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1.0

ZUSAMMENFASSUNG 

Für die Medizin und Nano-Biotechno-
logie ist das Verständnis der zugrunde-
liegenden molekularen Mechanismen 
und ihres Zusammenspiels von großer 
Bedeutung. 

Enzyme zählen zu den wichtigsten funktionellen Einheiten von 
Organismen. Sie produzieren Biomoleküle oder bauen diese 
ab, wirken als molekulare Motoren oder regulieren biologische 
Prozesse in Antwort auf beispielsweise mechanische Reize. 

Das autoinhibierte Muskelenzym Titinkinase befindet sich im 
langen Sarkomer-Protein Titin an idealer Position, um im Muskel 
Ungleichgewichte der Krafterzeugung zu detektieren. In dieser 
Arbeit wurde die Funktion und der molekulare Aktivierungsme-
chanismus der Titinkinase in der natürlichen biomolekularen 
Umgebung mit Einzelmolekül-Kraftspektroskopie entschlüsselt. 
Durch das Dehnen einzelner Proteinkonstrukte konnte gezeigt 
werden, dass die Titinkinase über fünf Energiebarrieren und mit 
Kräften unter  50 pN vor den strukturell wirkenden Titindomänen 
(Ig/Fn) entfaltet. In Anwesenheit des Cosubstrates ATP, das 
nicht an die autoinhibierte Konformation bindet, wurde im 
Entfaltungsmuster eine zusätzliche Energiebarriere beobachtet. 
Die präzise Lokalisierung der Energiebarrieren bis auf wenige 
Aminosäuren genau erlaubte durch den Vergleich mit Molekular-
dynamik-Simulationen die Bestimmung aller strukturellen 
Veränderungen während der Entfaltung. Die zusätzliche Barriere 
beim mechanisch induzierten Binden von ATP wurde durch 
Wechselwirkung von ATP mit den Aminosäuren Methionin-34 
und Lysin-36 erklärt. Neu entwickelte mechanische „pumpand-
probe“-Protokolle, mit denen die Konformation des Enzyms 
kontrolliert wurde, erlaubten die detaillierte Vermessung der 
ATP-Bindungskinetik, die Lokalisierung der mechanischen 
Aktivierung nach der zweiten Energiebarriere und wiesen die 
essenzielle Rolle der Aminosäure Lysin-36 für die ATP-Bindung 
nach. Durch Binden von ATP wird die Blockierung der katalyti-
schen Aminosäure Aspartat-127 durch Autophosphorylierung 
von Tyrosin-170 aufgehoben. Die Titinkinase ist somit katalytisch 
aktiv und startet über Phosphorylierung von Substraten die 
Signalkaskade zur Regulation von Muskel-Genexpression und 
Proteinumsatz. Die Position der Titinkinase im Titin, sowie die Ak-
tivierungskräfte und Längen im physiologischen Bereich lassen 

Die entwickelte Basistechnologie erlaubt 
die Nanoassemblierung verschiedenster 
funktioneller Einheiten und könnte 
die Konstruktion von synergetischen 
Enzymkaskaden, oder das Imitieren bio-
logischer Signalwege ermöglichen. 

den Schluss zu, dass die Titinkinase als natürlicher Kraftsensor 
wirkt, um den Muskelaufbau zu steuern. Das Konzept der mecha-
nisch induzierten Konformationsänderung wurde in dieser Ar-
beit auch auf die Lipase CalB übertragen, die keine mechanisch 
kontrollierte Funktion besitzt. Die Aktivität einzelner kovalent 
immobilisierter Enzyme wurde mit TIRF-Mikroskopie und einem 
Substrat beobachtet, das nach enzymatischer Spaltung fluores-
zierte. Dabei wurde ein charakteristisch fluktuierendes Blinkver-
halten mit An- und Auszeiten im Sekundenbereich festgestellt. 
Durch gleichzeitige mechanische Manipulation von CalB über 
eine gut charakterisierte molekulare Sollbruchstelle wurde das 
Enzym in höherenergetische und katalytisch inaktive Zustände 
gebracht, von wo aus eine Relaxation über den aktiven Zustand 
ins Gleichgewicht stattfand und eine erhöhte Aktivität nach 1,7 
Sekunden festgestellt wurde. 

Die Kenntnis der Mechanismen einzelner Enzyme ist die Vor-
raussetzung für das Verständnis ihres Zusammenspiels, bei dem 
ihre räumliche Anordnung essenziell ist. Um solche funktionelle 
Einheiten kontrolliert auf Oberflächen zu assemblieren, wurde 
in dieser Arbeit das natürliche Prinzip der Selbstorganisation, 
basierend auf molekularer Erkennung, mit der Präzision des 
Atomic Force Microscope (AFM) kombiniert. Bei dieser „Single-
Molecule Cut-and-Paste“-Technik wurden mit der Spitze eines 
AFM kleine DNA-Oligomere nacheinander von einem Depot 
aufgenommen und im Ziel bis auf 10 nm genau an vordefinier-
ten Positionen abgesetzt. Durch diesen Prozess, der optisch und 
mechanisch kontrolliert wurde, konnten Strukturen verschiede-
ner Form und Größe bis zu beugungslimitierten Arrangements 
von 5 Molekülen mit Abständen von 50 nm erzeugt und optisch 
rekonstruiert werden. In einer Weiterentwicklung wurde diese 
Technik mit Selbstorganisation kombiniert. Durch das Anheften 
von Biotin an die DNA konnten Strukturen aus Bindungsstellen 
erzeugt werden. Verschiedene fluoreszierende Nanokristalle mit 
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EINLEITUNG 

dem Gegenstück Streptavidin an der Oberfläche lagerten sich 
so von selbst zu Superstrukturen zusammen. Die entwickelte 
Basistechnologie erlaubt die Nanoassemblierung verschiedens-
ter funktioneller Einheiten und könnte die Konstruktion von 
synergetischen Enzymkaskaden, oder das Imitieren biologischer 
Signalwege ermöglichen. 

 
Ein Ziel der Nano-Biotechnologie ist, biologische Prozesse auf 
grundlegendster molekularer Ebene zu verstehen und zu nutzen. 
Die Größe der einzelnen molekularen Bausteine im Nanometer- 
Bereich, sowie deren Komplexität und Interaktion miteinander 
stellen dabei eine Herausforderung dar. Allein die Anzahl der 
unterschiedlichen menschlichen Proteine im International 
Protein Index [3] beträgt ca. 40.000, Schätzungen belaufen sich 
sogar auf ca. 84.0000 [4], Proteine erfüllen die unterschiedlichs-
ten Funktionen und wirken beispielsweise als Motoren, Filter, 
Sensoren oder Gerüst, und regulieren sich gegenseitig über 
chemische oder mechanische Signale. Die räumliche Anordnung 
der interagierenden Biomoleküle ist dabei essenziell. Sie wird 
durch das fundamentale Prinzip der Natur erreicht: die Selbstas-
semblierung durch molekulare Erkennung. Durch die Brownsche 
Molekularbewegung erkunden die funktionellen Einheiten das 
ihnen zugängliche Volumen und suchen ihre Andockstellen, bin-
den aber nur an ihr spezifisches Gegenstück. Mit diesem Prinzip 
erzeugt die Natur nicht nur komplexe Nanostrukturen innerhalb 
von Zellen, sondern auch die Wechselwirkung ganzer Zellen wird 
auf diese Weise gesteuert und lässt sie in Organen oder ganzen 
Organismen zusammenarbeiten. Diese Selbstassemblierungs-
prozesse, die von der Natur in Milliarden von Evolutionsjahren 
entwickelt und optimiert wurden, stellen deshalb die wichtigste 
Grundlage bei der künstlichen Erzeugung von Nanostrukturen 
dar. Kraft ist essenziell im Prozess der Selbstassemblierung und 
des dynamischen Zusammenspiels biologischer Einheiten.  
Sie bestimmt nicht nur wie stark einzelne Moleküle oder Zellen 
aneinander haften, sondern sie wird auch aktiv erzeugt und 
manchmal sogar in biochemische Signale übersetzt, um biolo-
gische Prozesse zu regulieren. Auf der Ebene von Organen wird 
sie von Muskeln generiert, wodurch diese selbst der erzeugten 
Kraft ausgesetzt sind. Auf zellulärer Ebene ist besonders das 
Zytoskelett Kräften ausgesetzt, und schließlich wird auf mole-
kularer Ebene Kraft durch molekulare Motoren erzeugt und auf 

assoziierte Proteine übertragen. Für biologische Reaktionen auf 
diese mechanischen Reize bedarf es molekularer Kraftsenso-
ren, die mechanische in biochemische Signale übersetzen. Die 
Kraft stellt deshalb eine wichtige biologische Größe dar, um die 
Mechanismen dieser Prozesse zu erforschen und die Natur bei 
der künstlichen Erzeugung von Nanostrukturen zu imitieren, wie 
sich in dieser Arbeit zeigen wird. Kraft ist jedoch nicht nur eine 
Größe, um Proteine mit mechanischer Funktion zu untersuchen. 
Sie erlaubt vielmehr einen tiefen Einblick in die Organisation und 
Architektur von Biomolekülen. Denn die Funktion von Proteinen 
wird durch die selbstorganisierte dreidimensionale Faltung der 
Aminosäurenkette in einer ganz bestimmten Anordnung, der 
Tertiärstruktur, erlangt. Durch die verschiedenen physikalischen 
und chemischen Eigenschaften der zwanzig kanonischen Ami-
nosäuren entsteht eine vieldimensionale Potenziallandschaft, 
deren Grundzustand mit niedrigster Energie von der Protein-
kette in der Regel eingenommen wird und die funktionelle 
Konformation darstellt. Die strukturaufklärenden Methoden wie 
NMR oder Röntgenstrukturanalyse haben hier einen Durchbruch 
erwirkt, da durch sie die Positionen der einzelnen Atome karto-
graphiert werden können. Jedoch stellen solche Messwerte ei-
nen Mittelwert dar, und die dynamische Untersuchung einzelner 
Proteine, die einen tiefen Einblick in molekulare Mechanismen 
erlaubt, ist damit nicht möglich. Die Kraftspektroskopie, bei der 
einzelne Moleküle gedehnt werden, wobei Kraft und Abstand als 
Messsignal dienen, ermöglicht die Untersuchung dieser Potenzi-
allandschaft und der dynamischen Wechselwirkungskräfte. 
Für die Erforschung der molekularen Mechanismen biologischer 
Einheiten und ihres Zusammenspieles ist die Kontrolle der 
einzelnen Bausteine sowie die Beobachtung ihrer Reaktion von 
größter Wichtigkeit. Das „Atomic Force Microscope“ (AFM) und 
seine weiterentwickelte. Form für AFM-basierte Kraftspektros-
kopie sind hierfür wichtige Messinstrumente. Mit einer Präzision 
im Nanometerbereich in allen drei Raumrichtungen können 
einzelne Moleküle kontrolliert, manipuliert und ihre Reaktion 
mechanisch oder in Kombination mit Mikroskopiertechniken 
optisch detektiert werden. Entscheidend ist hier die Schnittstelle 
zwischen der makroskopisch kontrollierten Spitze des AFM-Can-
tilevers, der als mechanischer Detektor und Manipulator wirkt, 
und der molekularen Welt, in die makroskopische Techniken 
nicht übertragbar sind. Richard Feynman hat 1959 in seinem le-
gendären und visionären Vortrag „There is plenty of room at the 
bottom“ veranschaulicht, dass die Herstellung miniaturisierter 
Versionen unserer makroskopischen Werkzeuge und Maschinen, 
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Für den Wert von 1 •s wurde eine 
mittlere Diffusionslänge von 10 nm 

und ein Diffusionskoeffizient von 
107 nm2/s vorausgesetzt. 

und ihre Anwendung auf molekularer Größenordnung fehl-
schlägt. Zudem treten auf molekularer Ebene folgende physika-
lischen Effekte in den Vordergrund: Die Reibungskräfte nehmen 
überhand und die thermische Energie stößt Moleküle umher 
und hält alles in ständiger Bewegung, sodass die Gravitation 
keine essenzielle Rolle mehr spielt. Übertrüge man diese Welt, in 
der die Newtonschen Bewegungsgleichungen in die Langevin-
Gleichung übergehen, in unsere makroskopische Welt, so würde 
dies dem Leben in einer honigartigen Flüssigkeit inmitten eines 
Hurrikans entsprechen. Würde es gelingen, einen Greifarm na-
noskopisch nachzubauen, so könnte man damit trotzdem nicht 
ein einzelnes Molekül greifen und an einer bestimmten Position 
einfach absetzten. Um es zu ergreifen, müsste das Molekül zuerst 
nanometergenau lokalisiert und dann innerhalb einer milli-
onstel Sekunde gepackt werden1, da sich der Ort aufgrund der 
Brownschen Molekularbewegung ständig ändert. Selbst wenn 
das Molekül mit einer ausreichenden Kontaktfläche der Greif-
zange festhalten werden könnte, wäre es nicht aufzunehmen, 
da es aufgrund der laminaren Strömung beim Schließen der 
Zange ausweichen würde2. Beim Absetzten des Moleküls würde 
man außerdem mit dem von Smalley und Drexler debattierten 
Problem der „sticky fingers“ konfrontiert werden: Der für das 
Molekül „klebrige“ Greifarm müsste das Objekt wieder loslassen. 
Für die Kontrolle und gezielte Assemblierung von Molekülen 
ist also nicht eine Miniaturisierung makroskopischer Hilfsmittel 
die Lösung, sondern die gezielte Anwendung makroskopisch 
präzise gesteuerter Messsonden in Kombination mit dem Prinzip 
der molekularen Erkennung, das die Evolution in Milliarden von 
Jahren entwickelt hat, um die komplexe und vielseitige Nano-Bi-
otechnologie der Natur zu ermöglichen. Zentrales Thema dieser 
Dissertation ist die Kontrolle, Manipulation und Erforschung 
der molekularen Mechanismen einzelner Enzyme und anderer 
Biomoleküle, sowie deren Nanoassemblierung zu beliebigen 
Strukturen. Neben dem Muskelenzym Titinkinase, dessen Funk-
tion und molekularer Mechanismus diese Arbeit entschlüsselt, 
wird das ebenfalls mechanisch manipulierte, aber optisch beob-
achtete Enzym CalB vorgestellt. Außerdem werden Biomoleküle 
eingeführt, deren Fähigkeit der molekularen Erkennung die Kon-
trolle, Manipulation und gezielte Assemblierung funktioneller 
Einheiten zu komplexen Strukturen erlaubt. Für die detaillierte 
Beschreibung, Analyse sowie für technische Details dieser kumu-
lativen Dissertation wird an den entsprechenden Stellen auf die 
zugehörigen Publikationen im Anhang verwiesen. 

Enzyme zählen zu den aktiven Einheiten von Zellen. In diesem 
Kapitel werden ihr Aufbau und ihre Funktion dargestellt. Neben 
dem möglichen Einfluss externer Kräfte auf ihre Aktivität werden 
das in dieser Arbeit untersuchte Muskelenzym Titinkinase und 
die Lipase CalB vorgestellt. 

