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1 Einleitung

In einer ganzen Reihe von biologischen Prozessen, wie Zelladhdsion, Katalyse
und Signalweiterleitung, spielt molekulare Erkennung eine entscheidende Rolle.
Molekulare Erkennung basiert auf hochgradig spezifischen und selektiven Bin-
dungen, die durch nicht-kovalente Wechselwirkungen zustande kommen. Diese
Wechselwirkungen umfassen Wasserstoffbriicken, die Van-der-Waals-Kraft sowie
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen. Diese Bindungen sind hoch-
komplexe Vorginge, die von einer Vielzahl von Faktoren beeinflusst werden. Zu
diesen Faktoren zidhlen unter anderem Bindungsaffinititen, allosterische Effekte,
Spezifitit und wirkende Krifte.

Interessanterweise konnen unterschiedliche Phidnomene auftreten, wenn solche
Wechselwirkungen unter externen Kréften betrachtet werden:

In vielen Fillen fiihrt das Anlegen einer solchen Kraft dazu, dass die Lebensdauer
sinkt, je groBer die Kraft wird [[1-8]]. Bindungen, die dieses Verhalten zeigen, sind
als slip bonds bekannt und konnen mit der Ratentheorie nach Kramers-Bell-Evans
beschrieben werden [9,|10]. Es gibt jedoch auch Systeme, deren Lebensdauer in-
nerhalb eines Kraftintervalls bei einer Zunahme der Kraft ansteigt [11-15]. Die
Moglichkeit, dass Bindungen, die sich so verhalten, existieren, wurde dabei be-
reits 1988 von Dembo et al. vorausgesagt [|16]]. Solche sogenannten catch bonds
wurden 2003 das erste Mal experimentell von Marshall et. al bei dem Bindungs-
paar L-Selectin:PSGL-1 nachgewiesen [11].

Dieses unerwartete Verhalten ist hauptsichlich bei Systemen verbreitet, die phy-
siologisch einer Kraft ausgesetzt sind. Bekannte Systeme, die dieses Verhalten
zeigen, sind unter anderem das bereits erwihnte L-Selectin:PSGL-1-Paar bei Leu-
kozyten sowie die Bindung von FimH und Mannose bei Escherichia coli [12].
Ebenso wurde es bereits fiir Cadherine [17] sowie fiir das Motorprotein Myosin
nachgewiesen [13].

Ein Wechselwirkungspaar, bei dem in jiingerer Vergangenheit ebenfalls catch-
bond-Verhalten beobachtet wurde [ 18], ist die hydrophile Domine der Sulfl und
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

ihr physiologisches Substrat, Heparansulfat. Die Aufgabe dieser extrazelluldren
Sulfatase und ihrer Isoform Sulf2 umfasst die 6-O-Desulfatierung der Heparansul-
fate, wodurch diese Sulfatasen iiber das Sulfatierungsmuster der Heparansulfate
Einfluss auf viele biologische Prozesse haben, darunter die embryonale Entwick-
lung [19], die Reparatur von Gewebe [20] sowie die Tumorentstehung [21,[22].
Trotz der groen Relevanz ist es bis dato nicht gelungen, eine vollstidndige Struk-
tur der Sulfatasen zu bestimmen. Auch iiber die molekularen Mechanismen der
Wechselwirkung gibt es bisher nur Vermutungen [23]], bei denen das Vorhanden-
sein von catch bonds aber eine grof3e Rolle spielen konnte.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, weitere Experimente zum Bindungsverhalten der
Sulfs an ihre physiologischen Substrate durchzufiihren. Insbesondere galt es zu
tiberpriifen, ob auch die hydrophile Doméne der Sulf2 mit Heparansulft catch
bonds ausbildet und falls ja, welche Implikationen sich aus den gewonnenen Pa-
rametern ergeben konnten.

Kernstiick der Experimente war allerdings, das vollstandige Protein Sulf1 auf Ein-
zelmolekiilniveau mittels Force-Clamp-Spektroskopie zu untersuchen. Die Beant-
wortung der Frage, inwiefern sich das Bindungsverhalten des gesamten Proteins
von dem der hydrophilen Doméne unterscheidet, erlaubt moglicherweise Einsich-
ten in die Rolle der katalytischen Doméne wihrend der Bindung und in den Ablauf
des katalytischen Prozesses.

Die Funktionsweise der Sulfs, ebenso wie die Mechanismen der catch bonds, sind
Forschungsfelder, die viel Potential sowohl fiir sehr grundlegende Erkenntnisse
als auch fiir praxisnihere Anwendungen bieten. Der Weg zu einem umfassenden
Verstdandnis dieser Systeme erscheint aus der heutigen Sicht noch lang. Diese Ar-

beit ist ein Versuch, einen Schritt voran zu kommen.



2 Physikalische Grundlagen

In diesem Kapitel sollen die notwendigen Grundlagen fiir das Verstidndnis der ver-
wendeten Methoden und der Ergebnisse vorgestellt werden. Dazu gehdren Aufbau
und Funktionsweise eines Rasterkraftmikroskops (engl. Atomic force microscope,
AFM), die in Kapitel 2.T]aufgezeigt werden, die Thermodynamik und Kinetik der
Bindungssreaktion von Rezeptor-Ligand-Paaren, deren Darstellung in Kapitel 2.2]
zu finden ist, und die Moglichkeiten zur Untersuchung der wirkenden Wechsel-
wirkungen mittels Kraftspektroskopie mit dem AFM, die in Kapitel [2.3]diskutiert

werden.

2.1 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop wurde 1986 von Binnig et al. vorgestellt [24] und ge-
hort zur Gruppe der Rastersondenmikroskope. Rastersondenmikroskope verwen-
den eine Sonde, mit der die Probe untersucht wird. Beispielsweise kann die Aus-
lenkung der Sonde detektiert werden (AFM) oder ein Tunnelstrom zwischen Son-
de und Oberfliche gemessen werden (engl. Scanning Tunneling Microscope, Ras-
tertunnelmikroskop, STM).

Im Falle eines AFM, das fiir diese Arbeit wesentlich ist, ist diese Sonde eine klei-
ne Spitze, die an einem Federarm (engl. cantilever) sitzt.

Das AFM kann fiir eine ganze Reihe von Anwendungen genutzt werden: In der
Nanolithographie kann es zum Strukturieren von Oberflichen verwendet wer-
den [25,26], ebenso kdnnen magnetische Eigenschaften der Probe mit dem ma-
gnetic force microscope (MFM) untersucht [27,28]] oder Informationen iiber die
Topographie einer Oberfliche durch die Auslenkung des cantilevers [29] gesam-
melt werden.

Ein weiteres Anwedungsgebiet ist die Bestimmung von Kriéften zwischen Mole-
kiilen [4,)6,30] . Letztere Verwendung wird in Kapitel [2.3| dargestellt.



4 KAPITEL 2. PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

Die Weiterentwicklung sowohl des AFM selbst als auch der Methodik ist auch
heute noch Gegenstand aktueller Forschung. So gibt es AFMs, die besonders klei-
ne cantilever mit hoher Resonanzfrequenz verwenden und so in sehr kurzer Zeit
Abbildungen erstellen kénnen [31]], bei anderen dringt die Auflosung unter Um-
gebungsbedingungen und in Fliissigkeiten in den atomaren Bereich vor [32,33]].

Allen Anwendungsformen sind jedoch einige grundlegende Prinzipien gemein,

die im Folgenden kurz dargestellt werden sollen.

2.1.1 Aufbau und Funktionsweise

Das AFM kann, wie schon erwihnt, fiir verschiedene Messungen genutzt werden;
es gibt daher eine Vielzahl unterschiedlicher Betriebsmodi. Von diesen wurde fiir
die Experimente dieser Arbeit jedoch nur ein kleiner Teil verwendet.

Fiir den Teil der moglichen Verwendungen eines AFM, der hier besprochen wer-
den soll, macht man sich zu Nutzen, dass der cantilever eine Auslenkung erféhrt,
sobald Krifte auf ihn wirken. Detektiert man diese Auslenkung, konnen Riick-

schliisse auf die wirkenden Krifte gezogen werden.

Dies kann mit einem Aufbau, wie er in Abb. [2.1] schematisch gezeigt wird, rea-
lisiert werden. In dieser Abbildung erfolgt die Detektion der Auslenkung durch
einen am cantilever reflektierten Laserstrahl, der auf eine Vier-Quadranten-
Photodiode fillt.

Diese Methode ist als Lichtzeigermethode bekannt [34] und ist die kommerzi-
ell am weitesten verbreitete Option zur Detektion der wirkenden Krifte. Es gibt
jedoch noch verschiedene andere Moglichkeiten, die Auslenkung zu messen: Es
gibt Gerite, die Kapazititsinderungen als MaB fiir die Krifte verwenden [35]] oder
sog. self sensing cantilevers verwenden [36]. Ebenso ist es moglich, die Spitze ei-
nes Rastertunnelmikroskops zu verwenden und iiber den Tunnelstrom die Auslen-
kung zu messen. Diese Methodik wurde fiir das erste AFM, das vorgestellt wurde,
verwendet [24]].

Das Signal, zum Beispiel die Spannung an der Diode im Fall der Lichtzeiger-
methode, kann dann iiber eine Regelungseinheit weiter verarbeitet werden und

entweder als Feedback in den Regelkreis gespeist werden, wie es bei Abbildun-
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Vier-Quadranten
-Photodiode

Regelung

Cantilever
mit Spitze

Datenausgabe

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung eines AFM mit Lichtzeigermethode.

gen im constant-force-Modus oder der Kraftspektroskopie der Fall ist, oder direkt

als Ma fiir die wirkende Kraft verwendet werden (constant-height-Modus).

Fiir abbildende Anwendungen wird der cantilever in einem definierten Raster iiber
die zu untersuchende Oberflache gefiihrt und an den Punkten dieses Rasters die
Wechselwirkung mit dem cantilever bestimmt. Diese kann, je nach verwende-
tem Betriebsmodus, eine Auslenkung, aber auch eine Anderung der Amplitude,
Frequenz oder Phase bewirken (non-contact und Tapping™-Modus). Durch die
Verbindung von Position und Wechselwirkung konnen so Abbildungen erstellt
werden. Die Wechselwirkung kommt hier zustande, da in der Nihe der Oberfli-

che verschiedene Krifte auf die Spitze wirken [29,37].

Die wirkenden Krifte in der Nihe der Probenoberflache sind durch verschiedene
Ursachen bedingt [29,37]:
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* Die Pauli-AbstoBung gehort zu den kurzreichweitigen Kriften und tritt auf,
da die elektronischen Wellenfunktionen von Probe und Sonde iiberlappen,
sobald ein Abstand von etwa 1 nm unterschritten wird. Die Abstoung
kommt zustande, da Teilchen, die in allen Quantenzahlen iibereinstimmen,

nach dem Pauli Prinzip nicht am selben Ort sein diirfen.

* Die Van-der-Waals-Kraft, zusammengesetzt aus Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen und London’scher Dispersionswechselwirkung, ist im Regelfall
attraktiv, kann jedoch in einigen Medien auch repulsiv sein. Es handelt sich
um eine langreichweitige Kraft. Sie wird von der Dispersionswechselwir-

kung dominiert, sofern es sich nicht um sehr stark polare Molekiile handelt.

* Die Coulomb-Kraft ist ebenfalls langreichweitig und tritt zwischen gelade-

nenen Korpern auf. Sie kann iiber

_ 1 0o
Ameey  r?

C

beschrieben werden. Hierbei ist & bzw. € die Dielektrizititskonstante des
Vakuums bzw. des Mediums, r der Abstand der beiden Korper und Q; bzw.
Q5 sind die Ladungen der beiden Korper.

* Die Kapillarkraft tritt bei Messungen an Luft auf und ist nicht konservativ.
Sie kommt durch einen Kondensatfilm zustande, der sich an Luft an den

Oberflachen bildet und zusétzliche Adhésionskrifte verursacht.

* Zusitzlich kann bei Messungen unter Fliissigkeit Ddmpfung auftreten, die
beispielsweise zu einer Verschiebung der Resonanzfrequenz des cantilevers

fithren kann.

Die Pauli-Abstoung und die Van-der-Waals-Kraft konnen zusammenfassend mit
dem empirischen Lennard-Jones-Potential beschrieben werden, dass in Abbildung

2.2|qualitativ dargestellt ist. Es kann tiber den Zusammenhang

12 6

V(r):e(:%—Z-r—m> 2.1)

70
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—— Lennard-Jones-Potential

Potential V(r)
[bel. Einheiten]

1 2 3
T Abstand
[bel. Einheiten]

Abbildung 2.2: Qualitative Darstellung des Lennard-Jones-Potentials.

beschrieben werden. Hierbei ist € ein MabB fiir die GroBe des Potentialminimums

und r,, ist der Abstand des Potentialminimums vom Ursprung.

Bei der Kraftspektroskopie wird im Kontrast zu den abbildenden Verfahren eine
Bindung untersucht. Einer der Bindungspartner wird an einer Oberflache ange-
bunden, der andere am cantilever. Entfernt man nun den cantilever von der Ober-
flache, 10st sich die Bindung. Die Auslenkung des cantilevers im Moment des
Losens erlaubt dann Aussagen zur Kraft, die auf die Bindung gewirkt hat. Eine
genauere Betrachtung hierzu findet sich in

2.2 Rezeptor-Ligand-Bindungen

Molekulare Erkennung zwischen Rezeptoren und ihren (physiologischen) Ligan-
den ist hochgradig spezifisch und wird als Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung be-
zeichnet. Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen spielen in vielen Bereichen eine
grofle Rolle, so basiert beispielsweise das menschliche Immunsystem in vielen
Teilen auf genau diesen Wechselwirkungen.

Diese Wechselwirkung ist in der Regel reversibel und wird iiber nicht-kovalente

Wechselwirkungen, wie beispielsweise lonenbindungen, Van-der-Waals-Krifte,
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Wasserstoftbriicken und hydrophobe Effekte vermittelt. Die Thermodynamik und
Kinetik der Bindung eines solchen Paares wird in Kapitel [2.2] diskutiert.

Die Bindung zwischen den in dieser Arbeit verwendeten Enzymen basiert auf
diesen Wechselwirkungen. Die Bindung zwischen Sulfatasen, die in Kapitel [3.2]
niher beschrieben werden, und dem zugehorigen Substrat Heparansulfat, das in
Kapitel [3.1] in Grundziigen vorgestellt wird, hat Einfluss auf Zellwachstum und

—teilung.

Diese Wechselwirkungen sind jedoch — insbesondere fiir das Rezeptor-Ligand-
Paar Sulfatase/Heparansulfat — noch nicht vollstindig verstanden. Die bereits er-
wihnte AFM-gestiitzte Kraftspektroskopie bietet hier die Moglichkeit, Dissozia-
tionskrifte oder Lebensdauern zu bestimmen und daraus auf thermodynamische
Ratenkonstanten zu schlieBen.

Hierfiir werden die zwei Bindungspartner am cantilever bzw. der Probenoberfla-
che immobilisiert. Durch die Anndherung des cantilevers an die Oberflache kann
es dann zu einer Bindung kommen, die durch das Zuriickziehen des Federbalkens
von der Oberfliche wieder dissoziiert.

Hierbei gibt es zwei Moglichkeiten, das Verhalten der Bindung zu untersuchen:
Zum einen kann der cantilever mit einer konstanten Geschwindigkeit zuriickgezo-
gen werden. Dies wird als Dynamische Kraftspektroskopie (DFS) bezeichnet und
ist eine weit verbreitete Technik [8},38-40]. Fiir die direkte Untersuchung der Le-
bensdauern molekularer Komplexe, die Ziel dieser Arbeit war, bietet sich jedoch
die im Folgenden beschriebene Methode der Force-Clamp-Spektroskopie (FCS)
an. Daher soll die dynamische Kraftspektroskopie hier nicht weiter diskutiert wer-
den.

Bei der FCS wird eine definierte, konstante Kraft auf den zu untersuchenden Kom-
plex ausgeiibt, in dem der cantilever eine bestimmte Distanz zuriickgezogen und
dort angehalten wird. Nun wartet man, bis die Bindung dissoziiert. Diese experi-
mentelle Methode wird in Kapitel [2.3.T| beschrieben.

Beiden Varianten der Kraftspektroskopie ist gemein, dass es bei der experimen-
tellen Umsetzung dazu kommen kann, dass auch Krifte Einfluss auf die Messung
haben, die nicht untersucht werden sollten. Hierzu zédhlen beispielsweise Wech-

selwirkungen zwischen einem Bindungspartner und der Oberfliche sowie Mehr-
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fachbindungen. Dies erfordert eine angepasste Priparation und eine genaue Aus-

wertung, um den Einfluss dieser Faktoren zu minimieren.

2.2.1 Rezeptor-Ligand-Bindungen ohne externe Kriifte

Die Wechselwirkung eines Rezeptors und eines Liganden ldsst sich durch die Ra-
tentheorie [4 1] beschreiben. Eine schematische Darstellung einer zugehorigen Po-
tentiallandschaft samt der relevanten Raten findet sich in Abbildung

Fiir den Zusammenhang zwischen der Konzentration des Rezeptors [R] und der
Konzentration des Liganden [L] mit der Konzentration des Rezeptor-Ligand-Paares
[LR] im thermodynamischen Gleichgewicht gilt:

0
kon
L+R=1R
kO
of f

L P P TS S L L M

0.8 o s

R O O e A A TP T
E) k (A
=R F S W O .0
©
N R WG I S SO B N e
g T kv“”.
(A R — e
RS
o
- 2o o

G
0 e e e s I
Reaktionskoordinate 2 [a.u.] Reaktionskoordinate 1 [a.u.]

Abbildung 2.3: Schematische Potentiallandschaft einer Rezeptor-Ligand-Bindung ohne
Einwirkung einer dufleren Kraft. Fiir eine Dissoziation aus dem gebundenen Zustand
(blau) in den ungebundenen Zustand muss eine Energiebarriere G* iiberwunden werden.

k0 ist hierbei die sog. Assoziationsratenkonstante im thermodynamischen Gleich-

gewicht, wihrend kgff die Dissoziationsratenkonstante im thermodynamischen
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Gleichgewicht bezeichnet. Die inverse Dissoziationsrate entspricht gerade der Le-
bensdauer des Komplexes 7 und ist einer der Parameter, der in dieser Arbeit un-

tersucht wurde.

Im thermodynamischen Gleichgewicht ist das Verhiltnis von Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstante konstant und wird als Gleichgewichtskonstante der

Dissoziation Kp bezeichnet:

kO
off (2.2)

Kp =
ko

Kp ist ein MaB fiir die Affinitiit einer Bindung.
Eine Grofle, um chemische Reaktionen thermodynamisch zu charakterisieren, ist

die Freie Reaktionsenthalpie AG. Sie ldsst sich schreiben als
AG=AH—-T-AS (2.3)

mit der Reaktionsenthalpie H, der Temperatur 7 und der Entropieinderung AS.
Dieser Zusammenhang gilt fiir konstante Temperatur und konstanten Druck.
Die Freie Standardreaktionsenthalpie AG? hingt mit der Freien Reaktionsenthal-

pie zusammen iiber:
AG = AGo —RT -InKp (2.4)

Hier ist R die ideale Gaskonstante.

Im thermodynamischen Gleichgewicht gilt AG = 0, so dass folgt:
AG® =RTInKp (2.5)

Fiir AG® < 0 liuft die Assoziation des Rezeptor-Ligand-Paares spontan ab.
Die fiir die Dissoziation des Komplexes notwendige Energie stammt im Gleich-
gewicht aus thermischen Fluktuationen. Diese Dissoziation kann somit als ther-

mische Uberwindung einer Potentialbarriere aufgefasst werden [42]). Fiir die Off-
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Rate, also die Dissoziationsgeschwindigkeit, gilt dann [9]:
Kpp = C-exp PAG7 (2.6)

Hierbei ist B = kBLT’ AG7 die Hohe der Potentialbarriere und C ist die Frequenz
mit der das System Anldufe unternimmt, die Potentialbarriere zu iiberwinden.

Dieser Zusammenhang gilt nur fiir Systeme, die ohne externe Kraft betrachtet
werden. Eine Diskussion iiber den Einfluss einer solchen Kraft findet sich im fol-

genden Abschnitt.

