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Zusammenfassung

Im Forschungsfeld der Proteindynamik hdufen sich in den letzten Jahren
Untersuchungen an einzelnen Molekiilen. Damit konnen molekulare Ereignisse, die
in konventioneller Spektroskopie durch stochastische Prozesse unentdeckt bleiben,
durch direkte Beobachtung identifiziert und analysiert werden, was zu tieferem

mechanistischem Versténdnis des untersuchten Systems beitragen kann.

Die Implikation des molekularen Chaperons Hsp90 in die korrekte Faltung und
Aktivierung einer Vielzahl davon abhéngiger Klientenproteine machen es zu einem
zentralen Knotenpunkt der zelluldren Proteinhomdostase, allerdings ist der
Mechanismus seiner breiten Klientenerkennung und -prozessierung bisher nur
liickenhaft untersucht. Mit der Erkenntnis, dass Hsp90 ATP-abhingig grof3e,
ratenlimitierende Umstrukturierungen erfahrt, wurden Reportersysteme entwickelt,
die auf dem Forster-Resonanzenergietransfer mit einer rdumlichen Auflésung von
ca. 2-10 nm basieren. Diese dokumentieren einen Klammerschluss des Chaperons
und prognostizieren einen intermediatbbasierten Konformations-Zyklus. Details
iiber den Mechanismus der Umstrukturierungen wurden mit der Entwicklung von
Reportersystemen ermittelt, die auf dem photoinduzierten Elektronentransfer
zwischen der Aminosdure Tryptophan und einem organischen Farbstoff basieren.
Die Technik beruht auf kontaktinduzierter Fluoreszenzléschung und damit
verbundenen digitalen Intensitétsiibergédngen, dabei ermoglicht die rdumliche
Sensitivitit von <1 nm die Beobachtung von lokalen Umstrukturierungen. In
Hsp90 wurden damit mittels konventioneller Spektroskopie drei kritische lokale
Umlagerungen untersucht und daraus ein Modell mit heterogenen apo-
Konformationen sowie ein kooperativer Konformationszyklus abgeleitet, der dem

intermediatbasierten Modell gegentibersteht.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde anhand des Hsp90-Chaperons eine Methode
entwickelt, die eine bildgebende PET-Fluoreszenzspektroskopie von mehreren
Umstrukturierungen gleichzeitig an einzelnen Molekiilen erlaubt. Ein

umfangreiches Farbstoffscreening flihrte zur Identifizierung eines Farbstoffpaars,



das die PET-basierte simultane Aufzeichnung zweier Konformations-Koordinaten
ermdglicht. Uber verschiedene Modifikationen des Chaperons konnten
einzelmolekiiltaugliche = Oberflichen  hergestellt  werden, auf denen
zweifach-markierte Hsp90-Proteine immobilisiert sind.
Fluoreszenzintensititszeitspuren einzelner Chaperone und entsprechende
Kontrollkonstrukte bestdtigen qualitativ den Erfolg der Methode, fiir die
quantitative Analyse wurde eine Routine in der Programmiersprache Python

entwickelt, mit welcher kinetische Informationen ermittelt werden konnten.

Diese legen eine enge wechselseitige Abhédngigkeit der drei lokalen Elemente nahe,
wobei der GroBteil der Konformationsiibergénge zweier simultan aufgezeichneter
Umstrukturierungen Synchronitit innerhalb von zwei Sekunden zeigt. Im
Vergleich zur Hydrolyse von einem ATP in mehreren Minuten deutet das auf eine
enge Kopplung hin. Weiter konnte eine Beschleunigung der Dynamiken durch
aromatische Modifikation des N-Terminus von Hsp90 beobachtet werden, zudem
erlaubt der Einzelmolekiilansatz die Verwendung des nativen Nukleotids ATP,
wodurch auch die lokalen Offnungsdynamiken zugiinglich werden. Die zur
Bestimmung der Zeitkonstanten durchgefiihrte Analyse unterstiitzt die Ansicht

heterogener apo-Zustinde und einer einheitlich geschlossenen Konformation.

Die bildgebende Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie konnte insgesamt
zu einem Komplement der Einzelmolekiil-FRET-Spektroskopie entwickelt werden,
um damit lokale Konformationsdynamiken zu untersuchen. Der bildgebende
Ansatz erlaubt eine einfache Implementierung in einen experimentellen
Einzelmolekiil-FRET Aufbau bei gleichzeitiger Erweiterung der beobachteten
Koordinaten und wird so zu einem breit anwendbaren Werkzeug

multidimensionaler Dynamikuntersuchungen einzelner Proteine.
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Summary

Over the past years, the number of investigations of single molecules has risen in
the field of protein dynamics studies. Direct observation of molecular events that
are obscured by stochastic processes in bulk measurements can provide a deeper

mechanistic understanding of the systems under study.

The molecular chaperone Hsp90, as being involved in the correct folding and
activation of client proteins, thereby acting at late-stage folding, is a central node
of cellular protein homeostasis. The mechanistic understanding of its broad client
recognition and processing capability still remains elusive. The discovery of large
conformational changes that drive the chaperone through a rate limiting
conformational cycle as a reaction of ATP binding led to the development of
reporter systems that probe the global rearrangement. As the reporters are based on
Forster resonance energy transfer, they are active on a spatial scale of 2-10 nm and
report on the molecular clamp closure. The predicted conformational cycle
implicates several intermediate states. Details of the underlying rearrangements
were obtained by the development of reporter systems based on photoinduced
electron transfer between the amino acid tryptophan and an organic dye. As the
technique relies on contact-induced quenching of fluorescence, which is
accompanied by digital intensity transitions, the resulting spatial resolution of < 1
nm enables probing of local conformational rearrangements. In bulk experiments,
three critical local dynamics were probed in Hsp90, leading to the assumption of
heterogeneous apo conformations and an associated cooperative cycle which faces

the intermediate-based model.

Within the scope of this doctoral thesis, two-color single-molecule PET
fluorescence imaging spectroscopy was developed using the Hsp90 chaperone to
study multiple conformational rearrangements simultaneously on individual
proteins. Extensive dye screening identified a dye pair suitable for the PET-based
investigation of two different conformational coordinates simultaneously.
Modifications on the chaperone protein enabled the immobilization of double-

labeled Hsp90 molecules on glass surfaces that are suited for single-molecule
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studies. Fluorescence intensity time traces of single chaperones and related control
constructs validated qualitatively the success of the method. For quantitative
analysis, a routine was developed in the programming language Python to obtain

kinetic information.

Derived kinetics pointed to a close interdependence between the three local
elements. Furthermore, the majority of state transitions of rearrangements studied
at the same time occurred simultaneously within a two-second window, thereby
suggesting synchronicity. Compared to the hydrolysis of one ATP molecule taking
minutes, this suggests a tight coupling of motions. Further, an aromatic
modification of the Hsp90 N-Terminus resulted in accelerated local dynamics.
Besides investigating the dynamics accompanying clamp closure, clamp opening
kinetics also became accessible through the use of native nucleotide ATP. The
analysis performed as part of the determination of time constants supports the view

of a heterogeneous apo and a uniformly closed conformation.

Two-color single-molecule PET fluorescence imaging spectroscopy was developed
into a technique complement to single-molecule FRET spectroscopy that enables
the probing of local conformational dynamics in immobilized proteins. The imaging
approach allows for easy implementation in a single-molecule FRET setup while
expanding the observed coordinates, making the PET-based technique a widely

applicable tool for multidimensional dynamics studies of single proteins.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteine — Bausteine der Zelle

Die Erbinformation, die DNA (Desoxyribonukleinsdure, DNS, engl. DNA), stellt
den Bauplan der Zelle dar und wird bei der Zellteilung an alle Nachfolgerzellen
weitergegeben. Aus der DNA als Informationsvorlage werden iiber Transkription
und Translation aus Aminosduren bestehende Polypeptidketten synthetisiert. Diese
als Proteine bezeichneten Einheiten stellen zellulire Bausteine dar und sind an
unzdhligen Funktionen und Mechanismen beteiligt. Dazu zéhlen z.B. die
Aufrechterhaltung der Integritdt der Erbinformation, strukturgebende Elemente,
Transport-, Signaltransduktions- und biochemische Prozesse, aber auch die
Proteinbiosynthese selbst. Damit sie so vielfdltige Aufgaben erfiillen konnen,
nimmt die grole Mehrheit der Proteine eine dreidimensionale Struktur ein (Kim et
al. 2013). Seit Auflosung der ersten Proteinkristallstruktur vor iiber 50 Jahren
(Kendrew et al. 1958) wurden bis dato iiber 170000 Molekiilstrukturen in der
weltweiten Proteindatenbank (www.rcsb.org, PDB) hinterlegt (Fersht 2008).
Kristallstrukturen halten ein atomares Modell mit Sekundér- und Tertidrstrukturen
bereit, suggerieren dabei aber das Bild starrer Formen. In Losung sind Proteine
jedoch dynamisch und als flexible Strukturen zu verstehen, wodurch sie zwischen
verschiedenen Konformationen wechseln konnen. Héufig ist die Funktion von
Proteinen an dynamische Strukturelemente gekniipft, weshalb die Untersuchung
dieser Dynamiken fiir das mechanistische Verstdndnis von grofer Bedeutung ist
(Mazal und Haran 2019).

Lange Zeit wurde spekuliert, dass die Proteinfaltung allein durch Krifte getrieben
wird, die zwischen den Aminosaureseitenketten wirken. Wird der zelluldre Kontext
mit der Fiille an Proteinen und den damit verbundenen molekularen
Crowding-Effekten beriicksichtigt, ist dieser Mechanismus in vivo allerdings
unvollstindig. Somit hat sich das Verstindnis hin zu einer zelluldren
Proteinfaltungsmaschinerie — widergespiegelt in molekularen Chaperonen —
entwickelt, welche die korrekte Faltung von Proteinen unterstiitzt, diese hat sich
mit Proteinen ko-evolviert. Ein Beispiel fiir ein molekulares Chaperon ist das
Hitzeschockprotein 70 (Hsp70), dessen elementare Funktion darin besteht,
hydrophobe Segmente in nicht gefalteten Polypeptidketten in einem
ATP-abhingigen Zyklus zu binden und wieder freizusetzen (Hartl 1996).


http://www.rcsb.org/
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1.2 Hsp90 — ein dynamisches Schliisselprotein der Proteostase

Wiéhrend Hsp70 relativ unspezifisch an hydrophobe Proteinsegmente bindet, hat
das molekulare Chaperon Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) ein spezifisches
Spektrum an sogenannten Klientenproteinen/Substraten. Eine Besonderheit dieses
Chaperons ist seine iiberwiegende Implikation in spdte Stadien der Proteinfaltung.
So unterstiitzt es Klienten, die bereits eine der nativen dhnliche Struktur zeigen, in
ihre vollstdndig native bzw. aktive Konformation iiberzugehen oder kann diese
stabilisieren. Dabei sind bereits eine Vielzahl an Proteinen als Klienten des
Chaperons identifiziert worden. Einige davon sind den Klassen der
Transkriptionsfaktoren und Kinasen zuzuordnen, welche in zellulére
Signaltransduktionswege involviert sind. So kommt auch Hsp90 selbst eine
wichtige regulatorische Funktion zu. Allerdings ist bislang trotz der Vielzahl an
verschiedenen Klienten (>500, https://www.picard.ch) bisher kein gemeinsames
strukturelles Erkennungsmotiv bekannt. Stattdessen wird davon ausgegangen, dass
die grof3e konformative Flexibilitit des Chaperons eine zentrale Rolle fiir die breite
Spezifitit spielt (Wandinger et al. 2008; Krukenberg et al. 2011). In der Klasse der
Kinasen gibt es Hinweise darauf, dass die intrinsische Stabilitét eines potenziellen
Klienten entscheidend fiir die Abhédngigkeit von Hsp90 ist (Taipale et al. 2012;
Wandinger et al. 2008). Die besondere Bedeutung, die Hsp90 in der
Proteinhomdostase, auch Proteostase genannt (Kim et al. 2013), zukommt, wird
dadurch deutlich, dass das Chaperon hochkonserviert sowohl in bakteriellen als
auch in eukaryotischen Zellen vorkommt und in letzteren sogar essenziell ist (S.
Lindquist and E. A. Craig 1988; Sima und Richter 2018).

1.2.1 Hsp90 im Krankheitskontext

Die Implikation vieler Klienten des Chaperons in Signalwege der Zelle fiihrt dazu,
dass Hsp90 mit verschiedenen Krankheiten assoziiert ist, was von der Tatsache
untermauert wird, dass das Chaperon 1-2 % aller zytosolischen Proteine ausmacht
(Krukenberg et al. 2011; Taipale et al. 2010). Untersuchungen haben gezeigt, dass
die Expression von molekularen Chaperonen als zelluldre Antwort auf verschiedene
Stressbedingungen erhoht ist, um die Proteinhomdostase aufrechterhalten zu
konnen und damit das Uberleben der Zelle zu gewihrleisten. Diese Eigenschaften
sind auch fiir Tumorzellen relevant, da sie aufgrund ihres iiberdurchschnittlichen
Wachstums oftmals Kombinationen aus verschiedenen Stressoren ausgesetzt sind.
Tatsdchlich hat sich gezeigt, dass Tumorzellen Chaperone hédufig in erhdhten

Leveln exprimieren, die so als biochemische Puffersysteme funktionieren und der
2
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Zelle Toleranz gegeniiber genetischen Schidden vermitteln. AuBlerdem gibt es
Hinweise darauf, dass Proteinmutationen in Tumorzellen erst durch Chaperone
tolerierbar werden, wodurch die Entartung noch verstirkt werden kann.
Insbesondere Hsp90 kann hier dazu fiihren, dass mutierte Proteine aktiv bleiben
oder erst aktiviert werden. Gleichzeitig hilft das Chaperon die entstandenen
Ungleichgewichte in den Signalwegen zu tolerieren, sodass der normalerweise
eintretende, programmierte Zelltod (Apoptose) verhindert wird. Ein Beispiel dafiir
ist das Tumorsuppressorprotein p53: Wildtypisches pS3 wird von der Zelle in einem
dynamischen Gleichgewicht exprimiert und wieder abgebaut, wobei es transiente
Interaktionen mit Hsp90 eingeht. Die meisten tumorassoziierten Mutationen in p53
fiihren dazu, dass es seine tumorsupprimierende Funktion verliert, gleichzeitig geht
das verénderte p53 deutlich stirkere Interaktionen mit Hsp90 ein, wodurch eine
effektive Degradierung verhindert wird. Dadurch hauft sich nicht funktionales p53
an und fiihrt zu verschiedenen negativen Effekten (Whitesell und Lindquist 2005).
Hsp90 ist zudem fiir weitere Funktionen von Tumorzellen wie Metastasierung und
Invasion von Bedeutung (Wu et al. 2017). Seine Beteiligung bei der Entstehung
unterschiedlicher Krebsarten macht Hsp90 zu einem Ziel intensiver medizinischer
Untersuchung, die dabei hauptsdchlich an der Inhibition der ATPase-Funktion
orientiert ist (Whitesell und Lindquist 2005; Wu et al. 2017). Ein potenter Inhibitor
ist z.B. Geldanamycin. Durch die zentrale regulatorische Funktion des Chaperons
sind solche therapeutischen Ansétze grundsitzlich vielversprechend, allerdings
zeigt die Tatsache, dass bisher kein einziges Hsp90-adressierendes
Tumormedikament fiir die Behandlung am Menschen zugelassen ist, dass das
komplexe Chaperon-System und seine Verflechtungen in zelluldre Prozesse
eingehender verstanden werden muss (Park et al. 2020; Wang et al. 2021). Dazu
gehort auch ein besseres mechanistisches Verstindnis von Hsp90 und seiner
Interaktion mit Inhibitoren (Wu et al. 2017). Dariiber hinaus ist das Chaperon
aullerdem in GefdBkrankheiten und virale Erkrankungen involviert, aber auch die
neurodegenerative Alzheimersche Krankheit steht in Zusammenhang mit Hsp90
(Krukenberg et al. 2011). Dabei fiihrt die anormale Prozessierung zweier Proteine
— Amyloid-Peptide (AP) und Tau, welche beide in Zusammenhang mit Hsp90
stehen — zur pathologischen Bildung von Plaques (AP, extrazelluldr) und Fibrillen
(Tau, intrazelluldr). Die Aggregation von Amyloid-Peptiden kann durch Hsp90
alleine inhibiert werden, im Komplex mit Hsp70 und dem Hitzeschockprotein 40
(Hsp40) kann es die Bildung von AP verhindern. Eine pharmazeutische Inhibition

von Hsp90 wiederum fiihrt zu einem signifikanten Abbau von
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hyperphosphoryliertem Tau-Protein in der Zelle, welches iiber Fehlfaltung und
Aggregation zur Ausbildung der Fibrillen fiihrt (Campanella et al. 2018).

1.2.2 Struktur des molekularen Chaperons

Das molekulare Chaperon Hsp90 weist eine Dissoziationskonstante (Kp) von
60 nM (Hefe Hsp90, Richter et al. 2001) auf und liegt unter physiologischen
Bedingungen als Homodimer vor (Abbildung 1-1). Jedes Monomer, auch Protomer
genannt, besteht aus drei Doménen, der Amino-terminalen Doméne (N-terminale
Domaéne, NTD), der mittleren Doméne (MD) und der Carboxy-terminalen Domine
(C-terminale Doméne, CTD)(Pearl und Prodromou 2006). Das Homodimer ist
dabei hoch flexibel und iiber die CTDs konstitutiv dimerisiert. Zusétzlich kénnen
die N-terminalen Doménen transient dimerisieren (geschlossener Zustand, vgl.
Abschnitt 1.2.3). Diese Eigenschaften sind allen bekannten Hsp90-Proteinen
gemein (Krukenberg et al. 2011). Neben dem Hsp82 aus der Hefe Saccharomyces
cerevisae gibt es eine weitere Hefen-Isoform, das Hsc82, sowie das bakterielle
Homolog HtpG und die vier humanen Isoformen Hsp90a, Hsp90pB, Trapl und
Grp94 (Krukenberg et al. 2011; Girstmair et al. 2019). Hsp82 ist die bisher am
intensivsten untersuchte Isoform eukaryotischen Ursprungs, weshalb sich im

Weiteren, soweit nicht anders angegeben, auf dieses bezogen wird.

CTD. Die Dimerisierung der CTDs erfolgt iiber ein Biindel aus vier a-Helices, je
zweil pro Monomer, die dicht gegeneinander packen (Pearl und Prodromou 2006).
Neben der Funktion als primére Dimerisierungsstelle ist die Carboxy-terminale
Domaéne auBBerdem an der Interaktion mit Co-Chaperonen beteiligt, welche oftmals
regulatorische Funktionen haben. Dafiir besitzt Hsp90 aus der Hefe und das
zytosolische Hsp90 hoherer Eukaryoten am extremen C-Terminus ein MEEVD
Motiv. Einige Co-Chaperone verfiigen iiber ein spezielles Strukturmotiv (engl.:
tetratricopeptide repeat, TPR) {iber das sie mit dem MEEVD Motiv interagieren
(Krukenberg et al. 2011).

MD. Die mittlere Domine stellt die gro3te der drei Doménen dar. Wéhrend das
grofere Segment der MD strukturelle Ahnlichkeiten zu Proteinen aufweist, die
DNA- beeinflussende Eigenschaften haben, ist das kleinere Segment in Hsp90
einzigartig (Pearl und Prodromou 2006). Im Wesentlichen hat die mittlere Doméne
zwei Funktionen, zum einen ist sie in die Bindung von Klientenproteinen involviert,
zum anderen besitzt sie katalytische Eigenschaften. Als hauptsidchliche
Interaktionsstelle mit Klienten ist die MD durch ein hydrophobes Tryptophan an
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Stelle 300 (Hsp90 Nomenklatur der Hefe) sowie eine amphiphatische Ausstiilpung
(AS 327-340, Nomenklatur der Hefe) mit einem exponierten hydrophoben und
einem positiv geladenen Teil gekennzeichnet, welche fiir die Interaktion von
besonderer Bedeutung sind. Fiir die Klientenproteine Cdk4, Tau und GR-LBD
wurden die mittlere Domine und teilweise auch die NTD als primére
Interaktionsstelle bereits direkt identifiziert (Radli und Ridiger 2018). Die
katalytische Funktion der Domédne wird durch ein hochkonserviertes Arginin an
Stelle 380 (Arg380, Nomenklatur der Hefe), das in einem katalytischen Loop
lokalisiert ist, vermittelt. Dieses interagiert wihrend des ATPase-Zyklus (vgl.
Abschnitt 1.2.3) mit dem vy-Phosphat des in der NTD gebundenen
Adenosintriphosphats (ATP) und fiithrt mutmaBlich zu einer Polarisierung der
B-y Phosphodiesterbindung. Das Arg380 ist essenziell fiir die ATPase Aktivitét in
vitro und fiir substanzielle Funktionen von Hsp90 in der Hefe in vivo (Krukenberg
et al. 2011; Pearl und Prodromou 2006). Die MD ist dariiber hinaus ebenfalls in die

Interaktion mit Co-Chaperonen wie Ahal involviert (Krukenberg et al. 2011).

NTD. Die Amino-terminale Domidne des Chaperons wurde als die
nukleotidbindende Doméne identifiziert (Prodromou et al. 1997). Dabei wurde
Hsp90 erst spit als ATPase eingestuft, da die inhdrente Aktivitit vergleichsweise
gering ist und lange Zeit nicht nachgewiesen werden konnte (Wandinger et al.
2008). Erst mit der Entdeckung von Geldanamycin als potentem kompetitivem
Inhibitor der ATP-Bindung an Hsp90 (vgl. Abschnitt 1.2.1) konnte die ATPase-
Aktivitdt akkurat bestimmt werden. Es wurde klar, dass die Funktion von Hsp90
eindeutig davon abhéngt, ATP binden und dessen Hydrolyse katalysieren zu
konnen, womit Hsp90 in die Superfamilie der GHKL ATPasen eingeordnet wird
(Obermann et al. 1998; Pearl und Prodromou 2006). Die ATP-Bindetasche zeigt
dabei die Besonderheit, ATP in einer ungewohnlichen, geknickten Position zu
beherbergen und ist dariiber hinaus hochkonserviert (Wandinger et al. 2008). Eine
als Deckel (engl.: Lid) bezeichnete Struktur in der NTD (AS 94-121, Hefe
Nomenklatur, Prodromou 2012) ist nahe der Bindetasche lokalisiert und spielt eine
wichtige Rolle im ATPase-Zyklus, indem sie das Nukleotid in der Tasche fixiert
(vgl. Abschnitt 1.2.3). Ein weiteres Merkmal der Doméne ist ein B-Faltblatt am
extremen N-Terminus (AS 1-24, Hefe Nomenklatur, Krukenberg et al. 2011), das
ebenfalls wihrend des ATPase-Zyklus von groBBer Wichtigkeit ist, indem es die
N-terminal dimerisierte Form von Hsp90 stabilisiert (vgl. Abschnitt 1.2.3)
(Krukenberg et al. 2011). Die NTD und die MD sind iiber einen extrem flexiblen
geladenen Linker (engl.: charged linker, CL) verbunden, der zur generellen
Flexibilitdt des Chaperons beitrdgt (Saibil 2013). Seine Funktion wurde erst
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kiirzlich weiter aufgeklért, seine Lange variiert stark zwischen 10 (E.coli) und
anndhernd 100 Aminosduren (Eukaryoten) und scheint von groBBerer Bedeutung zu
sein als die genaue Struktur. Obwohl der Linker in vivo oftmals nicht essenziell ist,
hat er Bedeutung fiir die ATPase-Rate und die Interaktion mit bestimmten
Klientenproteinen (Daturpalli et al. 2017). In jlingsten Studien konnte das in
Zusammenhang mit transienten Interaktionen des Linkers mit der NTD gebracht
werden, wodurch Interaktionsflichen der Amino-terminalen Doméne zeitweise
exponiert werden (Lopez et al. 2020). Neben der CTD ist auch die NTD eine
wichtige Interaktionsoberfliche fiir regulierende Co-Chaperone wie Ahal oder
Cdc37, was unter anderem mit der Beherbergung der ATPase verkniipft ist
(Krukenberg et al. 2011).

B-Faltblatt

Abbildung 1-1: Struktureller Aufbau von Hsp90. Links: Gezeigt ist ein Hsp90
Homodimer, jedes Monomer besteht aus der N-terminalen Doméne (NTD), der mittleren
Doméne (MD) und der C-terminalen Domine (CTD)(PDB Code: 2ioq). Die CTDs
vermitteln die konstitutive Dimerisierung. Rechts: VergroBerung der NTD eines
Monomers ohne gebundenes Nukleotid. Die Bindetasche ist durch einen Pfeil angezeigt.
Die Strukturelemente Lid und B-Faltblatt sind in griin bzw. magenta hervorgehoben (PDB
Code: laml).

1.2.3 Konformationsdynamik im ATPase-Zyklus

Erste Hinweise auf Konformationsdnderungen in Reaktion auf die Bindung von
ATP gab es bereits vor dem Beweis der ATPase-Aktivitdt von Hsp90 und auch ein
Ubergang von einer global offenen in eine geschlossene Konformation als Reaktion
auf die Bindung von ATP wurde bereits frith vermutet (Csermely et al. 1993).
Intensive Untersuchungen der Konformationsdnderungen fiihren seitdem zu einem
immer besseren Verstindnis der Funktionsweise des Chaperons. Zusammen mit
Ergebnissen aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde ein erster ATP-
abhingiger Konformationszyklus rekonstruiert, der seither stetig vollstdndiger wird
(Shiau et al. 2006; Richter und Buchner 2006). Ein wichtiger Meilenstein hierbei
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wurde durch die Kristallstruktur des Nukleotid-gebundenen Hsp90 im Komplex mit
dem Co-Chaperon p23 erreicht, die Hsp90 in seiner geschlossenen Konformation
zeigt (Ali et al. 2006). Die Kristallstruktur offenbart mehrere Umstrukturierungen
in verschiedenen Bereichen des Chaperons verglichen mit seiner offenen
Konformation (Ali et al. 2006; Pearl und Prodromou 2006). Es wird vermutet, dass
die in Hsp90 ablaufenden = Konformationsdnderungen = wiederum

Umstrukturierungen in den Klientenproteinen induzieren (Krukenberg et al. 2011).

ATPase-Zyklus. Zunichst liegt Hsp90 im apo-Zustand, also ohne gebundenes
Nukleotid, vor. Diese Konformation ist von Heterogenitit gepragt (Krukenberg et
al. 2011). Das Chaperon kann tiber die NTD Nukleotid binden, was verschiedene
Strukturdnderungen zur Folge hat, die schlieBlich in dem 2006 von Ali et al.
entdeckten geschlossenen Zustand resultieren. Ubergeordnet gesehen schlieft sich
Hsp90 wie eine molekulare Klammer, wobei das ATP in seiner Bindetasche fixiert
wird. Gleichzeitig laufen auf lokaler Ebene mehrere Umstrukturierungen ab, auf
die im Folgenden genauer eingegangen wird. Nach Ablauf der komplexen
Konformationsdnderungen befindet sich Hsp90 schlieflich in einem ATP-
hydrolysekompetenten Zustand (geschlossener Zustand), der nach Hydrolyse
nochmal an Kompaktheit gewinnt. AbschlieBend 6ffnet sich die Klammer unter
Freigabe von Adenosindiphosphat (ADP) wieder und befindet sich erneut im apo-
Zustand, ein Mechanismus, der fiir Hsp90 ubiquitir zu sein scheint (Wandinger et
al. 2008; Krukenberg et al. 2011). Es wurde beobachtet, dass das Equilibrium der
Hsp90-Konformationen in verschiedenen Homologen unterschiedlich stark durch
Nukleotid beeinflusst ist. Dennoch induziert die Bindung von Nukleotid eine
deutliche Verschiebung des Equilibriums hin zum geschlossenen Zustand von
Hsp90 und zeigt damit eine ATP-abhingige Direktionalitit des Systems
(Southworth und Agard 2008; Shiau et al. 2006).

Lokale Dynamiken. Die komplexen Konformationsinderungen koénnen im
Wesentlichen in drei lokale Dynamiken unterteilt werden: (1) Umstrukturierung der
als Deckel (engl.: Lid) bezeichneten Struktur in der NTD, (2) dramatische
Umorientierung von NTD und MD sowie (3) Doméanenwechsel des N-terminalen
B-Faltblatts. Die Lid-Struktur klappt dabei aus einer Position, in der sie ausgeprégte
Interaktionen mit den NTDs des Dimers eingeht, heraus iiber das in der Bindetasche
lokalisierte Nukleotid und verhindert sterisch dessen Freigabe. Untersuchungen
haben ergeben, dass die Lid-Struktur in engem Zusammenhang zur ATPase-Rate
steht (Hessling et al. 2009; Krukenberg et al. 2011). Die Umorientierung der NTD
und MD zueinander ist von wesentlicher Bedeutung. Wéhrend die beiden Doménen

im apo-Zustand flexibel zueinander sind, kommen sie durch die Umstrukturierung
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in engen Kontakt. Dabei findet eine Umlagerung des katalytischen Loops statt (vgl.
Abschnitt 1.2.2), sodass das Arg380 in Richtung der NTD positioniert wird und
dort die in Abschnitt 1.2.2 beschriebene Interaktion mit dem ¢y-Phosphat des
gebundenen Nukleotids eingeht (Krukenberg et al. 2011). Neuere Erkenntnisse
beschreiben einen detaillierten Mechanismus des katalytischen Netzwerks der
ATP-Hydrolyse, in dem die Glutaminsdure an Stelle 33 (Glu33, Hefe Nomenklatur)
von entscheidender Bedeutung ist. Dabei koordiniert ein Wassermolekiil der
Losung spontan zwischen das y-Phosphat des Nukleotids und Glu33 und iibertragt
dabei ein Proton. Gleichzeitig reduziert ein Mg?*-lon als Kofaktor die
Energiebarriere, indem es die Elektronendichte des y-Phosphats reduziert. Das
transient entstandene OH~ attackiert umgehend das y-Phosphat und fiihrt zum
Autfbrechen der P/y-Phosphatbindung, Arg380 stabilisiert dabei sowohl das
attackierende OH- als auch die resultierende Phosphatgruppe (HPO4>") (Mader et
al. 2020). Der Doménenwechsel (engl.: domain-swap, DS) des N-terminalen
B-Faltblatts fiihrt schlieBlich zu einer Stabilisierung des N-terminal dimersierten
Zustands und damit zu der hydrolysekompetenten Konformation des Chaperons
(Krukenberg et al. 2011).

Zyklus-Modelle. Schon friih wurde die langsame ATPase in Zusammenhang mit
komplexen konformationellen Umstrukturierungen gebracht und diese in ihrer
Gesamtheit als ratenlimitierender Schritt identifiziert (Wandinger et al. 2008;
Prodromou 2012). Trotz der geringen ATPase-Rate von ungefihr 0,2 ATP min’!
(Wandinger et al. 2008; Schulze et al. 2016; Daturpalli et al. 2017) ist der Schritt
der chemischen Umsetzung optimiert und Hsp90 damit ein effizientes Enzym (Lee
et al. 2019). Nach der Identifikation der Strukturdnderungen in Hsp90 wurden bald
Modelle tiiber den genauen zeitlichen Ablauf des ATP gekoppelten
Konformationszyklus aufgestellt, die seither iiberpriift und verfeinert werden.
Dabei kristallisierten sich zwei grundlegende Modelle heraus, wobei einem auf
Intermediaten  basierenden Zyklus ein Modell der Kooperativitit und
Gleichzeitigkeit der Dynamiken gegeniibersteht (Hessling et al. 2009; Schulze et
al. 2016)(Abbildung 1-2). Beide Modelle konnen die beobachteten mehrfach
exponentiell verlaufenden Dynamiken erkldren (Schulze et al. 2016), das auf
Intermediaten basierende Modell sieht dabei folgende Reihenfolge der Ablaufe vor:
Zunichst bindet ATP an apo-Hsp90, woraufhin sich der Lid {iber das Nukleotid
legt und das erste Intermediat bildet. Die NTDs sind in diesem Zustand nicht
dimerisiert. Anschliefend bildet sich das zweite Intermediat, indem die NTDs
dimerisieren und der Domidnenwechsel der N-terminalen [B-Faltblitter erfolgt.

Darauf folgt die Umorientierung von MD und NTD =zueinander und der
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geschlossene ATP-hydrolysekompetente Zustand wird ausgebildet. AbschlieBend
wird ATP hydrolysiert, ADP und anorganisches Phosphat (P;) werden freigesetzt
und Hsp90 geht erneut in die apo-Konformation liber. Dem Modell liegt die
Beobachtung zugrunde, dass Hsp90 beim Klammerschluss ein mehrphasiges
Verhalten zeigt. Dieses Verhalten wird als Auftreten von Intermediaten entlang der
Reaktionskoordinate interpretiert (Hessling et al. 2009) und wurde seither mehrfach
und teils unter Zuhilfenahme komplexer Modellierungen unterstiitzt (Zierer et al.
2016; Balchin et al. 2016; Schmid et al. 2016). Die Kinetikanalyse des
Reaktionszyklus ist dabei in Ubereinstimmung mit der gemessenen ATPase-Rate
(Hessling et al. 2009), dieses Modell wird in seiner grundsétzlichen Form auch
aktuell vertreten (Dahiya und Buchner 2019). Ein Konformationszyklus, der auf
Kooperativitit der einzelnen lokalen Umstrukturierungen und deren gleichzeitigem
Ablauf basiert, wurde 2016 von Schulze et al. geschildert und unterstiitzt die
Beobachtung der Kopplung von ATP-Bindung und lokalen Umstrukturierungen
(Krukenberg et al. 2011). Dabei liegt Hsp90 in vielen verschiedenen apo-
Konformationen mit unterschiedlichen Energiebarrieren vor. Das Lid-Segment und
das N-terminale B-Faltblatt stellen hoch mobile Strukturen dar. In direkter Reaktion
auf die Bindung von ATP modelliert sich das Lid-Segment sehr schnell in einen
Intermediatzustand um, in dem es weniger flexibel ist, aber noch nicht iiber dem
gebundenen Nukleotid liegt. Im Anschluss laufen der Lid-Schluss, der
Doménenwechsel des B-Faltblatts und die Umorientierung der MD und NTD
zueinander langsam und dabei ineinandergreifend ab und fithren damit zum
geschlossenen ATP-hydrolysekompetenten Zustand von Hsp90. Von diesem
ausgehend wird ATP schnell hydrolysiert und durch Offnen der Klammer unter
Freigabe von ADP und P; wird wieder der apo-Zustand eingenommen. Auch in
diesem Modell stimmt die kinetische Analyse der drei lokalen Dynamiken wéhrend
des Klammerschlusses mit der gemessenen ATPase-Rate iiberein (Schulze et al.
2016). Wiahrend das mehrphasige Verhalten des Klammerschlusses in ersterem
Modell als Intermediate interpretiert wird, nimmt das kooperative Modell eine
Heterogenitit des apo-Zustands und damit verbundenen unterschiedlichen
Energiebarrieren des Grundzustands an. Die Heterogenitéit des Grundzustands als
Ursprung der multiexponentiellen Dynamiken wird dabei durch mehrere gefundene
apo-Strukturen und die Flexibilitdt des offenen Zustands von Hsp90 unterstiitzt
(Shiau et al. 2006; Bron et al. 2008; Krukenberg et al. 2008; Krukenberg et al.
2011).
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Abbildung 1-2: Modelle des ATP-abhingigen Konformationszyklus von Hsp90.
Gezeigt sind zwei Modelle, die den ATP-abhéngigen Konformationszyklus von Hsp90
beschreiben. Links: Das Intermediatmodell beruht auf Intermediaten des Chaperons auf
dem Weg zum hydrolysekompetenten Zustand. Nach ATP-Bindung in der NTD schlief3t
sich zunéchst die Lid-Struktur (Closed lid state), bevor die NTDs dimerisieren und der
Doménenwechsel stattfindet (Closed state 1). Nach anschlieBender Assoziation von MD
und NTD befindet sich Hsp90 in der hydrolysekompetenten Konformation (Closed state
2). Nach Hydrolyse geht das Chaperon wieder in den apo-Zustand (apo state) iiber
(tibernommen aus Dahiya und Buchner 2019, Rechte zur Verwendung wurden eingeholt).
Rechts: Das Kooperativitdtsmodell beruht auf kooperativen Effekten und Gleichzeitigkeit
der lokalen Konformationsinderungen. Nach ATP-Bindung findet eine schnelle
Umstrukturierung des Lid-Segments statt (ii), gefolgt von einem langsamen globalen
Klammerschluss, der zur ATP-hydrolysekompetenten Konformation (iii) fithrt und
wiahrend welchem der Lid-Schluss, der Domédnenwechsel sowie die Assoziation von MD
und NTD kooperativ und von Gleichzeitigkeit gepréigt ablaufen. Nach der Hydrolyse wird
die Klammer nochmals kompakter, bevor sie wieder in die apo-Konformation iibergeht (i)
(tibernommen aus Schulze et al. 2016, Rechte zur Verwendung wurden eingeholt).

