der swin-
ging myosin crossbridge theory vor (vgl. Abb. 1.2.(a),(b)), in dem fir die SchrittgréfRe von
Myosin durch dessen Abmessung 40 nm als obere Grenze angenommen wurde (H.E. Huxley,
1969). Durch Messung der Kraftéanderung in Muskelfasern nach schneller Langenanderung
gelangten A.F. Huxley und Simmons im Jahre 1971 zu einer ersten Abschétzung von ~10 nm
flr diese Grofde (Huxley & Simmons, 1971). Messungen der Verkirzungsgeschwindigkeit an
Muskelfibrillen flhrten zu einer geschétzten Schrittgréf3e von 15 nm (Maund Taylor, 1989).

Wegen der geringen Abmessung der beteiligten Proteine (einige nm) kann ihr Verhal-
ten im Lichtmikroskop mit dem durch Diffraktion limitierten Auflésungsvermégen von ~ 0,2
pum nicht direkt untersucht werden. Ein wesentlicher Schritt war deshalb die Markierung ein-
zelner Aktinfilamente mit Rhodamin-Phalloidin (Yanagida et al., 1984). Mit dem sogenann-
ten motility assay kann die Bewegung dieser fluoreszenzmarkierten Filamente auf einem ,, Ra
sen” vieler Myosinmotoren in vitro beobachtet und daraus die sogenannte Gleitgeschwindig-
keit bestimmt werden (Harada et al., 1987). Aus der beobachteten Gleitgeschwindigkeit be-
rechneten Yanagida und Mitarbeiter die Schrittgrof3e zu 120-200 nm/ATP (Harada et al.,
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1990) wahrend Spudich und Mitarbeiter mittels eines Gleitassays mit geringer Motorendichte
diese mit 5-20 nm/ATP bezifferten (Uyeda et al., 1991). Die divergenten Ergebnisse resultie-
ren vor allem aus der Tatsache, dal3 diese Methode immer nur eine indirekte Abschatzung der
Schrittgrofie eines einzelnen Molekiils erlaubt und aus ungenauen Daten fir den Umsatz von
ATP.

Die Ergebnisse aus mechanischen Studien und biochemischen Untersuchungen an
aufgereinigten Molekilen in Losung kénnen ebenfalls immer nur Informationen Uber den
mittleren Wert einer meist unbekannten Anzahl von Molekilen bei einer unbekannten Ver-
teilung der Zwischenzustande liefern. Eine exakte Aussage zur Mechanik eines Myosinmole-
kils oder eine detaillierte Charakterisierung unterschiedlicher Motoren ist nur moglich, wenn

direkt am Einzelmolekil gemessen wird.

Es gibt verschiedene Methoden zur Detektion von einzelnen Akto-Myosin Wechselwir -
kungen

Die Manipulation einzelner Molekile in einem in vitro assay mittels einer Mikronadel
(Yanagida et al., 1993a) oder einer optischen Falle (Svoboda et al., 1993) kombiniert mit ei-
nem entsprechenden Detektionsvermdgen hat die Messung an einzelnen Motormolekilen
realisierbar gemacht. Seit den ersten Messungen sind verschiedene Moglichkeiten zur Regi-
strierung entwickelt worden, um die Wechselwirkung eines einzelnen Myosinmolekils mit
Aktin zu messen, aber im Prinzip lassen diese sich auf zwei unterschiedliche experimentelle
Anordnungen zurickfUhren:

(i) Ein einzelnes Motormolekll befindet sich auf dem Substrat, dabei dient meist eine
auf dem Boden befestigte Glasperle oder eine aus dem Glas gedtzte Stufe al's Sockel. Dartiber
wird ein einzelnes Aktinfilament mit je einer Latexkugel an jedem Ende in der Lésung aufge-
gpannt und festgehalten, indem die beiden Kugeln mittels zweier Laserfallen manipuliert wer-
den (,3 bead geometry”, Finer et al., 1994, Abb. 2.1.A). Eine der beiden Latexkugeln kann
durch eine sehr feine Glasnadel ersetzt werden, die in diesem Fall as Sensor dient. Dieser

Aufbau wird in dieser Arbeit verwendet und ausfihrlich beschrieben (Abb. 2.1.B).
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(it) Umgekehrt kann auch das Aktinfilament (oder ein Bindel mehrerer Filamente) auf
dem Substrat befestigt werden. Das Motormolekil wird an einen geeigneten Sensor ange-
bracht, der sich oberhalb des Aktins in Losung befindet. Als Sensor kommen Mikronadeln
(Ishijimaet al., 1994), evtl. mit zusétzlicher Spitze versehen (Kitamuraet al., 1999), oder eine

Latexperleinnerhab einer Laserfalle in Frage (Block et al., 1990).

Abb. 2.1.: Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um AktoMyosin Einzelwechselwirkungen zu messen: (a) ,,3 bead
geometry“, (b) Kombination aus Laserfalle und Mikronadel, (c) ,,whisker tip*, (d) Perlenassay.

Die kleinen Schrittdistanzen (einige nm) und geringen Kréfte (einige pN), die bei Ein-
zelmolekllwechselwirkungen auftreten, erfordern einen Sensor geringer Steifheit, damit der
Motor ungehindert den vollen Arbeitshub (, power stroke") ausfihren kann. Im Fall der La
texkugeln in der Laserfalle hangt die Steifheit dieses Sensors von den Eigenschaften der La-
serfalle ab. Bei den Ublicherweise zum Trappen verwandten Wellenlangen und Laserleistun-
gen betragt die Steifheit einer 1 um grof3en Latexkugel 0,02 — 0,03 pN/nm. Wenn ein Aktin-
filament in der Doppellaserfalle mittels Manipulation der beiden Fallen vorgespannt worden
ist, addieren sich die Steifheiten der beiden Perle, so dal? die resultierende Steifheit des Sen-

sors 0,04 — 0,06 pN/nm betragt. Ahnlich verhalt es sich, wenn statt der zweiten Perle eine Mi-
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kronadel verwandt wird, auch hier addiert sich nach Aufspannen des Aktinfilaments zu der
Steifheit der Nadel noch die der Perle in der Laserfalle, wobei in diesem Fall die Steifheiten
der Nadeln variieren (siehe Ergebnisse).

Die Steifheit der Sensoren bei umgekehrter Anordnung (siehe Abb. 2.1.C, 2.1.D) ist
von dhnlicher GroRRe. Aufgrund dieser geringen Steifigkeit unterliegen alle Sensoren Brown-
scher Bewegung in der GrofRenordnung einiger 10 nm und die relative Bewegung zwischen
Motormolekdl und Aktinfilament ist eine Gemeinsamkeit der beschriebenen Systeme, unab-
héngig davon, ob nun der Motor oder das Aktinfilament fest mit dem Substrat verbunden sind

(und der Gegenpart an den Sensor gebunden ist).

Esgibt verschiedene Methoden zur Analyse der Rohdaten

Da die Brownsche Molekularbewegung des Sensors einige 10 nm betragt (k.= 0,04

Senor
— 0,06 pN/nm, Var[x] = k,T/x,,.) und die Zeitauflésung des Systems (~ 1 ms, siehe Ergeb-
nisse) nicht ausreicht, um den Beginn eines Einzelschrittes direkt aufzulbsen, missen die
Rohdaten statistisch ausgewertet werden, um eine Aussage Uber die Schrittgrofie machen zu
konnen. Wahrend der Anbindung des Motormolekils an das Aktinfilament ist das Rauschen
des Sensors deutlich reduziert, da zur Steifheit des gesamten Ensembles die der Querbrticke
des Myosins (verbindet Myosin mit Aktin) addiert wird und diese mit «,, ~ 0,7 pN/nm (Vei-
gel et al., 1998) bzw. k,, ~ 1,6 pN/nm (Bagshaw, 1993) die Gesamtsteifheit dominiert.

Die mechanischen Eigenschaften (i) der Anbindung des Motormolekiils an das Sub-
strat und der Verbindung zwischen Aktinfilament und Perle bzw. Mikronadel oder (ii) der
Anbindung des Aktinfilaments ans Substrat und entsprechend die Befestigung des Motormo-
lekils am Sensor konnen allerdings diese Reduktion des Rauschens negativ beeinflussen
(mindern) und erfordern zudem gegebenenfalls eine Korrektur der gemessenen Schrittgrofie
(vgl. Ergebnisse). Je nach Mef3aufbau und Art der Ankopplung des Motors bzw. des Aktinfi-
laments variiert die Qualitdt der Rohdaten beziiglich der Reduktion des Rauschens wahrend
der Anbindung und erfordert entsprechend mehr oder weniger stringente Kriterien, um die
einzelnen Wechselwirkungen vom Rauschen trennen zu konnen. Die verschiedenen Methoden

der Datenanalyse haben alle gemeinsam, dal3 sie sich die Reduktion des Rauschens wéahrend
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der Wechselwirkung zunutze machen, unterscheiden sich aber im Detail in den genauen Krite-
rien zur Detektion der Wechselwirkung und der weiteren Interpretation der Daten.

Bei der ersten Analyse der SchrittgrofRen (Finer et al., 1994) wurden die Rohdaten
anaysiert, indem eine Nullinie definiert wurde a's die mittlere Position des Sensors, die Posi-
tion einer Wechselwirkung wurde anschlief?end relativ zu dieser Nullinie gemessen. Als
Wechselwirkung wurden ale Ereignisse mit einer deutlichen Verschiebung des Sensors rela-
tiv zu dieser Nullinie betrachtet. Dabei wurde nicht berticksichtigt, dal3 die Position des Sen-
sors zu Beginn der Wechselwirkung durch die Brownsche Bewegung der Perle nicht immer
die der Nullinie entspricht, sondern entsprechend um diese fluktuiert. Vermutlich fuhrte die
Nichtberticksichtigung aller Wechselwirkungen unterhalb der Nullinie und innerhalb des Rau-
schens in der Analyse zu einer Uberschitzung der tatsichlichen SchrittgrofRe mit 11 nm.

Molloy et al. stellten 1995 eine alternative Methode zur Analyse vor (im Folgenden
» Histogramm-Analyse* genannt), welche die thermische Diffusion des Sensors mit der damit
verbundenen Streuung der Anfangsposition der Wechselwirkungen beriicksichtigte, indem die
Verteilung vieler solcher Ereignisse relativ zur Nullinie des freien Rauschens analysiert wur-
de. Das Resultat ist eine gauRférmige Verteilung (entsprechend der Position des fluktuieren-
den Sensors relativ zu dessen Nullinie), die alerdings um genau den Betrag der Schrittgrofie
verschoben ist. Die Richtung der Verschiebung hangt von der Polaritét des Aktinfilaments ab.
Damit kann aus dem Betrag der Verschiebung der Positionsverteilung vieler Wechselwirkun-
gen die SchrittgroRe der einzelnen Wechselwirkung bestimmt werden. Eine Wechselwirkung
wurde im Unterschied zur bisherigen Interpretation durch die wahrend der Anbindung des
Myosinmotors an das freie Aktinfilament reduzierte Varianz des Mel3systems detektiert (un-
abhangig von der Position). Basierend auf dieser Analyse wurde fir Rohdaten aus dem glei-
chen Mef3system (3 bead geometry) eine Schrittgrél3e von ~ 5 nm fur die beiden Myosinfrag-
mente S1 und HMM postuliert (Veigel et al., 1998; Veige et al., 1999), wobei urspriinglich
(Molloy et al., 1995) fur S1 mit ~4 nm und HMM mit ~7 nm unterschiedlich grol3e Werte
gemessen worden waren.

In der Arbeitsgruppe von David Warshaw wurde ebenfalls mittels der Doppellaserfale

Myosinfragmente charakterisiert, allerdings wurden die Daten mit einer aternativen Analy-
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semethode ausgewertet, der ,mean variance analysis’ (urspringlich fir Daten aus Einzelka-
nalmessungen entwickelt (Patlak 1993)), bei der mit einem bestimmten Zeitfenster sowohl die
Varianz a's auch die mittlere Position berechnet und in einem dreidimensionalen Histogramm
dargestellt werden. Da sich die Wechselwirkungen in der Varianz vom freien Rauschen unter-
scheiden, kann ihre mittlere Position relativ zu der des frelen Rauschens direkt abgelesen
werden. FUr natives Myosin wurde damit eine SchrittgrofRe von 11 nm (Guilford et al., 1997)
und fur einkdpfiges Myosin von 5-6 nm (Tyska et al., 1999) angegeben.

Wie die bisher vorgestellten Analysemethoden wurde auch die Folgende fur das ,,3
bead assay” entwickelt (Mehta et al., 1997), die die bei Anbindung des Motors gestorte Kor-
relation zwischen der Postion der beiden Perlen in der Laserfalle zur Definition der Ereignisse
verwendet. Die Ablenkung der Perlen wahrend einer solchen Wechselwirkung (Detektion
erfolgt Uber Positionsbestimmung beider Perlen und anschlief3ender Korrelationsanalyse)
wird anschlief3end entprechend der Histogramm-Methode analysiert und interpretiert, damit
wird fir HMM eine Schrittgréf3e von 4 - 5 nm gemessen.

Eine Beobachtung ganz anderer Art, namlich dal3 die von Myosin generierte Verschie-
bung sich aus einer unterschiedlichen Anzahl (2-5) aufeinanderfolgender einzelner 5.3 nm
grofer Schritte zusammensetzt, stammt aus den Messungen, die Yanagida und Kollegen
(Kitamura et al., 1999) mit der umgekehrten Mef3anordnung (Aktin fest auf dem Substrat,
Motormolekil am Sensor befestigt, Abb. 2.1.C) durchgefihrt haben. Zur Analyse wurde eine
flr prozessive Motormolekile entwickelte Methode benutzt (Svoboda et al., 1993). Diese
jeweilige Abfolge mehrerer Schritte wird interpretiert als Resultat der Hydrolyse eines einzi-
gen ATP Molekils und steht damit sowohl in der Art der Wechselwirkung als auch in deren

Interpretation im Widerspruch zu allen bisher verdffentlichten Ergebnissen.

Damit ist auch mehrere Jahre nach den ersten Einzelmolekilmessungen an Myosin die
Frage nach der exakten SchrittgrofRe umstritten. Vorrangiges Ziel dieser Arbeit sollte deshalb
die Bestimmung der tatsdchlichen Gréfle der von einem Myosinmolekil generierten Ver-
schiebung sein. Die Messungen dazu wurden mit einer alternativen Sensorik durchgefihrt, der

hier verwandte Mikronadel-L aserfallen-Aufbau stellt eine Kombination aus Mikronadel und



18 2. Messung und Analyse von Akto-Myosin Einzelwechselwirkungen

einer Perle in der Laserfalle dar, diese sind verbunden durch ein Aktinfilament. Sowohl Mi-
kronadel als auch Laserfalle wurden bereits in friheren Untersuchungen zur Analyse einzel-
ner/weniger Motoren eingesetzt (Chaen et al., 1989, Ishijimaet al., 1991, Finer et al., 1994).
Da Myosin immer nur transiente Wechselwirkungen mit dem Aktinfilament eingeht, ist die
Mikronadel mit einem daran befestigten Aktinfilament aleine nicht geeignet, um an einem
einzelnen Motor dessen Schrittgréfde zu messen. Durch die Kombination mit einer Perlein der
Laserfalle am anderen Ende des Filaments kann dieses Filament in der Losung vorgespannt
und gehalten werden, wobei hier die Mikronadel als Sensor dient, um als Ersatz der einen
Perle des konventionellen 3 bead assays mogliche, signalverandernde Einfliisse der Doppella-
serfalle (z.B. durch Rotation des Ensembles) ausschlief3en zu kdnnen. Die Analyse der Mel3-
daten erfolgte mit einer aus der , Histogramm-Analyse* verfeinerten Methode. Die Mef3- und
Analysemethode und die damit erhaltenen experimentellen Ergebnisse werden in diesem Ka-

pitel vorgestellt.

2.2. Ergebnisse

Mikronadeln sind als Sensor geeignet, um die Wechselwirkung eines einzelnen Motor -

moleklls mit einem an der Nadel befestigten Aktinfilament zu messen

Das kombinierte Mikronadel-Laserfallen System stellt eine Abwandlung der Doppel-
laserfalle dar, wobei eine der beiden Latexperlen durch ein Glasnadel ersetzt wird (Abb.
2.1.B). Das fluoreszenzmarkierte Aktinfilament wird mittels modifiziertem Myosin (NEM-

Myosin, siehe Methoden zu Kapitel 2)

1 #m /__< ------ auf der einen Seite an einer sehr diin-
B x nen (L ~ 50 -100 pm, d < 0.1 pm) Spit-
Dy ze einer Glasnadel (vgl. Abb. 2.2)) fi-
/ xiert. Auf der anderen Seite erfolgt eine
<0.1 pm § NNadelspitze” /| Befesti ' Lat le (d
: : igung an einer Latexperle (d =
50 - 100 pm—»

1 pm), die sich in einer Laserfalle be-

Abb. 2.2.: Skizze/Abmessungen einer Mikronadel. Die flexi-
ble Nadelspitze dient als Sensor. falle kann so das Aktinfilament vorge-

findet. Durch Positionierung der Laser-
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gpannt werden. Die Glasnadel dient gleichzeitig als Sensor, indem deren Bild im Hellfeld ver-
grofRert auf eine Quadrantendiode (S1557, Hamamatsu) projiziert wird. Aus der Differenz des
Ausgangsstroms der Quadranten kann die Position der Nadel mit Angstrom-Genauigkeit de-
tektiert werden, die Bandbreite des Detektors ist > 8 kHz. Die Auflésung des Detektors wird
lediglich durch Schrotrauschen limitiert. Abbildung 2.4.a zeigt die Position einer sehr steifen
Nadel Uber 10 s, das Rauschen betragt hier 0.28 nm rms.

Die Brownsche Molekular-bewegung des Sensors kombiniert mit Detektionssystemen
entsprechender Bandbreite bestimmt die Zeitauflésung der Messung. Fir eine Latexperle in
der Laserfalle betrégt die Bandbreite ~ 600 Hz, bei einer Mikronadel héngt sie von den geo-
metrischen Abmessungen der flexiblen Nadelspitze ab und betragt typisch ebenfalls einige
hundert Hertz. Die Kalibrierung des Detektors erfolgt mittels der Modulation des Signals
durch sinusférmige Bewegung des Detektors.

Die mechanischen Eigenschaften der Nadelspitze werden ermittelt, indem zum einen

deren Bewegung fir ~1min

aufgezeichnet wird und aus der

Brownschen Fluktuationsbhewe- e P

gung die Steifheit «,_, errechnet

wird (Aquipartitionstheorem):

%KNudel<P_ x2> = %kBT

=
L=

k, = Boltzmann-Konstante,

T = Temperatur Abb. 2.3.: Spektrum der Fluktuation einer freien Nadel {iber 1 min.
Ab der Eckfrequenz f; fillt das Spektrum mit 1/ ab. In dieses Spek-
trum wird eine Lorenzfunktion (rot) eingepalit, aus der die Steifheit

] o der Nadel errechnet wird.

Zum anderen kann die Steifheit

auch aus dem Energiespektrum S(f) der Bewegung der Nadel Uber ebenfalls ~ 1 min bestimmt

werden. Uber Anpassen einer Lorentzfunktion S(f), die bis zur Eckfrequenz f, praktisch kon-

stant ist und dann mit 1/f2 abfallt (vgl. Abb. 2.3., S(f) rot) 183t sich die Steifheit «,, direkt aus

dieser Eckfrequenz f_ ermitteln:
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k,T

. Mr = 2vkf = Reibungskoeffizient
(2 1) = A ! ’

S.(f)=

In Abbildung 2.3. ist das Spektrum einer etwas steiferen Nadel dargestellt. Sie weist eine

Steifheit von ~0.05 pN/nm und eine Bandbreite von ~ 400 Hz auf.

Reduktion der Positionsfluktuation des Sensors wahrend der Wechselwirkung erlaubt

deren Detektion

Die Bewegung des Sensors, d.h. der freien Nadel in Flussigkeit, wird von deren me-
chanischen Eigenschaften (Steifheit, Zeitkonstante) bestimmt. Je nach Abmessung des flexi-
blen Teils (, Nadelspitze") verflgt eine fur die Registrierung geeignete Nadel Gber eine Steif-

heit von ~0.01-0.05pN/nm. Eine Auf-

{ zeichnung des freien Rauschens einer Nadel
findet sich in Abb. 2.4.b). Die freie Nadel
fluktuiert hier 50-60 nm von Spitze zu Spit-
ze, die dazu berechnete Varianz (mittels

eines 10ms langen Zeitfensters) betragt

~ 100 nm? entsprechend einer Steifheit der

Abb. 2.4.: a) Zeitserie (jeweils 10 s) einer sehr steifen
Nadel (~85 pN/nm), b) Zeitserie einer Nadel geringer
Steitheit (~0.04 pN/nm), ¢) zugehoérige Varianz (zu b)).
die Varianz wurde mittels eines 10 ms langen Zeitfen-
sters berechnet.

Nadel von ~0.04 pN/nm. Falls das Aktin-
filament mittels der Perle in der Laserfale
an dessen anderem Ende vorgespannt ist,

addiert sich zu der Steifheit der Nadel noch

20 nm

die der Laserfalle (hier 0.02 pN/nm).
Sobald aber eine Wechselwirkung

mit einem sich auf dem Substrat befindli-

100 nm?

chen Motormolekil stattfindet, d.h. der

Motor bindet ans Aktinfilament, erhéht sich

Abb. 2.5.: Zeitserie einer (vorgespannten) Nadel mit

transienten Wechselwirkungen. die Steifheit des gesamten Ensembles durch

die Addition der Steifheit der Querbriicken

Uber den Zeitraum des Anbindens deutlich. Der eigentliche Kraftschlag hat am Anfang der
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Wechselwirkung stattgefunden und kann mit der vorhandenen Zeitaufldsung nicht aufgel st

werden.

Mit einem variablen Analysefenster lassen sich Wechselwirkungen optimal identifizie-
ren

Neben der eigentlichen Detektion ist die korrekte Identifikation und Interpretation der
Einzelmol ektlwechselwirkungen auf Grund der vorherrschenden geringen Kréfte und Distan-
zen nicht trivial. Wie im vorangegangenen Absatz gezeigt, lassen sich die Wechselwirkungen
anhand der damit verbundenen Reduktion des Rauschens identifizieren. Da eine direkte Auf-
[6sung des eigentlichen Kraftschlags des Myosins mit den bekannten Mel3methoden nicht
moglich ist, bedarf es einer statistischen Betrachtung vieler solcher Ereignisse. Erst indem die
Positionen mehrerer Ereignisse relativ zu der Nullposition der freien Nadel analysiert werden,
|al3t sich die Schrittgrofe anhand der Verschiebung der resultierenden Verteillung bestimmen.
Um die SchrittgroRe mit einer Genauigkeit von £ 1 nm bestimmen zu kénnen, sind erfah-
rungsgemald ~ 100 Wechselwirkungen notwendig, fir eine Fehlerabweichung < 10% bedarf
es einiger 100 solcher Ereignisse. Entsprechend miissen daftr Rohdaten mit einer zeitlichen
Lange von mehreren Stunden ausgewertet werden. Die Auswertung soll dabei mdglichst

schnell und objektiv geschehen. Die Analyse der

1000

—0— mit Wechselwirkungen o . .
aop | ™ Freie Nadel o Daten erfolgt aus diesem Grund mittels Compu-
[
./ - - - . -
o 5 L ter. Mittels eines bestimmten Kriteriums werden
§ optimaler Varianzwert /./. x/
£ ™ A die Wechselwirkungen innerhalb des Rauschens
54
200 .,...:.....—.’. /.i . Cpe - ... . . .
& e identifiziert und deren Positionen in einem Histo-
0 =====’§/======-'F'. i

gramm zusammengefalt.

Varianz [nm?]
Abb. 2.6.: Anzahl an ,Events® bei fester Zeit Bei der "HIStOgramm_Analyse (Molloy et
(10 ms) fiir eine Zeitserie mit Wechselwirkung
(Kreise) und die einer freien Nadel (Quadrate).
Die Anzahl der Ereignisse wurde anhand zweier
Datensitze gleicher zeitlicher Lange bestimmt,
der eine stellte das Rauschen der freien Nadel . . .
dar, der andere enthielt Wechselwirkungen mit Lange und konstantem Varianzwert, d.h. zu jeder

einem HMM-Molekiil. N . . o .
Daraus laBt sich die optimale Hohe fiir das Zeitserie wird die zugehdrige Varianz berechnet

Analysefenster bestimmen, in diesem Fall 10- . . L .
12 nme. und jeder Abschnitt, der fur einen bestimmten

al., 1995) erfolgt die Identifikation Uber ein vor-

gegebenes Analysefenster konstanter zeitlicher
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Mindestzeitraum (typischerweise 10 — 20 ms) eine auf einen bestimmten Hochstwert redu-
Zierte Varianz aufweist, zdhit als , Ereignis”.

Wenn man fur einen Datensatz mit einem Analysefenster konstanter zeitlicher Lange
aber variabler Mindestvarianz die Anzahl der , Ereignisse” bestimmt, die bei der (mehrfachen)
Analyse mit dem jeweiligen Analysefenster dem damit verbundenen Kriterium geniigen, er-
halt man mit dem ansteigenden Varianzwert ab einer bestimmten Schwelle eine ebenfals an-
steigende Zahl an , Ereignissen” (siehe Abb. 2.6. , hier oberhalb von 5 nm?). Aber auch im
Rauschen einer freien Nadel werden mit steigender Mindestvarianz und damit einem immer
weniger stringenten Kriterium oberhalb einer Varianzschwelle (abhéngig von den mechani-
schen Eigenschaften des Sensors, vgl. Diskussion, in der Abb. 2.6. ab einer Varianz von 13
nm?) , Ereignisse” detektiert. Da es sich dabei nicht um tatsachliche Wechselwirkungen des
Motors mit dem Aktinfilament handelt, ergibt eine Analyse der Positionen solcher , Ereignis-
se" keine Verschiebung deren Verteilung. Da wahrend der Anbindung des Motors Uber diesen
Zeitraum die Varianz deutlich reduziert wird, verglichen mit der des freien Rauschens, wer-
den die Wechselwirkungen bei fest vorgegebenen Zeitfenster schon bei einer geringeren Min-
destvarianz detektiert (vgl. wiederum Abb. 2.6.).

Indem man die Anzahl der ,Ereignisse” in Abhangigkeit der Varianz bestimmt, 183t
sich der optimale Varianzwert fir das Analysefen-
ster bestimmen (in der Abbildung 2.6. 12 nm?), mit
diesem Kriterium werden dann genau die ,Ereig-

nisse" detektiert, die von tatsachlichen Wechselwir-

40 nm

kungen herrihren. Anschlief3end wird deren Positi-

on im Verhdltnis zur Nullinie der Nadel gemal3 der 1s

Abb. 2.7.: Zeitserie der Wechselwirkung mul-
tipler HMM-Molekiile mit einem  Aktinfila-
ment.

» Histogramm-Analyse" ausgewertet.