2.2.2 Rezeptor-Ligand-Bindungen unter externen Kriften

Die bisher dargestellte Beschreibung der Wechselwirkung eines Rezeptor-Ligand-
Paares ist geeignet, das Verhalten eines solchen Systems ohne Einfluss einer du-
Beren Kraft zu beschreiben.

Mit angelegter externer Kraft veridndert sich dieses Verhalten. Dabei konnen drei

grundlegend verschiedene Anderungen auftreten:

» Mit steigender externer Kraft sinkt die Lebensdauer 7 bzw. die Off-Rate
ko r(f) steigt. Bindungen, die dieses Verhalten zeigen, werden als slip bonds

bezeichnet.

» Mit steigender externer Kraft nimmt — innerhalb eines bestimmten Kraftin-
tervalls — die Lebensdauer 7 zu bzw. die Off-Rate k,s¢(f) ab. Bindungen

mit diesem Verhalten sind als catch bonds bekannt.

* Die Lebensdauer der Bindung ist unabhéngig von der angelegten externen
Kraft. Fiir Bindungen, die sich so verhalten, wird die Bezeichnung ideal

bonds verwendet.

Diese drei Zusammenhinge zwischen Kraft und Lebensdauer sollen im Folgenden

dargestellt werden.
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Slip bonds

Bindungen, die slip-bond-Verhalten zeigen, also eine Abnahme der Lebensdauer
bei steigender, an den Komplex angelegter externer Kraft f, stellen die tiberwie-
gende Mehrheit der bis dato untersuchten Bindungen dar [[1-8]].

Die vereinfachte Reprisentation der Potentiallandschaft einer slip bond ldsst sich

schematisch wie in Abb. 2.4] gezeigt darstellen.

Freie Energie [a.u.]

Reaktionskoordinate 2 [a.u.] Reaktionskoordinate 1 [a.u.]

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Potentiallandschaft einer Bindung mit slip-
bond-Charakter unter Einfluss einer dufseren Kraft. Das Potential setzt sich aus einer Su-
perposition des Potentials der Bindung ohne Kraft sowie des harmonischen Potentials des
cantilevers zusammen. Es kommt zu einer Absenkung der Energiebarriere AG7”, die zur
Dissoziation iiberwunden werden muss, und somit zu einem Anstieg der Dissoziationsrate.

Die angelegte Kraft nimmt Einfluss auf die Hohe der Potentialbarriere AG7, da
das Potential ,,gekippt™ wird. Hieraus resultiert eine Absenkung dieser Barriere,
die zu einer Zunahme der Off-Rate fiihrt [43]]:

kops(f) = C- e PIACT=F3p) 2.7)
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Dieser Zusammenhang zwischen externer Kraft und Off-Rate lédsst sich mit Glei-
chung[2.6]auch ausdriicken als

kopr(f) = kSsp - PP (2.8)

mit f als auf die Bindung wirkende Kraft, f = ,{BLT, und xg als dem Abstand zwi-
schen dem Maximum der Potentialbarriere und dem Minimum.

Wie aus Gleichung [2.§] ersichtlich ist, fiihrt eine Zunahme der Kraft f zu einer
exponentiellen Zunahme der Off-Rate k, s (f) und damit zu einer niedrigeren Le-
bensdauer.

Catch bonds

Eine Zunahme der Lebensdauer bei steigender Kraft innerhalb eines bestimmten
Kraftintervalls, also catch-bond-Verhalten, ldsst sich mit diesem Ansatz jedoch
nicht erklidren. Dieses Verhalten wurde bisher nur in wenigen Systemen nachge-
wiesen [|1 1H15,18,44]. Die Kraftabhéngigkeit der Lebensdauer zweier ausgewihl-
ter catch-bond-Systeme ist in Abb. [2.5]abgebildet.

0.1
a 1.4 0N ;2
1,0
; \‘:\\ 8PN 1
N&2 o8-
ZD;MWQ?F\,,\ —
o Z 3 D 1
e @ 0,6
E f \]T
@
= 0,4 -
g ®
0,2 * S
N
o 0,0 T T —— T
5 S~ -a 8] 10 20 30 40
fng 40 force [pN]

Abbildung 2.5: Links: catch-bond-Verhalten beim Komplex P-Selectin/sPSGL-1 bzw. G1
[44]. Rechts: Ergebnisse kraftspektroskopischer Messungen an der hydrophilen Domdne
der humanen Sulfatase I und ihrem Substrat Heparansulfat [|18)]. In beiden Fiillen ist die
charakteristische Zunahme der Lebensdauer innerhalb eines bestimmten Kraftintervalls
zu erkennen.



14 KAPITEL 2. PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

Fiir die Erkldarung dieses Phinomens wurden eine ganze Reihe von Konzepten ent-
wickelt [45]]. Von den phidnomenologischen Modellen wurden sowohl fiir das one
state two pathway model [46] als auch fiir das two state two pathway model [44]

Ubereinstimmungen mit experimentellen Daten gefunden.

Ersteres Modell geht, wie der Name schon zeigt, davon aus, dass die betrachte-
te Wechselwirkung bzw. Bindung mit einem einzelnen gebundenen Zustand be-
schrieben werden kann. Dieses Minimum in der Potentiallandschaft kann iiber
zwel Pfade — und damit zwei unterschiedlich hohe Energiebarrieren — verlassen
werden [47]].

Einer dieser Pfade wird dabei einem slip-bond-Ubergang zugeordnet, der andere
entspricht einer catch-bond-Dissoziation.

Dieses Modell ist jedoch nicht geeignet, das hier untersuchte System Sulfata-
se/Glycosaminoglykan zu beschreiben, da es fiir verschwindende externe Krifte
eine Lebensdauer nahe Null vorhersagt, die sich experimentell fiir dieses System

nicht bestétigen lédsst [18]. Daher soll es hier nicht ndher betrachtet werden.

Das two state two path model basiert auf einer Potentiallandschaft, die zwei ge-
bundene Zustinde enthélt. Eine vereinfachte Darstellung einer solchen Landschaft
findet sich in Abbildung [2.6]

Fiir die Herleitung eines catch-bond-Modells mit diesem Potentialverlauf samt

zugehoriger Lebensdauern bzw. Dissoziationsraten gibt es verschiedene Ansétze:

* Fiir die Beschreibung eines Systems mit zwei gebundenen Zustédnden kon-
nen vier Raten verwendet werden, die auch in Abbildung [2.6] dargestellt
sind: je Zustand eine Rate fiir die direkte Dissoziation aus dem Zustand,
k1 bzw. ky, sowie je eine Rate fiir den Wechsel von Zustand S; in Zustand
S> und umgekehrt (kj; bzw kp1). Aus der Betrachtung der insgesamt vier
Ubergangs- und Dissoziationsraten folgen Differentialgleichungen fiir die
Besetzung der beiden Zustinde. Diese konnen mit Annahmen zu den Aus-

gangsbedingungen gelost werden. Durch die auf den Komplex wirkende
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Abbildung 2.6: Vereinfachte Darstellung eines Potentialverlaufs mit zwei
(meta-)stabilen Zustinden S| und Sy ohne Einwirkung duferer Krdifte.

Kraft kommt es zu einer Anderung der Raten und dadurch zu einer Ver-
schiebung der Besetzung der beiden Zustinde und des bevorzugten Dis-
soziationsweges. Eine genaue Diskussion inklusive mathematischer Ablei-
tung der Dissoziationsraten findet sich in [44,48,/49]]. Da dieser Ansatz fiir
die Analyse und Interpretation der experimentellen Daten in dieser Arbeit

nicht verwendet wird, soll er hier nicht naher diskutiert werden.

* Beim thermodynamischen Ansatz werden die relevanten Zeitskalen betrach-
tet. Die Relaxation eines Proteins lduft auf Zeitskalen von Mikro- bis Milli-
sekunden ab [50-52]], ein Kraftspektroskopie-Experiment dauert jedoch ei-
nige Sekunden. Daher kann angenommen werden, dass sich die Besetzung
der Zustidnde S; bzw. > zu jedem Zeitpunkt im thermodynamischen Gleich-
gewicht befindet und somit die kanonische Zustandssumme samt zugehori-
ger Besetzungswahrscheinlichkeiten verwendet werden kann [18]]. Dieser

Ansatz soll im Folgenden detaillierter dargestellt werden.
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Da sich das System im thermodynamischen Gleichgewicht befindet, kann davon
ausgegangen werden, dass eine Dissoziation des Komplexes entweder direkt aus
S iiber x| oder direkt aus S, liber x; erfolgt. Eine Dissoziation hoherer Ordnung,
zum Beispiel von S5 iiber Sy, wird folglich nicht betrachtet. Die relevanten Uber-
ginge sind in Abbildung [2.7| vereinfacht dargestellt.

Freie Energie [a.u.]

Reaktionskoordinate 2 [a.u.]

Reaktionskoordinate 1 [a.u.]

Abbildung 2.7: Vereinfachte Darstellung eines Potentialverlaufs mit zwei
(meta-)stabilen Zustinden unter Einwirkung einer dufleren Kraft. Eingezeichnet sind die
Potentialbarrieren entlang der durch die Kraft ausgezeichneten Richtung.

Die kanonische Zustandssumme ist in diesem Modell abhingig von der externen
Kraft f:

G — Gy —
2(f) = exp( 12kB7{‘x12> +exp( 21k3;‘x21) 2.9)

Damit folgt auch fiir die Besetzungswahrscheinlichkeit p; bzw. p, der beiden
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Zustdande S und S; eine Kraftabhiangigkeit:

— A\ !

pi(f) = (1+exp (—%)) (2.10)
AG — —1

pa(f) = <1+exp (GTTfo)) 2.11)

Hierbei ist AG = G1; — G die Energiedifferenz der beiden Zustinde und Ax =
x12 — x21 die Differenz der Wechselwirkungslingen entlang der wirkenden Kraft.
Eine Zunahme der Kraft fiihrt also, wie in Gleichung und Gleichung zu
erkennen ist, zu einer Verschiebung der Besetzung der Zustidnde hin zum stirker
gebundenen Zustand S5.

Analog zu Gleichung kann jetzt die Dissoziationsrate des gesamten Systems
aufgestellt werden:

X X
k(f) = p1(f)kiexp Ja + p2(f)kaexp Jx (2.12)
kBT kBT
Das phianomenologische Verhalten von catch bonds lésst sich auf Basis dieses

Zusammenhanges wie folgt interpretieren:

* Fiir groBBe oder kleine Krifte sind nur S, bzw. S besetzt. Es kommt aus-
schlieBlich zu Dissoziation aus einem Zustand und damit zu slip-bond- Ver-
halten, wie es in der rechten Grafik in Abbildung zu sehen ist. Bei die-
sem System tritt der slip-bond-Charakter fiir Krifte groer 20 pN bzw. klei-
ner 10 pN zutage.

« Fir Krifte, die gerade im catch-bond-Intervall liegen, kann der Rezeptor-
Ligand-Komplex jedoch aus jedem der beiden Zusténden dissoziieren. Der
Anteil der Dissoziationsereignisse aus dem Zustand S, steigt dabei, je ho-
her die Kraft wird. Die mittlere Lebensdauer, die sich aus vielen Einzel-
messungen zusammensetzt und damit Dissoziationen aus S; und S> ent-
hilt, steigt damit ebenfalls fiir hohere Krifte. Fiir diese Betrachtung ist es

notwendig, dass im catch-bond-Bereich k, < kp gilt. Inwieweit eine Nicht-



18 KAPITEL 2. PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

Erfiillung dieser Voraussetzung in biologischen Systemen vorstellbar ist,
soll hier nicht diskutiert werden. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Sys-

teme ist die Bedingung erfiillt.

Nicht alle catch-bond-Systeme zeigen jedoch sowohl fiir grof3e als auch fiir klei-
ne Krifte slip-bond-Charakteristik, wie in Abbildung @] zu sehen ist. Der Grund
hierfiir wurde noch nicht abschlieend geklirt, es wird jedoch vermutet, dass die
untere Grenze F,;, des catch-bond-Regimes bei den meisten bisher untersuchten
Komplexen so niedrig liegt, dass eine Detektion des slip-bond-Verhaltens unter-

halb von F,,;,, aufgrund experimenteller Limitierungen nicht moglich ist [45].

Ideal bonds

Die Existenz von Bindungen, deren Lebensdauer nicht von einer angelegten Kraft
abhingt, wurden bereits 1988 theoretisch vorhergesagt [[16]]. Seit diesem Zeit-
punkt wurden im Wesentlichen zwei Erklarungsmodelle fiir dieses ungewohnliche
Phinomen gefunden [53]] und der Term ideal bond geprigt [54] .

Eine der Erkldrungen kommt zu dem Schluss, dass fiir ein solches Verhalten insbe-
sondere das Wechselwirkungspotential sowohl des gebundenen als auch des Uber-
gangszustandes harmonisch sein muss und sowohl die Ruhelédnge der Interaktion,
als auch die Federkonstante beider Potentiale gleich sein muss [54].

Der zweite Ansatz nimmt an, dass es Fille geben kann, in denen die Beschriankung
der Potentiallandschaft auf die Dimension, die durch die angelegte Kraft ausge-
zeichnet ist, nicht in allen Féllen haltbar ist. Stattdessen wird hier eine zweite
Dimension, zumeist mit Q bezeichnet, eingefiihrt und damit die Anzahl der Frei-
heitsgrade erhoht. Solche multidimensionalen Energielandschaften wurden bisher
berichtet fiir die Ausbildung von RNA hairpins [35] und fiir das Strecken von
DNA in denaturierte Zustinde [56].

Eine ideale Bindung kann in diesem Bild auftreten, wenn die molekulare Ausdeh-
nung x entlang der Kraftrichtung fiir den Bindungs- und Ubergangszustand gleich
ist [S7].
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Die unterschiedlichen Positionen von
Ubergangs- und Bindungszustand kom-
men in diesem zweidimensionalen
Bild also durch einen Unterschied in
der Koordinate Q zustande. In der Ab-
bildung [2.§] ist dies fiir den allgemei-
nen Fall dargestellt, daher liegt hier zu-
sitzlich ein Unterschied in Koordina-

te x vor. Dieser wiirde fiir ideale Bin-

dungen gerade entfallen. Die Koordi-

nate Q ist hierbei bewusst allgemein
Abbildung 2.8: Energielandschaft zur Erkld- gehalten. Sie wurde in einem Fall be-
rung von ideal bonds [p7). schrieben als ,,[...] some other molecu-
lar coordinate that captures the diffe-
rence between the native and unfolded states of the biomolecule [...]* [58]].
Diese Koordinate Q wird verkniipft [57] mit groBen konformationellen Anderun-
gen, insbesondere der Torsionswinkel, die fiir das erneute Falten der RNA hair-
pins gezeigt werden konnten [55]. Eine weitere Interpretationsmoglichkeit bietet
die vermutete Abhéngigkeit der Ausdehnung eines Proteins unter externer Kraft
von dem Anteil der Aminoséduren-Kontakte, die noch ausgebildet sind [[59]]. Hier
wird angenommen, dass Q gerade dem Anteil der Aminosduren-Kontakte entspre-
chen konnte [57]].
Neben diesem allgemeinen Modell, dass die prinzipielle Existenz von idealen Bin-
dungen erlaubt, wurde 2012 der experimentelle Nachweis von idealen Bindungen
an Cadherinen erbracht [17]].
Hier wurden die idealen Bindungen in Cadherin-Mutanten beobachtet, deren Di-
mere in einem Ubergangszustand statt in einem Bindungszustand vorliegen. Es
wurde vermutet, dass der Ubergangszustand ermdglicht, dass es unter Zug zu ei-
ner Umlagerung oder Konformationsédnderung senkrecht zur Zugrichtung kom-
men kann, da im Gegensatz zu einem Bindungszustand im Ubergangszustand ei-

nige Bindungen fehlen und die Dimere so wesentlich beweglicher sind [[60]].

Eine solche Konformationsdanderung konnte von statten gehen ohne Einfluss auf

die molekulare Ausdehnung x zu nehmen und stattdessen eine Verdnderung aus-
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schlieBlich entlang der Koordinate Q auslosen, die hier mit der Konformation as-
soziiert ist. So wire die Bedingung fiir ideale Bindungen, dass Ubergangszustand

und Bindungszustand die gleiche molekulare Ausdehnung x haben, erfiillt [60].

2.3 Kraftspektroskopie

Durch kraftspektroskopische Experimente sind Untersuchungen von verschiede-
nen Konstanten der betrachteten Systeme moglich. Da es sich um Einzelmolekiil-
Ereignisse handelt, bietet sich hier die Moglichkeit, Ergebnisse, die aus Ensemble-
Messungen bekannt sind, zu verifizieren. Ebenso ist die Technik sensitiv beziig-
lich Subpopulationen der untersuchten Molekiile, die in Ensemble-Messungen
durch Mittelung nicht erfasst werden, und ermoglicht zudem Einblicke in die Bin-

dungsereignisse auf molekularer Ebene.

2.3.1 Force Clamp Spektroskopie

Force Clamp Spectroscopy (FCS) ist ein Verfahren, bei dem eine molekulare Bin-
dung einer konstanten, externen Kraft ausgesetzt wird und die Lebensdauer dieser
Bindung gemessen wird. Es gibt verschiedene Methoden, die hierfiir verwendet
werden konnen [11,61-64], in dieser Arbeit wurde jedoch ausschlieBlich das be-
reits in Kapitel [2.1] diskutierte AFM verwendet.

Wie in Gleichung dargestellt wurde, ist die Dissoziationsrate einer Bindung
abhingig von der Kraft, die auf die Bindung wirkt. Da Dissoziationsrate k, ¢ 7(f)
und Lebensdauer 7 iiber

1
kofr =~ (2.13)

verknlipft sind, lasst sich aus der Messung der Lebensdauer auf die Dissoziations-
rate schlieBen.

Ebenso kann die Lebensdauer direkt zur weiteren Analyse verwendet werden.
Diese Analyse ist in Kapitel 4.6 beschrieben.

Zur experimentellen Messung der Lebensdauer einer Bindung mit dem AFM iiber

FCS wird einer der beiden Bindungspartner an den cantilever angebunden. Der
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andere Bindungspartner wird auf einer Oberfliche, typischerweise bestehend aus

Gold, immobilisiert.

—
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Abbildung 2.9: Links: stark vereinfachte schematische Darstellung des Ablaufs eine FCS-
Zyklus. Rechts: Experimentelle Daten mit Markierung der einzelnen Phasen, die im Text
und in der linken Grafik besprochen werden.

Abbildung [2.9] stellt den Verlauf einer einzelnen FCS-Messung schematisch dar.

Der Ablauf soll im Folgenden grob skizziert werden:

1. Zu Beginn eines Messzyklus befindet sich der nicht ausgelenkte cantilever

weit entfernt von der Oberfliche und wird an diese angenihert.

2. Der Federbalken befindet sich in Kontakt mit der Oberfliche. Dies ermog-

licht das Ausbilden der molekularen Bindungen.

3. Der cantilever wird zuriickgezogen. Die Kraft, die auf die Bindung wirkt,

bleibt jedoch null bis die Linkermolekiile gestreckt sind.

4. Die Kraft, die der cantilever auf die Bindung ausiibt, entspricht der vor-

her gewihlten Kraft Fryqpp. Eine closed-loop-Regelschleife hilt die Kraft
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konstant.

5. Die Bindung dissoziiert und der Federbalken springt zuriick in seine Ruhe-
lage.

6. Der cantilever wird von der Oberfliche zuriickgezogen und in die Aus-

gangsposition gebracht.

Uber die Messung der Auslenkung des cantilevers kann hier also direkt die Le-

bensdauer der Bindung bestimmt werden.

2.3.2 Bestimmung der Federkonstanten

Zur korrekten Einstellung der Kraft Fgyq), ist es notig, die Federkonstante des
cantilevers zu kennen.