1.3 Photoinduzierter Elektronentransfer (PET) zur

Untersuchung von Proteindynamik

Mit der Beobachtung, dass die Aminosdure Tryptophan (Trp) iiber ihre
Indol-Seitenkette  als  effizienter  Elektronendonor in  photoinduzierten
Elektronentransfer (PET)-Reaktionen mit Farbstoffen fungieren kann, wurde in den
1990er Jahren der Grundstein fiir eine neue Spektroskopie-Methode gelegt. Zu
diesem Zeitpunkt war bereits mehrfach und konsistent von einem
Elektronentransfer zwischen Tryptophan und einem Elektronenakzeptor berichtet
worden, was durch die leicht oxidierbare Indol-Gruppe des Tryptophans ermdglicht
wird (Jones et al. 1995; Vaiana et al. 2003). Darauf basierend wurde von Neuweiler

et al. 2002 im Kontext der Entwicklung einer alternativen Methode zur
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Krebsfritherkennung eine neue Spektroskopie-Technik entwickelt. Hierbei wurde
das Ausnutzen der reversiblen und gleichzeitig effizienten Loschung der
Fluoreszenz des Oxazin-Farbstoffs MRI121 mit einem konfokalen
Detektionsvolumen kombiniert, um einzelne Fluoreszenzmolekiile in 10 bis 1072
molaren Lésungen zu detektieren (Neuweiler et al. 2002). Als Fluoreszenzldoschung
wird die nicht radiative Relaxation eines elektronisch angeregten Zustands
bezeichnet (Lakowicz 2006). Nach der Untersuchung intermolekularer
Interaktionen folgte die Weiterentwicklung hin zur Untersuchung intramolekularer
Dynamiken, wofiir die Technik aufgrund der rdumlichen sub-Nanometer-Detektion
sehr gut geeignet ist (Neuweiler et al. 2002; Neuweiler et al. 2003; Vaiana et al.
2003). Die kontaktinduzierte Fluoreszenzloschung von MR121 durch Tryptophan
tiber PET wurde verwendet, um die Kontaktformationsdynamiken eines Peptids zu
untersuchen und gleichzeitig die Loschung selbst zu charakterisieren. Dabei wurde
die Ausbildung eines Grundzustandskomplexes aus Tryptophan und Farbstoff in
einer gestapelten Geometrie mit Van-der-Waals-Kontakt der Molekiile als
Grundvoraussetzung fiir PET definiert, treibende Kréfte sind hydrophobe und
n-Stapelungs-Interaktionen (Neuweiler et al. 2003; Vaiana et al. 2003; Doose et al.
2009). In diesem fiir mehrere zehn Nanosekunden stabilen Komplex kann abhéngig
von Redoxpotentialen zwischen dem ersten Singulettzustand des Farbstoffs und
dem Tryptophan ein photoinduzierter Elektronentransfer stattfinden, wobei der
Farbstoff als Akzeptor und das Tryptophan als Donor oder umgekehrt fungieren.
AnschlieBend geht der Komplex iiber Ladungsrekombination wieder in den
Grundzustand iiber (Abbildung 1-3). Die Fluoreszenzldschung erfolgt maf3geblich
iiber statische Loschung. Die PET-Reaktion selbst findet im Bereich von Femto-
bis Pikosekunden statt (Doose et al. 2005, 2009). Durch die starke Loscheffizienz
geben die Fluoreszenzfluktuationen direkt die Assoziations- und Dissoziationsraten
des gemessenen Peptids wieder, welche wiederum durch ein Zwei-Zustands-
System einfach analysiert werden konnen (Neuweiler et al. 2002; Neuweiler et al.
2003; Doose et al. 2005). Die generelle Anwendbarkeit von PET zwischen
organischen Farbstoffen und Tryptophan auf Nanometer-Skala und im Bereich von
Nanosekunden bis Sekunden machen die Technik zu einem vielféltig einsetzbaren
Werkzeug fiir die Untersuchung von Konformationsdynamiken in Biopolymeren.
Gleichzeitig komplettiert PET als Detektionswerkzeug mit einer Sensitivitdt von
<1 nm die mittels Forster-Resonanzenergietransfer erreichbare rdaumliche
Auflésung von 1-10 nm und stellt damit ein Aquivalent zur Untersuchung lokaler
Dynamiken im Vergleich zur Untersuchung globaler Dynamiken dar (Neuweiler
und Sauer 2004; Doose et al. 2005).
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Abbildung 1-3: Vereinfachte Darstellung des photoinduzierten Elektronentransfers
(PET) zwischen Tryptophan und einem organischen Fluoreszenzfarbstoff. Gezeigt ist
der photoinduzierte Elektronentransfer (PET) mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Fluorophor,
rot) als Elektronenakzeptor und Tryptophan als Elektronendonor (grau). Links: Ein
Energieschema der Elektronenorbitale von Farbstoff und Tryptophan und ihren HOMOs
(engl.: highest occupied molecular orbital) und LUMOs (engl.: lowest occupied molecular
orbital) veranschaulicht die PET-Reaktion. Wihrend des elektronisch angeregten Zustands
des Farbstoffs (unterbrochener Pfeil), erreicht durch anregende Photonen (Wellenpfeil),
ibertrdgt das Tryptophan ein Elektron aus seinem energetisch hoher liegenden
Grundzustand auf den Farbstoff (grauer Pfeil). Im Anschluss findet Ladungsrekombination
statt (roter Pfeil), wodurch der Komplex nicht radiativ wieder in seinen Grundzustand
iibergeht. Rechts: Geometrie des Farbstoff-Tryptophan-Komplexes. In Van-der-Waals-
Kontakt zirkulieren Elektronen iiber den links gezeigten Mechanismus zwischen Farbstoff
und Tryptophan, wodurch die Fluoreszenz effektiv geloscht wird.

Nach Etablierung der Technik wurde sie anfianglich in Untersuchungen zur
Proteinfaltung angewandt. In Kombination mit
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS, PET-FCS) wurden zunichst friihe
Faltungsdynamiken kleiner Proteindomédnen untersucht. Dabei  waren
mechanistische Einblicke in frithe Faltungswege moglich (Neuweiler et al. 2009;
Doose et al. 2009). Dieselbe Technik wurde verwendet, um an einem vollstdndigen
Protein kinetische Informationen seines strukturellen Faltungspfades aufzukldren
(Neuweiler et al. 2010). PET-FCS wurde seither zur Untersuchung verschiedener
Zielstrukturen verwendet, darunter der Influenza-A M2-Protonenkanal und der
Mechanismus dessen medikamentdser Inhibition sowie die Selbstassoziation der
N-terminalen Doménen von Spinnenseidenproteinen (Ries et al. 2014; Heiby et al.
2019; Rogers et al. 2011). Auch an dem 90 kDa gro3en Chaperon Hsp90 fand die
Technik bereits Anwendung, um die drei lokalen Dynamiken der molekularen
Klammer genauer zu analysieren. Durch die hohe Zeitauflosung mittels PET-FCS
wurden Zeitkonstanten von wenigen Mikrosekunden bis mehreren hundert

Mikrosekunden fiir die Gleichgewichtsdynamiken der hochflexiblen Lid- und B-
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Faltblatt Regionen des Chaperons beobachtet. Unter Verwendung weiterer mit PET
kombinierter spektroskopischer Methoden, die auf der Untersuchung einer grofen
Anzahl synchronisierter Molekiile beruhen, konnte eine extrem schnelle
Umorientierung der Lid-Region in direkter Reaktion auf die Bindung von
Nukleotid sowie die iiber Minuten andauernden lokalen Konformationsanderungen
aufgezeichnet werden. Zusammen fiihrten die Ergebnisse zu einem neuen Modell
des Klammerschlusses von Hsp90 (Schulze et al. 2016) (vgl. Abschnitt 1.2.3). Das
PET-fluoreszenzvermittelte Reportersystem des Lid-Schlusses bzw. der
NM-Assoziation wurde auBlerdem verwendet, um Effekte von Co-Chaperonen des
Aha-Typus (Homologe von ATPase-Raten beschleunigenden Co-Chaperonen) auf
Hsp90 bzw. dessen Offnungsdynamiken wihrend des Chaperonzyklus zu
untersuchen (Mercier et al. 2019; Reidy und Masison 2020).

1.4 Einzelmolekiiluntersuchungen

Den Zusammenhang zwischen dynamischer Struktur und Funktion von
Biomolekiilen zu erforschen ist ein grof3es Ziel in der Biologie. Um die dazu notige
Wechselbeziehung von Konformationszustinden und deren Uberginge sowie
biochemische Funktionen aufzuschliisseln, ist es notwendig, Struktur und Dynamik
eines biologischen Systems genau zu kennen (Lerner et al. 2021).
Einzelmolekiiluntersuchungen konnen hierzu einen entscheidenden Beitrag leisten.
Das Feld der Untersuchung einzelner Molekiile entwickelte sich in den letzten drei
Jahrzehnten rasant, was einerseits die Entwicklung immer neuer Techniken, wie
Einzelmolekiil-Verfolgung (engl.: single-molecule tracking) oder
Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM), und andererseits die Anwendung
vorhandener Methoden zur Aufkldrung von (biologischen) Fragestellungen
beinhaltet. Die Bereiche, in denen Einzelmolekiilmethoden Anwendung finden,
reichen von Proteinfaltung und Strukturuntersuchungen von DNA und RNA
(Ribonukleinsdure) liber Untersuchungen von biologischen Anordnungen sowie
Enzymologie bis hin zu molekularen Motoren und Lebendzelluntersuchungen. Die
Untersuchung von DNA- und RNA-Molekiilen hat aufgrund der leichten
Handhabung eine vergleichsweise lange Geschichte in der
Einzelmolekiilforschung. Hierbei werden hédufig optische Pinzetten genutzt, um
unterschiedlich starke mechanische Kréfte auszuiiben und so die physikalischen
Eigenschaften der Molekiile zu untersuchen. Diese Art der Untersuchung wird den
Manipulationsmethoden zugeordnet. Aber auch fluoreszenzbasierte Techniken wie

der Einzelmolekiil-Forster-Resonanzenergietransfer (engl.: single-molecule Forster
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resonance energy transfer, smFRET) werden verwendet, um z.B.
Rekombinationsmechanismen der Erbinformation zu beleuchten. Daneben wird
u.a. die Enzymklasse der Ribozyme intensiv mittels Einzelmolekiiltechniken
untersucht,  genauer  steht dabei der  Zusammenhang  zwischen
Konformationsdnderungen und chemischer Umsatzrate der Enzyme im
Mittelpunkt. Ein weiteres Beispiel sind Lebendzelluntersuchungen zur
Zellmembran und ihren physikalischen Eigenschaften, wobei Einzelmolekiil-
Bildgebung und —Tracking signifikant zur Aufklarung des inhomogenen Aufbaus
und dessen Auswirkung auf biologische Funktionen beigetragen haben. Neben den
iiberblicksartig angeflihrten Beispielen gibt es weitere nicht explizit erwdhnte
Methoden sowie deren Anwendung (Deniz et al. 2008; Cheng 2015). In den
folgenden Kapiteln soll nun vorrangig fluoreszenzbasierte Spektroskopie im
Mittelpunkt stehen.

1.4.1 Spektroskopie an einzelnen Proteinen im Vergleich

zu groBBen Molekiilzahlen

Was ist nun aber der Unterschied bei der Spektroskopie einzelner Molekiile, z.B.
Proteine, im Vergleich zur Beobachtung gro3er Molekiilzahlen? Zunédchst werden
bei der konventionellen Spektroskopie viele Millionen Molekiile gemessen und
dabei das Signal gemél statistischer Thermodynamik summiert oder gemittelt.
Dabei ist es oftmals notwendig, das im Fokus stehende System zu synchronisieren,
andernfalls heben sich gegenldufige Vorgidnge in der Datenmittelung auf und sind
nicht zu identifizieren (Mashaghi et al. 2014). Zur Synchronisation von
Proteinsystemen  werden  hdufig  Effektormolekile in Form  von
Interaktionspartnern, Liganden oder Nukleotid zugegeben, die den Start eines
Reaktionspfades bedeuten. Dadurch wird das Equilibrium gestort und stattdessen
werden die Proteinmolekiile forciert, eine bestimmte Reaktion einzugehen (Schuler
und Hofmann 2013). Das summierte oder gemittelte Signal stellt ein hohes Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis bereit, da das Rauschen invers mit der Quadratwurzel der
untersuchten Anzahl an Molekiilen variiert. Jedoch geht damit auch ein
Informationsverlust einher, da das Rauschen wertvolle Information enthalten kann,
z.B., wenn gegenldufige Signale als netto Null gewertet werden. Biologische
Systeme sind iiblicherweise ergodisch. Das bedeutet, Beobachtungen, die
gleichzeitig an einer Vielzahl an Molekiilen gemacht werden, decken sich
prinzipiell mit denen eines einzelnen Molekiils, wenn es nur iiber einen ausreichend

langen Zeitraum beobachtet wird. Dadurch werden Untersuchungen von einzelnen
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Proteinmolekiilen zu einem méchtigen Werkzeug, da tiber die Informationen von
konventionellen Messmethoden hinaus weitere Information erlangt werden kann.
Zunichst ist keine Synchronisation des Systems mehr vonnoten, da stattdessen
einzelne Proteine direkt beobachtet werden, wodurch kinetische Informationen
eines Systems im Equilibrium untersucht werden konnen. In diesem
Zusammenhang ist es zudem moglich nur kurzzeitig oder selten eingenommene
Zustande aufzuzeichnen. Das konnen z.B. Subpopulationen oder Intermediate sein,
die in konventionellen Spektroskopie-Techniken verloren gehen, solange sie
unterhalb eines gewissen Schwellenwertes liegen. AuBerdem ist durch die direkte
Beobachtung die Aufnahme von Heterogenitit eines Systems moglich, z.B.
unterschiedliche Konformationen eines Proteins in einem iibergeordneten Zustand,
zwischen denen das Protein fluktuiert (Mashaghi et al. 2014; Deniz et al. 2008;
Neuweiler und Sauer 2004; Mazal und Haran 2019).

Fluoreszenzbasierte Untersuchung. Bei der fluoreszenzbasierten Erforschung
kinetischer Informationen einzelner Proteine kann man basierend auf der zeitlichen
Skala der zu beobachtenden Dynamik zwei Ansétze unterscheiden. Stehen sehr
schnelle Konformationsdynamiken im Bereich von Nanosekunden bis
Mikrosekunden im Fokus der Untersuchungen, werden normalerweise
diffusionsbasierte Techniken, wie z.B. Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
(FCS), angewandt (Mazal und Haran 2019; Schuler und Hofmann 2013). Dazu
konnen durch konfokale Mikroskopie erreichte femtolitergrof3e
Detektionsvolumina in Kombination mit hochverdiinnten Ldsungen des
fluoreszierenden Molekiils verwendet werden, um einzelne Molekiile zu
beobachten. Ublicherweise werden Punktdetektoren mit sehr hoher zeitlicher
Auflosung zur Datenaufnahme und Korrelationstechniken zur Datenanalyse
genutzt. Diffusionsbasierte Einzelmolekiiluntersuchungen sind dabei durch die
Dauer der Diffusion des fluoreszierenden Molekiils durch das Detektionsvolumen
begrenzt. Gilt es hingegen, langsamere Konformationsdynamiken im Bereich von
Millisekunden bis Sekunden zu beobachten, werden die zu untersuchenden
Molekiile hdufig auf einer Oberfliche immobilisiert. Das ermdglicht die
Beobachtung des selben Molekiils iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg, wodurch
die Untersuchung langsamer Dynamiken erst moglich wird. Anstelle von
Punktdetektoren ist die Signaldetektion hierbei meist kamerabasiert und mit TIRF-
Mikroskopie (Totale interne Reflexionsfluoreszenz, engl.: total internal reflection
fluorescence) gekoppelt (Deniz et al. 2008; Mazal und Haran 2019; Schuler und
Hofmann 2013). Diese Art der Datenaufnahme ist von besonderer Relevanz fiir

fluoreszenzbasierte Einzelmolekiiluntersuchungen des Chaperons Hsp90, das
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durch einen langsamen ATPase-Zyklus geprigt ist (vgl. Abschnitt 1.2). Daher wird
in nachfolgendem Kapitel genauer auf dabei auftretende Herausforderungen

eingegangen.

1.4.2 Herausforderungen der

Einzelmolekiilspektroskopie

Immobilisierung. Die Immobilisierung von einzelnen Proteinen kann iiber
verschiedene Wege erreicht werden. Meistens ist es wichtig, das zu untersuchende
Protein dabei spezifisch und in einer funktionalen Anordnung zu immobilisieren.
Dazu werden Ankerpunkte in Form von zufallig auf eine gereinigte Glasoberfldche
adsorbierenden Molekiilen wie z.B. Streptavidin verwendet. Kombiniert mit einer
Passivierungsschicht, die sich zwischen die Ankerproteine legt, wird eine
unspezifische Adsorption an das Glas verhindert. Das Protein von Interesse wird
haufig iiber eine artifizielle Modifikation, z.B. Biotin, befdhigt, spezifisch an das
Ankerprotein zu binden (Schmid et al. 2016; Gotz et al. 2016; Wortmann et al.
2017; Ye et al. 2018; Sturzenegger et al. 2018). Durch die starke Interaktion wird
das Protein so liber Minuten bis Stunden hinweg immobilisiert (Nguyen et al. 2012;
Gust et al. 2014). AuBBerdem ist es moglich bzw. noétig, iiber die Konzentration der
verschiedenen Komponenten die finale Anzahl der immobilisierten Molekiile zu
steuern, um eine separierte Beobachtung zu gewihrleisten (Roy et al. 2008; Joo und
Ha 2012; Hua et al. 2014).

Dissoziationskonstante. Wird ein Protein untersucht, das aus mehreren
Monomeren besteht, konnen die zwingend zu verwendenden niedrigmolaren
Losungen der fluoreszierenden Untereinheiten (meist Pikomolar bis Nanomolar)
dazu fithren, dass das Protein von Interesse nicht mehr in seinem funktionalen
Zustand vorliegt. Dabei wird dessen Dissoziationskonstante (Kp) unterschritten.
Der Kp-Wert ist die Konzentration, bei der das Protein zur Halfte assoziiert und zur
Halfte dissoziiert vorliegt. Bei einem Kp von ungefahr > 50 nM (Gust et al. 2014)
ist es deshalb notwendig, die Dissoziationskonstante des untersuchten Proteins
kiinstlich zu verringern. Das wird héufig iiber das artifizielle Einbringen von
Coiled-coil (cc) Proteinstrukturmotiven am Proteinterminus erreicht, welche
extrem niedrige Kp-Werte aufweisen und somit die Dissoziation des Proteins bei
den eingesetzten Konzentrationen verhindern sollen (Gust et al. 2014; Schmid et al.
2018; Ye et al. 2018; Wortmann et al. 2017). Dariiber soll die funktionale
Anordnung des Proteins gewihrleistet werden. Eine andere, bisher nicht so hiufig

verwendete Moglichkeit bieten Zero-Mode Waveguides, mit denen hdohere
16



Einleitung

Konzentrationen des markierten Molekiils verwendet werden konnen. Das Prinzip
basiert auf kleinsten Vertiefungen (Zeptoliter groB, 10! L) in einer glasbasierten,
metallbeschichteten Probenkammer. Die Vertiefungen sind dabei kleiner als die
verwendete Wellenlinge und verhindern die Ausbreitung des anregenden
Laserlichts weiter oben in die Probe, wodurch nur einzelne sich in den Vertiefungen
befindende Molekiile angeregt werden. Diese Methode wurde bereits in
Bindungskinetik-Studien genutzt und findet industrielle Anwendung in der

Einzelmolekiil-Sequenzierung (van Oijen 2011).

Signal-zu-Rausch Verhiiltnis. Eine weitere Herausforderung stellt die Detektion
der solchermaflen einzeln immobilisierten Molekiile mit einem verwertbaren
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis dar. Die verwendete TIRF-Mikroskopie kann dabei
das Hintergrundsignal um das bis zu 2000-fache verringern (Gust et al. 2014), dazu
wird das Anregungslicht in einem kritischen Winkel auf die Grenzflache zwischen
Glas und wissriger Probe gelenkt, sodass es zu einer totalen Reflexion kommt.
Dadurch bildet das Anregungslicht in der Losung ein evaneszentes Feld aus, dessen
Intensitéit exponentiell abfillt und damit ca. 100-200 nm in die Probe hineinreicht.
So werden selektiv nur Molekiile in direkter Néhe zur Glasoberfliche angeregt,
wéhrend Signale aus dem Hintergrund weitestgehend unterdriickt werden (Deniz et
al. 2008; Monachino et al. 2017; Lakowicz 2006; Wazawa und Ueda 2005).

Fluoreszenzfarbstoffe. Die wahrscheinlich gro3te Herausforderung stellt die mit
der Detektion zusammenhdngende Wahl der Fluoreszenzfarbstoffe dar, denn diese
miissen eine Vielzahl an Voraussetzungen erfiillen. Zuallererst miissen sie iiber
biochemisch konjugierbare Gruppen verfiigen und eine gewisse Helligkeit zeigen,
da anders als in konventioneller Spektroskopie das Signal eines einzelnen
Farbstoffs detektiert werden muss. Dafiir sind ein Extinktionskoeffizient von
mindestens 50000 Mlecm'  bis 80000 M'ecm! und  eine
Fluoreszenzquantenausbeute von > 10 % notig (Lerner et al. 2021; Gust et al. 2014).
Je nach Art der Untersuchung soll das Fluoreszenzlabel aulerdem mdglichst klein
sein, um einerseits Konformationsdynamiken akkurat wiederzugeben und
andererseits, um die biologische Funktion so wenig wie moglich zu beeinflussen.
Daher werden héufig organische Farbstoffe mit einer Gréf3e von weniger als einem
bis hin zu zwei Nanometern verwendet (Gust et al. 2014; Roy et al. 2008; Ha und
Tinnefeld 2012). Ein weiteres Kriterium ist die Photostabilitét, die in Photobleichen
und Blinkverhalten untergliedert werden kann. Beide Aspekte sind von enormer
Bedeutung fiir Einzelmolekiiluntersuchungen, da sie héufig limitierende Faktoren
beziiglich der Dauer der Aufzeichnung darstellen und dabei nicht an die

konventionelle Spektroskopie ankniipfen konnen (Ye et al. 2018; Tsunoyama et al.
17



Einleitung

2018). Ein Fluoreszenzfarbstoff im angeregten Zustand tendiert zu chemischen
Reaktionen, die hédufig reaktive Sauerstoffspezies beinhalten und zur Zerstérung
des delokalisierten m-Elektronensystems fiihren konnen. Dieser Prozess wird
Photobleichen bzw. Photozerstérung genannt und fithrt zu einem irreversiblen
Verlust der Fahigkeit zu fluoreszieren, was sich als augenblicklicher
Fluoreszenzverlust zeigt. Eine prominente Methode, die Lebenszeit der
Fluoreszenzfarbstoffe und damit einhergehend die gesamte Messdauer zu
verlangern, besteht darin Sauerstoff aus der Losung zu entfernen, z.B. {iber ein
enzymatisches sauerstofffangendes System (engl.: oxygen-scavenger-system).
Allerdings kann das Entfernen des molekularen Sauerstoffs der Losung in Folge
das Blinkverhalten des Farbstoffs negativ beeinflussen. Blinken bedeutet, der
angeregte Farbstoff nimmt verschiedene nicht fluoreszierende Zustinde ein, z.B.
den Triplettzustand oder Radikalionenzustinde. Die transienten Ubergiinge kénnen
zu Fluktuationen der Fluoreszenzintensitdt fiihren, ohne dabei biologischen
Ursprungs zu sein und kénnen so mit dem aufzuzeichnenden Signal interferieren.
In Anwesenheit von Sauerstoff konnen solche Dunkelzusténde effektiv depopuliert
werden, wohingegen eine sauerstofffreie Losung das Gegenteil bewirken kann.
Daher werden sauerstofffreien Messlosungen hédufig Kombinationen aus
Reduktions- und Oxidationsmitteln (engl.: reducing and oxydizing system, ROXS)
zugegeben, die anstelle von Sauerstoff die Dunkel-Zustinde schnell depopulieren
sollen. Dariiber hinaus gibt es Untersuchungen, um solche blinkunterdriickenden
Substanzen kovalent an Farbstoffe zu koppeln und so die direkte raumliche Néhe
der beiden Molekiile dauerhaft sicherzustellen (Tinnefeld und Cordes 2012).
Wihrend die erwidhnten Moglichkeiten alleine oder in Kombination bei manchen
Fluoreszenzfarbstoffen, wie z.B. Cy5, zu erheblichen Verbesserungen der
Photostabilitét fithren, sind andere davon nicht oder nur kaum beeinflusst (Gust et
al. 2014; Roy et al. 2008; Ha und Tinnefeld 2012; Vogelsang et al. 2008).

1.4.3 Einzelmolekiilstudien an Hsp90

Das molekulare Chaperon Hsp90 wird seit iiber 30 Jahren untersucht, dabei werden
seit mehr als einem Jahrzehnt verschiedene Einzelmolekiilmethoden angewandt,
manipulations- sowie fluoreszenzbasierter Art. Im Folgenden werden einige
Beispiele und ihr jeweiliger Beitrag zum heutigen Verstdndnis des Chaperons

beschrieben.

Kryo-EM. Die Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM) basiert grundsitzlich auf
in diinnen wassrigen Filmen durch blitzschnelle Gefrierung in nativer Form
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gefangenen Molekiilen, die mittels Elektronenmikroskopie auf atomarer Ebene
abgebildet werden. Durch Verhindern der Wasserkristallbildung ordnen sich die
Biomolekiile in verschiedenen nativen Zustinden zufillig an, die anschlieBend
miteinander verrechnet eine 3D-Struktur liefern (Dubochet et al. 1982; Frank
2006). Damit war es zum ersten Mal moglich, die Struktur des eukaryotisches
Volllaingen-Hsp90-Proteins in seinem apo-Zustand aufzulésen, wobei ein
Konformationsequilibrium von zwei unterschiedlichen apo-Konformationen des
Chaperons direkt beobachtet wurde (Bron et al. 2008). Ein weiterer Meilenstein
wurde mit der 3,9 Angstrom genauen Strukturauflosung eines Komplexes aus
geschlossenem Hsp90, seinem Co-Chaperon Cdc37 (engl.: cell division cycle 37)
sowie der Klientenkinase Cdk4 (engl.: cyclin dependent kinase 4) erzielt, die eine
Reihe Interaktionen zwischen den beteiligten Molekiilen offenbart. Die Struktur
gibt neue Einblicke in den Bindungsmodus des Co-Chaperons und ldsst
Schlussfolgerung einer Umlagerung desselben von der Hsp90-NTD zur MD
wiéhrend des ATPase-Zyklus zu. Dariiber hinaus zeigt sich eine teilweise entfaltete
Klientenkinase, die zwischen den MDs von Hsp90 hindurchgefadelt im Komplex
stabilisiert wird (Kliment A. Verba et al. 2016).

Optische Pinzetten. Ein fokussierter Laserstrahl kann dazu benutzt werden, ein
dielektrisches Teilchen — sogenannte Beads — rdumlich zu fixieren. Verwendet man
zwei solcher optischen Fallen, kann man auf ein Molekiil das an den Beads befestigt
ist, definierte Krifte ausiiben bzw. auftretende Krifte auslesen. Der Aufbau wird
deshalb als optische Pinzette bezeichnet (Mashaghi et al. 2014; Jahn et al. 2014). In
einer kombinierten Untersuchung mit solchen optischen Pinzetten (engl.: optical
tweezers) wurde der geladene Linker von Hsp90, der die NTD und die MD
miteinander verbindet, genauer untersucht. Dieser ist aufgrund seiner Flexibilitét in
kristallographischen Untersuchungen meist nicht aufzulésen und damit verbunden
seine Funktion schwierig zu benennen. Mittels optischer Pinzetten konnte dem
geladenen Linker eine Rolle zugeordnet werden, in der er transiente Interaktionen
mit der NTD des Chaperons eingeht und dariiber einen Zustand vermittelt, in dem
die NTD angedockt an die MD stabilisiert wird. Ohne die Einwirkung von Kriften
befinden sich die Dominen in einem 75 zu 25 %-Gleichgewicht im angedockten
bzw. nicht angedockten Zustand, wobei sie hunderte Male pro Sekunde zwischen
den Zustinden wechseln. In letzterem kann die NTD frei re-orientieren und gewinnt
an Rotationsflexibilitdt (Jahn et al. 2014).

smFRET. Bei Forster Resonanzenergietransfer (FRET)-Messungen wird,
vereinfacht gesagt, der Abstand zwischen zwei als Akzeptor und Donor

bezeichneten Fluoreszenzmolekiilen anhand der Effizienz der nicht-radiativen
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Energieiibertragung  bestimmt. Dieser kann durch den Anteil der
Akzeptorfluoreszenzintensitit an der Gesamtintensitdt abgeschitzt werden. Die

Effizienz der Energieiibertragung E ist dabei durch den Zusammenhang

E= (1)

beschrieben,

wobei R die Distanz zwischen den Fluoreszenzmolekiilen und Ro den Forsterradius
beschreibt, bei dem E = 0,5 ist. Ro beinhaltet aulerdem die Orientierungen der
Fluoreszenzfarbstoffe (Roy et al. 2008; Ha 2001). Durch oben beschriebenen
Zusammenhang ermoglicht FRET eine theoretische rdumliche Aufldsung von 1-10
nm (Doose et al. 2005) und eine typische Auflésung von 2,5-10 nm (Lerner et al.
2021), wodurch sich die Methode sehr gut zur Untersuchung makromolekularer
Dynamiken eignet. Einzelmolekiil-FRET (engl.: single-molecule FRET, smFRET)
bezeichnet  dementsprechend die  Anwendung der Methode  auf
Einzelmolekiilebene. Die Technik erlaubt neben der Untersuchung von
Proteindynamiken auch eine genaue Bestimmung der Distanzen zwischen den
Farbstoffmolekiilen (Lerner et al. 2021).

In mehreren Untersuchungen mittels Mehrfarben smFRET mit bis zu vier Farben
gibt es Hinweise darauf, dass Hsp90 die Zustandsiiberginge wihrend seines
Konformationszyklus auch ohne ATP vollziehen kann. Die Bindung des Nukleotids
filhrt jedoch zu Direktionalitit des Systems, was die gingige Ansicht der
ATP-Abhéngigkeit stiitzt, wenngleich sie dennoch Diskussionsgegenstand ist.
Zusitzlich kann die Direktionalitit des Systems durch Co-Chaperone reguliert
werden. Dariiber hinaus wurde eine Asymmetrie der Nukleotidbindung in den
beiden Untereinheiten beobachtet, ebenso wie fiir die Bindung des
Co-Chaperons p23. In beiden Féllen bindet das zweite Molekiil nicht unabhéngig
von der Anwesenheit des ersten an die homodimere molekulare Klammer, was die
bereits vermutete Bedeutung der Asymmetrie im Chaperon weiter stiitzt. Fiir die
beiden Nukleotidbindetaschen wurde dabei ein kooperativer Mechanismus
entdeckt. Dariiber hinaus kann Hsp90 sowohl im gedffneten als auch im
geschlossenen Zustand Nukleotid binden (Mickler et al. 2009; Ratzke et al. 2014;
Ratzke et al. 2012; Wortmann et al. 2017; Schmid et al. 2018).

In smFRET-Untersuchungen zu Effekten durch Inhibitoren von Hsp90 zeigte sich,
dass die globalen Konformationsdynamiken kaum beeinflusst sind, weshalb ein
Mechanismus iiber die direkte Storung dieser Dynamiken als unwahrscheinlich gilt.

Stattdessen wird davon ausgegangen, dass sich viele kleine Effekte aufsummieren
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und letztlich zur beobachteten wirksamen Inhibition fiihren. Daran kniipfen
Untersuchungen an, die eine Feineinstellung der Konformationsflexibilitit zur
Steuerung der Hsp90-Funktion zeigen. Hierbei wirken stimulatorische Effekte auf
das Chaperon, indem sie iiber sogenannte Konformationsbeschrinkung die
Moglichkeiten katalytisch inaktiver Konformationen von Hsp90 reduzieren und
damit die katalytisch aktive Konformation propagieren (Schmid et al. 2018; Schmid
und Hugel 2020).

Eine weitere smFRET-Untersuchung beschéftigt sich mit dem Hsp90-Homolog aus
dem endoplasmatischen Retikulum Grp94, welches unter ATP-Bedingungen den
geschlossenen Zustand ausgepréigt einnimmt. Vor diesem Hintergrund konnte ein
zusdtzlicher geschlossener Zustand identifiziert werden, der durch ein bereits
hydrolysiertes Nukleotid (ADP) in einer Untereinheit und ein noch nicht
hydrolysiertes Nukleotid (ATP) in der anderen Untereinheit charakterisiert ist.
Zwischen diesen Konformationen kann das Chaperon mehrfach wechseln, bevor
auch das zweite ATP hydrolysiert wird und das Chaperon wieder in die offene
Klammer iibergeht. Die beiden geschlossenen Zustinde konnten dabei entweder

global oder lokal unterschiedliche Konformationen darstellen (Huang et al. 2019).

Plasmon-Lineal. Als Plasmon-Lineal wird ein Paar aus plasmonischen
Nanosphiren bezeichnet, die z.B. iiber ein Biomolekiil verbunden sind. Licht kann
in solchen Edelmetall-Nanosphdren eine kollektive Schwingung der
Leitungselektronen mit einer spezifischen Frequenz verursachen, die als
Partikelplasmon bezeichnet wird. Mit Anderung des Abstands der beiden
Nanosphédren veréndern sich auch die Plasmonresonanz sowie die Streueffizienz.
Dieser Effekt wurde bei einer Untersuchung an Hsp90 ausgenutzt, um die globalen
Offnungs- und SchlieBungsdynamiken der Klammer zu beobachten. Der Vorteil
dieses Plasmon-Lineals liegt in der deutlich lingeren Beobachtungszeit im
Vergleich zu fluoreszenzbasierten Untersuchungen, was in deren aullerordentlicher
Photostabilitit und Lichtstreuung begriindet ist. Die Offnungs- und
SchlieBungsdynamiken einzelner Hsp90 Molekiile konnten so {iiber bis zu
24 Stunden hinweg beobachtet und dabei langlebige Zustinde mit Lebensdauern

von mehreren Minuten gefunden werden (Ye et al. 2018).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit: Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-
Spektroskopie an Hsp90

Einzelmolekiilmethoden haben den Vorteil, dass sie die Untersuchung von
Messgroflen durch direkte Beobachtung einzelner Molekiile erlauben. Dadurch
konnen auch selten oder kurzzeitig eingenommene Zustinde von zu
untersuchenden Proteinen entlang ihrer Reaktionskoordinate beobachtet werden. In
konventioneller Spektroskopie sind solche Beobachtungen begrenzt und nur durch
forcierte Synchronisation des Systems mdoglich. Liegen bestimmte Reaktionsanteile
unter einem gewissen Schwellenwert, gehen sie in den dominierenden
Reaktionsanteilen verloren und konnen nicht aufgelost werden. In den letzten
Jahrzehnten gewihrten verschiedene Methoden innerhalb des wachsenden Feldes
der Einzelmolekiilforschung immer neue Einblicke in molekulare Interaktionen
sowie zelluldre Maschinerien und deren Funktionsweisen. Die Einzelmolekiil-
Forster-Resonanzenergietransfer-Methode ist dabei seit {iber einem Jahrzehnt ein
verbreitetes Werkzeug, um unter anderem globale Konformationsdynamiken
diverser molekularer Proteine zu untersuchen. Das molekulare Chaperon Hsp90 ist
dabei seit mehreren Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Getrieben wird dies
einerseits durch starkes medizinisches Interesse, andererseits durch die Tatsache,
dass Hsp90 eine mit smFRET gut zu untersuchende Struktur darstellt. Das liegt an
seiner Funktionsweise als molekulare Klammer, wobei es
Konformationsédnderungen innerhalb mehrerer Nanometer durchlduft. Die
vergleichsweise neue Technik, bei der PET-Fluoreszenzsonden genutzt werden, um
lokale Konformationsdynamiken aufzulosen, wurde bisher in PET-FCS-
Messungen an verschiedenen Proteinen angewandt. Dariiber hinaus wurden in
konventionellen Fluoreszenzspektroskopiemessungen lokale Dynamiken innerhalb
des Chaperons Hsp90 wihrend des ATPase-Zyklus durch PET-Fluoreszenzsonden
beobachtet.