Enzyme: Konformation und Funktion 

Enzyme bilden die katalytisch aktive Klasse unter den Proteinen. 
Sie erfüllen in Organismen eine enorme  Vielfalt spezifischer 
Funktionen und sind für den Stoffwechsel, für Signalkaska-
den und gerichtete Bewegung in Form molekularer Motoren 
verantwortlich. Aufgebaut sind Enzyme aus den 20 kanoni-
schen Aminosäuren, die kovalent zu einer Aminosäurenkette 
verknüpft sind. Durch die Eigenschaften der Aminosäuren 
einsteht eine Potenziallandschaft im Konformationsraum, die 
die Faltung des Proteins in den funktionellen Zustand und seine 
Dynamik bestimmt. Während die Abfolge der Aminosäuren als 
Primärstruktur bezeichnet wird, nennt man die verschiedenen 
Strukturelemente wie α-Helix, β-Faltblatt oder „random coil“ 
Sekundärstruktur (s. Abb. 1).

3.1

3.0

MECHANOENZYMATIK 

Abb. 1

 1 

Bakterien gelingt es durch eine 
kurzzeitige hohe Geschwindigkeit, 

zum Reißen von Beute in turbulente 
Bereiche zu gelangen. 

2 

Strukturelemente von Proteinen. Je 
nach Eigenschaft der Aminosäuren 
und der lokalen Umgebung falten 
sich Teile der Aminosäurekette zu 
den stabilen Strukturelementen  
α-Helix (a) und β-Faltblatt (b), oder 
bilden flexiblere Schlaufen, auch 
„coil“ genannt (c). In den gezeigten 
Kristallstrukturen sind die Atome der 
Aminosäuren sowie die Schemata 
der Peptidrückgrate dargestellt. 
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Aus diesen Elementen ist die gesamte Struktur eines Enzyms, die 
Tertiärstruktur, aufgebaut. Während ein großer Teil der Elemente 
nur strukturelle Beiträge liefert, besitzen Enzyme, je nach Art, 
eine oder mehrere spezifische Bindungstaschen für die mole-
kulare Erkennung von Substraten oder Cofaktoren, sowie ein 
katalytisches Zentrum mit meist nur wenigen katalytischen Ami-
nosäuren. Für viele biologische Prozesse ist eine Steuerung von 
enzymatischer Aktivität wesentlich. Die Regulation geschieht 
meist durch Konformationsänderungen des Enzyms, die durch 
kovalente Modifikationen, das Binden von Liganden oder, wie 
bei der Titinkinase, durch Kraft induziert werden. Durch diese 
Modifikationen wird die Energielandschaft des Enzyms so ver-
ändert, dass Teile der Aminosäurenkette in einen neuen Zustand 
übergehen. Diese Konformationsänderungen können nur Teile 
des Enzyms, beispielsweise nahe einer Substratbindungsstelle, 
betreffen, oder im Fall von kovalenten Modifikationen, wie der 
Phosphorylierung, sogar nur einzelne Aminosäuren. Biologische 
Prozesse wie die Regulation von Proteinfunktionen, sind ange-
passt an die thermische Energie kBT (kB bezeichnet die 
Boltzmann-Konstante und T die Temperatur). Für Funktionen, die 
gezielt gesteuert werden, müssen einerseits die Barrieren zwi-
schen zwei funktionellen Zuständen hoch genug sein, um nicht 
zufällig eingenommen zu werden, und andererseits sollte der 
reversible Prozess nicht viel an wertvoller Energie verbrauchen. 
Aufgrund der thermischen Energie und ihrer Flexibilität sind 
Enzyme hoch dynamische Einheiten [5]. 

Es wurde von Frauenfelder erkannt, dass sie eine Vielzahl von 
Konformationen in dem kleinen, durch die thermische Energie 
erkundbaren Bereich durchlaufen [6–9]. Außerdem konnte durch 
eine Reihe von Einzelmolekülmessungen gezeigt werden, dass 
verschiedene Enzyme auch ohne externe Einflüsse zwischen 
aktiven und inaktiven Zuständen wechseln, und Perioden von 
An- und Auszeiten zeigen [10–12]. Dieses Verhalten wurde auch 
in dieser Arbeit bei der Lipase CalB beobachtet, wie in folgenden 
Kapiteln beschrieben wird. Da eine externe Kraft die Energie-
landschaft beeinflusst, ist Einzelmolekül-Kraftspektroskopie eine 
ideale Messmethode, um die Konformation von Enzymen zu 
kontrollieren und eine mögliche konformationsinduzierte 
Funktionsänderung zu beobachten. 

Wie in Abbildung 2 schematisch dargestellt, verkippt eine externe 
Kraft F die Energielandschaft, sodass die Energiebarriere ΔG* bei 
x* für kleine Änderungen des Grundzustandes x0F - x0 << x1 - x0 
verringert wird zu: ΔG* = DG* (0) - FΔx*, Δx* = x* - x0 . 
In gleicher Weise ändert sich die freie Energie zwischen Zustand 
0 und Zustand 1, sodass für die Rate k+1 in Zustand 1 und die 
Gleichgewichtskonstante Keq unter Kraft gilt 

wobei α den Frequenzfaktor bezeichnet. Es ist offensichtlich, 
dass durch die externe Kraft die Raten und das Gleichgewicht 
zugunsten von Zustand 1 verändert werden. Da eine weiterrei-
chende Beschreibung der Theorie zur Dissoziation molekularer 
Bindungen unter Kraft zu weit führen würde, sei hier auf die 
Fachliteratur verwiesen [13–16]. 

Schematische Darstellung zweier 
Zustände, die durch eine Energie-
barriere getrennt sind. Durch eine 

externe Kraft wird die Potenzial-
landschaft verkippt, sodass sich die 

Energiebarriere bei x* erniedrigt 
und die Besetzung von Zustand 1 

wahrscheinlicher wird. Konforma-
tionsänderungen können so durch 

Kraft induziert werden. 

bzw. 
Abb. 2
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Das Muselenzym Titinkinase

Biologische Gewebe sind ständig Kräften ausgesetzt. Überall 
dort, wo Bewegung erzeugt wird sei es auf makroskopischer 
Ebene, zum Beispiel im Muskel, oder auf mikroskopischer Ebene 
durch molekulare Motoren, entstehen mechanische Spannun-
gen, auf die die Zelle reagieren muss. 
Für mechanisch gesteuerte Signalkaskaden bedarf es moleku-
larer Kraftsensoren, die Kräfte detektieren und in Form che-
mischer Signale weiterleiten. In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass die katalytische Domäne des Titin, die Titinkinase, 
mechanisch aktiviert wird und so als Kraftsensor im Muskel den 
Proteinumsatz und die Muskel-Genexpression steuert. Die phy-
siologische Bedeutung dieses Enzyms sowie der Mechanismus, 
der die enzymatische Aktivität inhibiert, werden im Folgenden 
dargestellt. 

Muskelaufbau 
Der quergestreifte Muskel, zu dem Skelett- und Herzmuskel 
zählen, ist aus Muskelfasern aufgebaut, die viele Zentimeter 
lang und einige 100 µm dick sein können. Sie bilden sich in der 
embryonalen Phase durch Fusion vieler Myoblasten und enthal-
ten deshalb viele Zellkerne und Mitochondrien. Muskelfasern 
bestehen wiederum aus vielen faserartigen Myofibrillen, die aus 
mehreren hunderttausend hintereinander gereihten Sarkome-
ren, den krafterzeugenden Einheiten des Muskel, aufgebaut sind. 
Wie in Abbildung 3 schematisch dargestellt, sind die Aktinfila-
mente fest mit den Enden des Sarkomers verankert, sodass die 
Myosinfilamente, die aus den molekularen Myosin-Motoren 
aufgebaut sind, Kraft auf die Aktinfilamente ausüben können. 
Wegen der Spiegelsymmetrie des Sarkomers ziehen die Myos-
infilamente auf beiden Seiten in entgegengesetzte Richtungen, 
wodurch das Sarkomer kontrahiert. In Position gehalten werden 
die Myosinfilamente durch das sehr lange Protein Titin, das sich 
von der Z-Bande bis zu MBande erstreckt. Neben seiner entschei-
denden biochemischen Funktion bei der Selbstassemblierung 
des Sarkomers gibt es dem Muskel wichtige mechanische Eigen-

Schematische Darstellung des Mus-
kels. Die krafterzeugende Einheit 
des Muskels ist das Sarkomer. Die 
Myosinfilamente (grün) sind über 
das Titin (gelb)elastisch mit der 
Z-Bande verbunden und bestehen 
aus den molekularen Motoren 
Myosin. Sie üben in den zwei 
Hälften des Sarkomers auf die fest 
verankerten Aktinfilamente Kräfte 
in entgegengesetzte Richtung aus, 
wodurch die Kontraktion entsteht. 
An der M-Bande verzweigen sich 
die Titine vom Mysinfilament.In 
dieser quervernetzten Struktur 
treten bei Ungleichgewichten der 
Krafterzeugung Scherkräfte auf. In 
dieser Region des Titins befindet 
sich die Titinkinase, umgeben von 
globulären Ig- und Fn-Domänen, 
als einzige katalytische Domäne 
des Titins. 

Abb. 3 

3.2

schaften. Denn der Bereich zwischen Z-Bande und Myosinfila-
ment enthält „PEVK-Regionen“, die nach der Zusammensetzung 
der Aminosäuren benannt sind und strukturlose entropische 
Knäule bilden. Durch die entropische Kraft beim Dehnen [17, 18] 
erhält der Muskel seine passive Elastizität [19]. Die übrigen Teile 
des Titins bestehen zum größten Teil aus globulär gefalteten 
Immunoglobulin (Ig)- und Fibronectin-Domänen (Fn), die unter 
Kraft schlagartig aufbrechen, und so den Muskel bei zu hohen 
Kräften vor Zerstörung schützen können. Diese Teile des Titins 
sind mit kraftspektroskopischen Messmethoden intensiv unter-
sucht worden [20–24]. Der hexagonalen Querschnittsstruktur 
des Sarkomers entsprechend, winden sich sechs Titine an einem 
Myosinfilament entlang bis zur M-Bande, wo sie sich vom Myos-
infilament ablösen und in der netzartigen Struktur der M-Bande 
über Myomesin und Obscurin quervernetzt sind [25, 26]. Genau 
in diesem Bereich des Titins, der die ideale Position zur Detektion 
von mechanischen Spannungen zwischen Myosinfilamenten 
darstellt, befindet sich die Titinkinase. 
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Schematische Darstellung der von 
Kinasen katalysierten Reaktion. Im 
Fall von Serin/Threonin-Kinasen 
wird das Gamma-Phosphat eines 
ATP- oder GTP-Moleküls auf die 
Aminosäuren Serin oder Threonin 
des Substrates übertragen, wo-
durch eineVeränderung des funkti-
onellen Zustandes erreicht wird. 

Abb. 5 Kristallstruktur der Titinkinase 
pdb: 1TKI. Die Titinkinase besteht 
aus einem größeren Teil, der für 
die Katalyse verantwortlich ist, 
und einem kleineren Teil, der die 
ATP-Bindungstasche enthält. Die 
Bindungstasche ist jedoch von der 
α-Helix αR2 des in rot markierten 
C-terminalen regulatorischen 
Teils blockiert, wodurch ATP nicht 
bindet. Der zweite inhibitorische 
Mechanismus besteht in der 
Blockierung der katalytischen Base 
ASP127 durch TYR170. Ebenfalls 
markiert sind die für die Katalyse 
wichtigen Aminosäuren ARG129 
und LYS36, das in den meisten 
Kinasen konserviert ist und mit ATP 
interagiert. 

Abb. 4 

Autoinhibierung der Titinkinase 
Proteinkinasen sind wichtige regulatorische Enzyme und steuern 
viele zelluläre Signalwege. Sie verändern den funktionellen 
Zustand ihrer Substrate durch Phosphorylierung, d.h. durch 
Anheften einer Phosphatgruppe (siehe Abbildung 4). Dadurch 
wird die Aktivität eines Enzyms entweder direkt beeinflusst oder 
ein Substrat erhält durch die Phosphorylierung eine veränderte 
Affinität zu weiteren Bindungspartnern im Signalweg. Resul-
tat eines durch Kinasen initiierten Signalweges kann z. B. die 
Regulation der Genexpression oder des Proteinumsatzes sein. 
Die Titinkinase zählt zu den Serin/ Threonin spezifischen Kinasen. 
Obwohl sie eine Bindungsstelle für Calcium/Calmodulin besitzt, 
wird sie durch Binden von Calcium/Calmodulin im Gegensatz zu 
verwandten Kinasen nicht aktiviert. Es konnte vielmehr gezeigt 
werden, dass die Titinkinase zwei autoinhibierende Elemente 
enthält. Zum Einen ist die Bindungstasche für ATP in der nativen 
Konformation durch eine α-Helix verschlossen, zum Anderen 
wird die katalytische Base Aspartat- 127 (ASP127) durch Tyrosin-
170 (TYR170) blockiert [27]. Die Kristallstruktur der Titinkinase 
ist in Abbildung 5 dargestellt, wobei die inhibitorischen Elemen-
te rot hervorgehoben sind. Zur Untersuchung der möglichen 
Signalwege aktivierter Titinkinasen wurden die inhibierenden 
Elemente biochemisch entfernt [2]. Dazu wurde zum Einen-
TYR170 zu Glutaminsäure mutiert, um die inhibierende Wirkung 
zu beseitigen und den phosphorylierten Zustand von TYR170 zu 
imitieren. Zum Anderen wurde der C-terminale regulatorische 
Teil, der die ATP-Bindungstasche verschließt, trunkiert. Auf diese 
Weise konnten aktive Titinkinasen gewonnen und Substrate 
wie nbr1 oder p62 identifiziert werden (siehe Abbildung 6). Die 
ausgelöste Signalkaskade steuert letztlich den Proteinumsatz im 
Muskel und reguliert im Zellkern die Expression von Muskelpro-
teinen. Die ausgesprochen wichtige Funktion der Titinkinase 
bei der Bildung und Erhaltung des Muskels zeigt sich auch bei 
einer erblichen Myopathie, bei der das Arginin-279 der Helix 
αR1 zu Tryptophan mutiert ist [2, 28]. Die Patienten leiden schon 
in jungen Jahren an Muskelschwäche, die bei Versagen der 
Atemmuskulatur tödlich ist [29]. Auf mikroskopischer Ebene 
zeigen sich die Auswirkungen vor allem in einer verwaschenen, 
schwammigen Sarkomerstruktur, bei der die Mund Z-Banden 
nicht mehr klar definiert sind. Ganze Myofibrillen brechen 
zusammen und können keine Kraft mehr erzeugen. Dass der 
regulatorische Signalweg der Titinkinase auch im Herzmuskel 
essenziell ist, konnte an KO-Mäusen gezeigt werden, bei denen 
die Titinkinase deletiert wurde [30]. Auch hier löst sich die Sarko-
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merstruktur auf, sodass keine Kraft mehr erzeugt werden kann, 
was letztlich zum Herzstillstand führt. Es ist also für die Grundla-
genforschung und die Medizin von Interesse, den molekularen 
Aktivierungsmechanismus der kompletten Titinkinase in ihrer 
natürlichen Proteinumgebung zu entschlüsseln (Abbildung 6). 
Die Ergebnisse der Erforschung des molekularen Aktivierungs-
mechanismus finden sich im Kapitel 5 und in der Publikation  P1 
im Anhang. 