Die Herstellerangaben zur Federkonstante der in dieser Arbeit verwendeten Fe-
derbalken sind jedoch mit einer Unsicherheit behaftet, ebenso verdndert sich die
Federkonstante durch die Funktionalisierung. Daher ist es nétig, fiir jeden ver-
wendeten cantilever die Federkonstante experimentell zu bestimmen [[65]].
Hierfiir konnen verschiedene Methoden verwendet werden: Man kann den Fe-
derbalken mit Hilfe einer Standardfeder kalibrieren [66], mit und ohne zuséitzlich
angebrachte kleine Massen die Resonanzfrequenz bestimmen [[67]] oder die Feder-

konstante auf Basis geometrischer Uberlegungen berechnen [68]).

In dieser Arbeit wird die als thermal noise method [|69]] bezeichnete Methode an-
gewendet. Sie soll im Folgenden kurz skizziert werden: Ein cantilever kann fiir
hinreichend kleine Auslenkungen als eindimensionaler harmonischer Oszillator
aufgefasst werden. Damit folgt fiir seinen Hamilton-Operator:

2

A~ P L5,
A= 2.14
om T 204 (2.14)

Hierin ist m die Masse des Oszillators, p der Impuls, g die Auslenkung und @ die

Resonanzfrequenz des Federbalkens, die iiber wy = \/% mit der Federkonstanten
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zusammenhiingt. Mit dem Aquipartitionstheorem

1 1
<§ma)gq2> = EkBT (2.15)
folgt fiir die Federkonstante:
kgT
k= (2.16)
(g%)

Fiir die Bestimmung der Federkonstanten muss nun also die mittlere quadratische
Auslenkung (g?) bestimmt werden.

Hierfiir wird mehrfach die Auslenkung des cantilevers iiber einen Zeitraum ge-
messen und danach fouriertransformiert. Das Resultat der Fouriertransformation
ermOglicht die Bestimmung der spektralen Leistungsdichte in Abhiingigkeit der
Frequenz. Die spektrale Leistungsdichte kann durch eine Lorentzfunktion appro-
ximiert werden. Die Fliche unterhalb dieser Funktion entspricht dann gerade (g?)

und die Federkonstante kann bestimmt werden.

Die Auslenkung des cantilevers wird jedoch als Spannungssignal gemessen. Da-
her ist es notig, einen Umrechnungsfaktor zu bestimmen, um wirkende Krifte
in Newton angeben zu konnen. Hierfiir wird die sogenannte Sensitivitit verwen-
det. Diese entspricht der inversen Steigung des Kontaktbereiches bei einer harten
Probe [[70] und erlaubt die Umrechnung des Signals von einer Spannung in eine

Auslenkung.
Nun kann iiber das Hooke’sche Gesetz
F=—k-q 2.17)

die Kraft berechnet werden, da die Federkonstante berechnet wurde und ¢ als

Sensitivitdt - Signal ausgedriickt werden kann.



3 Biologische Grundlagen

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung zweier Molekiilgruppen untersucht:
Enzyme aus der Gruppe der Sulfatasen und ihre physiologischen Substrate, die
Glycosaminoglykane (GAGs). Die folgende, kurze Besprechung dieser Molekii-
le beschrinkt sich hierbei auf die vier Molekiile, die fiir diese Arbeit verwendet
wurden: Die beiden humanen Sulfatasen Sulfl und Sulf2 (Sulfs) sowie die GAGs
Heparansulfat (HS) und Heparosansulfat (K5-NS).

Sulf1l und Sulf2 sind Enzyme, die Sulfatester spalten und so das Sulfatierungs-
muster der GAGs dndern konnen [[71]].

Einige zelluldre Wachstumsfaktoren sind abhéingig von GAGs und ihrem Sulfatie-
rungsmuster [[72]]. Die Sulfatasen beeinflussen also durch die Desulfatierung der
GAGs viele Prozesse auf zellulidrer Ebene [73]], darunter die embryonale Entwick-
lung [19], die Reparatur von Gewebe [20] sowie die Tumorentstehung [21,[22].
Die Wechselwirkung zwischen Sulf1 bzw. Sulf2 und HS wurde hierbei noch nicht
restlos aufgeklart [74].

3.1 Glycosaminoglykane

Glykosaminoglykane sind eine Gruppe von Molekiilen, die aus sich wiederholen-
den Disacchariden zusammengesetzt sind. Diese Disaccharide bestehen dabei aus
einer Uronsédure, die 1-3-glycosidisch mit einem Aminozucker verbunden ist.
Verschiedene Molekiile zihlen zu den GAGs, darunter Hyaluronsdure (HA), Chon-
droitinsulfat (CS), Keratansulfat (KS) und das bereits erwihnte Heparansulfat
(HS). HS und das eng verwandte K5-NS sollen hier ndher beschrieben werden,
da sie die beiden GAGs sind, die fiir die Experimente dieser Arbeit verwendet
wurden. K5-NS hat dabei einen Aufbau, der dem von HS stark dhnelt. Ein Unter-
schied ist jedoch, dass K5-NS ausschlielich N-sulfatiert ist.

Diese beiden Molekiile wurden ausgewihlt, um die Relevanz und Auswirkungen
der 6-O-Sulfate, iiber die HS verfiigt und K5-NS gerade nicht und die von Sulfl

24



3.1. GLYCOSAMINOGLYKANE 25
bzw. Sulf2 abgespalten werden, beurteilen zu konnen.

Heparansulfat-Molekiile bestehen aus 50 - 150 Disaccharid-Einheiten. Innerhalb
dieser Polymerkette gibt es sog. S-Regionen, die hochgradig sulfatiert sind. Die S-
Regionen bestehen aus bis zu acht Disacchariden [75]. Die Struktur der in den S-
Regionen am hdufigsten vorkommenden Untereinheit ist in Abbildung|[3.1](links)
abgebildet.

Die Uronsiure dieses Disaccharids besitzt eine 2-O-Sulfatgruppe (blau einge-
zeichnet) und kann als Glucuronsédure (GlcA) oder epimerisiert als Iduronsédure
(IdoA) vorliegen. Das Glucosamin ist N-sulfatiert (rot) und hdufig zudem 6-O-
sulfatiert (ebenfalls rot).

Zwischen den einzelnen S-Regionen befinden sich Bereiche von 16-20 Unterein-

heiten, die kaum oder gar nicht sulfatiert sind [[76].

[4)-B-D-GlcA-(1—4)-a-D-GIcNS-(1—]n

[4)-B-D-GleA- “H‘”] -D-GIGNS(6S)-(1—]n
[4)-0-L-ldoA(2S)-(1—-

Abbildung 3.1: Links: Disaccharid-Einheit, aus der die S-Region von Heparansulfat zu-
sammengesetzt ist. Rechts: Disacchard-Einheit von K5-NS. Beide entnommen aus [|18)].

Das in Abbildung (rechts) dargestellte Heparosan-N-Sulfat besteht aus 30-
40 B-D-GIcA-(1 — 4)-a-D-GIcNS-Einheiten [77]. Wie aus dem Vergleich der
beiden gezeigten Disaccharid-Einheiten ersichtlich ist, fehlt K5-NS damit, neben
dem 2-O-Sulfat und der C5 Epimerisierung der Uronséure, insbesondere die 6-O-
Sulfatierung des Glucosamins.

HS ist, unter anderem {iiber seinen Sulfatierungsgrad, in der Lage, die biologische

Funktion vieler Signalproteine zu modulieren [[7879]:
* durch Beeinflussung ihrer Lagerung oder durch strukturelle Modifikationen
e durch Inhibition oder Promotion der Bildung der Signalkomplexe

* durch Unterstiitzung bei der Ausbildung supramolekularer Komplexe
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* durch Stabilisierung von zum Beispiel chemotaxischen oder morphogenen

Gradienten

Im Wesentlichen werden alle diese Prozesse durch das Sulfatierungsmuster von
HS beeinflusst. Hierbei spielen insbesondere die bereits erwdhnten S-Regionen
eine Rolle, deren Sulfatierung iiber einen komplexen, geregelten Biosynthese-
Prozess kontrolliert wird [80,/81]].

Eine postsynthetische Verdnderung der 6-O-Sulfatierung der S-Regionen kann im
Organismus durch die im folgenden Kapitel besprochenen Sulfatasen vorgenom-

men werden [82,83]].

3.2 Sulfatasen

Nachdem die Suche nach Sonic hedgehog — einem Molekiil, das in der Ausdif-
ferenzierung von Stammzellen eine Rolle spielt — responsiven Genen zur Entde-
ckung der ersten Sulfatase gefiihrt hat [|82]], wurden Orthologe der dort entdeckten
Sulfatase in Ratten [84]], Mdusen und Menschen gefunden. Bei Médusen und Men-

schen wurde zusétzlich eine Isoform, die bereits erwédhnte Sulf2, gefunden [83].

Sulfl und Sulf2 sind Molekiile, die zur extrazelluldren Matrix einer Zelle geho-
ren. In der Regel sind beide Isoformen in Organismen vorhanden, auch wenn sich
ihre Expression signifikant und dynamisch unterscheiden kann [85] .

Ihre Aminosiure-Sequenz ist etwa ~ 870 Aminosiuren lang. Hiervon entfallen
etwa ~ 415 Aminosduren auf die katalytische Doméne, die in Abbildung [3.2] rot
dargestellt ist, und ~ 320 Aminoséduren auf die hydrophile Doméne (HD) (blau).
Die restlichen AS teilen sich auf ein Signalpeptid (schwarz) und eine C-terminale

Domaéne (braun) auf.

Sulfl und Sulf2 sind sich strukturell sehr dhnlich, es gibt jedoch einige Unter-
schiede. So findet sich in der hydrophilen Doméne der Sulf1 ein zusétzlicher, stark
saurer Cluster. Ebenso wird vermutet, dass trotz der grof3en Ahnlichkeit funktio-
nale Unterschiede bestehen [87], da nachgewiesen werden konnte, dass das Sul-

fatierungsmuster von Heparansulfat unterschiedlich ist, falls nur Sulfl oder Sulf2
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22 87 Sulft 416 458 548 616 640 735 871

f trott

408 544 578 661668 732

Sulf2 417 460 602 655 713 870

(AR t

409 423 539 566 646 656 848

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Domdinen der Sulfatasen Sulfl und Sulf?

vorhanden ist [87,[88]].
Die HD ist ansonsten spezies- und isoform-iibergreifend stark konserviert und
besteht zu etwa 27 % aus basischen und zu 14 % aus sauren Aminosduren. In

Abbildung [3.3] findet sich eine Darstellung der Aminosiurensequenz der HD von
Sulfl.

+ -+ + o+ -+ +- + -

KFLRKKEESSKNIQQSNHLPKYERVKELCQQARYQTACEQPG
417

483

EFEGEIYDINLEEEEE
549
+ -+ -4- + ++ -- +
KCFILPNDSIHCERELYQSARAW RKPEECSCSKQ
615
+-+ ++ -+ + + + - - -+ +-  Hhbrbobbobt

SYYNKEKGVKKQEKLKSHLHPFKEAAQEVDSKLQLFKENNRRRKKERKEKRRORK

681

Abbildung 3.3: Aminosdurensequenz der hydrophilen Domdne der Sulfi . + bezeich-
net basische, - saure Aminosdurenreste. Pink markiert den basischen Cluster der HD ,
schwarz saure Cluster.

Wie bereits gezeigt werden konnte [89190], ist diese hydrophile Domine, die zwei
Bindungsstellen fiir die Bindung von GAGs besitzt, an der Bindung der Sulfatasen
an ihre Liganden beteiligt. Obwohl die HD alleine keinerlei enzymatische Aktivi-

tédt zeigt, ist sie entscheidend fiir die Erkennung der Sulfatierungsstellen von HS.
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Ist die HD nicht vorhanden, kann keine prozessive Aktivitit des Substrates mehr
beobachtet werden [23]].

Die alleinstehende HD von Sulfl bindet jedoch sowohl an das physiologische
Substrat des Gesamtproteins, Heparansulfat, als auch an strukturell stark dhnliche
Liganden, wie beispielsweise K5-NS. Im Fall der Bindung HD und HS tritt hierbei
catch-bond-Verhalten auf [18]], das jedoch fiir andere Liganden nicht beobachtet
werden kann.

Es gibt starke Hinweise darauf, dass die Desulfatierung von GAGs durch die Sul-
fatasen ein gerichteter Prozess ist [23]]. Die HD ist hierbei vermutlich dafiir ver-
antwortlich, die S-Regionen der GAGs zu erkennen und so zu binden, dass das ka-
talytische Zentrum in Kontakt mit dem ersten 6-O-Sulfat einer Domidne kommt.
Als erstes 6-O-Sulfat wird hier das dem nicht-reduzierenden Ende der Doméne

am nichsten gelegene Sulfat bezeichnet.

Das katalytische Zentrum, das in der katalytischen Doméne liegt, desulfatiert dann
diese Sulfatierungsstelle, woraufhin die Sulfatase eine Bewegung am GAG-Strang
entlang durchfiihrt, bis das aktive Zentrum das nédchste Sulfat 16sen kann [23]].

Dieser Prozess kommt zum Erliegen, wenn in Richtung der Sulfatasen-Bewegung
kein weiteres 6-O-Sulfat vorhanden ist, also beispielsweise am Ende einer S-

Region.

Das catch-bond-Verhalten von HD und HS, dass durch das bereits in Kapitel @
diskutierte two-state-two-path-Modell beschrieben werden kann, konnte mit die-
ser prozessoralen Aktivitdt zusammen hingen [91]]. Der Wechsel zwischen stér-
ker und schwicher gebundenem Zustand des two-state-two-path-Modells geht,
wie bereits erldutert, vermutlich mit einer Konformationsdnderung einher. Es ist
denkbar, dass allosterische Effekte hierbei eine Rolle spielen. Diese konnen durch
die Sulfatierungsstellen zustande kommen.

So konnte der beobachtete Prozess einen Wechsel zwischen den beiden Zustéinden
bedingen oder durch ihn getrieben bzw. unterstiitzt werden [91]):

Wiihrend eine initale Anbindung der Sulfatase, die in einem relaxierten Zustand
vorliegt, an das HS im Zustand S| des two-state-two-path-Modells erfolgt, kann

ein thermisch aktivierter Wechsel, der durch allosterische Effekte gefordert wird,
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in eine gestrecktere Konformation erfolgen. Somit wire der Bindungszustand S,
der stabiler ist, zuginglich. Es wird vermutet, dass in diesem Zustand die Desul-
fatierung des HS erfolgt. Hierdurch wird ausreichend Energie frei, um wieder
zuriick in den relaxierten Zustand der Sulfatase zu wechseln - und damit in Bin-
dungszustand Sj.

Ein Wechsel des Zustandes von stark gebunden fiir den Vorgang der Desulfatie-
rung zu schwach gebunden wiirde die Bewegung entlang des GAGs erleichtern.
Diese Bewegung konnte raupenartig erfolgen, indem beim Ubergang vom stark
gebundenen zum schwach gebundenen Zustand ein Teil des Sulfs vom GAG ab-
gelost wird, bevor es erneut zum spontan ablaufenden Wechsel in den stirker ge-

bundenen Zustand kommt.



4 Material und Methoden

Fiir diese Arbeit wurden Force-Clamp-Experimente mit einem AFM durchge-
fiihrt. Hierbei wurden sowohl die hydrophile Doméne von Sulf2 als auch das
Volllangenprotein Sulfl untersucht. Von Sulfl wurde zudem noch eine Mutan-
te, Sulf1CA, vermessen, die im aktiven Zentrum mutiert ist und somit iiber keine
enzymatische Aktivitit verfiigt.

Als Bindungspartner fiir diese (Teil-)Enzyme wurden die GAGs Heparansulfat
(HS) und Heparosansulfat (K5-NS) verwendet.

In diesem Kapitel soll die Vorbereitung der Messung durch die Funktionalisierung
der cantilever und der Oberflichen ebenso dargestellt werden wie die Auswertung

der aufgenommenen Position-Zeit-Kurven.

4.1 Biologische Molekiile

Die Proteine und Protein-Dominen wurden von Christian Bartz, Arbeitskreis Bio-
chemie 1, Fakultit fiir Chemie, Universitét Bielefeld, bereitgestellt. In diesem Ab-
schnitt soll daher nur ein kurzer und sehr grober Abriss der verwendeten Protokol-
le dargestellt werden. Genauere Informationen finden sich zum Beispiel in [86].
Die Bereitstellung der Sulf2HD als Fusionsprotein mit N-terminalem MBP (mal-
tose binding protein)-tag erfolgte analog zu dem erprobten Verfahren fiir die
Sulf1HD [18]], also im ersten Schritt durch Expression in e.coli Rosetta 2 (DE3).
Um fiir die spitere Aufreinigung den MBP-Tag einzufithren, wurde die DNA,
die fiir die Expression der HD notwendig ist, in einen Vektor (pMAL-c5X) klo-
niert [90]. So entsteht ein Fusionsprotein zwischen der HD und dem o. g. MBP.
Wie gezeigt wurde, beeinflusst die Anwesenheit von MBP die Bindungseigen-
schaften der HD nicht [92].

Nach erfolgreicher Expression wird das Fusionsprotein wie im Folgenden darge-

stellt fiir die Messungen angereichert:

30
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* Die pelletierten Zellen werden lysiert.

* Die Fusionsproteine werden iiber eine Amylose-Affinitits-Sdule angerei-
chert. Dabei wurde mit mehreren Sidulenvolumina gewaschen, um ungebun-
dene Verunreinigungen abzutrennen. Anschliefend wurde das Fusionspro-
tein mit 10mM Maltose in PBS eluiert.

* Die Fraktionen werden in 2 ml Aliquots bis zur Verwendung bei 4°C gela-
gert.

Das Protein Sulf1 und seine Mutante Sulf1CA werden, ergiinzt um einen C-terminalen
RGS-His6-Tag, in humaner HT1080-Zellkultur exprimiert [[72,86]]. Zur Aufreini-

gung und Anreicherung wird das folgende Protokoll verwendet:

* Die zu verwendenden Zellkulturiiberstinde werden zentrifugiert, um abge-

storbene Zellen und Zelltriimmer zu entfernen.

 Das enthaltene Protein wird durch Ammoniumsulfat aus den Uberstinden

prézipitiert.
* Nun erfolgt eine Dialyse gegen Bindepuffer.

* Erneute Zentrifugation und steriles Filtrieren dienen zur Entfernung von
Partikeln.

« AnschlieBend erfolgt eine Anreicherung iiber eine HisTrap-Siule mit Ni2*-
Ionen. Durch Waschen mit Bindepuffer werden unspezifisch gebundene Pro-
teine entfernt, und mit der nachfolgenden Elution sind die Proteine angerei-

chert.

* Die Elutionsfraktion wird in 1mL Aliquots bis zur Verwendung bei 4°C
gelagert.

Fiir die AFM-Messungen wurden die Fraktionen verwendet, deren Western-Blot-
Analyse das stdrkste Signal aufwies.
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4.2 Herstellung der Goldsubstrate

Die Oberflidchen fiir die Force-Clamp-Experimente waren mit Gold beschichtete
Glasplittchen, die mit magnetischen Metallplittchen verklebt wurden. Die Ober-
flachen wurden fiir jedes Experiment frisch nach folgender Prozedur hergestellt:

1. Sowohl die Glaschen (8x8mm, Menzel-Gléser, Braunschweig, Deutschland)
als auch die Metallplittchen wurden fiir je zehn Minuten in Aceton, Ethanol

und MilliQ-Wasser gereinigt und anschlieBend mit Stickstoff getrocknet.

2. Fiir das Verkleben von Glas und Pldttchen wurde ein Zwei-Komponenten-
Epoxidharzkleber verwendet. Dieser Kleber hirtete mindestens 24 Stunden
aus. Wihrend dieser Zeit wurden die Gliser in PE-Petri-Schalen in einer

Flowbox gelagert.

3. Im Anschluss wurden die Glidser mit Aceton, Ethanol und Milli-Q-Wasser

gespiilt und mit Stickstoff getrocknet.

4. Fiir das Aufbringen der Goldschicht wurden die Gléser in die Bedamp-
fungsanlage (MEDO020 Coating System, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-

land) eingeschleust. Dann wurde die Bedampfungsanlage evakuiert.

5. AnschlieBend wurden zunéchst ca. 3 nm Chrom aufgedampft, gefolgt von
120 nm Gold (AU Granulat 99,99 %, Hauner Metallische Werkstoffe, Rot-
tenbach, Deutschland).

