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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Proteinfaltung

Proteine sind die vielseitigste Klasse von biologischen Makromolekiilen. Sie sind als Biokata-
lysatoren aktiv, transportieren niedermolekulare Substanzen, bilden biologische Strukturen
aus, regulieren zelluldre Vorginge, wehren Krankheitserreger ab und vieles mehr. Dieses
breite Spektrum von Aufgaben wird fast immer durch die spezifische dreidimensionale Struk-
tur der Proteine vermittelt. Die Anordnung der Peptidkette im Raum (Topologie) bestimmt
z.B. die Wechselwirkung mit anderen Makromolekiilen oder den Aufbau von katalytisch
aktiven Zentren. Fiir die Funktion eines Proteins ist neben der definierten Struktur auch die
Dynamik wichtig. Diese wird durch die nur geringe thermodynamische Stabilitit des gefal-
teten Zustands im Vergleich zum entfalteten Zustand erreicht. Zwar wurden auch intrinsisch
unstrukturierte Proteine beschrieben (Uversky, 2002), die weit liberwiegende Zahl aller natiir-
lichen Peptidketten faltet sich jedoch zu geordneten, nativen Strukturen. Die Information fiir
den FaltungsprozeB ist in der Aminosduresequenz des Proteins enthalten (zweite Hélfte des
genetischen Codes, (Goldberg, 1985)), und bewirkt dadurch die reversible Faltung vieler
Proteine.

Die zentrale Fragestellung der Proteinfaltung lautet, wie aus der linearen Peptidkette die
native Konformation entsteht. Proteine sind sehr komplexe Molekiile mit Tausenden von
Atomen und besitzen daher extrem viele Anordnungsmoglichkeiten im Raum. Wiirde die
Faltung eines Proteins auf dem zufilligen Absuchen des gesamten Konformationsraums
beruhen, konnte ein Protein nicht in einer beobachtbaren Zeit falten (Levinthal, 1969). Tat-
sdchlich falten Proteine im Bereich von Mikrosekunden bis Tagen, und deshalb miissen
gezielte Wechselwirkungen die Faltung beschleunigen. Dieses Konzept der Faltungswege
geht davon aus, daB3 der native Zustand in einer zeitlichen Abfolge von Ereignissen erreicht
wird (Levinthal, 1968).

Durch jahrzehntelange Forschung sind inzwischen sehr viele Details tiber Faltungsvor-
ginge bekannt und die Faltungswege einzelner Proteine sehr gut untersucht. Proteine unter-
scheiden sich sehr stark im Hinblick auf die Zeitkonstante der Bildung des nativen Zustands
und dem Vorliegen von Intermediaten bei der Faltung. AuBlerdem bestimmt hiufig die
Dominenstruktur oder die Oligomerisierung eines Proteins seinen Faltungsmechanismus. Aus
den jetzigen Erkenntnissen iiber die Proteinfaltung kann kein allgemein giiltiger Mechanismus
abgeleitet werden, vielmehr scheinen verschiedene Faltungsmechanismen fiir unterschiedliche
Proteinfamilien zu existieren. Die extreme strukturelle und funktionelle Diversitidt der
Proteine spiegelt sich auch in verschiedenen Faltungsverldufen wider (Schmid, 1999).

Noch ist die Stabilitdt von Proteinen auf molekularer Ebene besser verstanden als ihre
Faltung. Dieses Wissen wurde kiirzlich zum rechnergestiitzten Design eines kiinstlichen Pro-
teins eingesetzt, das eine in der Natur bisher nicht gefundene Topologie besitzt (Dantas et al.,
2003; Kuhlman et al., 2003). AuBBerdem wurden Proteine in Designstudien stabilisiert (Dantas
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et al., 2003) oder die Bindungseigenschaften verdandert (Looger et al., 2003). Inzwischen ist
es Hellinga und Mitarbeitern sogar gelungen, eine enzymatische Aktivitét in ein urspriinglich
nicht katalytisch aktives Protein einzufithren (Dwyer et al., 2004). Das Proteindesign tragt
auch erste Erkenntnisse zur Proteinfaltung bei (Kuhlman & Baker, 2004). Die Proteine G und
L sind strukturell &hnlich, unterscheiden sich aber in der Abfolge der Faltung von zwei 3-
hairpin-Bereichen. Durch Proteindesign konnte die Reihenfolge dieser Strukturierung ver-
tauscht werden, so dafl Protein G mit der Charakteristik von Protein L faltet und umgekehrt
(Nauli et al., 2001).

Die computergestiitzte Simulation von Faltungswegen ist auf atomarer Ebene durch
Molekiildynamikrechnungen méglich. Durch die stark gestiegene Rechnerkapazitit kann eine
groBBe Zahl von Zeitverldufen im Nanosekundenbereich simuliert werden. Fiir schnell faltende
Proteine konnen in der resultierenden Gesamtzeit aus allen Berechnungen (mehrere Mikro-
sekunden) wenige Faltungsereignisse beobachtet werden. Fiir die aus 35 Aminoséduren be-
stehende Subdoméne Villin headpiece wurde aus Simulationen eine Zeitkonstante von 5 pus
vorhergesagt (Zagrovic et al., 2002), die experimentell bestétigt werden konnte (Kubelka et
al., 2003; Wang et al., 2003a). Noch sind die vorhergesagten Faltungsraten mit groBen Un-
sicherheiten belastet, und die Interpretation der erhaltenen Strukturen im Sinne von Faltungs-

wegen ist schwierig (Kubelka et al., 2004).

1.2 Sichtweisen der Proteinfaltung: Chemische Reaktion oder Energiehyperfliche

Klassischerweise wird die Proteinfaltung mit einer chemischen Reaktion verglichen: Der ent-
faltete Zustand U des Proteins muf entlang der Reaktionskoordinate den energiereichen Uber-
gangszustand iiberwinden, um zur nativen Struktur N zu gelangen (Abbildung 1.1a). Dieser
Reaktionsverlauf steht im Einklang mit der von Levinthal begriindeten Vorstellung eines
definierten, sequentiellen Faltungsweges (Levinthal, 1968). Sowohl die thermodynamische
Stabilitdt von Proteinen als auch das Auftreten exponentieller Zeitverlaufe der Faltung werden
durch dieses Reaktionsschema erkldrt. Allerdings stellt es eine starke Vereinfachung der
Situation dar. Ein Protein liegt nur im nativen Zustand in einer einheitlichen dreidimensio-
nalen Struktur vor; der denaturierte Zustand dagegen besteht aus einem Ensemble verschie-
dener Konformationen. Die Existenz einer Energiebarriere zwischen N und U sollte die Fal-
tung eines Proteins verlangsamen und kann daher nicht die extrem schnelle Faltung einiger
Proteine in wenigen Mikrosekunden erkldren.