In dieser Arbeit sollte die Methode der PET-Fluoreszenzsonden-vermittelten
Beobachtung lokaler Proteindynamiken bildgebend auf die Einzelmolekiilebene
angewandt werden. Dabei werden lokale Konformationsdnderungen als
Fluktuationen der Fluoreszenzintensitdt beobachtbar. Hierflir wurde autbauend auf
Ergebnissen aus (Schulze 2017) eine Methode zur gleichzeitigen Spektroskopie
verschiedener PET-Fluoreszenz-Reporter und damit mehrerer lokaler Dynamiken
in einzelnen Hsp90-Molekiilen etabliert. Dazu wurde ein ausfiihrliches
Farbstoffscreening, das auf Eignung zur Mehrfarben-Einzelmolekiil-Detektion
priift, durchgefiihrt. AnschlieBend sollten mit diesen Farbstoffen die lokalen
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Dynamiken von Strukturen innerhalb des Chaperons in bildgebenden
Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopischen Aufzeichnungen
untersucht und eine geeignete Auswertung der Daten entwickelt werden.
Abschlieflend sollte eine bildgebende Mehrfarben-Einzelmolekiil-PET Methode
entstehen, die zur breiten Anwendung in Untersuchungen lokaler

Konformationsdynamiken in Proteinen geeignet ist.
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2 Material und Methoden

In diesem Kapitel sind die verwendeten Materialien sowie Methoden aufgelistet.
Alle selbst hergestellten Losungen wurden mit Reinstwasser (doppelt destilliert,
ddH>O, >18 MOhm, Barnstead GenePure Pro Water Purification System, Thermo
Fisher) aufbereitet und durch einen Zellulose-Acetat Filter mit einer Porengrdfie

von 0,2 um filtriert (Sartorius).

2.1 Transformation und Bakterienkulturen

2xTY-Medium, pH 7,4 (1 L): 16 g Trypton (Melford)
10 g Hefeextrakt (Melford)
5 g Natriumchlorid (Sigma-Aldrich)
pH auf 7,4 eingestellt mit NaOH (Sigma-
Aldrich), fliissigautoklaviert.

2xTY Agarplatten: 500 ml 2xTY-Medium
bei ca. 50°C + 0,1 mg/ml Ampicillin (Sigma-Aldrich).

pH-Meter (Mettler-Toledo)

Fiir die Transformation wurden kompetente XL1-Blue oder C41(DE3) E.coli-
Zellen verwendet. Die Transformation von QuikChange PCR- und
Ligationsprodukten wurde mit XL1-Blue Zellen (Novagen) durchgefiihrt. Fiir
QuikChange PCR-Produkte wurde zu 3 ul DNA 40 pl frisch auf Eis aufgetaute
Zellen gegeben und fiir 5 min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit wird das Plasmid von
den Zellen aufgenommen und die Ampicillin-Resistenz vermittelt. AnschlieBend
wird der komplette Ansatz auf 2xTY Agarplatten ausplattiert, diese werden iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir Ligationsprodukte wurden 5 ul DNA verwendet.

Fiir die Vermehrung aufgereinigter Plasmid-DNA wurden zu 1 pul DNA 20 pl
XL1-Blue Zellen gegeben und nach Inkubation auf Eis 5 pl ausplattiert.

Fiir anschlieBende Minipriparationen werden 8 ml 2xTY Fliissigkulturen, die frisch
mit 0,1 mg/ml Ampicillin versetzt wurden, mit einer Kolonie der Agarplatte

angeimpft und iiber Nacht bei 37°C in einem Schiittelinkubator inkubiert.
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Die Transformation flir die Proteinexpression wird mit C41(DE3)-Zellen
(Novagen) durchgefiihrt. Hierbei werden zu 1 ul Plasmid-DNA 20 ul frisch auf Eis
aufgetaute Zellen gegeben, fiir 5 min auf Eis inkubiert, anschlieBend 5 pl davon auf
2xTY-Agarplatten ausplattiert und diese tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Hiervon
wird eine Kolonie gepickt, um eine 100 ml 2xTY Fliissigkultur (Vorkultur) — zuvor
frisch mit 0,1 mg/ml Ampicillin versetzt — anzuimpfen. Diese wird iiber Nacht bei
37°C in einem Schiittelinkubator inkubiert und davon werden wiederum 8 ml
verwendet, um eine 800 ml 2xTY-Flissigkultur (Hauptkultur) — zuvor frisch mit
0,1 mg/ml Ampicillin versetzt — anzuimpfen und bei 37°C in einem

Schiittelinkubator (New Brunswick Scientific, Innova 4330) zu inkubieren.

2.2 Herstellung kompetenter E.coli-Zellen

Die verwendeten E.coli-Zelllinien XL1-Blue und C41(DE3) wurden auf die gleiche
Weise kompetent gemacht und bei -80°C langzeitgelagert. Alle verwendeten
GefidBe wurden zuvor trockenautoklaviert.

Transformationspuffer (TP, 1 L): 3 g PIPES (Sigma-Aldrich)
2,2 g Calciumchlorid Dihydrat (Merck)
18,6 g Kaliumchlorid (Sigma-Aldrich)
75 g Glukose (Sigma-Aldrich)
pH mit KOH auf 6,7 einstellen.
+ 10,9 g Manganchlorid Tetrahydrat (Sigma-
Aldrich).
auffiillen mit ddH>O und bei 4°C lagern.

pH-Meter

Eine Transformation sowie eine 100 ml- und 800 ml Fliissigkultur wird analog zu
Abschnitt 2.1, aber ohne Plasmid-DNA und deshalb auch ohne Antibiotikum,
durchgefiihrt. Ist die 800 ml Fliissigkultur bis zu einer ODgoo von 0,5 gewachsen,
wird der Inkubator fiir 30 min auf 4°C heruntergekiihlt. AnschlieBend werden die
Zellen fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert, in 100 ml eiskaltem TP
resuspendiert, wiederum flir 10 min abzentrifugiert und in 200 ml eiskaltem TP
resuspendiert, bevor sie fiir 30 min auf Eis inkubiert werden. Nach abermaligem
Zentrifugationsschritt werden sie in 25 ml eiskaltem TP resuspendiert und zu 25 ml
14 %-igem DMSO (Merck) in TP gegeben. Die Zellsuspension wird in Aliquots
iiber ein Ethanol-Trockeneisbad schockgefrostet. Zur Kontrolle konnen die Zellen

mit einem Plasmid bzw. ddH,O Test-transformiert werden.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

Primer. Das Hsp90-Gen wurde unter Verwendung verschiedener Primer
modifiziert. Grundsétzlich wurden Primer fiir Punktmutationen nach dem Protokoll
der von Stratagene entwickelten QuikChange-PCR designt. Die dabei verwendeten
komplementdren Primer (vorwirts, fwd, riickwirts, rev) kodieren bereits die
gewlinschte Mutation, sodass diese in den wéhrend der PCR neu synthetisierten
DNA Stringen vorhanden ist. Nach dem Verdau der Ausgangs-DNA (Template)
wird die Mutation-tragende, aber einen Strangbruch aufweisende, DNA in E.coli-
Zellen transformiert, in welchen sie von zelleigenen Reparaturmechanismen ligiert
wird (Liu und Naismith 2008). Eine Liste der fiir Punktmutationen verwendeten
Primer ist in Tabelle 2-1 gegeben. DNA-Konstrukte, deren Mutationen in diesem
Kapitel nicht explizit aufgefiihrt sind, wurden von Andrea Schulze hergestellt. Alle
Primer wurden bei Sigma-Aldrich bestellt.

Tabelle 2-1: Verwendete Primer fiir Punktmutationen. Gelistet sind die verwendeten

Primer, deren Nukleotidsequenz sowie die Originalbezeichnung. Die Punktmutation ist
jeweils unterstrichen.

Primer Nukleotidsequenz Originalbe-
zeichnung
A2C fwd 5°-CATCATCATGGTATGTGCAGCGAAACTTTTGAA A2C fwd
TTTCAAGC-3¢
A2C rev  5-GCTTGAAATTCAAAAGTTTCGCTGCACATACCA A2C_rev
TGATGATG-3’

A2W fwd  5°-CATCACCACATGIGGAGCGAAACTTTTGAATTT  fwd A2W NHis neu2
c-3

A2W rev  5-GAAATTCAAAAGTTTCGCTCCACATGTGGTGAT  rev.A2W_NHis_ncu2
G-3’

E162W fwd 5-GGTTCTTTCACTGTTACTCTAGACTGGGTTAATG  Hsp90 E162W fwd
AAAGAATTGG-3’

E162W rev 5-CCAATTCTTTCATTAACCCAGTCTAGAGTAACA Hsp90 E162W rev
GTGAAAGAACC-3’

Dariiber hinaus wurde fiir die Deletion der DNA-Sequenz, die fiir das coiled-coil
(cc) Strukturmotiv kodiert, eine auf dem QuikChange-Protokoll autbauende
Methode, die von Liu und Naismith 2008 entwickelt wurde, angewendet. Durch ein
Design, bei welchem die Primer iiber die komplementére Region hinaus durch eine
nicht komplementére Sequenz erweitert sind, wird es in Kombination mit einem

modifizierten PCR-Programm ermdglicht, Deletionen oder Insertionen groferer
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Fragmente, ohne weitere Schritte wie Phosphorylierung oder Ligation,
durchzufiihren. Die Primer-Primer-komplementdren Sequenzabschnitte weisen
dazu einen Schmelzpunkt 5-10 °C iiber dem der nicht komplementaren Abschnitte
auf, wodurch letztere den auftretenden Strangbruch iiberbriicken und somit effizient
an die neu synthetisierten DNA-Stridnge binden konnen (Liu und Naismith 2008).
Die so designten Primer sind in Tabelle 2-2 gelistet.

Tabelle 2-2: Verwendete Primer fiir die Deletion der cc-Sequenz. Gelistet sind die
verwendeten Primer, die Nukleotidsequenz sowie die Originalbezeichnung. Primer-
Primer-Komplementaritits-Regionen sind fett hervorgehoben, Nukleotide zwischen
welchen in der Ausgangssequenz die cc-Sequenz lokalisiert ist, sind unterstrichen.

Primer Nukleotidsequenz Originalbe-
zeichnung
del cc fwd 5-CACCACCGGCCTGAACGATATTTTTGAAGCGCA del cc_fwd neu
GAAAATTGAATGGC-3”
del cc rev  5-GTTCAGGCCGGTGGTGCTACCACTGGTGGATCC del cc_rev neu
ATCTAC-3¢

Fir die Umklonierung des Hise-Tags von C- zu N-Terminus wurden eine
Kombination aus Deletion und Insertion iiber konventionelle Uberhangprimer
verwendet und gleichzeitig Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen Ndel
und HindlIII sowie kurze Verldngerungen eingefiigt, um ein effizientes Schneiden

derselben zu ermoglichen. Die entsprechenden Primer sind in Tabelle 2-3 gelistet.

Tabelle 2-3: Verwendete Primer fiir die Umklonierung des terminalen Hiss-Tags.
Gelistet sind die Primer zur Umklonierung des His-Tags vom C- zum N-Terminus, deren
Nukleotidsequenz sowie Originalbezeichnung. Der Primeriiberhang ist fett, das Start- bzw.
Stoppcodon kursiv und der Hiss-Tag unterstrichen hervorgehoben. Die Erkennungssequenz
fiir Ndel bzw. HindIII sind grau unterlegt.

Primer Nukleotidsequenz Originalbe-

zeichnung

add Nde[+His6N 5‘-ACAGCGCATATGCATCATCACCATCACCA  cc addNdel+His6
fwd CATGGCTAGCGAAACTTTTGAATTTCAAGC-3 N-Ter fwd

del His6+HindIll ~5-ACAGCGAAGCTTTTATTCATGCCATTCAATT  cc delHis6+HindIII

C rev TTCTGCGC-3¢ C-Ter_rev

PCR. Uber Verwendung der jeweiligen Primer konnte das Hsp90-Gen an
verschiedenen Stellen modifiziert werden. Dafiir wurde pro 50 pl grolem Ansatz

wie folgt pipettiert:
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10 ul Q5 Polymerase Puffer (New England Biolabs)

15 ng Ausgangs-DNA

1 ul  Vorwirtsprimer (125 ng/ul in ddH,0)

1 ul  Rickwértsprimer (125 ng/ul in ddH>0)

1 ul  dNTPs (25 mM, Sigma-Aldrich)

1 ul Q5 HF Polymerase (2 U/ul, New England Biolabs)
aufgefiillt auf 50 pl mit ddH>O.

Folgende PCR Programme wurden verwendet.

Programm (1) Programm (2)
98°C 1 min 98°C 30s
—>98°C 30s 98°C 30s
x 20 55°C/65°C 30s 52,5°C/62,5°C 30s
72°C 4 min <12 72 °C 2,5 min
72°C 5 min 46,1°C / 56,1°C 30s
4°C 72°C 5 min
72°C 2 min
4°C

Fiir Punktmutationen und die Umklonierung des Hiss-Tags wurde Programm (1),
fiir die Deletion der cc-Sequenz hingegen Programm (2) verwendet. Als Kontrolle
wird ein PCR-Ansatz mit ddH,O anstelle der Primer pipettiert. Es wurden jeweils
zwei identische Ansitze pipettiert und je einer bei 55°C und 65°C bzw. 52,5°C und
62,5°C/46,1°C und 56,1°C (Schritt 3 bzw. 3 und 5) laufen gelassen.

Agarose-Gelelektrophorese. Fiir die Uberpriifung des Erfolgs der PCR wurde eine
Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu wird unter Verwendung eines
0,5x TBE-Puffers (0,5 L: 2,7 g Tris, 1,38 g Borsdure, 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0)
ein 1-2 %-iges Agarose-Gel mit 1:10000 verdiinntem SafeView (abm) gegossen.
10 pul des PCR Produkts werden mit 2 pl LoadingDye(6x) (New England Biolabs)
versetzt, auf das Gel aufgetragen und dieses fiir ca. 1 h bei 100 V, 90 mA und 5 W
laufen gelassen. Zur spiteren Identifikation der DNA-Fragmente wird 1 ul einer
geeigneten DNA-Leiter (2-log bzw. 100 bp, New England Biolabs) mit 9 ul ddH.O
verdiinnt, ebenfalls mit 2 ul LoadingDye versetzt und auf demselben Gel laufen
gelassen. Unter einem UV-Transilluminator (Intas) wurde der Erfolg der PCR unter

Bertiicksichtigung des Kontrollansatzes verifiziert.

Restriktionsendonuklease-Verdau. Nach der PCR muss die restliche nicht fiir die
Gelelektrophorese genutzte Ausgangs-DNA verdaut werden, um Interferenz mit
der modifizierten DNA zu verhindern. Dafiir macht man sich zunutze, dass aus

Bakterien stammende DNA natiirlicherweise ein Methylierungsmuster aufweist,
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tiber PCR generierte synthetische DNA hingegen nicht. Wird 1 pl Dpnl (20 U/ul,
New England Biolabs) zum Ansatz gegeben und fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert,
verdaut dieses selektiv nur die methylierte Ausgangs-DNA.

Im Fall der Umklonierung des Hiss-Tags wurde das Dpnl-verdaute PCR-Produkt
im Zuge der molekularen Klonierung zunidchst aufgereinigt (High Pure PCR
Cleanup Micro Kit, Roche) und anschlieBend mit den Restriktionsendonukleasen
Ndel (New England Biolabs) und HindIII-HF (New England Biolabs) verdaut, um
die zwischen den Schnittstellen gelegene Gensequenz aus dem Amplifikat
auszuschneiden (Insert). Frisches Ausgangsplasmid wurde analog zum PCR-
Produkt zusétzlich zu Ndel und HindIIl mit EcoRI (EcoRI-HF, New England
Biolabs) verdaut. EcoRI zerschneidet dabei zusdtzlich das C-terminal getaggte
Hsp90-Gen aus dem Ausgangsplasmid, da dieses sonst in etwa so grof3 ist wie der
zu extrahierende leere Vektor. Damit wére es im nachfolgenden Schritt nicht
moglich, den geschnittenen leeren Vektor aus dem Gel zu extrahieren. Die Verdaue

wurden nach folgendem Schema pipettiert und fiir 1,5 h bei 37°C inkubiert.

Insert (=PCR Produkt) Vektor (=Ausgangsplasmid, 2ug)

40 ul DNA (mit ddH>O aufgefiillt) 40 ul DNA

1 ul Ndel (20 U) 1 ul Ndel (20 U)

1 ul HindIII (20 U) 1 pl HindIII (20 U)

4,7 ul 10x CutSmart Puffer 1 ul EcoRI (20 U)
4,8 ul 10x CutSmart Puffer (New
England Biolabs)

AnschlieBend wurde erneut eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dabei
wurden die Ansétze von ~50 ul DNA + 10 pl LoadingDye fiir das Insert bzw. den

Vektor aufgetrennt.

Gelextraktion und Ligation. Im Falle der Umklonierung des His¢-Tags wurde im
Zuge der molekularen Klonierung nach der zweiten Gelelektrophorese eine
Gelextraktion von verdautem Insert und Vektor nach Herstellerangaben
durchgefiihrt (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) und dabei in DNAse-freiem
ddH2O eluiert, um die DNA-Konzentration photometrisch bestimmen zu konnen.
Nach der Gelextraktion wird Insert und Vektor in einem 5:1 Verhéltnis (DNA-
Menge) liber Nacht bei 16°C mithilfe der T4 DNA-Ligase (New England Biolabs)
ligiert.
15 pl Insert

3 ul Vektor
2 ul T4 DNA Ligase-Puffer (New England Biolabs)
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1 ul T4 DNA Ligase
auf 20 pl mit ddH20 auffiillen.

Minipriparation und Sequenzierung. Die DNA-Produkte aus QuikChange-PCR
werden nach Dpnl-Verdau und die der molekularen Klonierung nach der Ligation,
in kompetente XL1-Blue E.coli-Zellen transformiert. AnschlieBend wird nach
Herstellerangabe (NucleoSpin Plasmid Kit, Macherey Nagel) eine Minipréparation
der Bakterienkultur bzw. der DNA durchgefiihrt und fiir die Sequenzierung an
einen externen Dienstleister (eurofins Genomics) geschickt. Die erhaltenen
Sequenzierungen werden iiber die Software BioEdit und SnapGene Viewer
verifiziert, die DNA-Proben bei -20°C gelagert.

2.4 Proteinsynthese und Aufreinigung

Alle Proteinlésungen wurden vor der Beladung auf eine Chromatographiesidule

durch einen 0,2 pm-Filter filtriert.

Plasmide. Das pRSET A-Plasmid (Invitrogen), das das Gen fiir Hsp90 aus der Hefe
Saccharomyces cerevisae kodiert, wurde freundlicherweise von Chrisostomos
Prodromou (University of Sussex, Brighton) zur Verfligung gestellt und triagt einen
N-terminalen Hise-Tag. Das Hsp90-Gen steht dabei unter der Kontrolle eines mit
IPTG (Melford) induzierbaren T7 Promotors. Fiir die Einzelmolekiilmessungen
wurde das Hsp90-Gen wie teilweise in (Schulze 2017) beschrieben modifiziert,
worauf an geeigneten Stellen genauer eingegangen wird. Im Zuge dessen befand
sich in einigen Hsp90-Konstrukten der Hise-Tag am C-Terminus. Das Plasmid
pET21a kodiert die BirA Ligase aus E.coli mit einem C-terminalen Hiss-Tag und
wurde freundlicherweise von Thomas Miiller (Universitit Wiirzburg) zur
Verfligung gestellt. Alle Plasmide tragen ein Ampicillin-Resistenzgen. Tabelle 2-4
gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Konstrukte und Abbildung 2-1 zeigt
schematisch den dazugehorigen Aufbau der Einzelmolekiilkonstrukte. BirA, C-His
wurde nicht zu spektroskopischen Zwecken exprimiert und ist daher nicht in
Tabelle 2-4 gelistet. Aufgrund besserer Markierungseffizienz ist bei
A2C-Konstrukten der Hiss-Tag am N-Terminus lokalisiert. Im Zuge dessen ist fiir
eine bessere Vergleichbarkeit der Hiss-Tag in den Konstrukten E192C-N298W-
WZA2 Avi-Hsp90, N-His und A2W-E192C-N298W-WZA2 Avi-Hsp90, N-His
ebenfalls am N-Terminus platziert, sodass das spétere Hsp90-Heterodimer eine

C- und eine N-terminal Hiss-getaggte Untereinheit enthilt.
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Tabelle 2-4: Liste der fiir spektroskopische Zwecke verwendeten Konstrukte. Gelistet
sind alle verwendeten Konstrukte, untergliedert in Konstrukte fiir konventionelle
Spektroskopie und Einzelmolekiilspektroskopie. N-His = N-terminaler Hise-Tag, C-His =
C-terminaler Hiss-Tag, WZB1 = WinZipBl1 coiled-coil, WZA2 = WinZipA?2 coiled-coil,
Avi = Avitag,.

fiir konventionelle fiir Einzelmolekiilspektroskopie
Spektroskopie
Hsp90, N-His WZB1 Avi-Hsp90, C-His
A2W-Hsp90, N-His WZA2 Avi-Hsp90, C-His
E192C-Hsp90, N-His A2C-WZA2 Avi-Hsp90, N-His

E192C-N298W-Hsp90, N-His A2C-WZB1 Avi-Hsp90, N-His
S51C-A110W-Hsp90, N-His E192C-WZA2 Avi-Hsp90, C-His
S51C-WZB1 Avi-Hsp90, C-His
E162W-S51C-A110W-WZB1 Avi-Hsp90, C-His
E162W-E192C-N298W-WZA2 Avi-Hsp90, C-His
E192C-N298W-WZA2 Avi-Hsp90, N-His
S51C-A110W-WZB1 Avi-Hsp90, C-His
A2W-E192C-N298W-WZA2 Avi-Hsp90, N-His
S51C-A110W Avi-Hsp90, C-His
E192C-N298W Avi-Hsp90, N-His

A2C/W A1M0W E192C N298W

Avitag
|
1 NTD ) MD ) CTD ccl |:
) n n !
CL GS-Linker HissTag

S51C E162W

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau der Hsp90-Einzelmolekiilkonstrukte.
Schemazeichnung des Aufbaus der Hsp90-Proteine fiir die Einzelmolekiilspektroskopie.
Die einzelnen Domidnen sowie der geladene Linker (CL) sind eingezeichnet. Wie in
(Schulze 2017) beschrieben, ist das Hsp90-Protein am C-Terminus mit einem Glycin-
Serin-reichen Linker (GS-Linker, GSTSGSTT), gefolgt vom jeweiligen Coiled-coil
(WZB1 oder WZA2) und dem Avitag modifiziert. Der Hiss-Tag ist entweder am
C-Terminus oder am N-Terminus lokalisiert (gestrichelte Linie). AuBlerdem sind die
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Mutationen und deren ungefdhre Lokalisation innerhalb des Proteins in orange (Cystein-
Mutationen) bzw. blau (Tryptophan-Mutation) eingezeichnet.

Expression. Nach Transformation und Fliissigvorkultur wurden je nach Konstrukt
zwischen 1-4 Kolben 800 ml 2xTY Fliissighauptkultur angesetzt und diese bei 37°C
und 190 rpm inkubiert. Uber photometrische Bestimmung des ODeoo-Werts — bei
dieser Wellenldnge absorbiert die E.coli-Zellwand — wurde bei einem Wert von 0,6-
0,8 die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM IPTG (Melford) induziert und
fiir ca. 17 h bei 20°C und 190 rpm exprimiert. Die BirA-Ligase wurde fiir 3 h bei
30°C und 190 rpm exprimiert.

Zellaufschluss und Proteinisolierung.

Puffer N1: 50 mM Phosphat, 30 mM Imidazol, pH 8,0 (Merck, Sigma-Aldrich)
pH-Meter

Nach Expression wurden die Zellen pelletiert (10 min, 2900 g) und in ca. 20 ml
Puffer N1 resuspendiert, bevor pro Zellpellet ca. 650 U DNase (50 pl, AppliChem)
und einige mg Lysozym (40000 U/mg, Sigma-Aldrich) zugegeben wurden. Das
Lysozym verdaut die bakterielle Zellwand, die DNase verhindert durch
Zerschneiden der DNA eine zu hohe Viskositit der Losung. AnschlieBend wurde
der Zellaufschluss iiber einen mechanischen Aufschluss per Ultraschall-
Homogenisator (Cl-334, QSonica sonicators LLC) abgeschlossen. Es wurden
2,5 min gepulst, wobei auf 5 s Puls 20 s Pause folgten, um eine zu grof3e
Wiérmeentwicklung zu verhindern. Zudem wurde die Zelllosung durch ein Eisbad
gekiihlt. Die entstandenen Zellfragmente wurden {iber einstiindige
Ultrazentrifugation (25000 g, Sorvall RC 5B Plus, Du Pont Instruments) pelletiert

und somit von der Proteinldsung im Uberstand getrennt.
Proteinaufreinigung.

Puffer N1: 50 mM Phosphat, 30 mM Imidazol, pH 8,0

Puffer N2: 300 mM Imidazol, pH 8,0

Puffer I1: 20 mM Tris, pH 8,0 (Sigma-Aldrich)

Puffer 12: 20 mM Tris, 1 M NaCl, pH 8,0 (Sigma-Aldrich)

Puffer S1: 40 mM HEPES, 200 mM IS(KCI), pH 7,5 (Sigma-Aldrich)
pH-Meter

Der Uberstand aus der Ultrazentrifugation wurde zunichst iiber die

Nickel-Affinitdtschromatographie aufgereinigt. Dabei bildet der Hiss-Tag

spezifisch Chelatkomplexe mit Ni**-lonen der stationiren Phase des

Sdulenmaterials und bindet damit auf der Séule. Proteine ohne entsprechendes
32



Material und Methoden

Strukturmotiv passieren das Sdulenmaterial ohne spezifisch damit zu interagieren.
Hise-getaggte Proteine konnen anschlieBend selektiv durch Waschen mit
Elutionspuffer, dessen Bestandteile mit der Interaktion zwischen Hise-Tag und
Ni%*-Ionen konkurrieren, von der Siule gewaschen und aufgefangen werden. Dazu
wurde die Nickelsdule zundchst mit 3-4 Sédulenvolumina (SV) Puffer NI
equilibriert, bevor die Proteinlosung aufgeladen wird. Nach Waschen mit 2-3 SV
Puffer N1 wurde tiber Waschen mit Puffer N2 eluiert, dabei wurden 12-15
Fraktionen 4 3 ml aufgefangen. Um das Séulenmaterial zu regenerieren, wurde mit
2-3 SV Puffer N2 und 3-4 SV Puffer N1 gewaschen. Nach photometrischer
Bestimmung des OD2go-Werts wurden 4-8 Fraktionen mit den hochsten OD-Werten
vereinigt. Die BirA Ligase wurde anschlieBend bei 4°C gegen PBS, pH 7,4 (Sigma-
Aldrich) dialysiert (Slide-A-Lyzer Dialysis Casette, 10000 MWCO,
ThermoFisher), auf etwa 3 ml aufkonzentriert (Vivaspin 20, 5000 MWCO,

Sartorius) und damit die Aufreinigung fiir die BirA Ligase abgeschlossen.

In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde eine Ionenaustauschchromatographie
(engl.: ion exchange chromatography, IEC) durchgefiihrt. Hsp90 liegt mit einem
isoelektrischen Punkt von ca. 4,95 bei einem pH-Wert von 8,0 netto negativ geladen
vor, weshalb eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt wurde. Dabei
bindet das Protein an die positiv geladene stationire Phase der Sdule, bevor es durch
Ionen des Elutionspuffers wieder verdringt und damit eluiert und aufgefangen wird.
Analog zur Nickelchromatographie wurde die Proteinlosung mithilfe einer
Chromatographie-Anlage (NGC Chromatography Systems, Bio-Rad) auf die Sdule
(Q Sepharose Fast Flow, GE Healthcare) geladen. Im Falle von Cystein-Mutanten
wurde die Proteinlésung zuvor mit 10 mM DTT (Sigma-Aldrich) versetzt fiir 30
min bei 4°C inkubiert, um Disulfid-Briicken zu verhindern, bevor sie mindestens
1:5 mit ddH>O verdiinnt wurde, um die lonenstirke der Losung zu verringern und
eine Bindung an das Séulenmaterial zu ermdglichen. Die Sdule wurde zuvor mit
3-4 SV Puffer 11 equilibriert. Anschliefend wurde ein zunehmender Gradient mit
Puffer 12 gefahren, um das Protein von der Sdule zu eluieren und gleichzeitig
4 ml-Fraktionen des Eluats aufgefangen (BioFrac Fraction Collector, Bio-Rad).
Das OD»15- sowie ODago-Signal wurde fortwihrend detektiert, um die Fraktionen
mit der hochsten Proteinmenge zu identifizieren und zu vereinigen. Zur
Regenerierung wurde die Sdule mit 100 % Puffer 12 und anschlieBend 100 % Puffer
I1 gewaschen. Im Fall von Cystein-Mutanten wurden alle Puffer mit 1 mM DTT
versetzt, um die Ausbildung von Dislufid-Briicken wihrend der Chromatographie
zu verhindern. Nach spétestens 10 Laufen wurde die Sdule nach Herstellerangabe
(1 M NaOH fiir 60 min bei 1 ml/min, dann 40 min ddH>O bei 4 ml/min) gereinigt,
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um Material, das durch die Regenerierung nicht beseitigt wird, von der Sdule zu
waschen. Falls die Aufreinigung nach der IEC abgeschlossen war (die meisten
cc-Konstrukte), wurde das Eluat iiber Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 20,
10000 MWCO, Sartorius) auf ca. 0,1-0,5 ml aufkonzentriert und bei 4°C gegen
Puffer S1 dialysiert.

Bei der GroBenausschlusschromatographie (engl.: size exclusion chromatography,
SEC) werden Proteine nach ihrer GroB3e aufgetrennt, wobei gro3e Proteine durch
das Ausschlussvolumen der Saule laufen und friih eluiert werden, kleinere Proteine
hingegen in das pordse Sdulenmaterial eindiffundieren und spiter eluieren. Fiir die
GroBenausschlusschromatographie wurde das Eluat aus der IEC auf ca. 5-10 ml
aufkonzentriert und auf die entsprechende Sdule (HiPrep 26/60 Sephacryl
S-400HR, Pharmacia Biotech AG) geladen. Im Fall von Cystein-Mutanten wurden
zuvor 10 mM DTT zur Proteinldsung zugegeben und fiir 30 min bei 4°C inkubiert.
AulBlerdem wurde die Sdule zuvor mit Puffer S1 equilibriert. Nach Applikation der
Proteinlosung wurde die Sdule mit einem vollstindigen SV Puffer S1 gewaschen
und 4 ml-Fraktionen aufgefangen. Durch die gleichzeitige Detektion des OD21s-
und OD»go-Signals konnten die Protein enthaltenden Fraktionen identifiziert und
vereinigt werden. AnschlieBend wurde die Proteinlosung auf ca. 0,2-0,4 ml
aufkonzentriert. Im Fall von Cystein-Mutanten wurde Puffer S1 mit Argon
untersprudelt, um O aus der Losung zu verdringen und damit die Ausbildung von
Disulfidbriicken wihrend der Chromatographie zu verhindern. DTT wurde nicht

zugegeben, da dies mit nachfolgender Farbstoffmodifikation interferieren wiirde.

Der Erfolg der Proteinexpression sowie Aufreinigung wurde {iber eine SDS-PAGE

tiberpriift.

Proteinmengenbestimmung und Lagerung. Um in Experimenten exakte
Proteinmengen einsetzen zu konnen, miissen diese nach der Aufreinigung bestimmt
werden. Nach dem Lambert-Beer-Gesetz, welches die Absorption eines Proteins in
Relation zu seiner Konzentration in Losung setzt, kann die Konzentration c iiber
den Zusammenhang

__0OD3go
c=— (2)

unter Verwendung der Schichtdicke d in cm und dem molaren
Extinktionskoeffizienten des Proteins & in M 'cm™ bestimmt werden (Lakowicz
2006). Dafiir wurde ein Nanophotometer (Nanophotometer Pearl, Implen GmbH)

verwendet. AnschlieBend wurden Proteinaliquots in fliissigem Stickstoff
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schockgefrostet und bei -20°C gelagert. Die BirA Ligase wurde mit PBS, pH 7,4
auf 1 mg/ml verdiinnt, ebenfalls in Aliquots schockgefrostet und bei -80°C gelagert.

2.5 Proteinmodifikationen

Farbstoffmodifikation.

Puffer M1: 50 mM Phosphat, 200 mM IS(KCI), pH 7,5

Da das verwendete Hsp90-Protein aus der Hefe keine natiirlichen Cysteine
aufweist, ist eine selektive Markierung von Cystein-Mutanten {iber deren
SH-Gruppe mdglich. Alle fiir die Hsp90-Markierung verwendeten Farbstoffe
wurden iiber reaktive Maleimid-Gruppen kovalent an die SH-Gruppe gekoppelt.
Folgende Farbstoffe wurden als Maleimid- oder NHS-Derivate verwendet: Atto488
(Atto-Tec), Alexa532 (ThermoFisher), Atto532 (Atto-Tec), Atto542 (Atto-Tec),
Atto590 (Atto-Tec), Atto643 (Atto-Tec), JaneliaFluor646 (JF646, Tocris),
SeTau647 (Seta BioMedicals), Atto647N (Atto-Tec), DyLight650 (ThermoFisher),
Seta650 (Seta BioMedicals), AttoOxall (Atto-Tec), CF660R (Sigma-Aldrich),
CF680 (Sigma-Aldrich), Atto700 (Atto-Tec). Fiir die Markierungsreaktion wurden
14 nmol des Hsp90-Konstrukts mit 70-140 nmol Farbstoff, der zuvor in 5 pl
Acetonitril (Sigma-Aldrich), wasserfreiem DMSO (D12345, Thermo Fisher) oder
DMF (Sigma-Aldrich) gelost wurde und 1 mM TCEP (Sigma-Aldrich)
zusammengegeben und mit Puffer M1 auf 150 pl aufgefiillt. Die Reaktion lief fiir
2-2,5 h abgedunkelt in einem Schiittelinkubator bei 25 °C. Nach anschlieendem
Pelletieren wurde der Uberstand iiber eine Entsalzungssiule analog zu einer SEC-
Saule (Sephadex G25, GE Healthcare) mithilfe der Chromatographie-Anlage von
freiem Farbstoff abgetrennt. Dafiir wurde zusétzlich zu OD215 und OD2go das OD-
Signal bei der farbstoffspezifischen Wellenldnge detektiert und es wurden 1-2 ml
des markierten Proteins aufgefangen. Konstrukte fiir konventionelle Spektroskopie
wurden mit Vivaspin Turbo4-Konzentratoren (10000 MWCO, Sartorius) auf
ca. 100-200 pl aufkonzentriert, Konstrukte fiir die Einzelmolekiilspektroskopie auf
ca. 40-50 pl. Uber die Absorption bei 280 nm (ODp), die Absorption am
farbstoffspezifischen Maximum (ODr), den molaren Extinktionskoeffizienten des
Proteins (ep) sowie des Farbstoffs (er), den Korrekturfaktor des Farbstoffs (CF) und
die Schichtdicke d konnten die Markierungseffizienz (engl.: degree of labeling,
DOL) tiber den Zusammenhang

ODF*Sp*d

DOL - (ODP—CF*ODF)*SF*d

€)

35



Material und Methoden

sowie die farbstoftkorrigierte Proteinkonzentration c iiber den Zusammenhang

c= (ODp—CF+0Df)
Sp*d

(4)

bestimmt werden. Konstrukte fiir die konventionelle Spektroskopie wurden in
Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bei -20°C gelagert.