Nach der Entnahme aus der Bedampfungsanlage wurden die Oberflichen direkt,

das heiBt ohne Lagerung, fiir die Funktionalisierung weiterverwendet.

4.3 Praparation fiir Messungen mit Sulf2HD

Fiir die Messungen an Sulf2HD wurde die gleiche Funktionalisierung wie in
[93,94] verwendet. Dies soll die Vergleichbarkeit der Ergebnisse fiir die Mes-
sungen an hydrophilen Dominen gewéhrleisten.

Daraus folgt, dass die hydrophile Doméne an der Oberflache immobilisiert wird,

wihrend die GAGs an den cantilever gebunden werden.
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Der genaue Ablauf der einzelnen Teilprdparationen wird im Folgenden beschrie-

ben.

Zur Anbindung der GAGs an die im Experiment verwendeten cantilever (Biolever

BL-RC150VB, Olympus, Tokio, Japan) wurde folgende Strategie zur Funktiona-

lisierung verwendet:

In der linken Abbildung ist der Ablauf
der Funktionalisierung schematisch
dargestellt. Die Anbindung des Linkers
nach der Reinigung des cantile-
vers erfolgt iiber Thiolchemie (1).
Die dann vorhandenen, freien N-
Hydroxysuccinimid-Ester reagieren
mit den terminalen Aminogruppen,
die in die GAGs eingebracht wurden,
und binden so das zu untersuchen-
de Molekiil an den Federbalken (2).
Durch die eingebrachten terminalen
Aminogruppen ist eine Direktionalitét
gegeben. Zudem bietet der Linker den
Vorteil groBerer rdumlicher Flexibilitit
fir die im Experiment auszubildende
Bindung und einen groferen Abstand
zwischen cantilever und Oberfliche im
Moment des Abrisses. Dies reduziert

unspezifische Wechselwirkungen.

Hieraus ergibt sich das bereits aus [93}94] bekannte Protokoll:

1. Die cantilever werden in Bechergldsern mit Aceton (p.a.), Ethanol (p.a.)

und MilliQ-Wasser gereinigt.

2. Im Anschluss werden die Federbalken zum Trocknen 15 Minuten auf einen

(vorher gereinigten) Teflon-Block, der spezielle Vertiefungen fiir die canti-

lever enthilt, gelegt.
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3. Die cantilever werden in einer Losung von 1mM PEG-NHS-Ester Disulfit
in wasserfreiem DMSO fiir 60 Minuten inkubiert. Dies geschieht ebenfalls
auf dem Teflonblock. Es werden etwa 30u/ der Losung verwendet, um den

Federbalken im Teflon-Block vollstindig zu bedecken.
4. Nun wird der Federbalken in DMSO, Ethanol und MilliQ-Wasser gespiilt.

5. Der cantilever wird nun in einer 0,2 M NaHCO3-Losung mit einem pH-
Wert von 8,2 gebadet, die die GAGs enthilt. Die Konzentration der GAGs
betrigt 1 %. Auch hierfiir werden etwa 30u/ der Losung verwendet.

6. Der cantilever wird nun in PBS-Puffer gespiilt und kann unter diesem bei

4°C gelagert werden.

Die Priparation der hergestellten Goldsubstrate fiir die Messungen erfolgt in ei-
nem einzigen Schritt:

Das frisch bedampfte Glas wird unmittelbar nach Entnahme aus der Bedamp-
fungsanlage weiter verwendet. Es werden 100u/ einer MBP-HD-L6sung mit ¢ =
100 % aufpipettiert und fiir eine Stunde inkubiert.

Die Bindung an Gold erfolgt durch die im MBP vorhandenen Cystein-Gruppen.

4.4 Praparation fiir Messungen mit Sulfl

Fiir die Messungen am Gesamtprotein Sulfl war es notig, die Funktionalisierung
anzupassen. Da das volle Protein katalytisch aktiv ist, muss es wihrend der Mes-
sungen an HS stetig mit ,,frischem®, sprich noch 6-O-sulfatiertem, HS versorgt
werden. Das experimentelle Setup kann das gewihrleisten, sofern das GAG auf
der Oberfliche angebunden ist: Zwischen den einzelnen Kraft-Zeit-Zyklen, die
aufgenommen werden, wird die Oberfldche lateral verschoben.

Fiir die Funktionalisierung der Oberfliche mit GAGs wurde fiir diese Messun-
gen das Protokoll fiir den cantilever aus Kapitel 4.3] verwendet. Da sowohl die
Oberfldche als auch die verwendeten cantilever goldbeschichtet sind, war es nur
notwendig, die Konzentration der GAGs auf der Oberfliche zu reduzieren. Hier-
fiir wurde die Konzentration der GAG-L6sung um den Faktor 20 auf ¢ = 0,05 %
verdiinnt. Zudem wurde die Konzentration des PEG-NHS-Disulfit Ester-Linkers
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um den Faktor 10 auf 0,1 mM verringert.

Um das Protein an den cantilever anzubinden, wurde die im Folgenden vorgestell-

te Strategie verfolgt:

¢
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In der linken Abbildung ist der ge-
wiinschte Ablauf der Funktionalisierung
schematisch dargestellt. Die 6-Amino-1-
Hexanthiole (AHT) binden iiber Thiol-
chemie an den mit Gold beschichteten
cantilever (1). Die freien Aminogrup-
pen der AHTs konnen nun genutzt wer-
den, um einen MAL-PEG-SVA Linker
iiber seine NHS-Funktionalitdt anzubin-
den (2). Die freistehenden Maleimid-
Gruppen wiederum konnen Cysteine im
Protein binden und so das Protein mit
dem Linkerkonstrukt und somit auch mit
dem cantilever verkniipfen (3). Das Pro-
tein ist hier nur abstrakt schematisch dar-
gestellt, da es bisher kaum Informatio-
nen iiber die Struktur gibt. Lediglich die
fiir diese Arbeit relevante Existenz zwei-

er Dominen soll hier angedeutet werden.

Hieraus ergab sich das im Folgenden beschriebene, neue Protokoll fiir die Funk-

tionalisierung des cantilevers:

1. Die cantilever werden in Bechergldsern mit Aceton (p.a.), Ethanol (p.a.)

und MilliQ-Wasser gereinigt.

2. Im Anschluss werden die Federbalken zum Trocknen 15 Minuten auf einen

(vorher gereinigten) Teflon-Block gelegt.
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3. Die cantilever werden in einer Losung aus 5 ml Ethanol mit ImM 6-Amino-
1-Hexanthiol fiir 60 Minuten gebadet.

4. Anschlieend erfolgt eine Reinigung mit Ethanol und DMSO.

5. Nun werden die cantilever auf einem Teflon-Block fiir eine Stunde in einer
0,1 mM Losung von MAL-PEG-SVA belassen.

6. Die anschlieBende Reinigung wird mit DMSO und Ethanol durchgefiihrt.

7. Fiir die Anbindung des Proteins werden die cantilever fiir 60 Minuten mit

einer Losung von Sulfl in PBS von ¢ ~ 1uM inkubiert.

8. Eine Reinigung mit PBS-Puffer schlieit die Priparation ab.

4.5 Force-Clamp-Messung

Die Force-Clamp-Messungen wurden mit einem AFM (MFP-3D-BIO™, Asylum
Research, Santa Barbara, USA) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Um moglichst
physiologische Bedingungen wihrend des Experimentes zu gewihrleisten, wurde
in Fliissigkeit, in diesem Fall PBS-Puffer mit pH 7,4, gearbeitet. Hierfiir wurde
das Substrat mittels eines kleinen Magneten in einer Petri-Schale (Greiner Bio-
One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) befestigt. Diese Schale wurde dann mit
ca. 5 ml PBS-Puffer gefiillt.

Die hier verwendeten Biolever verfiigen iiber zwei unterschiedliche Arten von
cantilevern mit unterschiedlichen Resonanzfrequenzen und Federkonstanten. In
den Messungen wurde der groBere cantilever verwendet, dessen Resonanzfre-
quenz bei wg = 13 kHz liegt und dessen Federkonstante mit kc =6 % sehr niedrig
ist.

Zur Durchfiihrung des Experimentes wurde die Software Igor Pro 6.22 A Wave-
metrics verwendet. Uber diese Software wurden die relevanten Parameter auf die
in Tabelle 4. 1| dargestellten Werte eingestellt.
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Parameter Wert
force distance 80 nm
pull off 30 nm
approach velocity 3000 nm/s
retract velocity 500 nm/s
trigger point 30 pN
dwell time Is
pull trigger -6 - -35pN
hold time limit 10s

Tabelle 4.1: Parameter und zugehorige Werte fiir die Force-Clamp-Messungen.

Die Bedeutung der einzelnen Parameter wird im Folgenden kurz dargestellt:

* force distance bezeichnet den Verfahrweg des cantilevers bzw. Piezos iiber

die gesamte Position-Zeit-Kurve hinweg.

* pull off gibt die Distanz an, wie weit der Federbalken von der Oberfliche
zuriickgezogen wird, bevor die Haltekraft F eingestellt wird. Hierdurch
wird die Linge des Linkers beriicksichtigt und unspezifische Adhision aus-

geschlossen.

* approach velocity und retract velocity sind die Geschwindigkeiten fiir An-

nidherung bzw. Entfernung des cantilevers von der Oberfldche.

* trigger point ist die Kraft, mit der der Federbalken in der Kontaktregion auf
die Oberflache gedriickt wird.

* dwell time ermoglicht die Einstellung der Zeit, die der cantilever in Kontakt

mit der Oberfldche verbringen soll.

* pull trigger ist die Kraft, die an dem cantilever anliegen soll, also gerade die
Clamp Kraft F¢. Dies ist der Parameter, der iiber verschiedene Experimente

hinweg variiert wurde.

* hold time limit bezeichnet die maximale Zeit, die unter Ausiibung von F¢
auf eine Dissoziation gewartet wird. Nach Uberschreitung dieser Zeit wird

der cantilever weiter von der Oberflache zurtickgezogen um so die Bindung
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aufzul6sen. Die hier gewdhlte Zeit von 10 s schlieit ausschlieBlich langle-
bige Adhision und Mehrfachbindungen aus und hilft somit, das Experiment

zu beschleunigen.

4.6 Auswertung der Force-Clamp-Daten

Die Auswertung der in den AFM-Experimenten aufgenommenen Daten erfolgt in

mehreren Schritten:
1. Zunichst werden aus den Rohdaten die Lebensdauern bestimmt.

2. Dann wird aus den Lebensdauern fiir eine Kraft die mittlere Lebensdauer

fiir diese Kraft bestimmt.

3. Fiir die weitere Auswertung werden die mittleren Lebensdauern dann ent-
weder nach dem Modell fiir slip bonds oder catch bonds approximiert, die
im Kap[2.2.2] vorgestellt wurden.

Diese Schritte sollen im Folgenden detaillierter dargestellt werden.
Fiir die Auswertung der Lebensdauern wird ein MATLAB-Skript, das von Vol-
ker Walhorn entwickelt wurde, verwendet. Dieses Skript konvertiert die Rohda-
ten aus dem proprietiren IBW-Format der Igor-Pro-Software in ein MATLAB-
kompatibles Format. Fiir die Auswertung wurde MATLAB (The MathWorks, Inc.
, Massachusetts, USA) in der Version R2008b verwendet.
Im Anschluss werden die verschiedenen Bereiche einer Distanz-Zeit-Kurve — Zu-
riickziehen des cantilevers unmittelbar nach dem Kontaktbereich (rot in Abbil-
dung [4.1), Haltebereich (griin) und der Bereich, in dem der cantilever nach Dis-
soziation einer Bindung zuriickgezogen wird (gelb)— jeweils linear approximiert.
Diese Approximation erfolgt durch eine Einteilung der Kurve in verschiedene,
kleine Intervalle, deren Steigung nach einer Glittung der Daten bestimmt wer-
den kann. Angrenzende Intervalle mit dhnlicher Steigung gehoren zum gleichen
Bereich der Kurve, ein abrupter Wechsel der Steigung zwischen zwei benachbar-
ten Intervallen ist jedoch ein Indiz dafiir, dass hier das Plateau, der Haltebereich,

beginnt oder endet. Hierbei sollte die Steigung der linaren Approximation des
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Abbildung 4.1: Screenshot des zur Auswertung benutzten M Skripts. Links im Bild ist die
Auftragung der Position iiber die Zeit zu sehen. Rechts der Verlauf der Kraft in Abhdngig-
keit der Zeit.

Haltebereichs nahe null liegen, die Steigung der anderen Fits sollte von Null ver-
schieden sein und sich dhneln.

Sind diese Bedingungen erfiillt, wird der entsprechende Datensatz, gemeinsam
mit der korrespondierenden Kraft-Zeit-Kurve, grafisch dargestellt, wie in Abbil-
dung [4.1] zu sehen ist. Der Auswertende hat nun die Moglichkeit zu entscheiden,
ob das Skript wirklich ein Abrissereignis detektiert hat oder es sich um eine falsch
positive Meldung handelt.

Zeigen die Kurven ein echtes Ereignis, kann semi-automatisch die Lebensdauer
durch Markieren von Anfang und Ende des Plateaus bestimmt werden. Zusitzlich
bestimmt das Skript die gemessene Lebensdauer aus den Schnittpunkten der li-
nearen Fits.

Die automatische Bestimmung ist in Fillen, in denen das Skript alle drei Steigun-
gen einwandfrei bestimmen kann, iiberlegen. Dies ist jedoch bei einer signifikan-
ten Anzahl der aufgenommenen Datensitze nicht der Fall.

Wie sich im Ergebnis Teil der Arbeit zeigen wird, war eine Anpassung des Skrip-
tes insofern notwendig, als dass die Intervalllinge ldnger war als ein Teil der Er-
eignisse und das Plateau so nicht bestimmt werden konnte. Daher wurde die Inter-
vallgroBe deutlich reduziert von ehemals 15 ms auf 7,5 ms. Dies hat allerdings zur
Folge, dass die Bestimmung der Steigung stirker durch das Rauschen des Signals
beeinflusst ist und somit fehleranfilliger wird. Die automatische Bestimmung der
Schnittpunkte wird damit ebenfalls ungenauer. Daher wurden fiir diese Arbeit die

halb-manuell bestimmten LLebensdauern verwendet.
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Diese Auswertung wird fiir alle aufgenommenen Kurven durchgefiihrt. Alle Dis-
soziationsereignisse einer Kraft, die als richtig positiv bestimmt wurden, werden
dabei zu einem Datensatz zusammengefasst. Pro Kraft erhilt man damit eine
Schar von Lebensdauern, die statistisch verteilt sind.

Fiir die Bestimmung der mittleren Lebensdauer einer solchen Schar werden die
vorhandenen Lebensdauern zunédchst mit MATLAB absteigend sortiert. Die An-
zahl insgesamt betrachteter Bindungen Ny entspricht der Anzahl der Dissoziati-
onsereignisse. Die Anzahl der zu einem Zeitpunkt ¢ noch existenten Bindungen
lasst sich dann bestimmen als Ny minus der Anzahl der gemessenen Lebensdau-
ern, die kleiner als ¢ sind.

Dieser Verlauf geniigt dem Zusammenhang N(¢) = Noe™© mit 7 als der mittleren
Lebensdauer. Abbildung [4.2] zeigt eine entsprechende Auftragung der logarith-
mierten Anzahl der Bindung iiber die Zeit samt eines angelegten linearen Fits.
Die Steigung p dieses Fits entspricht gerade der inversen mittleren Lebensdauer

T.

In (# intact bonds)
N
1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
time [s]

Abbildung 4.2: Auftragung des Logarithmus der Anzahl noch existenter Bindungen gegen
die Zeit. Durch die lineare Approximation kann die mittlere Lebensdauer aus der Steigung
bestimmt werden.
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Die so bestimmten Lebensdauern sind aber natiirlich fehlerbehaftet. Zum einen
ist das Anlegen des linearen Fits bereits mit einem Fehler, insbesondere auch der
Steigung, verbunden. Dieser Fehler Ap wird direkt von MATLAB nach dem Fit
ausgegeben. Da die Lebensdauer 7 und die Steigung p reziprok verkniipft sind,
folgt nach der Gaul3’schen Fehlerfortpflanzung fiir At:
Arzﬁ-Apz—i~Ap:—Tz-Ap (4.1)
Sp p?
Neben diesem Fehler, der sich aus der Bestimmung der Steigung ergibt, ist jedoch
die Bestimmung jeder einzelnen Lebensdauer bereits mit einer Ungenauigkeit be-
haftet.
Diese kommt durch die endliche Auflosung des verwendeten Skriptes und der
letztlich mit einer unteren Grenze versehenen Genauigkeit beim halb-manuellen
Bestimmen der Plateaulinge zustande. Dieser Teil des Fehlers, der mit Al =0,015
s angenommen wird, hat den groBeren Einfluss auf den Gesamtfehler, der sich fo-

glich als
_1 >
ATGesam: = 7z Ap+Al=—1°-Ap+ Al (4.2)

bestimmen lédsst. Streng genommen handelt es sich bei dieser Betrachtung des
Fehlers um eine zu groBe Abschitzung: Die Ungenauigkeit in der Bestimmung
jeder einzelnen Lebensdauer nimmt Einfluss auf die Genauigkeit der Steigung,
da jeder einzelne Datenpunkt fehlerbehaftet ist. Die lineare Regression zur Stei-
gungsbestimmung reduziert aber den Einfluss der Ableseungenauigkeit durch Mit-
telung, so dass zwar der Fehler in der Steigung groBer wird, der Gesamtfehler je-
doch kleiner.

In Anbetracht des grolen Einflusses der Ableseungenauigkeit wurde entschieden,
die Ableseungenauigkeit direkt zu verwenden, was zu groBeren Gesamtfehlern
fiihrt. Diese Fehler werden in Form von Fehlerbalken in den Grafiken représen-

tiert.

Die mittleren Lebensdauern, die wie hier dargestellt bestimmt wurden, konnen

nun fiir die Auswertung nach dem bereits diskutierten two-state-two-path- Modell
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im Fall von catch bonds oder dem one-state-one-path-Modell im Fall von slip
bonds verwendet werden. Hierfiir werden die mittleren Lebensdauern gegen die
Kraft aufgetragen.

Die Nutzung von Gleichung [2.12] erfordert hierbei zuniéchst die Bestimmung von
k1 und x; bzw. k> und x, aus der Approximation des ersten bzw. zweiten slip-
bond-Bereichs des Lebensdauer-Kraft-Graphen nach der Theorie von Kramers-
Bell-Evans und damit nach Gleichung

Im Fall von slip bonds kann die Auswertung unmittelbar durch Verwendung von
Gleichung [2.8]erfolgen.

Im Anschluss konnen dann nach dem two-state-two-path-Modell AE und Ax aus
einem Fit iiber den gesamten Datenbereich, der die zuvor bestimmten Parameter

verwendet, erschlossen werden. Dies wird detailliert im Ergebnisteil prisentiert.



4.7. LISTE DER VERWENDETEN MATERIALIEN 43

4.7 Liste der verwendeten Materialien

Reagenz Hersteller
Heparansulfat (HS) Celsus Glycoscience Inc., Cincinnati,
USA

N-sulfatiertes K5-Polysaccharid

Iduron Ltd., Manchester, Grof3britannien

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol p.a. Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

Aceton p.a. Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
MilliQ-Wasser Millipore, Eschborn, Deutschland

PBS Puffer Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

6-Amino-1-Hexanthiol

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland

NHS-PEG-Disulfit Ester Linker

Polypure AS (MW 1109,3) , Oslo,
Norwegen

Maleimid-PEG-Succinimidyl Valerat
Linker (MW 3400)

Laysan Bio Inc., Arab, Alabama, USA

Toolcraft 1347647 Epoxy Transparent 5

Conrad Electronic SE, Hirschau ,
Deutschland

Tabelle 4.2: Liste der verwendeten Chemikalien.
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S Ergebnisse und Diskussion

In diesem Abschnitt der Arbeit werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Expe-
rimente priasentiert und diskutiert. Im Anschluss werden Interpretationsansitze zu
den Daten vorgestellt.