Abb. 6 

Schematische Darstellung der 

enzymatischen Aktivität der 

Titinkinase. Durch Trunkation des 

regulatorischen Teils, der die ATP-

Bindungstasche verschließt, und 

durch Imitation des phosphory-

lierten TYR170 wurden in Referenz 

[2] aktive Kinasen gewonnen. 

Der untersuchte Signalweg, der 

über mehrere Zwischenschritte 

führt, steuert Proteinumsatz und 
Muskel-Genexpression. Der erste 

Schritt der ATP-Bindung, der für die 
Phosphorylierung von Substraten 
notwendig ist, findet jedoch in der 
ursprünglichen Konformation der 

natürlichen kompletten Titinkinase 
nicht statt.

Schematische Darstellung der 
Energielandschaft eines Enzyms. 
Durch die thermische Energie ist ein 
Ensemble von enzymatisch aktiven 
(E1) oder inaktiven (E2) Zuständen 
erreichbar, was zur  „dynamischen 
Unordnung“ führt. Durch eine exter-
ne Kraft wird die Energielandschaft 
verkippt, und das Enzym nimm 
durch die geleistete Arbeit W höhe-
renergetische Zustände ein (EF). 
Wirkt die Kraft nicht mehr, so kann 
das Enzym von dort ins ursprüng-
liche Gleichgewicht relaxieren. 

Abb. 7 
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 Fluktuierende Enzyme 

In gleicher Weise wie die Energielandschaft die Konformation
und Funktion des mechanisch aktivierten Muskelenzyms 
Titinkinase bestimmt, erhalten auch andere Enzyme, die keine 
mechanische Aufgabe erfüllen, durch sie ihre Funktion. Neuere 
Untersuchungen zeigen, dass die Energielandschaft ein ganzes 
Ensemble an Konformationen zulassen kann, das durch die 
thermische Energie höchst dynamisch ist [9, 31, 32]. Diese Um-
wandlung zwischen verschiedenen Konformationen kann direkt 
mit der enzymatischen Funktion verbunden [8, 9, 33, 34] und, 
wie aktuelle Studien zeigen, für die Regulation von Enzymen von 
Bedeutung sein [31, 32]. In Ensemble-Experimenten sind Enzyme 
nicht synchronisiert, wodurch ihre zeitlich variierende Aktivität 
nicht zugänglich ist. Um das Wechseln eines Enzyms zwischen 
unterschiedlichen funktionellen Zuständen beobachten zu kön-
nen, muss deshalb die Aktivität einzelner Enzyme beobachtet 
werden. Dazu wurde in mehreren Studien die Aktivität einzelner 
Enzyme mit Fluoreszenztechniken wie TIRF oder Konfokaler 
Mikroskopie beobachtet, indem ein Substrat verwendet wurde, 
dass als Produkt umgewandelt zu fluoreszieren beginnt [10, 35, 
36]. Diese zeigen, dass die untersuchten Enzyme verschiedene 
Reaktionsraten aufweisen, was im Extremfall zu An- und Auszei-
ten im Sekundenbereich führt. Erklärt wird dieses als „dynami-
sche Unordnung“ bezeichnete Phänomen durch die Konversion 
der Enzyme in unterschiedlich aktive Zustände der Energieland-
schaft, wie in Abbildung 7 schematisch dargestellt ist. Für eine 
weitergehende Untersuchung der Energielandschaft einzelner 
Enzyme biete sich auch hier die Kraft als externer Parameter an. 
Durch sie wird die Energielandschaft verkippt, wodurch sich das 
Gleichgewicht der Zustandsbesetzungen verschiebt. Bei gleich-
zeitiger Beobachtung der Enzymaktivität kann das mechanische 
Protokoll mit der Aktivität korreliert werden, wodurch sich verfol-
gen lässt, wann sich das Enzym wieder im aktiven Zustand befin-
det. Dieser Ansatz wurde in der vorliegenden Arbeit gewählt, um 
die Reaktion des Enzyms Candida Antarctica Lipase B (CalB) auf 
externe Kräfte zu untersuchen und Einblick in die Konformati-
onsdynamik zu erlangen. 

Modellsystem Candida Antarctica  Lipase B 
Als Modellsystem wurde in dieser Arbeit die Lipase B des arkti-
schen Hefepilzes Candida Antarctica gewählt. Sie zeichnet sich 
durch hohe Thermostabilität und Stabilität in organischen Lö-

3.3 sungsmitteln aus, weshalb sie auch in der industriellen Katalyse 
Anwendung findet. Triacylglycerollipasen, zu denen CalB zählt, 
katalysieren die Hydrolyse von Carboxylesterbindungen in Alko-
hol und Carbonsäure (Abbildung 8). In der Natur erfüllen sie die 
Aufgabe, vor allem in Fettzellen gespeicherte Energie durch den 
Abbau von Triglyceriden nutzbar zu machen. Triacylglycerollipa-
sen besitzen neben dem konservierten katalytischen Zentrum 
eine als „lid“ bezeichnete α-Helix. Sie verschließt meist die Sub-
stratbindungstasche, wodurch in Lösung keine enzymatische 
Aktivität möglich ist. An einer Wasser-Lipid Grenzschicht öffnet 
sich die Bindungstasche durch eine Konformationsänderung 
des „lid“, die durch hydrophobe Wechselwirkung induziert wird 
und die Aktivierung verursacht [37]. In CalB ist diese Struktur je-
doch so schwach ausgebildet, dass das Enzym auch in wässriger 
Lösung aktiv ist. Die Röntgenstruktur von CalB zeigt, dass der 
„lid“ einen hohen b-Faktor3 besitzt, was auf eine hohe Mobilität 
und Fluktuation dieser Struktur schließen lässt [39]. Die Kris-
tallstruktur von CalB mit farblich codiertem b-Faktor sowie die 
katalysierte Reaktion sind in Abbildung 8 dargestellt. Aktivitäts-
messungen an einzelnen immobilisierten Enzymen enthüllten, 
dass CalB An- und Auszeiten zeigt und dass die Aktivität nicht 
durch einen einfachen Poisson-Prozess beschreibbar ist [40, 41]. 
Der gestreckt-exponentielle Verlauf der Wahrscheinlichkeits-
dichte von Auszeiten lässt vielmehr auf ein ganzes dynamisches 
Ensemble von Zuständen schließen, deren unterschiedliche 
Katalyseraten den multiexponentiellen Verlauf verursachen 
[42–44]. Für tiefere Einblicke in die Energielandschaft von CalB 
und die interne Dynamik wurden im Rahmen dieser Arbeit Tech-
niken entwickelt, um auf immobilisierte CalB Enzyme Kräfte aus-
zuüben und gleichzeitig ihre Aktivität zu beobachten. Dadurch 
wird das Enzym aus dem Gleichgewicht gebracht und besetzt 
Stellen in der Energielandschaft, die bei Raumtemperatur allein 
durch die thermische Energie nicht zugänglich sind. Durch den 
Einbau einer Antikörper-Peptid basierten Sollbruchstelle, die im 
nächsten Abschnitt vorgestellt wird, konnte in dem Kraftsprung-
Experiment gewährleistet werden, dass das Enzym nicht voll 
entfaltet und nach dem Bindungsbruch relaxieren kann. Das 
simultane optische Signal erlaubt die gleichzeitige Beobachtung 
der Aktivität und gibt somit Auskunft, mit welchen Zeiten die 
Gleichgewichtsverteilung der Zustände wieder erreicht wird. 
Die gewonnenen Ergebnisse sowie eine Beschreibung der 
Experimente finden sich im Kapitel 5 und im Manuskript M1 im 
Anhang. 
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Struktur und Katalyse von CalB. 
Die Röntgenstruktur pdb 1LBS mit 

farblich codiertem b-Faktor zeigt 
die katalytische Triade bestehend 

aus Serin, Histidin und Aspartat. 
Vor dem katalytischen Zentrum 

befindet sich eine kleine α-Helix, die 
durch eine hohe Mobilität auffällt 

(b-Faktor 95). CalB katalysiert je 
nach Gleichgewicht die Hydrolyse 

oder Veresterung. 

Antikörper-Peptid basierte Sollbruchstellen  
für mechanische Manipulation 
Für die mechanische Manipulation von Enzymen bedarf es 
molekularer Sollbruchstellen, die durch molekulare Erkennung 
eine mechanische Verbindung zwischen dem Enzym und z. B. der 
Spitze eines AFMCantilevers herstellen. Durch die vordefinierte 
Abrisskraft und Kontaktposition der Sollbruchstelle wird gewähr-
leistet, dass das Enzym nicht komplett entfaltet wird und die 
Kraft immer in der gleichen Geometrie wirkt. Nach dem Abriss 
ist die Sollbruchstelle im Ausgangszustand und steht für einen 
weiteren Messzyklus zur Verfügung. Zwar eignet sich DNA für 
diesen Zweck hervorragend, da sie frei programmierbar ist und 
spezifisch bindet, aufgrund der Schwierigkeit, sie an definierten 
Stellen von Proteinen anzukoppeln, wurde jedoch in dieser 
Arbeit eine Antikörper-Peptid basierte Sollbruchstelle charakteri-
siert und für die mechanische Manipulation von CalB eingesetzt. 
Die häufigste Form von Antikörpern sind die IgG Proteine  
(Abbildung 9). Sie bestehen aus zwei gleichen schweren Ketten 
und zwei gleichen leichten Ketten, die über Disulfide miteinan-
der verbunden sind und so die typische Y-Form ergeben. Die 
leichte und die schwere Kette besitzen jeweils einen variablen 
Bereich VL und VH, die für die spezifische Erkennung des Anti-
gens verantwortlich sind. Dieses als scFv abgekürzte  Fragment 
ist somit der kleinste spezifische Teil  eines Antikörpers, der re-
kombinant z. B. im Bakterium e.coli hergestellt werden kann [45]. 
Ein großer Vorteil gegenüber direkt aus Tierserum gewonnenen 
Antikörpern ist, dass sie aus Gendatenbanken auswählbar sind 
und ihre Bindungseigenschaften durch Mutationen verändert 
werden können [46]. Besonders geeignet als Sollbruchstelle sind 
Antikörperfragmente, die eine kurze Peptidsequenz binden. 
Denn das Peptid kann als Fusionsprotein an Enzyme oder andere 
Proteine angehängt exprimiert werden. Zudem ist die Peptid-
sequenz mutierbar, um unterschiedliche Sollbruchkräfte zu 
erhalten. Die Bindungsaffinität der in dieser Arbeit verwendeten 
Antikörperfragment-Peptid-Wechselwirkung wurde in Referenz 
[47] bestimmt und verschiede Varianten von scFv Fragmenten 
wurden auf ihre mechanischen Eigenschaften mit AFM basierter 
Kraftspektroskopie untersucht [1]. Für diese Arbeit wurde die 
Bindung dieser Antikörper-Peptid-Wechselwirkung kraftspektro-
skopisch weiter charakterisiert und für die mechanische Manipu-
lation an CalB eingesetzt. Die Ergebnisse finden sich im Kapitel 5, 
in Publikation P2 und im Manuskript M1 im Anhang. 

Abb. 8 

Darstellung eines IgG Antikörpers 
und der Kristallstruktur eines scFv 

Fragmentes mit gebundenem 
Peptid. Die jeweils zwei identischen 

leichten und schweren Ketten sind 
durch Disulfidbindungen mitein-

ander verbunden. Der variable 
Bereich der leichten Kette VL und 

der schweren Kette VH binden 
spezifisch das Antigen durch 

molekulare Erkennung. Sie können 
isoliert und rekombinant als scFv 

Fragment gewonnen werden. Die 
Kristallstruktur pdb 1P4B zeigt solch 

ein Fragment, welches das Peptid 
GCN4 bindet und in dieser Arbeit als 

Sollbruchstelle charakterisiert und 
eingesetzt wurde. 

Abb. 9 
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Um einzelne Biomoleküle zu kontrollieren und zu beobachten, 
bedarf es einerseits präziser und sensibler Positionier- und Mess-
methoden, und andererseits der Spezifität der molekularen 
Erkennung. In diesem Kapitel werden die in dieser Arbeit weiter-
entwickelten experimentellen Einzelmolekültechniken kurz vor- 
gestellt und eine Einführung zur molekularen Erkennung von 
DNA gegeben. Die darauf basierende „Single-Molecule Cut-and-
Paste“-Technik erweitert die kraftspektroskopische vertikale Kon-
trolle von Biomolekülen um ihre gezielte laterale Positionierung. 

Rasterkraft- und TIRF Mikroskopie 

Die mechanische Kontrolle und Positionierung von einzelnen Bio-
molekülen in allen drei Raumrichtungen erfolgt mit einem Raster-
kraftmikroskop, das auf der Erfindung des „Atomic Force Micros- 
cope“ von Binnig, Quate und Gerber basiert [48]. Das Prinzip des 
Rasterkraftmikroskops beruht auf einer sehr sensiblen Blattfeder, 
an deren Ende sich eine feine Spitze mit einem Krümmungsra-
dius im 10 nm-Bereich befindet. Diese Spitze kann mit Piezos in 
allen drei Raumrichtungen mit Nanometer Präzision bewegt wer- 
den, um Moleküle zu kontaktieren, Kräfte auf sie auszuüben oder 
sie zu positionieren. Die Kraft wird dabei über die Verbiegung 
der Blattfeder mit einem Lichtzeiger so genau bestimmt, dass 
molekulare Wechselwirkungskräfte im pN-Bereich detektierbar 
sind. Mit den aufgezeichneten Kraft-Abstandskurven können 
Wechselwirkungskräfte bestimmt, die Position von Energiebar-
rieren in charakteristischen Entfaltungsmustern vermessen und 
sogar das Binden von Liganden an Proteine beobachtet werden. 
Die Kombination mit TIRF-Mikroskopie (Total Internal Reflection 
Fluorescence) ermöglicht die gleichzeitige Beobachtung von 
Einzelmolekülfluoreszenz. Der Anregungslaser wird dabei über 
das Objektiv so eingekoppelt, dass er vom Mikroskopdeckglas an 
der Glas-Wasser-Grenzfläche total reflektiert wird. Dadurch ent-
steht im Probenvolumen ein exponentiell abklingendes Anre- 
gungsfeld mit einer Eindringtiefe im 100 nm-Bereich. Die Unter-
drückung der Hintergrundfluoreszenz des restlichen Volumens 
erlaubt die Beobachtung von Einzelmolekülfluoreszenz auf der 
Oberfläche. So wurde in dieser Arbeit die Assemblierung von 
Nanostrukturen und die Aktivität des Enzyms CalB beobachtet. 
Die Konstruktion und Weiterentwicklung dieses kombinierten 
AFM-TIRFHybrids ist zwar Teil dieser Arbeit, aufgrund des techni-
schen Charakters ist jedoch die ausführlichere Beschreibung im 
Anhang, in der Publikationen P3 und im Manuskript M2 zu finden.