Die Schrittgr 63e von Myosin betragt ~5 nm

Um die Wechselwirkung eines einzelnen Myosinmolekils mit dem Aktinfilament zu
studieren, wird die Myosindichte direkt auf dem Substrat so stark reduziert, dal3 nur noch
transiente Ereignisse zu beobachten sind (Proteinkonzentration < 0.1 pg/ml, statistisch befin-

det sich damit <1 Molekll in Reichweite des Aktinfilaments). Das vorgespannte Arrangement
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aus Nadel, Aktinfilament und Perle in der Laserfalle wird langsam Uber eine der auf dem Bo-
den befindlichen Perlen abgesenkt, bis einzelne Wechselwirkungen mit einem sich auf der
Perle befindlichen Motor beobachtet werden. Die Position der Nadel wird in Abschnitten von
~1 min Uber einen langeren Zeitraum (bis zu 1 h) registriert und gespeichert. Verringert man
die Myosinkonzentration noch weiter, nimmt die Haufigkeit der Wechselwirkungen ab, ohne
dai sich an deren Qualitét etwas @ndert. Bei Kontrollmessungen ohne Beschichtung des Sub-
strats mit Motormolekilen bzw. nur mit BSA-Beschichtung (bovine serum albumin) treten
diese transienten Interaktionen nicht auf. Bei hoheren Konzentrationen beobachtet man zu-
néchst eine Zunahme im Auftreten von (transienten) Einzelinteraktionen bzw. dann eine sége-
zahnartige Auslenkung der freien Nadel Uber weite Distanzen (vgl. Abb. 2.7., hier betragt die
Proteinkonzentration >1 pg/ml, d.h. es befinden sich 5 - 10 Molekile in Reichweite des Ak-
tinfilaments). Fir die Berechnung der Anzahl der Molekiile in Reichweite in Abhangigkeit
von der Proteinkonzentration wurde vorausgesetzt, dal3 sich alle mit der Lésung applizierten
Moleklle auf dem Substrat absetzen und voll funktionsfahig sind, wegen der Geometrie der
Perle (d = 2 um) kénnen alle Molekile auf einer Flache von 0,05 pum?2 mit dem dartber aufge-
gpannten Aktinfilament wechselwirken.

Abb. 2.8. zeigt ,,Rohdaten” aus Messun-

40 nm

gen an Einzelmolekilen mit dem Myosinfrag-
menten S1 (a) und die zugehotrige Varianz (b)

bei einer ATP-Konzentration von 1uM (zur

50 nm?

Struktur des Myosins und von S1: Vgl. Kapitel

3). Wahrend der Anbindung des Myosinkopfes

an das Aktinfilament reduziert sich die Varianz Abb. 2.8.: Zeitserie (a) und zugehorige Varianz
(b) der Wechselwirkung eines S1 Molekiils mit

auf 5-10 nm2. Analysiert man diese Daten mit dem Aktinfilament.

einem entsprechenden Analysefenster (zeitliche Lange: 10 ms/ Hohe der Varianz: 5-10 nm?)

und betrachtet anschlief3end die Position mehrerer Hundert solcher Aktomyosin Wechselwir-

kungen, so erhdlt man eine gaul¥érmige Verteilung, die um 5.24 nm gegen die mittlere Posi-

tion des freien Sensors verschoben ist (siehe Abb. 2.9.). Diese Verschiebung entspricht der
Schrittgrofie des einzelnen Moleklls (Molloy et al., 1995). Wenn nicht anders angegeben,
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wird die Position der einzelnen Wechselwirkungen jeweils zur (zeitlichen) Mitte der Anbin-
dung ermittelt. Analysiert man die mittlere Position aller Wechselwirkung in den ersten (letz-
ten) 10 ms des Anbindungszeitraumes, so erhdlt man mit 5,27 + 0,30 nm (5,32 + 0,29 nm)
ahnliche Werte wie bei der zeitlich mittleren Position, wahrend der Anbindung des Myosin-
kopfes an das Aktinfilament ist fir S1 somit keine weitere Konformationsanderung detektier-
bar. Die Richtung der Verschiebung wird durch die Polaritét des Aktinfilaments bestimmt
(Sellers und Kachar, 1990). Die mittlere Dauer der in Abbildung 2.9. gezeigten Wechselwir-
kungen betragt ~46 ms, wenn man von einem einfachen exponentiellen Abfall ausgeht.

Die Nullinie der Nadel wird bei der Datenanalyse fur jeden Abschnitt einzeln be-
stimmt, um den Einflul? eines eventuellen Drifts méglichst gering zu halten, wurden die Roh-
daten in 10 s Abschnitten ausgewertet und die Positionen aller so erhaltenen Wechselwirkun-

gen addiert.
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Abb. 2.9.: Verteilung von 353 Wechselwirkungen Abb. 2.10.: Verteilung von 368 Wechselwirkungen
von S1 mit 1 uM ATP, 1 Aktinfilament von Wildtyp Myosin mit 1 pM ATP, 2 Filamente.

Da die Richtung der Verschiebung von der Polaritét des Aktinfilamentes abhangt,
konnen die resultierenden Verteilungen aus Messungen an unterschiedlichen Aktinfilamenten
nicht direkt addiert werden, sondern die einzelnen Ergebnisse miissen je nach Polarisation des
Filaments erst orientiert werden. Je nach Betrag der Verschiebung sind eine unterschiedliche
Anzahl an Wechselwirkungen notwendig, um die Verteilungen korrekt orientieren zu kénnen
(vgl. Kapitel 2.2., S.21). Die hier gezeigte Verteilung stammt von einem einzigen Filament
und die Messung dauerte insgesamt ~20 min. Bei der Analyse der Rohdaten aus Messungen

mit Voll-Langen-Myosin (Wildtyp) erhdlt man eine dhnlich grofe Verschiebung (5,39 +
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0,34 nm) der Position aller Wechselwirkungen (Abb. 2.10.). Hier wurden die resultierenden
Verteilungen aus 2 Messungen addiert.

Damit resultiert aus den gezeigten Messungen fir Myosin (und das Myosinfragment
S1) eine Schrittgréf3e von ~5 nm. Mit der Steifheit des gesamten Ensembles wahrend der
Anbindung des Myosinkopfes (0.4 — 0.6 pN/nm) und der gemessenen Schrittlange von 5.3 nm
errechnet sich unter diesen (nichtisometrischen) Bedingungen eine pro Wechselwirkung ge-

leistete Arbeit von 7 - 10 pN-nm.

2.3. Diskussion

Diskussion der M effmethoden

Um Einzelmolekulwechselwirkungen detektieren und analysieren zu kénnen, muf3
ein Sensor Uber eine der Krafte im pN-Bereich angepaldte Impedanz verfugen. Die erforderli-
che geringe Steifigkeit des Sensors fuhrt dazu, dal3 dieser auf Grund der Brownschen Mole-
kularbewegung Fluktuationen von mehreren 10 nm erfahrt, diese sind aber deutlich grof3er as
die durch die Konformationsdnderung eines einzelnen Myosinmolekdils resultierenden Ver-
schiebungen (ca. 5 nm). Um eine Wechselwirkung detektieren zu kénnen, mul3 sich das wah-
rend der Anbindung des Motors reduzierte Rauschen des Sensors deutlich von den Fluktua-
tionen des freien Sensors unterscheiden. Bei der Anbindung des Motors wird die Gesamtstel-
figkeit des Systems dominiert durch die Steifigkeit der Querbriicken (k, ~ 0,7 pN/nm (Veigel
et al., 1998) oder x,, ~ 1,6 pN/nm (Bagshaw, 1993)), d.h. die Fluktuation der Varianz des
Sensors betrégt dann noch ~5 nm2. Allerdings ist die tatséchliche Reduktion des Rauschens
oft vermindert, z.B. durch Rotation des Arrangements aus den beiden Perlen und dem Fila-
ment bel der Doppellaserfalle, durch eine elastische Anbindung der Molekile an den Sensor
und ans Substrat oder durch das longitudina nachgiebige Aktinfilament (je nach dessen Lan-
ge).

Neben der Reduktion des Rauschens bestimmt die zeitliche Auflésung des Mefdin-
struments das Detektionsvermdgen. Um den Beginn eines Einzel schrittes aufldsen zu kdnnen,

mufite die Zeitkonstante des Sensors deutlich im ns-Bereich liegen. In Kombination mit der
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erforderlichen geringen Steifigkeit ist dies fir keines der vorgestellten Mef3systeme moglich.
Die Dauer der Anbindung des Motors liegt im Bereich einiger ms (je nach ATP-
Konzentration), so dal3 der verwandte Sensor entsprechend schnell sein muf3, um die Wech-
selwirkung vom freien Rauschen unterscheiden zu kénnen.

Die hier entwickelte Analysemethode mit dem variablen Fenster verdeutlicht diese
Tatsachen: Eine stérkere Reduktion des Rauschens wahrend der Anbindung des Motors ver-
grofRert den Abstand zwischen der Verteilung tatsachlicher Wechselwirkungen und den ab

einer bestimmten Varianzschwelle félschlicherweise detektierten, , zufélligen* Ereignissen

3
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Abb. 2.11.: Anzahl der Wechselwirkungen in einem Datensatz je nach Varianz der Ereignisse, diese haben eine
konstante Lange (10 ms). (a) Unterhalb einer Varianz von 13 nm? konnen die Wechselwirkung vom freien Rau-
schen der Nadel separiert werden. (b) ,,schnellere Nadel“ (berechnet aus den Daten (a): freie Nadel zu hoherer
Schwellenvarianz verschoben, Wechselwirkungen aus (a) addiert), die Schwelle, ab der auch im Rauschen der
freien Nadel ,,Events detektiert werden, nimmt zu. (c) ,,Wechselwirkungen mit stirkerer Reduktion des Rau-
schens* (berechnet aus den Daten (a): Wechselwirkungen aus (a) zu niedrigerer Varianzschwelle verschoben,
freie Nadel aus (a) addiert), die tatsdchlichen Wechselwirkungen werden bei einer geringeren Varianz detektiert
und lassen sich so noch besser vom Rauschen der freien Nadel separieren.
(vgl. Abb. 2.11.c), wenn die Anzahl der Ereignisse auf einer festen Lange in Abhangigkeit der
Varianz betrachtet wird. Gleichzeitig wird bel einer verbesserten Zeitkonstante des Sensors
(hier der Nadel) diese Varianzschwelle zu hoheren Werten verschoben (vgl. Abb. 2.11.b).

Die Doppellaserfalle zeichnet sich durch die beste zeitliche Auflésung aus (500 -
600 Hz) (Veigel et al., 1998), die zeitliche Auflosung des kombinierten Mikronadel-
Laserfallen-Systems variiert mit den mechanischen Eigenschaften der jeweiligen Nadel (in
dem hier verwandten Aufbau typisch ~300 Hz), dagegen ist das von Kitamura vorgestellte
System mit aufgesetzter Spitze wesentlich langsamer (30 - 60 Hz). Daflr ist die Reduktion
des Rauschens bei dieser Mef3konfiguration sehr gut: Wéahrend der Anbindung des an der auf-
gesetzten Spitze der Nadel befindlichen Myosinmolekiils an das auf dem Substrat befestigten

Aktin erhoht sich die Steifheit von 0,03 pN/nm auf 0,2 —1,5 pN/nm (Kitamura et al., 1999,
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die Erhéhung der Steifheit auf max. 1,5 pN/nm steht allerdings im Widerspruch zu (Veigel et
al., 1998), wo die die Gesamtsteifheit dominierende Querbriickensteifheit 0,7 pN/nm betrégt).

Bei der Doppellaserfalle betrégt die Steifheit der einzelnen Falle jeweils 0,02 —
0,03 pN/nm. Allerdings variiert die Zunahme der gesamten Steifheit infolge der Aktomyosin-
Wechselwirkung bel den verdffentlichten Daten. In der Arbeitsgruppe von Molloy betrégt der
Wert 0,17 pN/nm (Molloy et al., 1995) — 0,5 pN/nm (Veigd et al., 1999), wahrend im Labor
von Warshaw lediglich maximale Steifheiten von 0,08 pN/nm (Tyska et al., 1999) —
0,13 pN/nm (Guilford et al., 1997) erreicht werden. Die Reduktion des Rauschens bei (Tana
kaet al., 1998) ist von ahnlicher Grofze: Wahrend der Wechselwirkungen mit Myosin betréagt
die Varianz noch 40 -50 nm’ (entsprechend einer Steifheit von 0,08 — 0,1 pN/nm), verglichen
mit dem Rauschen des freien Arrangements aus Aktinfilament und Latexperlen von 100 -
200 nm* (0,02 — 0,04 pN/nm).

Das Verhdtnis zwischen dem freien und reduzierten Rauschen des kombinierten Mi-
kronadel-L aserfallen Aufbaus ist etwas besser als das der Doppellaserfalle: Die Steifheit wah-
rend der Anbindung des Myosinkopfes betragt ~0,6 pN/nm, so dal3 die Varianz im gunstigsten
Fall auf <5nm” reduziert wird und sich deutlich von der der freien Nadel (~100 nm’) unter-
scheidet. Da die Art der Anbindung des Aktinfilaments mittels NEM-modifizierten Myosins
der des Doppellaserfall enexperiments entspricht, liegt die Ursache fur dessen etwas schlechte-
res Signal-Rauschverhaltnis darin, dai3 die Perlen in den beiden Laserfalen rotieren kénnen,
was bel einer einseitigen Anbindung des Filaments an eine Mikronadel deutlich reduziert
wird.

Eine Reduktion der ATP-Konzentration mit der damit verbundenen verlangerten Inter-
aktionszeit des Myosins am Aktinfilament erleichert die Separation der Wechselwirkungen
von freien Rauschen, so dal3 damit auch weniger sensitive Mel3systeme detektieren kénnen.
Das Mikronadel-Laserfallen Experiment eignet sich auch fir die Analyse sehr kurzer (10 ms)
Wechselwirkungen, hat aber den Nachteil, da’3 die experimentelle Handhabung deutlich
schwieriger as bei Messungen mit der Doppellaserfale ist. Zudem lassen sich bel Messungen

mit der Doppellaserfalle wahrend einer Messung die Steifheiten der Fallen veréndern.



28 2. Messung und Analyse von Akto-Myosin Einzelwechselwirkungen

Bei keinem der vorgestellten Mef3systemen sollte es grundsétzlich zu einer Verfa-
schung der gemessenen Schrittgrof3en kommen. Abhéngig von den mechanischen Eigen-
schaften der jeweiligen Mel3systeme muf3 sich an die Analyse noch eine Korrektur anschlie-
[3en, die die ermittelte Schrittgrof3e hinsichtlich parasitérer EinfliRe in der Abschwachung des
Signals berichtigt. In einen eventuellen Vergleich unterschiedlicher Ergebnisse mul? deshalb

beriicksichtigt werden, ob diese Korrektur bereits erfolgt ist.

Korrektur der Schrittgrof3en

Bei der vorgestellten Analysemethode mul3 noch berticksichtigt werden, dal nicht die
Schrittgrofie direkt gemessen wird, sondern die Auslenkung der Nadel. Die Befestigung des
Aktinfilamentes an der Perle und der Nadel, die des Myosinmolekiils an das Substrat und die
Verbindung zwischen Myosinkopf und Aktinfilament stellen keine unendlich feste Verbin-
dung dar und reduzieren dadurch die gemessene Auslenkung der Nadel gegenuiber der tat-
séchlichen Schrittgrofe. Besonders die Steifheit der Anbindung des Aktinfilaments durch
NEM Myosin variiert. Aus der Steifheit des gesamten Ensembles wahrend der Anbindung des
Myosinkopfes (k) 1&f3t sich aus der Auslenkung der Nadel (d,,) die tatsachliche Schrittgro-

Re(d, ) abschatzen:

Myosin

yosn = Ol (i€, + 1) A ] mit «, = Steifheit des Ensembles

Flr das hier vorgestellte System betragt « . maxima ~ 0,5 — 0,6 pN/nm, «, setzt sich aus der
Steifheit der Perle in der Laserfalle (0,02 pN/nm) und der der Nadel (0,01 — 0,05 pN/nm) zu-
sammen. Damit ergibt sich ein Korrekturfaktor von maximal 1,12, d.h. die Schrittgrof3e ist um
bis zu 12% unterschétzt worden.

Eine genauere Methode als die Analyse der Brownschen Fluktuation wahrend der An-
bindung errechnet den Korrekturfaktor unter Berlicksichtigung der Komponenten von x.

(Steifheit der Querbricke x,, Steifheit der Anbindung des Aktinfilaments k__ ; hergeleitet aus

con?

Qb?

Veigel et al., 1998):

dMyosin = dNa:IeI[l + 05 Kt Kcon-1 + Kt KQb-l]
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Mit den aus Messungen mit der Doppellaserfalle bestimmten Werten (Veigel et al., 1998) fir
Ken (0.3 pPN/nm) und ., (0.7 pN/nm) erhalt man einen (maximalen) Korrekturfaktor von 1,15.
Allein dieser Arbeit angegebenen SchrittgrofRen sind nicht korrigiert. Die zitierten Schrittgré-
[3en aus anderen Verdffentlichungen sind ebenfalls zum Grofteil nicht korrigiert worden und

erhdhen sich je nach Eigenschaften des jeweiligen Mef3systems noch um 10 — 50 %.

Diskussion der Analysemethoden

Die von Molloy entwickelte Histogramm-Methode (Molloy et al., 1995) eignet sich
fur ale Rohdaten mit einem relativ guten , Signal-Rauschverhdtnis® (Verhétnis zwischen
Fluktuation des freien Sensors und Fluktuation wahrend der Anbindung des Motors) und einer
entsprechenden Zeitauflésung, ansonsten birgt sie die Gefahr, dal3 mit einem fest definiertem
Analysefenster (bestimmte zeitliche Mindestlénge und bestimmte Varianz) Wechselwirkun-
gen nicht als solche erkannt und damit ,, verpal* werden, weil sie sich nicht gentigend vom
Rauschen unterscheiden, oder dalf , falsche® Wechselwirkungen ohne Verschiebung mit in die
Analyse einbezogen werden und das Ergebnis verféschen. Die im Rahmen dieser Arbeit ent-
wickelte Analysemethode (siehe Kapitel 2.6.) mit einem variablen Analysefenster minimiert
diese Nachteile.

Wenn man bei der mean variance analysis (Patlak, 1993; Guilford et al., 1997) die aus
dem freien Rauschen resultierende Verteilung abzieht, ermoglicht dies auch eine Analyse von
Rohdaten mit weniger gutem Signal-Rauschverhéltnis, da bel der verbleibenden Verteilung
(bestehend aus allen Mefpunkten wahrend der Anbindung des Motors) dann keine Uberlage-
rung mit den Mef3punkten des freien Rauschens des Sensors mehr stattfindet. Der Vorteil des
Verfahrens liegt darin, dal3 alle Daten (alle Mef3punkte) berticksichtigt werden, ohne dal3 eine
(moglicherweise ungenaue) Vorauswahl der Wechselwirkungen anhand bestimmter Kriterien
erfolgen muf3. Grundsétzlich sollte diese Art der Analyse zu gleichen Ergebnissen wie die
Histogramm-Methode fuhren, da in beiden Féllen die Position vieler einzelner Wechselwir-
kungen relativ zu der durch das freie Rauschen definierte Nullinie bestimmt wird. Allerdings

unterscheiden sich die Methoden in der relativen Gewichtung der einzelnen Ereignisse. Wah-
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rend bei der Histogramm-M ethode die Position einer einzelnen Wechselwirkung jeweils einen
Punkt in der Verteilung ausmacht, gehen bei der mean variance analysis unterschiedlich viele
Datenpunkte in die Verteilung ein, deren Anzahl wird maf3geblich durch die zeitliche Lange
der einzelnen Wechselwirkung bestimmt, so dal? beispielsweise eine 10 s andauernde Wech-
selwirkung entsprechend mehr Gewicht hat, als wenn mehrere sehr kurze Ereignisse aufge-
zeichnet werden. Wenn aber, wie im Fall der Histogramm-Analyse, mehrere hundert Wech-
selwirkungen unterschiedlicher Lange zusammengefaldt werden, mittelt sich dieser Effekt
heraus. Die tatséchliche Anzahl der berticksichtigten Wechselwirkung kann aus der Vertei-
lung nicht ermittelt werden. Leider wird in Publikationen (Guilford et al., 1997; Tyska et al.,
1999) meist nur die zeitliche Lange der Rohdaten (30-60 s), die in die Analyse eingegangen
sind, angegeben, aber man kann vermuten, dal3 relativ wenige Wechselwirkungen (<20) dabei
in die Verteilung eingegangen sind, dies birgt die Gefahr einer Selektion der Rohdaten anhand
der , sichtbaren* Wechselwirkungen und der damit verbundenen Verfalschung des Ergebnis-
ses. Aus der Histogramm-Analyse hat sich gezeigt, dal3 mehrere hundert Wechselwirkungen
analysiert werden missen, um eine gau3férmige Verteilung und eine Abweichung <10% zu
erhalten.

Die Analyse der Korrelation zwischen der Position von 2 Perlen in der Doppellaser-
falle (Mehta et al., 1997) eignet sich ausschliefdlich fir Mef3systeme, bei denen die Bewegung
zweler Sensoren mit dem dazwischen aufgespannten Aktinfilament beobachtet wird. Sie un-
terscheidet sich von der Histogramm-Methode im Auswahlkriterium fir Wechselwirkungen
und stellt eine gute Ergénzung bei Daten mit fir die ,, Histogrammanalyse* mit Varianzkrite-
rium nicht gentigender Reduktion des Rauschens wahrend der Anbindung des Myosins dar.

Die von Kitamura und Kollegen beschriebenen ,,Dwell States* sind fir einen nicht-
prozessiven Motor wie Myosin |1 untypisch. In den Rohdaten aus dem ,, 3 bead assay* oder
aus Messungen mit dem Mikronadel-Laserfallen Aufbau konnten im Gegensatz zu den in
(Kitamura et al., 1999) gezeigten Daten keinerlei aufeinanderfolgenden Schritte beobachtet
werden, deshalb ist die fir den prozessiven Motor Kinesin entwickelte Analyse (Svoboda et
al., 1993) nicht geeignet fur die Interpretation der ausschliefdlich beobachteten transienten

Aktomyosin-Wechselwirkungen.
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Das individuell angepaldte Analysefenster ermoglicht eine klare Trennung der Wech-
selwirkungen vom Rauschen und damit eine optimale Bestimmung der tatséchlichen Wech-
selwirkungen und generell eine Uberpriifung der Qualitét der Rohdaten. Das der urspriingli-
chen Histogramm-Anayse immanente Risiko, dal3 im Rauschen enthaltene Ereignisse, die
nicht von spezifischer Wechselwirkung herrtihren, die ermittelte SchrittgrofRe verfé schen,
wird minimiert. Auch Ereignisse die zu keiner Verschiebung fuhren (z.B. bei Messungen mit
Nukleotidanaloga), konnen zweifelsfrei detektiert und von nichtspezifischen Reduktionen des

Rauschens unterschieden werden.

Bei den Diskussionen uber die tatsachliche Schrittgréfe von Myosin wird in den mei-
sten Veroffentlichungen nicht nur mit Unterschieden in der Analyse argumentiert, sondern es
kommt auch ein Einflul? der ,,biologischen” Randbedingungen (z.B. die Anbringung des Mo-
tors ans Substrat) fur die unterschiedlichen Ergebnisse in Frage. Diese sind im Rahmen dieser
Arbeit erstmals systematisch variiert und auf ihren Einflul® auf die gemessenen Schrittgréfien

untersucht worden, die Ergebnisse dazu finden sich im néchsten Kapitel.
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3.1. Einleitung

Wie im vorigen Kapitel schon angedeutet, haben unterschiedliche Labore voneinander
abweichende Ergebnisse fur die SchrittgréfRe von Myosin |1 gefunden. Die unterschiedlichen
Mef3methoden sind prinzipiell alle geeignet, um Einzelmolekilwechselwirkungen (korrekt) zu
detektieren. Die Bestimmung der Schrittgrofe aus den Rohdaten bedarf je nach verwandter
Analyse einer gewissen Anzahl an Ereignissen oder bestimmten Kriterien zur Definition eines
solchen Ereignisses, bel sorgfaltigem Umgang mit diesen Anforderungen sollten aber fir alle
vorgestellten Methoden eine Verfdschung der Schrittgréf3e ausgeschlossen werden kénnen
(siehe Diskussion Kapitel 2). Durch die je nach Art der Messung und den dabel verwandten
Molekilen unterschiedlichen Randbedingungen ist zusétzlich ein verandernder Einflul auf die
Mechanik des einzelnen Molekils a's Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse denkbar.
Die bisher bekannten Messungen variieren in den folgenden 3 Punkten:

(1) Je nachdem, welche Fragmente des Myosins untersucht wurde, handelt es sich um ein-
oder zweikopfige Molekile (vgl. Abb. 3.2.-3.7.).

(2) Im in vitro assay wurden die einzelnen Molekile auf unterschiedliche Weise an das
(kUnstliche) Substrat gebunden (vgl. Abb. 3.8.-3.10.).

(3) Die willkurliche Orientierung des Myosinkopfes relativ zum Aktinfilament im Einzelmo-
lekllassay entspricht nicht der im Muskel vorgegebenen festen Anordnung (vgl. Abb.
3.11.-3.16.).

Diese unterschiedlichen Bedingungen wurden systematisch variiert, um zu klaren, inwiefern

die verschiedenen Messungen miteinander vergleichbar sind, und um letztendlich die tatsach-

liche Schrittgrofie zu bestimmen.

(1) Anzahl der Myosinkdpfe
Myosin Il ist, wie auch andere Molekile aus der Myosinfamilie, ein zweikopfiges
Molekil. Die funktionelle Bedeutung des zweiten Kopfes bei der Wechselwirkung mit einem

einzelnen Aktinfilament ist bisher ungeklart.
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So kann auch S1, ein einkopfiges Myosinfragment (siehe Abb. 3.1.), bestehend aus
Motordoméne (heavy chain) und den beiden leichten Ketten (essential light chain, regulatory
light chain), im in vitro Motilitétsassay Aktinfilamente bewegen (Toyoshimaet al., 1987) und
Kréfte erzeugen (Kishino et al., 1988; Moalloy et al., 1995). Um die Rolle des zweiten Kopfes
zu untersuchen, wurden die Ergebnisse fur einkdpfiges Myosin bzw. Myosinfragmente mit
dem jeweiligen doppelkopfigen Pendant (S1 zu HMM, einképfiges Myosin zu zweikopfi-
gem) in verschiedenen in vitro Experimenten und kinetischen Untersuchungen verglichen.
Die bisher publizierten Resultate sind dabei nicht konsistent. Beispielsweise wurde im Glei-
tassay (Ito et al., 1999) eine doppelt so grof3e Gleitgeschwindigkeit und in Einzelmolekilmes-
sungen mit der Doppellaserfalle (Tyska et al., 1999; Molloy et al., 1995 (alerdings revidiert
in spateren Publikationen: Veigel et al., 1998; Veigel et al., 1999)) eine Verdoppelung der
Schrittgrofie fur zweikopfiges Myosin (~10 nm) im direkten Vergleich mit Einkdpfigem ( 5-6
nm) beobachtet. Auf der anderen Seite existieren sowohl in der in vitro Motilitdt (Toyoshima
et al., 1987; Harada et al., 1987; Iwane et al., 1997; Miyata et al., 1994) als auch bei Messun-
gen mit der Doppellaserfale (Mehta et al., 1997; Tanaka et al., 1998) Ergebnisse, die gleiche
Gleitgeschwindigkeiten, SchrittgrofRen und Kréfte (Kishino et al., 1988) unabhangig von der
Anzahl der Kdpfe umfassen.

Oftmals wird diese Diskrepanz in den Ergebnissen dem Umstand zugeschrieben, dal3
mit unterschiedlichen Myosinen bzw. Myosinfragmenten gemessen wurde. Neben den aus
Verdau von Vollangenmyosin gewonnenen Fragmenten S1 und HMM (Molloy et al., 1995;
Mehta et al., 1997 ) wurde ein- und zweikdpfiges Myosin (Tyska et al. 1999; Tanaka et al.,
1998) und genetisch erzeugte Myosinfragmente verglichen. Tabelle 3.1. zeigt eine Ubersicht
der verwandten Myosine und der jeweiligen Ergebnisse.