Im Rahmen der Messreihen dieser Arbeit werden Bindungsparameter der hydro-
philen Domiine der Sulfatase 2 (Sulf2HD), des vollstdndigen Proteins Sulfatase
1 (Sulfl) und einer Mutante der Sulfatase 1 (SulflCA) charakterisiert. Fiir jedes
der Proteine bzw. Proteinfragmente wurde sowohl die Wechselwirkung mit dem
physiologischen Substraten Heparansulfat (HS) als auch mit Heparosansulfat (K5-
NS), einem verwandten GAG, dem die 6-O-Sulfate und 2-O-Sulfate fehlen, expe-
rimentell gemessen. Die Durchfithrung der Experimente ist in Kapitel 4| detailliert

beschrieben.

5.1 Sulf2HD: Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wurden die Experimente fiir die hydrophile Doméne der Sulfatase 2

durchgefiihrt. Daher sollen diese hier auch zuerst vorgestellt werden.

5.1.1 Sulf2HD und HS

Es wurde die Wechselwirkung zwischen Sulf2HD und dem GAG Heparansulfat
untersucht. Die aufgezeichneten experimentellen Daten wurden ausgewertet, wie
in Kapitel 4.6 beschrieben. Hierbei besteht ein Zwischenschritt darin, die mittlere
Lebensdauer bei einer bestimmten Haltekraft zu bestimmen iiber die Auftragung
des Logarithmus der intakten Bindungen iiber die Zeit. Einige Beispiele dieser
Auftragung sind in Abbildung [5.1] dargestellt. Wie in der Grafik zu erkennen ist,
fiihrt eine Zunahme der angelegten Haltekraft, hier von 11 pN iiber 12 pN und 14
pN auf 16 pN, zu einer sukzessiven Abnahme der Steigung einer an die Messdaten

angelegten, linearen Approximation.

45
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« 11pN
« 12pN

14 pN
« 16 pN

In (# intact bonds)

—— T T T
0,8 14 16 1,8

time [s]

Abbildung 5.1: Messdaten (Punkte) sowie lineare Approximationen (Linien) bei verschie-
denen Haltekrdiften fiir das System Sulf2HD/HS. Es kommt zu einer Abnahme der Steigung
im gezeigten Kraftintervall.

Da, wie bereits diskutiert, diese Steigung und die Lebensdauer reziprok verkniipft
sind, entspricht die Abnahme der Steigung einer Zunahme der mittleren Lebens-

dauer. Diese Anderung der Lebensdauer deutet auf catch-bond-Verhalten hin.

Auf Basis dieses Verhaltens wurde fiir die weitere Analyse das two-state-two-
path-Modell, das in Kapitel [2.2.2] beschrieben ist, verwendet.

Die so bestimmten exponentiellen Approximationen fiir die Zustinde S| und $;
sowie die Approximation fiir den Verlauf nach dem two-state-two-path-Modell
tiber den gesamten Kraftbereich sind in Abbildung [5.2] gezeigt. Die Grafik zeigt
deutlich dreiphasiges catch-bond-Verhalten (slip-catch-slip). Dieses Verhalten konn-
te bereits fiir die hydrophile Doméne der homologen Sulfl nachgewiesen wer-
den [[18]].
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Abbildung 5.2: Berechnete mittlere Lebensdauern fiir das System Sulf2HD/HS. Es sind
sowohl die Approximationen fiir die beiden Zustinde S| (rot) bzw. Sy (griin) eingezeich-
net als auch die kombinierte Approximation nach dem two-state-two-path-Modell. Inset:
Verdnderung der Besetzungswahrscheinlichkeit der beiden Zustidnde unter Zunahme der
externen Kraft.

Im Intervall zwischen 10 pN und 18 pN kommt es mit ansteigender Kraft zu einer
Zunahme der Lebensdauer von 7 = 0,096 s auf 7 = 0,325 s. Wihrend in diesem
Intervall die Lebensdauer um den Faktor 3 zunimmt, zeigt sich fiir Kréfte kleiner
als 10 pN oder groBer als 18 pN ein exponentieller Abfall der Lebensdauer bei
Zunahme der Kraft. Dies entspricht gerade den Vorhersagen des two-state-two-
path-Modells, da sich das System in diesen Kraftintervallen nahezu ausschliel3-
lich in 7 (niedrige Krifte) bzw. S, (hohe Krifte) befindet und somit klassisches
slip-bond-Verhalten zeigt.

Aus den Anpassungen nach dem two-state-two-path-Modell folgt fiir den Zustand

S eine Dissoziationsratenkonstante von k(l) = (0,28 £0,20) s~!, die einer Le-
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bensdauer von ) = (3,57 £2,55) s entspricht. Die Reaktionslénge ergibt sich
zu x; = (1,59 +0,61) nm. Die entsprechenden Werte fiir den Zustand bei hohen
Kriften > konnten als k(z) =(1,23+0,92) s, entsprechend einer Lebensdauer
von 9 = (0,83 +£0,63) s, und x, = (0,24 £0,17) nm berechnet werden.

Der Unterschied in der freien Energie der beiden Zustinde S| und S, ldsst sich
durch Gleichung [2.12{bestimmen als AG = (36,8 £ 15,6) fl—ojl, wihrend die Dif-
ferenz der Wechselwirkungslingen entlang der wirkenden Kraft als Ax = (3,6 +
1,2) nm kalkuliert wurde.

5.1.2 Vergleich mit SulflHD

Untersuchungen wie diese wurden bereits fiir die hydrophile Doméne der iso-
formen Sulfl durchgefiihrt [18]. In Tabelle sind die jeweiligen berechneten
GrofBen gegeniibergestellt.

HD xi[nm] | x [nm] | Ax [nm] | &%[s71] | KO0s™'] | AG [kI/Mol]
SulflHD | 1,23 0,32 3,2 0,12 0,24 21,9
Sulf2HD | 1,59 0,24 3,6 0,28 1,23 36,8

Tabelle 5.1: Daten der two-state-two-path-Analyse der hydrophilen Domdne von Sulfl
und Sulf?.

Wihrend zwar grundlegend @hnliche Eigenschaften der Bindungen bei beiden Iso-
formen zu sehen sind, wie beispielsweise vergleichsweise gro3e x; und k(z) und na-
hezu identische Ax, zeigt sich, dass die Dissoziationsratenkonstanten der Sulf2HD
bedeutend groBer sind als die Raten fiir Sulf1HD. Dies entspricht kiirzeren Le-
bensdauern fiir das System Sulf2ZHD/HS. Zudem ist der Unterschied in der freien
Energie zwischen beiden Zustidnden, AG, fiir die Bindung Sulf2HD/HS signifi-

kant grofer.

Fiir eine mogliche Interpretation dieser Unterschiede ist es hilfreich, sich die Rolle
der HD wihrend der Desulfatierung von HS durch Sulf2 zu vergegenwirtigen: Es
konnte gezeigt werden, dass Sulf2 ohne HD zwar weiterhin katalytisch aktiv ist,

jedoch tiber keinerlei prozessive Aktivitidt mehr verfiigt [23]]. Die HD ermoglicht
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also das gerichtete, prozessive Entlanggleiten der Sulfatase an ihrem Substrat. Sie-
he hierzu auch Kapitel [3.2]

Anderungen in den Bindungsparametern, wie sie zwischen SulflHD und
Sulf2HD nachgewiesen werden konnten, sollten Einfluss auf diesen katalytischen
Prozess nehmen. Mogliche Erklarungsansitze fiir die Bedeutung der Unterschiede
in der Lebensdauer der Bindung und der Differenz der freien Energien zwischen
Sulf1HD und Sulf2HD lassen sich aus dem Modell des Prozesses entwickeln: So
konnte sich die Geschwindigkeit des Durchlaufens des Prozesses von S nach $;
und zuriick verdndern — und damit die Bewegungsgeschwindigkeit entlang des
Heparansulfats. Ebenso ist denkbar, dass die Reproduzierbarkeit des Prozesses
zwischen Sulf1 und Sulf2 unterschiedlich ist.

Um eine vollstdndige Desulfatierung einer S-Region ohne vorherige Dissoziation
zu gewihrleisten, obwohl die Lebensdauer der Bindung Sulf2ZHD/HS wesentlich
niedriger ist, miisste der katalytische Prozess mit seinem Wechsel von S in $;
und zuriick wesentlich schneller durchlaufen werden.

Es ist jedoch bekannt, dass Sulf2 kleine Heparinfragmente deutlich langsamer
desulfatiert als Sulf1 [23]]. Hier liegt also der Schluss nahe, dass der Prozess nicht
bedeutend schneller durchlaufen wird, sondern eher beeintrichtigt wird durch die

niedrigeren Lebensdauern, beispielsweise durch vorzeitige Dissoziation.

Hierfiir konnte auch sprechen, dass sich die Sulfatierungsmuster von Heparansul-
fat unterscheiden, falls nur Sulfl oder Sulf2 vorliegen [87,88]]. Eine Beeintrichti-
gung des katalytischen Prozesses hat vermutlich Auswirkungen auf Effizienz und
Effektivitit der Arbeit der Sulfatase und somit auch auf den Sulfatierungsgrad.

Durch fehlende Informationen zur Struktur der Sulfatasen muss die Diskussion
der Unterschiede zwischen Sulf1HD und Sulf2HD hier leider rein phinomenolo-

gisch bleiben und sich auf funktionale Aspekte beschrinken.

Zusammenfassend lédsst sich feststellen, dass gezeigt werden konnte, dass die hy-
drophile Doméne von Sulf2 wie erwartet catch-bond-Verhalten zeigt. Es gibt deut-
liche Unterschiede in den Bindungsparametern zwischen SulfIHD und Sulf2HD;

hier wurden mogliche Interpretationsansitze aufgezeigt.
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5.1.3 Sulf2HD und KS5-NS

Als Kontrollexperiment zur Untersuchung der Bedeutung der 6-O-Sulfate des He-
paransulfats wurde zusétzlich die Bindung von S2HD und K5-NS, einem GAG
ohne 6-O-Sulfate und 2-O-Sulfate, mittels Force-Clamp-Spektroskopie untersucht.

« 10pN

In(# intact bonds)

time [s]

Abbildung 5.3: Messdaten (Punkte) sowie lineare Approximationen (Linien) bei verschie-
denen Haltekrdften fiir das System Sulf2HD/K5-NS. Es kommt zu einer Zunahme der Stei-
gung im gesamten untersuchten Kraftbereich. Daten von A. Erol.

Die Bestimmung der mittleren Lebensdauer ergibt hier ein anderes Bild: Fiir zu-
nehmende externe Krifte nimmt die Steigung aus den bereits mehrfach betrach-
teten Auftragungen immer weiter zu. Dies korrespondiert mit einer Abnahme der
Lebensdauer und ist in Abbildung|5.3|fiir einige exemplarische Haltekrifte darge-
stellt.

Diese monotone Abnahme der Lebensdauer entspricht gerade slip-bond-Verhalten.
Daher wurden diese Daten nach dem entsprechenden one-state-one-path-Modell

nach Kramers, Bell und Evans analysiert. Die sich hieraus ergebende exponenti-
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elle Approximation ist in Abbildung|[5.4]dargestellt. Fiir dieses System ergibt sich
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Abbildung 5.4: Berechnete mittlere Lebensdauern fiir das System Sulf2HD/K5-NS samt
aaproximierten exponentiellem Verlauf. Daten von A. Erol.

eine Dissoziationsratenkonstante von kgff = 0,6 s !, aus der eine Lebensdauer

von 7° = 1,67 s folgt, sowie eine Reaktionslinge von x = 0,4 nm.

Relevanz der 6-O-Sulfate

Das fiir Experimente mit K5-NS im Vergleich zu Experimenten mit HS ausblei-
bende catch-bond-Verhalten deutet auf die grole Relevanz der 6-O-Sulfate der
GAG:s fiir die Bindung hin. Dieser Unterschied zwischen der Bindung an HS und
an K5-NS wurde bereits in Experimenten mit Sulf|HD beobachtet [18]].

Verkniipft man den hier fehlenden zweiten Bindungszustand mit den Uberlegun-
gen, die beziiglich des Zusammenhangs zwischen dem two-state-two-path-Modell
und dem Ablauf des katalytischen Prozesses bereits in Kapitel[3.2]vorgestellt wur-
den [91]], deutet sich an, dass die Anwesenheit der 6-O-Sulfate wesentlich ist fiir

die Anbindung nach der Konformationsinderung wihrend des Prozesses oder die
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Konformationsidnderung fordert:

Der zweite Zustand des two-state-two-path-Modells ist, sofern keine externe Kraft
vorliegt, nicht unmittelbar zugiinglich. Er kann erreicht werden, wenn es aufgrund
thermischer Fluktuationen zu einer Streckung des Molekiils kommt [91]. Die
Richtung dieser Streckung kann hierbei durch die Anwesenheit von 6-O-Sulfaten
in Richtung der Bewegung der Sulfatase beeinflusst werden. Ebenso ist es vor-
stellbar, dass die Anwesenheit von 6-O-Sulfaten das notwendige Uberschreiten
der Energiebarriere fiir den Wechsel von §; in S, begiinstigt. Am Ende einer S-
Region, wenn weitere 6-O-Sulfate fehlen, kann es dann zu einer Ablosung vom
Substrat kommen, da der allosterische Effektor fiir den Wechsel des Bindungszu-
standes fehlt.

Fiir Substrate ohne diese 6-O-Sulfate — wie K5-NS — entfallen diese allosterischen
Effekte und der Wechsel zwischen zwei gebundenen Zustidnden kann nicht erfol-

gen und es ergibt sich, dem one-state-one-path-Modell folgend, ein slip bond.

Ebenso ist es vorstellbar, dass die Konformation der Bindung an K5-NS eine vol-
lig andere ist als bei der Bindung an Heparansulfat. So wurde bereits fiir die Bin-
dung der hydrophilen Domine der Sulfatase 1 an K5-NS vermutet, dass es sich
um rein elektrostatische Wechselwirkungen handelt [[18]]. Ein solcher, vollig an-
ders gearteter Bindungszustand hitte moglicherweise gar keine Moglichkeit, in
einen fester gebundenen Zustand iiberzugehen. In diesem Bild wéren es also nicht
die fehlenden 6-O-Sulfate, die einen Zustandswechsel samt anschlieBender Bin-

dung verhindern, sondern ein voéllig anderer Ausgangszustand.

Da die Relevanz der 6-O-Sulfate aber in Messungen mit HS-6S bestitigt werden
konnte [90], lédsst sich vermuten, dass hier ein Zusammenspiel beider Faktoren,
also des anders gearteten Bindungszustandes und des Mangels an Bindungsstellen

fiir die gestreckte Konformation, zum Autreten von slip-bond-Verhalten fiihrt.
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5.2 Sulfl: Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 Sulfl und HS

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Experimente mit dem vollstindi-
gen Protein Sulfl vorgestellt. Fiir die folgende Diskussion und spitere Interpre-
tation ist zu bedenken, dass das vollstidndige Protein vermutlich iiber wenigstens
vier Bindungsstellen, die an Heparansulfat binden konnen, verfiigt. Zwei dieser
Bindungsstellen liegen dabei in der hydrophilen Doméne, zwei weitere konnten
vor kurzem in der katalytischen Doméne von Sulf2 identifiziert werden [95]]. Der
Schluss, das also auch die katalytische Doméine von Sulf1 iiber zwei eigenen Bin-
dungsstellen verfiigt, liegt hier nahe. Hierauf wird im Verlauf dieses Kapitels noch
an verschiedenen Stellen eingegangen.

Fiir die Experimente mit dem vollstindigen Protein war es zuniéchst notwendig,
eine neue Funktionalisierungsstrategie zu entwickeln und zu testen. Diese ist in
Kapitel 4.4 dargestellt.

Verifikation der Funktionalisierung

Fiir die Verifikation, dass die mit dieser Funktionalisierung gemessenen Dissozia-
tionsereignisse durch die Wechselwirkung der Sulfl und HS zustande kommen
und nicht durch Wechselwirkungen zwischen Linkern o0.4. , wurden eine Reihe
von Kontrollexperimenten durchgefiihrt.

Fiir diese Experimente wurde die vollstdndige Priparation mit einer Teilprdpara-
tion verglichen. Fiir die Teilpridparation wurde die Funktionalisierung exakt ge-
nauso durchgefiihrt wie bei der vollstandigen Préaparation; der Schritt in dem das
Protein Sulf1 hinzugefiigt wird, wurde jedoch ausgelassen.

Nun konnte fiir beide Prédparationen die Wahrscheinlichkeit, ein richtig positives
Ereignis zu detektieren, iiber viele Messzyklen hinweg bestimmt werden. Es er-
gab sich eine Wechselwirkungswahrscheinlichkeit von 1,5 % fiir die vollstindige
Priparation. Diese auf den ersten Blick niedrige Wahrscheinlichkeit ist fiir Ein-
zelmolekiilexperimente vorteilhaft, um beispielsweise multiple Bindungen zu re-
duzieren und wurde daher bewusst so niedrig gewihlt.

Die Wechselwirkungswahrscheinlichkeit fiir die unvollstindige Priparation lag
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bei 0,19 %. Dies bedeutet, dass knapp 0,2 % aller Kurven fiir Messungen mit der
unvollstindigen Prédparation ein Dissoziationsereignis zeigen. Damit ist nicht voll-
stdndig auszuschlieBen, dass auch einzelne Dissoziationsereignisse fiir die voll-
standige Pridparation falsch positive Ereignisse sind; ihr Anteil an allen Ereig-
nissen betrdgt jedoch nur etwa 12,7 %, wie aus dem Verhéltnis der Wechselwir-
kungswahrscheinlichkeiten hervorgeht. Von diesen falsch positiven Ereignissen
wird durch die Auswertung zudem ein signifikanter Teil entfernt, da jede einzelne
Kraft-Zeit-Kurve gepriift wird. Zeigt diese Kurve einen untypischen Verlauf, wird
sie verworfen. Unspezifische Bindungen sind zudem in der Regel langlebig [17]
und konnen so groftenteils bei der Bestimmung der mittleren Lebensdauer ausge-

schlossen werden.

Ergebnisse

Fiir diese Experimente wurde die Auswertung vorgenommen, wie sie in Kapitel
M.6|beschrieben und auch fiir die Versuche mit der hydrophilen Doméne angewen-

det wurde. Zur Bestimmung der Lebensdauern wurde folglich eine Approximati-

8 pN
10 pN
16 pN
22 pN
24 pN
m
o
c
S
a
S
8
£
®
£
1
0,5

time [s]

Abbildung 5.5: Beispielhafte Steigungen fiir das System Sulfl/HS. Der Pfeil deutet den
Verlauf der Steigungen an, die erst zunehmen, dann jedoch wieder abflachen.
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on benutzt, die an den exponentiellen Zerfallsverlauf der Dissoziationsereignisse
angepasst wurde. Hierbei ergab sich eine Anderung der Lebensdauer in Abhiingig-
keit der Haltekraft F¢. Beispielhafte lineare Approximationen sind in Abbildung
[5.5| dargestellt.

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, fiihrt eine Zunahme der Haltekraft von 8 pN
(schwarz) tiber 10 pN (rot) auf 16 pN (blau) zu einer Zunahme der Steigung. Dies
entspricht einer Abnahme der Lebensdauer. Fiir Haltekrifte von 22 bzw. 24 pN
nimmt die Steigung jedoch wieder ab und die Lebensdauer somit zu. Es handelt
sich also um catch-bond-Verhalten.
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Abbildung 5.6: Lebensdauer in Abhdiingigkeit der Kraft fiir das System Sulfl/HS. Einge-
zeichnete Kurven fiir die Zustinde Sy (rot), S, (griin) und fiir die Uberlagerung beider
Zustidnde (blau) sind Trendlinien. Inset: Verdnderung der Besetzungswahrscheinlichkeit
psi(F) bzw. psy(F) der Zustinde Sy (rot) und S, (griin) in Abhdingigkeit der Kraft.

Eine Auftragung aller mittleren Lebensdauern in Abhingigkeit der externen Kraft
ist in Abbildung [5.6] gezeigt. Auch hier ist der catch-bond-Verlauf zwischen etwa
17 pN und 24 pN zu erkennen. Fiir dieses System handelt es sich um ein dreiphasi-

ges Verhalten: Die Lebensdauern nehmen zunéchst ab (slip bond), dann zu (catch
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bond) und im Anschluss wieder ab (slip bond). Dieses Verhalten zeigen auch die
bereits untersuchten hydrophilen Doménen, wie in Kapitel [5.1.1] dargestellt und
in [18] veroffentlicht. Auch fiir das Vollprotein wurde daher das two-state-two-

path-Modell fiir die weitere Analyse verwendet.