Eine neue Sichtweise der Proteinfaltung (,,new view*) ergab sich aus Simulationen von
Faltungsvorgingen in Modellen mit niedriger Auflosung (Baldwin, 1994). Die Reste eines
Proteins werden z.B. als Kette von Kugeln dargestellt, die sich auf einem wiirfelférmigen
Gitter anordnen konnen. Durch Monte Carlo Simulation werden alle méglichen Anordnungen
der Kugeln auf den Gitterpldtzen erzeugt und deren Energieinhalt bestimmt (Sali ef al., 1994a;

Sali et al., 1994b; Dobson et al., 1998). Die Berechnungen zeigen, dal3 Molekiile mit einer
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Abbildung 1.1: Verschiedene Sichtweisen der Proteinfaltung. (a) Analogie zu einer chemischen Reaktion mit
eindeutig definiertem entfalteten (U), nativen (N) und Ubergangszustand. (b) ,,new view* der Proteinfaltung mit
verschiedenen Faltungswegen ausgehend vom Ensemble des denaturierten Zustands, modifiziert nach Dobson,
2003. Die Oberflidche wurde aus der Computersimulation eines stark vereinfachten Modells fiir die Faltung eines
kleinen Proteins erhalten. (c) Faltungstrichter als Veranschaulichung fiir schnelle Faltungsreaktionen. Das
Ensemble des entfalteten Zustands am Rand des Trichters kann iiber vielfaltige Faltungswege den nativen Zu-
stand erreichen. Abbildung entnommen aus Chan & Dill, 1998.

bestimmten Sequenz entlang verschiedener Faltungswege falten konnen. Moglicherweise
verliuft auch die Proteinfaltung iiber verschiedene, parallele Faltungswege und Ubergangszu-
stinde, die vom Ausgangszustand der Faltungsreaktion abhéngen (Baldwin, 1994; Sali et al.,
1994a). Dadurch ergibt sich eine Energiehyperfliche zwischen dem Ensemble des entfalteten
Zustands und dem nativen Zustand des Proteins. Alle Faltungswege verlaufen innerhalb
dieser Energiehyperfliche. Eine vereinfachte schematische Darstellung einer solchen Energie-
hyperfliche fiir ein kleines Protein und mogliche Faltungswege sind in Abbildung 1.1b
skizziert. Das zweidimensionale, klassische Bild der Energiebarriere (Abbildung 1.1a) wird
um eine Koordinate (Gesamtzahl der Kontakte) erweitert, und eine dreidimensionale, aber
trotzdem noch {iibervereinfachte Darstellung erhalten. In einfachen Gittermodellen existiert
ein nativer Zustand mit der niedrigsten freien Enthalpie, die Komplexitit steigt mit der
Kettenldnge, und es werden exponentielle Faltungskinetiken erhalten. Deshalb werden diese
Modelle fiir die Simulation von Faltungsvorgéngen verwendet (Schonbrun & Dill, 2003).

Eine noch bildlichere Darstellung der Proteinfaltung sind die sogenannten Faltungs-
trichter (Wolynes et al., 1995). In Abbildung 1.1c ist der Faltungstrichter eines schnell
faltenden Proteins dargestellt (Dill & Chan, 1997). Die verschiedenen Konformationen des
entfalteten Zustands am Rande des Trichters haben sehr viele Moglichkeiten, sich entlang der
Energiehyperflidche in den nativen Zustand umzuwandeln. Das Fehlen von Energiebarrieren
wird als downhill Faltung bezeichnet (Sabelko et al., 1999). Die Form der Energiehyperfliche
erklart damit sehr einfach die schnelle Faltung von Proteinen. Trotzdem wird auch in der Ab-
wesenheit von Energiebarrieren eine exponentielle Faltungsreaktion beobachtet. Der zentrale
Bereich des Faltungstrichters mit einer stark geneigten Energiehyperfliche wird sehr einfach
erreicht. Dort sammeln sich allerdings natividhnliche Konformationen an, die nur noch sehr

wenige Moglichkeiten haben, weitere native Kontakte zu bilden und deshalb langsam falten
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(Zwanzig, 1997; Schonbrun & Dill, 2003). Diese Konformationen miissen dhnlich wie der
Ubergangszustand in der klassischen Darstellung durchlaufen werden. Hier handelt es sich
aber um stark populierte Zustinde, wogegen sich der Ubergangszustand aufgrund seines
hohen Energiegehalts kaum anreichert.

Die Erweiterung der klassischen Sichtweise zu einer Energiehyperfliche tragt der spe-
ziellen Energetik der Proteinfaltung Rechnung. Im Gegensatz zu der Reaktion niedermole-
kularer Molekiile werden bei der Faltung keine kovalenten Bindungen gespalten oder ge-
bildet, sondern die Enthalpie dndert sich durch viele schwache Wechselwirkungen innerhalb
der Peptidkette. Deshalb kann die Proteinfaltung nur durch ein Netzwerk von einzelnen
Konformationséinderungen zustande kommen (Onuchic & Wolynes, 2004), das durch die
Energiehyperfliche und parallele Faltungswege beschrieben wird. Ein zusétzlicher Aspekt ist
die Abnahme der Kettenentropie bei der Faltung zur nativen Struktur. Dadurch wird ein Grof3-
teil des Enthalpiegewinns der Faltung aufgehoben. Eine Verengung der Energiehyperfliche
symbolisiert das Absinken der Entropie.

1.3 Schnelle Faltung

In den letzten Jahrzehnten sind die Methoden zur Messung schneller Kinetiken kontinuierlich
verbessert worden. So wurde z.B. die Totzeit von stopped-flow-Geridten (ca. 1 ms) durch die
Weiterentwicklung zu continuous-flow-Apparaturen auf 50-100 ps verringert (Chan et al.,
1997; Shastry et al., 1998). Dabei werden zwei stromende Losungen in einem turbulenten
Mischer vereinigt, und das Signal der resultierenden, ebenfalls stromenden Losung in einem
Bereich von mehreren Zentimetern nach dem Mischungspunkt aufgezeichnet. Bei bekannter
Stromungsgeschwindigkeit ergibt sich dadurch der Zeitverlauf der Faltung. Noch bessere
Zeitauflosungen konnen durch Laser-induzierte Temperaturspriinge erzielt werden. Die Er-
wiarmung der Proteinldsung kann bereits nach 100 ps abgeschlossen sein (Phillips et al.,
1995). Durch NMR-Linienformanalyse kdnnen auBBerdem schnelle Faltungsraten aus Gleich-
gewichtsmessungen bestimmt werden (Huang & Oas, 1995; Wang ef al., 2003a).

Schnell faltende Proteine sind meist kleine Eindomanenproteine mit weniger als 100
Aminosduren (Kubelka er al., 2004), die keine Disulfidbriicken oder cis-Peptidyl-Prolyl-
Bindungen enthalten. Die Faltungsreaktionen sind monoexponentiell und zeigen die direkte
Umwandlung des nativen in den entfalteten Zustand und umgekehrt. Stabile Faltungsinter-
mediate treten nicht auf, und deshalb spricht man auch von einem Zweizustandsverhalten der
Faltung. Die Faltungsraten der Zweizustandsproteine liegen im Bereich von Mikrosekunden
bis Sekunden (Gillespie & Plaxco, 2004). Zur Zeit ist eine Mutante der B-Doméne des Pro-
teins A aus Staphylococcus aureus mit einer Zeitkonstante von 3 us eines der am schnellsten
faltenden, bekannten Proteine (Arora et al., 2004). Nur wenig langsamer falten Villin head-
piece (Kubelka et al., 2003; Wang et al., 2003a) mit einer Zeitkonstante von 5 ps oder die

Engrailed homeodomain mit einer Zeitkonstante von 25 ps (Mayor ef al., 2000).
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Alaninreiche Modellpeptide von a-Helices falten im Zeitbereich von 0,5 pus (Wang et al.,
2003b). Dagegen ist die Bildung eines B-hairpin langsamer und findet innerhalb von ca. 10 pus
statt (Munoz et al., 1997; Kubelka et al., 2004). In einer a-Helix bilden sich ausschlielich
lokale Wasserstoftbriicken zwischen den Aminosduren i und i+4 aus. Dagegen miissen in
einem [B-hairpin Kontakte zwischen weiter entfernten Aminosduren zustande kommen, was
offensichtlich langsamer erfolgt als die Faltung einer a-Helix. Auch die ultraschnell faltenden
Proteine Villin headpiece (35 Aminosduren, Zeitkonstante 5 ps) und B-Doméne des Proteins
A (60 Aminoséduren, Zeitkonstante 3 ps) sind helikale Proteine. Die WW-Doménen der Pro-
teine Pin bzw. FBP28 (34 bzw. 37 Aminosduren) sind mit Zeitkonstanten von 80 bzw. 30 pus
die am schnellsten faltenden B-Faltblattproteine (Ferguson et al., 2001; Jager et al., 2001).
Generell kann die Faltung a-helikaler Proteine schneller ablaufen als diejenige dhnlich grofer
B-Faltblattproteine. Fiir diese ultraschnell faltenden Proteine wird eine downhill Faltung ohne
Energiebarriere diskutiert (Kubelka et al., 2004).