Um die tatsachliche Schrittgrofie und eine eventuelle Abhangigkeit von der Anzahl der
Myosinkopfe zu ermitteln, wurden im Rahmen dieser Arbeit drei verschiedene Kombinatio-
nen aus einkdpfigen Myosin(fragment) und dem ent-sprechenden zweikdpfigen Partner ver-
glichen: Neben den Myosinfragmenten S1 und HMM (beide aus enzymatischem Verdau)
wurde (durch enzymatischen Verdau geschnittenes) einkopfiges, (natives) zweikopfiges Myo-

sin und klonierte Konstrukte aus Dictyostelium discoideum mit einem (, M765-2R", entspricht
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S1 mit kinstlicher Halsregion) und zwel (,HMM-2R*, mit 2 kinstlichen Halsregionen) Kop-

fen auf ihr mechanisches Verhalten im Einzelmol ekiilassay untersucht.

Motility Assay Molekl Gleitgeschw.
Toyoshimaet al., 1987 | S1 (Papain-Mg, Papain-EDTA, Chymotryptic) 1-2pms!
HMM 75ums’
Myosin (Filament/I6slich) 3—-4ums’
einkopfiges HMM >75ums’
Ito et al., 1999 Myosin Wildtyp (aus Dictyostelium) 345ums’
einkdpfiges Myosin (aus Dictyostelium) 1,83 ums*
lwane S1 (Uiber Biotin-Avidin System angebunden) 6,8pums’
Natives Myosin (Huhn) 6,5ums’
Anson et al., 1996 Dictyostelium S1 124 nm s’
Uyedaet al., 1996 Myosin Wildtyp (aus Dictyostelium) 3ums*
Einzelmolekilmessung Schrittgrolie
Veigel et al., 1999 S1 (aus Papainverdau) 55nm
Kitamuraet al., 1999 S1 (aus Papainverdau) 13 nm*
Tyskaet al., 1998 Natives zweikopfiges Myosin 10 nm
einkopfiges Myosin 5-6nm
Veigel et al., 1998 HMM (aus Papainverdau) 5.04 nm
Tanakaet al., 1998 Natives zweikopfiges Myosin in Rod 0- 10 nm**
einkdpfiges Myosin in Rod 0- 10 nm**
Mehtaet al., 1997 HMM (aus Papainverdau) 4-5nm
Guilford et al., 1997 Natives zweikopfiges Myosin 10.6 nm
Ishijimaet al., 1996 Natives zweikopfiges Myosin in Rod 23 nm
Finer et al., 1994 HMM (aus Papainverdau) 11 nm

Tabelle 3.1.: Ubersicht tber bisher veroffentlichte Gleitgeschwindigkeiten (aus motility assays) und
SchrittgroRen (aus Einzelmolekilmessungen) von nativem Myosin Il, Fragmenten (S1 und HMM) von
Myosin Il und in Dictyostelium discoideum exprimierte Myosine. Die Ergebnisse zeigen grole
Unterschiede in den erhaltenen Ergebnissen. Inwieweit diese Ergebnisse vergleichbar sind, obwohl an
verschiedenen Myosinformen gemessen wurde, soll in diesem Kapitel untersucht werden.

* im Mittel 13 nm, aber im Einzelnen x5,5 nm, x = 1-5
** in Abhangigkeit von der Orientierung zwischen Myosin- und Aktinfilament
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(2) Die Anbindung des Molekils ans Substrat

Der EinfluR der Art der Adsorption einzelner Motormolekile ist bislang umstritten.
Vor alem in der in vitro Motilitét hat sich gezeigt, dal3 die Gleitgeschwindigkeit von Aktinfi-
lamenten auf einkopfigen Myosinfragmenten mal3geblich von deren Ankopplung ans Substrat
beeinfludt wird (Toyoshima et al., 1987; Iwane et al., 1997; Anson et al., 1996), wobei der
Mechanismus einer die Gleitgeschwindigkeit verandernden Anbindung nicht geklart worden
ist (vgl. Diskussion). Diese Ergebnisse aus der in vitro Motilitét werden fir Messungen an
Einzelmolekilen haufig herangezogen, um die beobachteten Unterschiede in den gemessenen
SchrittgrofRen zu begriinden. Um einen eventuellen Einflufd auf die mechanische Funktionali-
tét einzelner Myosinmotoren zu ermitteln, wurde in dieser Arbeit direkt die Schrittgrofe von
S1 bzw. einkdpfigen Myosin systematisch unter verschiedenen Bedingungen gemessen: Zum
Einen wurde die SchrittgrofRe von S1 Molekllen (aus enzymatischem Verdau), die direkt auf
Nitrocellulose adsorbiert waren (und im Gleitassay eine verminderte Geschwindigkeit zei-
gen), untersucht. AuRerdem wurde mit einem einkdpfigen Myosinkonstrukt aus Dictyostelium
discoideum gemessen (M864, entspricht Kaninchen S1, siehe auch Kapitel 5), welches Uber
ein HisTag System spezifisch (mit Antikérper) ans Substrat gebunden war. Mit einkdpfigen
Myosin, inkorporiert in LMM Cofilamente, wurde schliefdlich eine der physiologischen Si-
tuation im Muskel am dhnlichsten Bedingung geschaffen, um zu untersuchen, ob diese die

Fahigkeit des Molekils zur Generierung von Bewegung beglnstigt.

(3) Orientierung des Myosinkopfes relativ zum Aktinfilament

Bel Messungen im Einzelmolekiilassay sind die einzelnen Motormolekile relativ zum
Aktinfilament willkUrlich ausgerichtet, wahrend Myosin im Muskel durch die Einbindung ins
dicke Filament eine feste Orientierung hat. Da fur die Bestimmung der Schrittdistanz immer
einige hundert einzelne Wechselwirkungen zusammen analysiert werden, besteht theoretisch
auch bel einer sehr geringen Motordichte die Moglichkeit, dald innerhalb der typischen Zeit-
dauer einer solchen Messung durch Diffusion oder Drift des Aktinfilamentes nicht immer von
ein und demselben Motor aufgezeichnet wird, sondern die Wechselwirkung mehrerer einzel-

ner Molekile hintereinander gemessen werden. Die einzelnen Molekile haben relativ zum
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Aktinfilament eine unterschiedliche Orientierung, falls diese einen Einflu® auf die jeweilige
Schrittgrof3e hat, wére die resultierende SchrittgrofRe dann der durchschnittliche Wert ver-
schiedener Einzel ergebnisse.

Eine solche Winkelabhéngigkeit der Schrittgrofie wurde von der Gruppe um Toshio
Y anagida durch ein experimentelles Ergebnis unterstiitzt (Tanaka et al., 1998). Dabel wurde
die Schrittdistanz von einkdpfigen Myosin (Uber die Auslenkung der Perle in der Doppellaser-
falle) gemessen, das in fluoreszenzmarkierten Myosinrods inkorporiert ist. Damit kann der
Winkel zwischen Aktinfilament (ebenfals floureszenzmarkiert) und Myosinkopf bestimmt
werden. Bei (fast) paraleler Anordnung von Myosinrod und Aktinfilament wurden Auslen-
kungen der Perle von Uber 10 nm beobachtet, bei einem Winkel von 60° dagegen sank dieser
Wert auf ca. 3 nm. Ein Winkel >90° hatte negative Auslenkungen zur Folge, die den gleichen
Betrag und eine entsprechende Winkelabhangigkeit wie die Werte bel Winkeln <90° aufwie-
sen. Wahrend in der zitierten Veroffentlichung fur Winkel zwischen 60° und 150° tberhaupt
keine Wechselwirkungen gemessen werden konnten, gibt es inzwischen zusétzliche Daten (T.
Y anagida, Vortrag Biophysical Meeting 2000, New Orleans), die auch Wechselwirkungen bei
senkrechter Orientierung beinhalten. Die Schrittgrofe ist dabel ~ 0 nm, so dal3 die Daten einer
linearen Verteilung folgen (mit Maximalwerten bei 0° und Minimum (negative Werte) bei
180°).

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu eigenen Beobachtungen, wonach das resul-
tierende Histogramm unterschiedlich vieler Wechselwirkungen (und damit die Schrittgréfie)
immer um eine dhnliche Distanz verschoben ist, auch wenn kurze Abschnitte (je 10 s) einzeln
ausgewertet wurden. Wenn also wahrend einer Messung durch eine langsame Driftbewegung
des Aktinfilamentes zu anderen Molekilen Wechselwirkungen von unterschiedlichen Moto-
ren mit immer anderer Orientierung zum Aktinfilament und damit verbunden unterschiedli-
cher SchrittgrofRe aufgezeichnet werden, miféte sich dies in einer abschnittsweisen Analyse
bemerkbar machen, auch wenn in der Gesamtanalyse Uber einen langen Zeitraum hinweg ein
gemittelter Wert ermittelt wird. Aul3erdem stehen die Ergebnisse einer winkelabhangigen
Schrittgrofde im Widerspruch zu der hohen Flexibilitét des Myosinmolekiils (Nishizaka et al.,
2000).
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3.2. Ergebnisse: (1) Die Schrittgr6sse eines Myosinmolekils hangt nicht von der Anzahl

der Myosinkopfe ab
(a) S1 und HMM

Die Myosinfragmente S1 und HMM
werden aus Vollangenmyosin (Kaninchen,
vgl. Skizze/Abb. 3.1.)) Uber einen Papainver-
dau gewonnen. Wahrend S1 nur aus einem
Myosinkopf und den beiden leichten Ketten
besteht, umfaldt das Molekil HMM 2 Kdpfe

mit jeweils beiden leichten Ketten. Die Mole-

Myosin I1

« S2 »S1»

« LMM r« HMM »

Abb. 3.1.: Skizze des Molekuls Myosin Il und seiner
Fragmente S1 und HMM. S1 besteht aus einem
Myosinkopf mit den beiden leichten Ketten, HMM
besteht aus 2 Kopfen, die Uber eine gewundene
Region (S2) miteinander verbunden sind.

kile wurden in einer geringen Konzentration (ca. 0,1 pg/ml) direkt auf die mit Nitrocellulose

bedeckte Glasoberflache bzw. Silikaperlen adsorbiert und ihre Wechselwirkung mit einem

einzelnen Aktinfilament Uber mehrere Minuten lang registriert. Bei jeder Wechselwirkung

eines S1- oder HMM-Molekils wird die Varianz auf 5— 10 nm? reduziert (vgl. Kapitel 2).

Analysiert man eine Reihe solcher Wechselwirkungen mit der in Kapitel 2 beschriebe-
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Abb. 3.2.: Verteilung aus 622 S1-Wechselwirkungen,
gemessen an 2 Filamenten.
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Abb. 3.3.: Verteilung aus 496 HMM-Wechsel-
wirkungen, gemessen an 2 Filamenten.

nen Histogrammethode mit einem 10 ms Analysefenster, so erhdt man aus der Verschiebung

der resultierenden Verteilung fir S1 eine Schrittgrof3e von 4,7 nm, die nur unwesentlich klei-

ner als die fur HMM (5,0 nm) ist (Abb. 3.2. und 3.3.). Vergleicht man die beiden Verteilun-

gen mit einem t-Test, dann sind die beiden Mittelwerte innerhalb des 95% Konfidenzinter-

valls nicht statistisch signifikant unterschiedlich (t = - 1,84, p = 0,07). Fur die beiden
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Myosinfragmente erhdlt man damit eine annahernd identische Schrittgréf3e, unabhéngig von

der Anzahl der Kopfe.

(b) Ein- und zweikopfiges Myosinim LMM Cofilament

Um eine der physiologischen Situation im Muskel dhnlichere Umgebung einzuf Uhren,
wurden Cofilamente aus LMM in vitro aggregiert, in die natives Myosin und ,, geschnittenes"
einkopfiges Myosin inkorporiert waren. Diese ,, dicken Filamente" entstanden durch Dialyse
einer Losung mit LMM (teilweise fluoreszenzmarkiert) gegen eine Lésung mit wesentlich
geringerer KCI-Konzentration Uber Nacht (siehe Methoden). Der Aggregationsschritt ist im
(Anhang Methoden zu Kapitel 3) ausfihrlich dargestellt. Die Myosinkonzentration wurde
relativ gering gewahlt (molares Verhéltnis 1:500 - 1:2000), um gewahrleisten zu kdnnen, dal3
es sich tatsachlich um die Wechselwirkung eines einzelnen Myosinkopfes mit dem Aktinfila-
ment handelte. Die LMM Cofilamente wurden direkt auf Glas adsorbiert, da sich vergleichs-

weise mehr Myosinfilamente auf Glas als auf einer vorher mit Nitrocellulose beschichteten
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Abb. 3.4.: (a) Skizze des einkdpfigen Myosins, eingebettet in dickes Filament, und (b)
resultierende Verteilung von 190 1HD (1HD = 1 head) Wechselwirkungen, 1 Filament .
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Abb. 3.5.: (a) Skizze des doppelkdpfigen Myosins und (b) resultierende Verteilung von
223 Wechselwirkungen des 2HD Myosins, 1 Filament.
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Oberfléache fanden (siehe auch Kapitel 3.2. zum Einflul der Anbindung an das Substrat). Fr
diese Messungen wurden vorher in destilliertem Wasser verdiinnte Silicaperlen (d = 2 um) auf
das Deckglas aufgebracht, um als ,, Podest* eine Wechselwirkung des Myosins mit dem in der
L 6sung aufgespannten Aktinfilament zu ermdglichen (siehe Kapitel 2 zum Aufbau). Vor der
Messung konnte Uber Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert werden, ob sich ein Cofilament
Uber die Perle gelegt hatte, da das polymerisierte LMM zu einem Teil mit Farbstoff markiert
war. Die beobachteten Wechselwirkungen entsprachen denen aus Messungen mit Myosin-
fragmenten, d.h. durch die Anbindung des Myosinkopfes ans Aktinfilament kam es zu einer
Reduktion des Rauschens des Sensors. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbil-
dung 3.4. (einkdpfiges Myosin) und 3.5. (zweikdpfiges Myosin) dargestellt. Fir das einkdp-
fige Myosin betrégt die gemessene Schrittgrof3e 4,6 + 0.75 nm und ist damit dem Ergebnis fir
zweikopfiges Myosin (5,3 + 0.34 nm) sehr dhnlich. Vergleicht man die beiden Verteilungen
mit einem t-Test, so zeigt sich, dal innerhalb des 95% Konfidenzintervalls die Mittelwerte
nicht statistisch signifikant unterschiedlich sind (t = 0,12, p = 0,90). Auch hier zeigt sich also,
dai3 die Anzahl der Kopfe keinen nennenswerten Einfluld auf die gemessene Schrittgrofie hat.
Die gemessene Distanz fur ein Einzelmolekil betrégt wiederum wie bel den Myosinfragmen-

ten ~5 nm.

(a) M765-2R und HMM-2R

Um ausschlief3en zu kénnen, dal3 es sich bei den Messungen an den Myosinfragmenten
bzw. an ,geschnittenem” einkdpfigen Myosin um Artefakte durch unvollstandigen Verdau
oder @nliches handeln kdnnte, wurde auch an gentechnisch erzeugten ein- und zweikopfigen
Myosinkonstrukten gemessen. Zum einen handelte es sich um Myosin |1 aus Dictyostelium
discoideum, das auf die Aminosaure 765 verkirzt (truncated) und mit einem kinstlichen He-
belarm aus 2 «-Aktininrepeats (siehe Kapitel 5. zu den Konstrukten mit kinstlichem Hebel-
arm) versehen worden war, und zum anderen um ein entprechendes zweikopfiges Konstrukt
(HMM-2R, ebenfalls auf (beide) 765 Aminosaure(n) gekirzt und die ,,leichte Ketten-Region*
durch 2 «-Aktininrepeats ersetzt). Zur Veranschaulichung sind diese beiden Konstrukte in
Abbildung 3.6.(a) (M765-2R) und 3.7.(a) (HMM-2R) skizziert.
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Abb. 3.6.: (a) Skizze des Konstrukts M765-2R (enthélt2 Actininrepeats) und (b)
resultierende Verteilung aus 1413 M765-2R-Wechselwirkungen, 4 Filamente gepoolt.
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Abb. 3.7.: (a) Skizze des Konstrukts HMM-2R (je 2 Actininrepeats an den Aminosauren
765) und (b) resultierende Verteilung aus 186 HMM-2R-Wechselwirkungen, 1
Filament.

Die Ergebnisse der beiden Messungen fur M765-2R und HMM-2R ( beide auf Ni-
trocellulose adsorbiert) sind in den Abbildungen 3.6.(b) und 3.7.(b) dargestellt. Beide Kon-
strukte generieren SchrittgroRen von 7-8 nm (HMM-2R: 7,50 + 0,54 nm, M765-2R:
7,61 + 0,19 nm), unabhangig davon, ob es sich um ein- oder zweikdpfige Myosinkonstrukte
handelte. Die im Vergleich zu Myosin Il grofere Schrittlange rihrt von dem langeren Hebel -
arm der Konstrukte mit 2 «-Aktininrepeats und ist konsistent mit der ,, Lever arm Hypothese®
(vgl. Kapitel 5). Damit zeigt sich, dal3 diese gentechnisch erzeugten Myosinkonstrukte me-
chanisch funktionsfahige Motoren darstellen und die Schrittgréf3e auch in diesem Fall unab-

angig von der Anzahl der Kopfeist.
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(2) Die Anbindung des Moleklils an Substrat hat keinen Einflufd auf die Schrittgr6i3e

Um die Anbindung des Molekdils zu untersuchen, wurden Messungen auschlief3lich an
einkopfigem Myosin und Myosinkonstrukten durchgefiihrt, da Unterschiede in der Gleitge-
schwindigkeit je nach Ankopplung ans Substrat vor allem fur das einkopfige Myosinfragment
S1 berichtet worden sind (vgl. Tabelle 2). Hier wurde S1 zum einen direkt auf die mit Ni-
trocellulose beschichtete Oberflache aufgebracht. Abbildung 3.8.(a) skizziert das Myosinkon-
strukt und seine Anbringung aufs Substrat. Das Ergebnis aus der Schrittmessung ist daneben
abgebildet und betragt knapp 5 nm.

Bel der gentechnischen Herstellung von Myosinen mittels des Dictyostelium discoi-
deum Systems (siehe Methoden) besteht die Moéglichkeit, Uber Histidine C-terminal einen
HisTag einzufiigen. Dieser Tag erleichtert die Aufreinigung und kann dazu verwendet wer-
den, mit dem entsprechenden Antikorper auf dem Substrat das einzelne Myosinmolekul spezi-
fisch zu adsorbieren (siehe Abb. 3.9.(a)). Mit M864 wurde ein Myosinkonstrukt ausgewahlt,
das von seiner Grof3e und mit den beiden leichten Ketten S1 entspricht. Auch hier ergibt sich
bei der Messung der Schrittdistanz, die ein solches Molekil zurticklegt, ein Wert von ~ 5 nm
(siehe Abb. 3.9.(b)).

Um eine der Situation im Muskel entsprechende Umgebung zu schaffen, wurde ein-
kopfiges Myosin (zu geringem Antell) in kinstlich aggregierte Filamente aus LMM einge-
bettet. Diese wurden direkt auf das Substrat adsorbiert (vgl Abb. 3.4.(a)) und in direkte Nahe
des aufgespannten Aktinfilaments gebracht. Die Verteilung der daraus resultierenden Wech-
selwirkungen ist in Abb. 3.4.(b) gezeigt. Sie weist wiederum eine Verschiebung von knapp 5
nm auf.

In allen 3 Fallen erhdlt man somit eine Schrittgrofe von jeweils ~5 nm. Vergleicht
man die resultierenden Verteilungen mittels ANOVA, so ist keiner der Mittelwerte statistisch
signifikant unterschiedlich zu den anderen (0,05-level, F = 0,17, p = 0,84). Bel der Wechsel-
wirkung von einzelnen Myosinmotoren mit einem Aktinfilament hat die Ankopplung des

Motors folglich keinen Einflul3 auf die Schrittgrofe.



42 3. Die Schrittgr6Re von Myosin I ist 5 nm

(3) Die Orientierung des Myosinkopfes relativ zum Aktinfilament beeinfluf3t die Schritt-

gr 6i3e nicht

Um eine mogliche Orientierungsabhangigkeit der Schrittgréf3e untersuchen zu kénnen,
wurden Messungen mit fluoreszenzmarkierten LMM Cofilamenten fir unterschiedliche Win-
kel zwischen Myosinkopf und Aktinfilament durchgefihrt. Je nach Winkel wurde dabei Myo-
sin in einem molaren Verhdltnis von 1: 500 bis 1 : 2000 zugegeben, um gewaéhrleisten zu

konnen, dal3 es sich tatsachlich nur um Wechselwirkungen eines einzelnen Myosinkopfes mit
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dem Aktinfilament handelte. Der Winkel zwischen LMM Cofilament und Aktinfilament
wurde vor jeder Messung im Fluoreszenzbild bestimmt, dabei konnte auch kontrolliert wer-
den, dal3 es sich tatséchlich nur um ein einzelnes Cofilament handelte. Um den tatséchlichen
Winkel zwischen Cofilament und Aktin bestimmen zu kénnen, mufdte neben dem gemessenen
Winkel auch bekannt sein, an welcher Stelle des Cofilaments relativ zu dessen Zentrum ge-
messen wurde. Da die polymerisierten Filamente haufig eine Lange von > 10 um aufwiesen

und es schwer zu sagen war, an welcher Position relativ zur bare zone des dicken Filamentes
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(Zentrum) und damit in welche Richtung relativ zum Aktinfilament gemessen wurde, wurde
lediglich der eingeschlossene Winkel bestimmt, so dal? der maximale Winkel 90° betrug.

Unabhangig vom eingeschlossenen Winkel, also auch bei senkrechter Ausrichtung,
konnten Wechselwirkungen registriert werden, wobei sich deren Haufigkeit nur geringfligig
von denen bei (fast) paralleler Ausrichtung unterschied. Die mittlere Anzahl der Wechselwir-
kungen lag bei paralleler Ausrichtung bei 0,5 - 4 s*, bei einem Zwischenwinkel > 45° betrug
dieser Wert 0,5 - 1 s*. Wenn man berticksichtigt, daf? ein Teil der Messungen einen tatsachli-
chen Winkel zwischen 90° und 180° aufweisen kann (s.0.), so unterscheidet sich die Frequenz
der Wechselwirkungen maximal um einen Faktor 10.

Abbildungen 3.10. - 3.12. zeigen exemplarische Beispiele bei 3 Winkeln der Messun-
gen mit einkdpfigen Myosin, wahrend in Abb. 3.13. - 3.15. die entsprechenden Schrittdistan-
zen nativen Myosins dargestellt sind. Alle Ergebnisse aus insgesamt 4 Messungen mit ein-
kopfigen Myosin und 12 Messungen mit zweikopfigem sind dann in Abbildung 3.16. zusam-
mengefaldt. Die Messungen fir jeden Winkel wurden jeweils an einem einzigen Aktinfilament
gemessen.

Fur das einképfige Myosin wurde unabhangig vom Winkel eine Schrittgrof3e von
~5 nm gemessen, wobei der bei senkrechter Orientierung erhaltene Wert mit 4,6 + 0,45 nm
etwas geringer ausfalt als bel (nahezu) paralleler Orientierung. Wie schon durch die Ergeb-
nisse aus Kapitel 3.1. zu erwarten, weist auch das doppelképfige Myosin die gleiche Schritt-

grofRe von ~5nm auf. Auch hier ergibt

] . ?Sﬁﬂi sich bei einem vergroRRerten Winkel zwi-
T schen dickem Filament und Aktin keine
gb ] i I EE IF{ pEd ﬂi wesentliche Anderung in der SchrittgroRe.
:é) ’ Bel paraleler Ausrichtung betrégt diese

54+ 05nm, mit einer Zunahme des

° 2 “0 ° * 100 Winkels verringert sich die Schrittgrofile
Winkel [°]
wieder geringflgig, bel fast senkrechter
Abb. 3.16.. Zusammenfassung aller an einkdpfigen ) )
(,1HD*) und zweikopfigen (,2HD*) Myosin gemessenen  Ausrichtung (85°, Abb. 3.16.) betragt sie
Verschiebungen in Abhéangigkeit des Winkels zwischen

Aktin- und Cofilament 4,8 + 0,57 nm. Diese leichte Abnahme der
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Schrittgrof3e zeigt sich in der Zusammenfassung aller Ergebnisse in Abbildung 3.15.: Eine
lineare Regression der Daten ergibt fr einkopfiges Myosin eine Steigung von —0,0031 bzw.

fur zweikdpfiges Myosin von —0,0101, diese Steigung ist (mit P<0,001) statistisch signifikant.

3.3. Diskussion der Ergebnisse

(1) Die Schrittgrofie eines Myosinmolekiils hangt nicht von der Anzahl der Myosinkopfe ab.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde der funktionelle Einflul? des zweiten Myosinkopfes unter-
sucht, indem die Schrittgrof3en verschiedener Myosine (natives Myosin/ geschnittenes einkdp-
figes Myosin), Myosinkonstrukte (HMM-2R/M765-2R) und Myosinfragmente (HMM/S1)
mit jeweils einem und zwel Kopfen systematisch verglichen wurden. Die Ergebnisse aus den
Messungen mit S1 und HMM bestétigen die von Molloy und Mitarbeitern inzwischen verof-
fentlichten SchrittgrofRen (Veigel et al., 1998; Veigel et al., 1999), die ebenfalls Werte um
5 nm a's Schrittlange fur beide Myosinfragmente gefunden haben.

Dagegen bleibt die Diskrepanz zu den Beobachtungen aus dem Labor von David War-
shaw (Tyskaet al., 1999) bestehen, die fur Skelettmuskel eine Verdoppelung der Schrittgrofie
bei zweikdpfigem Myosin verglichen mit der von Einkdpfigem gefunden haben. Auch bei der
Verwendung von nativem Myosin innerhalb eines LMM Myosin Cofilamentes und damit in
einer der Situation im Muskel &hnlichen Umgebung, wurden in dieser Arbeit keine Schritt-
grofien >6 nm gemessen. Stattdessen weist einkdpfiges Myosin genau wie zweikopfiges eine
Schrittgrofde von ~ 5 nm auf.

An gentechnisch erzeugten ein- und zweikopfigen Myosinkonstrukten wurde erstmals
vergleichend die Schrittgréfie bestimmt. Das Ergebnis ist eine ebenfalls praktisch identische
Schrittdistanz fur das ein- und zweikdpfige Konstrukt und damit mit den beiden anderen Mes-
sungen an Myosin und dessen Fragmenten konsistent. In allen Fallen wurde fir das einkop-
fige Myosin, Konstrukt oder Fragment die gleiche Schrittgrofe wir fir das doppelkopfige
Pendant gemessen. Durch die Kombination dieser vergleichenden Messungen kann ausge-
schlossen werden, dal? der fir die Herstellung der Myosinfragmente erforderliche enzymati-

sche Verdau oder eine den zweiten Kopf immobilisierende Adsorption von HMM-Konstruk-
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ten die Bestimmung der SchrittgroRe verfalscht hat. Mit den im Rahmen dieser Arbeit be-
stimmten Resultaten ist ein eventueller funktioneller Einfluld des zweiten Kopfes auf die
Schrittgrofie in Einzel mol ekl messungen damit sehr unwahrscheinlich.