Wie in Abbildung [5.6] zu sehen ist, liegt das Intervall, in dem die Lebensdauer
der Bindung zunimmit, fiir dieses System zwischen 17 pN und 24 pN und damit
deutlich iiber dem Kraftbereich von 10 - 20 pN, in dem catch-bond-Verhalten fiir
die hydrophile Doméne auftritt. Damit einhergehend ist der Zustand S5, den das
System bei hohen externen Kriften einnimmt, in dieser Messung nur durch weni-
ge Datenpunkte charakterisiert, die zudem noch eine nicht zu vernachlidssigende
Streuung aufweisen. Eine Diskussion iiber mogliche Griinde fiir diesen Verlauf

findet sich spiter in diesem Kapitel.

Trotz oben genannter Einschridnkungen wurde das two-state-two-path-Modell ver-
wendet, um das System zu charakterisieren. Es ergab sich eine Dissoziationsra-
tenkonstante aus dem Zustand S; von kY = (2,86 +2,28) s~!. Dies entspricht
einer Lebensdauer von r? = (0,35+£0,28) 5. Die Reaktionslidnge konnte als x; =
(0,60 4 0,38) nm abgeschitzt werden.

Fiir den Zustand S, ergab sich die Dissoziationsratenkonstante als kg = (4,46 +
3,014) 5!, entsprechend einer Lebensdauer von 79 = (0,22 £0,15) s. Die Re-
aktionslinge als Fit-Parameter wurde mit kiinstlichen Grenzen bestimmt und liegt
bei x, = 0,15 nm. Fir das gesamte System wurde nun die Differenz der frei-
en Energie zwischen den beiden gebundenen Zustinden S und S, bestimmt zu
AGgiso = (52,3£72,6) L.

Eine solche quantitative Analyse in Hinblick auf Ratenkonstanten und Energien
ist aufgrund der Streuung der Datenpunkte ungenau und, wie oben zu sehen, mit
hohen Fehlern behaftet. Die in Abbildung[5.6| gezeigten Kurvenverldufe sind aus
eben diesen Griinden als Trendlinien zu verstehen, die lediglich ein mogliches
Verhalten des Systems darstellen. Insbesondere fiir die Approximation, die zum
Zustand S, gehort, liegen fiir eine korrekte Quantifizierung der Parameter der Ap-
proximation nicht ausreichend Datenpunkte vor, daher wurde hier iiber das Set-
zen von kiinstlichen Grenzen fiir die Parameter eine Trendlinie erzeugt. Da diese

Parameter auch fiir die Bestimmung weiterer, charakteristischer Groflen wie der
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Differenz der freien Energie der beiden Zustinde verwendet werden, sind simt-
liche berechneten Groflen mit hoher Unsicherheit behaftet und konnen hdchstens

eine ungefdhre Orientierung geben.

Vergleich mit Sulf1HD

Ein Vergleich zu den Daten, die fiir die hydrophile Doméne des Proteins erhoben
wurden [18], ist in Tabelle[5.2] gezeigt. Wihrend auch hier, dhnlich wie beim Ver-
gleich der HDs der beiden Isoformen Sulfl und Sulf2, grundlegende Tendenzen
gleich bleiben, gibt es signifikante Unterschiede in den abgeschitzten Parametern.

Hierbei fallen insbesondere zwei Unterschiede zwischen der hydrophilen Domé-

xilnm] | x; [nm] | Ax[nm] | &%s7'] | K0s™'] | AGss2 [kI/Mol]
SulflHD | 1,23 0,32 3,2 0,12 0,24 21,9
Sulf1 0,6 0,15 44 2,86 4,46 52,3

Tabelle 5.2: Daten der two-state-two-path-Analyse der hydrophilen Domdne von Sulfl
sowie des Vollproteins Sulfl.

ne und dem vollstdndigen Protein ins Auge:

Die wesentlich erhohten Dissoziationsratenkonstanten k(l) und kg ,dievon 0,12 51
auf 2,86 s~ ! bzw. von 0,24 s~ ! auf 4,46 s~! angestiegen sind, sowie eine bedeu-
tend hohere Differenz der freien Energien zwischen Zustand S| und Zustand S,
AG, die fiir das vollstindige Protein 52,3 kJ /Mol betrigt, fiir die hydrophile Do-
mine jedoch 21,9 kJ/Mol.

Zudem findet, wie bereits erwihnt, der ﬁbergang zwischen S und S, fiir das voll-
standige Protein bei hoheren Kriften statt und der two-state-two-path-Verlauf aus
Abbildung [5.6] fiir hohe Krifte weist eine eine hohere Streuung der Datenpunkte

auf.

Diskussion

Im Folgenden werden diese vier Aspekte — die erhohte Differenz der freien Ener-
gie, die erhohten Dissoziationsraten, die hohere Kraft fiir den Zustandswechsel
und der two-state-two-path-Verlauf fiir hohe Krifte — diskutiert und mogliche

Erklarungen présentiert. Eine hierauf aufbauende Interpretation der vorliegenden
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Daten und Erkldrungen in Bezug auf den katalytischen Prozess findet sich in Ka-

pitel[5.2.3]

Vor dem Hintergrund, dass hier das vollstindige Protein vermessen wurde — und
nicht nur die Domine, die vermutlich fiir die Bindung verantwortlich ist — er-
scheint es plausibel, dass es bei einer prozessoralen Aktivitit, die eine Bewegung
entlang des Substrates ermoglicht [23L[91]], zu einem bestindigen, koordinierten
Wechsel zwischen Dissoziation und Assoziation einzelner Bindungsstellen kom-
men sollte. Dies wiirde durch héhere Dissoziationsratenkonstanten — woméglich

gepaart mit hoheren Assoziationsraten — unterstiitzt.

Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass die Affinitdt zu Heparansulfat der
HD alleine hoher ist als die des gesamten Proteins [90]. Dies konnte zumindest
einen Teil des hier beobachteten Unterschiedes in den Dissoziationsratenkonstan-
ten erkldren: Eine niedrigere Affinitit, wie sie fiir das gesamte Protein gemessen
wurde, kann mit einer hoheren Dissoziationskonstante - und damit hoheren Dis-
soziationsratenkonstanten - korrespondieren. Dies gilt allerdings nur, sofern die
Assoziationsratenkonstante der beiden Systeme in etwa vergleichbar ist. In den
hier durchgefiihrten Experimenten konnte die Assoziationsratenkonstante jedoch
nicht bestimmt werden, daher ist ein Zusammenhang der beiden Beobachtungen

bisher nur eine Vermutung.

Wie zu Beginn der Prisentation der Ergebnisse fiir dieses System bereits erwédhnt
wurde, ist mittlerweile zudem bekannt, dass auch die katalytische Doméne der
Sulfatase 2 iiber Bindungsstellen fiir Heparansulfat verfiigt [95]. Diese beiden
Bindungsstellen werden, nach den Aminosduren, aus denen die Bindungsmoti-
ve zusammengesetzt sind, als LKKK und VKEK bezeichnet. Es wird vermutet,
dass diese Bindungsstellen die Aufgabe iibernehmen, die Zufithrung des Substra-
tes zum katalytischen Zentrum zu stabilisieren. Hierfiir bilden die Bindungsstellen
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen einem 6-O-Sulfat und einer Lysin-
Seitenkette (LKKK) bzw. eine Salzbriicke zwischen einem 2-O-Sulfat und einer
Aminogruppe (VKEK) aus . Das auch die CAT-D von Sulf1 iiber Bindungsstellen

verfiigt erscheint aufgrund der groBen Ahnlichkeit der beiden Isoformen plausibel.
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Die Verinderung der Energiedifferenz gegeniiber der hydrophilen Doméne deu-
tet auf Anderungen im Bindungsverhalten gegeniiber dem System SulflHD/HS
hin. Eine Erhohung der Differenz der freien Energie der beiden Zustinde AGyg; s
gegeniiber den Zusténden fiir die Bindung der HD mit HS konnte dabei durch ver-
schiedene Faktoren zustande kommen. Eine Moglichkeit ist eine stirkere Absen-
kung des stiarker gebundenen Zustandes S, aus dem two-state-two-path-Modell.
Eine solche Absenkung konnte durch die Ausbildung zusitzlicher Bindungen in
Zustand Sy, beispielsweise von der katalytischen Doméne, bedingt sein.
Zusitzliche Bindungen als Grund fiir die Absenkung des stiarker gebundenen Zu-
standes wird bereits fiir das Zusammenspiel der beiden Bindungsstellen in der
HD und der Konformationsénderung hin zu einer gestreckten Konformation ver-
mutet [91]. Eine noch stirkere Absenkung des Zustandes S, durch zusétzliche
Bindungen der CAT-D erscheint daher vorstellbar.

Die beobachtete Verschiebung des Uberganges zwischen den beiden Zustinden
S1 und S, zu hoheren Kriften spricht moglicherweise auch fiir eine gewisse Sta-
bilisierung des Systems, wie sie ebenfalls durch zusitzliche Bindungen denkbar
ist.

Hier wire es notig, weitere Messungen mit dynamischer Kraftspektroskopie durch-
zufithren und mittels der Gleichung von Jarzynksi zu analysieren. Dies wiirde
einen Zugang zu der freien Energie der einzelnen Zustinde und insbesondere der

Aktivierungsbarriere zu ermoglichen.

Weiterhin kann der in Abbildung [5.6] gezeigte catch-bond-Verlauf fiir den Zu-
stand S sehr gut approximiert werden, zeigt jedoch einen undeutlicheren, sprich
stirker streuenden, Verlauf fiir den Zustand S,. Dies konnte ein Hinweis auf ein
Zusammenspiel zwischen CAT-D und HD sein, in dem Bindungen der CAT-D
im Zustand S, ausgebildet sind, worauf die oben diskutierte Differenz der frei-
en Energie ebenfalls hindeutet: Wird ein Dissoziationsereignis bei hohen Kriften
detektiert, kann das System vorher in unterschiedlichen Zustidnden sein. So wird
vermutlich die HD in gestreckter Konformation gebunden sein, ob und welche
der schwicheren Bindungen der CAT-D [95] ausgebildet sind, ist jedoch nicht

ohne Weiteres zu unterscheiden. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass eine
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vermutlich nicht zu vernachlidssigende artifizielle Kraft auf das System wirkt, ist
vorstellbar, dass die schwicheren Bindungen der CAT-D zeitweilig gelost werden.
So konnten die beobachteten Ereignisse aus Uberlagerungen von Unterzustinden
bestehen. Der undeutlichere Verlauf der two-state-two-path-Approximation wiir-
de hier also dadurch zustande kommen, dass im physiologischen, also kraftfreien,
System im Zustand S> Bindungsstellen der CAT-D gebunden haben, es hier im
Experiment jedoch durch die Kraft zu Storeinfliissen auf diese Bindungen samt
partieller Dissoziation kommt.

Dieses Phinomen ist fiir kleine externe Kréfte nicht zu beobachten. Dies konnte
damit zusammenhéngen, dass die Kréfte dann zu klein sind, um die Bindungen
teilweise zu l6sen. Eine weitere Erkldarung konnte sein, dass im Zustand Sy, also
bei kleinen externen Kriften, weniger Bindungen der katalytischen Doméne aus-
gebildet sind.

Im Zusammenspiel der hier diskutierten Uberlegungen mit den Erklirungen fiir
die erhohte Energiedifferenz ldsst sich also begriindet vermuten, dass in S mehr
Bindungen der CAT-D ausgebildet sind als in Sj.

Die hier diskutierten Punkte werden spiter in Kapitel [5.2.3] noch einmal aufge-

griffen und in Beziehung zum katalytischen Prozess gesetzt.
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5.2.2  Sulfl und K5-NS

Fiir die Messungen des gesamten Proteins Sulfl mit K5-NS wurde ebenfalls die

Auswertung aus Kapitel 4.6 verwendet.

Ergebnisse

Die Auftragung des Logarithmus der noch intakten Bindungen iiber die verstri-
chene Zeit, wie sie in Abbildung zu sehen ist, zeigt sehr dhnliche Verldufe
sowohl fiir eine Kraft von 10 pN, die vermutlich vor einem moglichen catch-bond-
Intervall liegen miisste, als auch fiir eine Kraft von 15 pN. Eine Kraft von 15 pN
war fiir das System Sulf1/HS schon in der Nihe des Lebensdauer-Minimums. Bei
einer Kraft von 20 pN, die bisher zum oberen Ende des Regimes der ansteigen-
den Lebensdauern gehorte, war auch keine signifikante Anderung der Steigung zu
erkennen. Diese ausbleibenden signifikanten Anderungen in der Steigung resul-

tieren in sehr geringen Anderungen in der Lebensdauer.
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Abbildung 5.7: Beispielhafte Steigungen fiir das System Sulf1/K5-NS. Anscheinend nimmt
die Kraft keinen Einfluss auf die Steigung.
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Wie in Abbildung @ zu erkennen ist, scheinen die Lebensdauern sich nur wenig
zu verdandern. Hier liegt also eine Unabhéngigkeit zwischen angelegter externer
Kraft und Lebensdauer vor. Es ist weder slip-bond-Verhalten mit einem exponen-
tiellen Abfall der Lebensdauer noch catch-bond-Verhalten smit einem zwischen-
zeitlichen Anstieg der Lebensdauer zu beobachten.

Dieser Verlauf ist unerwartet, insbesondere da die Messungen der hydrophilen
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Abbildung 5.8: Lebensdauer-Kraft-Graph fiir das System Sulfl/K5-NS. Die Lebensdauer
scheint nicht von der Kraft abzuhdngen.

Domiénen im Zusammenspiel mit K5-NS einen slip-bond-artigen Verlauf aufwie-
sen, wie in Kapitel [5.1.3]und in [18],93]] gezeigt wurde.

Da eine Approximation nach keinem der vorgestellen Modelle sinnvoll erscheint,
wurde darauf verzichtet. Die folgende Diskussion bleibt also vollstindig qualita-
tiv.

Hierbei ist festzustellen, dass das gesamte Protein sich anders verhilt als die hy-
drophile Doméne alleine. Der Unterschied im Verhalten scheint also in der zusétz-

lich vorhandenen Doméne CAT-D zu liegen.
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Diskussion

Im Folgenden soll kurz besprochen werden, ob es eine Erkldrung fiir das Vorlie-
gen dieser Kraftunabhingigkeit der Lebensdauer geben kann. Mogliche Interpre-
tationsansitze im Hinblick auf den katalytischen Prozess werden in Kapitel [5.2.3]
diskutiert.

Wie bereits in Kapitel [2.2.2] erldutert wurde, wurden kraftunabhingige Bindun-
gen bereits fiir Cadherine experimentell bestitigt [[17]. Das Auftreten dieses un-
gewohnlichen Verhaltens konnte dort mit grolerer Beweglichkeit der Mutanten,
die ideale Bindungen ausbildeten, begriindet werden [60]. Diese groflere Beweg-
lichkeit kam in den Experimenten mit Cadherinen dadurch zustande, dass weniger
Bindungen zwischen den Bindungspartnern ausgebildet wurden. Dies ermoglich-
te Umlagerungen bzw. Konformationsinderungen, die zu keiner Anderung der
molekularen Ausdehnung des Komplexes durch die Kraft fithrten und somit die

Bedingung fiir das Vorliegen von idealen Bindungen erfiillten [[60].

Eine Erkldrung der Unterschiede zwischen der Bindung von Sulf1HD bzw. Sulfl
an K5-NS konnte also moglicherweise mit einer groBBeren Beweglichkeit des ge-
samten Proteins zusammen héngen. Dies wiirde es unter einer externen Zugkraft
ermdglichen, dass es zu Torsions- oder Drehbewegungen kommt und nicht zu ei-
ner Vergrolerung der molekularen Ausdehnung bzw. einem ,,Auseinanderziehen
der beiden Bindungspartner.

Wie eine solche Anderung des Bindungszustandes mit der katalytischen Doméine

verkniipft sein konnte, soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Bindung zwischen der hydrophilen Doméne und K5-NS ldsst sich durch die
hohe Ladung und damit vorhandene elektrostatische Wechselwirkung begriinden
[18]. Anscheinend nimmt hierauf aber die Anwesenheit der katalytischen Doméne
Einfluss, so dass die Bindung in einem Zustand vorliegt, der mehr Beweglichkeit

oder Freiheitsgrade in der Bewegung bietet.

Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte sein, dass im gesamten Protein die hydro-
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phile Domine nicht frei zugédnglich ist. Es ist vorstellbar, dass beispielsweise Teile
der katalytischen Domine die Ausbildung der elektrostatischen Wechselwirkung
zwischen HD und Substrat abschirmen, anderweitig verhindern oder zumindest
reduzieren. Kommt es iiber das gesamte Protein zu weniger Wechselwirkung mit
dem Substrat, ist denkbar, dass ein Ziehen am Komplex eher eine Umlagerung
oder Konformationsidnderung hervorruft, da das Protein an weniger Punkten am
Substrat assoziiert ist. Dies wiirde sich mit der Uberlegung, die weiter oben fiir
Cadherine vorgestellt wurde, verkniipfen lassen und so das Vorliegen einer idea-
len Bindung erkldren. Dieser Gedanke wird in Kapitel [5.2.3|fortgefiihrt.

5.2.3 Interpretation

In diesem Abschnitt soll versucht werden, die gewonnenen Daten und ihre vor-
gestellten Erkldarungen in Beziehung zum Modell des katalytischen Prozess zu
setzen. Fiir diese Diskussion, die sich an vielen Stellen mit Bindungszustinden
befassen wird, ist es wichtig, die verschiedenen Zustinde zu unterscheiden. Daher
werden im Folgenden die Bindungszustinde des vollstindigen Proteins an Hepa-
ransulfat mit S| bzw. S, bezeichnet. Sofern Bezug auf den Zustand der Bindung
der hydrophilen Doméne genommen werden soll, werden diese als S{ID und Sg b
bezeichnet.

Das Modell des katalytischen Prozesses nimmt an, dass eine Desulfatierung im
gestreckten Zustand der HD und damit im stirker gebundenen Zustand SIZLID der
Bindung zwischen HD und HS stattfindet [91]. Eine Bewegung entlang des Sub-
strates wird durch den Wechsel in den relaxierten Zustand und damit in Bindungs-
zustand S{'ID ermdglicht [91]].

Die folgenden Ergebnisse und Erkldarungen konnten bisher in dieser Arbeit fiir die
Experimente mit Sulf1 prisentiert werden und sollen im Verlauf der Interpretation

erneut aufgegriffen werden:

* Bei der Wechselwirkung mit K5-NS kommt es zu einer idealen Bindung,
die ein Hinweis auf eine erhohte Beweglichkeit sein konnte. Diese konnte
durch eine Abschirmung der hydrophilen Doméne durch die katalytische

Domaine bedingt sein.
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* Bei der Wechselwirkung mit HS erfolgt der Ubergang von S; nach S, im
Vergleich zur hydrophilen Domine bei hoheren Kriften. Hier konnte ein
Hinweis auf eine Stabilisierung des Systems vorliegen, moglicherweise aus-
gelost durch zusitzliche Bindungsstellen. Die Vermutung, dass hier die CAT-

D beteiligt ist, liegt nahe.

* Die Differenz der freien Energie der beiden Zustinde S; und S> AGgis2
nimmt im Vergleich zum System SulflHD/HS zu, was durch die Ausbil-
dung zusitzlicher Bindungen, vermutlich von der katalytischen Doméne, in

Zustand S, zustande kommen konnte.

* Die Datenpunkte fiir hohe Krifte sind fiir das System Sulf1/HS mit einer
vergleichsweise hohen Streuung behaftet. Das Vorliegen der Bindungsstel-
len der CAT-D und einer externen Kraft, die diese Bindungen teilweise 16-
sen konnte, konnte zu verschiedenen Unterzustinden fiihren, deren Uber-
lagerung einen undeutlicheren Verlauf zur Folge hat. Zusammen mit dem
vorherigen Ergebnis ergibt sich hier die Vermutung, dass in S, mehr Bin-
dungen der CAT-D ausgebildet sind.