1.4 Theorien zur schnellen Faltung

Die schnelle Faltung von Proteinen erfolgt meist ohne die Bildung von Intermediaten nach
dem Zweizustandsmodell. Die Zeitkonstanten der Faltung variieren dabei in einem Bereich
von sechs GrofBenordnungen zwischen Mikrosekunden und Sekunden (Plaxco et al., 2000;
Gillespie & Plaxco, 2004). Eine Theorie der Faltung, die alle Details des Vorganges erfal3t,
sollte diesen enormen Unterschied in den Faltungsgeschwindigkeiten erkldren konnen
(Gillespie & Plaxco, 2004).

Aus der Simulation der Faltung in einfachen Gittermodellen wurden mogliche Zusam-
menhénge abgeleitet: Die Faltung konnte von der Rauheit der Energiehyperfliche bestimmt
werden. In Gittermodellen treten bei rauhen Energiehyperfldchen aber auch komplexe Zeit-
verlaufe auf (Onuchic ef al., 1997). Eine rauhe Energiehyperfldche kann die Faltung verlang-
samen, erklart aber nicht den Zeitbereich von sechs Groflenordnungen. Ein weiteres Kriterium
fiir die schnelle Faltung konnte der energetische Abstand der stabilsten nativen Konformation
zu den iibrigen energieniedrigsten Konformationen sein (Sali ef al., 1994a). Diese Energie-
liicke ist experimentell nicht zugédnglich; eine Abschitzung des Energieunterschieds iiber die
thermische Stabilitdt des Proteins korreliert nicht mit den Faltungsraten (Gillespie & Plaxco,
2004). In Gittermodellen kommt es zu einem unspezifischen coil-to-globule Kollaps aufgrund
der schlechten Loslichkeit der Kette (Baysal & Karasz, 2003). Der Unterschied der Uber-
gangsmittelpunkte des Kollapses und der Faltungsreaktion bestimmt die Geschwindigkeit der
Faltungsreaktion. Fiir die bisher untersuchten Proteine stimmen beide Uberginge iiberein und
zeigen damit die schnelle Faltung an (Millett er al., 2002b). Dieses Kriterium kann aber
unterschiedlich grofe Faltungsraten nicht erkldren.

Proteine auf Gittern stellen duflerst vereinfachte Modelle fiir die Proteinfaltung dar. So

zeigen die meisten Gittermodelle rauhe Energiehyperflachen, reale Proteine dagegen scheinen



6 Einleitung

eher glatte Energichyperflichen zu besitzen (Gillespie & Plaxco, 2004). Die rauhe Energie-
hyperflache kann entweder durch die Einschriankung der Anordnungsmoglichkeiten im Gitter-
modell verursacht werden, oder es haben sich in der Evolution Proteine mit glatten Energie-
hyperflichen durchgesetzt. Ein weiterer wichtiger Unterschied ist die geringe Stabilitdt des
nativen Zustands in Gittermodellen durch viele konkurrierende Wechselwirkungen. Eine
Verianderung der Sequenz (entsprechend einer Mutation) kann das globale Minimum stark
verschieben und damit den nativen Zustand verdndern. Dies konnte bei einem Protein zum
Funktionsverlust fiihren. Durch die Evolution wurden deshalb Sequenzen selektiert, in denen
sich die Wechselwirkungen innerhalb der Kette gegenseitig verstirken anstatt miteinander in
Konkurrenz zu treten (Onuchic & Wolynes, 2004). Daraus resultiert die hohe Kooperativitit
der Proteinfaltung. Es miissen bereits etwa 90 % der nativen Wechselwirkungen gebildet sein,
um den Entropieverlust bei der Einschrinkung des Konformationsraumes auszugleichen
(Gillespie & Plaxco, 2004). Simulationen geben die Kooperativitdt nur ungeniigend wieder.

Auch aus experimentellen Daten wurden verschiedene Modelle abgeleitet (Myers & Oas,
2002; Gillespie & Plaxco, 2004). Die Faltungsraten hidngen kaum von der Stabilitit des Pro-
teins, von einzelnen Mutationen oder von der Lénge der Peptidkette ab. Allerdings wurde ein
Zusammenhang zwischen der Topologie des Proteins und der Faltungsrate festgestellt. Ko-
operative lokale Wechselwirkungen bilden sich schneller als kooperative nichtlokale und
erklaren damit die hoheren Faltungsraten oa-helikaler Proteine im Vergleich zu B-Faltblatt-
proteinen (Baker, 2000; Gillespie & Plaxco, 2004). Zahlreiche Untersuchungen zeigen aber
auch, daf3 die Topologie nicht allein bestimmend fiir die Faltungsrate ist: Das Redesign von
natiirlichen Proteinen verdndert nicht deren Topologie, aber ihre Faltungsraten (Scalley-Kim
& Baker, 2004). Die zirkulare Permutation des ribosomalen Proteins S6 fiihrt zu identischen
Faltungsraten, obwohl sich der Anteil lokaler und nicht-lokaler Wechselwirkungen verandert
(Miller et al., 2002).

Nach dem Nukleations-Kondensations-Modell ist die Kondensation der Kette mit der Bil-
dung eines Faltungskerns im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt gekoppelt (Fersht, 1995).
Viele Reste tragen zur Stabilisierung des Ubergangszustands bei. Der Faltungskern hat prak-
tisch native Struktur, wihrend der Rest des Proteins noch expandiert vorliegt.

Beim Diffusions-Kollisions-Mechanismus wird die transiente Bildung instabiler Sekun-
darstrukturelemente angenommen. Durch Diffusion treffen strukturierte Bereiche aufeinander
und bilden ebenfalls instabile Mikrodoménen und schlielich das native Protein (Karplus &
Weaver, 1994). Es ist sowohl die Bildung eines definierten Ubergangszustands als auch eines
Ensembles von verschiedenen Ubergangszustinden denkbar. Sind Bereiche der Peptidkette
im entfalteten Zustand strukturiert, kénnen diese auch zum Ubergangszustand beitragen. So
ist z.B. bei Protein L der erste B-hairpin in 2 M GdmCl ausgebildet (Yi et al., 2000) und
dominiert auch die Struktur des Ubergangszustands (Kim et al., 2000). Aquivalent zum

Diffusions-Kollisions-Mechanismus ist das Topomersuche-Modell, in dem die entfaltete
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Kette durch Diffusion verschiedene Topologien einnimmt, und das zufillig auftretende native
Topomer durch native Wechselwirkungen stabilisiert wird (Gillespie & Plaxco, 2004).