Diese Beobachtung steht fir den Skelettmuskel im Einklang mit den Resultaten aus
biochemischen Studien (Greene und Eisenberg, 1980; Greene 1981) und FRET Spektroskopie
(Iwane et al., 1997), die in Anwesenheit eines Nukleotids die Anbindung von hochstens ei-
nem Myosinkopf an das Aktinfilament schluf3folgern. Conibear und Geeves (1998) schluf3fol-
gerten aus ihren kinetischen Untersuchungen an S1 und HMM, dal3 eine gleichzeitige Anbin-
dung des zweiten Kopfes an dasselbe Aktinfilament in Anwesenheit eines Nukleotids nicht
maoglich ist, weil der zweite Kopf nicht von schwach gebunden zu stark gebunden tibergehen
wird, sondern abdissoziiert. Dies wird ebenfalls bestdtigt durch Elektronenmikroskopie an
HMM im in vitro Gleitassay (Katayama 1998). Keines der untersuchten HMM Molekile war
in Anwesenheit von ATP mit beiden Kopfen gleichzeitig an ein Aktinfilament gebunden,
stattdessen befand sich der zweite (ungebundene) Kopf stets vom Filament moglichst weit
abgewandt, so dal3 eine Mitwirkung am power stroke als unwahrscheinlich angesehen werden
kann.

Da der zweite Kopf offensichtlich keine Rolle bei der Schrittgrofie in Einzelmolekdl-
messungen spielt, ist dessen funktionelle Bedeutung unklar. Allerdings mul3 berlicksichtigt
werden, dal’ im Muskel eine etwas verdnderte Situation zu der in Einzelmolekilmessungen
herrscht. Im Sarkomer ist es durchaus méglich, dal? der zweite Kopf gleichzeitig an ein weite-
res Aktinfilament binden kann (deren Abstand betragt ~20 nm (Bagshaw, 1993), der Winkel
zwischen den beiden Kopfen ist dann 60°) und dabei ebenfalls eine kraftgenerierende Kon-
formationsénderung durchfihrt. Zumindest im Rigor ist eine solche Bindung der beiden
Kopfe an unterschiedliche Aktinfilamente (,,interfilament binding*) bereits beschrieben wor-

den (Taylor et al., 1984).

(2) Die Ankopplung des Molekiils ans Substrat hat keinen Einflufd auf die Schrittgrofie
Prinzipiell gibt es mehrere, unterschiedliche Moglichkeiten der Befestigung von Myo-

sin oder Myosinkonstrukten auf Glas. Zunéchst kann der Motor direkt auf eine gereinigte
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Glasflache aufgebracht werden, diese kann aber auch mit Nitrocellulose beschichtet werden
(Toyoshima et al., 1987) oder silanisiert werden. Bei gentechnisch erzeugten Myosinkon-
strukten kann ein Tag fur Antikdrper C-terminal ins Molekil eingebaut werden, der dann an
vorher aufs Glas aufgebrachte Antikorper bindet (Anson et al., 1996), aber auch spezielle An-
tikdrper gegen bestimmte Domanen des Wildtyps eignen sich zur spezifischen Anbindung
(Winkelmann et al., 1995). AuRRerdem kann solch ein kloniertes Konstrukt tber ein Biotin-
Streptavidinsystem nach dem gleichen Prinzip spezifisch angebunden werden. Der Vorteil
dieser Art der Anbindung liegt in der héheren Wahrscheinlichkeit, dal3 die Motordoméne
nicht auf dem Substrat klebt (und damit nicht mehr mit dem Aktinfilament wechselwirken
kann). Durch die Einbettung von Voll-Langenmyosin oder einkdpfigen Myosins in eine der
Situation im dicken Filament ahnliche Struktur (LMM Cofilamente oder Myosinrods) sollte
die Motordomane funktionell optimal ausgerichtet sein.

Die optimale Funktionalitét moglichst vieler Motoren spielt im Gleitassay eine we-
sentliche Rolle, da eine Beschadigung des einzelnen Molekils durch Wechselwirkung mit
dem kinstlichen Substrat die Gleitgeschwindigkeit vermindert (Iwane et al., 1997), so dal3 es
nicht Uberrascht, dal3 S1 je nach Art der Anbindung unterschiedliche Gleitgeschwindigkeiten
zeigt (Toyoshima et al., 1987; Waller et al., 1995; Iwane et al., 1997). Im Gegensatz zu den
Beobachtungen aus der in vitro Motilitét ist die Schrittgrofie des einzelnen Molektils nicht von
der Art der Anbindung abhangig. S1 direkt auf Nitrocellulose adsorbiert, kann ebenso einen
vollsténdigen Kraftschlag von ~5 nm generieren, wie einkdpfiges Myosin, das in ein LMM
Myosin Cofilament eingebettet wurde. Wahrend bei Einzel molkilmessungen nur von intakten
Motoren aufgezeichnet werden kann (wenn der Motor nicht funktionsfahig ist, kommt es
nicht zu wiederholten transienten Wechselwirkungen), wird im Gleitassay das Verhalten vie-
ler Motoren gleichzeitig beobachtet. Dabei kann ein geringer Antell denaturierten Proteins
maoglicherweise zu einer Verlangsamung der Gleitgeschwindigkeit fihren, wenn nicht funk-
tionelle Motoren gleichzeitig mit funktionellen an das Aktinfilament angreifen (lwane et al.,
1997). Erhoht eine solche spezifische Anbindung (beispielsweise auch Uber ein Biotin-Avidin
System) den Anteil funktioneller Motoren deutlich, kann sich die Gleitgeschwindigkeit im

Vergleich zu einem Assay mit nichtspezifischer Anbindung in einem transienten Ubergangs-
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bereich der Motordichte erh6hen, ohne dal3 sich an den mechanischen Eigenschaften des ein-
zelnen Molekils etwas éndert.

Die Adsorption eines Myosinkonstruktes Uber einen HisTag Antikorper verandert die
Schrittgrof3e nicht, damit kann ausgeschlossen werden, dal3 dadurch der funktionelle Hebel-
arm des Molekls verlangert wird (siehe auch Kapitel 5). Der funktionelle Einfluld der Anbin-
dung des Einzelmolekils an ein kinstliches Substrat ist hier erstmalig systematisch untersucht
worden. Die Tatsache, dal3 die gemessene Schrittgrofie praktisch unabhéngig von der Art der
Anbindung ist, hat zur Folge, dal3 die in verschiedenen Laboren gemessenen Schrittgréfden

direkt verglichen werden konnen.

(3) Die Orientierung des Myosinkopfes relativ zum Aktinfilament beeinfluf3t die Schrittgrélie
nicht

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal3 weder ein- noch zweikdpfiges Myosin eine Veran-
derung der SchrittgrofRe mit einem unterschiedlichen Winkel zwischen Aktinfilament und
Myosinkopf aufweist. Unabhangig von der Orientierung des Myosinkopfes betrégt die resul-
tierende Schrittlange immer ~5 nm. Auch hier hat die Anzahl der Myosinkdpfe keinen Einfluld
auf die gemessene Verschiebung (siehe (1)). Damit bestétigt sich zudem weder die Beobach-
tung von Tanaka et al. (1998), dal bei fast paralleler Ausrichtung Schrittgréf3en deutlich gré-
Ber 10 nm gemessen werden, noch dal3 bei senkrechter Orientierung tberhaupt keine bzw. nur
Wechselwirkungen ohne Verschiebung beobachtet werden. Das Myosinmolekll ist in der
Lage, sich entsprechend der vom Aktinfilament vorgegebenen Richtung auszurichten und
nach Anbindung an dasselbe einen vollstéandigen power stroke von ~ 5 nm auszufiihren. Dies
wird bestétigt durch Beobachtungen aus der in vitro motility, die ebenfalls eine grof3e Flexibi-
litdt der Myosinkopfe demonstrieren, indem diese eingebettet in ein dickes Filament F-Aktin
in beide Richtungen transportieren kénnen (Toyoshima 1991; Sellers und Kachar, 1990), auch
wenn die Gleitgeschwindigkeit nach der bare zone deutlich abnimmt, was eventuell einer
schlechteren Koordination der um 180° gedreht eingebetteten Myosinkdpfe zuzuschreiben ist.
Die Analyse der Brownschen Rotationsbewegung eines kurzen Aktinfilaments, welches von

einem einzelnen HMM Molekil festgehalten wurde (Nishizaka et al., 2000), ergab als Ab-



48 3. Die Schrittgr6Re von Myosin I ist 5 nm

schétzungen mit (2.3 + 1.9) 10” N-m/rad eine sehr geringe Torsionssteifheit. In der Myosin-
struktur muid es folglich flexible Elemente geben, die eine Drehung des Kopfes ermdglichen,
so dal3 dieser sich der vom Aktinfilament vorgegebene Ausrichtung anpassen kann. Die Ver-
wendung spezifischer Antikorper flr verschiedene Regionen des Myosinmolekiils hat erge-
ben, dal3 Myosine mit einer nicht gerichteten Anbindung ans Substrat an der S2 oder LMM
Region hohere Gleitgeschwindigkeiten aufweisen als solche, bei denen die Anbindung Uber
die 2. leichte Kette erfolgte (Winkelmann et al., 1995). Vermutlich ist also die Verbindung
zwischen S2 und S1 flexibel (Bagshaw, 1993) und gewahrleistet so im Muskel, dal3 der Myo-
sinkopf optimal zu Bindestellen der benachbarten Aktinfilamente ausgerichtet wird, so dal3

immer ein vollstandiger Kraftschlag erfolgt, wie im Rahmen dieser Arbeit gezeigt.

Zusammenfassung der Ergebnisse aus diesem K apitel

Es war das Ziel dieser Untersuchung, die tatséchliche Schrittgrofie von Myosin zu be-
stimmen bzw. zu kldren, ob die unterschiedlichen biologischen Bedingungen zu einer Veran-
derung der bisher publizierten Ergebnisse gefihrt haben konnten. Die hier gewonnenen Re-
sultate zeigen, dald die Schrittgréf3e vollkommen unabhéngig von der Anzahl der Myosin-
kopfe, der Ankopplung ans Substrat und der relativen Orientierung des Myosinkopfes zum
Aktinfilament ist. Damit sind die Ergebnisse aus allen bekannten SchrittgroRenmessungen
direkt vergleichbar.

Mit diesen Messungen wird eindeutig belegt, dal3 die Schrittgréf3e von Myosin Il
~5 nm betrégt. Anderslautende Ergebnisse v.a. von Warshaw und Kollegen (Guilford et al.,
1997; Tyska et al., 1998) sind meiner Meinung nach die Folge eines Analysefehlers, da die
verwandte mean variance analysis grof3er Sorgfalt bzw. einer ausreichenden Menge an Roh-
daten bedarf (vgl. Kapitel 2/Diskussion). Die Ergebnisse von Tanaka et al., 1998 konnten
nicht bestatigt werden, besonders da diese einen Mehrschrittmechani smus beinhalten, wonach
Myosin bei optimaler Orientierung (Myosinfilament und Aktinfilament parallel) pro hydroli-
siertem ATP Molekil mehrere Schritte a 5,3 nm zurlicklegt und damit insgesamt eine gréfere

Verschiebung generiert. Dieser auch von Kitamura et al. (1999) beobachtete Mehrschritt-
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mechanismus wurde in keiner der in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen beobachtet und
konnte ebenfalls von Molloy und Kollegen noch nie bestétigt werden.

Gleichzeitig ist damit der Funktionsmechanismus von Myosin |l transparenter gewor-
den. Neben der genauen Grol3e des power strokes hat sich gezeigt, dal3 die mechanischen Ei-
genschaften des Mol ekiils unabhangig davon sind, wie dieses ans Substrat angebunden ist, die
Einbindung in eine im Muskel vorliegende Umgebung (dickes Filament) ist weder notwendig
noch verbessert sie den Betrag der SchrittgroRe. Dank (mindestens) eines flexiblen Elementes
kann sich der Myosinkopf zur vom Aktinfilament vorgegebenen Richtung ausrichten und an-
schlieffend einen Schritt konstanter Lénge ausfihren. Meine Beobachtungen sind konsistent
mit einem relativ einfachen Mechanismus, namlich der in Kapitel 5 weiter untersuchten He-

belarm Hypothese.



4. Zwischenschritte des Quer br iickenzyklus

4.1. Einleitung

Die Kontraktion von Muskel beruht auf einer zyklischen Wechselwirkung zwischen
Myosin und Aktin, bei der ATP hydrolisiert wird. Lymn und Taylor entwickelten 1971 fur
diesen Querbriickenzyklus ein einfaches Modell, welches zur Veranschaulichung in Abbil-
dung 4.1. skizziert ist. Demnach stellt man sich diesen Zyklus wie folgt vor: Zunéachst ist der
Myosinkopf im nukleotidfreien Zustand ans Aktin gebunden (Abb. 4.1.(a)). Der an das Aktin-
filament angebundene Myosinkopf wird als ,, Querbriicke* bezeichnet, weil damit die beiden
Filamente (diinnes Aktinfilament und dickes Myosinfilament) verbunden werden. Infolge der
Anbindung von ATP |6st sich der Myosinkopf (Abb. 4.1.(b)) und durchléuft gekoppelt an die
Hydrolyse von ATP in ADP und einen Phosphatrest eine Konformationsanderung (Abb.
4.1.(c)). Mit den gebundenen Hydrolyseprodukten bindet der Kopf wieder ans Aktinfilament
(d) und erfahrt nach der Dissoziation des Phosphats und von ADP eine weitere Konformati-

onsanderung, bei der die aus der Hydrolyse resultierende Anderung der freien Energie in me-

M.ATP

Abb. 4.1.: Querbriickenzyklus nach Lymn und Taylor (1971). Mit dem chemischen Zy-
klus (Bindung und Hydrolyse von ATP, Abdissoziation der Spaltprodukte ADP und P)
sind Konformationsdnderungen des Myosinkopfes korreliert: Der nuklectidfrei ans Aktin
gebundene Myosinkopf (@) 16st sich durch die Bindung von ATP (b) vom Aktinfilament,
durch die anschlief3ende Hydrolyse (c) von ATP bindet er wieder ans Filament (d) und
flhrt a's Folge der Abdissoziation der Spaltprodukte eine Konformationsdnderung durch.
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chanische Arbeit umgewandelt wird. Damit ist der Myosinkopf wieder nukleotidfrel an das
Aktinfilament gebunden (a) und kann bel weiterer ATP-Anbindung erneut den Zyklus durch-
laufen.

In mechanischen Studien an Muskelfasern und biochemischen Untersuchungen hat
sich gezeigt, dal? bei der Anbindung des Myosinkopfes an das Aktinfilament mehrere unter-
schiedliche Zustande vorliegen kénnen (Stein et al., 1979; Eisenberg et al., 1980; Geeves et
al., 1984), da ATP Hydrolyse auch stattfinden kann, wenn Myosin an Aktin gebunden ist
(Stein et al., 1979). In diesem um Zwischenzustande erweiterten Modell (Ubersichten in Ei-
senberg und Hill, 1985; Geeves 1991) unterscheidet man bel den Wechselwirkungen von
Myosinkopf und Aktinfilament zwischen schwach und stark gebundenen Zustéanden: Zu den
schwach gebundenen Konformationen gehort Myosin mit gebundenem ATP (MeATP) und
Myosin mit gebundenen Hydrolseprodukten (Me ADPeP), die stark gebundenen Zusténde
liegen bei nukleotidfreier Anbindung an Aktin (AeM) oder in Anwesenheit von ADP
(AeMeADP) vor (Greene und Eisenberg, 1980). Goody und Holmes schlugen 1983 vor, daf3
die Stérke der Anbindung des Myosinkopfes ans Aktinfilament umgekehrt mit der Anbindung
des Nukleotids korreliert ist, d.h. je schwécher die Anbindung an das Aktinfilament, umso
fester ist das Nukleotid oder Nukleotidanalogon an den Myosinkopf gebunden. Beim Uber-
gang von schwacher zu starker Anbindung findet nach den Vorstellungen von Greene und
Eisenberg (1980) Uber eine Konformationsanderung die Umsetzung der freigewordenen Ener-
gie aus der Hydrolyse in mechanische Arbeit statt (Ubersicht in Brenner und Eisenberg,
1987).

Die Anbindung des Myosinkopfes an das Aktinfilament erfolgt also in mehreren Teil-
schritten: Zunéchst erfolgt eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen positiv geladenen
Aminosauren an der 20-50 kDa Verbindung und negativ geladenen Aminosauren der Ak-
tinuntergruppe 1. Charakteristische Eigenschaften dieser schwachen Wechselwirkung sind
kurze Lebenszeiten (Stein et al., 1979; Chalovich et al., 1981) und vergleichsweise niedrige
Affinitat for Aktin (Stein et al., 1979).

Mit dem Bekanntwerden der Struktur von Myosin entwickelten Rayment et al.

(1993b) ein molekulares Modell der verschiedenen Wechselwirkungen: In Anschlul? an die
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schwachen Wechselwirkung treten hydrophobe Reste von Aktin und Myosinkopf in stereo-
spezifischen Kontakt, dabei wird die untere Doméne des 50 kDa Fragments mit der Aktinun-
tergruppe 1 (und zum Teil auch mit der Aktinuntergruppe 3) verbunden. Damit ist eine Ori-
entierung des Myosinkopfes entsprechend der vom Aktinfilament vorgegebenen Richtung
verknipft. Kommt es schliefdlich zur starken Wechselwirkung, wird auch der obere Bereich
des 50 kDa Fragments mit dem Aktinfilament verbunden (Aktinuntergruppe 2), dabel verrin-
gert sich die Licke zwischen unterem und oberem 50 kDa Fragment. Damit andern sich die
Positionen der einzelnen Domanen zueinander und der ndchste chemische Schritt (Dissoziati-
on des Phosphats) fuhrt zu der krafterzeugenden Konformationsanderung ("power stroke”),
bei der das Aktinfilament relativ zum Myosin bewegt wird. Die hier beschriebene schrittweise

Anbindung des Myosinkopfesist in Abb. 4.2. zur Veranschaulichung skizziert.

Abb. 4.2.: Die Anbindung des Myosinkopfes an Aktin erfolgt in mehreren Schritten: Zunéchst kommt es zunéchst
zu elektrostatischer Wechselwirkung zwischen Aktin (negativ) und der lower 50 Doméne des Myosinkopfes (a),
daran schlief3en sich hydrophobe Interaktionen der lower 50 Doméane an (b), schliefdlich treten ebenfalls hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen Aktin und upper 50 Domaéne auf, dies fihrt zu einer Verengung der Kluft
zwischen lower 50 und upper 50 Domane (c) (adaptiert von Rayment et al., 1993b).

Die Charakterisierung von Wechselwirkung auf Einzelmolekilebene erfolgt Uber die
Detektion der Reduktion des freien Rauschens (vgl. Kapitel 2) und die Analyse des damit
verbundenen Kraftschlags. Wie in den beiden vorherigen Kapiteln gezeigt, betrégt die aus der
Konformationsanderung resultierende Verschiebung bei ATP Hydrolyse ~5 nm. Die schwa-
chen Wechselwirkungen sind auf Grund ihrer sehr viel kirzeren Lebensdauer (bis zur Hydro-
lyse von ATP oder Abgabe des anorganischen Phosphats) schwieriger zu detektieren as die
stark gebundenen, nukleotidfreien Zusténde, die sich gegebenenfalls auch Uber eine Verringe-

rung der Nukleotidkonzentration zeitlich verlangern lassen.
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Um die schwachen Wechselwirkungen als Teil des mechanochemischen Zyklus' iso-
liert untersuchen zu kénnen, besteht die Moglichkeit, ATP durch nicht- oder nur sehr langsam
hydrolisierte Nukleotidanaloga zu ersetzen, die einen schwachen Zustand reprasentieren. So
wurde durch Messungen an Muskelfasern (Kraft et al., 1992) gezeigt, da? mit MgATPyS
Querbriicken in einem schwach gebundenen Zwischenzustand erzeugt werden (MgATPyS
wird sehr viel langsamer als MgATP hydrolysiert (Goody et al., 1975)).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe dieses Nukleotidanalogons schwache
Wechselwirkungen erstmals auch auf Einzelmolekilebene direkt nachgewiesen. Aul3erdem
wurden mittels Titration (schrittweise Reduktion der Nukleotidkonzentration) untersucht,

wel che Wechselwirkungen bei niedriger Nukleotidkonzentration auftreten kdnnen.

4.2. Schwache Wechselwirkung kann auch auf Einzelmolek tilebene gemessen wer den

Messungen sehr kurzer Wechselwirkungen mit 10 uM ATP

Bel der Datenanalyse von HMM Rohdaten, die auf Grund einer besonders rigiden
Verbindung zwischen den Komponenten des Arrangements aus Nadel und Perle ein sehr gu-
tes Signal-Rauschverhéltnis aufwiesen, war die Detektion von Wechselwirkungen sehr kurzer
Dauer (10 ms) mdoglich (vgl. Kapitel 2). Im Gegensatz zu den Verteilungen bei der Analyse
langerer Wechselwirkungen weist das resultierende Histogramm lediglich eine Verschiebung
von 2- 3 nm auf (Abb. 4.3.) und entspricht keiner streng symmetrischen, gaul3férmigen Ver-
teilung. Stattdessen wird dieses Histogramm viel besser durch die Summe zweier verschiede-
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Abb. 4.3.: Die Summe (schwarz) aus 2 Gauldverteilungen (grau) beschreibt eine Verteilung von 1938
kurzen (10 ms) HMM Wechselwirkungen besser a's eine einzige Gauldverteilung (links).
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ner Verteilungen beschrieben, die beide gaul¥férmig sind und ihren Mittel punkt bei 0 und bei
5 nm haben. Bel separater Analyse der Wechselwirkungen léngerer Dauer (20-40 ms) bei
gleichbleibender Varianz (Abb. 4.4.(a)), verringert sich der Anteil der um Null symmetrischen
Vertellung und die aus der Verschiebung des resultierenden Histogramms ermittelte
Schrittgréfe erhoht sich dadurch stetig auf > 5 nm (Abb. 4.4.(b)).
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Das in Abb. 4.3 gezeigte Histogramm enthadlt damit einen signifikanten Anteil sehr kurzer
Wechselwirkungen, die zu keiner detektierbaren Konformationsénderung gefihrt haben. Die-
se kurzzeitigen Anbindungen des Myosinkopfes mit einer damit verbundenen Reduktion des
Rauschens (aber ohne power stroke) konnten auf schwache Wechselwirkungen zuriickzuf iih-
ren sein, oder aber es handelte sich um unspezifische kurzzeitige Reduktionen des freien Rau-
schens. Die beobachtete Asymmetrie trat nur bei Rohdaten aus Messungen mit HMM und S1
mit einer extrem guten Reduktion des Rauschens wahrend der Anbindung auf, weshalb un-
spezifische Reduktionen unwahrscheinlich sind (vgl. 2. Kapitel). Um gezielt die schwachen
Wechselwirkungen isoliert untersuchen zu kénnen, wurde das nur sehr langsam hydrolisierba-

re ATP Analogon ATPyS verwandt.

Messungen mit ATPyS
Die maximale Nukleotidkonzentration, mit der gemessen wurde, betrug 10 mM ATPyS. Um
eine Verunreinigung mit ATP auszuschlief3en, wurde allen Lésungen Hexokinase und Gluco-

se zugegeben (siehe Methoden).
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Abb. 4.6.: Verteilung S1 mit 10 mM ATPyS, N =279 Abb. 4.7.: Verteilung S1 mit 1 mM ATPyS, N = 636

Ein Beispiel fir Rohdaten aus einer Messung an S1 mit dieser ATPyS Konzentration
ist in Abb. 4.5. dargestellt. Die detektierten Wechselwirkung beinhalten eine Reduktion des
Rauschens auf ~5 nm” (bei einer Steifheit des freien Nadel-Aktinfilament-Perlen Ensembles
von 0.03 pN/nm), dies ist vergleichbar mit ATP Messungen.

Die mittlere Lénge der beobachteten Wechselwirkungen betragt 4,1ms (siehe Abb.
4.8.). Die resultierende Verteilung der gemessenen Wechselwirkungen (Abb. 4.6.) ist gaul3-
formig und zeigt praktisch keine Verschiebung zur Position der freien Nadel. Auch bel einer
ATPyS Konzentration von 1 mM ergibt sich bei der Analyse der Position vieler Wechselwir-
kungen eine gaul¥férmige Verteilung um Null (Abb. 4.7.). Die hier analysierten Rohdaten
stammen jeweils aus einer Messung an einem einzelnen Filament und wurden in kurzen Teil-
abschnitten (10 s) analysiert, um ausschlief3en zu konnen, dal? das Ergebnis aus der Mittelung
mehrerer von Null deutlich unterschiedlicher Schrittdi-
stanzen zusammengesetzt ist.

Zusammenfassend 183t sich sagen, dal3 mittels

Frequenz
5
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des ATP Analogons ATPyS schwache Wechselwirkun-

gen auch auf Einzelmolekiilebene detektiert werden

konnen. Die Interaktionen sind sehr kurz und nicht mit N Zetms

einer Positionsénderung zwischen Aktinfilament und  Apb. 4.8 Mittlere Dauer der Wechsel-

. wirkungen bei 10 mM ATPyS unter der

Myosinkopf verbunden. Annahme eines einfachen exponentiellen
Abfalls.
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4.3. Bel sehr geringer ATPyS-Konzentration kommt es zu einer Positionsanderung zwi-

schen Myosinkopf und Aktin

Bel einer ATPyS-Konzentration von 100 pM erh@lt man bei der Analyse der Position

mehrerer Wechselwirkungen eine leicht asymmetrische Gauldverteilung, die um ~2 nm ver-

schoben ist (siehe Abb. 4.9.). Reduziert man die ATPyS Konzentration weiter auf 10 uM, so
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ist die resultierende Verteilung ebenfalls asymmetrisch, aber noch etwas weiter verschoben.

Damit betragt die mittlere Schrittgrof3e bei dieser Titrationsstufe ~ 3 nm (siehe Abb. 4.10.).

Diese Tendenz der zunehmenden SchrittgrofRe bei abnehmender Nukleotidanal ogon-

konzentration setzt sich noch weiter fort, bei einer ATPyS Konzentration von 1 uM ergibt sich

eine Schrittgrofde von ~ 5 nm (Abb. 4.11) und bei 0.1 uM ATPyS schliefdlich ist die mittlere
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Abb. 4.13.: SchrittgroBen von S1 im Konzentrationsbe-

reich 0.1 pM - 10 mM ATPyS

100

Schrittgrof3e einiger hundert Wechselwir-
kungen ~ 4.5 nm, hierbei wurden die ein-
zelnen Ergebnisse aus Messungen an 3 ver-
schiedenen Aktinfilamenten zusammenge-
falit. Die Anzahl der Wechselwirkungen
innerhalb einer festen Zeit nimmt mit ab-
nehmender ATPyS Konzentration ab, des-
halb wurden bei 10 uM und 1 uM ebenfalls

jeweils 2 Messungen zusammengefaldt, um
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wenigstens ~200 Wechselwirkungen zusammen analysieren zu konnen. Die Einzelergebnisse
wiesen jewells eine eindeutige Verschiebung in eine bestimmte Richtung auf, so dal3 die Fi-
lamente damit orientiert werden konnten (vgl. Kapitel 2 zur Orientierung der Filamente). Das
Histogramm aus der Messung mit der hochsten ATPyS Verdinnung ist symmetrischer als die

bei den intermediaren Konzentrationen analysierten Verteilungen (vgl. Diskussion).