Nanoassemblierung durch molekulare Erkennung 

DNA als programmierbarer Baustein Die Desoxyribonucleinsäure 
(DNA) ist Träger der genetischen Erbinformation und somit eines 
der wichtigsten Moleküle, auf dem das Leben basiert. Es ist 
deshalb nicht verwunderlich, dass sich die DNA durch besondere 
Eigenschaften wie Robustheit, Spezifität und Einfachheit 
auszeichnet. Aufgrund der sequenzspezifischen molekularen 
Erkennung wurde DNA in der Nano-Biotechnologie als Baustein 
entdeckt und wird auch in dieser Arbeit für die gezielte Nanoas-
semblierung verwendet. Ein DNA Einzelstrang setzt sich aus den 
vier verschiedenen Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und 
Cytosin (C) zusammen, die über ein Zucker-Phosphat-Rückgrat 
miteinander kovalent verbunden sind. Watson und Crick konn-
ten durch Röntgenstrukturanalyse zeigen, dass sich jeweils zwei 
DNA-Stränge zu einer Doppelhelix zusammenlagern [49], wobei 
sich jeweils zwischen den gegenüberliegenden Basen A–T und 
G–C Wasserstoffbrücken ausbilden und so zur sequenzspezifi-
schen Stabilisierung führen4 . Die beiden Stränge sind dabei anti-
parallel zueinander ausgerichtet, sodass jeweils das 5’-Ende dem 
3’-Ende gegenüberliegt und umgekehrt (siehe Abbildung 10). 

4.0

BEOBACHTUNG UND  
3D-KONTROLLE 

 EINZELNER BIOMOLEKÜLE 

4.1

4.2

Struktur von DNA. Zwei komple-
mentäre DNA-Stränge lagern sich 
über die spezifischen Basenpaarun-
gen zu einer Doppelhelix zusam-
men. Dabei bilden jeweils Adenin 
und Thymin zwei Wasserstoffbrü-
cken miteinander aus und Guanin 
und Cytosin jeweils drei. Abbildung 
nach: http://de.wikipedia.org/wiki/
Desoxyribonukleinsäure 

Misspaarungen destabilisieren die 
Doppelhelix zwar, führen aber, ja 
nach ihrer Anzahl, nicht unbedingt 
zur Dissoziation.

Abb. 10

 4 
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Diese Fähigkeit komplementärer DNA-Stränge miteinander zu 
hybridisieren, wird für die spezifische Anbindung von Bausteinen 
oder zur Selbstassemblierung komplexer Strukturen aus DNA 
ausgenützt. Wichtig für die schnelle Entwicklung auf diesem Ge-
biet sind industriell verwendete biotechnologische Methoden, 
mit denen bis zu 200 Basen lange DNA-Stränge mit beliebiger 
Sequenz künstlich synthetisiert werden können. Auch interne 
Modifikationen wie Farbstoffmarkierungen oder spezifische 
Bindungsstellen können so per Katalog bestellt werden. Die Viel-
seitigkeit auf dem Gebiet der DNAbasierten Selbstassemblierung 
zeigt die Erzeugung von Würfeln [50], Oktaedern [51], Röhren 
[52] oder zweidimensionalen Gittern [53]. Dabei hybridisieren 
DNA-Stücke mit speziell programmierter Sequenz so, dass über-
lappende, „klebrige“ Enden entstehen, an die wiederum weitere 
Stränge binden können. In einem darauf aufbauenden und mit 
DNA-Origami neu benannten Gebiet wird ein langer DNA-Strang 
durch viele kleine DNA-Stränge in eine bestimmte Form gefaltet 
und stabilisiert. Die DNA-Sequenzen für bestimmte Strukturen 
wie Smilies oder Kontinente können mit Computerprogrammen 
vorher bestimmt und dann über Selbstassemblierung erzeugt 
werden [54]. DNA kann aber auch für die Selbstorganisation 
von anderen Bausteinen, wie beispielsweise Nanopartikeln, 
verwendet werden [55]. Die Bausteine werden mit den entspre-
chenden DNASträngen funktionalisiert, und je nach Anbin-
dungsdichte können sich Dimeren oder ganze Kristallstrukturen 
bilden [56–58]. 

Hierarchische Trennkräfte von DNA  
für gezielte Nanoassemblierung 
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Strategie zur AFM-
basierten Assemblierung einzelner funktioneller Einheiten, auch 
Single Molecule Cut-and-Paste (SMCP) genannt, kombiniert die 
molekulare Erkennung von DNA mit der Präzision des AFM. Die 
spezifische Hybridisierung von DNA dient dabei zur Veranke-
rung, zum Aufgreifen und zum Absetzen der Transport-DNA. 
Entscheidend für den Transport sind dabei die verschiedenen 
Trennkräfte, die durch unterschiedliche Belastungsgeometrien 
und die Sequenzlänge der DNA bestimmt werden. Wie in Abbil-
dung 11 schematisch dargestellt, sind in einem Depotbereich 
30 Basen lange DNA-Oligomere kovalent über einen Polyethy-
lenglycol-Spacer (PEG) an der Oberfläche verankert. Sie hybridi-
sieren an die 30 Basen lange Ankersequenz der Transport-DNA 
und dienen so ihrer Speicherung. Die Transport-DNA besitzt 

zudem einen überlappenden Teil mit den 20 Basen der Trans-
portsequenz, die komplementär zur ebenfalls kovalent ange-
bundenen Cantilever-DNA ist. Wird die Spitze nun in Kontakt mit 
dem Depotbereich gebracht, hybridisiert der Teil der Transport-
sequenz mit der Cantilever-DNA in der „shear“-Geometrie [1, 59]. 
In dieser Geometrie wirkt die Kraft auf die gegenüberliegenden 
Enden des Duplexes. Obwohl der Duplex mit der Ankersequenz 
mehr Basen besitzt, ist er unter der aufgebauten Kraft beim 
Zurückziehen des Cantilevers instabiler als der Duplex mit der 
Cantilever-DNA, da er in der sogenannten „unzipper“- Geome-
trie belastet wird [60–62]. Der anschauliche Grund liegt darin, 
dass beim „unzippen“ der DNA die Kraft am gleichen Ende des 
Duplexes angreift und somit ein Basenpaar nach dem anderen 
getrennt wird. Die Arbeit zum Trennen wird deshalb über 

Hierarchische Trennkräfte von 
DNA für SMCP. Im Depot ist die 
30 Basen lange Depot-DNA über 
PEG kovalent an der Oberfläche 
befestigt, um mit der Ankerse-
quenz der Transport-DNA in der 
„zipper“-Geometrie zu hybridisie-
ren (Trennkraftkraft F1).  

Die so gespeicherte Transport-DNA 
kann mit ihrer Transportsequenz an 
die 20 Basen lange Cantilever- DNA 
in der „shear“-Geometrie, die höhe-
re Trennkräfte aufweist (F2), hybri-
disieren. Nach dem Zurückziehen 
des Cantilevers wird die Transport-
DNA an eine definierte Stelle im 

Abb. 11

Ziel transportiert, wo sie über die 30 
Basen lange Ankersequenz mit der 
Depot-DNA hybridisiert – diesmal 
jedoch ebenfalls in der „shear“-
Geometrie und mit der größten 
Trennkraft F3. Dadurch bleibt sie 
beim Zurückziehen das Cantilevers 
im Ziel verankert. 
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eine wesentlich längere Strecke als bei der „shear“-Geometrie 
verrichtet, weshalb die resultierende Kraft ein Plateau bei ca. 
17 pN5 zeigt. Die Transport-DNA bleibt so mit fast 100 prozen-
tiger Wahrscheinlichkeit an der Cantilever-DNA verankert und 
kann zur vorbestimmten Position in der Zielregion transportiert 
werden6. Die Ziel-DNA ist, wie im Depotbereich, kovalent an 
die Oberfläche angebunden und besitzt die gleiche Ankerse-
quenz, jedoch ist sie mit dem anderen Ende angebunden. Wird 
der Transportstrang in Kontakt gebracht, hybridisiert die freie 
Ankersequenz mit den 30 Basen der Ziel-DNA, diesmal jedoch 
aufgrund der anderen Orientierung in der „shear“-Geometrie. 
Beim Zurückziehen des Cantilevers ist nun der 10 Basen längere 
Anker-Duplex mit der Ziel-DNA stärker, sodass der Transport-
Duplex mit wesentlich höherer Wahrscheinlichkeit reißt, die 
Transport-DNA im Ziel verankert bleibt und die Cantilever-DNA 
wieder frei für den nächsten Zyklus ist. Auf diese Weise wurden 
verschiedenste Strukturen aus einzelnen DNA Strängen erzeugt, 
wobei als funktionelle Einheiten Farbstoffe oder spezifische 
Bindungsstellen an die Transport-DNA gebunden wurden. Die 
gleichzeitige optische Beobachtung der so erzeugten Strukturen 
mit TIRF-Mikroskopie lieferte zusätzlich eine optische Kontrolle 
und weitere Untersuchungsmöglichkeiten der erzeugten Struk-
turen. Die Charakterisierung und die Ergebnisse finden sich im 
Kapitel 5 und in den Publikationen P4–P6. 

Nachdem in den vorigen Kapiteln eine Einführung in die biologi-
schen und biophysikalischen Fragestellungen sowie in die dafür 
verwendeten und weiterentwickelten Techniken gegeben wur-
de, werden nun die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst. 
 

Der molekulare Kraftsensor Titinkinase 

Im einführenden Kapitel 3 wurde dargestellt, dass sich die 
Titinkinase im Titin an idealer Position befindet, um Kräfte zu 
detektieren. Jedoch ist sie durch einen dualen Mechanismus 
autoinhibiert: Die α-Helix αR2 blockiert die ATP Bindungstasche 
und TYR170 blockiert in nichtphosphoryliertem Zustand die 
katalytische Base ASP127. Um die Funktion und den molekularen 
Mechanismus der Titinkinase zu erforschen, wurden einzelne 
Titinkinasen mit ihren natürlichen Nachbardomänen, den Immu-
noglobulin (Ig)- und Fibronectin-Domänen (Fn), kraftspektrosko-
pisch untersucht. Das untersuchte Proteinkonstrukt stammt aus 
dem Labor von Prof. Mathias Gautel am King’s College London. 

Kraftinduzierte Entfaltungscharakteristik 
einzelner Titinkinase-Proteinkonstrukte 
Im Zyklus eines kraftspektroskopischen Experimentes wird 
die Spitze eines AFM-Cantilevers in Kontakt mit dem Protein 
gebracht, das vorher auf einer Goldoberfläche unspezifisch 
angebunden wurde. Beim Zurückziehen des Cantilevers wird das 
Protein gedehnt, wobei als Messsignal Kraft- Abstandskurven 
aufgezeichnet werden (Abbildung 12). Am Anfang der Kraft-
Abstandskurve wird das Proteinkonstrukt gestreckt, bis die 
schwächsten Wechselwirkungen brechen und Kraftpeaks bei ca. 
50 pN verursachen (orange). Im weiteren Verlauf ist das charakte-
ristische Sägezahnmuster erkennbar (blau), das fünf gleichmäßi-
ge Konturlängeninkremente ∆L aufweist und durch das Entfalten 
der fünf Ig/Fn-Domänen verursacht wird, die die Titinkinase 
umrahmen. Somit wird der in orange eingefärbte Teil am Anfang 
der Kraftkurve durch das Entfalten der Titinkinase verursacht. 
Zwar wird das Proteinkonstrukt an willkürlichen Stellen kontak-
tiert, sodass in vielen Messkurven nicht das komplette Entfal-
tungsprofil erkennbar ist. Der Fingerabdruck der Ig/Fn-Domänen 
erlaubt jedoch die Selektion der Kurven, in denen die Ent-
faltung der kompletten Titinkinase enthalten ist. In all diesen 
Kraftkurven entfaltet die Titinkinase vor den strukturellen Ig/Fn-
Domänen, was Voraussetzung für den molekularen Kraftsensor 
ist. Im Gegensatz zu den unabhängig entfaltenden Ig/Fn-Domä-
nen, ist die Reihenfolge der Entfaltungsereignisse innerhalb der 
Titinkinase trotz vergleichbarer Kräfte immer gleich und somit 
topologisch vorgegeben. 

 5 

Die Kräfte für A–T liegen wegen der 
zwei ausgebildeten Wasserstoffbrü-

cken etwas niedriger bei ca. 10 pN, 
die Kräfte für G–C dementsprechend 

etwas höher bei ca. 20 pN. 

Aufgrund des statistischen 
Prozesses muss prinzipiell mit 

Wahrscheinlichkeiten gerechnet 
werden. Die Dissoziationsrate 

der 20 Basen langen DNA ist laut 
Referenz [1] k0=6 10-13 1/s und 

die Potentialweite ∆x=2,7 nm. Die 
Rate unter dem 17 pN-Kraftpla-
teau ist nach der Gleichung aus 

Kapitel 3.1 k(17pN)=4.4.10-8 s-1, 
was viele Größenordungen von der 

ziehgeschwindigkeitsbestimmten 
Dissoziationsrate der zipper-Geo-

metrie von ca. 33 s-1 entfernt ist. 

 6 

5.0

ERGEBNISSE 

5.1
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Mechanisch aktivierte ATP-Bindung 
Das komplette Entfaltungsmuster der Titinkinase ist durch Über-
lagerung von 66 Kraft-Abstandskurven in Abbildung 13 darge-
stellt. Es zeigt die insgesamt fünf Energiebarrieren, die in jeder 
Kurve mit der gleichen Reihenfolge auftreten. In Anwesenheit 
von 2 mM ATP weist jedoch ein bestimmter Anteil an Kraftkurven 
eine zusätzliche Energiebarriere auf, die ohne ATP nicht beob-
achtet wird. Da die native Konformation der Titinkinase kein ATP 
bindet, ist dies ein erster Hinweis, dass ATP mechanisch induziert 
in die geöffnete Titinkinase bindet und durch die Wechselwir-
kung mit der Bindungstasche eine zusätzliche Energiebarriere 
verursacht. Der molekulare Mechanismus der ATP-Bindung kann 
durch den Zugang zur Bindungskinetik geklärt werden. Falls die 
Bindungstasche mechanisch geöffnet wird, sollte die relative 
Häufigkeit des ATP-Bindens einer Nichtgleichgewichtskinetik 
folgen und von der Zeit abhängen, in der die Bindungstasche 
geöffnet, aber noch nicht entfaltet ist. Wird die Hin- und Rückrate 
mit khin bzw. krück und die ATP-Konzentration mit [ATP] bezeich-
net, dann folgt die zeitabhängige Wahrscheinlichkeit der ATP-
Bindung PATP(t) nach Öffnen der Bindungstasche der Gleichung: 

mit der Lösung:

 

Mechanisch aktivierte ATP-Bindung. 
In Anwesenheit von ATP sind in der 
Überlagerung der Kraft-Abstands-
kurven zwei Entfaltungsmuster er-
kennbar. In a) (66 Kurven) werden 
die gleichen 5 Energiebarrieren wie 
in Abwesenheit von ATP beobach-
tet. Jedoch zeigt ein bestimmter Teil 
an Kraftkurven in b) eine zusätzli-
che Energiebarriere (44 Kurven), die 
durch das Binden von ATP und die 
Stabilisierung der Bindungstasche 
verursacht wird. 

c) zeigt die Bindungskinetik von ATP 
an die Wildtyp Titinkinase (WT) und 
an die Mutante K36A. Die relative 
Häufigkeit der Bindung hängt stark 
von der Öffnungszeit der Bindungs-
tasche ab, die durch die Entfal-
tungsgeschwindigkeit kontrolliert 
wird. Für die Kinetik wurden über 
1700 einzelne Messkurven verwen-
det, und die Fehler geben das 95% 
Konfidenzintervall der jeweiligen 
Stichprobe an.