Bei der Faltung eines Proteins mufl immer die Abnahme der Kettenentropie durch ener-
getisch giinstige Wechselwirkungen ausgeglichen werden. Neben spezifischen, elektrosta-
tischen Wechselwirkungen oder Wasserstoftbriickenbindungen (Mirsky & Pauling, 1936)
spielen vor allem hydrophobe Wechselwirkungen eine gro3e Rolle (Kauzmann, 1959). Dabei
werden unpolare Gruppen aus der wirigen Losung in eine ebenfalls unpolare Umgebung im
Proteininneren Uberfiihrt. Der Beitrag von Wasserstoftbriicken bzw. hydrophoben Wechsel-
wirkungen wurde kontrovers diskutiert, und bei der Bildung teilgefalteter Gleichgewichtszu-
stinde von 41 globuldren Proteinen auch experimentell untersucht (Uversky & Fink, 2002).
Wasserstoftbriicken fithren zur Ausbildung von Sekundérstrukturen und koénnen durch
Circulardichroismus (CD) nachgewiesen werden; hydrophobe Wechselwirkungen duf3ern sich
in einer Abnahme des Stokes-Radius eines Proteins (hydrophober Kollaps). Bei den unter-
suchten Proteinen korreliert die Kompaktheit der Intermediate stark mit der Bildung ge-
ordneter Sekundirstruktur, d.h. die Beitrdge von Wasserstoffbriicken und hydrophoben

Wechselwirkungen kénnen nicht getrennt werden.

1.5 Bedeutung von Intermediaten fiir die Proteinfaltung

Urspriinglich wurde angenommen, daf die Bildung von Intermediaten den zugénglichen Kon-
formationsraum der Peptidkette stark einschrinkt und daher zu einer Beschleunigung der
Proteinfaltung fiihrt (Kim & Baldwin, 1982). Tatsdchlich wurden bei einigen Proteinen wie
z.B. Ubiquitin (Khorasanizadeh et al., 1996) oder Lysozym (Parker ef al., 1995) teilgefaltete
Zustinde gefunden. Produktive on-pathway Intermediate erhohen die Faltungsrate, off-path-
way Intermediate hingegen verlangsamen die Faltung eines Proteins. Die freie Enthalpie eines
Intermediates im Vergleich zum nativen und entfalteten Zustand entscheidet dariiber, ob das
Intermediat im Gleichgewicht angereichert wird (Stabilitdt zwischen N und U), oder ob es nur
voriibergehend bei der Faltungsreaktion auftritt (instabiler als N und U). Die Bedeutung von
Intermediaten fiir eine effiziente Faltung wird durch die Zweizustandsfaltung in Frage ge-
stellt. Proteine, die Intermediate ausbilden, falten meist langsamer als Zweizustandsproteine.
Der fehlende Nachweis von Intermediaten bei der Zweizustandsfaltung mul3 nicht bedeuten,
daB3 keine teilgefalteten Zustdnde zwischen N und U existieren. Allerdings besitzen sie eine
hohere Energie als U und N und reichern sich daher nicht an (Myers & Oas, 2002). Auch bei
einigen schnell faltenden Proteinen wurden Intermediate nachgewiesen. So bildet das bakte-
rielle Immunititsprotein Im7 unter verschiedenen Bedingungen ein on-pathway Intermediat
(Capaldi et al., 2001); das ribosomale Protein S6 zeigt normalerweise ein Zweizustandsver-
halten, aber in Gegenwart von Na,SOy tritt in der Faltung ein nichtnatives Intermediat auf

(Otzen & Oliveberg, 1999). Ob bei der Faltung eines Proteins Intermediate auftreten, hdngt
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davon ab, wo sich das Intermediat auf der Energiehyperfliche des jeweiligen Proteins unter
den gegebenen Losungsmittelbedingungen befindet.

Die Bildung von Intermediaten kann direkt durch schnelle MeBverfahren (1.3) oder in-
direkt durch Signaldnderungen in der Totzeit der Faltungsreaktion nachgewiesen werden. Die
Fluoreszenz ist empfindlich fiir die Entstehung der Tertidrstruktur, CD fiir Sekundérstruktur-
elemente und Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) fiir den Tréigheitsradius R, des Proteins.
Daneben kann auch der schnelle Schutz der Amidprotonen gegen Austausch mit dem

Losungsmittel zum Nachweis von Intermediaten verwendet werden (Englander, 2000).

1.6 Der entfaltete Zustand von Proteinen

In den letzten Jahren ist der entfaltete Zustand eines Proteins zunehmend in den Mittelpunkt
des Interesses geriickt. Urspriinglich wurde angenommen, da3 entfaltete Proteine alle mog-
lichen Konformationen mit gleicher Wahrscheinlichkeit einnehmen. Tatsidchlich konnen in
entfalteten Proteinen in der Regel keine Sekundarstrukturen mit Circulardichroismus nachge-
wiesen werden. Neuere Untersuchungen mit magnetischer Kernresonanz bieten einen anderen
Blickwinkel, da nicht die gemittelten Eigenschaften der gesamten Peptidkette gemessen
werden, sondern Informationen iiber einzelne Reste des Proteins erhalten werden. So wurden
bei Lysozym selbst in 8 M Harnstoff definierte Anordnungen von hydrophoben Aminoséduren
gefunden (Klein-Seetharaman et al., 2002), obwohl Harnstoff hydrophobe Wechselwirkungen
stort. Auch in einer dauerhaft entfalteten Variante der Staphylokokken-Nuklease wurden
Reste nativer Topologie nachgewiesen (Shortle & Ackerman, 2001).

Urspriinglich wurde davon ausgegangen, daf3 in entfalteten Proteinen die Riickgratwinkel
¢ und y jeder Aminoséure sterisch unabhidngig sind von der Konformation der benachbarten
Aminoséuren (Flory, 1969). Der numerische Vergleich der mdglichen Konformationen eines
Polyalaninpeptids zeigt aber, dal3 die zugadnglichen Riickgratkonformationen durch sterische
Einfliisse beschrinkt werden (Pappu ef al., 2000). Der Effekt benachbarter Reste wird mog-
licherweise durch die Solvatation des Peptidriickgrats bestimmt, wobei die Seitenketten das
Wasser von den Kopfgruppen abschirmen (Avbelj & Baldwin, 2004). Mit verschiedenen
experimentellen Methoden wurde in Peptiden die gestreckte Polyprolin II-Konformation
nachgewiesen (Baldwin, 2002). Die Annahme zufélliger Konformationen eines entfalteten
Proteins ist nur bei der Betrachtung der gesamten Kette sinnvoll, auf lokaler Ebene ist der
Konformationsraum eingeschrinkt. Es wird diskutiert, ob im denaturierten Zustand bereits
nativihnliche Strukturen vorhanden sind. Zumindest scheint die Entropie des entfalteten
Zustands kleiner zu sein als lange angenommen, so daB3 bei der Faltung ein geringerer En-
tropieverlust auftritt und dadurch die Bildung der nativen Struktur erleichtert wird (Pappu et
al., 2000).
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1.7 Das Kiilteschockprotein aus Bacillus caldolyticus

In vielen prokaryontischen Organismen werden bei starker Erniedrigung der Wachstumstem-
peratur unter anderem kleine Kélteschockproteine (Csps) exprimiert (Graumann & Marahiel,
1998; Ermolenko & Makhatadze, 2002). Dabei handelt es sich um Eindominenproteine mit
knapp 70 Aminosduren. Verschiedene Csps aus demselben Organismus zeigen héufig eine
ausgepragte Sequenzhomologie. Diese ist beim Vergleich der Proteine aus verschiedenen
Organismen weniger ausgepragt, aber alle Csps besitzen dieselbe Topologie der nativen
Struktur. Zwei antiparallele B-Faltblitter aus drei (B1-B3) bzw. zwei (B4-B5) Strdngen er-

génzen sich zu einem sogenannten [-barrel (Abbildung 1.2).