Die Ergebnisse aller Messungen sind in Abbildung 4.13. zusammengefaldt. Dabel ist
die resultierende Verschiebung in Abhéngigkeit von der ATPyS Konzentration aufgetragen.
Es zeigt sich, dal? oberhalb einer Konzentration des Nukleotidanalogons von ~1 mM Wech-
selwirkungen detektiert werden kdnnen, die analog zu ATP getriebenen Interaktionen durch
die Anbindung des Myosinkopfes zu einer Reduktion des Rauschens fihren, aber im Gegen-
satz dazu mit keiner mef3baren SchrittgrofRe des Myosins verbunden sind. Eine Verdinnung
von ATPyS fiihrt, im Kontrast zu den Beobachtungen bei Messungen mit ATP, nicht zu einer
zeitlichen Verlangerung der Aktomyosin-Wechselwirkungen, sondern hat ein Ansteigen der
gemessenen Schrittgrof3e zur Folge, ab einer ATPyS Konzentration betragt die gemessene
Verschiebung ~ 5 nm und entspricht damit der auch bei Messungen mit ATP beobachteten

Schrittgrofie.

4.4. Diskussion
Die Existenz schwacher Wechselwirkungen konnten mittels des Nukleotidanal ogons

ATPyS erstmals auf Einzelmolekiilebene gemessen werden. Dabel bindet der Myosinkopf fr
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kurze Zeit an das Aktinfilament an, so dal? das Rauschen des Sensors fur diesen Zeitraum
analog zu der Anbindung infolge einer ATP-Hydrolyse reduziert wird. Allerdings kommt es
im Unterschied zu Messungen mit ATP nicht zu einer detektierbaren Konformationsanderung
des Myosinkopfes, d.h. es wird keine Verschiebung zwischen Kopf und Aktinfilament gene-
riert. Dies bestétigt die Beobachtungen aus mechanischen Messungen an Muskelfasern, wo-
nach als Charakteristikum der schwachen Wechselwirkungen beschrieben wurde, dal3 zwar
ein Anstieg in der Steifheit der Faser, aber dennoch keine Kraftgenerierung mef3bar sind
(Brenner et al., 1982; Kraft et al., 1992) . Beim Ubergang zu intermedidren ATPyS Konzen-
trationen (<1 mM) wurden Wechselwirkungen detektiert, die mit einer relativen Verschie-
bung zwischen Myosinkopf und Aktinfilament verbunden sind, die geringer ausféllt (< 5 nm),
als die bei der Wechselwirkung mit ATP beobachteten Interaktionen (vgl. Kapitel 2,3). Erst
bei sehr geringer ATPyS Konzentration (<1 pM) weist die resultierende Verteilung mehrerer
Wechselwirkungen eine vergleichbar grof3e Verschiebung von ~ 5 nm auf. Grundsétzlich ist
denkbar, dal3 die Schrittgrofe bei Verdinnung des Nukleotids sukzessive zunimmt, dann
muften die resultierenden Verteilungen mehrerer Wechselwirkungen jeweils symmetrische
Gaulverteilungen mit einer der Schrittgrof3e entsprechenden Verschiebung entsprechen. Ge-
rade die bei intermedidren ATPyS Konzentrationen resultierenden Verteilungen weisen aber
eine Asymmetrie auf, die damit erklart werden konnte, dal3 es sich um die Summe zweier

Verteilungen handelt, die jeweils symmetrisch sind und keine Verschiebung (1, ) bzw. eine

0 nm.

Verschiebung von 5 nm (I, ) aufweisen. Fir

5 nm.
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Abb. 4.14.: Die resultierende Verteilung mehrerer

Wechselwirkungen bei 0,1 mM ATPyS wird durch die AnschlieRend wurde die Fliche der
Summe zweier GauB3verteilungen beschrieben:

(Lo nm + Is nm)- beiden einzelnen Gaulverteilungen in Relati-
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on zueinander gesetzt, um die Auswirkung der schrittweisen Nukleotidverdinnung auf den
jeweiligen Anteil der beiden Verteilungen zu betrachten. Dieses Verhdtnis|, /I, in Abhan-
gigkeit der Nukleotidkonzentration ist in Abb. 4.15. aufgetragen.

Fur die mit einer Verschiebung des Aktinfilaments verbundenen Wechselwirkungen
bei niedrigen ATPyS Konzentrationen sind verschiedene Ursachen denkbar. Da eine solche
K onformationséanderung vermutlich beim Ubergang von schwach zu stark bindenden Zustan-
den stattfindet (Eisenberg und Greene, 1980), kann der Myosinkopf kein ATPyS mehr gebun-
den haben, sondern liegt teilweise in einem stark gebundenen Zustand vor. Die Korrelation
der generierten Verschiebung mit der Nukleotidkonzentration &3t vermuten, dal eine eventu-
elle Hydrolyse des Nukleotidanalogons ATPyS nicht die Hauptursache fur das Auftreten star-
ker Wechselwirkungen ist. Eine starke Anbindung infolge eines nukleotidfreien Kopfes sollte
bei sehr niedriger ATPyS Konzentration zeitlich signifikant verléngert werden, dies war aber

fur die untersuchten Konzentrationen nicht der Fall. Eventuell sind deshalb weitere Messun-

gen mit Nukleotidkonzentrationen < 0,1 UM

iy notwendig.

Die Abnahme der schwachen Wech-

|5 nmlIO nm
=
1

selwirkungen mit niedrigerer Nukleotidkon-
. zentration deckt sich mit biochemischen

i Beobachtungen (Resetar und Chalovich,

-mem H . . P
1E5  1E4  1E3 001 O 1 10 1995), wonach bei unvoIIstandlger Sétti-
ATPyS [mM]

gung mit ATPyS eine Mischung aus
Abb. 4.15.: Bei sehr geringer ATPyS Konzentration
iiberwiegen Wechselwirkungen, die mit einer Konforma- SChwach und stark bindenden Zustanden
tionsdnderung verbunden sind (Iy ,,n<<Is ,m). Mit zuneh-
mender ATPyS Konzentration nimmt der Anteil an vorliegt. Vor alem in Experimenten mit
Wechselwirkungen ohne Konformationsdnderung zu (I

>l o). hoher Myosindichte entsteht auferdem
ADP, dessen Bindungskonstante ungefahr der von ATPyS entspricht. Deshalb ist eine mogli-
che Erklérung fur die Zunahme der Verschiebung bei abnehmender ATPyS Konzentration,
dal3 sich der Kopf mit ADP in einen stark gebundenen Zustand befindet. Diese Hypothese ist
in Abbildung 4.16. dargestellt.
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Unklar bleibt, wie der Kopf mit dem gebundenen ATPyS in den mit ADP gebundenen
Zustand Ubergeht, denkbar ist die Abdissoziation des Thiophosphats (s.0.) oder die Abdisso-
ziation des ATPyS-Molekiils mit anschlieffender Bindung eines ADPs aus der Umgebung.
Deshalb sollte in Zukunft untersucht werden, wie sich Myosin auf Einzelmolekilebene in
Gegenwart von ADP verhdt. An Muskelfasern sind diesbezliglich bereits diverse Studien
erfolgt: Schoenberg und Eisenberg untersuchten 1987 die Auswirkungen der Zugabe von
ADP auf gehdutete Muskelfasern im Rigor und kamen zu dem Ergebnis, dal3 sowohl die
Steifheit der Muskelfasern, als auch die Ratenkonstanten fur die Abldsung der Querbriicken

far im Rigor und mit ADP gebundene Myosinkopfe sehr dhnlich sind.

a e °
Dy

Abb. 4.16.: Arbeitshypothese: Bei hoher ATPyS Konzentration bindet der Myosinkopf kurzzeitig an das Aktinfi-
lament, ohne daB3 es zu einer Verschiebung kommt. Bei niedriger ATPyS Konzentration (b) kommt es vermutlich
in Folge der Anbindung eines ADP Molekiils zu einer Verschiebung zwischen Aktinfilament und Myosinkopf.

Mittels Elektronenspinresonanz (ESR) wurde eine Rotation der Querbriicken bei Zu-
gabe von ADP zu Muskelfasern im Rigor detektiert (Ajtai et al., 1989). Auch mindestens eine
Konformationsanderung des weiterhin angehefteten Myosinkopfes konnte mit ahnlichen Stu-
dien (Raucher et al., 1994) und Roéntgenbeugung (Takemori et al., 1995) aufgezeigt werden.
Allerdings postulierten Wakabayashi und Mitarbeiter (Kim et al., 1998) auf Grund ihrer eben-
falls mit Rontgenbeugung erhaltenen Ergebnisse, dai fast die Hélfte der ehemals im Rigor
vollsténdig gebundenen Kopfe auf Grund der Zugabe von ADP vom Aktinfilament angel 6st

werden. Anhand weiterer Rontgenbeugungsexperimenten an Fasern mit ADP zeigten sie, dal3
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diese grolRe strukturelle Ahnlichkeit mit mechanisch gedehnten Fasern aufweisen (Takezawa
et al., 1999) und die Zugabe von ADP eine im Querbrtickenzyklus rickwarts gerichtete Be-
wegung (Rotation der Binderegion der leichten Ketten um 10 — 20°) zur Folge hat.

Uber Duinnschichtchromatographie wurde die chemische Zusammensetzung der ver-
wandten Losungen im Anschlul® an die Messungen kontrolliert. Neben ATPyS befand sich
auch ADP in der Losung, der Anteil war jeweils ~ 30%. Vor der Messung war kein ADP in
der Losung nachweisbar, damit war es entweder aus im Myosin aus der Aufreinigung stam-
menden ATP (mittels Hexokinase in ADP umgewandelt) oder aus der Hydrolyse oder Wech-
selwirkung mit Hexokinase aus ATPyS entstanden. Grundsétzlich ist es also denkbar, dal3 die
gemessene Verschiebung bei niedriger ATPyS aus der Verunreinigung der Lésung mit ADP
und einer mit der Bindung von ADP einhergehenden Konformationsdnderung des Myosin-

kopfes resultiert. H

Um diese Hypothese zu verifizieren, sind weitere Messungen notwendig, so konnte durch
Beigabe von Apyrase oder veranderte ADP Konzentration (Zugabe von ADP) bel intermedi&-
ren ATPyS Werten untersucht werden, ob sich der jeweilige Antell der Verteilungen mit und

ohne Verschiebung verandert.
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5. Analyse der Hebelarm Hypothese auf Einzelmole-
kilebene

5.1. Einleitung

Der kontraktile Mechanismus von Muskel beruht darauf, dal3 Aktin- und Myosinfi-
lamente ohne Verkirzung aneinander vorbei gleiten kdnnen und so eine Verkirzung des Sar-
komers bewirken (A.F. Huxley und Niedergehrke, 1954). Dabel bewegen sich die Myosin-
kopfe unter der Hydrolyse von ATP in Richtung des Plusendes des Aktinfilaments. Wahrend
jedem dieser Querbriickenzyklen (vgl. Kapitel 4) legt ein einzelner Myosinkopf eine feste
Distanz zurtick. Die Schrittgrof3e des einzelnen Kopfes betragt, wie in den vorangegangenen
Kapiteln gezeigt, 5 nm.

Urspruinglich war man davon ausgegangen, dal3 der gesamte Kopf um die Verbindung
zum Aktinfilament rotiert (H.E. Huxley, 1969, A.F. Huxley, 1971). Mit der LOsung der ato-

maren Struktur von Aktinmonomeren

“ R (Kabsch et al.,, 1990) und dem

"%@,@1 D° Myosinfragment S1 (Rayment et al.,

N2 1993) wurde das Hebelarm-Modell

RQ“\?’?\'} ‘riy/ LA % (,lever arm hypothesis‘) aufgestellt

Ty > . - ” ’
<uCs . 20 kDa

' “:‘“\'\t 2 D das erklért, wie kleine Konformati-

L ¢ Z:*; onsanderungen in der Motordomane

Abb. 4.1.: Huhn S1 Struktur nach (Rayment et al., 1993): Die  zu den resultierenden Verschiebun-
20 kDa Domaéne besteht aus einer ~ 8 nm langen a-Helix.
gen in der Grofdenordnung einiger
nm fuhren konnen. Die 20 kDa Doméne, die aus einer ca. 8 nm langen a-Helix mit 2 stabili-
sierenden leichten Ketten besteht (vgl. Abb. 5.1.), konnte als beweglicher Hebelarm fungie-
ren. Damit wéren als Schrittgrof3e bis zu 20 nm (bei einer Winkel&nderung von 90°) mdglich
(Rayment et al., 1993).
Weitere kristallografische Untersuchungen an Myosinfragmenten mit unterschiedli-
chen Nukleotiden und Nukleotidanaloga ergaben bisher mindestens drei verschiedene Struk-

turklassen (Fisher et al., 1995; Smith und Rayment, 1995, 1996), allerdings waren die ver-

wandten Motorfragmente relativ kurz (730-740 Aminosauren) und immer in Abwesenheit von



5. Analyse der Hebelarm Hypothese auf Einzelmolekiilebene 63

Aktin betrachtet worden, so dai’ eine prézise Beziehung von den bisher beobachteten Zustan-
den zu den jewelligen Schritten im Hydrolysezyklus noch nicht vollsténdig hergestellt worden
ist (Houdusse et al., 1999).

Viele weitere biophysikalischen Techniken haben seitdem bewiesen, dal3 sich bei der
Interaktion mit dem Aktinfilament vor alem die 20 kDa Domane bewegt. Elektronenmikro-
skopische Aufnahmen weisen 2 verschiedene Formen des Myosinkopfes auf (Tokunaga et al.,
1991) und zeigen, dal3 es zwischen Motor- und regulatorischer Domane zu Verschiebungen
kommt, so kann sich die Binderegion der leichten Ketten bis zu 12 nm auf beiden Achsen
relativ zur katalytischen Domane bewegen (Burgess et al., 1997). Uber die Anbringung von
Spinproben an der Binderegion der leichten Ketten und EPR Messungen konnte eine axiale
Rotation des Hebelarms um mindestens 30° postuliert werden (Baker et al., 1998, Hopkins et
al., 1998).

Fur Brushborder Myosin | (Jontes et al., 1995) und fir Myosin der glatten Muskulatur
(Whittaker et al., 1995) war in der 3D helikalen Rekonstruktion von dekoriertem Aktin eine
Umlagerung des Hebelarmes (Reorientierung) nach der Abgabe von ADP sichtbar. Trotz der
unterschiedlichen Bemihungen ist es bisher nicht gelungen die Hebelarm Hypothese eindeu-
tig zu verifizieren.

Einen indirekten Test der Hebelarm Hypothese stellte die Messung der Gleitge-

power stroke

power stroke power stroke

Abb. 5.2.: Test der Hebelarm Hypothese: Ein verkirzter (b) bzw. verléangerter (c) Hebelarm sollte zu einer
kleineren (b) bzw. grofReren Schrittdistanz fuhren.
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schwindigkeiten im motility assay an genetisch hergestellten Dictyostelium Mutanten dar, die
unterschiedlich viele leichte Ketten (0 - 3) aufweisen. Damit besitzen diese einen verschieden
langen funktionellen Hebelarm und sollten sich in den mechanischen Eigenschaften (Schritt-
grofe bzw. Gleitgeschwindigkeit) entsprechend unterscheiden (Uyeda et al., 1996). Alle vier
Proteine waren in der Lage, Aktin im Gleitassay zu transportieren, und die entsprechende
Gleitgeschwindigkeit nahm linear mit der Anzahl der leichten Ketten zu. Einen ahnlichen An-
satz wahlten auch Anson und Kollegen (Anson et al., 1996), nur dal3 sie die Lange des Hebel-
arms variierten, indem die leichte Ketten-Binderegion durch einen kiinstlichen Hebelarm aus
einem oder zwel a-Aktininsegmenten (ebenfalls aus Dictyostelium) ersetzt wurde. Auch diese
Konstrukte wiesen mit dem Wildtyp vergleichbare Gleitgeschwindigkeiten auf, und auch hier
waren Hebelarmlange und Gleitgeschwindigkeit direkt korreliert.

Allerdings ist die Gleitgeschwindigkeit v nicht nur von der Schrittlange d abhéngig,
sondern die Dauer T_ des jeweiligen Einzelschrittes beeinflul3t diese ebenfalls. Fur die mittlere
Gleitgeschwindigkeit v_, eines Filaments, das mit N Motoren wechselwirkt, gilt dann (Uyeda

et al., 1991)):

v, =d/r [{1- (1—‘T—5) ™) mit T, = Dauer des ATPase Zyklus pro Kopf
Unter der Vorraussetzung 1/t = 0,05 (Uyeda et al., 1990) ergibt sich bei der Beteiligung von
10 Myosinkopfen eine durchschnittliche Geschwindigkeit v, =0,4(d/t), und fir N = ist
v =d/t. Da sich die Anzahl der beteiligten intakten Myosinkdpfe nur abschétzen &3t und
eventuell im Assay vorhandenes totes Protein die gemessene Gleitgeschwindigkeit beeinflus-
sen kann, ist es notwendig, direkt die Schrittgrofde in Abhangigkeit von der Hebelarmlénge zu
bestimmen. Gleichzeitig |&3t sich so ein die Gleitgeschwindigkeit verandernder Einfluld der

jeweiligen kinetischen Eigenschaften der unterschiedlichen Myosinkonstrukte umgehen.

Um die Glltigkeit der Hebelarmhypothese auf Einzelmolekilebene zu testen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit Messungen der Schrittgréf3en an 5 verschiedenen Dictyostelium dis-

coideumn Konstrukten mit unterschiedlichen Hebelarmléangen durchgefiihrt. Die Variation der
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Hebelarmlange erfolgte durch den Ersatz der Binderegion fur die leichten Ketten durch einen
kinstlichen Hebelarm aus einem oder zwei a-Aktininmotiven. An der Aminosaure 1-761
bzw. 1-765 wurden die ein oder zwei a-Aktininmotive angeflgt. Entsprechend werden diese
Konstrukte im Folgenden M765, M761-1R, M765-1R, M761-2R und M765-2R genannt, wo-
bei 1R und 2R die Anzahl der a-Aktininmotive beziffern (siehe auch Methoden). Das Kon-
strukt mit dem langsten Hebelarm (M765-2R) unterscheidet sich vom kirzesten um 12 nm
Hebelarmlange. Die Konstrukte wurden am MPI fir medizinische Forschung in Heidelberg in
der Arbeitsgruppe von Dietmar Manstein kloniert und aufgereinigt und sind teilweise im
Gleitassay charakterisiert worden (Anson et al., 1996). Abbildung 5.3. skizziert ale ver-

wandten Konstrukte.

765 J 761Q

\_—\_“:i?{ E_r'\-{?{

765 761 W
¢ " A ~ ~
) {1 (1 (Y (Y
Y 765 ¥ Y 4 ¥

) H H " H
Mg64 M765 M765-1R M761-1R  M765-2R M761-2R

At

g

Abb. 5.3.: Skizze dler verwandten Konstrukte: M864 weist beide (native) leichte Ketten auf, M765 fehlt die
Binderegion fir die leichten Ketten, bei M761-1R und M765-1R wurde jeweils ein a-Aktininrepeat an den
Aminosauren 761 bzw 765 angebracht und M761-2R und M765-2R verflgen entsprechend Uber 2 a-
Aktininrepeats. Alle Konstrukte sind mit einem C-terminalen HisTag versehen (in der Skizze ein Sechseck), der
zur Aufreinigung diente und gleichzeitig zur spezifischen Anbringung des Motors ans Substrat Uber einen
Antikorper verwandt wurde.

Um einen eventuell die Funktionalitét des Molekils verandernden Einflufd durch die
Ersetzung der nativen Binderegion der leichten Ketten durch einen kinstlichen Hebelarm aus-
schlieffen zu konnen, wurden die Ergebnisse mit dem Dictyostelium- S1 entsprechendem
Konstrukt (M864) und den aus enzymatischem Verdau gewonnenen Molekilen S1 und HMM
verglichen. Erganzend dazu wurde von einem doppelkopfigen Konstrukt mit einem ebenfalls
verlangerten, kunstlichen Hebelarm (HMM-2R, 2 a-Aktininmotive an Aminosdure 765) die
Schrittgrofie bestimmt. Grundsétzliches Ziel dieser Untersuchungen sollte der Beweis sein,

dal die Ersetzung der Binderegion fur die leichten Ketten durch einen kiinstlichen Hebelarm
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mechanisch kompetente Motoren hervorbringt. Durch die Variation der Abmessungen des

Hebelarmes sollte damit erstmals auch auf Einzelmolekilebene direkt gezeigt werden, dal3

tatsachlich lediglich die Lange des Hebelarms die SchrittgroRe festlegt. Uber eine Extrapola-

tion der gemessenen Schrittgréf3en aller Moleklle sollte der Drehpunkt und der Drehwinkel

des Hebel arms bestimmt werden.

5.2. Ergebnisse

(1) Myosinkonstrukte mit kiinstlichem Hebelarm sind funktionelle Motormolekile

o}

40 nm

100 nm?

o

Abb. 54. je 4 s einer
Registrierung der Position der
Nadel mit der zugehdrigen Varianz
fur (@) M765, (b) M765-1R, (c)
M765-2R.

Im Einzelmolekulassay weisen die Myosinkon-
strukte mit kunstlichen Hebelarmen aus a-Aktininmo-
tiven ein anliches Verhaten wie S1 und HMM auf,
d.h. wéhrend der Anbindung des einzelnen Molekils
wird das Rauschen der Nadel deutlich reduziert. Ab-
bildung 5.4. zeigt als Beispiel je eine 4 s lange Regi-
strierung der Wechselwirkung eines einzelnen M765
(8), M765-1R (b), M765-2R (c) Molekuls mit einem
Aktinfilament. Bel der Anayse der Rohdaten mittels
der Histogramm-Methode erhdlt man as Resultat
(Verschiebung der resultierenden Verteilung) ebenfalls
vergleichbar mit den Ergebnissen fur S1 und HMM
Schrittgréfien von einigen nm.

Um eine moglichst genaue Aussage Uber die
jeweilige Schrittgrof3e der einzelnen Konstrukte ma-
chen zu konnen, wurden die Einzelmolekilwechsel-
wirkungen aus mehreren Messungen addiert. Die ma-
ximale Abweichung einer einzelnen Messung von der
resultierenden SchrittgrofRe betragt 20%, so dal3 ale
Verteilungen zweifelsfrei orientiert werden konnten

(zur Orientierung: Vgl. Kapitel 2/Ergebnisse).
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Die Konstrukte M761-1R und M765-1R zeigen mit
Verschiebungen der resultierenden Verteilungen (siehe Abb.
5.5.(a),(b)) von 3,84 nm bzw. 4,07 nm deutlich niedrigere
Werte als die beiden Konstrukte mit zwei a-Aktininmotiven
(7,06 nm (M761-2R) bzw. 7,73 nm (M765-2R), siehe Abb.
5.5.(c),(d)). Damit findet fast eine Verdoppelung der Schritt-
grofde statt, wenn zwei statt einem a-Aktininmotiv als Hebel -
arm fungieren.

Als Kontrolle fur die Messungen an Molekilen mit
kinstlichem Hebelarm wurde die SchrittgrofRe eines dem
Motorfragment entsprechenden Konstrukts (M864) mit beiden
(nativen) leichten Ketten bestimmt. Das Ergebnis liegt mit
54 nm (vgl. Abb. 5.5.(e)) erwartungsgemald zur Hebelarm
Hypothese zwischen den Werten fir den Motor mit einem
bzw. zwei a-Aktininmotiven, entsprechend der Lange des
natUrlichen Hebelarms von [B.5 nm, verglichen mit der Lange
eines a-Aktinins von 6 nm. AulRerdem ist die Schrittgrofie des
gentechnisch erzeugten Dictyostelium-S1 komparabel mit der
von aus enzymatischem Verdau nativen Myosins (Kaninchen)
gewonnenem S1 und HMM (vgl. Kapitel 3).

Alle Ergebnisse der Messungen an den Konstrukten
mit den kinstlichen Hebelarmen (M761-1R, M765-1R, M761-
2R, M875-2R) und mit der Binderegion der leichten Ketten als
natlrlichem Hebelarm bestétigen die Hypothese, wonach die
Lange des Hebelarms direkten Einfluld auf die Schrittgrofile
hat. Bei Extrapolation der Daten zum Drehpunkt des Hebel-
arms (entsprechend 0 nm Schrittgrof3e) zeigt sich, dald dieser
nicht an der Verbindung zwischen Kopf und Hals liegen kann,

sondern vielmehr im Inneren der Kopfdoméne lokalisiert ist.

67

50 3,84 +/-045 |

Frequenz

10 0 3
Verschiebung [nm]

b
200
' 4,07 +-0,16
1504
5
2 0]
£
50
04 "0 A0 0008 0000000
30 20 A0 0 10 20 -y
Verschiebung [nm]
c 704
60 7,06 +/-035/
5]
~N ‘0:
2 =
“
0] J
o: i -; uy M =i
30 20 -0 ] 10 3c
Verschiebung [nm]
d 160
140+
7.73+1-0,18 /]
1204
N 100-
2
= {
= @
wl
0
r.SvZI <10 1
Verschiebung [nm]
€ ]
3] y
304 5,37 +/-0,36 \
284
w ]
g5 o
= {
g 15
- |Di
s
o] . OO ON Y0
-30 -20 -10 0 10 20 3C
Verschiebung [nm]
Abb. 55. Resultierende

Verteilungen aus den Messungen
mit unterschiedlichen Konstrukten,
es wurden Ergebnisse aus mehreren
Filamenten (M) orientiert und
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Um diesen Angelpunkt moglichst genau bestimmen zu konnen, wurde ein weiteres
Myosinkonstrukt in Dictyostelium exprimiert, das einen sehr kurzen Halsbereich aufweist
(0.6 nm entfernt von der Verbindung zwischen Kopf und Hals). Dieses Konstrukt (M765)
generiert Schrittgréf3en von immerhin noch 1.5 nm, ein weiterer Hinweis darauf, dal3 der
Angelpunkt des Hebelarms innerhalb der Kopfdomane lokalisiert sein mul3.