Aus diesen Daten und dem bisherigen Verstidndnis des katalytischen Prozesses

ergeben sich Interpretationsansitze, die hier vorgestellt werden sollen.

Gating-Funktion der katalytischen Domiine

Eine Abschirmung der Wechselwirkung zwischen hydrophiler Doméne und K5-
NS durch die katalytische Domine, die zu einer hoheren Beweglichkeit und da-
mit zu einer Kraftunabhingigkeit fiihrt, ldsst sich moglicherweise mit einer Art
Gating-Funktion erkldren: Uber die Sulfatase ist bekannt, dass sie Substrate bin-
det, die liber 2-O-Sulfate oder 6-O-Sulfate verfiigen [90]. Dies korrespondiert mit
der Identifizierung zweier Bindungsstellen in der katalytischen Domine, je eine
fiir 2-O-Sulfate und 6-O-Sulfate [95]]. K5-NS, das Substrat bei dem eine idea-
le Bindung festgestellt wurde, verfiigt jedoch weder iiber 2-O-Sulfate noch iiber
6-O-Sulfate und verfiigt daher nicht iiber Bindungsstellen fiir die katalytische Do-

maine.
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Zudem wurde gezeigt, dass die Spe-

zifitdt der Bindung an Heparansulfat g SQIIK
im Wesentlichen durch die hydrophi- ® VKEK
@ 6-O-Sulfat
@ 2-O-Sulfat

le Domine bedingt ist [90]]. Dies fiihrt
zu der Uberlegung, dass die Bindung

des Proteins an sein Substrat ein koor-

dinierter Prozess der katalytischen und =~ === — E—
hydrophilen Doméne ist [23}90].

Bedenkt man den Aufbau der katalyti-

schen Domiine und die physiologische Abbildung 5.9: Modell zur Abschirmung
der hydrophilen Domdne. Die Abschirmung

kommt durch die katalytische Domdine zu-
spekulatives Bild entwerfern, in dem ssande.

die CAT-D die HD abschirmt und un-
zugénglich macht. Dies ist schematisch in Abbildung|[5.9 gezeigt.
Eine solche Gating-Funktion der CAT-
D konnte in Abhingigkeit zum Vor-

Aufgabe der Sulfatase, ldsst sich ein

licgen von 2-O-Sulfaten und 6-O- o L
Sulfaten am Substrat stehen: Liegen CAT-D HD :Z.';E_gu.fat
am Substrat 2-O-Sulfate oder 6-O- o v oS
Sulfate vor, an die die katalytische Do- : . )
mine binden konnte, kommt es zu ei- )

—_— - s o

ner konformationellen Anderung des
Proteins mit einer partiellen Bindung
der CAT-D, bei der die hydrophile Do-

.. ey . Abbildung 5.10: Modell unmittelbar vor An-
méine zuginglich wird.

bindung der hydrophilen Domdne an das
Hier wiirden also beispielsweise allos- Substrat. Es kann nicht entschieden werden,

terische Effekte oder andere Wechsel- 'elche der Bindungsstellen der CAT-D be-
wirkungen mit partieller Bindung der reiligt ist

CAT-D eine ,,Demaskierung® der HD

auslosen, wie es in Abbildung [5.10] dargestellt ist. Diese kidme aber nur bei Vor-
liegen der 2-O-Sulfate und 6-O-Sulfate zustande. Bei einer Wechselwirkung mit

K5-NS bliebe die HD also unzugénglich oder abgeschirmt.
Das Vorliegen von slip-bond-Verhalten beim System Sulf|HD/HS [|18]] wiirde die-
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se Vermutung stiitzen, da ohne CAT-D auch keine Maskierung der hydrophilen

Domaine zu erwarten ist.

Das Phiénomen, dass das Vorhandensein eines Liganden die Konformation eines
Proteins beeinflussen kann, wurde schon mehrfach beobachtet [96].

Vor dem Hintergrund der biologischen Funktion der Sulf1 erscheint dies plausibel:
GAGs, die gar nicht oder nur N-sulfatiert sind, konnen nicht an der 6-O-Position
desulfatiert werden und sind daher fiir das Protein nicht relevant. Liegt jedoch eine
solche Sulfatierung vor, kommt es zu einem ,,Aufklappen* des Proteins und die
HD kann binden.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wire es sinnvoll, Force-Clamp-Experimente
mit Sulfl und beispielsweise HS-6S, also HS, dessen 6-O-Sulfat-Gruppen be-
reits entfernt wurden, durchzufiihren. Hier sind zwei mogliche Resultate denkbar:
Kommt es zu einer partiellen Bindung der CAT-D, sind die 2-O-Sulfate, die hier
noch vorliegen, daran beteiligt. Der Lebensdauer-Kraft-Graph sollte dann slip-
bond-Verhalten zeigen. Das Vorliegen einer catch bond wire hier unerwartet, da
bereits gezeigt werden konnte, dass hierfiir die 6-O-Sulfate notwendig sind [18].

Bei einer Kraftunabhingigkeit der Lebensdauer, also einer idealen Bindung, liegt
der Schluss nahe, dass es nicht zu einer partiellen Bindung kommt und somit die
6-O-Sulfate auch fiir die initale, partielle Bindung der CAT-D entscheidend sind.

Idealerweise lieBBen sich diese Experimente mit Substraten wiederholen, die iiber
6-O-Sulfate, aber nicht 2-O-Sulfate, verfiigen. Sind die 6-O-Sulfate an der parti-
ellen Bindung der katalytischen Doméne, die fiir die Zuginglichkeit der HD notig
ist, beteiligt, sollte ein catch-bond-Verlauf des Lebensdauer-Kraft-Graphen be-
obachtet werden konnen. Die hydrophile Doméne wire aufgrund der partiellen
Bindung der CAT-D zuginglich; das Vorhandensein von 6-O-Sulfaten ermoglicht
dann die Ausbildung des stirker gebundenen Zustandes der HD und damit catch-
bond-Verhalten.

Sind die 6-O-Sulfate nicht an der partiellen Bindung der CAT-D beteiligt, wére
hier auch eine ideale Bindung moglich.

Durch die Kombination der Experimente mit beiden Substraten liee sich also
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potentiell feststellen, welche Bindungsstelle der katalytischen Doméne an der

Gating-Funktion beteiligt ist.

Zustand S,

Bei Experimenten mit der hydrophi-

len Domine und Heparansulfat wird

. . e . ® CAT
vermutet, dass die initiale Anbindung ® LKKK
. . ® VKEK
im Zustand SYP erfolgt [91]. Fiir das CATD ® 6-0-Suffat
) N . HD ® 2-0-Sulfat
hier betrachtete System lédsst sich al- J—
so vermuten, dass nach der partiellen
[ .
Anbindung der CAT-D, die durch die : o
—_— e e o

Gating-Funktion plausibel erscheint,
initial zunéchst die hydrophile Domi-
ne im Zustand S{{ D anbindet, wie es
in Abbildung [5.11] schematisch darge-

stellt ist. Ein weiterer Hinweis hierfiir

S

Abbildung 5.11: Modell einer maglichen
Bindung des Proteins an HS in Zustand S.
konnte in der geringeren Affinitét [95]]

der CAT-D zu HS im Vergleich zur HD liegen .

Die hohere Kraft, die fiir den Ubergang in S, notig ist, spricht dafiir, dass der
Zustand S; stabiler ist als der Zustand SYP. Eine hohere Stabilitit konnte durch
mehr Bindungen erreicht werden und ist somit ein weiteres Indiz fiir eine zumin-
dest partielle Anbindung der CAT-D und damit fiir die Gating-Funktion.

Die bisherigen Uberlegungen korrespondieren weiterhin mit den experimentel-
len Daten insofern, als dass der Zustand S| der Bindung im Lebensdauer-Zeit-
Graphen eindeutig als exponentieller Abfall der Lebensdauer mit der Kraft appro-
ximiert werden kann. Dies konnte ein Hinweis auf einen eindeutigen Bindungs-
zustand — Bindung des Substrates durch eine Bindungsstelle der HD und eine
Bindungsstelle der CAT-D — sein.

Der (Bindungs-) Zustand S; des gesamten Proteins wiirde sich somit aus dem
Bindungszustand SP, in dem die hydrophile Doméne in einer relaxierten Kon-

formation vorliegt, und einer partiellen Bindung der CAT-D zusammensetzen.
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Zustand S,

Die bereits diskutierte Differenz der freien Energie der Zustidnde S| und S7, AGgsi 52,
konnte ein Hinweis auf Bindungen im Zustand $;, die im Zustand S nicht vor-
liegen, sein. Moglicherweise deutet die im Vergleich zum System Sulf1HD/HS er-
hohte Energiedifferenz auf zusitzliche Bindungen hin, die im System SulflHD/HS
nicht vorhanden sind. Nach den bisher geschilderten Uberlegungen zur Gating-
Funktion und zum Zustand S; liegt es daher nahe, dass im Zustand S, beide
Bindungsstellen der CAT-D an das Substrat assoziiert sind und die HD in ihrer
gestreckten Konformation, also in S5
hiervon findet sich in Abbildung

Die Vermutung, dass der undeutliche Verlauf der two-state-two-path- Approximation

, vorliegt. Eine schematische Darstellung

fiir hohe Krifte durch eine Uberlagerung von Unterzustinden zustande kommt,
lasst sich hiermit verkniipfen: Sind im physiologischen Zustand S, alle vier Bin-
dungen ausgesprigt, kann die externe Kraft Unterzustidnde induzieren, deren Un-

terschied in der Anzahl der ausgebildeten Bindungen der CAT-D liegt.

Die Hypothese, dass hier alle vier Bin-

dungsstellen assoziiert sind, ldsst sich

. . ® CAT

ebenfalls damit verkniipfen, dass ge- 0 LKKK

. . ® VKEK
zeigt werden konnte, dass die CAT- CAT-D ® 6-0-Sulfat
HD » 2-O-Sulfat

D auch alleine das Substrat binden
kann [90]], was den Schluss nahelegt,

dass es sich um einen koordinierten

Vorgang der beiden Domiinen handelt
[95]]. Dies konnte wiederum ein Hin-

weis auf eine Gating-Funktion sein.
Abbildung 5.12: Schematisches Modell der

Bindung des vollstdandigen Proteins an HS in
dungen der CAT-D und die Streckung  Zustand S,. Die Bindungsstellen der CAT-D

der HD, entsprechend Zustand 512’10’ im haben auch an das Substrat koordiniert.

physiologischen System im Zustand S,

Die Hypothese, dass sdmtliche Bin-

gleichzeitig vorhanden sind, unterstiitzt die Vermutung, dass im Zustand SQ{D die
Desulfatierung erfolgt [91]. Das Vorhandensein der Bindungen an der CAT-D, die

mutmaBlich fiir die Zufiihrung des Substrates an das katalytische Zentrum mitver-
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antwortlich sind [95]], wire hier zu erwarten.

Y
Mol

interessanterweise etwas oberhalb der Energie, die durch eine einzelne Desulfa-

kJ
63707

Unter Betrachtung der weiter oben ausgefiihrten Uberlegungen zu den Fehlern

Die eingangs erwihnte Differenz der freien Energie liegt mit AGgisp = 52,3

tierung von HS frei wird. Diese konnte zu 51, bestimmt werden [91]].

der quantitativen Daten ist eine solche Interpretation allerdings schwierig. Auf-
grund der vergleichbaren Grofle der Zahlen lisst sich hochstens die Hypothese
aufstellen, dass die Desulfatierung auch im gesamten Protein vermutlich ausrei-
chend Energie bereitstellen konnte, um den Wechsel zuriick in den schwicher
gebundenen Zustand zu ermdglichen. Fiir eine genauere Analyse wiren hier ei-
ne Untersuchung nach Jarzynski und zudem mehr Datenpunkte fiir eine bessere

Qualitit der Approximation nach dem two-state-two-path-Modell nétig.

Um ein, moglicherweise raupenartiges, Entlangbewegen der Sulfatase am Sub-
strat zu ermoglichen, miisste es zu zyklischen Dissoziationen und Assoziationen
sowie koordinierten Konformationsdnderungen kommen. Im bisherigen Bild der
prozessoralen Ablédufe fiihrt die Desulfatierung, die im gestreckten Zustand der
HD Sg D stattfindet, zur (Teil-)Dissoziation und der Bewegung entlang des Stran-
ges [91], die dann in Zustand S{{D endet. Dies ldsst sich mit dem hier diskutier-
ten Uberlegungen verbinden: Die Desulfatierung kann dazu fiihren, dass auch die
Bindungen, die von der CAT-D ausgebildet wurden, partiell dissozieren und in
einem koordinierten Wechselspiel mit der Bindung der hydrophilen Domine die
Beweglichkeit wiederherstellen bzw. erh6hen, ohne dass es zu einer vollstindigen
Dissoziation kommt. Wiirden beide Bindungen der CAT-D hingegen in Zustand
S1 der Bindung dauerhaft vollstindig vorhanden sein, wire das Entlangbewegen

am Substrat durch die zusétzlichen Bindungen moglicherweise beeintrichtigt.

Zusammenfassend lésst sich fiir das physiologische System begriindet vermuten,
dass sich die Bindungen der CAT-D in Zustand S; partiell ausbilden und im Zu-
sammenspiel mit der Streckung der HD eine vollstindige Anbindung der CAT-D
erfolgt. Im Zustand S, des Proteins wiirde also die CAT-D vollstindig gebunden

sein und die hydrophile Doméine in Zustand S4? vorliegen.
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Ubergang von S; in S,

Da nun Uberlegungen zu den beiden Zustinden, in denen sich die Bindung zwi-
schen Protein und Substrat befinden kann, angestellt wurden, liegt die Frage nahe,
wie der Ubergang, insbesondere von S; nach S», zustande kommen konnte. Hier-
bei sollte, sofern die oben geduBerte Interpretation der Daten Bestand hat, das
System also von einem Zustand S, in dem die HD im Zustand S{’ D gebunden hat
und die CAT-D partiell angebunden ist, in einen Zustand S, iibergehen, in dem die
Bindung der HD in Zustand SgD vorliegt und zudem die Bindungen der CAT-D

ausgebildet sind.

Im Folgenden sollen zwei mogliche Abliufe fiir diesen Ubergang skizziert und
diskutiert werden, deren Unterschied in den zugrundliegenden Mechanismen fiir

den Zustandswechsel besteht:

« Der Ubergang der CAT-D von partiell gebunden zu vollstindig an das Sub-
strat koordiniert fiihrt zu einer Kraft, die einen Wechsel der hydrophilen

Domine in den gestreckten Zustand S5 erméglicht.

* Die Streckung der HD samt Anbindung im Zustand Sg D wird durch exter-
ne Faktoren ausgelost. Dies konnte bedeuten, dass die Streckung der HD
moglicherweise zu einer vollstindigen Anbindung der katalytischen Domaé-

ne fiihrt.

Ubergang durch intramolekulare Kraft

Die Uberwindung der Aktivierungsbarriere zwischen St und S5, um den Uber-
gang der hydrophilen Domine in den stirker gebundenen Zustand zu ermoglichen,
war bisher in Experimenten mit der HD nur durch das Anlegen einer externen
Kraft moglich [91]]. Es wurde vermutet, dass im gesamten Protein, das ohne ex-
terne Haltekraft mit seinem Substrat wechselwirkt, ein Mechanismus vorliegt, der
die Kraft zur Streckung der HD und Ausbildung des Bindungszustandes S, auf-
bringen kann [91]].
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Die Vermutung, dass die Bindungsstel-

len der CAT-D hier beteiligt sein konn- .

ten, ist naheliegend. So ist vorstellbar, ® VKEK
CAT-D "D @ 6-O-Sulfat

dass nach der Anbindung der HD in §; ® 2-0-Sulfat

die CAT-D von einem partiell gebun- N

denen Zustand in einen vollstindig ge- . e

bundenen Zustand iibergeht und so die =~ —= < —

Kraft aufbringt, die fiir den Ubergang

der HD in die gestreckte Konformati-

on nétig ist. Dies ist schematisch dar- Abbildung 5.13: Modell zum Ubergang von
Sy in Sy. Die CAT-D bindet vollstindig an

gestellt in Abbildung[5.13} das Substrat, was eine Konformationsdnde-
Es kdme hier also durch einen Ablauf rung der HD auslisen konnte.

innerhalb des Proteins zur Konforma-
tionsinderung der HD und damit zu einem Ubergang des Systems Sulf1/HS in
den Zustand S,.

Ubergang durch thermische Aktivierung

Alternativ ist es denkbar, dass der

Ubergang von S; zu S, durch ei-

. .. @® CAT
ne thermisch aktivierte Streckung der ® LKKK
.. . . ® VKEK
HD ausgelost wird. Ein spontaner CAT-D ® 6-0-Sulfat
HD ® 2-O-Sulfat

Ubergang ist aufgrund der Differenz -
der freien Energie fiir die HD von J :
AGs 5o = —20%5L [91] potentiell |
vorstellbar, auch wenn hier die Daten

fiir das gesamte Protein nicht vorlie-

gen. .

Abbildung 5.14: Modell zum Ubergang von
Sy in Sp. Hier kommt es zur Streckung der
fekte im gesamten Protein ausgeprig- HD, was die vollstindige Anbindung der

ter als in der HD alleine. die Aktivie- CAT-D ermoglichen oder auslosen konnte.

Eventuell sind die allosterischen Ef-

rungsbarriere ist abgesenkt, zum Bei-
spiel durch die Anwesenheit der CAT-D, und der spontane Wechsel iiber die Ak-
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tivierungsbarriere hinweg wird moglich [91]. Hier wire die Konformationséinde-
rung der HD also durch Faktoren, die au8erhalb des Proteins liegen, bedingt. Es
ist hier vorstellbar, dass die thermisch aktivierte Streckung der HD mit anschlie-
Bender Bindung moglicherweise Ausloser, oder zumindest beteiligt, an der voll-
standigen Ausbildung der Bindungen der CAT-D ist. Ein solcher Ablauf ist in
Abbildung [5.14] dargestellt. Ebenso konnte auch die vollstindige Anbindung der
CAT-D notwendig sein, um die Aktivierungsbarriere entsprechend stark abzusen-

ken.

Diskussion beider Ubergangsszenarien

In einem Force-Clamp-Experiment wiren beide Ubergangsszenarien nur schwer
zu unterscheiden, da die HD durch die hier vorhandene externe Kraft gestreckt
werden kann.

Der Verlauf der Approximation fiir kleine Krifte aus dem Lebensdauer-Kraft-
Graphen gibt hier moglicherweise einen Hinweis, welcher der beiden vorstell-
baren Ablédufe der Konformationsidnderung zutreffend ist: Offensichtlich befindet
sich das System, wenn nur kleine externe Krifte vorliegen, im schwicher gebun-
denen Zustand S;. Es scheint also nicht ohne Weiteres moglich zu sein, dass das
Protein selbststdndig in den Zustand §; iibergeht, in dem die hydrophile Doméne
gestreckt vorliegt. Dies spricht gegen einen gerichteten und spezifischen Prozess,
bei dem die vollstindige Anbindung der CAT-D durch das Aufbringen einer Kraft
oder durch eine Absenkung der Aktivierungsbarriere zu einer Streckung der HD
fiihrt. Ein solcher Prozess miisste eben auch bei kleinen externen Kriften insofern
sichtbar sein, als dass auch bei diesen Kriften zumindest zum Teil der Zustand S»
besetzt sein miisste.

Hier ldsst sich also spekulieren, dass ein Ubergang, der nicht durch das Prote-
in selbst bedingt ist wahrscheinlicher ist. Bei niedrigen Kriften wire die Wahr-
scheinlichkeit, dass eine solche zufillige Streckung auftritt und zu einer Bindung
in §; fiihrt, niedrig und es wiirden nur wenige bis keine Dissoziationen aus S, be-
obachtet werden, was zu den Daten des Lebensdauer-Kraft-Graphen in Abbildung

5.6 passen wiirde.
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Die geringe Wahrscheinlichkeit, dass das System ohne externe Kraft in den Zu-
stand S, wechselt, konnte allerdings darauf hindeuten, dass das Protein auch in vi-
vo einer externen Kraft unterliegt. Es wurde bereits vermutet, dass die Sulfatasen
an mehrere GAGs zugleich assoziieren konnen [90], was eine potentielle Quelle
fiir eine solche Kraft sein konnte. Vor dem Hintergrund der dichten Besetzung der
extrazelluldren Matrix erscheint dies plausibel. Die fiir Einzelmolekiilexperimente
notwendige Reduktion von Konzentrationen wiirde jedoch idealerweise ausschlie-
Ben, dass es zu mehreren Bindungen kommt. Somit wire dieses Phdnomen in den
Experimenten dieser Arbeit nicht zu beobachten und daher eine artifzielle Kraft
notwendig, um den Ubergang in Zustand S, zu ermoglichen.