Q ==

Abbildung 1.2: Struktur des Kilteschockproteins Csp aus Bacillus caldolyticus. (a) Banderdarstellung der Kri-
stallstruktur von Bc-Csp (Mueller et al., 2000); die Abbildung wurde mit MOLMOL erstellt (Koradi et al.,
1996). (b) Zweidimensionale Projektion der Anordnung der Faltblattstringe in der nativen Struktur. Das 3-barrel

wird zwischen den Faltblattstrangen B3 und 5 geschlossen.

Die homologen Proteine CspB aus dem mesophilen Organismus Bacillus subtilis (Bs-
CspB), Csp aus dem thermophilen Organismus Bacillus caldolyticus (Bc-Csp) und Csp aus
dem hyperthermophilen Organismus 7Thermotoga maritima unterscheiden sich kaum in ihrer
Faltungsgeschwindigkeit. Sie falten bei 25 °C sehr schnell innerhalb von 1 ms, haben aber
unterschiedliche Entfaltungsraten, die zur unterschiedlichen Stabilitidt der Proteine flihren
(Perl et al., 1998). Die Csps sind gute Modelle fiir das Zweizustandsverhalten bei der Protein-
faltung, da sich bisher keine Hinweise auf das Vorliegen von Intermediaten ergeben haben
(Schindler et al., 1995). Die Faltung von Bs-CspB wird durch die Viskositidt der Losung
beeinflulit, d.h. die Peptidkette diffundiert wihrend der Faltung im Losungsmittel (Jacob et
al., 1997).

Der Ubergangszustand der Faltung von Bs-CspB bzw. Bc-Csp ist, im Hinblick auf die
Wechselwirkung mit Denaturierungsmitteln, zu etwa 90 % nativdhnlich (Perl et al., 1998).
Bei der Faltung eines B-Faltblattproteins miissen gleichzeitig viele nichtlokale Wechselwir-
kungen gebildet werden, und somit #hnelt der Ubergangszustand dem nativen Protein. Muta-
tionen oder Sequenzunterschiede zwischen homologen Proteinen dindern diesen Ubergangszu-

stand kaum, da es vermutlich keine alternativen Strukturen mit dhnlich niedriger Energie gibt.



10 Einleitung

Im Gegensatz dazu verindern Mutationen in a-helikalen Proteinen hiufig den Ubergangszu-
stand, da durch lokale Wechselwirkungen verschiedene energiearme Zustinde zuginglich
sind (Burton et al., 1997).

Durch Mutationsanalyse wurde die Energetik des Ubergangszustands von Bs-CspB auf
der Ebene einzelner Aminosduren charakterisiert (Garcia-Mira et al., 2004). Die meisten
Reste bilden im Ubergangszustand noch keine der Interaktionen wie im nativen Zustand aus,
wenige Reste vor allem im Faltblattstrang 1 sind aber schon in nativihnliche Wechselwir-
kungen eingebunden. Im Faltblattstrang B4 sind an wenigen Positionen die nativen Interak-
tionen zumindest teilweise ausgebildet. Der Kontakt zwischen 1 und 4 und damit zwischen
den beiden Faltblittern (81-B3 und B4-B5) ist also bereits im Ubergangszustand vorhanden.

Auch theoretische Arbeiten haben sich mit der Faltung von Bs-CspB beschéftigt. Die Be-
rechnung der Nativiihnlichkeit einzelner Aminosiuren im Ubergangszustand fiihrt zu einem
zweigeteilten Bild: Das erste Faltblatt ist laut der Vorhersage bereits gefaltet, wiahrend 34 und
5 noch nicht nativéhnlich sind (Alm ef al., 2002). Die Berechnungen ergeben im Vergleich
mit den experimentellen Ergebnissen ein sehr stark vereinfachtes Bild, da keine Details tliber
die Eigenschaften der einzelnen Faltblattstringe oder Aminosduren erhalten werden.

Experimente oder Berechnungen zur Nativihnlichkeit des Ubergangszustands zeigen den
Energieinhalt dieses Zustands auf. Es werden allerdings keine Informationen iiber den Fal-
tungsweg erhalten. Modelle zum Faltungsverlauf wurden durch theoretische Berechnungen
entwickelt, in denen jedoch der Ubergangszustand als energiereichste Konformation hiufig
schwierig zu identifizieren ist. Die Vorhersage von Faltungswegen mit moglichst niedrigem
Entropieverlust geht davon aus, daB ein Protein durch die aufeinanderfolgende Kontaktbil-
dung in Schleifenbereichen zur nativen Struktur gelangt (Weikl & Dill, 2003). Dieser ,,Reil3-
verschluBmechanismus® ist damit abhingig von der Topologie des untersuchten Proteins.
Nach diesem Modell beginnt die Faltung von Bs-CspB mit lokalen Wechselwirkungen inner-
halb eines Faltblattes und fiihrt schlielich zu Kontakten zwischen 31 und 4 bzw. B3 und B5.
Verschiedene Berechnungen der Energiehyperfliche des Proteins CspA aus Escherichia coli
sprechen fiir einen Beginn der Faltung im ersten Faltblatt (f1-B3) (Karanicolas & Brooks,
2003). Je nach Art des Modells lagern sich die Faltblattstringe 4 und B5 an das bereits
bestehende Faltblatt an, oder es bildet sich vor der Anlagerung das zweite Faltblatt (34-B5). In
einer weiteren Studie wurde die Entfaltung von Bc-Csp durch Molekiilldynamikrechnungen
simuliert (Morra et al., 2003). Das zweite Faltblatt und der Kontakt zwischen B1 und 34
bleiben am ldngsten erhalten. Dies 146t aber nur eingeschrinkt Riickschliisse auf den Fal-

tungsmechanismus zu, sondern spiegelt eher die hohe Stabilitit des zweiten Faltblatts wider.
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1.8 Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

Beim Ubergang vom elektronisch angeregten Zustand eines Aromaten in den Grundzustand
kann Fluoreszenz auftreten. Innerhalb der Lebenszeit des angeregten Zustands kdnnen aber
auch Konkurrenzprozesse wie z.B. Loschung stattfinden. Deshalb héngt die Fluoreszenz sehr
stark von der molekularen Umgebung des Fluorophors ab. Die Anregungsenergie kann auch
strahlungslos auf einen zweiten Fluorophor (Akzeptor) iibertragen werden. Dieser Vorgang
wird als Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet; der physikalische Hintergrund
des Phdnomens wurde von Forster auf der Grundlage der Theorie von Perrin entwickelt
(Forster, 1948). Dabei kommt es nicht zu einer Emission von Photonen durch den angeregten
Fluorophor (Donor) und einer anschlieBenden Reabsorption durch den Akzeptor, sondern zu
einer Dipol-Dipol Wechselwirkung der beiden Fluorophore. Beide Fluorophore werden als
schwingende Dipole betrachtet, die bei dhnlicher Resonanzfrequenz Energie austauschen
konnen.