Alle hier untersuchten Dictyostelium Mutanten waren mit einem C-terminalen HisTag
ausgestattet, der zum einen die Aufreinigung erleichtert und zum anderen eine spezifische
Anbindung ans Substrat tUber einen Antikdrper ermdglicht (vgl. Methoden). Wie in Kapitel 3
bereits diskutiert, hat die Anbindung ans Substrat keinen wesentlich verandernden Einfluf3 auf
die Schrittgréf3e. Da dem Ergebnis fur die Schrittgrof3e des kirzesten Konstrukt fur die Be-
stimmung des Drehpunktes relativ viel Bedeutung beigemessen wird (lineare Regression mit
Fehler gewichtet), wurde unabhangig noch einmal die Verschiebung von M765 bestimmt,

ohne dal3 eine spezifische Anbindung Uber einen

Antikorper stattfand. Statt dessen wurde der Motor

1,47 +/- 0,15

analog zu den Messungen mit den Myosinkonstrukten S1

und HMM direkt auf Nitrozellulose adsorbiert. Auch bei

il

04 | : - ) |
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Verschiebung [nm]

direkter Adsorption der einzelnen Molekile auf
Nitrocellulose kann der Motor mit dem Aktinfilament
™ 157+/-014

wechselwirken und auch hierbei betragt die Schrittgrofile
anndhernd 1.5nm (Abb. 5.6.). Auch hier wurde an

Frequenz

mehreren einzelnen Filamenten gemessen und deren

und anschliefRend addiert. Die

Ergebnis orientiert
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Abb. 5.6.: Resultierende
Verteilungen aus den Messungen mit
M765, es wurden Ergebnisse aus
mehreren Filamenten (M) orientiert
und gepoolt (@) M765 direkt
adsorbiert, M = 5 3 Fil
Polarisationsmarkiert, N = 1735; (b)
M765 via Antikorper adsorbiert, M =

Einzelergebnisse sind ebenfals im Anhang aufgefihrt.
Die Abweichung der Einzelmessungen lag typisch bei 0,1
—0,3 nm, so dal3 mit einer Schrittgrélze von ~1,5 nm eine
Orientierung zweifelsfrei moglich war. In die folgende

Analyse gehen beide Ergebnisse fir M765 ein.
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(2) Die SchrittgrofRe ist proportional zur Lénge des Hebelarms

Um die Lange der Halsregion

Konstrukt | Halslédnge | SchrittgroBe | #der Fil. | N o

zu definieren, wurde al's Bezugspunkt
M765"* | 0.6nm | 1.56+ 0.14nm 4 993 .

ab dem Ende der Motordoméne

M 765 0.6nm | 1.47 +0.15nm 5 1735 . o

(Aminosaure 761) gemessen. FUr ein
M761-1R 6nm 3.84+ 0.45nm 3 414 . . .

a-Aktininmotiv wird eine Lange von
M765-1R | 6.6nm | 4.07+0.16 nm 5 1466

6 nm (aus strukturellen Daten und

M 864 75nm | 540+ 0.38 nm 6 635 _

theoretischen Modellen (Yan et al.,
M761-2R | 12nm | 7.06+ 0.35nm 5 606 .

1993, Grum et al., 1999)) bertick-
M765-2R | 12.6nm | 7.73+0.18 nm 4 1413 .

sichtigt, entsprechend 12 nm fir 2 a-
HMM-2R | 12.6nm | 7.47+ 0.26 nm 6 790 . , . ,

Aktininmotive. Fir den Abstand zwi-
HMM .. | 75nm | 554+ 0.13nm 6 1195

schen 761 und 765 werden 0.6 nm

Tabelle 5.1.: Ubersicht iiber verwandte Konstrukte, die Lénge
deren Halsregion, SchrittgroRe und Anzahl der addierten
Filamente.

angenommen (aus kristallographi-
schen Daten (Rayment et al., 1993a)),
dies ergibt sich auch, wenn man fir jede der 4 Windungen der a-Helix zwischen M761 und
M765 0,15 nm beriicksichtigt. Die Abmessung des nattrlichen Hebelarms (~ 7.5 nm) 183 sich
ebenfalls aus der S1 Struktur (Rayment et al., 1993a) bestimmen. Die direkte Bestimmung der
Lange der Halsregion aus der Struktur der Konstrukte M761-1R und M761-2R (Kliche &
Kull, personliche Aussagen) bestétigt die theoretischen Uberlegungen und zeigt gleichzeitig,
dal3 die a-Aktininmotive in einem ahnlichen Winkel wie die naturliche leichte Ketten Binde-
region an die Kopfdomane anschlief3t.

Tabelle 5.1. gibt eine Ubersicht aller verwandten Konstrukte mit deren jeweiligen
Halsldnge und den Ergebnissen aus den Schrittmessungen. Als Erganzung wurde das zwei-
kopfige Konstrukt HMM-2R ebenfalls mit berticksichtigt, eine Skizze des Aufbaus, die dazu
gehdrige Verteilung und deren Verschiebung findet sich in Kapitel 3. AulRerdem wurde zum
Vergleich der Konstrukte mit kiinstlichem Hebelarm noch ein (ebenfalls zweikdpfiges) Frag-
ment (HMM) aus nativen Myosin mit in die folgende Auswertung einbezogen. Tragt man alle

erhaltenen SchrittgrofBen in Abhangigkeit der Halsléange auf, so ergibt sich ein linearer
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Zusammenhang (Abb. 5.7.). Wie der relativ grol3e Korrelationskoeffizient (r2 = 0,99) anzeigt,

gibt es keine signifikante Abweichung von dieser linearen Beziehung.

Die Gerade schneidet die x-Achse bei —
2,45 nm und die Steigung betragt 0,49.
Die Myosinkonstrukte mit kinstlichem
Hebelarm (M765, M761-1R, M765-1R,
M761-2R, M765-2R, HMM-2R) wer-

SchrittgroRe [nm]

den durch dieselbe Regression wie

I
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Myosin mit natirlichem Hebelarm Y

(HMM, M864) beschrieben. Es hat Lange des Hebelarms [nm]

Abb. 5.7.. Zwischen der Schrittgroflen der einzelnen
Konstrukte und der Lange deren jeweiliger Halsdoméne
besteht ein linearer Zusammenhang.

ebenfalls keinen Einflul® auf die Funk-
tionalitdt und damit auf die Schritt-
grof3e, ob die a-Aktininmotive an die Aminosdure 761 oder 765 angebracht sind, in beiden
Fallen betrégt die Steigung der resultierenden Geraden ~ 0,5, der geringe Unterschied in den
SchrittgrofRen beruht damit lediglich auf den 0,6 nm langeren Hebelarmen der M765 Kon-
strukte.

Wie schon im Kapitel 3 beschrieben, generieren ein- und zweikopfige Konstrukte mit
identischer Hebelarmléange (hier: M765-2R und HMM-2R bzw. HMM und M864) gleich
grof3e Schritte. Das ,,lever arm® Modell, wonach einzig die funktionelle Lange des Hebelarms
die Schrittgrofe bestimmt, beschreibt damit den hier vorgestellten Daten an Konstrukten mit
unterschiedlich langer Halsdoméane und unterschiedlicher Anzahl an Myosinkopfen vollstan-

dig.

(3) Der Drehpunkt des Hebelarmes liegt innerhalb der Motordoméane

Zunachst wurde angenommen, dal3 alle verwandten Konstrukte wie natives Myosin
zum Plusende des Aktinfilamentes laufen, per Definition sind also alle Schrittgrof3en positiv.
Allerdings ware denkbar, dal es sich bel der gemessenen Schrittdistanz um ein Resultat aus
mehreren, entgegengesetzt gerichteten Vorgangen handelt, beispielsweise hétte eine erste

"Umlagerung” mit einer negativen Schrittrichtung von 2 nm und ein anschlie3ender ,, power
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stroke" von 7 nm ebenfalls eine Nettoschrittdistanz von 5 nm zur Folge (siehe Abb. 5.7.). Bei

einem sehr kurzen Hebelarm konnte diese Nettoschrittdistanz dann negative Werte annehmen.

Abb. 5.8.: Skizze der Hypothese, dal3 die Schrittdistanz das Ergebnis aus mehreren,
entgegengesetzten Vorgangen darstellt. Bel der Anbindung des Myosinkopfes ans
Aktinfilament (Mitte) kommt es zu einer Umlagerung der Kopfddméne, die eine geringe
Verschiebung des Aktinfilaments zur Folge hat. Der sich anschlief3ende Kraftschlag erfolgt in
die entgegengesetzte Richtung (links), die detektierte Nettoverschiebung des Aktinfilaments ist
damit geringer a's der Kraftschlag.

Nimmt man eine negative Schrittdistanz fur das kirzeste Konstrukt an, ergibt sich immer
noch ein linearer Zusammenhang zwischen Schrittgréf3e und Hebelarmlange, dargestellt in
Abb. 5.9. (R = 0,981). Um diese M&glichkeit ausschlief?en zu kénnen, dai das kirzeste Kon-
strukt M 765 in die Minus Richtung des Aktinfilaments lauft, wurden mehrere Messungen mit
polarisationsmarkierten Aktinfilamenten durchgefihrt (siehe Methoden zu Kapitel 5). Mittels

der im Fluoreszenzmikroskop sichtbaren Polaritét

10

- M,765;2R
gf—{ MM-2R
EM761-2R

kombiniert mit der sich ergebenden Verschiebung der

resultierenden Verteilungen kann die Laufrichtung

SchrittgroRe [nm]

bestimmt werden. Insgesamt wurde an 3 polaritétsmar-

kierten Filamenten gemessen, und die Laufrichtung von o

Léange der Halsdoméne [nm]

M765 war in allen 3 Fallen positiv. Damit scheidet die
. . Abb. 5.9.: Hypothetischer Zusammenhang
in den Abbildungen 5.7. und 5.8. dargestellte Hy- zwischen SchrittgroRRe und Hebelarmlénge
fur M765 mit negativer Schrittrichtung.

pothese aus.

Mit der Schrittgréfle des kurzen Konstruktes 1813t sich somit der Drehpunkt des Hebel -
arms aus der linearen Regression genauer bestimmen. Zu diesem Zweck werden die experi-
mentellen Daten zu einer Schrittgréfe von 0 nm extrapoliert. Der Schnittpunkt mit der X-

Achse liegt bei -2.45 nm, was (unter Einbeziehung der zur a-Helix der converter Doméne
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leicht abgeknickten Halsdoméne) einem Abstand zu der Aminosaure 761 von ~2.8 nm ent-
spricht. Dieser Wert befindet sich damit in der SH1-SH2 Region (also innerhalb der Motor-
doméane). Damit ergibt sich beispielsweise fir natives Myosin eine Lange des Hebelarmes von
~10 nm.
(4) Der Hebelarm bewegt sich durch den ,, power stroke” um [B30°

Wenn man ein Modell annimmt, wonach der Hebelarm eine relativ feste Struktur dar-
stellt und sich senkrecht zu der vom Aktinfilament vorgegebenen Achse um einen bestimmten
Punkt rotiert, so 1t sich aus der Steigung der resultierenden linearen Regression von 0.50 auf

eine Drehung des Hebelarmes um 30° schliefZen.

5.3. Diskussion

(1) Myosinkonstrukte mit kiinstlichem Hebelarm sind funktionelle Motormolekile
Grundsétzlich verfiigen die verschiedenen Molekile aus der Familie der Myosine Uber
eine homologe Motordoméne und unterscheiden sich in Art und Anzahl der leichten Ketten
und Schwanzregion (Goldman, 1998). Die Variation in der Anzahl der Binderegionen der
leichten Ketten generierte einen Satz funktioneller Motormolekile, die unterschiedliche
Gleitgeschwindigkeiten aufweisen (Uyeda et al., 1996). Aber auch die Substitution dieser
Binderegionen der leichten Ketten durch einen kinstlichen Hebelarm andert nichts an der F&-
higkeit des resultierenden Motormolekuls, Schritte zu erzeugen. Die im Rahmen dieser Arbeit
erstmals auf Einzelmolekilebene charakterisierten Konstrukte mit einem kinstlichen Hebel-
arm aus a-Aktinin wurden von Mike Anson und Kollegen (Anson et al., 1996) zum Teil
(M761-1R und M761-2R) in der in vitro Motilitét charakterisiert. Ihre Gleitgeschwindigkeit
wurde wesentlich durch die Art der Ankopplung ans Substrat bestimmt, bei Verwendung ei-
nes Antikorpers zur spezifischen Anbindung war diese vergleichbar mit der fur natives Dic-
tyostelium Myosin (2.5 — 3.3 um/s). In ihrer Kinetik weichen sie nicht signifikant vom Ver-
halten des Wildtyps ab (Anson et al., 1996; Kurzawa et al., 1997; Ritchie et al., 1993).
Die Entfernung der essentiellen leichten Kette reduziert die Gleitgeschwindigkeit und

hat eine Abnahme der isometrischen Kraft um >50% zur Folge (VanBuren et al., 1994), weil
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mit der leichten Kette vermutlich der a-helikale native Hebelarm stabilisiert wird. Eine Erset-
zung des nativen Hebelarms durch eine andere Struktur dhnlicher Rigiditat (wie a-Aktinin)
hat dagegen keinen Einflu@ auf die Fahigkeit des Myosinmolekils, mit Aktin zu
wechselwirken und Schritte zu generieren. Im Gleitsassay und auf Einzelmolekilebene ist das
Verhalten der hier untersuchten Myosinkonstrukte dem von nativen Myosin vergleichbar.
Damit scheinen unter nicht-isometrischen Bedingungen die Binderegion der leichten Ketten
kein notwendiger Bestandteil des Myosins fur die Wechselwirkung mit Aktin darzustellen. Es
bleibt zu kléren, in wieweit die Konstrukte in der Lage sind, auch Kréafte zu generieren. Die
hier vorgestellten Messungen sind auf geringe Kréfte reduziert, je nach Steifheit der

verwandten Nadel wurden maximal Kréfte von ~ 1 pN gemessen.

(2) Die SchrittgrofRe ist proportional zur Lange des Hebelarms

Die Ergebnisse der Messungen an Konstrukten mit unterschiedlich langem Hebelarm
bestétigen die ,, lever arm Hypothese" direkt auf Einzelmolekilebene. Erganzt durch die Mes-
sungen an doppelkopfigen Motoren (HMM, HMM-2R) und den Vergleich von Konstrukten
mit nativem und kinstlichem Hebelarm wurde bewiesen, dal3 die gemessenen Schrittgrofen
nur von der Hebelarmlange abhdngen. Damit wird das Modell unterstiitzt, wonach kleine
strukturelle Umlagerungen in der katalytischen Doméane durch den Halsbereich in seiner
Funktion als Hebelarm in Verschiebungen im nm-Bereich umgesetzt werden.

In der Literatur gibt es immer noch Uneinigkeit Gber die tatsachliche Schrittgréfde von
Myosin Il (Finer et al. 1994; Molloy et al., 1995; Guilford et al., 1997; Tyska et al., 1999;
Tanaka et al., 1998). Wieim 2. Und 3. Kapitel dieser Arbeit ausfuhrlich gezeigt, betragt die
Schrittgrofie ~5 nm. Die bemerkenswerte Konsistenz der hier vorgestellten Mef3ergebnisse
stitzt die Genauigkeit der verwandten Mef3- und Analysemethode. Aus der Verschiebung der
Verteilung einiger 100 Wechselwirkungen 183 sich die Schrittgrof3e mittels der Histogramm-
Methode (Molloy et al., 1995) auf <0,5 nm genau bestimmen.
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(3) Der Drehpunkt des Hebelarmes liegt innerhalb der Motordomane

Mittels der Regressionsanalyse |&ldt sich extrapolieren, dald sich der Hebelarm um ca.
2,8 nm von dem Beginn der Halsdomane (Aminosaure 761[780 in Huhn)) in die Motordo-
mane hinein erstreckt. Aus den strukturellen Beobachtungen (Dominguez et al., 1998; Kinose

et al., 1996) sind in diesem Bereich zwei Glyzine als moglicher Drehpunkt vorgeschlagen

worden.

Y REL S In der direkten Verlangerung der a-He-
I/_l g ) » - . . i
RE, 2 lix des natlirlichen Hebelarmes liegt

- o (2
Y \J;.-'» zum einen Gly691 [710 in Huhn] as
< r}“'_‘: '\:\ , 3 L moglicher Kandidat. Die Entfernung

zwischen den Aminosauren ASP 761

FE b
N \ 761 (7180) a0 0
[ - -\ o~

Ry v [ASP 780] und GLY691 [GLY710]

betragt 2.66 nm. Daneben steht aber

Abb. 5.10.:Huhn S1 (nach Rayment et al.,1993a), die .
Aminosauren 691[710], 682[699] (potentille Ange- ~ auch Gly682 [Gly699 in Huhn] zur

unkte) und 761[780] (Beginn der Halsdoméane) sind . . .
Echwar)z markiert.[ ] (Beg ) Diskussion, der Abstand zwischen

diesem potentiellen Angelpunkt und dem Beginn der Halsdomane ist 3.43 nm. Mit der hier
vorgestellten Analyse kann zwischen ihnen nicht unterschieden werden, da der zweite
maogliche Angelpunkt (680[699]) in relativ geringem Abstand (1.88 nm) und in einem fast
senkrechten Winkel (110°) relativ zur Achse des Hebelarmes zum potentiellen Drehpunkt
691[710] liegt, miteinander verbunden durch eine rigide a-Helix. Verschiedene
Arbeitsgruppen haben Mutanten charakterisiert, bei denen eines der beiden Glyzine aus-
getauscht wurde. Im Gleitassay erreichten diese Konstrukte Geschwindigkeiten, die lediglich
10% der nativen Myosins betrugen (Patterson et al., 1997). Aul3erdem wiesen sie eine veran-
derte Affinitat fir Nukleotide und langere Aktinbindezeiten auf (Patterson at al., 1998). Eine
Charakterisierung der unterschiedlichen Molekille auf Einzelmolekilebene beziiglich deren
Schrittgrofe kdnnte helfen, den tatséchlichen Hebelarmansatz zu bestimmen. Daneben bietet
sich der Vergleich mit unkonventionellen Myosinen an. Bei Myosin V (Mehta et al., 1999)
fahrt der verlangerte Hebelarm (6 leichte Ketten, Lange ~ 23 nm) zu einer deutlich grofReren

Schrittgrofde von 36 nm. Dies erfordert eine Drehung des Hebelarmes um 100°. Ein weiterer
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Hinweis darauf, dal3 verschiedene Drehwinkel bei unkonventionellen Myosinen gefunden
werden, sind die Messungen der Schrittgrof3en von Brushborder Myosin | und Myrl (Veigel
et al., 1999). Beide haben eine Schrittlange von ~12 nm, aber BBMI verflgt Gber 3 leichte
Ketten, wahrend Myrl mit 6 leichten Ketten einen fast doppelt so langen Hebelarm aufweist.
Alternativ kdnnten aber auch noch andere Mechanismen involviert sein, ein zu der hier vorge-
stellten Untersuchung von Myosin 1l Konstrukten mit unterschiedlich langer Halsdoméne

vergleichbarer Ansatz konnte dies klaren.

(4) Der Hebelarm bewegt sich durch den ,, power stroke* um 30

Um die Grof3e der Rotation der Halsdoméne wahrend des Kraftschlags zu bestimmen,
wurden unterschiedliche Techniken angewandt. An Kammuschel-Muskelfasern beobachteten
Baker et al. (1998) mittels EPR Techniken (electron paramagnetic resonance) eine deutliche
(mind. 30°) axiale Rotation der leichten Kette des Myosins, allerdings gelang ihnen dies nicht
bei Muskelfasern aus Kaninchen. Aus cryoel ektronenmikroskopischen Beobachtungen von
mit S1 dekoriertem F-Aktin in An- und Abwesenheit von MgADP schlossen Whittaker et al.
(1995) auf eine 23° Drehung der Halsdoméne infolge der Dissoziation von ADP fir glatten
Muskel, und auch Jontes et al. fanden mit der gleichen Methode eine 32° Drehung bei BBMI
(brush border Myosin 1) nach der Freisetzung von ADP. Indem das atomare Modell von S1in
die aus Fluoreszenzpolarisation und Rontgenstreuung bestimmte Struktur der aktiven Quer-
briicken von Muskel aus Insektenfliigel eingepald wurde, beobachtete Taylor et al. (1999)
einen in zwei Abschnitte unterteilten Kraftschlag, bei dem die Motordoméne zundchst beim
Ubergang von schwacher zu starker Anbindung tber dem Aktinfilament abrollte und an-
schlieffend einen 5-6 nm grofRen Kraftschlag ausfihrte (entsprechend ~35°).

Mit spektroskopischen Methoden (fluoreszente Probe an der leichten Kette) gelang Ir-
ving und Kollegen der Nachwels, dal3 sich die regulatorische leichte Kette um 2-3° bewegt,
wenn der kontraktierende Muskel verkirzt oder verlangert wird (Corrie et al., 1999; Hopkins
et al., 1998; Irving et al., 1995). Unter der Annahme, dal3 nur ein geringer Anteil der Kdpfe zu
dieser Winkelénderung beitragt, errechneten sie einen Drehwinkel von ~30°. Palm et al.

(1999) bestimmten die maximale axiale Bewegung der Halsdoméane von Myosin zu 8,5 nm,
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indem sie ein Modell erstellten, das auf den Ergebnissen ihrer FRET Messungen beruht. Mit
Lumineszenz Resonanz Energie Transfer gelangten Xiao et al. (1998) zu dem Ergebnis, dal3
in einem Modell mit rigidem Hebelarm und festem Drehpunkt eine Rotation von 30° erfolgt.

Die hier angefihrten Ergebnisse wurden allerdings ale an einem Ensemble einer unbekannten
Anzahl von Myosinen oder unter nicht physiologischen Bedingungen durchgefihrt. Mit dem
im Rahmen dieser Arbeit aus der Schrittlénge erhaltenen Ergebnis wird eine solche Drehung

der Halsdomédne um ~30° estmals direkt auf Einzelmolekilebene bestétigt.



77

6. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Motormolekil Myosin Il auf Einzelmolekiilebene
mit einer neuartigen Meldmethode, basierend auf einer Kombination aus Mikronadel und La
serfalle, mechanisch charakterisiert werden. Im Vordergrund stand zunédchst die Bestimmung
der tatséchlichen Schrittgréfe von Myosin 1. Aufgrund der geringen Kréafte (pN), die bei der
Wechselwirkung eines einzelnen Myosinmolekils mit einem Aktinfilament auftreten, muf
mit einem Instrument geeigneter Sensitivitdt gemessen werden. Ein entsprechend weicher
Sensor unterliegt thermischer Bewegung, die deutlich grofRer a's die zu messenden Distanzen
(wenige nm) ausféllt. Die Interpretation der Rohdaten bedarf daher einer geeigneten Analy-
semethode. Zu diesem Zweck wurde die Histogramm-Methode (Molloy et al., 1995) bezlg-
lich der Kriterien fir Wechselwirkungen weiterentwickelt und verfeinert, um die Anayse
maoglichst prézise durchfihren zu kénnen. Mit der Histogramm-M ethode wird die Position des
Sensors wahrend vieler einzelner Wechselwirkungen gemessen und in einem Histogramm
relativ zu der Position des freien Sensors in einer gaul3férmigen Verteilung betrachtet, dessen
Verschiebung a's Schrittgrofi3e des Einzelmol ekl s interpretiert wird.

Aus der Analyse der Verteilungen mehrerer hundert mit dem kombinierten Mikrona-
del-Laserfallen-System registrierten Wechselwirkungen einzelner Molekile konnte die
SchrittgrofRe der aus enzymatischem Verdau stammenden Myosinfragmente S1 und HMM zu
jeweils 5,5 + 0,5 nm ermittelt werden.

Uber die Messung der SchrittgrolRe im in vitro assay hinaus wurde durch eine syste-
matische Variation der Art der Anbindung des Einzelmolekiils an das Substrat gezeigt, dal3
die mechanische Funktionalitét von Myosin nicht davon beeinflufd wird, ob nur ein Motor-
fragment direkt oder Uber einen Antikorper auf der Glasoberflache befestigt wird, oder das
intakte Molekdl dhnlich zur Situation im Muskel in ein dickes Filament eingebunden ist. Die-
se Untersuchungen zeigen, dal’ Ergebnisse aus in vitro Messungen an isolierten Molekilen
auch reprasentativ fur das Verhalten des Motorsin vivo sind.

Myosin Il liegt im Muskel als zweikopfiges Molekil vor, so dal’ ein moglicher Einfluld

des zweiten Kopfes die SchrittgrofRe und damit eine Bewegung relativ zum Aktinfilament
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potentiell vergroRern konnte (Tyska et al., 1999). Aus diesem Grund wurden mehrere verglei-
chende Untersuchungen an ein- und zweikopfigen Myosinen durchgeftihrt. Die aus trypti-
schem Verdau von nativen Myosin stammenden Fragmente S1 (einkdpfig) und HMM (zwel
Kopfe) unterschieden sich genauso wenig in ihrer jeweiligen Schrittgrof3e von ~5 nm, wie
dies fur ein- und zweikopfiges Volllangenmyosin innerhalb eines LMM-Myosin Copolymers
der Fall war. Ein in Dictyostelium discoideum exprimiertes Konstrukt mit einem kinstlichen
Hebelarm schliefdlich generierte ebenfalls eine Konformationsénderung gleicher GrofRe wie
das entsprechende doppelkopfige Pendant. Damit ist eindeutig gezeigt worden, dal3 bei der
Wechselwirkung des einzelnen Motors mit einem Aktinfilament nur einer der beiden Kopfe
mechanisch an der Erzeugung des Einzelschrittes beteiligt ist, ohne dal3 sich durch eine An-
bindung des zweiten Kopfes sich die Schrittgrofe verdoppelt, wie von Tyska et al. (1999)
behauptet. Innerhalb des Sarkomers kann aber der zweite Kopf ebenfalls eine funktionelle
Rolle spielen, da eine gleichzeitige Interaktion mit einem weiteren, benachbarten Aktinfila-
ment denkbar ist.

Im standard in vitro assay sind die einzelnen Myosinmolekile willkdrlich zum
Aktinfilament orientiert, anstatt wie im Muskel durch die Einbettung ins zum Aktinfilament
parallele dicke Filament in einer fest definierten Richtung. Die resultierende Schrittgrofie von
5 nm konnte bei Mittelung Uber mehrere einzelne Motoren der Durchschnitt aus O nm (fr
senkrecht zum Aktinfilament positionierte  Molekile) bis >10nm (bel paraleer
Positionierung) sein (Tanaka et al., 1998). Diese Hypothese widersprach eigenen
Beobachtungen, wonach die Myosinschrittgrof3e nie signifikant von 5 nm abweicht, auch
wenn man nur Wechselwirkungen aus einem kurzen Tellstiick analysiert. Diese stammen mit
hoher Wahrscheinlichkeit nur von einem einzelnen Motor, ohne daf3 das Aktinfilament schon
zu mehreren weiteren, anders orientierten Motoren diffundiert war. Deshalb sollte untersucht
werden, inwieweit die Fahigkeit zur Erzeugung einer Verschiebung relativ zum Aktinfilament
und deren Grofde bel physiologisch nicht korrekter Orientierung tatséchlich beeintréachtigt
wird. Um die Orientierung des Myosinkopfes definieren zu konnen, wurden
floureszenzmarkierte LMM-Myosin Cofilamente mit einem geringen (<1%.) Anteil an

nativem Myosin aggregiert. Auch bei senkrechter Orientierung eines LMM Cofilaments
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relativ zum Aktinfilament kam es zu transienten Interaktionen mit dem inkorporierten
Myosin, und unabhangig vom eingeschlossenen Winkel zwischen den Filamenten betrug die
SchrittgrofRe immer 5 nm. Die Funktionsfahigkeit des Myosinkopfes ist damit unabhangig von
dessen Orientierung zum Aktinfilament. Diese Anpassungsfahigkeit des Myosins setzt ein
flexibles Teilstlick zwischen der Motordomane und der im dicken Filament inkorporierten
Schwanzdoméne voraus. Die Richtung der Bewegung wird ausschliefdlich von der Anordnung
des Aktinfilaments vorgegeben, und nach korrekter Ausrichtung der Motordoméne durch
stereospezifische Anbindung ans Aktin wird demnach jeweils eine konstante Verschiebung
generiert.