Fiir Loschexperimente von freiem Farbstoff wurden NHS-Derivate fiir 30 min bei
Raumtemperatur (RT) in 50-100 mM Natriumhydrogencarbonat (Sigma-Aldrich)
und Maleimid-Derivate fiir 2 h bei RT mit einem 10-fach Uberschuss Cysteamin
(Sigma-Aldrich) in ddH>O abreagiert.

Biotinylierung.

Puffer A: 0,5 M Bicin, pH 8,3 (Sigma-Aldrich)
Puffer B: 100 mM ATP, 100 mM Magnesiumacetat, 500 uM d-Biotin (Merck)
d-Biotin: 500 uM d-Biotin in ddH>O (B4501, Sigma-Aldrich)

Die BirA-Ligase aus FE.coli erkennt eine 15 Aminosduren lange Sequenz
(GLNDIFEAQKIEWHE) — als AviTag bezeichnet — und kann hochspezifisch
enzymatisch ein Biotin kovalent auf die Seitenkette des Lysins (unterstrichen)
iibertragen (Fairhead und Howarth 2015). Dafiir wurde nach Herstellerprotokoll
(Avidity) verfahren und folgender Ansatz pipettiert:

40-50 pl Hsp90-Protein

20 pl Puffer A

20 pl Puffer B

10 ul BirA-Ligase (1 mg/ml)

(20 pl d-Biotin, falls tiber 40 uM Hsp90 Protein)
auf 200 pl auffiillen mit ddH-O.

Die Reaktion lief fiir 1 h abgedunkelt unter Schiitteln (250 rpm) bei 30°C.
Anschlieend wurde eine Dialyse gegen Puffer L1 bei 4°C durchgefiihrt, um freies
Biotin aus der Losung zu entfernen. Nach erneuter Bestimmung des DOLs und der
Proteinmenge wurden Aliquots mittels fliissigem Stickstoff schockgefrostet und bei
-20°C gelagert. Es wurden ausschlieBlich farbstoffmarkierte Hsp90-Konstrukte
biotinyliert.

2.6 Konventionelle Fluoreszenzspektroskopie

Puffer M1
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Konventionelle  Fluoreszenzspektroskopie ~wurde mit einem FP-6500-
Fluoreszenzspektrometer der Firma Jasco mit einer Xenon-Lampe als Lichtquelle,
einem Gitter als Monochromator und einem Photomultiplier als Detektor
durchgefiihrt. Zur Temperaturkontrolle ist ein Peltier-Element (PCT-163T, Jasco)
gekoppelt. Die Steuerung erfolgt iliber die Jasco-Software Spectra Manager,
Langzeitaufnahmen wurden mit einer Integrationszeit von 1 s aufgezeichnet.
Anregungs- und Emissionswellenlingen wurden farbstoffspezifisch gewaihlt.
150 nM des farbstoffmarkierten Hsp90 Konstrukts wurden mit 5 pM nicht
markiertem Wildtyp-Hsp90 (WT) oder Mutanten-Hsp90 fiir 30 min bei RT bzw.
1 h bei 37°C im Falle von coiled-coil-Konstrukten vorinkubiert. Auf diese Weise
wurde ein Untereinheitenaustausch forciert, um doppelt markierte Hsp90-Dimere
zu vermeiden. Dafiir wurde Puffer M1 zusétzlich mit 0,3 mg/ml BSA (Sigma-
Aldrich) und 0,05 % Tween20 (Sigma-Aldrich) versetzt, um unspezifische
Proteininteraktionen mit der Glasoberfliche der fiir die Messung verwendeten
Quartzglaskiivette zu unterdriicken. Fluoreszenzintensititszeitmessungen wurden
bei 25°C vor und nach der Zugabe von 2 mM des nicht hydrolysierbaren
ATP-Analogons AMP-PNP (A2647, Sigma-Aldrich), das den Klammerschluss von
Hsp90 bewirkt, aufgezeichnet. Die Fluoreszenzintensititszeitspuren wurden
mithilfe der Software OriginPro 2016G exponentiell angendhert. Fiir das
Farbstoffscreening wurden Emissionsspektren des Farbstoffs ohne und mit
Tryptophan-Uberschuss unter farbstoffspezifischen Einstellungen aufgezeichnet.
Dazu wurde 150 nM abreagierter Farbstoff in Puffer M1 mit 0,3 mg/ml BSA und
0,05 % Tween20 ohne und mit 25 mM Tryptophan (AppliChem) verwendet und

die Emission auf die reine Farbstoffemission normiert.

2.7 ATPase-Assay

ATPase-Assay-Puffer: 40 mM HEPES, 200 mM IS (KCI), pH 7,5, 0,2 mM
NADH, 2 mM Phosphoenolpyruvat, 50 U/ml
Pyruvatkinase, 50 U/ml Lactatdehydrogenase,
10 mM MgCl,

Die ATPase-Aktivitit von Hsp90-Konstrukten wurde mithilfe eines
regenerierenden enzymgekoppelten ATPase-Assays durchgefiihrt (Panaretou et al.
1998). Das bei der ATP-Hydrolyse entstehende ADP wird von der Pyruvatkinase
(P7768, Sigma-Aldrich) verwendet, um Phosphoenolpyruvat (P7127, Sigma-
Aldrich) zu Pyruvat und ATP umzusetzen. Pyruvat wird dann unter NADH-
Verbrauch (N8129, Sigma-Aldrich) durch die Lactatdehydrogenase (L2625,
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Sigma-Aldrich) zu L-Lactat umgesetzt. Die Abnahme der Absorption von NADH
bei 340 nm steht in direkter Stochiometrie zur ADP-Freisetzung durch Hsp90 und
wird wihrend der Messung aufgezeichnet. Durch lineare Anpassung der Abnahme

des Absorptionssignals und den Zusammenhang

dA340[£]
ATPase[min~!] = — dt__min )
d*ENADH*CATPase
) e . . .. dA )
kann die ATPase-Aktivitit bestimmt werden. Dabei entspricht % der Steigung

der Absorptionsidnderung, d der Schichtdicke des Lichtwegs, eyapy dem molaren
Extinktionskoeffizienten von NADH und cptpase der molaren Konzentration der
ATPase. ATPase-Assays wurden in Quartzglaskiivetten bei 25°C bzw. 37°C an
einem V-650 Spektrophotometer mit gekoppeltem Peltier-Element der Firma Jasco
und der Software Spectra Manager durchgefiihrt. Es wurden 5-10 uM Hsp90 in
ATPase-Assay-Puffer eingesetzt und direkt vor Start der Messung 2 mM ATP
(A6419, Sigma-Aldrich) zugegeben. Um die Hintergrundaktivitit zu {iberpriifen,
wurde Hsp90 mit Geldanamycin (Cayman Chemical) inhibiert und die Aktivitét
gemessen. Dazu wurden vor Messung 5-10 uM Hsp90 mit 150 uM Geldanamycin
fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Funktionalitit des ATPase-Assays wurde durch
Zugabe von 2 mM ADP (A2754, Sigma-Adlrich) und einem damit verbundenen
sofortigen Abfall der Absorption durch Simulation eines vollstindigen
ATP-Verbrauchs tiberpriift.

2.8 Deckglaserpraparation und Flusskammeraufbau

Deckgliserpriparation. Fiir Einzelmolekiilmessungen sind saubere Oberfldchen,
die unspezifische Wechselwirkungen unterdriicken, von essenzieller Wichtigkeit,
um das Einzelmolekiilsignal spezifisch untersuchen zu kénnen. Dafiir wurde ein
urspriinglich von Hua et al. 2014 entwickeltes und von Schulze 2017 verkiirztes
Protokoll zur Herstellung von DDS-Deckgldsern (Dichlordimethylsilan)

angewandt.

Zunichst wurden die Prazisionsdeckgldser (High Precision, Marienfeld) in einem
Ultraschallbad (S60H Elmasonic, Elma) gereinigt. Waschschritte wurden mit
ddH>O durchgefiihrt. Durch Tauschen des Wassers im Ultraschallbad muss die
Temperatur unter 50°C gehalten werden, um ein Springen des Firbetrogs zu
verhindern. Fiir die Prédparation wurden die Deckgldser in einen Firbetrog
iberfiihrt, dieser wurde mit 2 % Hellmanex (Hellmanex III, Helma) gefiillt und fiir
15 min im Ultraschallbad sonifiziert. Im Anschluss wurden die Deckgldser im
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Férbetrog dreimal gewaschen. Nach 15 min Sonifizieren in ddH>O und
dreimaligem Waschen wurde fiir 15 min in Aceton sonifiziert, bevor einmal mit
Ethanol (99,8 %, Sigma-Aldrich) und dreimal mit ddH>.O gewaschen wurde.
Anschliefend wurde fiir 1 h in I-molarer KOH-Ldsung sonifiziert, dreimal
gewaschen, nochmals fiir 15 min in ddH>O sonifiziert und wiederum dreimal
gewaschen. Danach wurden die Deckgldser mithilfe eines N»>-Stroms getrocknet
und in einen zweiten, zuvor zweimal mit Hexan (=96 %, Chemsolute) gespiilten
und ebenfalls mit N> getrockneten, Firbetrog tiberfiihrt. Die Glasoberfliche war zu
diesem Zeitpunkt angedtzt und verfiigte liber reaktive O-Gruppen. Im Anschluss
wurde die Glasoberflache mittels Dichlordimethylsilan (=98,5 %, DDS, Sigma-
Aldrich) silanisiert. Dabei reagieren die Silanreste mit den O™-Gruppen der
Glasoberfliche und die Methylreste sorgen fiir eine hydrophobe,
partikelabweisende Oberfldche. Dazu wurden die Deckgléser im frischen Farbetrog
zundchst zweimal mit Hexan gewaschen und anschlieBend mit Hexan bedeckt.
Dann wurden ca. 50-100 pl Dichlordimethylsilan iiber eine Spritze mit Kaniile in
die Losung gegeben. Da DDS bei Luftfeuchtigkeit sehr reaktiv ist, musste ziigig
vorgegangen und die Kaniile in das Hexan eingetaucht werden. Die Deckgldser
wurden im geschlossenen Farbetrog fiir 1,5 h unter gelegentlichem Schwenken
inkubiert, bevor die Losung verworfen wurde und die Deckglidser zweimal in Hexan
fiir jeweils 1 min sonifiziert wurden. AnschlieBend wurde die Losung verworfen
und die Deckgldser wurden im N»-Strom getrocknet, einzeln in 50 ml Falcons
verpackt, diese zusdtzlich mit Parafilm verschlossen, in Tiitchen vakuumiert und
bei -20°C gelagert. Sobald die Qualitdt der Deckgldser nachlieB, spétestens aber

nach zwei Monaten, mussten diese ersetzt werden.

Flusskammeraufbau. Die Untersuchung der einzelnen Hsp90-Molekiile wurde
mit Flusskammern und einer daran angeschlossenen Schlauchpumpe (MS-Reglo,
Ismatec) ermdglicht. Die Flusskammern sind nach Joo und Ha 2012 bzw. Schulze
2017 aufgebaut und wurden vor jeder Messung neu assembliert. Im Wesentlichen
bestehen sie aus einem Objekttrager mit zwei im Abstand von 3 cm gebohrten
Lochern. In diesen sind zwei Pipettenspitzen als Zu- und Abfluss befestigt, eine
davon verfligt aulerdem tiiber einen Luerlock. Ein frisches DDS-Deckglas bildet
den Boden der Kammer. Zwischen Objekttrager und Deckglas wurde ein Stiick
Parafilm mit entsprechender Aussparung, die die beiden Locher des Objekttriagers
verbindet, platziert. Die Kammer wurde anschlieBend fiir 1 min auf 70°C erhitzt
(Leica, HI 1220), um den Parafilm leicht anzuschmelzen und so die Flusskammer
zu versiegeln. Nach 10-miniitigem Abkiihlen konnten iiber Zu- und Abfluss sowie
die am Luerlock angeschlossene Schlauchpumpe Losungen in der Kammer
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kontrolliert ausgetauscht werden. In Abbildung 2-2 ist der Aufbau der Flusskammer
schematisch skizziert.

Abbildung 2-2: Flusskammer-

Pipettenspitzen

—— Schemazeichnung. Oben: Gezeigt
H ist eine Explosionszeichnug der
I | 7 verwendeten Flusskammern. Der
: Objekttrager . . .
/ Objekttrager ist blau dargestellt, das

. Earafim DDS-Deckglas  griin  und  der
/ %/____ DDS-Deckglas dazwischenliegende Parafilm,
dessen Aussparung die beiden

Pipettenspitzen des Objekttragers

verbindet und so die Flusskammer

\’ | < bildet, ist in grau dargestellt. Unten:

\ [ T\, Assemblierte  Flusskammer  mit

; ’ durch die Schlauchpumpe erzeugter
v — U Schlauchpumpe . . .
Flussrichtung. Abbildung wurde mit

Biorender.com erstellt.

2.9 Experimenteller Zweifarben-Einzelmolekiil-Aufbau

Die Zweifarben-Einzelmolekiil-Mikroskopie wurde an einem selbstgebauten
Autbau durchgefiihrt (Nerreter et al. 2019). Im Wesentlichen besteht der Aufbau
aus einem inversen Weitfeldfluoreszenzmikroskop (IX-71, Olympus) mit einem
Olimmersionsobjektiv (Apo N 60x, 1,49 NA, Olympus) und einem Nosepiece (1X2,
Olympus) zur Driftreduktion. Zur Anregung kamen Laser der Wellenlingen
488 nm (Diode iBeam smart, Toptica Photonics), 514 nm (Genesis, MX, Coherent),
561 nm (Genesis, MX, Coherent) sowie 640 nm (Genesis, MX, Coherent) mit
passenden Cleanup-Filtern (CL1: HC 488/10, Semrock, CL2: ZET 514/10,
Chroma, CL3: HC 561/14, Semrock, CL4: HC 642/10, Semrock) auf der optischen
Achse aliniert und tiber flexible Strahlaufweiter auf die hintere Brennebene des
Objektivs fokussiert zum Einsatz, wodurch eine Weitfeldausleuchtung entsteht
(EPI). Das flexible Strahlaufweitersystem erlaubt iiber dessen Verschiebung
entlang der optischen Achse aulerdem TIRF- und HILO-Anregungsmodi (engl.:
total internal reflection fluorescence, highly inclined and laminated optical sheet).
Das Anregungslicht wurde durch einen Dichroiten (zt405/514/635rpc, Chroma,
ff410/504/582/559, Semrock, HC Tripleband 403/497/574, Semrock, HC
Tripleband 425/532/565, Semrock) vom Emissionslicht getrennt, das

Emissionslicht wurde im Inneren des Mikroskops zusétzlich durch einen Bandpass
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Filter (Yokogawa 442/514/647, Semrock, ff01-433/517/613, Semrock) gefiltert.
Der Emissionspfad war mit einem Dual-Kamera-Adapter (TuCam, Andor)
ausgestattet, der die Emission mit einem Langpassfilter (ST, Edge Basic 635 long-
pass, Semrock) bzw. zwei Bandpassfiltern (DF 697/41, Semrock, DF 582/75,
Semrock, ET 525/50, Chroma, ff01-607/70, Semrock, RazorEdge 647, Semrock)
aufteilt. Das Emissionssignal wurde von zwei EMCCD-Kameras (iXON Ultra 897,
Andor) detektiert. Der Aufbau verfiigte aullerdem iiber eine Master-Slave-
Konfiguration, woriiber die gleichzeitige Aufzeichnung beider Kameras getriggert

werden konnte.

2.10 Ein- und Zweifarben-Einzelmolekiil-Datenaufnahme

Probenvorbereitung.

Puffer M2: 50 mM Phosphat, 200 mM IS (KCI), pH 7,5 + 10 mM MgCl»

In Vorbereitung der Ein- bzw. Zweifarben-Einzelmolekiil-Messungen mussten
zunéchst heterodimere Hsp90-Molekiile generiert werden, um entweder nur eine
farbstoffmarkierte Untereinheit (im Falle des Farbstoffscreenings) oder zwei
unterschiedlich markierte Untereinheiten pro Hsp90-Dimer sicherzustellen. Fiir
Einfarben-Untersuchungen wurden 100 pM, 500 pM bzw. 1 nM der
A2C-fluoreszenzmarkierten Untereinheit mit jeweils 1 uM der nicht markierten
Untereinheit (WZB1 oder WZA?2) fiir 1 h bei 37°C abgedunkelt in Puffer M2
inkubiert. Durch das Design der Hsp90-Konstrukte tragen dabei die miteinander
auszutauschenden Hsp90-Proteine jeweils entweder das WZB1- oder das WZA2-
coiled-coil. Da die Ausbildung des WZB1A2-hetero-coiled-coils gegeniiber den
Homo-coiled-coils (WZB1, WZA2) bevorzugt ist (Arndt et al. 2002), wird auch der
Austausch der markierten mit der nicht-markierten Untereinheit forciert. Fiir
Zweifarben-Untersuchungen wurden zwei Ansdtze mit je 100 nM der
unterschiedlich markierten Untereinheiten inkubiert, wobei hier die gesamte
Proteinmenge (auch nicht markierte Proteine) ausschlaggebend war. Je nach DOL
der Konstrukte — dieser sollte mindestens bei 40-50 % liegen — wurden neben 1:1
auch 2:1 Verhiltnisse gewéhlt, um in etwa die gleiche Menge rot-markierter und
griiln-markierter Molekiile zu erreichen. Im Fall der Konstrukte ohne coiled-coil-
Motiv wurden je 1 puM miteinander inkubiert. Im Vergleich zu Einfarben-
Messungen musste hohermolar inkubiert werden, da keine Untereinheit im

Uberschuss zugegeben werden konnte. Nach der Inkubation wurde zu einem der
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beiden Ansitze die equimolare Menge Neutravidin (31000, ThermoFisher)
zugegen und fiir 5 min abgedunkelt bei RT inkubiert.

Immobilisierung.

Puffer T50: 20 mM Tris, pH 8,0
Puffer M2

Die wunter Abschnitt 2.8 beschriebene Flusskammer wurde nach der
Probeninkubation fiir die Immobilisierung nach einem Protokoll von Hua et al.
2014 verwendet. Dabei ist von einer Uberlegenheit der Kombination aus DDS-
Deckgldsern und Tween20 als Passivierungsschicht im Vergleich zur héufig
verwendeten Methode iiber PEG (Polyethylenglykol) berichtet worden, bei
gleichzeitig niedrigeren Kosten (Hua et al. 2014). Die eingespiilten
Probenvolumina entsprachen jeweils 250 ul. Die Immobilisierung wurde bereits
auf dem Mikroskopautbau durchgefiihrt, um eine direkte optische Kontrolle zu
ermOglichen. In einem ersten Schritt wurde nach Wissern der Kammer mit Puffer
T50 0,2 mg/ml BSA-Biotin (A8549, Sigma-Aldrich) in Puffer T50 appliziert und
fir 5 min bei RT inkubiert, die BSA-Biotin-Molekiile adsorbierten dabei
unspezifisch an die DDS-Glasoberfldche. AnschlieBend wurde mit Puffer T50
gewaschen, 0,2 % Tween20 in Puffer T50 appliziert und fiir 10 min bei RT
inkubiert. Tween20 selbstassemblierte dabei zwischen die BSA-Biotin Molekiile
auf der gereinigten DDS-Deckglasoberfliche und bildete eine effiziente
Passivierungsschicht. Nach Waschen mit Puffer T50 wurde durch zwei- bis
dreimaliges Waschen auf Puffer M2 gewechselt. AnschlieBend wurde ein
Spezifititstest der Oberfliche durchgefiihrt, indem eine 1 nM-Losung
farbstoffmarkierter Hsp90-Molekiile in die Flusskammer appliziert wurde. Bei
Zweifarben-Experimenten war darauf zu achten, dass der Ansatz ohne Neutravidin
verwendet wurd. Hierbei sollte keine wesentliche Bindung von Molekiilen auf die
Oberfldche erfolgen, da mit Neutravidin das spezifische Verankerungsprotein fiir
die biotinylierten Hsp90-Konstrukte fehlt. Unspezifische Wechselwirkungen
hingegen sollten durch die Passivierungsschicht unterdriickt werden (Hua et al.
2014). Nach Spiilen mit Puffer M2 wurde bei Einfarben-Experimenten 0,2 mg/ml
Neutravidin in Puffer M2 eingespiilt und fiir 5 min inkubiert, bevor nach erneutem
Waschen mit Puffer M2 der 100 pM-Ansatz appliziert wurde. Die Dichte der
Einzelmolekiiloberfldche konnte anschlieend {iber den 500 pM- und 1 nM-Ansatz
erhoht werden. Bei Zweifarben-Experimenten wurde der Ansatz mit Neutravidin
zunédchst herunterverdiinnt und 100 pM bis 500 pM appliziert. AnschlieBend
wurden lediglich die noch freien BSA-Biotin-Molekiile tiber 0,2 mg/ml Neutravidin
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in Puffer M2 abgesittigt (5 min RT). Damit war die Immobilisierung abgeschlossen

und es konnte mit der Datenaufnahme begonnen werden.

Datenaufnahme. Fiir Einfarben-Experimente wurde Puffer M2 im Zuge des

Farbstoffscreenings mit verschiedenen Zusétzen versetzt:

Puffer M2-glucox: + 1 % Glucose (Sigma-Aldrich)
Puffer M2-TX: + 2 mM Trolox
Puffer M2-glucox-TX: + 1 % Glucose + 2 mM Trolox

Dafiir wurde im Vorfeld eine frische Trolox-Stammlésung in Puffer M1 angesetzt,
dazu wurde eine 12 mM Trolox-Ldsung (Sigma-Aldrich, TX) hergestellt, durch
einen 0,2 pm Filter filtriert und fiir ca. 18 h unter Lichteinfluss drehend inkubiert.
Alternativ wurde das frisch geloste Trolox fiir 5-6 min auf einen
UV-Transilluminator gelegt. Das Vitamin E-Derivat wird jeweils durch die
UV-Strahlung teilweise in eine Chinon-Form (engl.: Quinone, TQ) umgewandelt
und es entsteht ein ROXS-System aus TX und TQ, das photostabilisierende
Eigenschaften gegeniiber Fluoreszenzfarbstoffen zeigen kann (Cordes et al. 2009;
Vogelsang et al. 2008). Die Menge gebildeten TQs kann photometrisch {iber die
Absorption bei 255 nm bestimmt werden und wurde auf 150-200 uM eingestellt,
sodass eine ausreichende Menge Oxidationsmittel (TQ) vorhanden war, das
Reduktionsmittel (TX) aber im Uberschuss vorlag (Cordes et al. 2009).

Es wurden bis zu 10-mintitige Zeitserien mit einer Gréf3e von 512x512 Pixeln bei
unterschiedlichen Anregungslaserleistungsdichten (ca. 0,003-0,020 kW/cm?, EPI)
und Integrationszeiten (0,2-1 s) im TIRF-Anregungsmodus und Raumtemperatur
aufgezeichnet. Fiir die verschiedenen Bedingungen wurden die entsprechenden
Puffer, die zuvor mit 1 pM des in den Hsp90-Ansiitzen im Uberschuss zugegebenen
Hsp90-Konstrukts versetzt wurden, appliziert. Damit wird sichergestellt, dass sich
eventuell 16sende Heterodimere schnell wieder ausbilden. Die Puffer M2-glucox
und M2-glucox-TX wurden 5 min vor Applikation mit 2,5 U Glukose-Oxidase
(G2133-50KU, Sigma-Aldrich) und 60 U Katalase (C100, Sigma-Aldrich) versetzt,

um der Losung den Sauerstoff zu entziehen (Benesch und Benesch 1953).

Fiir Zweifarben-Experimente mussten die beiden Kanéle zunichst aliniert werden.
Dazu wurde analog zu Niekamp et al. 2019 eine wiederverwendbare Flusskammer
mit Tetraspecks (0,1 um, T7279, ThermoFisher) benutzt, diese wurde dazu mit
100 pg/ml Poly-D-Lysin (Sigma-Aldrich) fir 1 h bei RT inkubiert und so
beschichtet. AnschlieBend wurde sie trockengezogen und zweimal mit ddH>O

gewaschen, bevor eine 1:100-Verdiinnung der Tetraspecks in PIPES-Puffer
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(80 mM PIPES, pH 6,8, 1 mM EGTA, 1 mM MgCl2) appliziert und 5 min bei RT
inkubiert wurde. Nach Waschen mit PIPES-Puffer war die Tetraspeck-
Flusskammer fertig. Mithilfe dieser Tetraspecks wurden dann die Kanile aliniert.
Dazu konnte die Position des Strahlteilers des Dual-Kamera-Adapters im
Emissionspfad (vgl. Abschnitt 2.9) in x- und y-Richtung verdndert werden, bis

derselbe Tetraspeck in beiden Kameras an identischer Position abgebildet wurde.

Fiir Zweifarben-Experimente wurde Puffer M2-glucox-TX verwendet. Es wurden
ebenfalls TIRF-Illumination, verschiedene Anregungslaserleistungsdichten (0,003-
0,020 kW/cm?, EPI) und Integrationszeiten (0,2-0,5 s) verwendet und
mehrminiitige Zeitserien mit 512x512 Pixeln bei Raumtemperatur aufgezeichnet.
AuBerdem wurden beide Kameras verwendet und deren Aufnahme durch die
Master-Slave-Konfiguration gleichzeitig ausgeldst, sodass durch Aufnahmestart
der Kamera im roten Kanal die Aufnahme der Kamera im griinen Kanal
automatisch gestartet wurde. Messungen ohne ATP konnten nach Applikation von
Puffer M2-glucox-TX, der analog zu Einfarben-Messungen 5 min zuvor mit
Glukose-Oxidase und Katalase versetzt wurde, direkt gestartet werden. Zwischen
den Messungen wurde der Bildausschnitt (engl.: field of view, FOV) iiber den
Mikroskoptisch gewechselt, um photogebleichte Hsp90-Molekiile nicht erneut
aufzuzeichnen. Fiir Messungen mit ATP wurde Puffer M2-glucox-TX zusétzlich zu
Glukose-Oxidase und Katalase mit 4 mM ATP versetzt. Hier wurde die Applikation
schrittweise vor jeder Messung durchgefiihrt, um wihrend der Aufnahme eine
ausreichende Menge ATP in der Losung sicherzustellen. Auch hier wurde das FOV
nach jeder Aufnahme gewechselt. Bei allen Aufnahmen wurde darauf geachtet, das
FOV durch die im Strahlengang platzierte Blende zu begrenzen, um ein
Photobleichen der nicht aufzeichneten Bildausschnitte zu vermeiden.

Tetraspeckaufnahme. Fiir Zweifarben-Messungen ist es ndtig, Referenzpunkte
aufzunehmen, die in beiden Kanilen fluoreszieren. Damit konnen wihrend der
Datenanalyse optische Ungleichheiten in beiden Kanélen herausgerechnet werden.
Werden die Tetraspecks in einer anderen Ebene aufgenommen als die Hsp90-
Molekiile, kann die Uberlagerung der beiden Kanile wihrend der Datenanalyse
beeintrichtigt werden; um das zu verhindern, wurden die Tetraspecks nach der
letzten Messung direkt in die Flusskammer appliziert. Tetraspecks sind mit
verschiedenen Farbstoffen gefiillte Nanosphiren, die dadurch in mehreren Kanidlen
fluoreszieren und gleichzeitig extrem hell sind, weshalb die Aufnahme derselben in
der fiir die Messungen verwendeten Kammer problemlos moglich ist. Es wurden

3-10 Aufnahmen verschiedener FOVs bei einer passenden
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Anregungslaserleistungsdichte und mit verkiirzter Integrationszeit (0,02 s)

aufgezeichnet.

2.11 Datenanalyse

Die aufgezeichneten Datensdtze wurden auf verschiedene Arten analysiert. In
einem ersten Schritt wurde die frei verfligbare Software rapidSTORM (Wolter et
al. 2012) verwendet. In Einfarben-Datensdtzen wurde das ausgegebene Textfile
verwendet, um die Anzahl an Lokalisationen, die im Optimalfall der Anzahl
immobilisierter Hsp90-Molekiile des aufgenommenen Bildausschnitts entspricht,
iiber den zeitlichen Verlauf der Zeitserie zu extrahieren. Ein Schwellenwert (engl.:
Threshold) von 400 ADC (engl.: AD counts) wurde verwendet, um
Hintergrundsignale zu minimieren. In Zweifarben-Datensdtzen wurden die
rekonstruierten Bilder beider Kanéle fiir die weitere Analyse verwendet. Dabei
wurde fiir rote Farbstoffe ein FWHM (engl.: full width half maximum) von 360 nm
und fiir griine Farbstoffe von 330 nm verwendet und die Bildauflésung auf 50
nm/px gesetzt. Es wurde der gleiche Schwellenwert wie flir Einfarben-Daten
verwendet, um Hintergrundsignale zu reduzieren. Aufnahmen aus dem griinen
Kanal werden zum roten Kanal horizontal gespiegelt aufgenommen, weshalb diese

fiir die weitere Verarbeitung stets horizontal gespiegelt werden miissen.

2.11.1 Elastische Transformation beider Kanale und

Auslesen der Intensitaten

Die Zeitserien der beiden Kanile aus Zweifarben-Experimenten mussten zuerst
iiberlagert werden, um kolokalisierende Fluoreszenzpunkte und damit heterodimer
markierte Hsp90-Molekiile zu identifizieren. Dafiir wurde wie in Schulze 2017
vorgegangen und es wurden die unter Abschnitt 2.11 rekonstruierten Bilder sowie
die unter Abschnitt 2.10 beschriebenen Aufnahmen der Tetraspecks verwendet.
Mithilfe der frei verfiigbaren Bildbearbeitungssoftware ImageJ bzw. deren
Distribution Fiji (Schindelin et al. 2012) und dem darin enthaltenen Plugin
BUnwarpJ (Arganda-Carreras et al. 2006) wurde aus mit rapidSTORM errechneten
Bildern der Tetraspecks (Threshold: 1000 ADC) aus beiden Kanilen eine elastische
Transformationsmatrix erstellt. Wird die Matrix anschlieBend auf die
rekonstruierten Bilder der Zweifarben-Hsp90-Aufnahmen angewandt, werden die
Unterschiede in den optischen Systemen der beiden Kanéle herausgerechnet und
die beiden rekonstruierten bzw. transformierten Bilder konnen tiberlagert werden.
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Dabei wurde der Registrierungsmodus auf Mono gesetzt, sodass nur das Source-
Bild auf das fixierte Target-Bild transformiert wird. Hierbei ist es essenziell, dass
bei der Erstellung und Anwendung der Transformationsmatrix derselbe Kanal
(rot/griin) als Source bzw. Target verwendet wird. Auf dem iiberlagerten Bild
wurden anschlieBend kolokalisierende Fluoreszenzmolekiile iiber quadratische
ROIs (engl.: region of interest) markiert und {iber den ROI-Manager in Fiji
gespeichert. Da das rekonstruierte Bild keine Zeitserie mehr darstellt, mussten die
ROIs in einem nichsten Schritt auf die Zeitserien {ibertragen werden. Im Fall des
Target-Kanals konnte das .tiff-File dazu einfach auf die GroBe des rekonstruierten
Bildes vergrofert und die ROIs direkt iibertragen werden, im Source-Kanal
hingegen ist das wegen der durch die Transformation verdnderten GrofBe des
Kolokalisationsbildes im Vergleich zum .tiff-File nicht moglich. Hier musste das
tiff-File auf die GroBe des untransformierten rekonstruierten Bildes vergroBert und
die ROIs manuell unter Vorlage des Kolokalisationsbildes auf die entsprechenden
Fluoreszenzpunkte verschoben werden. Dann konnten {iber das Multi-Measure-
Werkzeug die minimalen und maximalen Grauwerte bzw. Intensitidtswerte der
einzelnen ROIs iiber die Zeitserie hinweg ausgelesen und anschlieend als .tsv-File
gespeichert werden. Aufgrund des mittels Master-Slave-Konfiguration gestarteten
Aufnahmemodus (siehe Abschnitt 2.10) entsprach das erste Bild der Zeitserie im
roten Kanal dem zweiten Bild der Zeitserie im griinen Kanal. Daher musste jeweils

das erste Bild im griinen und das letzte Bild im roten Kanal entfernt werden.

2.11.2 Python Code

Die im .tsv-File gespeicherten Intensititswerte mussten in einer geeigneten Weise
verarbeitet und analysiert werden. Dafiir wurde ein selbstgeschriebener Code mit
der Bezeichnung 2CsmPET (two-color single-molecule PET) in der
Programmiersprache Python entwickelt und verwendet. Das Skript wurde in
Python 3 geschrieben und wurde mit Python 3.8 ausgefiihrt. Unter anderem wurden
numpy, matplotlib, scipy und das von Thomas Kahn entwickelte und auf Github
verOffentlichte Modul step detect (thomasbkahn/step-detect) verwendet, eine
genaue Beschreibung der Arbeitsweise des Python Skripts erfolgt unter
Abschnitt 3.5. Um das Skript nutzen zu konnen, war es notwendig, die
Intensitdtswerte in einem Textfile mit einem Leerzeichen als Trennzeichen zu
speichern, was mithilfe der OriginPro 2016G-Software bewerkstelligt wurde.
AnschlieBend wurde das Skript gestartet und die beiden Textfiles, die die

Intensititszeitspuren aus rotem und griinem Kanal reprasentieren, wurden geladen.
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Wiéhrend das Skript lief, wurden dem Nutzer die Intensitdtsspuren und deren
Analyse fiir die einzelnen heterodimeren Hsp90-Molekiile préasentiert und mussten
von diesem bestétigt werden. Das Skript speicherte die analysierten Daten am Ende
als .csv-File. Diese wurden anschlieBend mit Origin2016G weiter ausgewertet,
indem die Kinetik-Daten (vgl. dazu Abschnitt 3) beider Kanile iiber kumulative
Summenplots dargestellt und {iber exponentielle Anndherung Zeitkonstanten
ermittelt wurden (vgl. Abschnitt 3.6).
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3 Ergebnisse

Teile der Ergebnisse in diesem Kapitel sind in einem Manuskript enthalten, das zur
Begutachtung eingereicht wurde. Abbildungen sind teilweise daraus iibernommen

oder abgeédndert worden.

3.1 Hsp90-PET-Fluoreszenzreporter-Konstrukte fiir die

Einzelmolekiilspektroskopie

Die unter Abschnitt 2.4 gelisteten Hsp90-Proteinkonstrukte entsprechen zu Teilen
denen aus Schulze 2017 und sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden. Dazu
bilden die Hsp90-Punktmutanten mit eingebrachtem Tryptophan und Cystein, das
mit einem Farbstoff markiert ist, die PET-Fluoreszenzreporter aus Schulze et al.
2016 aus. Das Reportersystem fiir den Domidnenwechsel (DS) ist {iber beide Hsp90
Monomere verteilt und setzt sich aus der Cystein-Mutante A2C und der
Tryptophan-Mutante E162W zusammen. Der Reporter fiir Lid-Schluss (Lid) und
die Assoziation von NTD und MD (NM) ist jeweils in einer Untereinheit lokalisiert,
sodass die Dynamiken iiber die Mutanten S51C-A110W bzw. E192C-N298W
verfolgt werden (Schulze et al. 2016). Die Reportersysteme und die lokalen
Konformationsdynamiken, die sie beobachtbar machen, sind in Abbildung 3-1

veranschaulicht.
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Abbildung 3-1: PET-Fluoreszenzreportersysteme des Hsp90-Chaperons. Mithilfe
kristallographischer Daten erstelltes Modell des Hsp90-Dimers in offener Konformation
(links, PDB: 2cge & laml) und in durch ATP-Bindung eingenommenem geschlossenem
Zustand (rechts, PDB: 2cg9), der unter ADP und Pi-Freisetzung nach ATP-Hydrolyse
wieder in die offene Konformation iibergeht. Die analog zu Schulze et al. 2016
verwendeten PET-Fluoreszenzreporter und die von ihnen wiedergegebenen lokalen
Dynamiken sind farblich kodiert (magenta = DS, griin = Lid, cyan = NM). Im offenen
Zustand fluoreszieren die Farbstoffe an ihren jeweiligen Positionen, geht das Chaperon
hingegen in seinen geschlossenen Zustand iiber, wird die Farbstofffluoreszenz iiber das
entsprechende Tryptophan liber PET effektiv geloscht. Die leere ATP-Bindetasche ist links
durch einen Pfeil angezeigt, rechts ist das gebundene Nukleotid AMP-PNP in schwarz
dargestellt. NTD, CL, MD sowie CTD sind ausgewiesen.