Damit FRET stattfinden kann, mul3 das Emissionsspektrum des Donors mit dem Absorp-
tionsspektrum des Akzeptors iiberlappen. In diesem Uberschneidungsbereich wird bei der
Riickkehr des elektronisch angeregten Donors in den Grundzustand genau dieselbe Energie-
menge abgegeben, die gleichzeitig zur Anregung des Akzeptors fiihrt. Die Effizienz der
Energieiibertragung héngt auBler von den spektralen Eigenschaften der beiden Fluorophore
auch von deren relativer Orientierung zueinander und dem Brechungsindex der Losung ab.
Den groBten EinfluB3 auf die Transfereffizienz hat jedoch der Abstand zwischen Donor und
Akzeptor. Da dipolare Wechselwirkungen die Ursache fiir die Energietibertragung sind, ergibt
sich eine Abhingigkeit der Transfereffizienz £ von der sechsten Potenz des Abstands R
(Gleichung 1.1) (Lakowicz, 1999).

Ry

E=—it Gl 1.1
0

Der Forster- oder charakteristische Transferabstand Ry, kennzeichnet den Abstand, bei
dem die Halfte der Anregungsenergie des Donors auf den Akzeptor iibertragen wird; die
andere Hiélfte wird als Donor-Fluoreszenz freigesetzt. Aus der Effizienz des Energietransfers
konnen Abstinde im Bereich von 0,5 Ry bis 1,5 Ry verldfllich bestimmt werden.

Durch Kombination verschiedener Fluorophore kann R, stark variiert werden und ermog-
licht dadurch die Bestimmung von Abstinden zwischen 10 und 100 A (Wu & Brand, 1994).
Damit ist FRET optimal zur Untersuchung von Proteinen geeignet und wird auch als
»spektroskopisches Lineal”“ bezeichnet (Stryer, 1978). Inzwischen wird FRET bei allen
Klassen von biologischen Makromolekiilen eingesetzt, um Abstandsverdnderungen zu
untersuchen (Selvin, 2000). Dadurch sind Riickschliisse auf Strukturen, Konformations-
dnderungen oder die Bildung von Komplexen moglich.

Auch die Faltung von Proteinen ist mit der Anderung von Abstéinden verbunden. Durch

die Wahl geeigneter Donor-Akzeptor Paare konnen Informationen iiber den Faltungsverlauf
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erhalten werden. Wie durch SAXS wird die rdumliche Ausdehnung des Proteins bestimmt;
bei FRET-Experimenten wird jedoch die Entfernung zwischen zwei definierten Positionen
gemessen und nicht die globale Grofe des Proteins. Beispielsweise wurde die Faltung der
Staphylokokken-Nuklease untersucht (Nishimura et al., 2000), die liber mehrere stabile Inter-
mediate verlduft. Sowohl im Gleichgewicht als auch bei kinetischen Messungen wurde mit
FRET ein schneller Kollaps der Kette nachgewiesen, der starker ausgeprégt ist als die gleich-
zeitige Bildung von stabilen Sekundirstrukturen (CD-Experimente). Moglicherweise geht der
hydrophobe Kollaps der Staphylokokken-Nuklease der Entstehung von Sekundérstruktur-
elementen voraus. Die Entfaltung von Barstar wurde durch zeitaufgeloste FRET-Messungen
untersucht (Lakshmikanth et al., 2001). Dabei wurden im Ubergangsbereich mehrere Spezies
mit verschiedenen Fluoreszenz-Lebenszeiten gefunden, woraus die Hypothese eines schritt-
weisen Verlusts der nativen Struktur abgeleitet wurde. Fiir beide Studien wurde ein natiirlich
vorkommendes Tryptophan als Donor verwendet. Bei der Barnase befindet sich das Trypto-
phan im Inneren des gefalteten Proteins und &ndert daher seine Fluoreszenzeigenschaften bei
Entfaltung stark. Die Interpretation der FRET-Experimente wird dadurch erschwert.

Werden lichtstarke Fluorophore mit einem Laser angeregt, konnen auch einzelne
Molekiile detektiert werden. Fiir das Zweizustandsprotein Chymotrypsin-Inhibitor 2 wurde im
Ubergangsbereich eine Effizienzverteilung mit zwei Maxima erhalten, die dem gefalteten
bzw. entfalteten Protein entsprechen (Deniz et al., 2000). Eine experimentelle Herausfor-
derung dieser Methode ist die Fixierung des Proteins, um die Beobachtungszeit zu verldngern.
Zum Beispiel konnen Makromolekiile in fixierte Lipidvesikel verpackt und daher sehr lange
beobachtet werden, ohne da3 durch die Ankniipfung an eine Oberfldche die Faltung gestort
wiirde (Rhoades et al., 2003). In diesem Fall limitiert die photochemische Schadigung der
Fluorophore durch das Laserlicht die Beobachtungsdauer.

Auch am Kailteschockprotein aus Thermotoga maritima wurden bereits Einzelmolekiil-
FRET-Experimente durchgefiihrt (Schuler et al., 2002; Lipman et al., 2003). An die beiden
Kettenenden wurden Fluorophore mit einem Férsterabstand Ry von 54 A angebracht. Dies
entspricht ungefiahr dem doppelten Durchmesser des Proteins, und deshalb war die gemessene
Transfereffizienz in allen Zustdnden sehr groB3 (>50 %). Das Zweizustandsverhalten zeigte
sich im Gleichgewicht in einer Population des nativen Zustands mit hoher Transfereffizienz
und einer Population des entfalteten Zustands mit niedrigerer Transfereffizienz. Die Transfer-
effizienz des nativen Zustands ist unabhingig von der GdmCl-Konzentration, wogegen die
Transfereffizienz des entfalteten Zustands mit sinkender GdmCI-Konzentration ansteigt. Dies
deutet auf einen kompakteren entfalteten Zustand bei geringeren Konzentrationen des
Denaturierungsmittels hin (Schuler et al., 2002). Ergdnzend wurde dasselbe Protein in
kinetischen Experimenten untersucht. In einem miniaturisierten Mischer wurde denaturiertes
Protein mit Riickfaltungspuffer gemischt und dhnlich einer continuous-flow-Apparatur in
verschiedenem Abstand zum Mischungspunkt gemessen. Die Zeitauflosung der Apparatur
betrdgt nur 100 ms, und zu diesem Zeitpunkt ist der Kollaps des entfalteten Zustands bereits
erfolgt (Lipman ef al., 2003).
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1.9 Problemstellung und Ziele der vorliegenden Arbeit

Die Kilteschockproteine Bs-CspB und Bc-Csp wurden schon ausfiihrlich untersucht. Neben
der Charakterisierung der Struktur (Schnuchel ef al., 1993; Mueller et al., 2000), der Funktion
(Lopez et al., 2001; Zeeb & Balbach, 2003) und der Ursachen der thermodynamischen Stabi-
litdt des Proteins aus dem thermophilen Organismus Bacillus caldolyticus (Perl et al., 2000;
Martin et al., 2002) wurde besonders die sehr schnelle Faltung dieser Proteine intensiv er-
forscht (Schindler et al., 1995; Jacob et al., 1997; Perl et al., 1998). Wie schon ausgefiihrt,
ergaben sich weder im Gleichgewicht noch bei kinetischen Messungen Hinweise auf das Vor-
liegen von Intermediaten (Schindler et al., 1995). Beide Kélteschockproteine sind daher her-
vorragende Beispiele fiir die Zweizustandsfaltung. Als spektroskopische Sonde wurde bei all
diesen Experimenten die Fluoreszenz des Tryptophans an Position 8 verwendet, die fiir Ver-
anderungen der direkten Umgebung sensitiv ist.