 Kraftspektroskopisches Experiment 
mit dem Titinkinase-Proteinkon-
strukt. Am Anfang der Kraft-Ab-

standskurve wird das Protein mit 
freier Konturlänge L0 gedehnt, bis 

die Titinkinase bei Kräften unter 
50 pN sequenziell entfaltet (orange) 

und insgesamt eine freie Kontur-
länge L1-L0 von 121 ±2 nm auf-

weist. Danach entfalten die fünf 
umliegenden Ig/Fn-Domänen mit 
einem mittleren Konturlängenin-

krement ∆L von  30.5±0.6 nm (blau). 

 Abb. 12 

 Abb. 13
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Ist jedoch ATP von Anfang an und nicht mechanisch induziert 
gebunden, sollte die relative Häufigkeit der Bindung nicht von 
der Öffnungszeit der Bindungstasche abhängen. Da die Konfor-
mation der Titinkinase durch den Abstand des Cantilevers von 
der Oberfläche kontrolliert wird, kann diese Öffnungszeit über 
die Ziehgeschwindigkeit reguliert werden. Tatsächlich wurde 
eine starke Abhängigkeit der ATP-Bindung von der Öffnungszeit 
der Bindungstasche7 beobachtet, die dem Verlauf der Nicht-
gleichgewichtskinetik folgt. Dieses Ergebnis zeigt, dass dieser 
erste und notwendige Schritt zur katalytischen Aktivität der 
Titinkinase durch eine kraftinduzierte Konformationsänderung 
erfolgt. Darüber hinaus konnten durch Fitten der Daten die Hin- 
und Rückraten der ATP-Bindung, und daraus die Gleichgewichts-
konstante bestimmt werden. Experimente mit einer Mutante, 
bei der Lysin-36 (LYS36) zu Alanin mutiert wurde, zeigen eine 
mehr als sechsfach höhere Rückrate der ATP-Bindung und eine 
Dissoziationskonstante im millimolaren Bereich (siehe Abbildung 
13). Das konservierte LYS36 ist somit auch bei der Titinkinase 
eine für die ATP Bindung essenzielle Aminosäure. 

 

Lokalisierung des aktiven Zustandes 
durch mechanisches  „pump-and-probe“ 
Die Bindungskinetik von ATP zeigt, dass die Bindungstasche der 
Titinkinase mechanisch geöffnet wird, und dass LYS36 eine wich-
tige Aminosäure für das Binden von ATP ist. Aber nach welcher 
der Energiebarrieren wird die aktive Konformation erreicht? Um 
dies herauszufinden wurde ein kraftspektroskopisches Messpro-
tokoll entwickelt, das sowohl die Nichtgleichgewichtskinetik 
als auch die Konformationskontrolle der Titinkinase durch den 
AFM-Cantilever ausnützt. Wegen der Analogie der Herangehens-
weise zu optischen „pump-and-probe“-Experimenten wird die 
entsprechende Nomenklatur verwendet: ein bestimmter Zu-
stand der Titinkinase wird mechanisch für die Zeit ∆t präpariert, 
und die daraus folgende Reaktion durch die ATP-Bindung wird 
mechanisch anhand der Barriere 2* ausgelesen. In Abbildung 14 
ist dargestellt, wie bei diesem mechanischen „pump-and-probe“-
Experiment die Titinkinase bis vor eine bestimmte Energiebar-
riere entfaltet und die entsprechende Konformation für eine 
bestimmte Zeit ∆t präpariert wird. Während dieser Zeit hat das 
ATP die Möglichkeit zu Binden. Danach wird die Titinkinase 
weiter entfaltet, um mit der Energiebarriere 2* auszulesen, ob 
ATP gebunden hat oder nicht. Falls der Zeitpuls ∆t in der inakti-
ven Konformation gesetzt wurde, wird aufgrund der endlichen 
Ziehgeschwindigkeit von 2 µm/s nur eine geringe relative Häu-

Die Öffnungszeit der Bindungs-
tasche wurde aus der Ziehge-

schwindigkeit und der Längen-
änderung bestimmt, in der die 

Bindungstasche  geöffnet, aber 
noch nicht zerstört ist. Moleku-

lardynamik-Simulationen zeigen, 
dass diese Längenänderung 

etwa 18 nm entspricht. 

 7

a) Die Titinkinase wird bis vor 
eine bestimmte Energiebarriere 
entfaltet, wo sie für die Zeit ∆t die 
Möglichkeit hat ATP zu binden. Bei 
weiterer Entfaltung wird mit Barrie-
re 2* ausgelesen, ob ATP gebunden 
hat. Die präparierte Konformation 
kann durch Vorgabe von ∆x variiert 
werden.  
 
b) Anhand der Nichtgleichgewichts-
kinetik der ATPBindung können 
die verschiedenen Konformati-
onen auf Aktivität untersucht 

 Abb. 14   Mechanisches „pump-and-probe“. 

werden. Konformation 1 (vor der 
1. Barriere) und 2 (zwischen der 1. 
und 2. Barriere) weisen lediglich 
die relative Grundhäufigkeit der 
ATP-Bindung auf, die durch die 
endliche Ziehgeschwindigkeit, und 
somit durch die Grundöffnungszeit 
t0 verursacht wird. Konformation 3 
(nach der 2. Barriere) zeigt im Rah-
men des Fehlers die dem Zeitpuls ∆t 
entsprechende relative Häufigkeit 
der ATP-Bindung. Die ATP-Bin-
dungstasche wird somit nach der 2. 
Energiebarriere geöffnet. 
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figkeit für die ATP-Bindung erwartet. Denn 2 µm/s entsprechen  
einer Grund-Öffnungszeit t0 von 10 ms, was in einer relativen 
Grundhäufigkeit von ca. 0.2 resultiert. Wird jedoch die aktive 
Konformation präpariert, so sollte die relative Häufigkeit stark zu-
nehmen und entsprechend dem Zeitpuls von 150 ms einen Wert 
von ca. 0.8 erreichen. Die Variation des präparierten Zustandes 
erfolgt durch die Position ∆x, wodurch jede Konformation vor 
der Barriere 2* auf Aktivität überprüft werden kann. In Abbildung 
14 b) sind die Ergebnisse dieser Experimente dargestellt. Wird vor 
Barriere 1 und zwischen Barriere 1 und 2 präpariert, so beträgt 
die relative Häufigkeit der ATP-Bindung wegen der Grundöff-
nungszeit t0 0.19 ± 0.07 bzw. 0.2 ± 0.1. Diese Konformationen 
sind somit nicht aktiv, und die Bindungstasche der Titinkinase ist 
verschlossen. Wird jedoch zwischen Position 2 und 3 präpariert, 
so erhöht sich die relative Häufigkeit der ATP-Bindung drastisch 
auf 0.7 ± 0.1. Dieser Wert stimmt im Rahmen des Fehlers mit dem 
erwarteten Wert bei einem Zeitpuls von 150 ms überein. Somit 
wird die Bindungstasche der Titinkinase erst nach der zweiten 
Energiebarriere geöffnet. 

Strukturelle Untersuchung des 
molekularen Aktivierungsmechanismus 
Um die verschiedenen Entfaltungs- und Aktivitätszustände struk-
turell zuordnen zu können, müssen die während der Entfaltung 
überwundenen Energiebarrieren mit hoher Präzision vermessen 
werden. Dazu wurden die Kraft-Abstandskurven mit der in dieser 
Arbeit entwickelten Methode in Histogramme transformiert, die 
direkt die Positionen der Energiebarrieren entlang der Kontur-
länge zeigen (siehe Abbildung 15, Anhang und Publikation P3). 
Mit Berücksichtigung des Proteindurchmessers [22], der aus 
der Kristallstruktur bekannt ist, konnte so die Anzahl gefalteter 
Aminosäuren der Titinkinase und der Ig/Fn-Domänen bestimmt 
werden. Für die Titinkinase, die einen Durchmesser von 5.5 nm 
besitzt, ergibt sich bei einer Aminosäurenlänge von 0.365 nm die 
experimentelle Anzahl von Aminosäuren zu (5.5 nm + (121± 
2) nm) / 0.365 nm = 346 ± 6. Dieses Ergebnis stimmt mit der 
tatsächlichen Anzahl von 344 Aminosäuren gut überein. Die 
gleiche Rechnung führt bei einem mittleren Durchmesser der 
Ig/Fn-Domänen von 4.3 nm zu 95 ± 2 Aminosäuren, was mit dem 
Mittelwert von 96 gefalteten Aminosäuren ebenfalls gut über-
einstimmt. Somit wurde gezeigt, dass die Energiebarrieren ent- 
lang der freien Konturlänge mit einer Genauigkeit bis auf 2% be-
stimmt werden können, was, je nach betrachteter Länge, in der 
Größenordnung einiger Aminosäuren liegt. Für die strukturelle 
Untersuchung der Titinkinase wurden am Max-Planck Institut

 a) Die Konturlängeninkremente 
der Titinkinase betragen ohne ATP 
(schwarz) 9.1, 28.6, 7.3, 18.0 und 
57.9 nm, und mit ATP (rot) 9.1, 19.4, 
10.1, 7.5, 16.4 und 58.3 nm, wobei 
der relative Fehler 2% beträgt. Die 
experimentell bestimmte Anzahl 
an gefalteten Aminosäuren beträgt 
346±6 , was mit dem tatsächlichen 
Wert von 344 gut übereinstimmt. 

b) Das mittlere Konturlängeninkre-
ment der Ig/ Fn-Domänen beträgt 
30.5±0.6 nm, was 95 ±2 Aminosäu-
ren entspricht und ebenfalls mit 
dem tatsächlichen Wert von 96 gut 
übereinstimmt. Für die Transfor-
mation wurde das QM-WLC-Modell 
mit einer Persistenzlänge von 0,8 
nm verwendet. Die Konturlängen-
histogramme in a) wurden durch 
Transformationen von 66 Kraftkur-
ven (ATP) bzw. 44 Kraftkurven (kein 
ATP) erzeugt, und das Histogram in 
b) durch Fitten von 250 Ig/Fn-Do-
mänen. 

 Abb. 15  Histogramme der Barrierenpositionen, gemessen als freie Konturlänge.
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Göttingen unter der Leitung von Helmut Grubmüller Molekular-
dynamik-Simulationen durchgeführt. Durch Entfalten der Titin-
kinase mit einer virtuellen Feder wurden dabei die Bewegungen 
aller Atome von der Kristallstruktur ausgehend simuliert. Die 
auftretenden Energiebarrieren, die ebenfalls in Kraft- Abstands-
kurven sichtbar werden, konnten erfolgreich mit den experi-
mentellen Barrierepositionen korreliert werden. Dadurch sind 
die strukturellen Veränderungen während der Entfaltung und 
die strukturellen Ursachen der Energiebarrieren mit atomarer 
Auflösung bekannt. Auch die zusätzliche Energiebarriere 2*, 
die beim Binden von ATP beobachtet wird, konnte erfolgreich 
simuliert werden. Die Hauptwechselwirkungen liegen dabei 
zwischen ATP und LYS36 (wie auch im Experiment gezeigt 
wurde) und zwischen ATP und MET34 Auf diese Weise konnte 
der komplette experimentell beobachtete Entfaltungsweg der 
Titinkinase strukturell rekonstruiert werden. Details dazu finden 
sich in der Publikation P1, hier soll nur eine Zusammenfassung  
gegeben werden: Bis Barriere 1 wird das komplett gefaltete 
Proteinkonstrukt gedehnt, wobei die addierten Durchmesser 
aller Domänen eine Länge von 26.8 nm beitragen. Bei Barriere 1 
wird der 23 Aminosäuren lange N-terminale Linker zur Domäne 
Fn-A170 entfaltet. Bei Barriere 2 wird der regulatorische Teil, der 
die Bindungstasche verschließt, entfaltet. Dabei bricht zuerst 
das β-Faltblatt βR1-βC10, woraufhin die α-Helices αR2 und αR1 
entfalten und die Bindungstasche freigeben. Bindet ATP, so ver-
ursacht seine Wechselwirkung vor allem mit LYS36 und MET34 
die Barriere 2*. Barriere 3 und 4 werden von der Entfaltung von 
αC1 und αC4–αC5 verursacht, und αC2 und αC8 resultieren 
gemeinsam in Barriere 5. Die Aminosäureketten der entfalteten 
Strukturelemente werden bei weiterem Strecken gedehnt und 
weisen ein gesamtes Konturlängeninkrement von 121± 2nm auf, 
was, wie bereits gezeigt wurde, 346 ± 6 Aminosäuren entspricht 
und mit der tatsächliche Anzahl von 344 gut übereinstimmt. 

Titinkinase-Mechanismus im physiologischen 
Zusammenhang 
Die Entschlüsselung des molekularen Mechanismus der Titin-
kinase führt zu dem wichtigsten Ergebnis, dass die Bindungs-
tasche durch eine kraftinduzierte Konformationsänderung 
geöffnet wird und ATP nur an diesen Zustand bindet. Wie in 
Publikation P1 ausführlicher dargestellt, konnten die Kollaborati-
onspartner dieses Projektes von der Gruppe um Mathias Gautel 
am King’s College London mit Phosphorylierungsversuchen 
zeigen, dass durch Binden von ATP an trunkierte Kinasen mit 

Strukturelle Zuordnung der expe-
rimentell beobachteten Energie-
barrieren nach MDSimulationen 

(PDB 1TKI). Bei Barriere 1 wird der 
23 Aminosäuren lange Linker zur 

Domäne Fn-A170 entfaltet (nicht in 
Kristallstruktur vorhanden).  

Barriere 2 wird durch βR1–βC10 
verursacht danach wird αR2 und 

αR1 entfaltet, wodurch der aktive 
Zustand erreicht wird. Die ATP-

Barriere 2* entsteht vor allem durch 
Wechselwirkung mit LYS36 und 

MET34, und Barriere 3 wird durch 
die Helix αC1 verursacht. Barriere 

4 ist βC4–βC5 zugewiesen und 
Barriere 5 entsteht letztlich durch 
den kombinierten Effekt von αC2 

und αC8. 

 Abb. 16

Eine 3D-Animation der Muskelfunktion und der 
mechanischen Aktivierung der Titinkinase, die auf 
den Ergebnissen dieser Arbeit basiert, steht 
auf der Autorenhomepage zur Ansicht bereit.
http://www.elias-puchner.de/zusatzmaterialien.html 
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offener Bindungstasche das inhibierende TYR170 autophospho-
ryliert. Überträgt man diese Ergebnisse auf die mechanisch ge-
öffnete Bindungstasche der natürlichen Titinkinase, so bedeutet 
dies, dass das mechanisch induzierte Binden von ATP zur Auto-
phosphorylierung von TYR170 führt und das Enzym so komplett 
aktiviert ist. Die dadurch initiierte Signalkaskade, die im Kapitel 
3 zusammengefasst wurde, steuert Proteinumsatz und Muskel-
Genexpression. Die Position der Titinkinase im Netzwerk der 
M-Bande sorgt dafür, dass nur an den Stellen Kräfte wirken und 
zur Aktivierung führen, an denen Verzerrungen der M-Banden 
auftreten. Diese Verzerrungen werden auch in elektronenmikro-
skopischen Aufnahmen beobachtet und treten bei Ungleichge-
wichten der Krafterzeugung durch die Myosinfilamente auf. 
Die Aktivierungskräfte der Titinkinase bei 37 °C betragen ledig-
lich 20–30 pN (siehe Supplement Publikation P1), was einem Un-
gleichgewicht von ca. 6 Myosinmotoren oder 3% der Motoren 
pro Filament entspricht [63, 64] und somit im physiologischen 
Bereich liegt [65]. Auch die Längenänderung bei Aktivierung von 
9.1 nm zwischen Barriere 1 und Barriere 2 liegen im physiologi-
schen Bereich von 10 nm, der mit Röntgenstreuung am kon-
trahierenden Sarkomer beobachtet wurde [66–68]. Die Ig/Fn-
Domänen, von denen die Titinkinase umrahmt wird, besitzen 
jedoch ausreichende Stabilität, weshalb ihre Entfaltung unter 
physiologischen Bedingungen unwahrscheinlich ist [68] und 
strukturelle Integrität gewahrt wird. 