Auf die Einzelmolekiilkonstrukte sind die PET-Reporter wie nachfolgend
beschrieben angewandt: Durch die verwendeten coiled-coil-Motive am
C-Terminus wird die Ausbildung von heterodimeren Hsp90-Molekiilen forciert
(vgl. Abschnitt 2.10), woriiber die Bildung der Hsp90-Heterodimere gesteuert
werden kann. Zwischen dem Hsp90-C-Terminus und dem coiled-coil-Motiv soll
ein flexibler GS-reicher Linker fiir die Nichtbeeinflussung der nativen
Dimerisierungsstelle des Chaperons sorgen. Die Konstrukte wurden so designt,
dass sich auf jeder Untereinheit ein PET-Fluoreszenzreportersystem befindet. Die
Konstrukte E162W-S51C-A110W-WZB1 Avi bzw. E162W-E192C-N298W-
WZA2 Avi bilden zusammen mit A2C-WZA2 Avi bzw. A2C-WZB1 Avi den
Doménenwechsel in Kombination mit dem Lid-Schluss (DS + Lid) bzw. mit
Assoziation von NTD und MD (DS + NM) aus. Die Konstrukte
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S51C-A110W-WZB1 Aviund E192C-N298W-WZA?2 Avi bilden die Kombination
aus Lid-Schluss und NTD-MD-Assoziation (Lid + NM) (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der Ausbildung verschiedener
Heterodimere fiir die einzelmolekiilspektroskopische Untersuchung zweier lokaler
Konformationsdynamiken. Die PET-Reporter zur Beobachtung der verschiedenen
lokalen Dynamiken aus Abbildung 3-1 sind hier vereinfacht durch die Farbkodierung der
Untereinheiten dargestellt (magenta = DS, griin = Lid, cyan = NM). Aus Ubersichtlichkeit
sind die Untereinheiten nicht-assoziiert dargestellt. Zusdtzlich sind hier die
einzelmolekiilspezifischen Modifikationen gezeigt: GS-Linker (lila), daran anschlielend
entweder das coiled-coil WZB1 (schwarz) oder WZA?2 (hellgrau), gefolgt von der Avitag-
Sequenz (orange). Aus Ubersichtlichkeitsgriinden ist anstelle des iibertragenen Biotins nur
das Lysin, auf welches das Biotin iibertragen wird, hervorgehoben. Uber die Forcierung
des Hetero-coiled-coils WZB1A2 kann die Ausbildung von Hsp90-Heterodimeren
gesteuert werden und so konnen Kombinationen aus den PET-Reportern DS und NM (a),
Lid und NM (b) sowie Lid und DS (c) gebildet werden.

Darliber hinaus wurde das Konstrukt A2W-E192C-N298W-WZA2 Avi als
Modifikation des NM-Assoziationskonstrukts verwendet. Die Konstrukte
S51C-A110W Avi und E192C-N298W Auvi stellen Einzelmolekiilkonstrukte der
jeweiligen Reporter dar, bei welchen das coiled-coil-Motiv entfernt wurde und
stattdessen die permanente Dimerisierung iiber das Ausnutzen der
Biotin-Neutravidin-Biochemie erreicht werden sollte (vgl. Abschnitt 3.4.1). Die
Proteine S51C-WZB1 Avi und E192C-WZA2 Avi wurden zusammen mit
A2C-WZA2 Avi bzw. A2C-WZB1 Auvi als Kontrollkonstrukte der verschiedenen
Reportersysteme verwendet, denen das zugehorige Tryptophan fehlt. Die
Konstrukte WZB1 und WZAZ2 stellen nicht farbstoffmarkierte Hsp90-Molekiile
dar, die fiir Einfarben-Experimente im Uberschuss verwendet wurden. Sie sind

nicht mit einem Biotin markiert.
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3.2 Sukzessive Farbstoffselektion fiir Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-Experimente

Zunidchst wurde ein umfangreiches Farbstoffscreening durchgefiihrt, um zwei
geeignete  Fluoreszenzfarbstoffe  fiir  die  bildgebende  Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie zu finden. Dabei wurden der etablierte PET-
Fluoreszenzfarbstoff AttoOxall (Neuweiler et al. 2009; Neuweiler et al. 2010; Ries
et al. 2014; Schulze et al. 2016; Mercier et al. 2019; Heiby et al. 2019) und weitere
kommerziell erhiltliche Farbstoffe auf ihr Potential als PET-Fluoreszenzsonde
vergleichend untersucht. Folgende Farbstoffe waren Gegenstand des Screenings:
Atto488, Alexa532, Atto532, Atto542, Atto590, Atto643, JaneliaFluor646 (JF646),
Atto647N, SeTau647, DyLight650, Seta650, AttoOxall, CF660R, CF680,

Atto700.

3.2.1 Loschung durch Tryptophan via PET

Zuerst wurde die Loschbarkeit der Farbstoffe durch Tryptophan iiber PET als

unbedingte Voraussetzung der Methode untersucht. Die Ldscheffizienzen sind in

Abbildung 3-3 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 3-3: Loschung der Fluoreszenzfarbstoffe durch Tryptophan. In (a) und (b)
sind nach Wellenldange sortiert Farbstoffe mit ausreichenden Loscheffizienzen gezeigt, in
(c) hingegen Farbstoffe, deren Fluoreszenzemission durch Tryptophan kaum oder nicht
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geloscht ist. Kontinuierliche Linien reprédsentieren die Fluoreszenzemission ohne,
unterbrochene Linien mit 25 mM Tryptophan.

Es wurden Loscheffizienzen zwischen 3 % und 67 % beobachtet, AttoOxall wird
durch Tryptophan zu ca. 80 % geldscht (personliche Unterredung mit Dr. Hannes
Neuweiler). Die Farbstoffe in Abbildung 3-3 (c) zeigen sehr geringe bis keine
Loschung durch Tryptophan. In den Loschexperimenten ist die Ausbildung des
nicht-fluoreszierenden Grundzustandskomplexes aus Farbstoff und Tryptophan
diffusionsgesteuert und von hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Farbstoff
und Tryptophan abhingig (Doose et al. 2005, 2009). Im biologischen PET-Reporter
wird die  Ausbildung des Grundzustandskomplex  hingegen  durch
Konformationsédnderungen im Protein forciert, was zu effizienterem Loschen
filhren konnte. Vor diesem Hintergrund wurden nur diejenigen Farbstoffe
verworfen, die sehr geringe Loscheffizienzen (< 10 %) zeigten. Darunter fielen
Atto647N, SeTau647, DyLight650 und CF680.

3.2.2 Photobleichen unter verschiedenen Bedingungen

In einem néichsten Schritt wurden die Farbstoffe mit ausreichender Loschung durch
Tryptophan  zundchst auf einen Aspekt der Photostabilitit, das
Photobleichverhalten, hin untersucht. Anders als in Loschexperimenten muss diese
Untersuchung unter realen Messbedingungen stattfinden, um eine Aussage tliber die
Eignung der Farbstoffe treffen zu konnen. Durch die Kombination aus dem molaren
Extinktionskoeffizienten sowie der Fluoreszenzquantenausbeute der Farbstoffe
ergeben  sich  unterschiedliche = Emissionsintensititen  bei  gleichen
Anregungsleistungsdichten. Daher wurde die Emissionsintensitit bei allen
Farbstoffen &dhnlich (minimal) gehalten, um eine spdtere Detektion von
PET-vermittelten Fluoreszenzfluktuationen zu ermdglichen und im Gegenzug
wurde die Anregungsleistungsdichte bzw. Integrationszeit farbstoffabhingig
variiert. Durchgefiihrt wurden die Messungen mit A2C-Hsp90-Proteinen, die mit
dem jeweiligen Farbstoff markiert und auf Glasoberflichen immobilisiert wurden.
AulBlerdem wurden verschiedene Pufferbedingungen und deren Auswirkung auf die
Bleicheigenschaften der Farbstoffe untersucht. Wéahrend der Durchfiihrung zeigte
sich, dass ausschlielich Bedingungen mit Sauerstoffentzug fiir die Aufnahme von
Einzelmolekiil-PET geeignet sind, weshalb nicht alle Farbstoffe unter allen
Bedingungen untersucht wurden. Grund dafiir ist das Phdnomen DSPO (engl.:
Dye-sensitized photo-oxidation, Nakagawa et al. 1977; Garcia und Silva. E 1997;
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Reid et al. 2016), durch welches Farbstoffe im Komplex mit Tryptophan dessen
Oxidation durch Sauerstoff in der Losung katalysieren konnen, als Konsequenz
verliert Tryptophan seine Loscheigenschaft. Das Photobleichen der Farbstoffe
wurde iiber die Lokalisationen iiber die Zeit charakterisiert. Dabei entspricht eine
Lokalisation einem fluoreszierenden Molekiil, sodass die Abnahme derselben das
Photobleichen des Farbstoffs iiber die Zeit widerspiegelt. Um die Farbstoffe
miteinander vergleichen zu konnen, wurden die Lokalisationen auf die
Anfangsanzahl zum Zeitpunkt t=0 normiert, sodass der Lokalisationsverlust direkt

prozentual abgelesen werden kann.

Sauerstoffhaltiger Puffer. In Abbildung 3-4 sind die Graphen der Lokalisationen
iiber die Zeit fiir sauerstoffhaltigen Puffer gezeigt. Aufgrund der zeitlich spéteren
Untersuchung von JF646 wurde dieser durch Obsoleszenz der sauerstoffhaltigen

Bedingung nicht in diesem Puffer gemessen.
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Abbildung 3-4: Lokalisationsverlust der einzelnen Farbstoffe am A2C-Hsp90-Protein
iiber die Zeit unter sauerstoffhaltigen Bedingungen. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden
sind die Farbstoffe dem griinen Kanal (a) und roten Kanal (b) zugeordnet. Es ist jeweils die
relative Anzahl an Lokalisationen iiber die aufgezeichnete Zeitdauer gezeigt.

Die relativen Anzahlen an Lokalisationen zeigen deutliche Unterschiede der
verschiedenen Farbstoffe. Bei den Farbstoffen Atto488, Alexa532, Atto643,
AttoOxall und Atto700 sind innerhalb von ~3 Minuten 50 % oder mehr der
Molekiile bereits photozerstort, Atto532, Atto542 und Atto590 sind im Vergleich
dazu stabiler und erst nach ca. 5 Minuten zur Hilfte gebleicht. CF660R hingegen
bleicht innerhalb von 10 Minuten nur zu ca. 30 % und ist damit unter
sauerstoffhaltigen Bedingungen unter den untersuchten Farbstoffen der
photostabilste.
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Sauerstoffhaltiger Puffer mit Antioxidationsmittel (Trolox). Im Folgenden
wurden die Farbstoffe in sauerstofthaltigem Puffer, der mit dem

Antioxidationsmittel Trolox als moglichem Stabilisator versetzt wurde, gemessen
(Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Lokalisationsverlust der einzelnen Farbstoffe am A2C-Hsp90-Protein
iiber die Zeit in sauerstoffhaltigem Puffer, versetzt mit Trolox. Es ist die relative
Anzahl der Lokalisationen iiber die Zeitdauer der Aufzeichnung gezeigt.

Der Lokalisationsverlust in Sauerstoff- und Trolox-haltigem Puffer ist fiir die
Farbstoffe Atto542 und Atto700 verringert. Trolox hat hier einen positiven Effekt
auf die Photostabilitit dieser Farbstoffe, wobei Atto700 dennoch stark bleicht (ca.
80 % nach ~10 min). Die Photostabilitdt von Atto643 verschlechtert sich in Trolox-
haltigem Puffer geringfiigig. CF660R zeigt einen deutlichen Unterschied im
Vergleich zum sauerstoffhaltigen Puffer ohne Trolox, da hier die Hailfte der
sichtbaren Molekiile bereits nach ungefidhr einer Minute durch Photozerstorung
verloren gehen. Die Photostabilitdit von AttoOxall wird durch Trolox im

sauerstoffhaltigen Puffer nicht beeinflusst.

Sauerstofffreier Puffer. Da Sauerstoff in Ldsung iiber Zerstérung des
delokalisierten m-Elektronensystems zum Bleichen von Farbstoffen fiihren kann,
wurde dieser in folgenden Messungen enzymatisch entfernt (Gust et al. 2014). Die
relativen Anzahlen an Lokalisationen der verschiedenen Farbstoffe iiber die Zeit
sind in Abbildung 3-6 angegeben.
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Abbildung 3-6: Lokalisationsverlust der einzelnen Farbstoffe am A2C-Hsp90-Protein
iiber die Zeit unter sauerstofffreien Bedingungen. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden sind
Farbstoffe dem griinen Kanal (a) und roten Kanal (b) zugeordnet. Es ist jeweils die relative
Anzahl an Lokalisationen iiber die aufgezeichnete Zeitdauer gezeigt.

Unter sauerstofffreien Pufferbedingungen nimmt die Photostabilitit der Farbstofte
Atto488, Atto532, Atto590, Atto643 und CF660R im Vergleich zu
sauerstofthaltigen Bedingungen ohne Trolox ab. Eine drastische Verringerung ist
fiir CF660R zu verzeichnen. Alexa532 ist in seiner Photostabilitdt hingegen kaum
beeinflusst. Atto542, AttoOxall und Atto700 sind in ihrer Photostabilitéit
geringfligig verbessert und zeigen weniger Bleichereignisse. JF646 zeigt mit mehr
als 50 % gebleichten Molekiilen nach ca. einer Minute eine geringe Photostabilitdt

unter diesen Bedingungen.

Verglichen mit sauerstoffhaltigem Puffer, der mit Trolox versetzt wurde, ist die
Photostabilitit von AttoOxall geringfiigig verbessert, die der Farbstoffe Atto542,
Atto643, CF660R und Atto700 hingegen geringfiigig verschlechtert.

Sauerstofffreier Puffer mit Antioxidationsmittel (Trolox). In ciner letzten
Bedingung wurde dem Puffer Sauerstoff entzogen und gleichzeitig das
Antioxidationsmittel Trolox zugegeben. Diese Kombination soll in der Theorie
einerseits Bleichereignisse durch reaktive Sauerstoffspezies mindern. Gleichzeitig
soll Trolox die durch Sauerstoffentzug entstehenden transienten Aus-Zustédnde der
Farbstoffe depopulieren (Gust et al. 2014). In Abbildung 3-7 sind die zugehorigen
Lokalisationen der Farbstoffe iiber die Zeit dargestellt.

55



Ergebnisse

1,0 o Atto488 Alexa532 © Atto542 1,0
% o Atto532 Atto590 [

Atto643
©o1lo JF646 0,1
0.0 PFGS.OR |~v AlttoO?(a‘H] ° lAtto?OO . 0.0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit (min) Zeit (min)

Abbildung 3-7: Lokalisationsverlust der einzelnen Farbstoffe am Hsp90-Protein iiber
die Zeit in sauerstofffreiem Puffer, versetzt mit Trolox. Aus Ubersichtlichkeitsgriinden
sind die Farbstoffe dem griinen Kanal (a) und roten Kanal (b) zugeordnet. Es ist jeweils die
relative Anzahl an Lokalisationen iiber die aufgezeichnete Zeitdauer gezeigt. Der Farbstoff
Atto542 wurde am NM-Reportersystem (+Lid) in Hsp90 im apo-Zustand aufgezeichnet.
Alle anderen Farbstoffe sind gleichbleibend am A2C-Hsp90 gemessen.

Im Vergleich zu sauerstofffreiem Puffer ohne Trolox-Zugabe ist die Photostabilitdt
der Farbstoffe Alexa532, Atto532, Atto590 und Atto542 hinsichtlich
Photozerstorung teilweise deutlich verbessert, wobei Atto542 verglichen mit den
anderen Farbstoffen desselben Spektrums mit ca. 25 % nach ~9 Minuten am
wenigsten Lokalisationen verliert. Auch Atto532 zeigt unter diesen Bedingungen
mit einem Verlust an Lokalisationen von ca. 50 % nach 10 Minuten eine hohe
Photostabilitdt. Die {ibrigen Farbstoffe verlieren mehr als 50 % ihrer
Lokalisationen, Atto488 ist dabei unverdndert. Im roten Spektrum wird die
zundchst unter sauerstofffreien Bedingungen verschlechterte Stabilitdt der
Farbstoffe Atto643 und CF660R durch Zugabe von Trolox wieder verbessert.
Dieser Effekt ist bei Atto643 mit einem Verlust der Lokalisationen von nur ca. 50 %
nach 10 Minuten stark ausgeprigt. AttoOxall und Atto700 zeigen keine Effekte
durch das enthaltene Trolox hinsichtlich ihres Bleichverhaltens. JF646 hingegen
steigert durch das Antioxidationsadditiv im Vergleich zum sauerstofffreien Puffer
ohne Trolox seine Photostabilitdt deutlich und zeigt mit einem Lokalisationsverlust
von weniger als 30 % das geringste Bleichverhalten aller Farbstoffe im roten

Spektrum.

Da aufgrund des DSPO-Phianomens ausschlieflich sauerstofffreie Bedingungen fiir
die Auswahl der zwei PET-Fluoreszenzfarbstoffe zu beriicksichtigen sind, wird die
Photostabilitidt der Farbstoffe unter sauerstofffreien Bedingungen mit und ohne
Trolox betrachtet. Dabei treten die Farbstoffe Atto542 und JF646 als am besten
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geeignet hervor. Da AttoOxal 1 ein etablierter PET-Fluoreszenzfarbstoff mit hoher
Loscheffizienz ist (Neuweiler et al. 2009; Neuweiler et al. 2010; Ries et al. 2014;
Schulze et al. 2016; Heiby et al. 2019; Mercier et al. 2019), wird dieser trotz seines

vergleichsweise starken Photobleichens weiter untersucht.

3.2.3 Spektrale Eigenschaften

Die zu entwickelnde Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie beruht auf der
simultanen Detektion zweier Farbstoffe, weshalb diese spektral unterscheidbar sein
miissen. Eine einfach zu implementierende Moglichkeit ist dabei, die Farbstoffe so
zu wihlen, dass sie durch optische Elemente im Detektionspfad spektral
voneinander getrennt werden konnen. Das wurde durch die Suche eines Farbstoffs
im griinen und eines im roten Spektralbereich (roter und griiner Kanal) umgesetzt,
deren Emissionsmaxima weit genug auseinanderliegen, um wahrend der Detektion
spektral separiert werden zu konnen. Des Weiteren miissen der Uberlapp des
Emissionsbereichs des griinen Farbstoffs mit dem Absorptionsbereich des roten
Farbstoffs und der damit mogliche Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)
berticksichtigt werden. Unter Verwendung der Farbstoffspektren der Hersteller
wurden die spektralen Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe Atto542, JF646 und
AttoOxall analysiert (Abbildung 3-8). AttoOxal 1 stellt ein Derivat des Farbstoffs
Atto655 dar, dessen Linker verkiirzt ist und wird daher in Abbildung 3-8 durch

diesen reprasentiert.
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Abbildung 3-8: Absorptions- und Emissionsspektren der Farbstoffe AttoS42, JF646
und Atto655 (AttoOxall). Die Abbildung zeigt die Absorptions- (unterbrochene Linien)
und Emissionsspektren  (kontinuierliche Linien) der Hersteller von den
Fluoreszenzfarbstoffen Atto542, JF646 und Atto655 (AttoOxall).
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Die Spektren der Farbstoffe zeigen, dass die jeweiligen Emissionsmaxima sowohl
in der Kombination aus Atto542 und JF646 als auch aus Atto542 und AttoOxall
spektral hinreichend separierbar sind, um durch optische Elemente im Strahlengang
des Mikroskopaufbaus getrennt werden zu konnen. Eine Kombination aus den
beiden roten Farbstoffen JF646 und AttoOxall lésst dies nicht ohne weiteres zu.
Fiir einen effizienten Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen zwei
Farbstoffen muss neben anderen Faktoren der spektrale Uberlapp von Emissions-
und Absorptionsspektrum eines FRET-Paares grofler 30 % sein (Bajar et al. 2016).
Mit Hilfe des Open-Source-Tools aus Lambert 2019 wurde die spektrale
Uberlappung zwischen Atto542 als Donorfarbstoff und JF646 bzw. AttoOxall als
Akzeptorfarbstoff auf ca. 5 % bzw. 12 % geschitzt und liegt damit in beiden Fillen
deutlich unterhalb der Grenze fiir einen effizienten Energietransfer. Damit eignen
sich beide Farbstoffpaare in ihren spektralen Eigenschaften zur Verwendung von
Zweifarben-Einzelmolekiil-PET, auch wenn FRET-Ereignisse nicht ginzlich

ausgeschlossen werden konnen.

3.2.4 Analyse von Intensitétsfluktuationen

Neben den photostabilisierenden Effekten auf Fluoreszenzfarbstoffe durch
Verminderung von Bleichereignissen kann Sauerstoffentzug auch zu verstérkten
Blinkereignissen — einem anderen Aspekt der Photostabilitit — fiihren. Dabei geht
der Farbstoff transient in dunkle Aus-Zusténde iiber. Die Zugabe von Trolox als
ROXS System (engl.: reducing and oxidizing system) wiederum kann dieses
Blinken verhindern (Gust et al. 2014). Fiir die Auswertung und Analyse von PET-
fluoreszenzspektroskopischen Daten ist ein stabiles Emissionsverhalten nétig,
weshalb das eventuelle Auftreten von Intensititsfluktuationen fiir die Farbstoffe
Atto542, JF646 und AttoOxall untersucht wurde. Dazu werden -einzelne
Fluoreszenzintensitdtsspuren immobilisierter und markierter Hsp90-Molekiile
unter sauerstofffreien Bedingungen, sowie mit Trolox versetzt, betrachtet.

Représentative Intensitétsspuren der Farbstoffe sind in Abbildung 3-9 dargestellt.
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Abbildung 3-9: Einzelmolekiil-Fluoreszenzintensitiitszeitspuren der Farbstoffe
Atto542, JF646 und AttoOxall. Gezeigt sind reprasentative
Fluoreszenzintensitétszeitspuren der Farbstoffe Atto542 (a), JF646 (b) und AttoOxall (c)
an einzelnen, immobilisierten Hsp90-Molekiilen. Dabei wurde fiir AttoOxall das
A2C-Konstrukt in Kombination mit unmarkiertem Hsp90 und fiir Atto542 bzw. JF646 das
Lid- in Kombination mit dem NM-Konstrukt unter apo-Bedingungen verwendet.

Die Farbstoffe Atto542 und JF646 zeigen durchweg eine stabile
Fluoreszenzemission (Abbildung 3-9, (a) und (b)) ohne Auftreten von
Blinkereignissen. Trolox ist bei diesen Farbstoffen als Additiv offenbar in der Lage,
die Funktion des schnellen Depopulierens nichtfluoreszierender Zusténde, die
normalerweise durch molekularen Sauerstoff vermittelt wird, zu iibernehmen. Die
Ergebnisse decken sich mit dem beobachteten Effekt durch Trolox in Bezug auf
Photobleichen (vgl. Abschnitt 3.2.2). AttoOxall hingegen zeigt unter der
aufgezeichneten Bedingung deutliche Blinkereignisse. Seine nichtfluoreszierenden
Zustédnde konnen durch Trolox also nicht effizient depopuliert werden. Auch hier
passt das Ergebnis zu denen aus den Bleichexperimenten, da dort ebenfalls kein
photostabilisierender Effekt durch Trolox zu beobachten war. Die Ergebnisse
decken sich mit Cordes et al. 2009, wonach Trolox auf Oxazin-Farbstoffe, zu
welchen AttoOxall gehort, keine Wirkung hat. Damit ist AttoOxall kein
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optimaler Farbstoff fiir das PET-basierte System. Atto542 und JF646 bleiben als
potenzielle Farbstoffe flir die bildgebende Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-

Spektroskopie als vielversprechende Kandidaten iibrig.

3.2.5 Atto542 und JF646 als geeignete PET-

Fluoreszenzsonden

Die Farbstoffe Atto542 und JF646 sind durch Tryptophan effizient 16schbar, durch
optische Elemente im Detektionsstrahlengang gut trennbar und zeigen unter
sauerstofffreien Bedingungen und Trolox-Zugabe ein stabiles zeitliches
Emissionsverhalten. In einem letzten Schritt sollte tiberpriift werden, ob sie auch
tatsdchlich in der Lage sind, lokale Konformationsdynamiken im Hsp90-Protein
tiber PET-Fluoreszenzloschung wiederzugeben. Daflir wurde der etablierte
NM-Assoziationsreporter aus Schulze et al. 2016 am sonst wildtypischen Hsp90-
Protein verwendet und mit dem jeweiligen Farbstoff markiert. AnschlieBend
wurden mittels konventioneller Fluoreszenzspektroskopie Intensitéitszeitspuren
aufgenommen (Abbildung 3-10) und die erhaltenen Zeitkonstanten der NM-

Assoziation mit denen aus Schulze et al. 2016 verglichen.
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Abbildung 3-10: Machbarkeitsbeweis fiir die Verwendung von Atto542 und JF646 als
PET-Fluoreszenzsonden. Gezeigt sind konventionelle fluoreszenzspektroskopische
Intensitatszeitspuren des NM-Assoziations-PET-Reporters in Hsp90, markiert mit Atto542
(a) bzw. JF646 (b). Zum Zeitpunkt t=0 wird 2 mM AMP-PNP zugegeben und damit der
irreversible Klammerschluss von Hsp90 ausgeldst. Bi-exponentielle Anndhrungen an die
Daten sind in schwarz gezeigt.

Die Messungen wurden jeweils dreimal durchgefiihrt und daraus wurde der

Mittelwert errechnet, die Parameter dazu sind in Tabelle 3-1 gegeben.
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Tabelle 3-1: Parameter der Kinetiken des NM-Assoziationsreporters mit Atto542
bzw. JF646 als Fluoreszenzsonde. Die Werte ergeben sich durch Mittelung von jeweils
drei Datensdtzen. Die mittlere Ratenkonstante kmean ergibt sich durch die Summe der
Zeitkonstanten (t; bzw. t), gewichtet mit ihrer jeweiligen relativen Amplitude (a; bzw. a,).

Farbstoff a1 t1 a2 t Kmean
(s) ®) (min™)

Atto542 0,73 238 0,27 880 0,15
+0,03 +11 + 0,02 +116 + 0,01

JF646 0,63 223 0,37 735 0,15
+0,03 +8 +0,03 +41 + 0,01

Die Graphen in Abbildung 3-10 zeigen deutliche Intensititsabfille nach
AMP-PNP-Zugabe und dem damit verbundenen Klammerschluss von Hsp90 mit
einhergehender NM-Assoziation. Verglichen mit den Loscheffizienzen aus den
Experimenten in Abschnitt 3.2.1, bei denen freier Farbstoff und freies Tryptophan
verwendet wurden, zeigt sich fiir beide Farbstoffe eine hohere Gesamtldschung,
was auf die forcierte Ausbildung des PET-Komplexes durch die
Konformationsédnderung verursacht sein konnte. Die unter Abschnitt 3.2.1
beobachtete stirkere Loschung durch Atto542 im Vergleich zu JF646 spiegelt sich
dabei im NM-Reporter wider. Die mittlere Ratenkonstante fiir die NM-Assoziation
betrdgt sowohl fiir Atto542 als auch fiir JF646 als Fluoreszenzsonde 0,15 + 0,01
min?! und stimmt damit im Fehlerbereich (Standardabweichung) mit dem
Literaturwert von 0,18 + 0,02 min!, gemessen mit AttoOxal I (Schulze et al. 2016),
tiberein. Damit qualifizieren sich die Farbstoffe Atto542 und JF646 als
PET-Fluoreszenzsonden und werden aufgrund ihrer photophysikalischen
Eigenschaften  fiir die  weitere  Entwicklung der  bildgebenden

Zweifarben-Einzelmolekiil-PET Fluoreszenzspektroskopie verwendet werden.

3.3 Funktionalitdtskontrolle der Hsp90
Einzelmolekiilkonstrukte mittels ATPase-Assay
In Einzelmolekiiluntersuchungen von immobilisierten Proteinen sind héufig
Modifikationen, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet werden, ndtig, um

entweder die Dissoziationskonstante von oligomeren Proteinen zu verringern oder

die Immobilisierung zu ermdglichen. Dabei ist es wichtig, dass die Funktion des zu
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beobachtenden Systems nicht in einer Weise beeintréchtigt oder verdndert wird, die
selbst Gegenstand der Untersuchung ist. Anhand einer unveridnderten ATPase-
Aktivitéit die Funktionalitdt von Hsp90 zu verifizieren ist dabei ein probates Mittel
(Mickler et al. 2009; Ratzke et al. 2012; Wortmann et al. 2017). Dass der gekoppelte
Farbstoff die Dynamiken im Chaperon nicht stort, konnte bereits gezeigt werden
(Schulze et al. 2016). Um einen Effekt der C-terminalen Modifikationen
auszuschlieBen, wurden ATPase-Assays zur Bestimmung der Aktivitit des
unmarkierten heterodimeren Einzelmolekiilkonstrukts Hsp90-WZB1A2 (vgl.
Abschnitt 3.1) bei 25 °C sowie bei 37°C durchgefiihrt. Trotz forcierter Ausbildung
des heterodimeren Coiled-coils (Kp=4,5 nM, Arndt et al. 2002) kann es durch die
teils niedrigen Kp-Werte der homodimeren coiled-coil-Motive
(Kp(WZB1)=73 uM, Kp(WZA2)=17nM, Arndt et al. 2002) zu einem
unvollstindigen Austausch aller homodimeren zu heterodimeren Hsp90-Molekiilen
kommen (Schulze 2017), weshalb die ATPase-Aktivitit der Konstrukte WZB1B1
(WZB1)und WZA2A2 (WZA2) ebenfalls bestimmt wurde. In Abbildung 3-11 sind
alle gemessenen ATPase-Aktivititen dargestellt.
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Abbildung 3-11: ATPase-Aktivititen der Hsp90-Einzelmolekiilkonstrukte. ATPase-
Aktivititen des heterodimeren Hsp90-Einzelmolekiilkonstrukts WZB1A2 sowie der
homodimeren Konstrukte WZB1 und WZA2 bei 25°C (offene Balken) und 37°C
(geschlossene Balken). Gezeigt sind die Mittelwerte aus je drei Messungen und dessen
Standardabweichung.

Die ATPase-Aktivititen der Konstrukte bei 25°C betragen 0,15 £ 0,01 min™' fiir das
Heterodimer WZB1A2, 0,17 + 0,01 min™' fiir das Homodimer WZB1 und 0,07
+0,02 min™! fiir WZA2. Bei 37°C ergeben sich Aktivititen von 1,26 + 0,04 min™!
fir WZB1A2, 1,19 + 0,07 min™' fiir WZB1 und 1,11 + 0,06 min™' fiir WZA2. Die
Literaturwerte fiir die ATPase-Aktivitdt von Hsp90 liegen fiir 37°C zwischen 0,5
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und 1,6 min! (Ratzke et al. 2010; Schulze et al. 2016) und fiir 25°C bzw.
Raumtemperatur bei 0,2 min™' (Schulze et al. 2016; Daturpalli et al. 2017). Damit
bestétigen die gemessenen Aktivitdten sowohl bei 37°C als auch bei 25°C, dass die
fiir die bildgebende Einzelmolekiilspektroskopie angewandten Modifikationen an
Hsp90 die Funktionalitdt des Chaperons nicht beeintrdchtigen. AuBlerdem zeigen
die sehr dhnlichen Werte der hetero- und homodimeren Konstrukte, dass die
unterschiedlichen Coiled-coils keine Auswirkung auf die Funktionalitit des
Chaperons haben und unterstreichen damit die Anwendbarkeit dieser gerichteten

Heterodimerbildung.

3.4 Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopie
von Hsp90 mit Atto542 und JF646

3.4.1 Immobilisierung liber Biotin/Neutravidin-

Interaktion

Im Rahmen der spektroskopischen Untersuchung von einzelnen Hsp90-Molekiilen
miissen diese zunidchst auf einer Glasoberfliche immobilisiert werden. In
Anlehnung an Schulze 2017 und Hua et al. 2014 wurde dazu die starke
biochemische Interaktion von Biotin und Neutravidin in Kombination mit
DDS-Glasoberfldchen und Tween20 als Passivierungsschicht ausgenutzt. Zwei mit
Atto542 bzw. JF646 markierte Hsp90-PET-Reporterkonstrukte (Hsp90At0342,
Hsp90't%4®) wurden nach Inkubation und der damit verbundenen Bildung des
Heterodimers (Hsp90A10342- 1F646y direkt mit Neutravidin in einer 1:1 Stdchiometrie
inkubiert. Die Idee dahinter ist, dass sich — durch kooperative Bindungseffekte
(Nguyen et al. 2012) unterstiitzt — ein Komplex ausbildet, in dem ein
Neutravidin-Molekiil in zwei seiner vier Biotin-Bindetaschen jeweils ein an ein
Biotin gekoppeltes Hsp90-Monomer des Heterodimers bindet (Abbildung 3-12).
Uber diese Priinkubation kénnen beide Monomere des Hsp90-Dimers fest an
einem Neutravidin-Protein verankert werden, bevor es durch die Verdiinnung im
Zuge der Immobilisierung dissoziieren kann. Gleichzeitig soll eine mogliche
Dissoziation der Monomere durch die rdumliche Ndhe zu einer schnellen

Re-Assoziation derselben fithren.
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Abbildung 3-12: Priinkubation von
doppelt markiertem Hsp90  mit
Neutravidin und Immobilisierung. (1.)
Heterodimeres Hsp90-Protein, mit z.B. der
Kombination — aus  LidAt3424+NMIF64
Reporter, wird equimolar mit Neutravidin
inkubiert. (2.) Der Komplex aus
Neutravidin und zweifach markiertem
Hsp90-Dimer wird verdiinnt auf die mit
Tween20 und BSA-Biotin préparierte
DDS-Glasoberflache gegeben und dabei
immobilisiert. Durch die Préinkubation
wird eine Dissoziation des
LidAtoS2. NM'F6_Dimers  wihrend des

Verdiinnens verhindert.

Anschlieend werden die Hsp90-Neutravidin-Komplexe liber die Flusskammer auf

den DDS-Glasoberflichen immobilisiert. Wahrenddessen werden tiber einen Test

auf unspezifische Bindungen die Passivierungsfahigkeit der Oberfldche liberpriift

und die Spezifitit der Einzelmolekiiloberflaiche verifiziert. Ausschnitte der

Oberfldchen zu verschiedenen Stadien der Immobilisierung sind in Abbildung 3-13

fiir griilnen und roten Kanal gezeigt.

a b

C

Abbildung 3-13: Priparation und Spezifititstest der Einzelmolekiiloberfliche.
Ausschnitte einer DDS-Glasoberfliche vor Passivierung (a), bei einem Test auf
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unspezifische Bindung durch Hsp90-Molekiile ohne Neutravidin nach Passivierung mit
BSA-Biotin und Tween20 (b) sowie nach erfolgreicher spezifischer Immobilisierung von
100 pM Hsp90Atos42 JF636 (o) - Oben ist der griine Kanal gezeigt, unten der rote. Die
Malstabsleiste entspricht jeweils 2 um, die Kontraste innerhalb eines Kanals sind gleich
gehalten.

Die Oberfldchen zeigen, dass durch die verwendete Art der Passivierung in beiden
Kanilen eine spezifische Immobilisierung der Komplexe aus markiertem Hsp90
und Neutravidin erfolgt und zu einer gleichméBigen Einzelmolekiiloberfliche mit
klar separierten Fluoreszenzpunkten fiihrt. Im griinen Kanal tritt durchweg etwas

mehr Hintergrundfluoreszenz auf.