In dieser Arbeit sollte Bc-Csp (66 Aminoséduren) an verschiedenen Positionen mit einem
Donor-Akzeptor Paar zur Messung von FRET ausgestattet werden, um mehrere Abstinde und
ihre Verdnderungen wahrend der Faltung verfolgen zu konnen. Als Donor sollte Tryptophan
und als Akzeptor 5-(((acetylamino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsdure (AEDANS; Struk-
turformel in Abbildung 1.3a) verwendet werden. Der Forsterabstand R, dieses Fluorophoren-
paars betriigt 22 A. Er liegt damit in derselben GroBenordnung wie der Durchmesser von Be-
Csp in der nativen Struktur (25 A). Im Bereich um Ry ist die Transfereffizienz am empfind-
lichsten fiir Abstandsdnderungen, und deshalb ist das System Tryptophan und AEDANS opti-
mal fiir die Untersuchung von Bc-Csp mit FRET geeignet. Im Vergleich zu anderen Fluoro-
phoren sind Tryptophan und AEDANS auflerdem sehr klein und sollten daher die Faltung von
Bc-Csp kaum beeinflussen (Abbildung 1.3b, c).

Durch FRET kann der Abstand zwischen zwei Positionen der Peptidkette bestimmt wer-
den. Man erhélt also nicht wie bei SAXS eine Information gemittelt iiber das gesamte Protein,
sondern vielmehr tiber Entfernungen zwischen einzelnen Aminosauren. Durch die Einfiihrung
des Donors bzw. Akzeptors an verschiedenen Positionen konnen definiert verschiedene Ab-
stinde gemessen werden, die das Verhalten einzelner Bereiche des Proteins wiedergeben.

Der Donor Tryptophan wird durch ortsgerichtete Mutagenese in das Protein eingebracht.
Der Akzeptor wird durch die Modifikation von Cysteinresten mit 1,5-IAEDANS an das Pro-
tein gebunden; die Cysteinreste werden ebenfalls durch ortsgerichtete Mutagenese eingefiihrt.
FRET-Experimente besitzen die hochste Aussagekraft, wenn die Fluoreszenz des Donors und
Akzeptors moglichst wenig vom Faltungszustand des Proteins abhdngen. Dazu sollten Posi-
tionen gewdhlt werden, an denen die urspriingliche Seitenkette zum Losungsmittel exponiert

ist und moglichst nicht mit den umgebenden Resten an der Proteinoberfléche interagiert.
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Abbildung 1.3: Modifikation von Bc-Csp mit 5-((((2-lodacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonséure
(1,5-IAEDANS). (a) Die deprotonierte Seitenkette eines Cysteins reagiert mit 1,5-IAEDANS unter Bildung
eines Thioethers. Das Protein ist als Linie angedeutet. (b) und (c) GroBenvergleich von Bc-Csp mit den Fluoro-
phoren. In (b) ist das Protein in der Banderdarstellung, die Seitenketten von Tryptophan (blau) bzw. des mit
AEDANS modifizierten Cysteins (gelb) sind als Stdbchenmodelle gezeigt. (c) Das Protein aus (b) in Kalotten-
darstellung, wobei Tryptophan blau und AEDANS rot hervorgehoben sind. Die mutierten Aminosduren wurden
mit Hilfe des Swiss-PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997) in das Protein (Mueller et al., 2000) modelliert; es sind
beliebige Rotamere dargestellt. (b) und (c) wurden mit MOLMOL (Koradi ef al., 1996) erstellt.

Zunéchst miissen daher die Eigenschaften der nur-Donor Proteine und nur-Akzeptor Pro-
teine hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit fiir FRET-Experimente untersucht werden. Geeignete
Positionen der Fluorophore konnen dann zu Donor-Akzeptor Proteinen kombiniert und diese
zu FRET-Messungen eingesetzt werden.

Aus Fluoreszenzmessungen der Donor-Akzeptor Proteine im Gleichgewicht kann der
Abstand zwischen den beiden Fluorophoren in Abhdngigkeit vom Faltungszustand bestimmt
werden. Daneben soll der EinfluB der Mutationen und Modifikationen auf die Stabilitdt der
Proteine untersucht werden.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der kinetischen Untersuchung von Abstands-
anderungen zwischen definierten Positionen der Peptidkette im Verlauf der Proteinfaltung.
Dazu dienen stopped-flow-Experimente mit verschiedenen Donor-Akzeptor Varianten von
Bc-Csp. Eine bessere Zeitauflosung kann mit ergédnzenden Drucksprung- bzw. Temperatur-
sprungmessungen erreicht werden. Durch die Bestimmung dieser Abstandsdnderungen kann
ein differenziertes Bild der Vorginge bei der Faltung in verschiedenen Bereichen des Proteins
erhalten werden. Die FRET-Experimente ergiinzen damit die Messungen der Fluoreszenz von
Trp§, bei denen nur der globale Faltungszustand detektiert werden konnte.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN
2.1 Materialien
2.1.1 Bakterienstamme und Plasmide

Zur Produktion von Plasmid-DNA und der Expression der Proteine wurden verschiedene
Escherichia coli (E. coli)-Stamme verwendet:

E. coli XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, Stratagene, Heidelberg, D
hsdR17, supE44, relAl, lac, [F’
proAB, lacl’ZAM15, Tnl0 (Tet)]

E. coli BL21 (DE3) B F, dem, ompT, hsdS Stratagene, Heidelberg, D
(rg-mg’), gal M(DE3)
E. coli K38 hfrC [A] (Russel & Model, 1984)

Das Plasmid pLysS codiert fiir T7-Lysozym, das geringe Mengen von T7-RNA-
Polymerase bindet und dadurch die Expression im nichtinduzierten Zustand von E. coli
BL21verhindert. Im Stamm E. coli K38 ist die T7-RNA-Polymerase im Gegensatz zu BL21
nicht chromosomal codiert. Das Gen befindet sich auf dem Plasmid pGP1-2, das durch eine
Kanamycin-Resistenz stabil in den Zellen gehalten werden kann.

Als Expressionsvektoren mit den entsprechenden Genen fiir die Csp-Varianten dienten

pBluescript II SK™ Das Gen fiir Bc-Csp ist als Stratagene, Heidelberg, D
Kpnl/EcoRI-Fragment kloniert,
Ausgangsvariante Bc-Csp W8Y (Rape, 1999)

(Abkiirzung Bc-Csp*)

pET 11a Klonierung des B. caldolyticus Csp- Novagen, Schwalbach, D
Gens mit Ndel und BamHI aus
pBluescript II SK™ mit Csp-Gen

pTCLE Csp-Gen wird als Ndel/BamHI- (Calderone et al., 1996)
Fragment hinter eine hydrophobe
Leadersequenz (107 Aminosduren)
und einen Hise-tag kloniert.
Das Plasmid wurde freundlicherweise
von Prof. Terrence G. Oas zur
Verfligung gestellt.

Alle Expressionsvektoren enthalten eine Ampicillin-Resistenz zur Selektion.

2.1.2  Ndhrmedium

dYT-Medium: 5 g NaCl, 10 g Hefeextrakt, 16 g Pepton pro 1 1 H,O
(Zusatz von wenig Antifoam A fiir Fermentationen)
Feste Ndhrboden: dYT-Medium mit 15 g Agar-Agar pro 1 | Medium
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Das Medium und alle Lésungen fiir molekularbiologische Anwendungen wurden vor der Ver-
wendung 20 min bei 121 °C und 2 bar Druck autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wurden dem
Medium die benétigten Antibiotika (300 pg/ml Ampicillin, 25 pg/ml Chloramphenicol oder
50 pg/ml Kanamycin) in sterilfiltrierter Form zugesetzt.