Mechanische Manipulation von CalB 

Nachdem im Vorigen Kapitel der molekulare Mechanismus des 
natürlichen Kraftsensors Titinkinase entschlüsselt wurde, soll nun 
die Reaktion der Lipase CalB, die keine natürliche mechanische 
Funktion besitzt, auf eine externe Kraft untersucht werden. Die 
enzymatische Aktivität konnte dabei über ein fluoreszierendes 
Produkt nachgewiesen werden, während mit dem AFM gleich-
zeitig Kräfte ausgeübt wurden. Um möglichst viele Enzyme 
gleichzeitig zu manipulieren, wurden Agarosekugeln mit Anti-
körpern funktionalisiert, die an CalB durch molekulare Erken-
nung binden. Gleichzeitig wirkt die Antikörper-Peptid-Wechsel-
wirkung als Sollbruchstelle. 

Antikörperfunktionalisierte Agarosekugeln 
als Manipulator 
Das verwendete CalB Konstrukt wurde auf genetischer Ebene so 
verändert, dass es mit einem Cterminalen Cystein kovalent über 
Polyethylenglycol (PEG) an die Oberfläche eines Mikroskopdeck-
glases angebunden werden kann [69]. N-terminal befindet sich 
das Peptid GCN4, das von dem Antikörperfragment anti-GCN4-
scFv durch molekulare Erkennung gebunden wird [70]. Da die 
Dichte aktiver Enzyme auf der Oberfläche nur ca. 1/20 µm2 
beträgt, musste eine Strategie entwickelt werden, um möglichst 
viele Enzyme auf der Oberfläche gleichzeitig zu kontaktieren 
und Kräfte auf sie auszuüben. Dazu wurden Agarosekugeln, auch 
Agarosebeads genannt, mit Epoxidharzkleber auf Cantilevern 
befestigt (Abbildung 17 a). Im nächsten Schritt wurde das anti-
GCN4-scFv Antikörperfragment über Cystein an die Iodoacetyl-
gruppen des Agarosebeads angebunden, was im Fluoreszenz-
signal durch Zugabe von GFP-GCN4 bestätigt werden konnte 
(Abbildung 17 b und c). Der so erzeugte Manipulator kann über 
molekulare Erkennung gleichzeitig an eine Vielzahl von CalBs 
binden und Kräfte auf sie ausüben. 

5.2

Agarosebead als paralleler Manipu-
lator. a) Agarosebeads mit funktio-
nellen Iodoacetylgruppen wurden 
in trockenem Zustand mit Epoxid-
harzkleber am Cantilever befestigt. 
b) An die Iodoacetylgruppen wurde 
in Lösung das Antikörperfragment 
über Cystein angebunden, was 

durch Zugabe des Peptids GCN4 mit 
angekoppeltem grün fluoreszieren-
dem Protein (GFP) im Fluoreszenzsi-
gnal nachgewiesen werden konnte. 
c) ohne Antikörperfragment wird 
ein 26-fach schwächeres Signal 
beobachtet, was die Spezifität der 
Bindung zeigt. 

 Abb. 17
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Mechanische Charakterisierung 
der Antikörper-Sollbruchstelle 
Um die mechanischen Eigenschaften der Antikörperfragmente 
zu untersuchen, wurde das Peptid GCN4 an einen Cantilever 
über PEG angebunden. Details zur Immobilisierung können der 
Publikation P3 und Referenz [71] entnommen werden. Mit dem 
Cantilever wurden nun auf antikörperfunktionalisierten Agaro-
sebeads Kraft-Abstandskurven aufgenommen (Abbildung 18 a). 
Die Krafthistogramme, die aus den charakteristischen Kraftkur-
ven erzeugt wurden, weisen eine wahrscheinlichste Kraft von 
Fmax=80±8 pN auf (Abbildung 18 b). Zusätzlich wurde auch die 
Ladungsrate dF/dt bestimmt, da die Abrisskraft davon abhängt 
und bei Auftragung gegen die Ladungsrate in logarithmischer 
Skalierung eine Gerade ergibt [14]. Der so ermittelte Punkt 
stimmt mit dem Verlauf von Referenz [1] im Rahmen der Streu-
ung überein (Abbildung 18 c). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 
molekulare Erkennung des Peptids durch das Antikörperfrag-
ment während des Kontaktes stattfindet. Die häufige Beobach-
tung multipler Wechselwirkungen deutet auf eine hohe Dichte 
an Antikörperfragmenten hin. Somit eignet sich der charak-
terisierte molekulare Aufbau als reversible Sollbruchstelle mit 
bekannter Bruchkraft. 

Enzymatische Aktivität unter Kraft 
Mit dem Antikörper-modifizierten Agarosebead wurde nun ein 
periodisches Kraftsprung-Experiment an den kovalent immobi-
lisierten CalB-Enzymen durchgeführt. Bei Kontakt mit der Ober-
fläche binden die Antikörper an das Peptid von CalB, wodurch 
bei Zurückziehen des Cantilevers eine Kraft aufgebaut wird 
(Abbildung 19 a) und CalB in einen höherenergetischen Zustand 
der Energielandschaft gebracht wird. Brechen die Bindungen der 
Sollbruchstelle, so können die Enzyme wieder relaxieren. Wäh-
rend diesem periodischen Kraftprotokoll wurde die Aktivität 
der einzelnen Enzyme mit TIRF-Mikroskopie über das fluoreszie-
rende Produkt gemessen, das durch die Spaltung des Substrates 
5-(und-6)-Carboxyfluorescein Diacetat (CFDA) entsteht. Abbil-
dung 19 a zeigt das Bild eines integrierten Films, auf dem neben 
Hintergrundfluoreszenz die immer wiederkehrende Fluoreszenz 
der Enzyme als helle Flecken zu erkennen ist. In Abbildung 19 b
ist sowohl das aufgezeichnete Kraft- und Abstandssignal des 
Agarosebeads als auch das gleichzeitige Fluoreszenzsignal eines 
einzelnen Enzyms dargestellt. Die Aktivität zeigt das charak-
teristische Blinkverhalten mit An- und Auszeiten im Sekunden 
bereich, das auch von anderen Forschergruppen beobachtet 

 a) Die Aktivität einzelner immob-
lisierter CalB Enzyme wird über 
das fluoreszierende Produkt mit 
TIRF-Mikroskopie beobachtet. 

a) Auf den Antikörper-modifizierten 
Agarosebeads wurden Kraftkurven 
mit einem Peptidfunktionalisierten 
Cantilever aufgenommen.  
 
 

b) Aus den charakteristischen 
Kraft-Abstandskurven, in denen oft 
multiple Abrisse erkennbar sind, 
wurden mit den letzten Abrissen 
Krafthistogramme erzeugt. Die 
Maximalkraft liegt bei 80 ?8 pN. 

 Abb. 18   Mechanische Charakterisierung der Antikörper-Peptid-Wechselwirkung. 

c) Die bestimmte Maximalkraft 
stimmt mit zugehöriger Ladungsra-
te im Rahmen der Streuung mit den 
Werten aus Referenz [1] überein. 

 Abb. 19  Mechanische Manipulation mit gleichzeitiger Beobachtung von Einzelenzymaktivität.

Gleichzeitig übt der mit Antikörpern 
modifizierte Agarosebead Kräfte 
auf die Enzyme aus. b) Neben dem 
Abstands- und Kraftsignal des am 

Cantilever befestigen Agarosebead 
kann zu jedem Enzym die zeitliche 
Aktivität im Form des Fluoreszenzsi-
gnals aufgezeichnet werden. 
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wurde. Auffällig ist neben diesem Blinkverhalten, dass nach 
Perioden starker Wechselwirkung die Aktivität nach einem 
gewissen Zeitversatz verstärkt aufzutreten scheint. Um dies 
genauer zu untersuchen, wurden die Zeitkurven von insgesamt 
11 Enzymen in die 10 sekündigen Zyklen der mechanischen 
Manipulation aufgeteilt. Der Zeitnullpunkt wurde jeweils beim 
Abriss der Antikörper-Peptid-Wechselwirkung gewählt. Durch 
Mitteln der Zeitkurven wurde ein Histogramm erzeugt, das zu 
den Zeitpunkten nach dem Abriss die jeweilige Fluoreszentin-
tensitäten zeigt (Abbildung 20). Zu erkennen ist eine Zunahme 
der enzymatischen Aktivität bei ca. 1.7 Sekunden nach dem 
Abriss. Diese Zunahme könnte durch folgendes Modell erklärt 
werden: Durch die Kraft wird CalB in einen höherenergetischen 
Zustand der Energielandschaft gehoben. Nach dem abrupten 
Sprung der Kraft beim Abriss kann das Enzym wieder relaxieren. 
Sein Weg zum Gleichgewicht zwischen Aktivität und Inaktivität 
führt dabei durch die komplexe und raue Energielandschaft mit 
mehreren Energiebarrieren in der Größenordnung kBT, und über 
den aktiven Zustand. Details zu den experimentellen Methoden, 
zur Auswertung und zum Modell können dem Manuskript M1 
entnommen werden. 

Funktionelle Nanoassemblierung 

In den vorherigen Abschnitten wurden die Funktionen und Me-
chanismen einzelner Enzyme untersucht. Im natürlichen Netz-
werk der Zelle entsteht jedoch durch die Interaktion der einzel-
nen funktionellen Einheiten untereinander eine neue Dimension 
an Komplexität und Funktion. Erst durch das räumlich meist 
wohldefinierte Arrangement entsteht ein Zusammenspiel, das 
Signale verarbeitet oder biologische Prozesse reguliert. Um sol-
che Netzwerke künstlich aus funktionellen Einheiten zu schaffen 
oder Signalkaskaden nachstellen zu können, wurde in dieser 
Arbeit die „Single-Molecule Cut-and-Paste“-Technik (SMCP) ent-
wickelt. Sie kombiniert die Präzision des AFM mit der Selektivität 
von DNA, um mit der Kontrolle über einzelne Moleküle gezielt 
Strukturen oder räumlich definierte Bindungsstellen für die 
Selbstassemblierung weiterer Einheiten zu schaffen. 

Mechanische und optische Charakterisierung 
einzelner SMCP-Zyklen 
Wie im einleitenden Kapitel 4 beschrieben, basiert der Assemb-
lierungsprozess auf molekularer Erkennung und einem System 
hierarchischer Bindungskräfte von DNA. Im ersten Schritt wird 
die Cantilever-DNA in Kontakt mit der Transport-DNA gebracht, 
deren Ankersequenz (grün in Abbildung 21) in der „zipper“-Geo-
metrie an die Depot-DNA hybridisiert. Im Kontakt hybridisiert die 
Transportsequenz (orange) an die Cantilever-DNA in der „shear“-
Geometrie, sodass sich beim Zurückziehen des Cantilevers Kraft 
aufbaut. Die zugehörige Kraft-Abstandskurve zeigt, dass der 
Kraftanstieg, der auf die Elastizität des PEGspacer zurückzufüh-
ren ist, in einem Plateau bei 17 ± 2 pN endet, bis die Bindung 
bricht. In diesem Plateau wird zwischen Transport- und Depot-
DNA ein Basenpaar nach dem anderen getrennt, weshalb diese 
Kräfte kleiner sind als jene, mit denen die parallele Belastungs-
geometrie zur Cantilever-DNA getrennt wird. Nach dem Transfer 
zum Ziel wird die Transport-DNA wieder in Kontakt mit der 
Oberfläche gebracht, wo die Ankersequenz an die Ziel-DNA in 
der „shear“-Geometrie hybridisiert. Beim Zurückziehen des 
Cantilever baut sich wieder eine Kraft auf, die die Basenpaare 
beider Teilsequenzen der Transport- DNA parallel belastet. Da die 
Bindung zur Ziel-DNA 10 Basen mehr enthält, ist das Brechen der 
Bindung zur Cantilever-DNA wesentlich wahrscheinlicher, was 
auch optisch verifiziert wurde. In der Kraft-Abstandskurve ist dies 
als charakteristischer Kraftanstieg der kombinierten PEG-DNA-
Elastizität bis zum Bindungsbruch bei 50 ± 5 pN zu erkennen. 

Gemitteltes Fluoreszenzhistogramm. 
Die Zeitverläufe der Fluoreszenz 

verschiedener Enzyme wurden in 
Bereiche mit der Länge der Manipu-
lationsperiode eingeteilt. Nullpunkt 

ist jeweils beim Abriss der Antikörper-
Peptidwechselwirkungen. Das ge-

zeigte Histogramm enthält 10 Zyklen 
von insgesamt 11 Enzymen und zeigt 

eine Zunahme der Fluoreszenz nach 
ca. 17 Sekunden . 

 Abb. 20

5.3
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Somit wurde im gezeigten Fall eine DNA transportiert, wonach 
der Cantilever für den nächsten Zyklus bereit war. Um den 
Transport und die assemblierten Strukturen gleichzeitig optisch 
mit TIRF-Mikroskopie beobachten und kontrollieren zu können, 
war die Transport-DNA mit einem Farbstoff modifiziert, dessen 
Fluoreszenz im grünen Kanal des Mikroskops aufgezeichnet 
wurde. Gleichzeitig war im roten Kanal die Eigenfluoreszenz der 
Cantileverspitze sichtbar, sobald sie in das evaneszente Anre-
gungsfeld eindrang. Die optische Beobachtung eines SMCP-
Zyklus ist in Abbildung 21 b dargestellt. Nachdem im Depot eine 
DNA aufgenommen und über die Zielregion gebracht wurde, 
war noch kein optisches Signal detektierbar, da sich sowohl 
die Spitze als auch die farbstoffmarkierte DNA außerhalb des 
Anregungsfeldes befanden. Bei Kontakt mit der Oberfläche war 
im roten Kanal die Eigenfluoreszenz der Cantileverspitze und 
im grünen Kanal der Farbstoff sichtbar. Nach Zurückziehen des  
Cantilevers und Bruch der Bindung zwischen Cantilever- und 
Transport-DNA blieb die farbstoffmarkierte Transport-DNA im
Ziel zurück. Nach einigen Sekunden bleichte der Farbstoff.  