Die hier durchgefihrten systematischen Untersuchungen haben nicht nur Einsicht in
die detaillierte Funktionsweise des einzelnen Myosinmolekiils geliefert, sondern zeigen auch,
dal? die unterschiedlichen Messungen aus anderen Laboren untereinander und mit dem Ver-
halten des Molekils in vivo vergleichbar sind. Unabhangig von der Art der Anbindung des
Myosins oder einem seiner Fragmente, unabhangig von der Anzahl der Kopfe des einzelnen
Molekils und unabhangig von der Orientierung des Myosinkopfes relativ zum Aktinfilament,
betragt die Schrittgrofze von Myosin Il 5 nm. Damit konnte belegt werden, dal3 dem wider-
sprechende Ergebnisse anderer Untersuchungen nicht, wie haufig behauptet (Guilford et al.,
1997; Tyska et al., 1999; Yanagida et al., 2000), auf Unterschiede innerhalb der in vitro as-
says (Anbindung, Orientierung etc.) zurtickzufUhren sind, sondern vermutlich aus einer unge-
nauen Analyse (durch Selektion der Daten oder die Einbeziehung einer zu geringen Anzahl an
Wechselwirkungen) der Rohdaten resultieren. Keine einzige der beobachteten Wechselwir-
kungen bestand aus mehr als einem Schritt infolge der Hydrolyse eines ATP Molekils, konsi-
stent mit den Beobachtungen anderer Labors (Mehta et al., Warshaw et al., Molloy et al.),

aber im Widerspruch zu den Beobachtungen von Kitamura et al. (1999).

Der Zyklus der chemomechanischen Transduktion verldauft in mehreren Tellschritten,
so gehen dem kraftgenerierenden power stroke elektrostatische, schwache Wechselwirkungen
voraus. Diese sind nur sehr kurz und werden in Anwesenheit von ATP durch die dominieren-

den starken Wechselwirkungen mit der damit verbundenen Erzeugung des Kraftschlags tber-
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deckt. Durch die Verwendung von Nukleotidanaloga ist es moglich, solche Zwischenschritte
des Querbrtickenzyklus isoliert zu untersuchen. Mittels hoher Konzentrationen des nur sehr
langsam hydrolisierbaren Nukleotidanalogons ATPyS konnten auf diese Weise erstmals auf
Einzelmolekilebene schwache Wechselwirkungen direkt detektiert und charakterisiert wer-
den. Sie fuhren im Gegensatz zur starken Wechselwirkung zu keiner mef3baren Konformati-
onsanderung des Motors. Erst unterhalb einer ATPyS-Konzentration von 1 uM kommt es zu
einer resultierenden Verschiebung, die moglicherweise aus einer reversiblen Konformati-
onsanderung der zeitweise nukleotidfreien Motordoméne oder einer ADP-induzierten, starken
Wechselwirkung des Myosinkopfes mit dem Aktinfilament resultiert. Bei einer ATPyS-

Konzentration von <1 nM entspricht diese der durch ATP Hydrolyse induzierten Schrittgrofie.

Um zu erkléren, wie Myosin Schritte von einigen nm ausfthren kann, wurde basierend
auf der Struktur von Myosin Il postuliert (Rayment et al., 1993), dal? die Halsdomane als He-
belarm fungiert und kleine Konformationsanderungen in der Kopfdomane als Folge der ATP
Hydrolyse durch eine Rotation des Hebelarms verstarkt werden. Mit der Struktur-
Funktionsanalyse genetisch hergestellter Myosinmutanten mit kinstlicher Halsregion unter-
schiedlicher Lange konnte diese Hebelarm Hypothese erstmals auf Einzelmolekilebene direkt
Uberprift werden. Dabel zeigte sich, dal3 der Ersatz des nativen Hebelarmes mit den beiden
leichten Ketten durch eine kiinstliche Struktur dhnlicher Rigiditdt die Fahigkeit des Motors,
Bewegung zu generieren, nicht beeintrachtigt. Aber auch bei ersatzloser Entfernung der nati-
ven Halsdomane ist das resultierende Konstrukt noch in der Lage, Schritte von 1-2 nm zu er-
zeugen. Die Funktion der leichten Ketten im Myosinmolektil scheint damit neben der Stabili-
sierung der a-Helix Hebelarmes lediglich regulativer Natur zu sein, sie sind aber kein not-
wendiger Bestandteil einer ,,minimalen Motoreinheit*, da Konstrukte sowohl mit kinstlichem
Hebelarm als auch ohne die native Halsdomane fahig zur Generierung von Bewegung sind.

Die Uberraschend genaue, lineare Korrelation zwischen Lange des natlrlichen oder
kinstlichen Hebelarmes mit der jeweiligen SchrittgrofRe zeigte, dal’ die SchrittgrofRe aus-
schliefllich durch die Lange des Hebelarmes festgelegt wird. Uber die Extrapolation der je-
weiligen SchrittgrofRen in Abhéngigkeit von der Hebelarmlange wurde belegt, dal? der Dreh-
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punkt des Hebelarmes in der Motordoméane liegen muf3, der durch den errechneten Abstand
zur Hebelarmlange des kirzesten Konstrukts bestimmte Drehpunkt deckt sich bemerkenswert
gut mit strukturellen Beobachtungen. Der Drehwinkel des Hebelarms konnte mittels der linea-

ren Regression direkt ermittelt werden und betragt ca. 30°.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurden profunde Erkenntnisse Gber die Mechanik
der verwandten Konstrukte und Myosin im allgemeinen erlangt: Die kleinen strukturellen
Anderungen in der katalytischen Domane des Motors, die durch die ATP-Hydrolyse induziert
werden, werden Uber die Konverterdomane auf die Halsregion Ubertragen, durch deren langli-
che Struktur kdnnen durch deren Drehung um 30° Verschiebungen in der Grof3e einiger nm
generiert werden. Dabei andert sich die GrolRe der Verschiebung lediglich proportional zur
Hebelarmlange, wenn die Halsregion durch eine kiinstliche Struktur &hnlicher Rigiditat ersetzt
wird. FUr die Fahigkeit des Motors, den vollstandigen Kraftschlag auszufihren, ist die Dime-
risierung zu einem doppelkopfigen Molekll und die Inkorporierung der Schwanzdoméne in
dicke Filamente (wie im Muskel) nicht relevant. Durch ein flexibles Element (vermutlich zwi-
schen S1 und S2 Doméne) ist der Motor in der Lage, sich im Vorfeld der Anbindung in die
vom Aktinfilament vorgegebene Richtung zu orientieren.

Neben der Schrittgrol3e ist die Kraft, die ein Motormol ekl generieren kann, ein weite-
rer wichtiger Parameter, um dessen mechanische Eigenschaften zu charakterisieren. Zukinfti-
ge Messungen der von Myosinen mit unterschiedlicher Hebelarmlange erzeugten Kréfte wir-
den Ruckschlisse auf die Rigiditdt des Hebelarmes zulassen: Im Falle eines rigiden Hebelar-
mes und einer konstanten Drehung um einen Angel punkt waren die resultierenden Krafte um-
gekehrt proportional zur jeweiligen Lange des Hebelarmes. Wenn dieser aber eine fur die
vorliegende a-Helix typische Flexibilitdt aufwelsen wirde, muften die Kréfte umgekehrt zum
Quadrat der Hebelarmlange proportiona sein (Howard & Spudich, Anhang zu: Uyeda et al.,
1996). Damit konnte der stabilisierende Einfluld der leichten Ketten auf den nativen, o-
helikalen Hebelarm bewiesen werden, moglicherweise wird dadurch die Fahigkeit zur Kraf-
terzeugung bestimmter Myosine reguliert. Fir Molekile mit kinstlichem Hebelarm, wie sie

hier beziglich ihrer Schrittgrof3en untersucht wurden, wéare ein Nachweis ihrer Fahigkeit,
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Kréfte zu generieren, ein weiterer Beweis fur ihre Leistungsfahigkeit als Motormolekdl.
Durch Ersetzen der fur Schrittmessungen verwandten Nadeln durch solche héherer Steifheit
konnten Kraftmessungen auch mit dem hier vorgestellten Mef3aufbau erfolgen, ohne dal3, wie
bei Messungen mit der Doppellaserfalle, ein Feedback System etabliert werden mifdte, zumal
die mechanische Komplianz der Verbindung von Sensor und vorgespanntem Aktinfilament

bei Messungen mit der Mikronadel vergleichsweise gering ist.

Wenn Myosin Il auf Einzelmolekilebene mechanisch komplett verstanden ist, kénnte
eine Erweiterung der experimentellen Untersuchungen auf Wechselwirkungen multipler Mo-
toren erfolgen. Mit dem hier vorgestellten kombinierten Mikronadel-Laserfallen System be-
steht die Moglichkeit, direkt mit Nadeln hoherer Steifigkeit zu messen, wie mehrere Motoren
gleichzeitig mit dem Aktinfilament wechselwirken und welche Krafte und Geschwindigkeiten
dabel auftreten. Dabel konnte untersucht werden, ob es eine wechselseitige Beeinflussung
gibt. Mit Messungen an dicken Filamenten parallel zum Aktinfilament kdnnte das Verhalten
von Myosin im Muskelverband simuliert werden.

Die mit dem kombinierten Mikronadel-Laserfallen Transducer gemessenen und der
hier vorgestellten Analysemethode erlangten Ergebnisse zeichnen sich durch eine bemer-
kenswerte Konsistenz aus. Auf diese Weise ist es folglich mdglich, die Schrittgrolze eines
Motormolekils mit einer Genauigkeit von besser 1 nm zu bestimmen, wenn die Position eini-
ger hundert einzelner Wechselwirkungen analysiert wird. Da die Schrittgréf3e ein geeigneter
Parameter ist, um ein Molekil mechanisch zu charakterisieren, birgt diese Methode ein be-
trachtliches Potential fur Funktionsanalysen diverser Motoren. Bislang erfolgte eine Eintei-
lung gentechnisch erzeugter Mutanten in im Gleitassay voll/teilweise/nicht funktionsfahige
mutierte Motoren (Ruppel et al., 1994). Uber die individuelle Analyse ihrer Fahigkeit zur Ge-
nerierung von Verschiebungen auf Einzelmolekilebene ist eine préazisere Charakterisierung
maoglich. Durch gezielte Mutationen, z.B. am vermuteten Angel punkt des Hebelarmes oder an
der Nukleotid- oder Aktinbindestelle kénnen durch eine Kombination molekul arbiol ogischer
Methoden mit der Analyse auf Einzelmolekilebene Struktur-Funktionsbeziehung in allen

Einzelheiten analysiert werden.
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Mit der Moglichkeit, mutierte Motormolekile auf Einzelmolekilebene zu charakteri-
sieren, werden auch Anwendungen im medizinischen Bereich denkbar, z.B. bei klinisch auf-
falligen Funktionsstérungen als Folge von Mutationen von Myosin, wie es bei familiéarer hy-
pertropher Kardiomyopathie oder dem Usher’s Syndrom (erbliche Taub- und Blindheit) der
Fall ist. Myosin mit der entsprechenden Mutation kann gentechnisch exprimiert und in vitro
durch direkte Vergleiche mit dem Wildtyp studiert werden, um die Folgen der Mutation fir
die mechanische Funktionsfahigkeit des Molekils zu bestimmen und daraus therapeutische
Ansétze zu entwickeln.

Der Vergleich der mechanischen Eigenschaften (z.B. Laufrichtung, Schrittgrofie, Pro-
zessivitat) diverser unkonventioneller Myosine und die Korrelation mit deren spezifischen
Aufgaben und gleichzeitig mit der jeweiligen Struktur eréffnet eine weitere Moglichkeit zum
umfassenden Verstandnis der Funktionalitdt molekularer Motoren. Wenn die einzelnen
Struktur-Funktionsbeziehungen geklart sind, kdnnten Mutanten gentechnisch erzeugt werden,
deren Eigenschaften gezielt verandert wurden. So wie durch Ersetzung des nativen Hebelar-
mes mit einer kinstlichen Struktur unterschiedlicher Lange die Gleitgeschwindigkeit und
Schrittgrofie direkt variiert werden kann, konnte man eventuell einen Motor mit verénderter
Laufrichtung oder Prozessivitét klonieren.

Neben den beschriebenen Struktur-Funktionanalysen an unkonventionellem oder ge-
zZielt verandertem Myosin bietet sich ein Vergleich mit der Familie der Kinesine an. Wie bel
Myosin sind auch beim Kinesin die mechanischen Konformationsénderung direkt mit dem
ATPase Zyklus gekoppelt, d.h. in beiden Molekilen findet eine Kommunikation zwischen der
jeweiligen Bindestelle fur ATP, fur Aktin bzw. fir Mikrotubuli und zwischen den mechani-
schen Elementen statt. Vor allem die Bindestelle fir ATP ist bei Myosin und Kinesin struktu-
rell sehr @hnlich (Kull et al., 1996), 2 loops fungieren as ,, Schalter”, um die An- oder Abwe-
senheit des hydrolysierten y-Phosphats als Ausldser von Konformationsanderungen weiterzu-
geben. Diese Weiterleitung erfolgt mechanisch mittels einer Helix, die gewissermalien als
Kolben fungiert. Die Bindungsstellen fur die Polymere (Aktin oder Tubulin) und die mecha-
nischen molekularen Bestandteile sind mit dieser Helix verbunden, allerdings weisen Kinesin

und Myosin dabei grundlegende Unterschiede auf. Kinesin bindet hauptséchlich tber einen 12
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Aminosauren langen loop an den Mikrotubulus, bei Myosin sind dagegen ~140 Aminosauren
in die Aktinbindung involviert (Woehlke et al., 1997). Konventionelles Kinesin legt auf ei-
nem Mikrotubulus Schritte von 8 nm Lange zurtick (Svoboda et al., 1993), ohne dal’ eine dem
Hebelarm in Myosin dhnliche Struktur offensichtlich ist. Stattdessen wird die Fortbewegung
as Folge einer kleinen Konformationsanderung des neck linker peptids Uber die Bindung ei-
nes zweiten Kopfes an die nachste Tubulin-Bindungsstelle bewerkstelligt (Rice et al., 1999).

Auch in der Familie der Kinesine gibt es Motoren, die sich in unterschiedlichen Rich-
tungen auf dem Mikrotubulus bewegen (Kinesin, ncd) und einen unterschiedlichen Grad an
Prozessivitét aufweisen. Die Erforschung der Struktur und der damit verbundenen mechani-
schen Eigenschaften der verschiedenen Kinesine und die Korrelation mit den entsprechenden
Struktur-Funktionsbeziehungen der Myosinmotoren wird weitere Einblicke in die Mechanis-
men der Motormolekiile und deren Phylogenese ermdglichen.

Mit der Moglichkeit der Expression veranderter Motormolekile kombiniert mit der
Anayse ihrer Funktion auf Einzelmolekilebene, wie sie mit dem hier vorgestellten Mef3- und
Analysesystem auf nm-Genauigkeit erfolgen kann, kdnnten in Zukunft gezielt Motormolekiile
generiert werden, um diese nutzbringend einzusetzen. Besonders interessant scheint im Hin-
blick auf einen therapeutischen Einsatz die Klarung der Frage, wie molekulare Motoren fir
den Transport kleiner Lasten eingesetzt werden kdnnen. Damit wére es bei spielsweise mog-
lich, Wirkstoffe in bestimmte Regionen der Zelle zu transportieren und lokal zu konzentrie-
ren, um deren Wirksamkeit zu verbessern. Wenn ein Motormolekil strukturell soweit ange-
paldt werden kann, dal es auch extrazelluldr zu kontrollierbarer Bewegung auf einem kinstli-
chen Substrat und zum Transport kinstlicher Frachten fahig ist, ist auch ein Einsatz in der
Nanotechnologie denkbar. Die Existenz von solchen Motoren minimaler Groéf3e (wenige nm),
die angetrieben Uber ATP gezielt kleine Lasten transportieren, wirde diverse Anwendungen
finden. Durch die Fortschritte im Versténdnis der Wirkungsweise molekularer Motoren, die
durch Untersuchungen auf Einzelmolekilebene korreliert mit strukturellen und molekular-
biologischen Techniken in den letzten Jahren stattgefunden haben, ist man der Vorstellung

biologischer Miniroboter ein entscheldendes Stiick naher gekommen.
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M ethoden

Die Detektion der Wechselwirkung einzelner Myosinmotoren mit einem vorgespann-
ten Aktinfilament erfolgte mittels der kombinierten Mikronadel/L aserfallentechnik. Die Mef3-
und Analysemethoden waren in allen durchgefiihrten Experimenten einheitlich und wurden
grundsétzlich im zweiten und dritten Kapitel dieser Arbeit vorgestellt und diskutiert. Der de-
taillierte Mef3aufbau und die Bestandteile des in vitro motility assays werden im Folgenden
beschrieben. Je nach Experiment unterschieden sich die einzelnen Komponenten des in vitro
motility assays teilweise, beispielsweise durch Verwendung anderer Formen des Myosins
oder eines anderen Substrats. Diese veranderten Bestandteile werden im Anschluf3 an den al-

gemeinen Methodenteil (experimenteller Aufbau, motility assays, Analyse) dargestellt.

1. Experimenteller Aufbau

In der Abbildung M1 ist der experimentelle Aufbau des kombinierten Mikronadel-
Laserfallen Mel3system dargestellt. Die physiologische Ldsung mit einzelnen Aktinfilamenten
und kleinen Latexkugeln (d = 1 ym) befindet sich in einer kleinen Kammer (vgl. Abb. M.2.)
aus 2 Deckglasern und einem Teflonabstandshalter (Dicke 1 mm). Auf dem unteren Deckglas
wurden einzelne Myosinmol ekille adsorbiert. Seitlich kann eine Mikronadel leicht geneigt in
die Kammer eingefuhrt werden. Die Mikronadel kann mittels elnes Mikromanipul ators manu-
ell oder elektronisch (3D Positionsregelung, M462, Newport) bewegt werden. Die ganze
Kammer kann ebenfalls manuell oder Gber einen Piezotisch (P730-20, Physik Instrumente)
bewegt werden. Der gesamte Aufbau befindet sich auf einem Epifluoreszenz Mikroskop
(Axiovert, Zeiss), welches auf einem schwingungsgedampften Tisch steht.

Mittels einer Laserfale kann eine sich in der Lésung befindliche Latexperle festge-
halten und manipuliert werden. Die Laserfale entstent durch die Kombination eines IR-
Diodenlasers (SK9648 Schéafter & Kirchhoff) mit einem Objektiv hoher numerischer Apertur

(Achroplan 100x, Zeiss) und kann mittels eines Goniometers in der Ebene verfahren werden,
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LASERFALLE MIKRONADEL

AKTIN FILAMENT

Mikromanipulator

LATEXPERLE '« . .
Y2 4 MYOSIN Mikronadel ./
GLASPERLE
Achroplan
100x 1.25NA

| Quadrante\
Detektor

Goniometer - N .

IR-Laser

Abb. M1: Schematischer Aufbau der Apparatur zur Detektion des mechanischen Verhaltens einzelner Motor-
molekiile. In der ovalen Skizze ein vergroBertes Bild des Inneren der Kammers (Grofenverhéltnisse stimmen
nicht). Eine detaillierte Erklérung zu der Abbildung findet sich im Text.

die Steuerung in z-Richtung erfolgt Gber den Fokus des Objektivs. Der maximale Arbeitsab-
stand zum Substrat, der mit diesem Objektiv moglich ist, betragt ~ 25 pm.

Die Objekte werden gleichzeitig im Hellfeld (Mikronadel, Latexperlen und Silicaper-
len) und in Epifluoreszenz (fluoreszenzmarkierte Aktinfilamente, Latexperlen und Mikrona-
del) Uber Videokameras (CCD Kamera Hamamatsu C3077; ICCD Kamera, Hamamatsu,
C2400-87) beobachtet, die Beleuchtung/Anregung erfolgt Uber ene Xenon-
(XBO)/Quecksilber-Bogenlampe (HBO). Uber dichroitische Spiegel werden Laserlicht, Hell-

feldbel euchtung und Epifluoreszenz getrennt.

Die Position der Nadelspitze, die als Sensor dient wird Gber Vergréfderung des Hell-

feldbildes auf eine Quadrantendiode (S1557, Hamamatsu) projiziert aus und aus der Differenz
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der Quadrantenstrome mit einer Auflésung < 1 nm bestimmt. Die Bandbreite des Detektors
betragt > 8 kHz.

Die Glasnadeln werden zunéchst mit einem Puller (Sutter) aus 1 mm dicken BK-7
Glasstaben ausgezogen. In einem zweiten Schritt wird mittels eines erhitzten Platindrahtes die
Spitze noch feiner ausgezogen. Bel Bedarf kann die Spitze unter einem Mikroskop noch ge-
schnitten werden. Die flexible Nadel spitze verfigt Uber eine Lange von 50-100 pm und eine
Dickevon <1 um (vgl. 2. Kapitel, Abb. 2.2).

Die Kammer flr das motility assay be-

Deckglas 24 x 24 mm?—
steht aus einem Abstandhalter aus Teflon und N,

. = e s Abstandhalter
zwei Deckglasern. Sie ist in Abb. M2. skiz- O aus Tefion
4— Deckglas 36 x 24 mm?
ziert AUf dem unteren Deckglas smd S||I- beschichtet mit Nitrocellulose

und 2,5 pm Silicaperlen

caglasperlen  des  Durchmessers  25UM 1 . Skizze der Kammer fir das motility assay.
(Bangs) festgeklebt, die als Podeste fur die
Myosinmolekile dienen und ihnen eine Wechselwirkung mit dem dartber aufgespannten Ak-
tinfilament erméglichen. Das Fassungsvermogen der Kammer betrégt 300 ul. Von einer Seite
kann die Kammer befillt werden, hier wird auch die Mikronadel eingefiihrt.

Vor dem Einbringen in die Kammer wird die Nadelspitze fir kurze Zeit (1 min) in e-
ne Losung eingetaucht, die NEM-modifiziertes Myosin (~20 pg/ml) und fluoreszenzmarkier-
tes BSA (0,2 pug/ml) enthdlt, um die Nadel fur die Aktinfilamente haftend und im Fluores-

zenzmikroskop sichtbar zu machen. Die biochemische Zusammensetzung der Lésungen wird

im nachsten Anschnitt aufgefihrt.

2. In vitro motility assay

2.1. Puffer und Lésungen

2.1.1. Puffer fir den Standard in vitro motility assay

Alle Standard-Experimente werden in AB-Puffer (25 mM Imidazolhydrochlorid pH 7,4;
25mM KCl; 4mM MgCl,; 1mM EGTA; 3mg/ml D-Glucose; Anti-Bleach: 10 mM DTT;
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18 pg/ml Catalase; 0,1 mg/ml Glucoseoxidase) durchgefihrt, wenn nicht anders angegeben,
betragt die ATP-Konzentration 1 pM. Fir Messungen an nativen Myosin werden dem Puffer

zusétzlich 0,3 M KCI beigegeben, um ein Aggregieren des Myosins zu verhindern.

2.1.2. Puffer fur die Messungen mit ATP[yS]

Fur die Messungen mit ATP[yS] (4. Kapitel) wird mit einem modifizierten Puffer gemessen,
um durch die Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen an KCI, EGTA, Imidazol und
MqCl, die lonenstérke aller Ldsungen anzupassen. Im Folgenden sind die Endkonzentrationen

dieser Bestandteile fir die jeweiligen 10 mM ATP[yS]-Konzentrationen angegeben:

10mM ATP[yS]  10mM KCl, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 13 mM MgCl,
1mM ATP[yS] 45 mM KCl, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 4 mM MgCl,
01mMATP[yS]  49,5mM KCI, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 3,1 mM MgCl,
10 pM ATP[yS] 50 mM KCI, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 3 mM MgCl,
1M ATP[yS] 50 mM KCI, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 3 mM MgCl,
01puM ATPyS]  50mM KCl, 1 mM EGTA, 10 mM Imidazol, 3mM MgCl,

Der pH-Wert aler Losungen betragt 7,4. In Abhangigkeit von der ATP[yS]-Konzentration
wird der Lésung aufferdem Hexokinase und Glucose beigegeben. Fir 10 mM ATP[yS] wer-
den 0,05 u/ml Hexokinase und 200 MM Glucose beigegeben, mit der Verdinnung von
ATP[yS] werden auch Hexokinase und Glucose proportiona dazu verdinnt. Zusétzlich wird
allen Losungen noch Anti Bleach beigegeben (10 mM DTT; 18 pg/ml Catalase; 0,1 mg/ml

Glucoseoxidase).

2.2. Substrat

2.2.1. Beschichtung des Substrats fir Messungen an Myosinfragmenten

Fur die Messungen an Myosinfragmenten werden Deckglaser mit 0,1% Nitrozellulose in

Amylacetat (Fullam) beschichtet, darin gelost sind Silikaperlen (Durchmesser 2,5 um, Bangs).
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Mittels einer Pipettenspitze werden 2 pl des Gemisches auf ein gereinigtes Deckglas gegeben,

gleichméaldig verteilt und luftgetrocknet.

2.2.2. Beschichtung des Substrats fir Messungen an LMM Copolymeren
Fur Messungen an LMM Copolymeren wird die Oberflache nicht mit Nitrozellulose be-
schichtet, die Silikaperlen sind in diesem Fall in destilliertem Wasser gel6st, oder aber geétzte

Deckglaser werden verwandt (siehe Methoden/4. Abschnitt).

2.2.3. Beschichtung des Substrats fir Messungen an Myosinkonstrukten aus Dictyostelium
discoideum (K apitel5)

Fur die Messungen an Myosinkonstrukten aus Dictyostelium discoideum wird das gereinigte
Deckglas zunéchst wie in 2.2.1. beschrieben mit einem Gemisch aus in Amylacetat gel Gster
Nitrozellulose und Silikaperlen beschichtet. Fur die mit einem HisTag versehenen Konstrukte
wird zusétzlich mit einem entsprechenden Antikorper beschichtet, um eine spezifische An-
bindung des Motors zu bewirken. Dieser Vorgang ist im 5. Abschnitt des Methodenteils ndher

beschrieben.

2.3. Proteine

2.3.1. Myosin

Myosin stammt von Kaninchen und wird mit Standardmethoden prépariert (Kielley & Har-
rington, 1960; Pardee & Spudich, 1982). Zunachst erfolgt nach Entnahme und Zerkleinerung
fur 10° die Extraktion in 0,5M KCI; 10 mM Hepes pH 7; 5mM MgCl,; 25 mM Mg-ATP.
Nach zweimaliger Zentrifugation (Kontron A8.24, 9 000 rpm, 45°, 4°C; 20 000 rpm, 60°,
4°C) wird das sich im Uberstand befindliche Myosin durch Zugabe von 10 vol an kaltem,
dedtillierten a. dest. gefallt. Das ausgefédllte Myosin wird nach Inkubation (Uber Nacht bei
4°C) wieder zentrifugiert (Kontron A6.9, 9 000 rpm, 60°, 4°C). Das Pellet wird in 0,5 M KCI

gelost und in flissigem Stickstoff eingefroren.
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2.3.2. HMM (nach Margossian and Lowey, 1978)

Myosin wird Uber Nacht in 0,6 M NaCl; 2 mM MgCl,; 20 mM NaH_PO, pH 7.0; 1 mM DTT
dialysiert. Die Myosinkonzentration wird auf 15 mg/ml eingestellt und die Losung auf 25°C
temperiert. a-Chymotrypsin (0,5 mg/ml) wird mit 0,5 mg Enzym auf 1 ml Myosinlésung zu-
gegeben, nach 3* werden 0,02 vol einer 34 mg/ml PM SF-Lésung in Athanol zugegeben (0°C).
Uber Nacht erfolgt ein weiterer Dialyseschritt in 30 mM NaCl; 5 mM NaH,PO, pH 7.0; 1 mM
MgCl,; 1mM DTT; 05mM PMSF. Am néchsten Tag erfolgt eine Zentrifugation (ZU
Kontron TFT 70.38, 45 000 rpm, 60, 4°C), der Uberstand enthdt HMM und wird in fliissi-

gem Stickstoff eingefroren.