Durch die Priainkubation mit Neutravidin ist es prinzipiell moglich, die kiinstliche
Verringerung des Kp-Werts liber coiled-coil-Motive obsolet werden zu lassen, da
die equimolare Inkubation mit Neutravidin auch bei hohermolaren Konzentrationen
moglich ist. Durch das feste Verankern der beiden Monomere eines Dimers an
demselben  Neutravidin-Molekiil kann die Losung anschlieBend auf
einzelmolekiiltaugliche Konzentrationen verdiinnt werden, ohne dass das Dimer
dabei dauerhaft dissoziieren sollte. Um diesen Ansatz zu testen, wurde bei zwei

Konstrukten das coiled-coil-Motiv entfernt.

3.4.2 Identifikation doppelt markierter Hsp90-

Heterodimere

Im Rahmen der Auswertung der aufgezeichneten Einzelmolekiilzeitspuren miissen
zunichst heterodimere, doppelt markierte Hsp90-Molekiile (Hsp9QAto342. JF646)
identifiziert werden. Durch die separate Detektion der Fluoreszenzsignale iiber
zwei Kameras kann die chromatische Aberration zwischen roter und griiner
Fluoreszenz  korrigiert =~ werden.  Aufgrund  leicht  unterschiedlicher
Pixeldimensionen der beiden Kameras sind die aufgezeichneten Bildausschnitte
nicht identisch in ihrer GroBe, weshalb sie nachtriglich angepasst werden miissen.
Dafiir werden Aufzeichnungen von Farbstoffmikrosphéren (Tetraspecks) zu Hilfe
genommen, die aufgrund ihrer Fluoreszenz in griinem und rotem Kanal als
Referenzpunkte dienen. Durch die verschraubte Funktionsweise des zur
Fokussierung verwendeten Nosepiece (manuelle
Hochprizisionsfokussierungshilfe) kénnen Anderungen der Fokusebene zwischen
den Hsp90- und Tetraspeck-Aufzeichnungen zu merkbaren Verschiebungen der

roten bzw. griinen Fluoreszenzpunkte fiihren. Daher wurde dazu iibergegangen,
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anstelle von kommerziell erhéltlichen eingebetteten Tetraspeck-Objekttrigern nach
der letzten Aufzeichnung von Hsp90Ato342.JF646  Tetraspecks direkt in die
Flusskammer zu applizieren. Dadurch wird sichergestellt, dass nicht neu fokussiert
werden muss. Durch die extreme Helligkeit der Tetraspecks interferiert
immobilisiertes Hsp90A10342 F646 nicht mit deren Aufzeichnung. Nach Erstellen
und Anwenden der Transformationsmatrix (vgl. Abschnitt 2.11.1) kénnen griine
und rote Fluoreszenzbilder {iberlagert und kolokalisierende Farbstoffe, welche
Hsp90Ato342. JF646 entsprechen, identifiziert werden (Abbildung 3-14).

Abbildung 3-14: Kolokalisation der Farbstoffe Atto5S42 und JF646 indiziert zweifach
markiertes Hsp90Ats42 JF646 - Aygschnitte der rekonstruierten Aufnahmen des griinen
(Atto542, griin) und roten Kanals (JF646, magenta) nach Uberlagerung. Kolokalisierende
Fluoreszenzpunkte sind in weif3 sichtbar und entsprechen einzelnen mit beiden Farbstoffen
markierten Hsp90-Proteinen. Die MafBstabsleiste entspricht 1 um.

Zusammen mit den extrem niedrigmolaren Losungen markierter Hsp90-Molekiile,
die zur Vereinzelung der Molekiile auf der Oberflache fiihren, ist eine verldssliche
Identifikation genau zweifach markierter Hsp90-Proteine moglich. Die Positionen
der Kolokalisationen werden dann auf die Rohdaten der Zeitserien des griinen bzw.
roten Kanals iibertragen und die Intensititen iiber die Zeit ausgelesen. Neben
kolokalisierenden Fluoreszenzpunkten sind auch Molekiile zu finden, die nur
Atto542 oder nur JF646 tragen.

3.4.3 Einzelmolekiilzeitspuren der

PET-Reporterkombinationen

Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzzeitspuren wurden fiir verschiedene

PET-Reporterkombinationen von Hsp90 aufgezeichnet, sodass jede Kombinatorik

der drei verschiedenen lokalen Dynamiken abgedeckt war. Dazu wurden der

Lid-Schluss mit der NM-Assoziation (Lid+NM) bzw. dem Doméinenwechsel
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(Lid+DS) kombiniert und die NM-Assoziation ebenfalls mit dem Doménenwechsel
(NM+DS). Zudem wurde fiir jede Kombination die Farbstoffe der Reporter
getauscht. Durch die Verwendung von ATP konnen die Hsp90-Molekiile den
ATP-gekoppelten Konformationszyklus mehrfach durchlaufen und damit sowohl
die SchlieBungsdynamiken als auch die Offnungsdynamiken beobachtet werden. In
Abbildung (3-15) sind einige reprdsentative Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-
Spuren der verschiedenen Kombinationen dargestellt, die das mehrfache
Durchlaufen der einzelnen lokalen Konformationsédnderungen eines Chaperons
unter ATP-Bedingungen zeigen. Auflerdem sind Spuren in Abwesenheit von ATP
gezeigt.
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Abbildung 3-15: Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzzeitspuren

verschiedener Kombinationen aus Lid-, NM- und DS-Reportern in Hsp90. In (2a) sind
Spuren von LidA®*24+NM'F646 (1,2.4,5) bzw. LidT**+NMA®©42 (3.6), in (b) von
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DSAtSANMIF4 (1,2,4,5) bzw. DSFO6+NMA42 (3,6) und in (c) von DSAU*+LidFo4
(1,2,4,5) bzw. DS'F646+1idA10342 (3,6) gezeigt. Reportersysteme mit dem Farbstoff Atto542
sind in griin, mit JF646 in magenta dargestellt. Spuren 1-3 zeigen jeweils ATP-
Bedingungen, 4-6 ATP-freie Bedingungen.

Bei allen Reporterkombinationen sind in rotem und griinem Kanal deutliche
An-und Aus-Zustinde der Farbstoffe zu erkennen, wenn ATP vorhanden ist. Diese
spiegeln den fluoreszierenden und den durch den PET-Komplex geloschten
Zustand der Fluorophore wider. Die fluoreszierenden Phasen reprisentieren den
offenen Lid, die nicht assoziierte NTD und MD sowie den nicht vollzogenen
Doménenwechsel, wihrend die geloschten Zustinde den geschlossenen Lid, die
assoziierte NTD und MD sowie den abgelaufenen Doménenwechsel anzeigen. Die
Wechsel zwischen den beiden Zustinden sind als digitale Ubergiinge zu erkennen,
in Spuren ohne ATP sind stabile Emissionen ohne alternierende An-Aus-Zustdnde
der Farbstoffe zu beobachten. Sowohl in Spuren mit ATP als auch ohne sowie
unabhingig von der Reporterkombination sind zusétzlich Bleichereignisse beider
Farbstoffe zu sehen, die in der Intensitit in etwa den Aus-Zustdnden entsprechen.
Die gezeigten Spuren bzw. Hsp90-Proteine unter ATP-Bedingungen sind danach
ausgewihlt, Dynamiken der mobilen Elemente zu zeigen, sind also fiir alle Proteine
reprisentativ, die Fluktuationen in ihrer Fluoreszenzintensitdt zeigen und die fiir die
spitere Analyse verwendet werden. Ahnlich wie in Ye et al. 2018 ist das die
Minderheit der immobilisierten Hsp90Ato3421F646_Nolekiile. Unter ATP-freien
Bedingungen sind die Spuren hingegen fiir alle immobilisierten Hsp9(At0342 JF646_

Molekiile reprédsentativ.

In Abbildung 3-16 sind entsprechende Spuren der LidA"*+NM'F®46_ K ombination
mit zusitzlicher A2W-Mutation sowie Spuren von LidAt"3*2+NM’Fé46_Hsp90,

denen das coiled-coil-Motiv entfernt wurde, dargestellt.
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Abbildung 3-16: Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzzeitspuren der
Kombination Lid*"5*+A2W-NM’F646 und Lid*"****+NM’¥%¢ ohne coiled-coil-Motiv.
In (a) sind die Intensititszeitspuren von LidA®"*2+A2W-NM’f mit und ohne ATP
dargestellt. (b) zeigt Einzelmolekiilspuren der LidAt"3*2+NM’F64_.K ombination, denen das
coiled-coil-Motiv entfernt wurde, ebenfalls mit und ohne ATP. PET-Fluoreszenzreporter,
die Atto542 tragen, sind in griin dargestellt, Reporter, die JF646 tragen, in magenta.

Sowohl die Kombination aus Lid- und NM-Reporter mit zusitzlicher
A2W-Mutation als auch Lid- und NM-Reporter, dessen Einzelmolekiilkonstrukten
das coiled-coil-Motiv entfernt wurde, zeigen die gleichen An- und Aus-Zustinde in
Abhingigkeit von ATP wie die Konstrukte in Abbildung 3-15.

Somit sind alle gebildeten Hsp90-Heterodimere in der Lage- jeweils zwei der drei

lokalen Konformationsdynamiken des Chaperons gleichzeitig wiederzugeben.

3.4.4 Einzelmolekiilzeitspuren von Kontrollkonstrukten

Neben den Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspuren der
Reporterkombinationen wurden deren Kontrollkonstrukte untersucht, denen das
jeweilige Tryptophan der PET-Reporter fehlte. So sollten photophysikalische
Effekte der einzelnen Farbstoffe untersucht bzw. ausgeschlossen werden. In
Abbildung 3-17 sind Spuren der Kontrollkonstrukte A2CAt3424+E192(F646
(DS+NM Kontrolle) und A2CA10342+851C'F646 (DS+Lid Kontrolle) dargestellt.
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Abbildung 3-17: Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzzeitspuren der
Kontrollkonstrukte. In (a) sind Spuren des Kontrollkonstrukts von DS+NM, also
A2CALE]92C 4 mit und ohne ATP, zu sehen. (b) zeigt Spuren des DS+Lid
Kontrollkonstrukts A2CA®3424+S§51CF64¢ mit und ohne ATP. Die Fluoreszenzspuren von

Atto542 sind in griin, die von JF646 in magenta dargestellt.

Bei der Kombination aus A2CA"*2+E192C'F%46  welche die Kontrolle zum
DS+NM Reporter darstellt, konnten représentativ keine An-Aus-Zustinde
beobachtet werden wie sie fiir die vollstindigen Reportersysteme charakteristisch
sind. Damit sind die unter Abschnitt 3.4.3 beobachteten Aus-Zustédnde eindeutig
PET-Komplexen zuzuordnen. Unter Zugabe von ATP treten vereinzelt
FRET-Ereignisse auf, die durch die Abwesenheit von PET-kompetenten
Komplexen die SchlieBungs- bzw. Offnungsdynamiken der molekularen Klammer
anzeigen konnten, da die Farbstoffe auf beide Hsp90-Monomere verteilt sind. Die
Tatsache, dass diese nur unter ATP-Bedingungen auftreten, unterstiitzt diese
Hypothese. Die Kombination aus A2CA103*2+85]1CF%46 welche der Kontrolle zu
DS+Lid entspricht, verhilt sich dhnlich. Auch hier treten in Anwesenheit von ATP
vereinzelt FRET-Ereignisse auf, unter ATP-freien Bedingungen zeigen sich
wiederum keine FRET-Ereignisse. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Farbstoffe bis
auf wenige Ausnahmen (FRET-Ereignisse) nicht miteinander interagieren. Dass in
den Doppelkontrollen vereinzelt Forster-Resonanzenergietransfer beobachtet
werden kann, was in den PET-Reportersystemen nicht der Fall war, konnte daran
liegen, dass in den Kontrollkonstrukten kein PET als Konkurrenzreaktion auftreten
kann. Eine andere Moglichkeit hingegen ist, dass vereinzelte FRET-Ereignisse in

den fluktuationsreichen PET-Spuren nicht weiter aufgefallen sind.
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3.4.5 Datensatzgrofle

Anders als in der konventionellen Spektroskopie, bei der Millionen von Molekiilen
gleichzeitig gemessen werden, ist eine Analyse von Einzelmolekiilmessungen nicht
per se quantitativ. Stattdessen muss hier eine ausreichend hohe Statistik aus
Datenpunkten einzelner aufgezeichneter Molekiile erstellt werden, die nachfolgend
quantitativ analysiert werden konnen. Daher soll in diesem Abschnitt untersucht
werden, welche Grofle dieser Datenpool im vorliegenden System haben sollte,
damit eine quantitative Aussage iiber die Kinetik der lokalen Dynamiken von
Hsp90 getroffen werden kann. Hierfiir wurde ein vergleichsweise umfangreicher
Datensatz von LidA"*2+DS’f64¢_Hsp90 (Datenpunkte pro untersuchter Kinetik:
N=>270) verwendet und dieser einmal in seiner Ginze und zweimal mit
unterschiedlich groBlen Bruchteilen von 50 bzw. 100 Datenpunkten pro zu
untersuchender Kinetik ausgewertet (vgl. dazu Abschnitt 3.5 bzw. 3.6). Die
erhaltenen Zeitkonstanten aus den Analysen wurden dann miteinander verglichen.
Im Vergleich zum gesamten Datensatz verdanderten sich die Werte bei Verwendung
von nur 50 Datenpunkten um maximal 12 %. Wurden hingegen 100 Datenpunkte
pro Kinetik untersucht, wurde eine Abweichung von maximal 7 % im Vergleich
zum gesamten Datensatz beobachtet. Das legt nahe, dass eine Statistik aus 100
Datenpunkten pro zu untersuchender Kinetik ausreichend ist, um die lokalen
Dynamiken in Hsp90 quantitativ gut beschreiben zu konnen. Auch eine Statistik
aus 50 Datenpunkten beschreibt die Daten ausreichend, es treten jedoch stirkere
Abweichungen auf, weshalb diese Anzahl nicht unterschritten werden sollte. Bei
den unter Abschnitt 3.6 analysierten Datensédtzen wurde sich an der GroBle des

Datensatzes von ca. 100 Datenpunkten pro Kinetik orientiert.

3.5 Datenanalyse mittels Python Routine 2CsmPET

Die Zweifarben-PET-Fluoreszenzspuren einzelner Hsp90-Molekiile, wie sie unter
Abschnitt 3.4.3 gezeigt sind, miissen auf Ubergiinge zwischen fluoreszierendem
An- und PET-geloschtem Aus-Zustand analysiert werden. Durch den Umfang der
Datensédtze an (auch von nicht funktionalen Hsp90-Molekiilen stammenden)
Einzelmolekiilspuren ist eine hindische Auswertung nicht realisierbar und dariiber
hinaus anfillig fiir eine subjektive Auswahl. Da die bildgebende Einzelmolekiil-
PET-Methode erst im Rahmen dieser Arbeit entwickelt wurde, gibt es nach
derzeitigem Kenntnisstand keine frei verfligbare Software, welche den nétigen

Bediirfnissen entspriche. Daher wurde eine eigene Routine in der
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Programmiersprache Python entwickelt, die unter Zuhilfenahme verschiedener
Signalverarbeitungsroutinen und Filtermechanismen in der Lage ist,
PET-Ereignisse und deren Ubergiinge in Intensititszeitspuren zu identifizieren und
zu analysieren. Auch im gut etablierten Feld der Einzelmolekiil-FRET-
Untersuchungen sind benutzerdefinierte Skripte zur Visualisierung und
Prozessierung der Daten noch immer verbreitet (Lerner et al. 2021). Im Folgenden
wird die grundsitzliche Arbeitsweise des entwickelten Python-Codes 2CsmPET
vorgestellt, dabei werden alle Schritte der Routine iterativ fiir jede
Einzelmolekiilspur jeweils fiir den roten und griinen Kanal durchgefiihrt. Im
Wesentlichen werden die Intensitdtsspuren zunéchst geglittet, um Rauschen zu
minimieren. Anschlielend werden iiber ein Multiskalen-Produkt, wie von Mallat
und Zhong 1992 beschrieben und von (Brian M. Sadler, Ananthram Swami 1998;
Sadler und Swami 1999) implementiert, spontane Intensitéitsstufen detektiert und
lokalisiert. Diese Ubergiinge bzw. die Verweildauern in An- und Aus-Zustinden
werden dann {iber verschiedene Filter analysiert und in rotem und griinem Kanal

miteinander abgeglichen.

Zuerst wird ein datenspezifischer Schwellenwert fiir die spitere Detektion von
Intensititsstufen ermittelt, was ein sogenanntes hartes Kriterium darstellt (Lerner et
al. 2021) und schon viele Schritte der Routine beansprucht, die anschlieend zur
tatsdchlichen Datenanalyse verwendet werden. Dabei wird iiber alle Spuren des
roten und grilnen Kanals separat iteriert. Nach  verschiedenen
Signalverarbeitungsschritten, wie Normalisierung der Intensititsspur auf eins und
Abzug der mittleren Intensitit, wird das Signal iiber einen 1-D GauB-Filter
(gaussian_filterld) der Programmierbibliothek NumPy geglattet (Harris et al.
2020). Anschlieend wird eine Modulfunktion (mz_fwt aus step detect), die von
Thomas Kahn entwickelt wurde, auf die Intensititsspur angewandt, wobei ein
Multiskalen-Produkt gebildet wird. Dieses fiihrt zu einer scharfen Detektion
abrupter Intensititsstufen bei gleichzeitiger —Unterdriickung  gradueller
Intensititsdnderungen. Anschliefend wird {iber Anlegen eines initialen, niedrigen
Schwellenwerts (0,01) mithilfe einer weiteren Funktion des Moduls von Thomas
Kahn (find_steps aus step_detect) anndhernd jegliche abrupte Intensitdtsénderung
als Stufe erkannt und gesammelt. Dabei wird auch die Hohe der Stufe ausgelesen.
Nachdem alle Stufen aus allen Spuren des Kanals gesammelt wurden, wird daraus
iiber Mittelung der Stufenhohen der datenspezifische Schwellenwert berechnet. Der
Mittelwert zeigte sich dabei empirisch als gut geeignet, um als Schwellenwert
nachfolgend die meisten PET-Ereignisse zu erkennen, ohne zu viele falsch positive

Ereignisse zu detektieren.

73



Ergebnisse

AnschlieBend wurden die beschriebenen Schritte bis hin zur Detektion der Stufen
identisch durchlaufen, wobei nun anstelle des initialen Schwellenwerts der
ermittelte datenspezifische Schwellenwert verwendet wurde. AuBlerdem wird
diesmal gleichzeitig liber roten und griinen Kanal iteriert. Sind gefundene Stufen
detektiert worden, werden diese Ubergiinge und die zugehdrigen Verweildauern in
den jeweiligen Zustdnden Spur flir Spur gefiltert und analysiert. Dies geschieht iiber
mehrere Kriterien, deren Umsetzung durch selbst geschriebene Funktionen erreicht
wurde. Zunichst muss in jedem Kanal mindestens eine Verweildauer im An- und
Aus-Zustand vorhanden sein. Dariiber soll nach funktionalen Hsp90-Molekiilen
gefiltert werden. Des Weiteren sind nur alternierende Uberginge erlaubt, also keine
An-An- oder Aus-Aus-Ereignisse, da diese nicht von PET-Fluoreszenzsonden
verursacht sind. Dariiber hinaus wurde eine Funktion erstellt, die nach
Bleichereignissen in den Intensitétsspuren sucht, was ein géangiges Kriterium im
Filterungsprozess von Einzelmolekiilintensitdtsspuren ist (Lerner et al. 2021). Ist
das der Fall, werden Uberginge in beiden Kanilen, die zeitlich gesehen nach dem
Bleichereignis stattfinden, nicht berticksichtigt, da dadurch eine Verzerrung der
Auswertung beziiglich Gleichzeitigkeit beider Kanédle entstehen wiirde. Letzten
Endes werden die Verweildauern im jeweiligen An- bzw. Aus-Zustand ausgelesen
und die zugehorigen Uberginge in beiden Kanilen auf Gleichzeitigkeit hin
untersucht. Dabei wurde ein Zeitfenster von 1,8 s fiir eine bestehende
Gleichzeitigkeit verwendet, was 6 Einzelbildern der Zeitserie entspricht. Diese
Anzahl kann theoretisch im Skript manuell werden. Die beschriebenen Schritte
werden fiir jede Spur, die von einem Hsp90A10342 JF646_Molekiil stammt, iterativ
durchgefiihrt. Dabei werden dem Anwender jede Spur und die darin gefundenen
Ubergiinge, wie in Abbildung 3-18 exemplarisch dargestellt, gezeigt. Erst durch
manuelle Bestitigung der Ergebnisse werden die Werte gespeichert bzw. bei
Nichtbestitigen verworfen und es wird zur nichsten Spur tibergegangen. Auflerdem
ist es moglich, verschiedene Parameter — wie den Glattungsgrad durch den GauB3-
Filter, den angewendeten Schwellenwert oder die Anzahl an Skalen des
Multiskalen-Produkts — der Intensititsspur manuell fiir die jeweilige Spur zu
verdandern. Dariiber hinaus ist es moglich, einzelne fdlschlicherweise erkannte
Ubergiinge manuell nicht zu beriicksichtigen, z.B. Uberginge nach nicht
detektiertem Bleichereignis. Nach jeder Anderung eines Parameters wird die
entsprechende Spur erneut ausgewertet und dem Anwender zur Bestitigung
prasentiert. Ist das Skript durch alle Spuren iteriert, werden die absoluten
Verweildauern im An- und Aus-Zustand fiir roten und griinen Kanal in der Einheit

Einzelbild (engl.: frames) sowie die Anzahl an gleichzeitigen und nicht
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gleichzeitigen Ubergingen des Datensatzes als Datei abgespeichert. Die
exemplarische Analyse einer Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspur
wiéhrend der Analyse mithilfe des Python Codes ist in Abbildung 3-18 dargestellt.
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Abbildung 3-18: Exemplarische Auswertung einer Zweifarben-Einzelmolekiilspur
wihrend der Analyse mithilfe der entwickelten Python-Routine. Gezeigt sind eine
exemplarische Auswertung einer Zweifarben-Zeitspur und die gleichzeitig ablaufenden
Signalverarbeitungs-, Prozessierungs- und Analyseroutinen. Rechts oben ist eine
Zweifarben-Spur dargestellt, wie sie dem Anwender wahrend der Auswertung présentiert
wird, rechts unten ist ein Zoom-In gezeigt. Der griine Kanal ist in griin, der rote in magenta
dargestellt. Panel 1 und 2 zeigen die Roh- bzw. normierten Intensitétsspuren, Panel 3 zeigt
die geglitteten Spuren und Panel 4 das gebildete Multiskalenprodukt und die
datenspezifischen Schwellenwerte beider Kanéle als horizontale Linien. Die gefundenen
Ubergiinge sind als gestrichelte vertikale Linie in jedes Paneel gezeichnet, um die
Bestétigung der Ergebnisse zu erleichtern. In Panel 1 sind zudem die An- und Aus-
Zustiande durch horizontale Balken in dunklen bzw. hellen Farbvarianten dargestellt. Links
sind die jeweilig zugrundeliegenden Routinen des Codes, die wéahrend der verschiedenen
Schritte der Spuren-Analyse durchgefiihrt werden, aufgelistet. Dabei wird z.B. ein
Bleichereignis im griinen Kanal nach nicht ganz 1000 Einzelbildern erkannt und die
nachfolgenden Ubergiinge im roten Kanal verworfen. Die Ubergiinge vor diesem Zeitpunkt
werden in beiden Kanidlen erkannt und auf Alternation hin geprift sowie auf
Gleichzeitigkeit hin analysiert.
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3.6 Kinetik am einzelnen Molekiil

Die mittels 2CsmPET  erhaltenen Daten zu  Verweildauern der
Hsp90-PET-Fluoreszenzreporter in fluoreszierendem und PET-geloschtem
Zustand wurden anschlieBend weiter analysiert. Die Zeitdauern, die das Hsp90-
Protein im jeweiligen Zustand (z.B. offener Lid, geschlossener Lid) verbringt
(Verweildauern), konnen Aufschluss iiber die Raten- bzw. Zeitkonstanten des
Konformationszyklus geben (Mickler et al. 2009). Dafiir wurde anstelle der
einfachen die integrierte Verteilung der Verweildauern zur mathematischen
Naherung verwendet, da diese unabhingig von der Klasseneinteilung der Daten ist
und damit eine geeignete — weil robuste — Analyse ermdglicht (Mickler et al. 2009;
Gebhardt et al. 2006). Eine Moglichkeit besteht darin, alle Datenpunkte eines
Datensatzes zusammenzufiithren und deren integrierte Verteilung mathematisch
anzundhern, wie es in (Mickler et al. 2009; Ratzke et al. 2010; Ratzke et al. 2012)
realisiert wurde. Dabei wird zwar ein — zumeist sehr kleiner — Annéherungsfehler
erreicht, dieser beinhaltet jedoch keinerlei Fehlerquellen wie Aufzeichnung der
Messung bzw. Probenvorbereitung. Deshalb wurde sich dazu entschieden, den
Datenpool fiir jede untersuchte Kinetik in drei Subdatenpools zu unterteilen. Diese
werden ausgewertet und daraus wird die mittlere Zeitkonstante mit Fehler
(Standardabweichung) berechnet. Der so erhaltene Fehler ist zwar meist grofer als
der Anndherungsfehler, beriicksichtigt dafiir aber experimentelle Ungenauigkeiten

und wurde daher préferiert.

3.6.1 NM- und Lid-Dynamik

Die kinetische Datenanalyse der Kombination aus NM-Assoziation und
Lid-Schluss bzw. NM-Dissoziation und Lid-Offnung (LidA"**+NM'F%4¢) ist in
Abbildung 3-19 dargestellt. Uber die Analyse der Verweildauern im
fluoreszierenden Zustand kann die Zeitkonstante der NM-Assoziation bzw. des
Lid-Schlusses ermittelt werden, iiber die Verweildauern im PET-geloschten
Zustand hingegen die NM-Dissoziation bzw. Lid-Offnung.
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Abbildung 3-19: Verweildaueranalyse von LidA"5+NM'F*6_.Hsp90. In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensétze fiir Lid-Schluss (b, griin) und NM-Assoziation (b, magenta).
(c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir Lid-Offnung (c, griin) und
NM-Dissoziation (¢, magenta). Die schwarzen Linien stellen monoexponentielle
Anndherungen an die Daten dar. In (c) sind aufgrund der Hiufung kurzer Verweildauern
VergroBerungen gegeben.

Die monoexponentielle Ndherung wurde nur auf die tatsédchlichen Datenpunkte (fiir
x>0 bis x=max) angewandt und beschreibt alle Graphen gut. Anhand der Graphen
kann man erkennen, dass die Verweildauern fiir die jeweilige Offnungskinetik
verglichen mit den SchlieBungskinetiken zu kiirzeren Zeiten verschoben sind. Das
zeigt sich nach Mittelung der Zeitkonstanten aus den drei Teildatensétzen mit den
Werten von 141 + 8 s bzw. 16 + 3 s fiir NM-Assoziation bzw. -Dissoziation und
den Werten 98 + 35 s bzw. 15 + 3 s fiir Lid-Schluss bzw. Lid-Offnung deutlich,
Offnungs- und SchlieBungsdynamiken fiir NM und Lid liegen damit im
gegenseitigen Fehlerbereich (Standardabweichung). Der NM-Assoziation liegen
insgesamt 92 Ubergiinge (N=92) zugrunde, der Dissoziation N=125, dem
Lid-Schluss N=78 sowie der Lid-Offnung N=110.

In Abbildung 3-20 ist die gleiche Reporterkombination mit vertauschten

Farbstoffen als Fluoreszenzsonden (NMA"0342+1id’F64¢) gezeigt.
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Abbildung 3-20: Verweildaueranalyse von NMA®5424+ jd’F46_.Hsp90. In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensétze fiir NM-Assoziation (b, griin) und Lid-Schluss (b, magenta).
(c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir NM-Dissoziation (c, griin) und
Lid-Offnung (c, magenta). Die schwarzen Linien stellen monoexponentielle Annéherungen
an die Daten dar. In (c) sind aufgrund der Haufung kurzer Verweildauern VergroBerungen
gegeben.

Auch hier sind die monoexponentiellen Anndherungen nur auf die tatsdchlichen
Datenpunkte angewandt und beschreiben alle Graphen gut. Es ergeben sich
folgende Werte fiir die SchlieBungs- bzw. Offnungskinetiken: Die NM-Assoziation
findet nach 94 + 14 s und die Dissoziation nach 13 + 1 s statt. Der Lid schlief3t sich
nach 85 = 17 s und 6ffnet sich ebenfalls nach 13 + 1 s. Auch hier liegen die
Offnungs- bzw. SchlieBungskinetiken beider Reporter im gegenseitigen
Fehlerbereich  (Standardabweichung). = Die = Anzahl  der  insgesamt
zugrundeliegenden Uberginge betrigt N=160 fiir die NM-Assoziation und N=224
fiir die -Dissoziation. Dem Lid-Schluss liegen N=180 und der Lid-Offnung N=245

Uberginge zugrunde.
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3.6.2 DS- und NM-Dynamik

Die integrierte Verteilung der Verweildauern der Kombination aus
Dominenwechsel- und NM-Assoziationsreporter mittels DSA"*2+NM'F64¢_Hsp90
ist in Abbildung 3-21 dargestellt.
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Abbildung 3-21: Verweildaueranalyse von DSA"S2+NM'F646_Hsp90. In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensédtze fir Domadnenwechsel (b, griin) und NM-Assoziation (b,
magenta). (c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir riickwértigen
Doménenwechsel (c, griin) und NM-Dissoziation (¢, magenta). Die schwarzen Linien
stellen monoexponentielle Anndherungen an die Daten dar. In (c) sind aufgrund der
Haufung kurzer Verweildauern Vergrofierungen gegeben.

Die monoexponentielle Néherung der tatsdchlichen Datenpunkte beschreibt alle
Graphen gut und fiihrt zu mittleren Zeitkonstanten von 46 + 5 s fiir den
Doménenwechsel und 13 + 2 s fiir seinen riickwirtigen Wechsel. Fiir die
NM-Assoziation ergibt sich eine mittlere Zeitkonstante von 46 + 4 sund 12+ 2 s
fiir deren Dissoziation, womit die Kinetiken von Doméinenwechsel- und
NM-Reporter im gegenseitigen Fehlerbereich (Standardabweichung) liegen.
Zugrunde liegen Ubergangsanzahlen von N=119 und N=143 fiir den
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Doménenwechsel bzw. riickwértigen Wechsel und N=113 und N=138 fiir NM-
Assoziation und -Dissoziation.

Die Verweildauerverteilung derselben Reporterkombination, aber mit vertauschten

Farbstoffsonden (NMA103424DSF646) st in Abbildung 3-22 dargestellt.
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Abbildung 3-22: Verweildaueranalyse von NMA®5424DSIF646_Hsp90, In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensitze fiir NM-Assoziation (b, griin) und Doménenwechsel (b,
magenta). (c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir NM-Dissoziation (c, griin)
und riickwértigen Domédnenwechsel (c, magenta). Die schwarzen Linien stellen
monoexponentielle Anndherungen an die Daten dar. Aufgrund der Haufung kurzer
Verweildauern sind jeweils VergroBBerungen gegeben.

Die tatsdchlichen Datenpunkte lassen sich jeweils durch monoexponentielle
Dabei sich fiir die NM-Assoziation

und -Dissoziation mittlere Zeitkonstanten von 26 + 2 s bzw. 14 + 1 s und fiir den

Néherungen beschreiben. ergeben
Doménenwechsel und riickwirtigen Wechsel 23 +£4 s bzw. 13 &+ 2 s. Damit liegen
die Kinetiken der Dynamiken bei Klammerschluss und Offnung von Hsp90 jeweils
im gegenseitigen Fehlerbereich (Standardabweichung). Die zugrundeliegenden
N=125 und N=138 fiir NM-Assoziation

und -Dissoziation sowie N=135 und N=148 fiir Domanenwechsel und riickwértigen

Verweildauerzahlen betragen

Doménenwechsel.
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3.6.3 DS- und Lid-Dynamik

Die Verweildauern der letzten Kombination der drei PET-Fluoreszenzreporter aus
DS und Lid sind zunichst fiir DSA%03424+1jd’F64¢ in Abbildung 3-23 dargestellt.
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Abbildung 3-23: Verweildaueranalyse von DSA"S24Lid"F%46.Hsp90. In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensitze fiir den Dominenwechsel (b, griin) und Lid-Schluss (b,
magenta). (c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir den riickwértigen
Dominenwechsel (c, griin) und die Lid-Offnung (c, magenta). Die schwarzen Linien
stellen monoexponentielle Anndherungen an die Daten dar. In (c) sind aufgrund der
Héaufung kurzer Verweildauern VergroBBerungen gegeben.

Die Anzahl analysierter Verweildauern fallt bei dieser Kombination mit N=69 fiir
Doménenwechsel, N=81 fiir riickwirtigen Wechsel, N=66 fiir Lid-Schluss und
N=78 fiir dessen Offnung geringer aus, was sich in teilweise etwas ungenaueren
Néherungen zeigt. Dennoch ist die minimale Datensatzgroe deutlich tiberschritten
(vgl. Abschnitt 3.4.5) und alle Graphen lassen sich unter Verwendung der
tatsdchlichen Datenpunkte durch monoexponentielle Anndherung beschreiben. Es
werden mittlere Zeitkonstanten von 56 + 27 s fiir den Doménenwechsel und
14 + 3 s fiir den riickwértigen Wechsel sowie 64 + 37 sund 16 + 3 s fiir Lid-Schluss
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und -Offnung ermittelt. Doménenwechsel und Lid-Schluss bzw. riickwirtiger
Dominenwechsel und Lid-Offnung liegen damit in ihren Zeitkonstanten im
gegenseitigen Fehlerbereich (Standardabweichung).

Dieselbe =~ Reporterkombination = mit  vertauschten  Farbstoffpositionen
(LidAt03424DSIF646)  bzw. deren Verweildaueranalyse ist in Abbildung 3-24
dargestellt.
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Abbildung 3-24: Verweildaueranalyse von LidA'"52+DS'F646.Hsp90. In (a) sind die
verschieden markierten PET-Reporter schematisch dargestellt. (b) zeigt die kumulativen
Summen der drei Datensédtze fiir den Lid-Schluss (b, griin) und Doménenwechsel (b,
magenta). (c) zeigt analog dazu die kumulativen Summen fiir die Lid-Offnung (c, griin)
und den riickwirtigen Doménenwechsel (c, magenta). Die schwarzen Linien stellen
monoexponentielle Anndherungen an die Daten dar. Aufgrund der Héufung kurzer
Verweildauern sind jeweils Vergro3erungen gegeben.

Alle Graphen lassen sich unter Verwendung der tatsdchlichen Datenpunkte gut
durch monoexponentielle Ndherungen beschreiben. Dabei ergeben sich mittlere
Zeitkonstanten von 11 + 1 s und 15 + 2 s fiir Lid-Schluss und —Offhung sowie
12+2s und 14 £ 1 s fiir den Domadnenwechsel und riickwiartigen Wechsel.
Lid-Schluss- und Dominenwechselkinetik sowie Lid-Offnungs- und riickwirtige

Doménenwechselkinetik liegen innerhalb der Fehlertoleranz
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(Standardabweichung). Es wurden N=278 bzw. N=290 Verweildauern fiir Lid-
Schluss bzw. —Offnung untersucht und N=301 bzw. N=282 fiir Dominenwechsel

bzw. riickwartigen Wechsel.