Wie in Publikation P4 im Anhang gezeigt, kann dieser Zyklus bis 
zu 5000 mal bei einem Effizienzverlust von ca. 10% wiederholt 
werden. Die Anzahl der pro Zyklus transportierten DNA-Stränge 
hängt vom Krümmungsradius der Spitze und der Funktionali-
sierungsdichte ab. Sie kann so eingestellt werden, dass der 
Transport eines einzelnen Stranges am wahrscheinlichsten ist. 
Die tatsächliche Anzahl der aufgenommenen und abgesetzten 
DNA-Stränge, die dem Zufall unterworfen ist, kann man jedoch 
bei nicht zu hohen Funktionalisierungsdichten anhand der Kraft-
Abstandskurven zählen, wodurch ein Korrekturmechanismus 
möglich ist. Auf diese Weise konnten sowohl große Strukturen im 
10 µm-Bereich (siehe Publikation P4) als auch Muster unterhalb 
der optischen Auflösungsgrenze mit Punktabständen von 50 nm 
erzeugt werden (siehe Publikation P5). Die Positionen dieser ein-
zelnen Farbstoffe wurden über die Bleichstufen mit Nanometer- 
Präzision rekonstruiert. Die Analyse der Experimente ergibt eine 
untere Schranke der SMCP-Präzision von 10 nm, die vor allem auf 
die Länge der DNA und der verwendeten PEG-Spacer zurückzu-
führen ist. 

Mechanische und optische Charakte-
risierung von SMCP. a) Die Kraftkurven 
zeigen den Kontakt mit der Oberfläche 
und das Aufnehmen der Transport-
DNA im Depot, wie auch das Absetzen 
im Ziel. Deutlich erkennbar ist der 
Kraftunterschied zwischen Depot (17 
pN) und Ziel (50 pN) aufgrund der unter-
schiedlichen Belastungsgeometrien. b) 
Gleichzeitig kann das Positionieren und 
Absetzten einzelner farbstoffmarkierter 
Transport-DNAs mit TIRF-Mikroskopie 
beobachtet werden. Der rote Kanal 
zeigt den Kontakt des Cantilevers mit 
der Oberfläche, wobei in grün auch 
eine aufgenommene DNA erkennbar 
ist. Beim Zurückziehen des Cantilevers 
bricht die Bindung, die Transport-DNA 
bleibt jedoch verankert. Nach einigen 
Sekunden bleicht der Farbstoff. 

 Abb. 21
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Selbstorganisation an nanoassemblierten Bindungsstellen 
Der universelle Ansatz, einen DNA-Strang als „Transporter“ zu 
nutzen, erlaubt im Prinzip die Assemblierung verschiedenster 
Nanoobjekte organischer oder anorganischer Natur. Einzige 
Voraussetzung für ihre direkte Assemblierung ist, dass sie an die 
Transport-DNA angebunden werden können und den Transport-
prozess nicht stören. Um diese mögliche Einschränkung zu um-
gehen, wurde die SMCP-Technik erweitert, indem die Transport-
DNA mit zusätzlichen spezifischen Bindungsstellen modifiziert 
wurde. Dadurch kann eine beliebige Struktur von Bindungsstel-
len erzeugt werden, an die sich im nächsten Schritt die funkti-
onellen Einheiten mit dem entsprechenden Gegenstück durch 
molekulare Erkennung von selbst anlagern. Als Rezeptor-Ligand-
Paar wurde dazu Biotin-Streptavidin gewählt. Einerseits ist Biotin 
ein kleines Molekül, das den Hybridisierungsprozess während 
des Transports nicht behindert, andererseits ist seine Bindung 
zum tetramerischen Protein Streptavidin mit einer Affinität von 
1015 M1 eine der stärksten biologischen nichtkovalenten Bindun-
gen. Darüber hinaus ist die Verwendung dieser Bindung so weit 
verbreitet, dass viele Enzyme oder Nanopartikel als Konjugat 
mit Streptavidin kommerziell erhältlich sind. Ein Experiment 
dieser Art ist in Abbildung 22 dargestellt. Zuerst wurde mit SMCP 
und Biotinmodifizierter Transport-DNA ein Muster aus Bin-
dungsstellen in der Form eines „M“ geschrieben. Nach Zugabe 
von fluoreszenzmarkiertem Streptavidin konnte die spezifische 
Selbstassemblierung mit dem TIRF-Mikroskop beobachtet und 
dokumentiert werden. Die Vielseitigkeit dieser Strategie wurde 
demonstriert, indem aus unterschiedlichen Streptavidin-mo-
difizierten und fluoreszierenden Nanokristallen verschiedene 
Superstrukturen erzeugt wurden. Die zeitliche Verfolgung des 
Selbstassemblierunsprozesses zeigt, dass selbst bei Konzentrati-
onen im pMBereich die Struktur nach 100 Sekunden komplett 
und spezifisch ausgebildet ist. Details und Ergebnisse dieser 
Experimente finden sich in der Publikation P6. 

Die Transport-DNA wurde mit Biotin 
modifiziert, wodurch im Zielbereich 
eine frei programmierbare Struktur 
von Bindungsstellen, in diesem Fall 
ein „M“, erzeugt werden kann. Nach 

der SMCP Assemblierung wurde 
1 nM fluoreszenzmarkiertes Strep-
tavidin in Lösung dazugegeben, 
dass sich spezifisch an die vordefi-
nierten Bindungsstellen anlagerte. 

 Abb. 22   Assemblierung von Bindungsstellen für Selbstorganisation.

Das gezeigte Fluoreszenzbild wurde 
nach einer Minute Inkubationszeit 
und Waschen der Oberfläche mit 
1x SSC Puffer mit TIRF-Mikroskopie 
aufgenommen 
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Die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit in dem Gebiet der Mecha-
noenzymatik und Assemblierung funktioneller Einheiten schafft 
direkte Anknüpfungspunkte und eine neue Basis für synthe-
tische Einzelmolekülbiologie. In diesem abschließenden Teil der 
Arbeit werden konkrete, bereits geplante Forschungsvorhaben 
und generelle Ansätze zur Weiterführung dieses Gebietes 
vorgestellt. Der experimentell neu entdeckte Mechanismus der 
mechanischen Aktivierung der Titinkinase ist nicht nur aus Sicht 
der Grundlagenforschung von Interesse, sondern auch für die 
Medizin von Bedeutung. Mutationen in der Titinkinase führen 
zur Muskelschwäche, die bei Versagen der Atemmuskulatur 
tödlich ist (Edström-Krankheit) [29]. Unterbrechungen des 
Signalweges verursachen pathogene Hypertrophie des Herz-
muskels. Durch kraftspektroskopische Experimente an einzelnen 
Titinkinasen und in Anwesenheit weiterer Interaktionspartner 
könnten auch Fehlfunktionen in molekularem Detail verstanden 
werden. Dies könnte einen Ansatz zum gezielten Design von 
Wirkstoffen eröffnen, die es erlauben könnten, Fehlfunktionen zu 
beheben und in das Muskelwachstum regulatorisch einzugrei-
fen. Neben dem Titin gibt es eine Vielzahl weiterer struktureller 
Proteine, die vor allem im Zytoskelett der Zelle mechanischen 
Reizen ausgesetzt sind. Auch hier müssen Kräfte in biochemische

Strukturelle Proteine im Zytoskelett 
mit „MLCK“-ähnlichen Kinasen. 
Durch die biomolekulare Umge-
bung sind sie so positioniert, dass, 
wie im Titin, Kräfte auf sie wirken. 
Aufgrund der Verwandtschaft mit 
der Titinkinase könnten auch diese 
Mitglieder des Kinoms mechanisch 
aktiviert werden.  
Die Abbildung wurde freundlicher-
weise von Mathias Gautel zur Ver-
fügung gestellt. 

6.0

AUSBLICK Signale übersetzt werden, um biologische Reaktionen auszu-
lösen. Einige dieser Proteine, die in Abbildung 23 schematisch 
dargestellt sind, beinhalten Kinasen aus dem Zweig des mensch-
lichen Kinoms, dem auch die Titinkinase zugeordnet wird. Die in 
dieser Arbeit entwickelte Automatisierung der Datenanalyse er-
möglicht ein effektives Screening und eine große Messdatensta-
tistik. Es wurde bereits begonnen, Mitglieder dieser Spezies des 
Kinoms auf Mechanoenzymatik zu untersuchen. Mechanische 
„pump-and-probe“-Protokolle helfen vor allem, strukturelle 
Einsicht in die Mechanismen jener Kinasen zu gewinnen, deren 
Struktur noch nicht bekannt ist. Um das Binden von Substraten 
und weitere enzymatische Schritte gleichzeitig über Fluoreszenz 
beobachten zu können, muss das Anregungsvolumen drastisch 
verringert werden. Denn hierfür sind oft millimolare Konzen-
trationen von farbstoffmarkierten Molekülen notwendig. Das 
Volumen einzelner Moleküle liegt dadurch im Zeptoliter-Bereich. 
Möglich ist dies z. B. mit „zero-mode waveguides“, die die Feld-
verstärkung in Löchern von Metallfilmen und eine laterale Ein-
schränkung im 50 nm Bereich ausnützen [72] (Abbildung 24). Von 
großter Wichtigkeit ist insbesondere für die Untersuchung von 
Enzymen, die nicht mechanisch aktiviert werden, dass sowohl 
ihre Position als auch ihre Anzahl auf Einzelmolekülebene 

 Abb. 23
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kontrolliert und gesteuert werden kann. Die in dieser Arbeit 
entwickelte SCMP Technik stellt eine Basistechnologie mit der 
erforderliche Präzision und Spezifität dar, um einzelne Moleküle 
für diesen Zweck  zu positionieren (Abbildung 24). Ein visionärer 
Ansatz für das Verständnis, wie einzelne Enzyme im komplexen 
Zusammenspiel zellulärer Regelkreise agieren und reagieren, ist 
die gezielte Erzeugung und Untersuchung von wohldefinierten 
Netzwerken. In diesem Ansatz synthetischer Einzelmolekülbiolo-
gie ließen sich dadurch Signalwege oder synergetische Enzym-
kaskaden nachbauen. SMCP liefert hierzu den Beitrag die aktiven 

Untersuchung der Titinkinase oder 
anderer Enzyme in „zero-mode 
waveguides“. Durch die Einschrän-
kung des Anregungsvolumens in 
den Zeptoliter-Bereich können ein-
zelne farbstoffmarkierte Substrate 

a) Durch die Platzierung synerge-
tischer Enzyme um eine lokale Sub-
stratquelle könnten Enzymnetzwer-
ke oder Signalkaskaden über fluores-
zierende Produkte untersucht 
werden. 

Einheiten an vordefinierten Netzwerkpositionen präzise zu 
platzieren (Abbildung 25 a). Die Aktivität der einzelnen Einheiten 
im Netzwerk könnte wie bei der Lipase CalB über ein fluoreszie-
rendes Substrat ausgelesen und analysiert werden. Ein mögli-
ches Modellsystem könnte z. B. auch die alkalische Phosphatase 
darstellen, die auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. 
Die Verfügbarkeit dieses Enzyms mit spezifischer Streptavidin-
Bindungsstelle und fluoreszierendem Substrat macht es für die 
Anbindung an Biotin-Strukturen, die mit SMCP erzeugt werden, 
direkt einsetzbar. 

 Abb. 24

Abb. 25    Erzeugung enzymatischer Netzwerke oder Kaskaden mit SMCP. 

b) Die Assemblierung könnte über 
Streptavidin-modifizierte Enzyme 
erfolgen, wie im gezeigten Fall der 
über Streptavidin immobilisierten 
alkalischen Phosphatase. Die 
enzymatische Aktivität wurde über 
das fluoreszierende Produkt durch 
Umsetzung von 3-O-Methyl-
Fluoreszein-Phosphat beobachtet 
und zeigt das charakteristische 
Blinkverhalten. 

mit einer Konzentration im milli-
molaren Bereich optisch aufgelöst 
werden. Die Positionierungspräzi-
sion und Kontrolle der Anzahl an 
Enzymen kann mit SMCP erreicht 
werden. 
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Kraftspektroskopie 

Das grundlegende Prinzip der Kraftspektroskopie besteht darin, 
ein Molekül zwischen einer Unterlage und einer Feder einzu-
spannen und zu dehnen. Als Messsignal wird die Ausdehnung 
des Moleküls x und die anliegende Kraft F aufgezeichnet, die 
über die Ausdehnung der Feder bestimmt wird (Abbildung 26). 
Die verschiedenen kraftspektroskopischen Techniken unter-
scheiden sich durch die Art der Federn und des Messverfahrens 
von Kraft und Abstand. Die Hauptvertreter sind in Tabelle 1 
zusammengefasst. Bei der optischen Falle werden mikrometer-
große Kügelchen mit einem zum Medium unterschiedlichen 
Brechungsindex im Fokus eines Laserstrahls eingefangen [73, 
74]. Der stetige Impulsübertrag der Photonen des gebrochenen, 
des reflektierten und des gestreuten Lichtes übt auf das Kügel-
chen eine Kraft aus. Senkrecht zur Einfallsrichtung tritt die Kraft 
Fgrad auf, die durch die Brechung verursacht wird und ins Zen-
trum des Strahles mit höchster Intensität wirkt. In Einfallsrich-
tung entsteht eine stabile Falle, wenn sich die Kräfte des gestreu-
ten und reflektierten Lichtes Fr,s mit der in entgegengesetzter 
Richtung wirkenden Komponente der gebrochenen Strahlen Fbr 
kompensieren. Durch Verschieben des Strahlzentrums kann das 
Kügelchen bewegt werden, wobei die Kraft aus seinem Abstand 
zum Strahlmittelpunkt ∆z und dem effektiven Fallenpotenzial keff 
bestimmt wird. Wichtige Anwendungsbeispiele können in den 
Referenzen [75–81] gefunden werden. Bei magnetischen Fallen 
[82, 83] ist die Messsonde ein paramagnetisches Kügelchen, 
das in einem Magnetfeld magnetisiert wird. Herrscht zu dem ein 
Magnetfeldgradient, so wird auf die Sonde eine Kraft 
   ausgeübt. 
Die „biomembrane-forceprobe“-Technik wurde ursprünglich 
entwickelt, um Trennkräfte zwischen einzelnen Rezeptor-Ligand-
Paaren zu untersuchen [84]. Hierbei wurde eine rote Blutzelle mit 
einer Glaskapillare angesaugt. Ein mit Liganden funktionalisier-
tes Kügelchen, das fest an die Blutzelle angebunden ist, wurde 
in Kontakt mit Rezeptoren gebracht und die Kraft beim Trennen 
über die Deformation der Blutzelle bestimmt. 

7.0

ANHANG

7.1

Kraftspektroskopisches Messver-
fahren. Das Molekül wird zwischen 
Unterlage und Feder eingespannt. 
Die Feder besitzt eine Federkons-
tante k und aufgrund der Viskosität 
der Flüssigkeit eine Dämpfung γ 
Wird die Feder von der Oberfläche 
entfernt, so baut sich eine Kraft F 
auf, wodurch das Molekül auf einen 
End-zu-Endabstand x gedehnt wird. 
Das Messergebnis ist eine Kraft-
Abstandskurve. 