2.3.4. S1 (nach Margossian and Lowey, 1978)

Myosin wird in einem Verhdtnis 1:9 in AB-Puffer gelést und fur 15° auf Eis inkubiert. Das
filamentése Myosin wird zentrifugiert (ZU Kontron TFT 70.38, 13 000 rpm, 20‘, 4°C) und
das Pellet in AB-Puffer resuspendiert. Die Myosinlésung wird auf 25°C erwarmt und 0,3 u/ml
Papain zugegeben. Nach 8 werden 4 pl E64 (auf 5 ml gesamt) zugegeben und die Lésung auf
Eis gestellt. Nach erneuter Zentrifugation (ZU Kontron TFT 70.38, 22 000 rpm, 60, 4°C)
wird der Uberstand durch Amicon Filtration konzentriert und in fliissigem Stickstoff eingefro-

ren.

2.3.5. NEM-Myosin (Meeusen and Cande, 1979)

Myosin wird Uber Nacht in 0,5M KCI; 50 mM Tris-HCI pH 7,9 bei 4°C diaysiert. Am fol-
genden Tag wird die Proteinkonzentration auf 10 mg/ml eingestellt und 20 MM NEM (Sigma,
gelost in 1% Athanol) zugesetzt. Durch weitere Zugabe von NEM (2 mM Endkonzentration)
wird das Myosin fur 40° bel 25°C modifiziert. Anschlie3end erfolgt die Zugabe von DTT
(4 mM Endkonzentration) und Diayse in 0,5M KCI und 50 mM Tris-HCI pH 7,9 bei 4°C
Uber Nacht. Nach Klérung durch Zentrifugation (ZU Kontron TFT 70.38, 40 000 rpm, 60",

4°C) wird der Uberstand in fluissigem Stickstoff eingefroren.
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2.3.6. LMM

Aus der HMM Préparation liegt LMM im Pellet nach dem letzten Zentrifugationsschritt als
verunreinigtes Aggregat bel niedriger lonenstérke vor. Das Pellet wird in 0,6 M KCI und
50 mM Kalium Phosphatpuffer, pH 7.0 gelost und 3 vol von 95% Athanol werden hinzugege-
ben und fir 2 h bei 4°C gertihrt. Das ausgefdlte Material wird zentrifugiert (10 000 rpm, 30°).
Das Pellet wird resuspendiert in 0,6 M KCl und 50 mM Kalium Phosphatpuffer, pH 7.0 und
dann mehrfach gegen mehrere Wechsel von Puffer dialysiert. Es folgt ein wieterer Zentrifu-
gationsschritt (30 000 rpm, 90') und der Prézipationsschritt mit Athanol wird wiederholt.
Uber Nacht wird LMM gegen 0,03 M KCI und 10 mM Kalium Phosphatpuffer, pH 7.0 dialy-
siert, anschlief3end durch erneute Zentrifugation gesammelt und in eéinem minimalen Volumen
von 0,6 M KCl und 50 mM Kalium Phosphatpuffer, pH 7.0 aufgenommen und in flissigem
Stickstoff eingefroren.

Zur Fluoreszenzmarkierung von LMM werden 10 mg LMM mit 2 ml Puffer (0,6 KCI;
10 mM Hepes pH 7.0) gelost und mit Rhodamin (800 i, geldst in 50 yl DM SO) fiur 2 h auf
Eisinkubiert. Anschlief3end erfolgt eine Aufreinigung Uber eine Gelfiltrationsséule. Die ersten

Fraktionen (enthalten das markierte LMM) werden in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.3.7. Aktin (modifiziert nach Pardee und Spudich, 1982)

Nach Entnahme und Zerkleinerung der Ruckenmuskulatur von Kaninchen wird fir 12° in
0,5M KCl; 0,2 M K,HPO,; 0,01 M PMSF extrahiert. Daran schlief3t sich ein Zentrifugations-
schritt an (Kontron A6.9, 8000 rpm, 20°, 4°C), das Pellet wird weitere zweimal fur 10° mit
0,5M KCl und 0,13 M KHCO, extrahiert und jeweils zentrifugiert (Kontron A6.9, 4000 rpm,
15, 4°C. Das Pellet wird in a.d. gelost und der pH-Wert auf 8.6 eingestellt. Uber 2-3 weitere
Zentrifugationsschritte (Kontron A6.9, 8000 rpm, 15°, 4°C) wird das Pellet mehrfach gewa-
schen und schliefdlich in kaltem Aceton aufgenommen und wiederum mehrfach gewaschen.
Am néchsten Tag wird das Aktin-Acetonpulver bei —20°C eingefroren. Fur die Praparation
von G-Aktin wird das Aktin-Acetonpulver in 2 mM Tris-HCI pH 8; 0,2 mM NaATP; 0,2 mM
CaCl,; 0,005 % NaN, und 0,5 mM DTT extrahiert. Nach Zentrifugation (Kontron A8.24, 20
000 rpm, 20°, 4°C) wird der Uberstand durch Glaswolle filtriert. Fir die Polymerisation zu F-
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Aktin wird das Filtrat auf 50 mM KCI; 2mM MgCl,; 1 mM NaATP eingestellt und Uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wird die KCI Konzentration auf 0,6 M erhéht und
nach 30" zentrifugiert (Kontron TFT 70.38, 45 000 rpm, 60, 4°C). Das Pellet wird resuspen-
diertin 2 mM Tris-HCI pH 8, 0,2 mM NaATP; 0,2 mM CaCl,; 0,005 % NaN,; 0,5 mM DTT
und Uber Nacht dialysiert. Der Dialyseschritt und die Zentrifugation werden noch zweimal
wiederholt (jeweils tiber Nacht). Schlieflich befindet sich das G-Aktin im Uberstand und wird

in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.4. Markierung und Polymerisation der Aktinfilamente:

G-Aktin (2,9 mg/ml) wird in einer Losung aus 100 mM KCI und 10 mM Hepes (pH 7,0) mit
10 uM TRITC-Phalloidin (Sigma, gelést in Athanol) bei 4°C fiir mindestens 1h versetzt. Fiir
das motility assay wird die Lésung mit den Filamenten nochmals 1:10 000 mit AB-Puffer

verdinnt.

2.5.Beschichtung der Latexperlen:

Latexperlen (Sigma Labs) werden 1:100 in AB-Puffer verdinnt und bei 0,5M KCI mit
0,37 mg/ml NEM-Myosin und 0,25 pg/ml BSA-TMR beschichtet. Anschlief3end werden sie
in 0,5M KCI mit AB-Puffer gewaschen und im Ultraschallbad fir 5° behandelt, um zu ver-
hindern, dai3 sich Cluster bilden. Fur die Verwendung im motility assay werden sie nochmals

1:100 verdinnt.

2.6. Durchfihrung des motility assays

Die Motorproteine werden in geringer Konzentration (< 1 pg/ml, Fragmente verdinnt in AB-
Puffer, natives Myosin verdinnt in AB-Puffer mit 0,5 M KCI) fur 10° in die Kammer gege-
ben, anschliefRend wird mehrmals mit AB-Puffer gesplilt, bevor die Lésung mit den Aktinfi-
lamenten und Latexperlen eingespilt wird. Anschlief3end wird die Kammer auf den Objekt-
tisch des Mikroskops befestigt und die mit NEM-Myosin und BSA-TMR beschichtete Mikro-
nadel seitlich eingefihrt. Nach Kalibrierung der Nadel (vgl. Kapitel 2) wird ein einzelnes Ak-

tinfilament aus der Losung an die Spitze der Nadel angeheftet, kontrolliert im Fluoreszenzbild
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des Mikroskops. Mit der Laserfalle wird eine Latexperle eingefangen und am freilen Ende des
Aktinfilaments positioniert. Durch manuelles Verfahren des Objekttisches mit der damit ver-
bundenen Stromung der Losung wird das Aktinfilament auf der Latexperle festgeklebt. Das
komplette Arrangement aus Mikronadel, Aktinfilament und Latexperle wird Uber einer auf
dem Substrat festgeklebten Silikaperle abgesenkt und mittels Verfahren der Laserfalle vorge-
gpannt. Dieses Vorgehen ist auch in Abb. M3. skizziert.

3. Analyseder Daten

Die Rohdaten werden in Abschnitten von ~ 1 min. aufgenommen und gespeichert (PC). Die
Aufnahme und Auswertung erfolgt mit speziell geschriebenen C-Programmen. Dabei wird
zunachst mittels einer definierten Sinusbewegung des Detektors die Fluktuation der Nadel

kalibriert und die zugehtrige Varianz in einem 10 ms langen Fenster berechnet. Die Identifi-

6 - Abb. M3.: Aufbau des Arrangements (Die Laserfalle ist in Rea-
litdt nicht sichtbar): 1: Fluoreszenzmarkierte Nadelspitze, um-
geben von freien Aktinfilamenten und Latexperlen in Losung.
2: Ein Aktinfilament wird an der Nadelspitze befestigt. 3: Mit
der Laserfalle wird eine Perle gefangen. 4: Die Falle mit der
© Perle wird in die Ndhe des Aktinfilaments gebracht. 5: Durch
Bewegung des Substrats (hier:1) wird das freie Ende des Fila-
ments an die Perle gedriickt, bis es daran hdngenbleibt. 6:
Durch vorsichtiges Verfahren der Laserfalle von der Nadel weg
wird das Filament gespannt. Im Hellfeld sind lediglich die Na-
. * | del und die Latexperlen sichtbar, ebenfalls sichtbar sind nun die
Silicaperlen auf dem Substratboden, auf denen einzelne Myosi-

ne sitzen.

o
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kation der einzelnen Wechselwirkungen erfolgte Uber die damit verbundene Reduktion der
Varianz (vgl. Kapitel 2). Die Position der Nadel wird mit einer gaul¥érmigen Verteilung be-
schrieben, daraus wird die Nullposition der freien Nadel bestimmt und anhand der Breite der
Verteilung die Steifheit der Nadel bzw. des gesamten Ensembles kontrolliert. Die mittlere
Position der detektierten Ereignisse wird relativ zur Position der freien Nadel in einem Histo-
gramm aufgetragen. Um die Nullposition der Nadel mdglichst genau bestimmen zu kdnnen,
werden die Daten meist in kiirzeren Abschnitten (10 s) analysiert und die Ereignisse anschlie-
Rend zusammengefaldt. Die Summe der detektierten Ereignisse wird in Origin weiter analy-
siert, indem an deren Positionsverteilung eine gau’férmige Verteilung angepaldt wird und
deren Verschiebung bestimmt wird. Zu der Verschiebung wird die jeweilige Standardabwei-
chung angegeben, die beschreibt, wie gut die Daten durch die gaul¥drmige Verteilung be-
schrieben werden. Die erhaltene Verschiebung wird a's die SchrittgrofRe des einzelnen Mole-
kils interpretiert. Je nach Steifheit der verwandten Nadel und nach Steifheit der Anbindung
des Aktinfilaments muf3 die Schrittgrofie noch um 5-10% nach oben korrigiert werden (vgl.

K apitel 2).

4. Zur Messung der Orientierungsabhangigkeit (3. Kapitel)

4.1. Einkopfiges Myosin

Einkopfiges Myosin stammt aus enzymatischem Verdau von nativem Myosin mit Papain.
Zunachst wird filamenttses Myosin gebildet, indem natives Myosin 1:9 mit Puffer A (25 mM
Imidazolhydrochlorid pH 7,4; 100 mM NaCl; 5mM MgCl, und 1 mM DTT) fur 15 auf Eis
inkubiert wird. Anschlief3end erfolgt Zentrifugation (Kontron A24.24, 20 000 rpm, 30, 4°C)
und das Pellet wird in 5 ml Puffer A resuspendiert. Die Myosinldsung wird auf 25°C erwarmt
3 u/ml Papain (Sigma) zugegeben, nach 15" wird der Verdau durch Zugabe von 5 yl E64 (auf
5 ml insgesamt) gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation (Kontron A24.24, 20 000 rpm, 60,
4°C) wird das Pellet in Puffer B (1,6 M (NH,),SO,; 20 mM Imidazol pH 6.8; 2 mM MqgCl,;
0,2mM EDTA; 3mM NaN,) resuspendiert und fur 30" auf Eis gestellt. Nach erneuter Zentri-
fugation (Kontron T.70, 45 000 rpm, 60, 4°C) wird der Uberstand tber hydrophobe Wech-
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selwirkungschromatografie (Toyopearl Ether 650S) aufgereinigt und durch AMICON-
Filtration konzentriert. Anschlief3end wird mit nativer PPi-Gelelektrophorese Uberprift, ob
noch zweikopfiges Myosin vorhanden ist. Es kann nicht mehr nachgewiesen werden (siehe

markierte Reithe in Abb. M4.).

Abb. M4.: Native PPi-Gelelektrophorese des einkdpfigen Myosins (1HD), zweikdpfigen Myosins
(2 HD) und der Myosinrods. Die markierte Spalte zeigt die verwandte Fraktion (nach Saulenlauf
und Amicon-Filtration), zweikdpfiges Myosin ist nicht mehr nachweisbar.

4.2.LMM Myosin Cofilamente

Um LMM Cofilamente kiinstlich zu polymerisieren, wird LMM (vgl. 2.3.6.), teilweise fluo-
reszenzmarkiert mit Rhodamin), in einer Lésung mit hoher 1onenstérke (Puffer A: 0.5 M KCl;
20 mm Imidazol pH 6.8; 2 mM MgCl,; 0.5 mM DTT) uber Nacht bei 4°C gegen ein Medium
mit niedriger lonenstérke (Puffer B: 0.08 M KCI; 20 mM Imidazol pH 6.8; 2mM MgCl.;
0.5mM DTT) dialysiert. Die Proteinkonzentration betrgt dabei insgesamt 1.2 pM und setzt
sich aus markiertem und unmarkiertem LMM (Ratio 1: 1 oder 1:10) und einem geringen
Anteil an nativen Myosin oder einkdpfigem Myosin (molares Verhdltnis 1: 500 - 1 : 2000)
zusammen. Damit soll gewahrleistet werden, dal3 immer nur ein Myosinkopf mit dem Aktin-
filament wechselwirken kann. Die Aggregation ist in Abbildung M5. dargestellt. Die Lange
der so erhaltenen LMM Cofilamente betragt einige 10 um. Je nach Markierungsgrad sind sie
etwas heller (Ratio 1: 1) oder dunkler (Ratio 1: 10) als die fluoreszenzmarkierten Aktinfila-

mente.
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4.3. Atzen der Deckglaser
Um bei der Messung der Orientierungsabhangigkeit den Winkel zwischen LMM Cofilament
und Aktinfilament méglichst genau bestimmen zu kénnen, wurden kleine Podeste in das ver-

wandte Deckglas geétzt (als Ersatz fur die 2,5 pum grofRen Silicaperlen). Zur Veranschauli-

Myosin II

« S2 QSI»?
«— LMM- »«— HMM »

.

CAAAA SIS,

I

2) L < - ———=

3+ - S

Abb. MS5.: Skizze von Myosin Il und den durch tryptischen Verdau entstehenden Fragmenten. 1.: Mehrere

Myosinmolekiile aggregieren zu einem dicken Filament. 2.: LMM mit einem geringen Anteil an nativem

Myosin aggregiert zu LMM Myosin Cofilamenten mit wenigen Doppelkopfen. 3.: LMM mit einem gerin-

gen Anteil an eink6épfigen Myosin aggregiert zu LMM Myosin Cofilamenten mit wenigen Einzelkopfen.
chung sind die im Folgenden beschriebenen notwendigen Arbeitsschritte zur Herstellung der
gedtzten Deckgléser in Abb. M6. skizziert.

Unter Evaporation werden zundchst die gereinigten Deckgléser gleichmafdig mit

Chrom bedampft (Siemens Bedampfungseinheit). Diese Zwischenschicht verhindert beim
eigentlichen Atzprozef3, dald der Photoresist an den Randern angehoben wird. Eine Vorbe-
handlung mit Haftvermittler (AR 300-80) verbessert ebenfalls die Haftung des Photoresists
auf dem Substrat. Der Auftrag erfolgt durch Schleuderbeschichtung im Bereich zwischen
1000 - 6000 rpm (mdglichst hoch), anschliessend zur Stabilisation Temperung auf der hot

plate (90°) fur mindestens 2 Minuten, dabei bildet sich eine gleichméssige, extrem diinne

Haftvermittlerschicht auf dem Substrat aus.
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Die Aufbringung des Photoresists (X AR-P 3100/10) erfolgt ebenfalls mittels Schleuderbe-
schichtung, dabel wird ein Tropfen in die Mitte des
Deckglases gegeben und fur > 1 Minute abgeschleu-
Deckglas
dert, um eine gleichmal3ig dinne Beschichtung zu

Photoresist erhalten. Anschlief3end findet wiederum Temperung

Haftvermittler

auf der hot plate (90°) fur genau 2 Minuten statt, bei

FYY Y Y Y% % Belichungmit  l&ngerer Temperung hértet der Resist zu stark aus
l=l 4 l=l 4 l'=l Schablone

I und &3 sich nicht mehr belichten. Anschlief3end

wird die Photoresistschicht mit einer UV-Lampe

me=_mes__mes . Entwicklung belichtet, eine Glasplatte mit eingelassenem Muster

in der entsprechenden Grof3e dient dabei als Negativ-
schablone. Die Belichtungsdauer mul3 auf die Ent-

we=  wes  wes  Chromitzen
wicklungsdauer abgestimmt sein, sie betragt jeweils
~ 30s. Das Deckglas wird in destilliertem Wasser
B ms Elq}nlbliln}fm gewaschen und die Chromschicht an den belichteten
Ao Teilsticken entfernt (Chrométzlosung: 7.5 wit%

HCIO,, 12.1 wt% (NH,)2Ce(NO,),, H,O). Nach ca. 1

Minute |6st sich das Chrom, das nicht mit Photore-
Abb. M6.: Schema zur Herstellung gedtzter gt hedeckt ist. Reine FluRsiure (20%) wird firr das
Deckgléser, ausfiihrliche Beschreibung im
Text. Atzen des Glases in einem Tropfen aufgebracht und
nach 1' unter fliefendem Wasser griindlich abgespiilt. Anschlief3end erfolgt die Entfernung
der Resistreste bzw. der Chromschicht und nochmals griindliches Waschen im Ultraschallbad
in destilliertem Wasser. Die verbleibenden Podeste sind 2-3 um hoch und von &hnlicher

Breite.

5. Motility assays mit Konstrukten aus Dictyostelium discoideum

5.1. Konstrukte mit kiinstlichem Hebelarm
Alle Myosinkonstrukte aus Dictyostelium discoideum wurden in der Arbeitsgruppe von Diet-

mar Manstein am MPI fir medizinische Forschung, Heidelberg kloniert und aufgereinigt. Die
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Plasmide stammen von dem extrachromosalen Vektor pDXA-3H (Manstein et al., 1995), fur
die Konstrukte M 765, M761-1R, M761-2R und M864 sind die Expressionsvektoren beschrie-
ben worden (Kurzawa et al., 1997; Furch et al., 1998; Ritchie et al., 1993). Fur die M761
bzw. M765 Konstrukte mit kiinstlicher Halsdoméne wurden die ersten 761 (bzw. 765) Ami-
nosauren des Dictyostelium mhcA Gens mit den Aminosduren 264-387 (,,-1R*) oder 264-505
(,-2R") des Dictyostelium a-Aktinin Gens verknUpft und ein (His),-Tag am C-Terminus an-
gebracht, der zur Aufreinigung der Proteine verwandt wurde, aber auch im motility assay zur
spezifischen Anbringung des Motors ans Substrat Uber einen Antikorper (Qiagen) diente. Das
Plasmid pSA10 fur HMM-2R stammte von dem extrachromosalen Vektor pDH12-2R (Anson
et al., 1996). Die Konstrukte wurden in Dictyostelium discoideum exprimiert und anschlie-
Rend aufgereinigt (Furch et al., 1998; Manstein et a. 1995). Die Konstrukte wurden bei —
80°C gelagert.

5.2. Protokoll der Einzelmolekilassays

Um inaktives Protein zu entfernen, wurde vor dem motility assay mit 0,2 mM ATP ein Aktin-
bindungsschritt (30° bel 4°C) mit anschlief¥ender Abzentrifugation (Airfuge: Beckmann)
durchgefuhrt. Fur alle Konstrukte mit N-terminalem (His),-Tag wurden vor der Messung
300 Wl Anti-His (Qiagen, 1:100 verdunnt) far 10° in die bereits mit Nitrocellulose und Sili-
caperlen beschichtete Kammer gegeben, anschlief3end wurde mehrfach mit AB-Puffer gesplt.
Die Motormolekile wurden in fur Einzelmolekiluntersuchungen geeigneter Konzentration
(~0,1 pg/ml) for 10° in der Kammer inkubiert, nach weiteren Spulvorgangen mit AB-Puffer
wurde eine Mischung aus AB-Puffer mit Latexperlen, Aktinfilamenten, 1 uM ATP und Anti-

Bleach in die Kammer gegeben und mit den Aufzeichnungen begonnen.

5.3. Polarisationsmarkierte Aktinfilamente (modifiziert nach Wells et al., 1999)

Zunéchst wird F-Aktin 3h bei 4°C polymerisiert (Stabilisation mit Phalloidin) und zentrifu-
giert (Beckmann Airfuge). Das Pellet wird in 50 gl Puffer A (0.1 M KCI, 0.1 mM MgCl,, 2.5
mM NaB,0,, 0.2 mM ATP) resuspendiert. Auferdem wird 12.8 pM p-Phenylendimaleimid
zugegeben (1 h bei 25°C) und anschlief?end mit 64 M TMR Isothiocyanat (Sigma) markiert
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(2 h bei 4°C). Die Polymerisation der Filamente erfolgt Uber Nacht bel 4°C mit einer Aktin-
konzentration von 0.1 pM - 0.2 uM. Ungeféhr 1 h vor Gebrauch werden die Filamente mit 0.5
MM Rhodamin-Phalloidin (Sigma) stabilisiert.
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1HD
2HD
ADP
ATP
ATP[yS]
BBMI
BSA
DTT
EGTA
ELC
EPR
F-Aktin
FRET
G-Aktin
HEPES
HMM
KCl
kDa
LC
LMM
MgCl,
NEM

RLC
S1

TRITC
TMR

einkopfig

zweikopfig

Adenosin-5'-diphosphat

Adenosin-5'-Triphosphat
Adenosin-5'-yTriphosphat

Brushborder Myosin |

Rinderserumalbumin

DL-Dithiothreitol
Bis-(aminoathyl)-glycolether-N,N,N*, N -tetraacetat
essential light chain (essentielle leichte Kette)
electron parametric resonance

filamentdses Aktin

fluorescence resonance energy transfer

globuldres Aktin

N-[2-Hydroxyethyl] piperazine-N° -[ 2-ethansul fonsiure]
heavy meromyosin (schweres Meromyosin)
Kaiumchlorid

Kilodalton

light chain (leichte Kette)

light meromyosin (leichtes Meromyosin)
Magnesiumchlorid

N-Ethylmaleimid

anorganisches Phosphat

regulatory light chain (regulatorische leichte K ette)
Subfragment 1 (des Myosins)

Subfragment 2 (des Myosins)
Tetramethylrhodamin B isothiocyanat

Tetramethylrhodamin
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Schematischer Aufbau unterschiedlicher Myosine

Darstellung des dliding filament Modells und der swinging myosin crossbridges
hypothesis

Struktur des Myosinfragments S1 (nach Rayment, 1993)

Experimentelle Aufbauten zur Messung von Einzelwechselwirkungen

(@ ,3 bead geometry”, (b) Laserfale und Mikronadel, (c) ,,whisker tip* (d)
Perlenassay

Skizze/ Abmessungen einer Mikronadel

Spektrum einer freien Nadel
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Zeitserie einer (vorgespannten) Nadel mit transienten Wechselwirkungen
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ment

Zeitserie und zugehdrige Varianz der Wechselwirkung eines S1 Molekils mit
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Verteilung mehrerer Wechselwirkungen von Wildtyp Myosin mit 1 yM ATP
Anzahl der Wechselwirkungen in einem Datensatz je nach Varianz

Skizze zum Aufbai von Myosin Il und den Fragmenten S1 und HMM
Verteilung aus S1-Wechselwirkungen mit 1 uM ATP
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Verteilung von 1HD Wechselwirkungen und Skizze des einkpfigen Myosins
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Verteilung von M 765-2R-Wechselwirkungen und Skizze des Konstrukts
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Verteilung von HMM-2R-Wechselwirkungen und Skizze des Konstrukts
Verteilung von S1-Wechselwirkungen und Skizze des S1 Molekils

Verteilung von M 864-Wechselwirkungen und Skizze des Konstrukts mit Anti-
korper

Verteilung von 1HD-Wechselwirkungen, Winkel 0° und Skizze der Anordnung
Verteilung von 1HD-Wechselwirkungen, Winke 40° und Skizze der Anord-
nung

Verteilung von 1HD-Wechselwirkungen, Winkel 90° und Skizze der Anord-
nung

Verteilung von 2HD-Wechselwirkungen, Winkel 0° und Skizze der Anordnung
Verteilung von 2HD-Wechselwirkungen, Winkel 42° und Skizze der Anord-
nung

Verteilung von 2HD-Wechselwirkungen, Winkel 85° und Skizze der Anord-
nung

Zusammenfassung aler an einkopfigen (, 1HD*) und zweikopfigen (,2HD*)
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Aktin- und Cofilament

Modell nach Lymn/Taylor zum Querbrickenzyklus

Die Anbindung des Myosinkopfes an Aktin erfolgt in mehreren Schritten
Verteilung von kurzen (10 ms) HMM Wechselwirkungen
Histogramm-Analyse von HMM-Wechselwirkungen unterschiedlicher Min-
destlange (1040 ms) und Zusammenfassung der Ergebnisse
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ATP-yS Konzentration

Mittlere Dauer der Wechselwirkungen bei 10 mM ATPyS

Verteilung S1 mit 10 mM ATPyS

Verteilung S1 mit 1 mM ATPyS

Verteilung S1 mit 0,1 mM ATPyS

Verteilung S1 mit 10 pM ATPyS
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Verteilung S1 mit 1 uyM ATPyS
Verteilung S1 mit 0,1 uM ATPYS

Schrittgréfen von S1 mit 0.1 pM - 10 mM ATPyS Konzentration
Dieresultierende Verteilung mehrerer Wechselwirkungen bei 0,1 mM ATPyS
wird durch die Summe zweier Gaul3verteilungen beschrieben

Bel sehr geringer ATPyS Konzentration Uberwiegen Wechselwirkungen, die
mit einer Konformationsanderung verbunden sind
Arbeitshypothese zu den ATPyS Experimenten

Huhn S1 Struktur nach (Rayment et al., 1993)

Test der Hebelarm Hypothese: Ein verkirzter bzw. verlangerter Hebelarm
sollte zu einer kleineren bzw. grof3eren Schrittdistanz fihren

Skizze aller verwandten Konstrukte
je4 sener Registrierung der Position der Nadel mit der zugehorigen Varianz
fir () M765, (b) M765-1R, (c) M765-2R

Resultierende Verteilungen aus den Messungen mit unterschiedlichen Kon-
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Resultierende Verteilungen aus den Messungen mit M765
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Huhn S1 (nach Rayment et al.,1993)

Experimenteller Aufbau

Skizze der Mel3kammer fUr das motility assay

Zusammenfiigen des Arrangements aus Nadel, Aktinfilament und Latexperle
Gelelektrophorese des einkopfigen Myosins

Schematischer Aufbau von Myosin I, Aggregation der LMM Copolymere

Atzen von Deckglasern
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