Allerdings ist gezeigt worden, dass Sulf2 enzymatische Aktivitit in Losung auf-
weist [23]]. Wihrend diese Beobachtung eine Kraft von aulerhalb auf den Protein-
Substrat-Komplex nicht ausschlie3t, erscheint das Vorliegen der Kraft vor diesem

Hintergrund bedeutend unwahrscheinlicher und eher widerspriichlich.

An dieser Stelle sollte erwihnt werden, dass in einem solchen Experiment eben
nicht die physiologischen Bedingungen herrschen und daher eine solche Interpre-
tation, die sich auf das Vorliegen von einem deutlichen Zustand S stiitzt, eher
hypothetisch ist. Es ist ebenfalls vorstellbar, dass das Vorliegen beispielsweise der
Linker-Molekiile, aber insbesondere der externen Kraft, die katalytische Aktivitit
des Proteins verhindert oder unterdriickt. Das Phianomen, das eine solche Kraft
notig ist, um den Zustand zu wechseln, wire dann dem experimentellen Setup ge-
schuldet.

Die kleinste in diesem Experiment auf den Komplex ausgeiibte Kraft betrigt 6 pN.
Hier ist es vorstellbar, dass diese externe Kraft die Abldufe im Protein blockiert
und das Protein einen nicht-physiologischen Zustand einnimmt.

Dies konnte zum Beispiel der Fall sein fiir die Uberlegung, dass eine Konformati-
onsdnderung der CAT-D den Wechsel von S| in S bedingt. Moglicherweise fiihrt
die externe Kraft dazu, dass die katalytische Domine nicht vollstindig binden
kann oder das Bindungsverhalten auf andere Weise gestort ist und so der Uber-
gang nicht moglich ist. Die Zugkraft im Experiment streckt aber die HD und konn-
te so den Ubergang extern herbeifiihren. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass

nicht notwendigerweise die hier iiber den cantilever ausgeiibte Kraft die gleiche
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Richtung hat wie die Kraft, die die CAT-D vielleicht auf die hydrophile Domine
ausiibt, ist vorstellbar, dass die artifizielle Kraft den Prozess stort. Ein Hinweis
hierauf konnte sein, dass die Haltekrifte des Experiments vergleichsweise grof3
sind. Moglicherweise wirkt nur ein kleiner Teil dieser Kraft in die eigentlich not-

wendige Richtung und der andere Teil stort das Verhalten des Proteins.

Ebenso kann auch die Bewegung entlang des Substrates, die durch die Bewegung
des cantilevers ausgelost wird, entgegen der Richtung des intramolekularen Pro-
zesses erfolgen. Hier wire es denkbar, dass die Streckung des Proteins, die durch
die externe Kraft hervorgerufen wird, nicht in der physiologischen Richtung er-
folgt.

Es ldsst sich hier aufgrund dieser experimentellen Limitierungen nicht abschlie-
Bend kldren, ob die Streckung der HD zu einer Ausbildung der Bindungen der
katalytischen Domine fiihrt, wie es bei thermischer Aktivierung — oder externer
Kraft — der Fall sein konnte, die Anbindung der katalytischen Doméne die Akti-
vierungsbarriere absenkt und so den Ubergang der HD in die gestreckte Konfor-
mation ermdoglicht oder aber die vollstandige Bindung der CAT-D an HS die Kon-
formationsdnderung der hydrophilen Domine durch eine Kraft auslost. Dennoch
erscheinen alle Moglichkeiten aufgrund der hier gezeigten Daten und Messungen

anderer Arbeitsgruppen vorstellbar.

Denkbar ist auch, dass die gemessenen Haltekrifte nicht das vollstindige catch-
bond-Intervall zeigen. Um dies auszuschlieen und zudem mehr Datenpunkte fiir
das Approximieren des Zustandes S, zu bekommen, wére es notig, weitere Mes-
sungen bei hoheren Haltekriften vorzunehmen. Dies wiirde es unter Umstdnden
auch ermoglichen, mehr Informationen iiber den Ablauf des katalytischen Prozes-
ses zu bekommen, auch wenn es aufgrund der begrenzten Auflésung — sowohl in
Bezug auf Krifte als auch fiir Zeiten — unwahrscheinlich ist, die hypothetischen
Unterzusténde detektieren zu konnen.

Eine Messung bei kleineren Haltekriften wiirde es ermoglichen, den Einfluss des
experimentellen Setups zu minimieren und so moglicherweise enzymatische Ak-

tivitit beobachten zu konnen oder sich zumindest einem physiologischen Zustand
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des untersuchten Systems stirker anzunidhern. Eine Moglichkeit, ein System mit
kleineren Kriften zu belasten, bietet beispielsweise die optische Pinzette [97].
Hier ist allerdings die Ortsauflosung vergleichsweise limitiert [97].

Ebenfalls hilfreich wire es, ein mutiertes Protein zu vermessen, in dem eine oder
beide Bindungsstellen der CAT-D so veridndert wurden, dass dort keine Bindung
mehr ausgebildet wird. Dies wiirde es ermdglichen, genauer einzugrenzen, welche
hier beobachteten Phinomene durch welche Doméne oder Bindungsstelle ausge-
16st werden.

Experimente, in denen nur die CAT-D verwendet wird, wiirden potentiell auch
interessante Einsichten ermoglichen. Insbesondere wire es hier denkbar, neue Er-

kenntnisse iiber die durch zwei Dominen koordinierte Bindung zu gewinnen.
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5.2.4 Sulf1CA und HS

Die Daten, die aus Experimenten mit dem mutierten gesamten Protein Sulf1CA
und dem Substrat Heparansulfat gewonnen wurden, wurden analog den anderen

hier vorgestellen Daten nach Kapitel 4.6 ausgewertet.

Ergebnisse

Betracht man den Verlauf der noch intakten Bindungen iiber die Zeit, wie er bei-
spielhaft fuir einige Haltekrifte in Abbildung [5.15]zu sehen ist, fillt auf, dass es

Anderungen in den Steigungen zu geben scheint.
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Abbildung 5.15: Beispielhafte Steigungen fiir das System Sulfl CA/HS.

Allerdings folgen diese bei genauerer Betrachtung keinem eindeutigen Muster: So
ist die Steigung fiir eine Kraft von 10 pN am gréften, was einer geringen Lebens-
dauer entspricht. Eine Zunahme der Kraft auf 14 pN fiihrt zu einer Abnahme der
Steigung, eine Erhohung der Kraft auf 20 pN allerdings wieder zu einer Zunahme,

wihrend bei einer Haltekraft von 25 pN die Steigung am geringsten ausfillt.
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Zudem ist hier zu beobachten, dass sich die Steigungen in absoluten Zahlen we-

sentlich weniger dndern als es beim nicht-mutierten Protein der Fall ist.

Die Auftragung der Lebensdauer iiber die Kraft, wie sie Abbildung [5.16] zeigt,
bestitigt diese Andeutung.
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Abbildung 5.16: Lebensdauer-Kraft-Graph fiir das System Sulfl CA/HS.

Die Entwicklung der Lebensdauer ist hier undeutlich und verstreut, und es ist
schwer zu entscheiden, ob es sich hier moglicherweise auch um eine Kraftunab-
hingigkeit, also eine ideale Bindung handelt, oder aber womdglich doch um einen

spezifischen Verlauf.

Diskussion und Interpretation

Das hier betrachtete System sollte vergleichbar mit der Messung an Sulf1/HS sein,
da in bisherigen Experimenten das mutierte Protein genutzt werden konnte, um

beispielsweise Affinitdten zu bestimmten [90]. Ein solch unklares Verhalten, wie
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es in diesem Graphen zu sehen ist, ist daher unerwartet. Allerdings ist hier eine
Wechselwirkung zu beobachten; es kam also zu einer Form der Bindung zwischen
Sulf1CA und Heparansulfat.

Der Vergleich zwischen dem Verlauf hier und dem Verlauf fiir die analoge Mes-
sung des nicht-mutierten Proteins legt nahe, dass die Mutation am katalytischen
Zentrum zu einer Storung des Bindungsverhaltens fiihrt. Derzeit wird vermutet,
dass die Bindungsstellen der CAT-D unter anderem das Entlangfithren des Sub-
strates am katalytischen Zentrum beeinflussen [95]]. Eine Mutation an eben die-
sem katalytischen Zentrum konnte diesen Teilschritt des Prozesses beeinflussen
und damit unter Umstinden Einfluss auf die Bindung der CAT-D nehmen. Ein
hierdurch hervorgerufener Einfluss auf das Bindungsverhalten der hydrophilen
Doméne ist denkbar, was einen Zustand nicht klar ausgeprigter Bindung bedin-
gen konnte und so zu einer hoheren Beweglichkeit fithren konnte. Dies konnte das

Vorliegen einer idealen Bindung erklaren.

Aufgrund des Verlaufes der Lebensdauer ist allerdings nicht klar zu entscheiden,
ob es sich um eine ideale Bindung handelt. Wie oben bereits erwédhnt, wurden
bisher zudem sehr schliissige Ergebnisse und Experimente unter Verwendung von
Sulf1CA durchgefiihrt, in denen der einzige Unterschied zum nicht-mutierten Pro-
tein die nicht vorhandene Aktivitit ist [90, 98]]. Zwar nutzten diese Experimen-
te keine Einzelmolekiilmethodik mit Zugang zu einzelnen Bindungsereignissen,
doch ist das Verhalten in den Experimenten dieser Arbeit so unklar, dass es nicht
moglich ist, ein deutliches Bild dieser Vorgédnge zu entwickeln. Ohne dieses klare
Bild, dass sich unter Umstdnden mit den Ergebnissen aus Ensemble-Experimenten
verbinden lisst, stehen diese Daten zunichst im Widerspruch zu den bekannten
Daten. Eine Auflosung dieses Widerspruchs, wie oben dargestellt, ist an dieser

Stelle rein spekulativ und muss damit an dieser Stelle weitestgehend ausbleiben.

Ein moglicher Ansatz konnte sein, zunichst mit diesem experimentellen Aufbau
weitere Krifte zu vermessen, insbesondere in den Randregionen des jetzt genutz-
ten Kraftintervalls. Die Verwendung niedrigerer Haltekréfte ist jedoch aufgrund
experimenteller Limitierungen, insbesondere bzgl. der Auflosung, schwer umsetz-

bar.
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Moglicherweise bietet die dynamische Kraftspektroskopie die Moglichkeit, un-
gewohnliches Bindungsverhalten unter anderen experimentellen Parametern zu
beobachten und damit weitere Daten zur Auflésung dieses scheinbaren Wider-

spruchs bereitzustellen.

5.2.5 Sulfl1CA und K5-NS

Ergebnisse

Nach der Auswertung der experimentellen Daten fiir das System Sulf1CA/KS5-NS
nach dem in Kapitel 4.6 beschriebenen Verfahren ergibt sich fiir die Anzahl Bin-
dungen, die zu einem gegebenen Zeitpunkt noch intakt sind, ein Zusammenhang,
wie er beispielhaft in Abbildung zu sehen ist.
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Abbildung 5.17: Beispielhafte Steigungen fiir das System Sulfl CA/K5-NS.

In diesem Graphen sind die intakten Bindungen fiir Krifte von 7,5 pN, 12,5 pN,
17,5 pN und 22,5 pN aufgetragen, die sich somit iiber das gesamte gemessene

Kraftintervall erstrecken. Hier deutet sich bereits an, dass die Steigung anschei-
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nend nicht systematisch mit der externen Kraft variiert.

Die aus diesen Steigungen bestimmte Lebensdauer ist, wie Abbildung zeigt,
kraftunabhéngig. Dies wurde bereits fiir die Wechselwirkung des nicht-mutierten
Proteins mit K5-NS beobachtet, wie in Kapitel [5.2.2] besprochen wurde. Hier wie

dort ist eine quantitative Analyse der Daten nicht moglich.
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Abbildung 5.18: Lebensdauer-Kraft-Graph fiir das System Sulfl CA/K5-NS.

Diskussion und Interpretation

Die Erklidrung, die im o. g. Kapitel dargestellt wurde, kdnnte prinzipiell auch auf
dieses System zutreffen. Der Unterschied zwischen den beiden betrachteten Sys-
temen liegt in einer Mutation im katalytischen Zentrum, die offensichtlich nur
geringen Einfluss auf die Bindung an K5-NS hat. Dies lisst sich mit den Uberle-
gungen zu den Ergebnissen der Messungen mit dem System SulfICA/HS und der
moglichen Gating-Funktion verkniipfen. Die Mutation sollte nur dann das Bin-

dungsverhalten beeinflussen konnen, wenn das katalytische Zentrum zugénglich
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ist. Sollte eine Gating-Funktion vorliegen, wire es hier vorstellbar, dass das kata-
lytische Zentrum unzuginglich ist, da hier die vermutlich fiir die ,,Demaskierung*
notwendigen 2-O-Sulfate und 6-O-Sulfate fehlen. Entsprechend wiirde das kata-
lytische Zentrum nur wenig Einfluss auf die Bindung nehmen.

Dieser Erkldarungsansatz ist allerdings noch spekulativer als das Bild, das in Ka-
pitel [5.2.2] entworfen wurde. Solange nicht mehr Informationen zur Struktur des
mutierten und nicht-mutierten Proteins und eine weitergehende Analyse der Im-
plikationen, die sich auf molekularer Ebene aus idealen Bindungen ergeben, vor-
liegen, muss eine abschlieBende Erklidrung ausbleiben. Es konnten hier also nur
Denkanstoe und potentiell vorstellbare Ansétze zur Interpretation dargelegt wer-

den.



6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Einzelmolekiil- Force-Clamp-Experimente mit einem Ras-
terkraftmikroskop an molekularen Komplexen aus Sulfatasen, oder einer Domine
der Sulfatase, und Glykosaminoglykanen durchgefiihrt. Fiir die Auswertung der
gewonnenen experimentellen Daten wurde die Ratentheorie von Kramers-Bell-

Evans, zum Teil erweitert zum two-state-two-path-Modell, verwendet.

Die Experimente, die mit der hydrophilen Doméne der Sulf2 durchgefiihrt wur-
den, zeigten hierbei das, aufgrund der weitgehenden Homologie zu Sulfl, erwar-
tete catch-bond-Verhalten fiir das Substrat Heparansulfat. Wihrend der qualitati-
ve Verlauf der two-state-two-path-Approximation an die Lebensdauer-Daten ver-
gleichbar mit bekannten Ergebnissen fiir die hydrophilen Doméne von Sulf1 ist,
zeigten sich in der quantitativen Analyse Unterschiede. Insbesondere bei den Dis-
soziationsratenkonstanten wurden signifikante Unterschiede festgestellt, die vor
dem Hintergrund anderer Ergebnisse zu den beiden Isoformen [87,88] jedoch
plausibel erscheinen. Die Ergebnisse zu den verdnderten Ratenkonstanten sind
hier konsistent mit Messungen, die von einer geringeren Effektivitit der Desul-
fatierung berichten [23]]. Hier konnten also Befunde aus Ensemble-Experimenten
auf eine molekulare Ursache zuriickgefiihrt werden.

Die Messreihen zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Sulf2ZHD und
K5-NS konnten die Relevanz der 6-O-Sulfate fiir das Vorliegen von catch bonds

verifizieren.

Im Zentrum der Experimente stand die Untersuchung des Bindungsverhaltens des
vollstdndigen Proteins Sulfl. Eine Charakterisierung mittels Einzelmolekiilkraft-
spektroskopie konnte hier zum ersten Mal erfolgreich durchgefiihrt werden. Hier-
fiir wurde eine neue Funktionalisierungsstrategie entwickelt und erfolgreich an-
gewendet.

Die Wechselwirkung zwischen Sulfl und Heparansulfat zeigte hierbei auch typi-

83
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sches catch-bond-Verhalten. Der Verlauf der Lebensdauern fiir hohe Krifte war
bei diesem System allerdings etwas unklarer als bei den Messungen fiir die hydro-
phile Doméne und Heparansulfat. Hieraus, und aus quantitativen Unterschieden
in den Dissoziationsratenkonstanten und der Differenz der freien Energie, wurde
versucht, ein hypothetisches Bild iiber den Ablauf und Zusammenhang der ein-
zelnen Bindungsereignisse bei der Wechselwirkung zwischen Sulfl und HS zu

entwickeln.

Insbesondere hier empfiehlt es sich, weitere Messungen durchzufiihren: Dynami-
sche Kraftspektroskopie kann — iiber die Jarzynski-Gleichung — genaueren Ein-
blick in die Energielandschaft der Wechselwirkung liefern. Messungen, bei denen
die Wechselwirkung zwischen der alleinstehenden katalytischen Doméne und HS
auf Einzelmolekiilniveau untersucht wird, konnten Aufschluss iiber die Bindun-

gen der katalytischen Doméne bringen.

Die Wechselwirkung zwischen Sulf1 und K5-NS, die ebenfalls experimentell cha-
rakterisiert wurde, zeigte iiberraschendes Verhalten: Eine Kraftunabhédngigkeit wi-
dersprach der Erwartungshaltung, dass ein slip bond, dhnlich wie bei Sulf1IHD/HS,
vorliegen konnte. Eine solche kraftunabhingige, also ideale, Bindung war bisher
nur in wenigen Systemen beobachtet worden. Das Vorliegen einer solchen idealen
Bindung lésst sich mit der Hypothese einer Gating-Funktion der katalytischen Do-
mine erkldren. Hierbei schirmt die katalytische Domine die Wechselwirkungen
zwischen der hydrophilen Domine und K5-NS ab und sorgt so fiir eine hohere
Beweglichkeit der Bindungspartner. Liegen am Substrat 2-O-Sulfate oder 6-O-
Sulfate vor, kommt es zu einer Konformationsinderung mit partieller Bindung

der CAT-D, und die hydrophile Doméne wird nicht ldnger abgeschirmt.

Die Messungen, die mit dem mutierten Protein Sulf1CA und Heparansulfat durch-
gefiihrt wurden, zeigten ein deutlich anderes Bild, dass sich nicht ohne Weiteres
klar einem Verhalten zuordnen liel. Hier konnte es sinnvoll sein, die weiteren
Experimente analog zu den Vorschlidgen fiir das nicht-mutierte Protein durchzu-
fiihren und so zu iiberpriifen, ob sich auch das Verhalten der mutationstragenden

katalytischen Doméne unterscheidet.
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Die abschlieBend vorgestellte Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen
SulflCA und K5-NS wiederum zeigte eine deutliche Kraftunabhingigkeit. Eine
Mutation im katalytischen Zentrum scheint also fiir dieses System keine Ande-
rung im Bindungsverhalten hervorzurufen; diese Beobachtung lédsst sich mit der
Hypothese einer Gating-Funktion verkniipfen, bei der das katalytischen Zentrum

zu Anfang eines Bindungsprozesses nicht zugidnglich wire.

Insgesamt brachten die ersten Einzelmolekiilexperimente am vollstandigen Pro-
tein Sulfl Ergebnisse, die sowohl vorhandene Daten unterstiitzen, wie bei den
catch bonds bei der Bindung an Heparansulfat, als auch neue Fragen iiber die mo-
lekularen Prozesse aufwerfen, deren vollstindige Beantwortung eine spannende
Herausforderung bleibt. Sowohl die Sulfatasen als auch catch bonds sind The-
mengebiete, in denen viele Aspekte noch nicht vollstindig aufgeklirt wurden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sind daher nur ein kleiner, aber aufschlussreicher Beitrag
auf dem Weg zu einem umfassenden Verstindnis der hier beteiligten molekularen

Vorginge.
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