3.6.4 Ahnliche Zeitkonstanten der Dynamiken

Die einzelnen lokalen Dynamiken wurden redundant aufgezeichnet, um jedes der
drei mobilen Elemente mit jedem anderen mobilen Element gleichzeitig an einem
Molekiil zu untersuchen, was eine eindeutigere Aussage iiber deren wechselseitige
Kooperation ermoglichen soll. Dariiber hinaus sollte durch die zusétzliche
Aufzeichnung derselben Reporterkombination mit vertauschten Farbstoffsonden
ein moglicher Einfluss der Farbstoffe selbst auf die mobilen Elemente von Hsp90
untersucht werden. Dazu sind die Zeitkonstanten aus Abschnitt 3.6.1 - 3.6.3 in
Abbildung 3-25 vergleichend dargestellt.
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Abbildung 3-25: Zeitkonstanten der verschiedenen PET-

Fluoreszenzreporterkombinationen in Hsp90. Zeitkonstanten der unter Abschnitt
3.6.1-3.6.3  beschriecbenen = Reporterkombinationen und deren Fehlerbereiche
(Standardabweichung). Zeitkonstanten des jeweiligen Reporters sind fiir Atto542 in griin,
fiir JF646 in magenta dargestellt. Dynamiken, die den globalen Klammerschluss von Hsp90
begleiten, sind als offene Saulen, diejenigen, die die Klammeroffnung begleiten, als
geschlossene Séulen gezeigt.

Die mittleren Zeitkonstanten der die Klammerdffnung von Hsp90 begleitenden

Dynamiken (NM-Dissoziation, Lid-Offnung und riickwiirtiger Domiinenwechsel)
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liegen zwischen 12 s und 16 s und fiir alle Kombinationspaare innerhalb der
gegenseitigen Fehlerbereiche (Standardabweichung). Hier ist weder eine
Beeinflussung durch den jeweiligen Farbstoff noch durch die Kombination der
Reporter zu beobachten. Die mittleren Zeitkonstanten der den Klammerschluss
begleitenden Dynamiken (NM-Assoziation, Lid-Schluss und Doménenwechsel)
zeigen eine groBBere Variation. Die Kombination aus NM und Lid zeigt unabhéngig
von der Farbstoffposition eine Zeitkonstante im Bereich von ca. 90 s. Der Lid
weicht in der Kombination LidA"324+NM'4® mit einer hoheren Zeitkonstante
etwas ab, liegt dabei aber innerhalb des Fehlers des begleitenden NM-Reporters.
Die Farbstoffposition hat hier keinen tibergeordneten Einfluss auf die Dynamik der
mobilen Elemente. In den {iibrigen Reporterkombinationen, die jeweils den
Dominenwechsel beinhalten, zeigt sich eine etwas kiirzere Zeitkonstante von
ca. 50 - 55 s, wenn Atto542 den Dominenwechsel anzeigt. Gibt hingegen JF646
den Domidnenwechsel wieder, liegt die Zeitkonstante bei ca. 10-20 s. Die
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Modifikation des N-terminalen -Faltblatts
an der Stelle A2C, wie sie beim DS-Reporter verwendet wird, die lokalen
Konformationsdynamiken, die den Klammerschluss begleiten, beschleunigt. Die
Beschleunigung zeigt sich dabei ebenfalls bei der jeweils mitaufgezeichneten
zweiten Dynamik. Der Farbstoff Atto542 hat dabei an der Position A2C einen
geringeren Einfluss, der Effekt durch JF646 ist hingegen ausgeprigt. Beriicksichtigt
man folglich die Reporterkombinationen aus Lid+NM, sowie DS+NM und
DS+Lid, wobei der DS stets durch den weniger stark beeinflussenden Farbstoff
Atto542 wiedergegeben wird, erhélt man fiir alle mobilen Elemente dhnliche
Zeitkonstanten im Bereich von ca. 50-90 s fiir die SchlieBungsdynamiken und ca.
15 s fiir die Offnungsdynamiken. Die meisten davon liegen im gegenseitigen

Fehlerbereich (Standardabweichung).

3.6.5 Einfluss der A2W Mutation auf die NM + Lid-

Reporterkombination

Der beobachtete Beschleunigungseffekt durch die Modifikation des terminalen
B-Faltblatts sollte genauer untersucht werden. Dafiir wurde in der Kombination aus
Lid+NM an der Position des Farbstoffs im DS-Reporter (A2C) ein Tryptophan
eingebracht und der Effekt sowohl auf Einzelmolekiilebene in
LidAto3424+ A2W-NM'F646_Hsp90 als auch mittels konventioneller Spektroskopie an
A2W-NM’F646_Hsp90 untersucht (Abbildung 3-26).
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Abbildung 3-26: Effekt durch A2W-Mutation auf Lid*"****+NM'F%¢ ynd NM’F64¢, Tn
(a) sind die verschieden markierten PET-Reporter und die A2W-Mutation schematisch
dargestellt. (b) zeigt konventionelle fluoreszenzspektroskopische Intensitétszeitspuren von
NM’F46.Hsp90 (orange) und A2W-NM'T46-Hsp90 (blau). Zum Zeitpunkt t=0 wurden
2mM AMP-PNP zugegeben. (c) und (d) zeigen die Verweildaueranalyse des
LidAt3424+ A2W-NM'F646 Einzelmolekiilkonstrukts. Der Lid- ist in griin (Atto542), der NM-
Reporter in magenta (JF646) dargestellt. In (d) sind aufgrund der Héufung kurzer
Verweildauern VergroBerungen gegeben. Schwarze Linien stellen exponentielle
Niherungen an die Daten dar.

Die integrierten Verweildauern konnen unter Verwendung der tatsdchlichen
Datenpunkte jeweils gut durch eine monoexponentielle Ndherung beschrieben
werden. Dabei ergeben sich mittlere Zeitkonstanten von 85 & 14 s bzw. 16 & 2 s fiir
Lid-Schluss bzw. —Offnung und 72 + 26 s bzw. 15 £ 2 s fiir NM-Assoziation
bzw. -Dissoziation. Zugrunde liegen Verweildaueranzahlen von N=78 und N=105
fiir Lid-Schluss und -Offnung bzw. N=88 und N=115 fiir NM-Assoziation
und -Dissoziation. Die SchlieBungs- bzw. Offnungsdynamiken beider Reporter
liegen im gegenseitigen Fehlerbereich (Standardabweichung). Die konventionellen
fluoreszenzspektroskopischen Intensitétszeitspuren des wildtypischen
NM-Reporters und A2W-NM-Reporters lassen sich gut bi-exponentiell anndhern.
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Aus jeweils drei Wiederholungsmessungen wurden mittlere Zeitkonstanten von
0,18 £ 0,01 min' fir NM"Hsp90 und 029 + 0,03 min! Aiir
A2W-NM'F64_Hsp90 ermittelt.

Die unter Abschnitt 3.6.4 vermutete Beschleunigung der lokalen
Konformationsdynamiken wihrend des Klammerschlusses von Hsp90 durch die
Modifikation am N-Terminus kann durch die Mutation A2W erfolgreich imitiert
werden. Dabei verringert sich die Zeitkonstante der NM+Lid-Kombination von
ungefdhr 90 s auf ca. 75 s (vgl. Abschnitt 3.6.4), wodurch der Bereich, in dem die
Zeitkonstanten aller Reporterkombinationen liegen, sich nochmals auf ca. 50-80 s
verdichtet. Der Effekt der N-terminalen Modifikation kann auflerdem mittels
etablierter konventioneller Spektroskopie-Messungen an nicht fiir die
Einzelmolekiilspektroskopie modifiziertem Hsp90 reproduziert werden (Schulze et
al. 2016).

3.6.6 NM- und Lid-Dynamik ohne coiled-coil-Motiv

Bei der Pilotmessung eines Konstruktes (LidA"*+NM’F%46) dem das coiled-coil-
Motiv entfernt wurde und stattdessen die Biotin-Neutravidin-Biochemie zur
Dimerisierung verwendet wurde, (vgl. Abschnitt 3.4.1) konnten die in Abbildung
3-27 dargestellten Verweildauern aufgezeichnet werden.
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Abbildung 3-27: Verweildaueranalyse von Lid*"5*2+NM'F4_Hsp90 ohne coiled-coil-
Motiv. Gezeigt sind die kumulativen Summen der drei Datensitze fiir Lid-Schluss ((a),
griin, Atto542) und NM-Assoziation ((a), magenta, JF646). (b) zeigt analog dazu die
kumulativen Summen fiir Lid-Offnung ((b), griin) und NM-Dissoziation ((b), magenta).
Die schwarzen Linien stellen monoexponentielle Anndherungen an die Daten dar. In (b)
sind aufgrund der Haufung kurzer Verweildauern VergroBBerungen gegeben.
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Die integrierten Verweildauern lassen sich unter Verwendung der tatsdchlichen
Datenpunkte durch eine monoexponentielle Ndherung beschreiben. Die ermittelte
mittlere Zeitkonstante betrigt fiir den Lid-Schluss 55 + 25 s und fiir dessen Offnung
14+ 2s. Die Zeitkonstante der NM-Assoziation bzw. -Dissoziation betrdgt
54+23s bzw. 14=+3s. Die zugrundeliegenden Verweildauern betragen fiir
Lid-Schluss und -Offnung N=159 bzw. N=184 und fiir NM-Assoziation
und -Dissoziation N=172 bzw. N=199. Die Zeitkonstanten fiir die Lid- und
NM-Dynamiken liegen dabei im gegenseitigen Fehlerbereich
(Standardabweichung).

Sowohl die Klammerdffnungs- als auch die KlammerschlieBungsdynamiken liegen
im Bereich der Zeitkonstanten, die fiir die Konstrukte mit Coiled-coil gemessen
wurden (Klammerschluss: ca. 50-80 s, Klammeroffnung: ca. 14 s). Damit war es
moglich, funktionale Hsp90At0342 F646_\olekiile ohne Coiled-coil und stattdessen

durch die Biotin-Neutravidin-Biochemie vermittelt zu immobilisieren.

3.7 Synchronitit dominiert lokale Konformationsdnderungen in
Hsp90

Die kinetische Analyse der PET-Fluoreszenzreporterpaare unter Abschnitt 3.6
zeichnet ein Bild von entfernten lokalen Konformationsdynamiken in Hsp90, die
mit Zhnlichen Ubergangszeiten stattfinden. Dabei zeigten sich jeweils fiir beide
PET-Reporter eines Reporterpaares im Fehlerbereich gleiche Zeitkonstanten, bei
verschiedener Kombinatorik der einzelnen Paare ergeben sich auBlerdem sehr
dhnliche Zeitkonstanten der Zustandsiiberginge. Zusammengenommen deutet das
auf kooperative Umlagerungen der mobilen Elemente in Hsp90 hin, wie sie in
konventioneller spektroskopischer Untersuchung bereits beobachtet werden
konnten (Schulze et al. 2016). Allerdings ist die zeitliche Auflosung (Variation der
Zeitkonstanten bei Klammerschluss ca. 20-30 s) nicht ausreichend, um dariiber eine
Gleichzeitigkeit der entfernten lokalen Umlagerungen eindeutig festzustellen. So
kann auch das Modell des intermediatbasierten Konformationszyklus (vgl.
Abschnitt 1.2.3) zutreffend sein. Das gilt zumindest fiir die den Klammerschluss
begleitenden Umlagerungen, die die Klammer6ffnung begleitenden Umlagerungen
zeigen bereits innerhalb weniger Sekunden dieselbe Kinetik. Um die Frage nach
Synchronitdt der lokalen Umlagerungen beantworten zu kénnen, ist eine hohere
Zeitauflosung notwendig. Dies wurde durch ein Analysemerkmal der
Python-Routine  (vgl.  Abschnitt 3.5) ermoglicht, die bei jeder

Zweifarben-Einzelmolekiil-Fluoreszenzzeitspur die zeitliche Koinzidenz der
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Ubergiinge zwischen PET-geloschtem und nicht geldschtem Zustand zwischen
beiden Kanilen iiberpriift. Das Zeitfenster, um einen Ubergang als gleichzeitig
einzustufen, ist mit ~2 s fiir ein auf Minuten-Skala aktives Protein ausreichend klein
gewihlt. Durch die Gegeniiberstellung der prozentualen Anteile an gleichzeitigen
und nicht gleichzeitigen Ubergéingen im jeweiligen Kanal und damit der jeweiligen
lokalen Konformationsédnderung soll ermittelt werden, inwiefern Synchronitét der
mobilen Elemente eine Rolle im Konformationszyklus des Chaperons spielt.
AuBerdem sind damit Zustandsiibergénge, die gelegentlich nur in einem Kanal
auftreten (Abbildung 3-28, (b)), ebenfalls in der Analyse beriicksichtigt. In
Abbildung 3-28 sind dazu die Analyse der synchronen und nicht synchronen
Ubergiinge fiir die Reporterpaare LidAM0*2+NMF646 bzw. LidA*2+A2W-
NMF646  DQAtOS2LNMIF646  ynd DSAMS424]id'Fo46 sowie eine beispielhafte
VergroBerung mehrerer Ubergiinge (Abbildung 3-28, (c)) dargestellt.
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Abbildung 3-28: Analyse der Gleichzeitigkeit der simultan aufgezeichneten
PET-Fluoreszenzreporter. In (a) sind die prozentualen Anteile der innerhalb von ~2 s
gleichzeitig bzw. ungleichzeitig ablaufenden Zustandsiibergéinge von PET-geloscht zu
nicht geléscht und umgekehrt fiir die Reporterkombinationen LidA®3*2+NM!F646,
LidAtos424+ A2W-NMF646 DSAteS2 - NMIFO46 ynd DSAM24Lid'Fé46 dargestellt. Der jeweils
erste  Balken reprisentiert den AttoS542-markierten Reporter, der zweite den
JF646-markierten. In schwarz ist der Anteil als gleichzeitig eingestufter Ubergiinge, in grau
der Anteil als nicht gleichzeitig eingestufter Ubergiinge dargestellt. (b) zeigt eine
exemplarische Zweifarben-Einzelmolekiilspur, in welcher ein Reporter in einen
Aus-Zustand {ibergeht, ohne dass ein Pendant im anderen Kanal vorhanden wire (Pfeil). In
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(c) sind mehrere Ubergiinge in VergroBerung dargestellt, sodass die Koinzidenz beider
Kanile sichtbar wird.

Bei allen Reporterpaaren ist die liberwiegende Mehrheit aller aufgezeichneten
Uberginge zwischen den beiden Zustéinden fluoreszierend — und damit die offene
Konformation von Hsp90 widerspiegelnd — und PET-geloscht — dabei die
geschlossene Konformation widerspiegelnd — synchron. Die jeweiligen Anteile der
dabei ungleichzeitig ablaufenden Ubergiinge liegen im Durchschnitt bei etwa 12 %
mit minimal 7 % und maximal 18 %. Hierbei wird nicht unterschieden, ob die
Ubergiinge sequenziell und dabei in einem Abstand > 1,8 s ablaufen oder ob nur in
einem Kanal ein Ubergang zu verzeichnen ist. Des Weiteren ist keine Haufung bei
einem der beiden Farbstoffe oder einem bestimmten PET-Reporter zu beobachten.
So treten bei den Kombinationen aus Lid- und NM-Reporter beim Farbstoff JF646
und bei den Kombinationen aus DS- und NM- bzw. Lid-Reporter beim Farbstoff
Atto542 etwas mehr ungleichzeitige Ubergiinge auf. Auch das Konstrukt mit der
A2W-Modifikation zeigt keine Verdnderung der Anteile an gleichzeitigen und nicht
gleichzeitigen Ubergingen, was dafiirspricht, dass die Modifikation am
N-Terminus das wechselseitige Zusammenspiel der mobilen Elemente nicht

beeinflusst.

Die Analyse ist nicht eindeutig in Bezug auf die Ursache der ungleichzeitigen
Uberginge. Auf diese entfillt im Schnitt mit 12 % aber nur ein sehr kleiner Teil der
im Chaperon ablaufenden Konformationsdynamiken. Die {iberwiegende Mehrheit
der Dynamiken der drei mobilen Elemente (ca. 88 %) laufen im angewendeten
Zeitfenster gleichzeitig ab. Damit zeichnet sich unter hoher zeitlicher Auflosung
eine ilibergeordnete Synchronitit und wechselseitige Abhangigkeit der Dynamiken
von Lid, N-terminalem B-Faltblatt und Interaktion von NTD und MD ab, die in den
Zeitkonstanten schon unter niedrigerer Zeitauflosung beobachtet worden war. Die
lokalen Konformationsdynamiken, die Klammerschluss und —Offnung des

molekularen Chaperons begleiten, sind also stark von Synchronitdt dominiert.
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4 Diskussion

4.1 Atto542 und JF646 ermoglichen robuste bildgebende

Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopie

Vor dem Ziel, lokale Konformationsdynamiken in einzelnen Proteinen iiber
Reportersysteme aufzuzeichnen, die auf dem Phidnomen des photoinduzierten
Elektronentransfers beruhen (PET), liegen mehrere Hiirden. Eine davon wurde vor
wenigen Jahren mit der Entwicklung von PET-Fluoreszenzreportern fiir das
Chaperon Hsp90 genommen. Diese zeigen Konformationsdnderungen von drei
mobilen Elementen wihrend des Schlusses der molekularen Klammer an, als die
Hsp90 verstanden werden kann (Schulze et al. 2016). Das System des Chaperons
ist daher gut geeignet, um die Zweifarben-Einzelmolekiil-
PET-Fluoreszenzspektroskopie zu etablieren, gleichzeitig einen tieferen Einblick in
das biologische System zu erhalten und so das Potenzial der Methode zu evaluieren.
Dazu wurde ein bildgebender Ansatz verfolgt, der an einem Weitfeldmikroskop

durchgefiihrt werden kann.

Anders als in konventioneller Spektroskopie gibt es bei der fluoreszenzbasierten
Einzelmolekiilspektroskopie eine Reihe von Anforderungen an die
Fluoreszenzsonden, aufgrund derer in anderem Kontext hiufig verwendete
fluoreszierende Proteine als Sonden ausscheiden. Stattdessen riicken organische
Farbstoffe mit ihrer geringen Grof3e und guten photophysikalischen Eigenschaften
in den Fokus (Gust et al. 2014). In der Literatur finden sich Untersuchungen zu
organischen Farbstoffen und deren Charakterisierung u.a. nach Photostabilitit,
Redoxpotentialen oder Wasserloslichkeit (Doose et al. 2009; Gust et al. 2014).
Darauf auftbauend wurde eine Auswahl an potenziellen Farbstoffen erstellt, die sich
iiber das gesamte sichtbare Spektrum erstreckt. Die Farbstoffe wurden mittels
sukzessivem Screening auf ihre photophysikalische Eignung zur bildgebenden
Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopie hin iiberpriift, wobei
sich zeigte, dass iiber den gesamten sichtbaren Spektralbereich organische
Farbstoffe zu finden sind, die sich effizient durch Tryptophan 16schen lassen. Diese
Eigenschatft ist die Grundlage fiir die zu etablierende Methode. Andererseits wurden
Farbstoffe wie Atto647N oder SeTau647 identifiziert, die sich zwar laut
Herstellerinformation ~ durch  hohe  Quantenausbeuten (> 60 %) und
Extinktionskoeffizienten (> 150000 M'*cm™) auszeichnen, durch Tryptophan aber

nicht oder nur schwach in ihrer Fluoreszenz geldscht werden (Abbildung 3-3). Die
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genaue Ursache dafiir wurde nicht weiter untersucht, kann aber z.B. in
ungeeigneten Redoxpotenzialen begriindet sein (Doose et al. 2009). Bei weiterer
Untersuchung der 16schbaren Farbstoffe hinsichtlich Photostabilitdt mit Blick auf
das Bleichverhalten wurde ein GrofBteil der Farbstoffe verworfen (Abbildung 4-1).
Im Falle von z.B. Atto488 und Alexa532 lag das an einer generell geringen
Photostabilitdt, was unter anderem in Zusammenhang mit dem energiereichen,
kurzwelligen  Absorptionsbereich stehen konnte. Zum anderen waren
farbstoffspezifisch unterschiedliche Puffer-Bedingungen ausschlaggebend fiir
deren Ausschluss, z.B. zeigte CF660R geringe Photozerstorung unter
sauerstoffreichen, nicht aber unter sauerstofffreien Bedingungen. Aufgrund des
Phianomens DSPO (engl.: dye-sensitized-photo-oxidation) konnen bei ATP-
Verwendung nur sauerstofffreie Bedingungen beriicksichtigt werden, da
molekularer Sauerstoff das Tryptophan im PET-Komplex iiber DSPO leicht
oxidieren kann und damit dessen Fahigkeit, die Fluoreszenz der Farbstoffsonde
iiber PET zu 16schen, irreversibel verloren geht (Nakagawa et al. 1977; Garcia und
Silva. E 1997; Reid et al. 2016). Dieser Effekt kann fiir Einfarben-Experimente mit
dem ATP-Analogon AMP-PNP auch gezielt ausgenutzt werden (Schulze 2017).
Molekularem Sauerstoff in der Pufferlosung kommt dariiber hinaus eine
ambivalente Rolle zu, denn einerseits fithren reaktive Sauerstoffspezies hiufig zur
Zerstorung des m-Elektronensystems von Fluorophoren und damit verbunden zu
schnellen Bleichereignissen, gleichzeitig werden allerdings von organischen
Farbstoffen transient eingenommene Dunkelzustinde, wie z.B. der Triplettzustand,
durch Sauerstoff in der Losung sehr effektiv depopuliert, sodass Photoblinken
unterdriickt wird (Gust et al. 2014). Deshalb wurde dem sauerstofffreien Puffer das
Vitamin E-Derivat Trolox (TX) zugesetzt, das photostabilisierende Effekte
gegentiber Fluorophoren zeigt, indem es zusammen mit seiner Quinonform (TQ)
ein ROXS-System ausbildet und dhnlich wie Sauerstoff ebendiese Dunkelzustéinde
effizient depopuliert (Cordes et al. 2009). Die vielversprechendsten Kandidaten des
Farbstoffscreenings Atto542 und JF646, die auflerdem einfach spektral zu
separieren sind, wurden zundchst um den fiir PET-Experimente etablierten
Oxazin-Farbstoff AttoOxal 1l (Neuweiler et al. 2009; Neuweiler et al. 2010; Ries et
al. 2014; Schulze et al. 2016; Mercier et al. 2019; Heiby et al. 2019) ergénzt.
Nachdem dieser im zweiten Aspekt der Photostabilitidt, dem Photoblinken, starke
Fluoreszenzfluktuationen zeigte (Abbildung 3-9), welche bei Atto542 und JF646
nicht zu beobachten waren, kristallisierten sich letztere als geeignetes Farbstoffpaar
heraus. Der photostabilisierende Effekt, den das Vitamin E-Derivat Trolox auf
Fluoreszenzfarbstoffe zeigen kann, konnte fiir AttoOxal 1 nicht beobachtet werden.
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Das deckt sich mit Beobachtungen von Cordes et al. 2009, wonach
Oxazin-Farbstoffe nicht von stabilisierenden Effekten durch Trolox profitieren.
Mittels konventioneller Spektroskopie am etablierten NM-PET-Reportersystem in
Hsp90 (Schulze et al. 2016) unter Verwendung von Atto542 bzw. JF646 als
Farbstoffsonden wurde die Féhigkeit der beiden Farbstoffe, lokale
Konformationsdynamiken in Proteinen iiber PET-vermittelte Fluoreszenzloschung
wiederzugeben, bestdtigt. Die erhaltenen mittleren Zeitkonstanten stimmen fiir

beide Farbstoffe mit dem Literaturwert Uberein.

Atto643 Tau647
Alexa532 SeTaub47 cregor

Attoags  Attosaz AO847N  attooxatt  atto700
Atto532 JFB46  Seta650  CFe80
DyLight650

Abbildung 4-1: Farbstoffscreening.
Der  sukzessive  Ablauf  des
Farbstoffscreenings ist als Trichter

skizziert dargestellt. Von insgesamt

15 getesteten kommerziellen

Atto647N, Seta650 . N
seTausa7, crego  Organischen Farbstoffen, die iiber das
DyLight650, gesamte sichtbare Lichtspektrum
verteilt sind, kristallisiert sich durch
Attod8s, AttoOxat1, Untersuchung verschiedener
Alexa532, CF660R Kriterien, die zum Ausschluss von

Atto532, Atto643

Atto 590, Atto700 ungeeigneten Farbstoffen fiihren, das

Farbstoffpaar aus Atto542 und JF646
als zur Verwendung in der
bildgebenden Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-  Spektroskopie

Atto542 + JF646

geeignet heraus.

Die aufgezeichneten Fluoreszenzintensititszeitspuren einzelner Hsp90-Molekiile
unter Abschnitt 3.4.3-3.4.4 bestdtigen den Erfolg des Screenings sowie der Tests
am NM-Hsp90-Reporter und =zeigen klar identifizierbare ATP-induzierte
Fluoreszenzfluktuationen. Experimente mit Kontrollkonstrukten ohne Tryptophan
haben in konventioneller Spektroskopie bereits gezeigt, dass die beobachtete
Fluoreszenzloschung durch das eingebrachte Tryptophan verursacht wird (Schulze
et al. 2016). Das ist auch auf Einzelmolekiilebene zutreffend, wie die
Intensitétszeitspuren der Kontrollkonstrukte (Abbildung 3-17) deutlich machen,
denen das entsprechende Tryptophan des Reportersystems fehlt. Zum jetzigen
Zeitpunkt kann nicht mit vollkommener Sicherheit ausgeschlossen werden, dass
sowohl Atto542 als auch JF646 unter Messbedingungen in geringem Malle
photophysikalische Fluktuationen zeigen (vgl. dazu 4.2). Mit ca. 10 % aller
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Zustandsiibergénge wiirden diese aber nur eine untergeordnete Rolle spielen und
beeinflussen damit die Analyse nicht merklich. Die beiden Farbstoffe Atto542 und
JF646 sind also fiir die zu etablierende Methode geeignet.

Fiir die Durchfiihrung der Zweifarben-Einzelmolekiilmessungen wurden weitere
Protokolle entwickelt und verifiziert. Die Bestimmung der ATPase-Aktivitdt von
Hsp90 zeigte, dass die verschiedenen Modifikationen am C-Terminus des
Chaperons, die zur Untersuchung einzelner immobilisierter Molekiile notwendig
waren, die Aktivitdt nicht maB3geblich beeinflussen. Da das Chaperon von seiner
ATPase-Funktion abhingig ist, kann daraus geschlussfolgert werden, dass auch die
grundsitzliche Funktion von Hsp90 durch die Modifikationen nicht beeintrachtigt
ist (Pearl und Prodromou 2006). ATPase-Raten von farbstoffmarkiertem Hsp90
wurden bereits an anderer Stelle bestimmt, weshalb in dieser Arbeit darauf
verzichtet ~wurde (Schulze 2017). Dariiber hinaus wurden die
PET-Fluoreszenzreporter aus Schulze et al. 2016 verwendet. Dort zeigte sich, dass
die mittels konventioneller Spektroskopie gemessenen Ratenkonstanten der
PET-Fluoreszenzreporter mit der ATPase-Rate libereinstimmen, was eine indirekte
Kontrolle darstellt. Der bildgebende Ansatz der Methode und die damit gekoppelte
Beobachtung immobilisierter Molekiile erlaubt im Vergleich zu diffusionsbasierten
Einzelmolekiiluntersuchungen eine lange Beobachtungszeit einzelner Proteine
(Deniz et al. 2008). Damit wird es moglich, auch langsame
Konformationsdynamiken aufzuzeichnen, die im Hinblick auf die geringe ATPase-
Rate des Chaperons von 0,2 min™! (Schulze et al. 2016; Daturpalli et al. 2017), an
die die Dynamiken gekoppelt sind (Pearl und Prodromou 2006), wahrscheinlich
werden. Die Ausbildung zweifach-markierter Hsp90-Molekiile konnte iiber
Forcierung eines begiinstigten Hetero-coiled-coil-Motivs erreicht werden. Das
gebildete Heterodimer wurde anschliefend direkt mit dem Adaptermolekiil
Neutravidin inkubiert, um es dariiber fest zu verankern und so vor erneuter
Dissoziation zu schiitzen bzw. um auf ein Dissoziationsereignis direkt eine Re-
Assoziation mit derselben Untereinheit folgen zu lassen. Zusammen mit der so
ermdglichten Verwendung hochverdiinnter Losungen des fluoreszierenden Hsp90-
Konstrukts (100-500 pM) konnten einzelmolekiiltaugliche Oberfldchen préipariert
werden, auf denen zweifach-markierte Hsp90-Molekiile separiert immobilisiert
sind (Abbildung 3-14). Diese konnen durch Farbstoffmikrosphiren als
Referenzpunkte, die direkt in der Probenflusskammer aufgezeichnet werden, im
Zuge der Datenanalyse zuverldssig identifiziert werden. Mit der Untersuchung der
notwendigen Datensatzgrof3e konnte ein weiterer Aspekt der Methodenetablierung,

ndmlich die Reproduzierbarkeit, adressiert und umgesetzt werden, was die
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Bedeutung der mittels der neuen Methode aufgezeichneten Ergebnisse untermauert.
Sollen Einzelmolekiildaten quantitativ analysiert werden, sind damit oftmals grof3e
Datenmengen assoziiert, die eine hindische Auswertung erschweren. Obwohl die
Analyse von PET-induzierter Fluoreszenzfluktuation aufgrund der starken
kontaktinduzierten Loschung durch ein Zwei-Zustandssystem beschrieben werden
kann (Doose et al. 2005), gibt es aufgrund der Neuheit der Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-Methode nach aktuellem Stand kein geeignetes verfiigbares
Auswerteprogramm. Um diesen Aspekt dennoch zu beriicksichtigen, wurde eine
Routine in der Programmiersprache Python entwickelt, die iterativ jede
Zweifarben-Einzelmolekiilspur auf  Fluoreszenzfluktuationen und deren
gleichzeitiges Auftreten in beiden Kanilen hin analysiert. Die halbautomatisierte
Analyse ldsst zwar eine potenzielle Beeinflussung durch den Benutzer zu, bietet
durch Verwendung sogenannter ,harter Kriterien“, wie z.B. einem
intensitdtsbasierten Schwellenwert aber Moglichkeiten, dem entgegenzuwirken
(Lerner et al. 2021). Etwaige Ungenauigkeiten sind in der weiteren Analyse durch
Verwenden eines experimentellen Fehlers zudem beriicksichtigt und erlauben daher
insgesamt eine robuste Datenanalyse. Alle angewandten Aspekte zusammen
ermdglichen eine robuste qualitative sowie quantitative Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie unter Zuhilfenahme der Fluoreszenzsonden
Atto542 und JF646.

4.2 Analyse der Synchronitit lokaler Konformationsinderungen
in Hsp90

Mit der Beobachtung, dass Hsp90 in Reaktion auf ATP-Bindung -eine
Konformationsédnderung erfahrt, begannen die Dynamiken des Chaperons grof3e
Aufmerksamkeit zu erregen (Csermely et al. 1993). Infolgedessen wurden mehr
Details des ATP-abhingigen Konformationszyklus sowohl auf globaler als auch
auf lokaler Ebene bekannt (Richter und Buchner 2006; Krukenberg et al. 2011;
Schulze et al. 2016)(vgl. Abschnitt 1.2, 3.1). Mit der Entwicklung von
sub-Nanometer-sensitiven PET-Fluoreszenzreportern fiir das Hsp90-Protein wurde
die PET-Fluoreszenzmethode erfolgreich dazu verwendet, die lokalen mobilen
Elemente der Lidstruktur, der NM-Assoziation sowie des Doménenwechsels iiber
Minuten hinweg zu beobachten (Schulze et al. 2016). Dabei zeigten sich fiir die drei
— jeweils separat untersuchten — den globalen Klammerschluss begleitenden
Dynamiken dhnliche Ratenkonstanten. An diesem Punkt kniipfen die in dieser

Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an. Die gleichzeitige Aufzeichnung jeweils
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zwei der drei mobilen Elemente an einzelnen Hsp90-Molekiilen ermdoglicht die
Untersuchung einer zur Diskussion stehenden Synchronitit zwischen diesen durch
direkte Beobachtung. Durch die Verwendung des nativen Nukleotids ATP werden
dariber hinaus neben den SchlieBungsdynamiken auch die jeweiligen
Offnungsdynamiken zugiinglich. Fiir jede Kombinatorik aus Lid-Schluss
bzw. -Offnung, NM-Assoziation bzw. -Dissoziation und Doménenwechsel bzw.
rickwértigen Wechsel zeichnen sich jeweils zwei Zeitkonstanten ab, die im
gegenseitigen Fehlerbereich gleich sind. Eine zeitliche Koinzidenz ldsst sich
aufgrund dessen aber nicht mit vollkommener Sicherheit feststellen, da gleiche
Zeitkonstanten einen sequentiellen Ablauf der Dynamiken nicht per se
ausschlieBen. Anders ausgedriickt, bedeuten gleich lang eingenommene Zustédnde
nicht automatisch gleichzeitig eingenommene Zustéinde. Deshalb wurde bei der
Analyse der Einzelmolekiilzeitspuren das Gleichzeitigkeitskriterium berticksichtigt
und als ~2 s-Zeitfenster realisiert, in welchem die jeweils aufgezeichneten mobilen
Elemente beide ihren Zustand wechseln miissen, um den Ubergang als synchron
einzustufen. Vor dem Hintergrund von ATPase-Raten und ratenlimitierenden
Konformationsédnderungen im Minutenbereich (Krukenberg et al. 2011; Schulze et
al. 2016; Daturpalli et al. 2017; Reidy und Masison 2020) ist die zeitliche
Auflosung von 2 s ausreichend, um eine Aussage iiber Synchronitdt treffen zu
konnen. Die Synchronititsanalyse (Abbildung 3-28) gibt Aufschluss iiber gleich
mehrere Aspekte. Zundchst zeichnet sich weder eine Abhédngigkeit vom Farbstoff
noch vom untersuchten Reportersystem ab. Des Weiteren ist mit im Mittel 88 %
die tiberwiegende Mehrheit der Zustandsiibergdnge zwischen den Reportern als
gleichzeitig  eingestuft, was daflir spricht, dass Synchronitit im
Hsp90-Chaperonsystem eine dominierende Rolle spielt. Beobachtungen, dass der
Doméinenwechsel weniger eng an die anderen beiden Dynamiken gekoppelt ist,
spiegeln sich hier nicht wider, was mit Beobachtungen in Zusammenhang stehen
konnte, die unter Abschnitt 4.3 genauer behandelt werden (Schulze et al. 2016).
Kurz zusammengefasst, zeichnet sich eine Beschleunigung des Doménenwechsels
durch die implizierte Modifikation am N-Terminus ab, die, wenn wie in Schulze et
al. 2016 separat gemessen, zu einer im Vergleich zu den anderen Dynamiken
verdnderten Ratenkontante fiihren konnte. Die Ursache der ca. 12 %
ungleichzeitigen Uberginge ist bisher nicht umfassend geklirt. Eine Moglichkeit
ist, dass die Farbstoffe in geringem Malle photophysikalische Effekte zeigen, die
félschlicherweise als PET-geloschte Zustdnde identifiziert werden (vgl. Abschnitt
4.1). Eine weitere Ursache konnten transient nur von einem Reporter eingegangene

Konformationsédnderungen sein. Erklart werden konnte das durch die Beobachtung
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von Ratzke et al. 2012, wonach Hsp90 auch ohne ATP die verschiedenen
Konformationen einnehmen kann. In diesem Fall wiirde das jedoch eher einer
zufilligen Bewegung der betreffenden Struktur — begriindet in der hohen
Flexibilitdt des gesamten Chaperons — entsprechen als einem koordinierten
globalen Klammerschluss. Auch die mehrfache Beobachtung von Asymmetrie im
Chaperon, vor allem in Bezug auf die ATP-Hydrolyse in beiden Untereinheiten
(Sima und Richter 2018; Huang et al. 2019), konnte als Grundlage fiir eine
Erklarung von Konformationsdnderungen nur eines Reporters dienen. Auflerdem
kann momentan nicht unterschieden werden, ob ein nur in einem Reporter
vollzogener Zustandsiibergang fiir den ungleichzeitigen Ubergang verantwortlich
ist oder ob beide Reporter ithren Zustand gewechselt haben, dies aber au3erhalb des
2 s-Zeitfensters ablief. Moglich ist auch, dass sich mehrere der genannten Effekte
addieren. In jedem Fall sind die jeweiligen Anteile mit im Mittel nur ~12 % gering
und spielen, wenn {berhaupt, nur eine untergeordnete Rolle. Fiir die
ratenlimitierenden Konformationsdynamiken in Form des Lid-Schlusses
bzw. -Offnung, der NM-Assoziation bzw. -Dissoziation und des Doménenwechsels
bzw. riickwirtigen Wechsels konnten im Bereich einer zeitlichen Auflosung von
2 s keine Belege fiir einen vorherrschend sequenziellen Ablauf gefunden werden.
Stattdessen findet eine dominierende Mehrheit der lokalen

Konformationsdnderungen synchron statt.