 Abb. 26
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AFM basierte Kraftspektroskopie 
Das „Atomic Force Microscope“ wurde von Binng, Quate und 
Gerber ursprünglich entwickelt, um Festkörperoberflächen 
abzurastern und so topografische Aufnahmen zu gewinnen und 
atomare Kräfte zu messen [48]. Dabei wird die Spitze einer  
Blattfeder mit Hilfe von Piezos über die Oberfläche gerastert und 
ihre Verbiegung gemessen. In der ursprünglichen Variante ge-
schah dies über den Tunnelstrom zwischen der Blattfeder und 
einer darüber montierten Spitze. Am häufigsten wird mittler-
weile jedoch die Methode eines von der Blattfeder reflektierten 
Laserstrahles verwendet, der von einer geteilten Photodiode 
detektiert wird (siehe Tabelle 1 und Abbildung 2). Schon bald 
wurde das Potenzial des AFM erkannt, um biologische Proben 
in wässriger Umgebung mit einer Auflösung im nm-Bereich 
abzubilden [85–88]. Durch die Weiterentwicklung der Technik 
zur Kraftspektroskopie wurde es möglich, Bindungskräfte von 
Rezeptor-Ligand-Paaren und die Entfaltung von Proteinen zu 
messen. Die AFM-basierte Kraftspektroskopie hat den entschei-
denden Vorteil gegenüber den anderen erwähnten Techniken, 
dass sie zusätzlich zur vertikalen Beobachtung und Kontrolle 
einzelner Biomoleküle eine präzise laterale Kontrolle erlaubt. 
Zudem ermöglicht ein spezielles Design die Kombination mit 
Mikroskopiermethoden. 

Technik Prinzip Kraftbereich Vorteil 

Optische Falle Mikrometer große 
Kügelchen werden 
durch Impulsüber-
tragung im Zentrum 
eines fokussierten 
Lasers gefangen Aus-
lenkungen resultieren 
in Kraft 

0.1 -150 pN Hohe 
Kraftauflösung 

Magnetische Falle Im Gradienten eines 
Magnetfeldes wirkt 
auf parametrische 
Partikel eine Kraft 

10 fN - 10 pN  Parallelität 

Biomembran forceprobe Vesikel oder Zellen 
werden mit Mikropi-
petten angesaugt 
und in Kontakt ge-
bracht. Die Kraft wird 
über die Deformation 
bestimmt 

0.5 pN - 1nN Direkt 
biokompatible 
Grenzschicht 

AFM Die Verbiegung einer 
mikrofabrizierten 
Blattfeder wird über 
einen Lichtzeiger 
detektiert 

> 1pN *Automatisierung 
*Kontrolle in 3D 
*Abrastern von 
  Oberflächen 
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Auflösungsvermögen 
Die frequenzabhängige Oszillationsamplitude A(v) eines Can-
tilevers in Flüssigkeit lässt sich gut durch einen gedämpften 
harmonischen Oszillator beschreiben: 

wobei Adc die Amplitude bei Frequenz gleich Null, v0 die Re-
sonanzfrequenz und Q den Qualitätsfaktor bezeichnet. Zur 
Eichung der Federkonstante k von Cantilevern wird ausgenützt, 
dass die Auslenkung x  nach dem Equipartitionstheorem den en-
ergetischen Beitrag der thermischen Energie kBT zur Verfügung 
hat. Somit gilt: k<x2> = kB T, wobei kB die Boltzmann-Konstante 
und T die Temperatur bezeichnet [89, 90]. Typische Werte z. B. 
für einen Olympus Biolever A mit einer Federkonstanten von 
k=7 pN/nm sind für die Standardabweichung des Ortsrauschens 
Ortsrauschens √< x2 > = 0.7nm und für die Standardabweichung 
des Kraftrauschens entsprechend √< F2 > = 5pN. Limitiert wird 
das Auflösungsvermögen durch die vom Cantilever dissipierte 
Energie. In Referenz [91] wurde gezeigt, dass die minimal auflös-
bare Kraft Fmin bei einer Bandbreite B und einem Dämpfungsko-
effizienten y gegeben ist durch Fmin= √4kBTg B . Deshalb ist bei 
gleichbleibender Temperatur eine Erhöhung der Auflösung nur 
durch eine Verkleinerung der Dämpfung y erreichbar. Ansätze 
hierzu sind neben der Verkleinerung der üblichen „Balken-Geo-
metrie“ die Aufhängung kleiner Cantilever im Torsionsmodus 
[92]. Für die Auflösung muss jedoch auch das gerätespezifische 
Detektorrauschen (DR) berücksichtigt werden. Denn bei einem 
periodischen Kraftsignal F(v) gilt für das Signal-Rausch-Verhältnis 
[91]: 

Es ist offensichtlich, dass das Signal-Rausch-Verhältnis durch 
eine höhere Federkonstante verschlechtert wird weshalb in der 
Praxis, je nach Detektor, längere, aber dafür weichere Cantilever 
vorteilhafter sind. 

Modelle für Polymerelastizität und 
Transformation in molekulare Koordinaten 
Im Zyklus eines Kraftspektroskopieexperimentes wird die Spitze 
eines AFM-Cantilevers mit Hilfe eines Piezos in Kontakt mit  
der Oberfläche gebracht, wobei das zu untersuchende Molekül 
entweder gerichtet oder unspezifisch kontaktiert wird. Durch  
Zurückziehen des Cantilevers wird das Molekül gedehnt, was 
in den aufgenommenen Kraft-Abstandskurven zu einem charak-
teristischen Muster führt, das durch Modelle für Polymerelasti-
zität erklärt werden kann. Die Analyse dieser Kraft-Abstandskur-
ven erlaubt die Bestimmung molekularer Abstände und Rück-
schlüsse auf inter- und intramolekulare Wechselwirkungskräfte. 
Wie in Abbildung 26 schematisch dargestellt, führt das Dehnen 
eines Polymers mit interner Verknüpfung zu einem Anstieg der 
Kraft, bis die interne Bindung bricht.  

Kraft-Abstandskurve eines Polymers 
mit internem Bindungsbruch und 
zugehöriges Konturlängenhisto-
gram. Sowohl der Abrissort als 
auch die Kraft sind Fluktuationen 
unterworfen und ändern sich mit 
variierenden experimentellen Para-

metern. Im Gegensatz dazu werden 
die Positionen von Energiebarrieren 
entlang der molekularen Konturlän-
ge im erzeugten Konturlängenhis-
togramm direkt sichtbar und stellen 
einen festen und charakteristischen 
Fingerabdruck dar. 

Abb. 26
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Die Persistenzlänge ρ ist also ein Maß für die Länge, ab der eine 
Verbiegung durch die thermische Energie stattfindet. Um Kraft-
Abstandskurven mit einer analytischen Funktion anpassen zu 
können, wurde eine Näherungsformel entwickelt [95, 96], die das 
Verhalten von Polymeren unter Kraft gut beschreibt: 

Durch das Fitten von Kraft-Abstandskurven mit fester Persistenz-
länge kann so die frei Konturlänge bestimmt werden. Sie stellt 
im Gegensatz zum End-zu-End-Abstand die charakteristische 
Größe dar, die z. B. die Position von Energiebarrieren entlang des 
Polymerrückgrates misst und in die Anzahl dazwischen liegender 
Monomere umgerechnet werden kann. Soll beispielsweise die 
Elastizität einer entfalteten Aminosäurekette über einen größe-
ren Kraftbereich (>100 pN) beschrieben werden, muss eine 
Kraftabhängigkeit der Persistenzlänge berücksichtigt werden 
[22], die von 0.8 nm bei ca. 50 pN bis 0.4 nm bei ca. 300 pN reicht. 
Für noch höhere Kräfte müssen enthalpische Anteile einberech-
net werden, die aus der Rotation und Dehnung von chemischen 
Bindungen des Peptidrückgrates verursacht werden und zu 
modifizierten Modellen wie dem QM-WLC-Modell führen [97]. 
Neben dem WLC-Modell sind noch das Freely- Jointed-Chain-
Modell [82, 98] und das Freely-Rotating-Chain-Modell [99] 
gebräuchlich, sowie Modifikationen, die die Rückgratelastizität 
berücksichtigen [100]. 

Kombination vom AFM- mit TIRF-Mikroskopie 

Neben der mechanischen Beobachtung und Kontrolle einzelner 
Biomoleküle hat sich auch die optische Beobachtung von Einzel-
molekülfluoreszenz zu einer der wichtigsten biophysikalischen 
Techniken entwickelt. Das für diese Arbeit konstruierte AFM 
ermöglicht die Kombination mit Einzelmolekül-Total Internal 
Reflection Fluorescence Mikroskopie (TIRF), wodurch gleichzei-
tig unabhängige Messsignale detektiert und die Vorteile beider 
Techniken vereint werden. 

Da nun wieder mehr freie Polymerlänge zu Verfügung steht, 
sinkt die Kraft abrupt. Bei weiterer Dehnung entsteht erneut 
der charakteristische Anstieg der Kraft. Der Abstand des Bin-
dungsbruches ist jedoch keine charakteristische Größe, da er 
Fluktuationen unterworfen ist und stark von experimentellen 
Bedingungen wie z. B. Zuggeschwindigkeit [14], Temperatur 
[93, 94] und Eigenschaften des Lösungsmittels abhängt. Die 
relevante und charakteristische Länge ist die Konturlänge L, mit 
der die Position von Bindungen entlang des Polymerrückgrates 
gemessen wird und die in die Anzahl dazwischen liegender 
Monomereinheiten umgerechnet werden kann. Deshalb wurde 
in dieser Arbeit eine Methode entwickelt, um kraftspektroskopi-
sche Messdaten mit Hilfe der geeigneten Modelle für Polymer-
elastizität F(x,L) vom Kraft-Abstandsraum in den Kraft-Konturlän-
genraum zu transformieren (siehe Abbildung 26 und Publikation 
P4). Dabei wird jeder Messpunkt (Fi, xi) mit dem inversen Modell 
L(F,x) auf den Punkt (Fi,Li) abgebildet. Die dann erzeugten Kon-
turlängenhistogramme zeigen die Barrierenpositionen bezüglich 
der Konturlänge an, die unabhängig von Fluktuationen und vari-
ierenden experimentellen Parametern sind. Mit diesem charak-
teristischen Fingerabdruck können kraftspektroskopische Daten 
nun automatisiert selektiert und Proteine miteinander vergli-
chen werden. Um das Potenzial für ein automatisiertes Screening 
zu zeigen, wurde in dieser Arbeit zudem ein Experiment mit 
rohem Zellextrakt durchgeführt, in dem ein spezielles Protein-
konstrukt aus Tausenden anderer Moleküle automatisch erkannt 
wurde. Das gebräuchlichste Modell für Polymerelastizität ist das 
Worm-like Chain Modell (WLC), das ein Polymer als flexiblen 
Stab beschreibt, der sich aufgrund der thermischen Energie kBT 
verbiegt. Betrachtet man die Korrelation der Einheitstangenten-
vektoren   mit Konturlängenabstand s, so stellt man fest, dass 
diese exponentiell abklingt: 7.2
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TIRF-Mikroskopie 
Anders als beim Konfokalen Mikroskop, bei dem der Fokus des 
Anregungslasers über die Probe gerastert wird, ist bei der TIRF-
Mikroskopie [101, 102] das ganze Gesichtsfeld ausgeleuchtet. 
Der Anregungslaser mit der Wellenlänge λ0 trifft dabei oberhalb 
des kritischen Winkels θ > θc = arcsin(n1/n2) auf das Probendeck-
glas mit Brechungsindex n1. An der Grenzschicht zum Medium 
mit Brechungsindex n2 tritt totale Reflexion auf, sodass sich  
ein evaneszentes Anregungsfeld mit einer Eindringtiefe d im  
100 nm-Bereich ausbildet (Abbildung 27). 

Der große Vorteil dieser Technik im Vergleich zur Epi-Fluoreszenz 
ist, dass nur eine dünne Schicht an der Probenoberfläche ange-
regt wird, was die Hintergrundfluoreszenz unterdrückt und die 
Beobachtung einzelner Moleküle ermöglicht. Moderne Objektive 
besitzen eine ausreichende numerische Apertur (NA > 1,4), um 
den Laser durch das Objektiv einzukoppeln [103] [104]. 

Schematik der Objektiv-basierten 
TIRF-Mikroskopie. Der Anregungsla-
ser wird über das Objektiv mit einer 

hohen numerischen Apertur so 
eingekoppelt, dass er vom Deckglas 

total reflektiert wird.  
Auf der Probenseite entsteht so ein 

exponentiell abklingendes 
evaneszentes Feld, das nur ein 

kleines Probenvolumen anregt. 
Abbildung übernommen aus:

http://www.olympusmicro.com/pri-
mer/techniques/fluorescence/tirf/

tirfintro.html

Optisches Auflösungslimit und Farbstofflokalisation 
Die beugungslimitierte Auflösungsgrenze optischer Mikroskope 
wird durch das Rayleigh- Kriterium beschrieben. Nach ihm sind 
zwei Punktlichtquellen trennbar, wenn ihr Abstand a größer ist 
als der Radius ihrer zentralen Beugungsscheibchen. 

Bei einer numerischen Apertur von 1.45 und einer Lichtwellen-
länge von 488 nm liegt die theoretische laterale Auflösungs-
grenze somit bei ca. 200 nm. Wird das Intensitätsprofil eines 
einzelnen Farbstoffes auf mehr als vier Pixel einer CCD Kamera 
abgebildet, kann sein Ort mit wesentlich höherer Präzision durch 
Anfitten einer Gauß- Kurve bestimmt werden [105]. Abhängig 
vom Signal-Rausch-Verhältnis kann so eine Lokalisationsgenau-
igkeit im Nanometer-Bereich erreicht werden [106–109]. Aus 
diesem Prinzip wurden einige hochauflösende Mikroskopierme-
thoden entwickelt, bei denen ein Bild der fluoreszenzmarkierten 
Probe jenseits des Rayleigh-Kriteriums rekonstruiert werden 
kann. Entscheidend ist, dass pro Bildes des aufgenommenen 
Films nur so wenige Farbstoffe aktiv sind, dass sie optisch trenn-
bar und somit präzise zu lokalisieren sind. Da auf verschiedenen 
Bildern unterschiedliche Farbstoffe aktiv und inaktiv sind, kann 
so die Position aller Farbstoffe rekonstruiert werden. Bei der Sto-
chastic Optical Reconstruction Mikroskopie (STORM) [110–113] 
und der Photoactivated Localization Mikroskopie, (PALM) [114] 
wird dies z. B. durch die stochastische Aktivierung lichtschaltba-
rer Farbstoffe erreicht. Aber auch das Bleichen kann ausgenützt 
werden, um mehrere Farbstoffe in einer beugungslimitierten 
Fläche zu trennen [115]: Da ein Farbstoff nach dem anderen 
bleicht, kann der letzte aktive Farbstoff lokalisiert und sein Inten-
sitätsprofil von dem Bild abgezogen werden, auf dem der Beitrag 
des letzten und vorletzten Farbstoffes enthalten ist. Dadurch 
kann wiederum der vorletzte aktive Farbstoff lokalisiert werden. 
Auf diese Art und Weise können die Positionen aller Farbstof-
fe rückwärts rekonstruiert werden. Diese Methode wurde im 
Rahmen dieser Arbeit verwendet, um ein mit dem AFM nanoas-
sembliertes DNA-Muster zu rekonstruieren (siehe Kapitel 5 und 
Publikation P5). Details zum experimentellen Aufbau finden sich 
im Manuskript M2. 

Abb. 27
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