4.3 Aromatische Gruppen im DS-Reporter beschleunigen die

Dynamiken

Die Zeitkonstanten der drei mobilen Elemente liegen fiir die Klammerdffnung alle
im Bereich von 15 s, ohne dabei groBere Abweichungen zu zeigen. Beim
Betrachten der entsprechenden Zeitkonstanten wéhrend des Klammerschlusses von
Hsp90 wird eine grofere Variation erkennbar. Wéhrend die Kombination aus Lid-
Schluss und NM-Assoziation mittlere Zeitkonstanten von ca. 90-100 s zeigt,
ergeben sich fiir Reporterpaare, die den Doménenwechsel und damit impliziert eine
Modifikation des N-Terminus beinhalten, Zeitkonstanten von ca. 15-60 s. Der
Effekt ist mit JF646 als Modifikation am N-Terminus stirker ausgeprigt (15 s) als
fiir Atto542, der die Dynamiken mit Zeitkonstanten von 50-60 s nur moderat
beschleunigt im Vergleich zur Kombination aus Lid-Schluss und NM-Assoziation.
Werden die einzelnen mobilen Elemente separat betrachtet, liegt der Schluss nahe,
dass der Doméinenwechsel nicht so eng an die Lid- und NM-Dynamiken gekoppelt

ist wie diese untereinander, was Ergebnissen aus Schulze et al. 2016 entspricht. Bei
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der simultanen Beobachtung von jeweils zwei der drei Elementen zeigt sich
hingegen, dass alle Elemente dhnlich synchron zueinander sind (vgl. 4.2), was
theoretisch in gleichen (oder zumindest dhnlichen) Zeitkonstanten resultieren
sollte. Die N-terminalen Aminosduren des Chaperons sind in die Regulation der
ATPase-Aktivitdt involviert, wie anhand einer Mutante, welcher die ersten 24
Aminosduren entfernt wurden und die infolgedessen keine ATPase-Aktivitdt mehr
zeigt, beobachtet wurde (Richter et al. 2006; Richter et al. 2002). Bei
Immobilisierung des p-Faltblatts iiber einen TrpZip konnte ebenfalls eine
verringerte ATPase-Aktivitit beobachtet werden (Schulze et al. 2016). Eine
dhnliche Verdnderung der SchlieBungsdynamiken durch die vorliegende
Modifikation des N-Terminus konnte die hier gemachte Beobachtung erkldren.
Dazu passen wiirde auch die Beobachtung, dass abhingig vom Farbstoff, der fiir
das Verfolgen des Dominenwechseln gewidhlt wird, unterschiedliche
Zeitkonstanten gemessen werden. Um die Hypothese zu testen, wurde an der Stelle,
an die im DS-Reporter der Farbstoff gekoppelt wird (A2C), stattdessen ein
Tryptophan eingebracht (A2W), das ebenfalls eine aromatische Gruppe tragt.
Tatsdchlich zeigt das Tryptophan an zweiter Stelle der Polypeptidkette sowohl in
Einzelmolekiilmessungen als auch in konventionellen spektroskopischen
Aufzeichnungen einen dhnlich beschleunigenden Effekt wie der Farbstoff. Somit
kann ein Aromat am N-Terminus von Hsp90, kongruent mit den Beobachtungen
von Richter et al. 2006, die SchlieBungsdynamik des Chaperons modulieren. Eine
Modulierung, die ausschlieflich auf die sterisch anspruchsvolle Struktur (wie
Farbstoff oder Tryptophan) zuriickzufiihren ist, ist unwahrscheinlich, da alle
heterodimeren Hsp90-Konstrukte in gleicher Weise N-terminal mit einem Hisg-Tag
versehen sind, der dann einen noch groferen Effekt zeigen sollte. Modulierende
Eigenschaften durch diesen Tag sind bisher nicht bekannt (Schulze et al. 2016;
Hessling et al. 2009; Mercier et al. 2019). Auch der Grund fiir die unterschiedlich
stark ausgeprigten Effekte der beiden Farbstoffe ist aktuell nicht geklért, konnte
aber z.B. durch Elektrostatik, Polaritit oder Grée des Chromophors — im Fall von
Atto542 gibt es keine frei zugédngliche Struktur, die eine Abschidtzung erlauben
wiirde — verursacht sein. Die Modulierung der Schliefungsdynamiken der drei
lokalen mobilen Elemente durch eine aromatische Gruppe am N-Terminus ist durch
direkte Beobachtung mittels der A2W-Mutante gezeigt geworden. Uber die enge
Kopplung von lokalen Dynamiken und ATPase-Rate, wie sie in Schulze et al. 2016
beobachtet ~wurde, kann gefolgert werden, dass die verdnderten
SchlieBungsdynamiken im Umkehrschluss auch eine verdnderte ATPase-Rate
widerspiegeln. Die Diskrepanz der Kopplungsstirke von DS- im Vergleich zu Lid-
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und NM-Dynamik zwischen den Beobachtungen hier und in konventioneller
Spektroskopie (Schulze et al. 2016) konnte nicht abschlieBend geklart werden.

4.4 Einblicke in den Mechanismus des ATPase-getriebenen

Konformationszyklus von Hsp90

Durch Einzelmolekiiluntersuchungen ist es moglich, Zustandsiiberginge in
biologischen Systemen direkt zu beobachten. In konventioneller Spektroskopie
miissen solche Uberginge durch mathematische Modelle extrahiert werden. Dabei
sind unterschiedliche Interpretationen moglich. Im Fall von Hsp90 und dessen
Klammerschluss bzw. den den Klammerschluss begleitenden lokalen
Konformationsdynamiken resultieren daraus zwei Modelle. Wéihrend eines
Intermediate und damit einen sequenziellen Klammerschluss impliziert, beruht das
andere auf heterogenen apo-Konformationen des Chaperons und Kooperativitét
zwischen den mobilen Elementen (Hessling et al. 2009; Schulze et al. 2016)(vgl.
Abschnitt 1.2.3).

Mit Anwenden der bildgebenden Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie
auf die Reportersysteme zur Verfolgung der lokalen Dynamiken, die den globalen
Klammerschluss des Hsp90 Chaperons begleiten, war die Untersuchung des

Ablaufs im Detail moglich.

Die unabhingig voneinander ermittelten Zeitkonstanten flir die relevanten
Reporterpaare  aus  LidAO*24+NMF46  bzw.,  LidA0*24+A2W-NM'F646,
NMF6464DGAt02 ynd Lid'Fe464+DSAU042 gprechen klar fiir eine wechselseitige
Abhingigkeit der drei mobilen Elemente, sowohl bei Klammerschluss als auch bei
-6ffnung. Verglichen mit Zeitkonstanten fiir die lokalen Bewegungen wihrend des
Klammerschlusses von ca. 5-6 min aus Untersuchungen mittels konventionellen
Spektroskopiemethoden (Schulze et al. 2016) sind die hier beobachteten
Dynamiken mit ca. 1-2 min jedoch schneller. Auch in Einzelmolekiil-FRET-
Untersuchungen kommt es zu verkiirzten Zeitkonstanten im Vergleich zur
Entsprechung aus konventioneller Spektroskopie, womit die hier mittels
Einzelmolekiil-PET ermittelten Daten im Einklang mit Einzelmolekiil-FRET Daten
sind (Mickler et al. 2009). Dass die Photostabilitdt der verwendeten Farbstoffe die
Hauptursache fiir die Verkiirzung der Zeitkonstanten darstellt, ist angesichts einer
ermittelten ungefdhren mittleren Bleichhalbwertszeit von 8 Minuten
unwahrscheinlich, damit allein kann die Abweichung der aus Einzelmolekiil-PET

ermittelten Kinetiken nicht erkldrt werden. Jedoch kann man sich die
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Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopie wie eine Lupe vorstellen, die den
Bereich der ersten 8-9 Minuten der Strukturumlagerungen aus Schulze et al. 2016
vergroBert. Auf diesen Bereich entféllt in Schulze et al. 2016 die Hauptkinetik mit
ca. 2-3 min, eine weitere Teilkinetik zeichnet sich durch Zeitkonstanten von 10
Minuten oder ldnger aus. Letztere kann mittels der Einzelmolekiilmethode nur
unzureichend aufgelost werden und fiihrt zu einer Verschiebung der ermittelten
Zeitkonstanten zu kiirzeren Bereichen, derselbe Effekt sollte auch in
Einzelmolekiil-FRET-Untersuchungen zu beobachten sein. Die unter
Beriicksichtigung dessen nunmehr noch leicht verkiirzten SchlieBungszeiten
konnten in Zusammenhang mit der extremen Variabilitit der Offen-Zustinde von
Hsp90 stehen (Southworth und Agard 2008; Krukenberg et al. 2008). Die
Immobilisierung konnte dabei die Einnahme von apo-Konformationen
einschriinken, was zu beschleunigtem Ubergang in die geschlossene Klammer
fiihren konnte. In jedem Fall wird mit der vorgestellten Einzelmolekiil-PET-
Methode die Hauptkinetik eingefangen und ermoglicht daher mechanistischen
Einblick in den Konformationszyklus. In diesem Kontext ist auch zu erkldren, dass
die Verweildauern der den Klammerschluss begleitenden Dynamiken durchweg
monoexponentiell angendhert werden konnten, in konventioneller Spektroskopie
hingegen Nédherungen mit mehreren Exponenten notwendig waren, um die Daten
zu beschreiben. Das wiederum stiitzt die Annahme durch Schulze et al. 2016, dass
die mehrfachen Exponenten von heterogenen apo-Konformationen des Chaperons
herrithren, die zu unterschiedlichen Energiebarrieren und damit Schlusszeiten
fiihren. Die Einzelmolekiilmethode wiirde dann eine langsam schlieBende
Subpopulation unzureichend aufzeichnen, was sich in dem fehlenden Exponenten
widerspiegeln wiirde. Das Modell von Hessling et al. 2009 ist in diesem Kontext
hingegen schwerer vorstellbar, da das Wegfallen eines Exponenten durch das
engere Zeitfenster bei der Einzelmolekiilmethode dabei einem Intermediatzustand
entspriache. Anders als in Mickler et al. 2009 konnen die Verweildauern der die
Klammero6ffnung begleitenden Kinetiken ebenfalls monoexponenziell angendhert
werden. Die zugehorigen niedrigen Zeitkonstanten von ~15 s deuten darauf hin,
dass hier anders als bei den SchlieBungsdynamiken alle Uberginge aufgezeichnet
werden konnen. Unterstiitzt wird das durch Daten aus konventioneller
Spektroskopie im Rahmen von Untersuchungen des NM-Reporters wéhrend der
Klammero6ffnung, bei denen die iiber 30 Minuten aufgezeichneten Dynamiken
ebenfalls ein monoexponenzielles Verhalten zeigen (Reidy und Masison 2020). Der
Unterschied in der Anzahl an verwendeten Exponenten im Vergleich zu
Einzelmolekiil-FRET-Untersuchungen von Mickler et al. 2009 ist nicht eindeutig
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zu kldren. Zusammengenommen konnten die Erkenntnisse fiir nur einen
geschlossenen Zustand sprechen, aus dem heraus alle Hsp90-Molekiile
gleichermallen iiber dieselbe Energiebarriere wieder in den offenen Zustand
ibergehen. Dartiber hinaus zeigen Daten aus konventioneller Spektroskopie (Reidy
und Masison 2020) und die mittels Einzelmolekiilspektroskopie aufgezeichneten
Daten qualitativ  die gleichen Kinetikverhdltnisse eines langsamen
Klammerschlusses und ca. 3-4-fach schnellerer Klammer6ffnung. Die schnelle
initiale Umlagerung der Lid-Struktur in Reaktion auf ATP-Bindung, wie sie in
Schulze et al. 2016 mittels schneller Mischungstechniken aufgelost wurde, konnte
hier nicht beobachtet werden, was einerseits an der Zeitauflosung von 0,3 s und

andererseits an der nicht durch PET vermittelten Fluoreszenzénderung liegt.

Zusammen mit der unter Abschnitt 4.2 im Detail beschriebenen Beobachtung
dominierender Synchronitdt zwischen Lid-Struktur, NM-Interaktion und
Dominenwechsel verdichten sich die Erkenntnisse zu einem kooperativen
Mechanismus zwischen den lokalen Umstrukturierungen, die im wechselseitigen
Zusammenspiel den ratenlimitierenden  Klammerschluss von  Hsp90
bewerkstelligen. Die Tatsache, dass auch unter beschleunigenden Modifikationen
des N-Terminus durch aromatische Gruppen mit unterschiedlich starken Effekten
die jeweils zweite Dynamik in gleichem Mal3e beschleunigt ist, unterstreicht die
wechselseitige Abhéngigkeit. Die mittels der entwickelten bildgebenden
Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie ermittelten Zeitkonstanten
unterstiitzen deutlich einen kooperativen Zyklus, innerhalb welchem der
Lid-Schluss, die NM-Assoziation und der Dominenwechsel (sowie deren
Entsprechung bei Klammerdffnung) innerhalb von 2s synchron ablaufen
(Abbildung 4-2). Nichtsdestotrotz ist theoretisch ein sequentieller Ablauf innerhalb
des 2 s-Zeitfensters denkbar, was durch bisher ermittelte Ratenkonstanten
(Hessling et al. 2009; Mickler et al. 2009) aber eher unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 4-2: Lokale Schliefungs- und Offnungsdynamiken in Hsp90 laufen
synchron ab. Die durch ATP-Bindung (cyan, Pfeil) induzierten lokalen
Umstrukturierungen in Form des Lid-Segments (griin), des N-terminalen (-Faltblatts
(magenta) und der Interaktion von NTD und MD laufen sowohl beim globalen
Klammerschluss des Chaperons als auch bei dessen Offnung innerhalb von ~ 2 s synchron
ab.

4.5 Etablierte Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie
als Komplement zu Einzelmolekiil-FRET

FRET-basierte Einzelmolekiilstudien mit einer rdumlichen Auflésung > 2,5 nm
(Lerner et al. 2021) eignen sich gut fiir Untersuchungen makromolekularer
Konformationsédnderungen wie den globalen Klammerschluss von Hsp90 (Ratzke
et al. 2012). Durch Implementieren weiterer Farbstoffe konnten zusatzliche, bisher
unbekannte Einblicke in die Bindung von Nukleotid (Ratzke et al. 2012) und
Co-Chaperonen (Ratzke et al. 2014; Wortmann et al. 2017) gewéhrt und die Stirken
von Einzelmolekiil-FRET gezeigt werden. Gleichzeitig ist es schwer, damit
Umstrukturierungen lokaler Elemente innerhalb von Proteindoménen oder kleiner
Proteine zu untersuchen, sobald diese in einen Bereich kleiner als zwei Nanometer
fallen (Lerner et al. 2021). Das kann schnell der Fall sein, denkt man etwa an die
Gesamtgrofe eines Immunglobulins von ca. 15 nm oder Himoglobins von ca. 5 nm
(Hsp90: ca. 10 nm). Im Vergleich dazu sind PET-Fluoreszenzreporter mit einer
rdumlichen Sensitivitdt von < 1 nm bestens geeignet, um kleine Molekiile oder
Konformationsdynamiken von Strukturelementen innerhalb von Proteinen
aufzuldsen (Doose et al. 2005).

Das konnte am Beispiel des homodimeren Chaperons Hsp90 gezeigt werden. Der

vertiefende Einblick in das Zusammenspiel lokal mobiler Elemente wéhrend der
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globalen Klammerdynamiken durch gleichzeitige direkte Beobachtung mehrerer
Konformationskoordinaten demonstriert das Potenzial der entwickelten Methode.
Gleichzeitig erlaubt die Reproduktion von Daten aus konventioneller
Spektroskopie (Schulze et al 2016) eine  Evaluation  der
Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie und macht deutlich, dass
PET-Fluoreszenzreporter fiir konventionelle Spektroskopie designt und

anschliefend auf die Einzelmolekiilebene iibertragen werden kénnen.

Die Mehrfarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie ist dabei generell anwendbar
und bietet groles Potenzial, komplexe Proteinmaschinerien auf zeitliche Abldufe
oder Kooperativitdt von mehreren lokalen Strukturelementen hin zu untersuchen.
Dabei erlaubt die Technik die Untersuchung einer rdumlichen Koordinate pro
Fluoreszenzfarbstoff. Zusammengenommen wird die bildgebende Zweifarben-
Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie  komplementdr zur bereits etablierten
Einzelmolekiil-FRET-Spektroskopie eingesetzt, um anstelle globaler nun lokale
Konformationsdynamiken an einzelnen Molekiilen zu untersuchen. Ein
experimenteller Einzelmolekiil-FRET-Aufbau kann dazu einfach zu einem
Mehrfarben-Einzelmolekiil-PET-Aufbau umfunktioniert werden, indem spektral
separierbare Farbstoffe und eine zweite Anregungswellenlinge verwendet werden.
Mit Etablierung fiir die breite Anwendung bieten sich damit neue Mdéglichkeiten

fiir die multidimensionale Erforschung von Proteindynamiken.
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5 Fazit und Ausblick

Mit der Etablierung einer bildgebenden Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-
Spektroskopie wird eine Briicke zwischen den zeitlichen Auflésungsvermogen
bereits existierender PET-fluoreszenzbasierter Methoden geschlagen. Im Kontext
der Methodenentwicklung durch Neuweiler et al. 2002 zur Aufldsung von
Konformationsdnderungen < 1 nm mittels photoinduziertem Elektronentransfer
zwischen der Aminosédure Tryptophan und organischen Farbstoffen bei Van-der-
Waals-Kontakt standen Zeitskalen von Nanosekunden bis Millisekunden im
Mittelpunkt. Vor einigen Jahren konnte die Technik dariiber hinaus auch zur
Untersuchung von Dynamiken etabliert werden, die liber einige Minuten hinweg
andauerten. Durch den Ansatz, der auf konventioneller Spektroskopie beruht, ist
der zeitliche Bereich von wenigen Sekunden aber nur begrenzt auflésbar. Hinzu
kommt, dass die zu ziehenden Riickschliisse aus konventioneller Spektroskopie
zwar robust, aber auch begrenzt sind. Beide Liicken konnen nun mithilfe der
entwickelten Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie geschlossen werden. Damit ist es
moglich, durch sorgfiltig konzipierte PET-Fluoreszenzreporter und verschiedenen
Spektroskopie-Arten zusammen Zeitskalen von Nanosekunden bis hin zu Minuten,
wie in vorliegender Arbeit, an einzelnen Molekiilen aufzuzeichnen. Diese grof3e
Zeitspanne zur Untersuchung struktureller Dynamiken an einzelnen Molekiilen war
bisher nur mit FRET-basierten Reportersystemen moglich, die in einer rdumlichen
Auflésung von 2-10 nm aktiv sind. Mit dem Verstindnis von Proteinen als
hochdynamische Strukturen wird es zunehmend wichtig, auch intramolekulare
Dynamiken und deren zeitliche Komponenten zu verstehen, weshalb die sub-
Nanometer-sensitive  kontaktinduzierte = PET-Fluoreszenzspektroskopie  ein
wichtiges Komplement zu FRET darstellt. Der bildgebende Ansatz erlaubt die
Aufzeichnung mit einem Einzelmolekiil-FRET-Mikroskop-Aufbau mit nur

marginalen Anderungen.

Den verschiedenen Herausforderungen einer bildgebenden Zweifarben-
Einzelmolekiilmethode wurde auf unterschiedliche Weise begegnet. Fiir die
vergleichsweise lange Beobachtungszeit lieferte ein sukzessives Farbstoffscreening
ein Farbstoffpaar, das unter bestimmten Messbedingungen geeignet ist,
PET-induzierte Fluoreszenzfluktuationen auf zwei Koordinaten gleichzeitig

wiederzugeben. Am Protein selbst wurden verschiedene Modifikationen
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vorgenommen, um eine Immobilisierung einzelner zweifach markierter
Hsp90-Molekiile zu gewihrleisten und iiber Kontrollexperimente dabei die
unveranderte Funktionalitit des Chaperons festgestellt. Ein abgedndertes Protokoll
aus der Literatur zur Reinigung der verwendeten Deckglidser und
Oberflachenpassivierung fiihrte zur gleichmaBigen Immobilisierung einzelner
Molekiille und ermoglichte deren Identifizierung vor reduziertem
Hintergrundsignal. Uber eine angepasste Art der Aufzeichnung von
Referenzpunkten in beiden Aufnahmekandlen konnten doppelt-markierte
Chaperone akkurat identifiziert werden. Die literaturbekannten PET-
Fluoreszenzreportersysteme ermoglichen die Zuordnung zwischen PET-
vermitteltem Farbstoffzustand (an/aus) und lokaler Konformation des
Strukturelements in Hsp90 tiber Aufbrechen/Ausbilden des Tryptophan-Farbstoff-
Kontakts und damit verbundener Fluoreszenz/Fluoreszenzldschung (Schulze et al.
2016). Die Uberlagerung der Fluoreszenzintensititszeitspuren beider Kanile eines
Molekiils zeigt qualitativ den Erfolg der Methode, indem deutliche Fluktuationen
der Intensitit zu beobachten sind, wenn ATP als Ausloseimpuls der
aufzuzeichnenden Konformationsinderungen zugegeben wird. Ohne das Nukleotid
bleiben die Fluktuationen aus. Kontrollkonstrukte bestitigen, dass Aus-Zustédnde
der Fluoreszenz auch auf Einzelmolekiilebene mafigeblich durch iiber Tryptophan
vermittelten PET verursacht sind. Die Entwicklung einer halbautomatisierten
Python-Routine ermdglicht dariiber hinaus eine quantitative Auswertung und
Analyse  der  Fluoreszenzzustinde und der damit  verbundenen
Konformationsdynamiken im Chaperon bei gleichzeitig quantitativer Evaluation
der Methode.

Die Pilotmessung eines Reporterpaarkonstrukts ohne coiled-coil-Strukturmotiv,
iiber das die Dissoziationskonstante des Hsp90-Homodimers kiinstlich herabgesetzt
wird, zeigt, dass auf das Verwenden von artifiziellen Motiven zur Dimerisierung in
Zukunft verzichtet werden kann. Stattdessen werden die beiden Untereinheiten tiber
das in jedem Fall zur Immobilisierung verwendete Bindeprotein Neutravidin in
enger raumlicher Ndhe gehalten, was zur direkten Assoziation der Untereinheiten
nach moglicher Dissoziation fiihren soll. Dabei macht man sich die bemerkenswert
starke, nicht kovalente Interaktion von Biotin und Neutravidin zu Nutze. Uber das
Fehlen der obsolet gewordenen artifiziellen Dimerisierungsstelle kann in Zukunft
ein schnellerer und besserer Untereinheitenaustausch im Vorfeld der
Immobilisierung durchgefiihrt werden. AuBerdem gleicht das untersuchte
Proteinkonstrukt etwas mehr der nativ vorkommenden Form, auch wenn die

Funktionalitdt der Einzelmolekiilkonstrukte sichergestellt wurde. Der Ansatz ohne
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coiled-coil-Motiv sollte jedoch auch fiir die noch nicht gemessenen
Reporterkombinationen durchgefiihrt und evaluiert werden, um einen Effekt auf die
aufzuzeichnenden Dynamiken weiter auszuschlieBen. AuBerdem wire eine
quantitative Untersuchung des jeweiligen Untereinheitenaustauschs zwischen
Konstrukten mit und ohne coiled-coil-Motiven denkbar, um den Unterschied
benennen zu koénnen, hierzu konnen etwa literaturbekannte FRET-Reporter in
Kombination mit konventioneller Spektroskopie verwendet werden (Ratzke et al.
2010). Des Weiteren sollte die halbautomatisierte Auswertung der Daten mithilfe
der Python-Routine in Zukunft zu einer vollautomatisierten weiterentwickelt
werden, um eine nutzerbedingte Einflussnahme weiter zu minimieren. Daraus
konnte durch Umgehen einer Fehlerquelle auBBerdem ein geringerer Fehlerbereich
der erhaltenen Zeitkonstanten resultieren. Dazu konnten weitere Routinen der
Signalverarbeitung implementiert werden, aber auch eine Einbeziehung von
artifizieller Intelligenz, wie kiirzlich fiir Einzelmolekiil-FRET-Daten umgesetzt
(Thomsen et al. 2020), ist denkbar. Insgesamt wiirde die Aussagekraft der

erhaltenen Ergebnisse so weiter verstirkt werden.

Bei der Anwendung der neuen Spektroskopie-Technik auf die Umstrukturierungen
lokaler Elemente im Hsp90-Chaperon, die zusammengenommen ratenlimitierend
fiir seine Aktivitdt sind und deren zeitliche Abfolge in der Literatur diskutiert wird,
konnte eine dominierende Synchronitit zwischen den einzelnen Umlagerungen
direkt beobachtet werden. Diese laufen innerhalb eines 2 s-Zeitfensters mit
iiberwiegender Mehrheit gleichzeitig ab, was im Hinblick auf ATPase-Raten im
Minutenbereich auf einen generellen Mechanismus hindeutet. Modifikationen, die
eine verdnderte Zeitkonstante einzelner Elemente nach sich ziehen, fiihrten zu
gleichermallen verdnderten Konstanten des jeweiligen zweiten Reporters, was die
wechselseitige Abhédngigkeit der mobilen Strukturen untermauert. Die durch
direkte Beobachtung erhaltenen Ergebnisse stiitzen bzw. stirken damit ein Modell
des Konformationszyklus, das auf Kooperativitit und Gleichzeitigkeit der mobilen
Elemente basiert (Schulze et al. 2016), wéhrend ein sequenzieller Ablauf der

Ereignisse wie in Hessling et al. 2009 nicht beobachtet werden konnte.

Trotz der liberwiegenden Mehrheit synchroner Zustandsiibergidnge, sollte die
Ursache der ca. 12 % ungleichzeitigen Ubergiinge untersucht werden, um eine
biologische Relevanz nicht unentdeckt zu lassen, wenngleich das nicht dem
vorrangigen Mechanismus entspriche. Zunéchst sollte innerhalb der
Python-Routine eine Mdglichkeit implementiert werden, zu unterscheiden, ob ein
asynchroner Ubergang auf nur in einem Kanal auftretende Zustandswechsel oder

auf Zustandswechsel, die zwar in beiden Kanélen, aber mehr als 2 s nacheinander
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stattfinden, zuriickzufiihren ist. In ersterem Fall sollte untersucht werden, ob diese
Fluktuationen durch photophysikalische Effekte der Farbstoffe verursacht sind.
Dazu konnte, z.B. durch geeignete Implementierung im Python-Code, die mittlere
Zeitkonstante ausschlieBlich der asynchronen Ubergiinge ermittelt und mit denen
der Reporter abgeglichen werden. Falls sich dhnliche Zeitkonstanten abzeichnen,
konnte untersucht werden, ob die in der Literatur teils berichtete Asymmetrie im
Chaperon dafiir verantwortlich sein konnte. Dazu konnte derselbe Reporter in
beiden Untereinheiten gleichzeitig aufgezeichnet werden, um eine Asymmetrie des

gleichen Strukturelements zwischen den Untereinheiten zu ermitteln.

Angestoflen durch die Beobachtung, dass ein Farbstoff am N-terminalen -Faltblatt
eine Beschleunigung der SchlieBungsdynamiken nach sich zieht, wurden Effekte
der N-terminalen Modifikation genauer betrachtet. Dabei zeigte sich mithilfe der
Aminosédure Tryptophan, dass eine aromatische Gruppe an der zweiten Position der
Aminosdurekette fiir die Beschleunigung verantwortlich ist. Der Effekt konnte
durch konventionelle Spektroskopie reproduziert werden, was Beobachtungen
stiitzt, dass die N-terminalen Aminoséuren in die Modulation der ATPase-Aktivitét
involviert sind, wobei bisher vornehmlich verringerte Aktivitit beobachtet worden
ist. Interessanterweise blieb die wechselseitige Abhédngigkeit der Reportersysteme

dennoch bestehen und unterstreicht abermals deren Kooperativitit.

Die Modulierung iiber das N-terminale B-Faltblatt konnte iiber Messung der
ATPase-Aktivitit des entsprechenden A2W-Konstrukts weiter untermauert
werden. Dariiber hinaus wire eine weitere Kldrung fiir die unterschiedlich starken
Einfliisse der beiden Farbstoffe Atto542 und JF646 interessant. Da der Effekt auch
in konventioneller Spektroskopie sichtbar ist, konnte dariiber ein Einfluss der Grof3e
des aromatischen Systems untersucht werden. Denkbar wére es, dazu ein moglichst
kleines aromatisches System, wie den Farbstoff Atto495, zu verwenden und mit

dem Einfluss durch JF646 zu vergleichen.

Die aus der Analyse der Verweildauern aus der Einzelmolekiilspektroskopie
erhaltenen Zeitkonstanten und zugrundeliegenden Néherungen sind unter
Berticksichtigung der jeweiligen Zeitfenster der Aufzeichnungen mit denen aus
konventioneller Spektroskopie vereinbar und konnen einen heterogenen
apo-Zustand des Chaperons unterstiitzen. Bei der schneller ablaufenden
Klammero6ffnung lassen sich Hinweise auf eine einheitliche, geschlossene
Konformation finden, aus der heraus Hsp90 wieder in die verschiedenen
apo-Konformationen tibergeht. Zusammen mit den dominant synchron ablaufenden

Dynamiken wird der folgende Mechanismus favorisiert: Hsp90 geht aus
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verschiedenen apo-Konformationen, die mit unterschiedlichen Energiebarrieren
verbunden sind, heraus iiber ratenlimitierende, in wechselseitiger Abhéangigkeit
verlaufende, lokale Umstrukturierungen in die geschlossene Konformation {iber.
Nach erfolgter ATP-Hydrolyse nimmt das Chaperon wiederum iiber synchron

verlaufende Offnungsdynamiken seine verschiedenen apo-Konformationen ein.

Die enge Kopplung der ratenlimitierenden Bewegungen konnte einen
Angriffspunkt fiir die Regulation des Chaperons oder dessen Inhibition darstellen.
Dazu konnte in Zukunft untersucht werden, welche Effekte Co-Chaperone auf das
Zusammenspiel der lokalen Elemente haben. In einem ersten Experiment kdnnte
das entsprechende Co-Chaperon dazu leicht im Uberschuss zugegeben werden,
wenn es nicht selbst mit einem Farbstoff markiert ist, dabei muss allerdings
berticksichtigt werden, inwiefern das Co-Chaperon die aufzuzeichnenden
Dynamiken beeinflusst. Es ist beispielsweise denkbar, dass fiir das die ATPase-
Raten und -Dynamiken, beschleunigende Co-Chaperon Ahal (Schulze et al. 2016)
die Integrationszeit verringert und die Laserleistung erhoht werden miissen. In
diesem Kontext muss wiederum die Fluktuation der Farbstoffe {iberpriift werden.
In weitergehenden Experimenten kdnnten dann auch Umlagerungen zwischen
verschiedenen Proteinen eines Komplexes untersucht werden, in diesem Kontext
konnte die vermutete Umlagerung des Cdc37 Co-Chaperons im Hsp90-Cdc37-
Komplex von der Hsp90-NTD zur MD von Interesse sein (Verba und Agard 2017).
Eine andere Vermutung ist, dass die Konformationsdnderungen in Hsp90 in
Wechselbeziehung mit der Interaktion von Klientenproteinen steht, also sowohl
Hsp90 in Klienten Verdanderungen induziert als auch umgekehrt (Krukenberg et al.
2011). In diesem Zusammenhang wire es interessant, die Auswirkung auf die drei
Konformationsédnderungen in Hsp90 durch Bindung und Umsetzung eines
bekannten Klienten zu untersuchen. Die enge Kopplung der lokalen
Umstrukturierungen konnte in Zukunft auch eine Chance sein, medizinisch aktive
Stoffe zu entwickeln, die nicht mehr nur {iber Inhibition der ATPase-Aktivitit des
essenziellen Chaperons laufen, stattdessen konnte eine Feinregulierung iiber

Beeinflussung der lokalen Elemente méglich werden.

Daneben ist eine Weiterentwicklung hin zu einer Kombination aus Einzelmolekiil-
FRET und -PET denkbar, um globale und lokale Konformationsdynamiken
simultan aufzuzeichnen. Ein erster Ansatz dazu wurde von Haenni et al. 2013
gemacht, indem die gleichzeitige Aufzeichnung einer Kombination aus FRET- und
PET-Signalen anhand von Peptiden und Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie als

prinzipiell mdglich demonstriert wurde.
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Die Zweifarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie ist durch die einfache
Implementierung sowohl in Bezug auf Reporterdesign als auch auf den
experimentellen Aufbau gut geeignet, die mehrdimensionale Untersuchung von
Proteindynamiken in Zukunft weiter voranzutreiben. Die im Vergleich zu
Einzelmolekiil-FRET einfache Auswertung der Daten unterstiitzt dabei den Weg

hin zur breiten Anwendung.

Ein Kernaspekt, der die Anwendung fiir Proteine limitieren kann und iiberwunden
werden muss, ist die ortsspezifische Farbstoffmarkierung. Das Hsp90-Protein aus
der Hefe hat die Eigenschaft, frei von nativen Cysteinen zu sein, daher ist hier eine
vergleichsweise einfache Markierung mit zwei Farbstoffen — ein Farbstoff pro
Monomer — moglich. Fiir Proteine, die liber (mehrere) native Cysteine verfiigen,
welche zudem oberflichenexponiert sind, miissen alternative
Markierungsstrategien hinzugezogen werden. Eine Maoglichkeit dies zu
bewerkstelligen ist die Verwendung von unnatiirlichen Aminosiduren in
Kombination mit Klick-Chemie. Uber die Erweiterung des genetischen Codes kann
diese Technik den Einbau einzigartiger chemischer Seitengruppen in Polypeptide
ermoglichen und stellt in Kombination mit Klick-Chemie eine elegante Losung dar,
um Farbstoffe ortsspezifisch, effizient und unter minimaler Perturbation des
biologischen Systems an Proteine zu koppeln. Die Methode wurde bisher in
eukaryotischem Kontext erfolgreich bei verschiedenen zu untersuchenden
Proteinen etabliert (Lemke 2014; Kozma et al. 2017; Neubert et al. 2018; Beliu et
al. 2019). Auch fiir E.coli-Zellen gibt es bereits Ergebnisse, die zeigen, dass die
heterologe Proteinexpression mit unnatiirlichen Aminoséuren prinzipiell moglich
ist (Kaya et al. 2012). Neben der ortsspezifischen Markierung von Proteinen, die
nicht iiber reaktive Schwefelgruppen gekoppelt werden konnen, konnten in Zukunft
mehrere Markierungsmethoden kombiniert werden, um Proteine mit mehreren
Farbstoffen zu koppeln. In diesem Kontext wire wiederrum Hsp90 ein geeignetes
Evaluationsmodell fiir eine Mehrfarben-Einzelmolekiil-PET-Spektroskopie mit
drei oder mehr PET-Fluoreszenzreportern. Die Datenanalyse erfolgt hierbei analog,

da jede Farbe getrennt ausgewertet werden kann.

Ein weiterer zukiinftig relevanter Aspekt ist die Temperaturkontrolle bei der
bildgebenden Einzelmolekiilspektroskopie, denn nur bei akkurater Kontrolle kann
die Methode zu einer standardisierten Anwendung werden. Damit konnen nicht nur
Temperaturabhdngigkeiten von Proteindynamiken untersucht, sondern auch
Ergebnisse zwischen verschiedenen Untersuchungen addquat verglichen und in den
Kontext konventioneller Spektroskopie gesetzt werden. Dazu gibt es bereits

on-chip Losungen, die mit TIRF-Mikroskopie kombiniert werden konnen, um eine
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umsténdliche Temperierung des experimentellen Aufbaus zu vermeiden (Wang et
al. 2011). Solche Implementierungen standardméBig in Einzelmolekiil-Aufbauten
zu integrieren ist ein wichtiger Schritt, um die Einzelmolekiilspektroskopie so

ubiquitér einsetzbar zu machen wie konventionelle Spektroskopie.

Die Einzelmolekiil-PET-Fluoreszenzspektroskopie kann so zu einem universellen
und standardisierten Werkzeug der multidimensionalen Untersuchung von

Proteindynamiken werden.
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