2.1.3  Enzyme

Tag- und Pfu-DNA-Polymerase
Vent-DNA-Polymerase

Restriktionsendonukleasen BamHI, Ndel, Dpnl

Shrimp-Alkalische Phosphatase (SAP)
T4-DNA-Ligase

Lysozym aus Hiithnereiweil3

2.1.4 Standards

Protein-Leiter Roti®-Mark 10-150

pUC19 DNA /Mspl (Hpall)-Marker
Lambda DNA / Eco130I (Styl)-Marker

N-Acetyl-L-tryptophanamid (NAWA)

2.1.5 Chemikalien und Sdulenmaterialien

(£)-Ng-Acetyl-DL-tryptophan, 1,5-EDANS
Ammoniumhydrogencarbonat, B-Mercaptoethanol,
Na-Cacodylat Trihydrat, p-Nitroanilin

IPTG, Kanamycin

Cl-HOBt, HCTU

Fractogel EMD TMAE-650 (M)

1,5-IAEDANS, TCEP

GdmCl (ultra pure), Harnstoft (ultra pure)
Oligodesoxyribonukleotide

Butyl Sepharose 4 Fast Flow,
HiLoad Superdex 75 prep grade

Ni-NTA Superflow

M. Wunderlich, Uni Bayreuth

New England Biolabs,
Schwalbach, D

New England Biolabs,
Schwalbach, D

MBI Fermentas St.Leon-Rot, D
GibcoBRL, Karlsruhe, D

Sigma, Deisenhofen, D

Roth, Karlsruhe, D
MBI Fermentas St.Leon-Rot, D

Sigma, Deisenhofen, D

Aldrich, Taufkirchen, D
Fluka, Neu-Ulm, D

Gerbu, Gaiberg, D

IRIS Biotech, Marktredwitz, D
Merck, Darmstadt, D
MoBiTec, Gottingen, D

MP Biomedicals, Eschwege, D
MWG Biotech, Ebersberg, D

Pharmacia, Freiburg, D

Qiagen, Hilden, D

30 % Acrylamidlosung (,,Rotiphorese 30), Agarose, Roth, Karlsruhe, D
Ampicillin, Desoxynukleotide (d{ATP, dCTP, dTTP,
dGTP), EDTA, Ethidiumbromid, GdmCl, Roti-Load-

Proteinauftragspuffer, Tricin, Tris
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Ammoniumperoxodisulfat, Deoxycholsdure-
Natriumsalz, SDS, TEMED

Antifoam A, Bromphenolblau, Chloramphenicol,
Coomassie Brillant Blue G, 2,6-Dichlorphenol-
Indophenol (DCIP), Natriumcitrat

Serva, Heidelberg, D

Sigma, Deisenhofen, D

Alle hier nicht angegebenen Chemikalien wurden im Reinheitsgrad p.A. von der Firma
Merck (Darmstadt, D) bezogen. Fiir alle Pufferldsungen wurde deionisiertes Wasser mit einer
Leitfdhigkeit kleiner 0,1 pS/cm verwendet. Puffer fiir den Einsatz an der FPLC oder fiir
spektroskopische Messungen wurden iiber 0,45 pm-Nylonfilter filtriert.

2.1.6  Verbrauchsmaterialien

Plastikkiivetten

Pipettenspitzen, Reaktionsgefale

Petrischalen, PP-Zentrifugenrdhrchen

Millipore-Filter Typ VS (Porengrof3e 0,025um)

NAP-10 Séule aus Sephadex G-25, FlexiPrep Kit
Membranfilter 0,45 pm und 0,22 um
Spectro/Por-Dialyseschlauch (Ausschluflgrenze 3,5 kDa)

2.1.7 Gerdte

DX.17MV Sequential Stopped-Flow Spektrofluorimeter

Transilluminator, 302 nm
Christ Alpha 1-4 Gefriertrocknungsanlage
Kiihlzentrifuge “Sorvall RC5B Plus*

Thermoschiittler “Thermomixer 5436,
Mastercycler Gradient

Haake Thermostate K und CH
Prizisionskiivetten aus Quarzglas Suprasil®
Brutschrank, Zentrifuge ,,Labofuge 400R*
Spektralfluorimeter F-4010, F-4500
Dampfsterilisator FVS 2/3 Typ 6.0

Jasco J-600 Spektropolarimeter, Peltierelement PTC-3481
Spektrometer ,,UVIKON 860

Refraktometer

Bio-Print Darkroom CN-UV/WL
Microfluidizer M-110L

Micromass LCT, ESI-TOF Massenspektrometer

Brand, Wertheim, D

Eppendorf, Hamburg, D

Greiner, Frickenhausen, D
Millipore, Bedford, USA
Pharmacia, Freiburg, D

Fisher Scientific, Schwerte, D
Spectrum, Los Angeles, CA, USA

Applied Photophysics,
Leatherhead, UK

Bachhofer, Reutlingen, D
Christ, Osterode, D
DuPont, Bad Homburg, D
Eppendorf, Hamburg, D

Haake, Karlsruhe, D

Hellma, Miihlheim, D

Heraeus, Hanau, D

Hitachi, Tokio, Japan

Integra Biosciences, Fernwald, D
Jasco, Grof3-Umstadt, D

Kontron Instruments, Neufahrn, D
Kriiss, Hamburg, D

LTF Labortechnik, Wasserburg, D
Microfluidics, Newton, USA

Micromass, Manchester, UK
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Thermocycler PTC 100 “Mini-Cycler” MJ Research, Watertown, USA
Schiittler G24, Wasserbadschiittler ,,Innova 300 New Brunswick, Edison, USA
Easyject Prima Elektroporationsapparatur Peqlab, Erlangen, D
Spektralfluorimeter LS50B mit Filmpolarisatoren Perkin Elmer, Weiterstadt, D
FPLC-Anlage, 2050 MIDGET Electrophoresis Unit Pharmacia, Freiburg, D
Seralpur PRO 90 CN Reinstwasser-Anlage Seral, Ransbach-Baumbach, D
Cary 100 Bio UV-VIS-Spektrophotometer Varian, Darmstadt, D

2.1.8 Software

Grafit Version 3.0 Erithacus Software, Staines, UK
Swiss-PdbViewer Version 3.7 GlaxoSmithKline, Miinchen, D;

(Guex & Peitsch, 1997)
MolMol Version 2K.2 (Koradi et al., 1996)
Biocapt LTF-Labortechnik, Wasserburg, D
MassLynx 3.4 und 3.5 Waters, Eschborn, D
OligoDemo Version 5.0 National Biosciences, Plymouth, MN, USA
Chromas Version 1.45 Technelysium, Helensvale, Australien

2.2 Elektrophoretische Methoden
2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

0,5 x TAE-Puffer: 20 mM Tris/HCI, 10 mM Eisessig, 0,5 mM EDTA, pH* © 8,0

Probenpuffer: 4 M Harnstoff, 10 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin,
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wird zur Uberpriifung der GroBe und der Reinheit
von DNA-Fragmenten genutzt. Aullerdem ist eine priparative Trennung von DNA mdglich.
Abhingig von der Liange der aufzutrennenden DNA wurden Agarosekonzentrationen von 0,6
oder 1,6 % (w/v) in 0,5 x TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit 20 % (v/v) Proben-
puffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese in 0,5 x TAE-Puffer er-
folgte bei einer konstanten Spannung von 6 V/cm Elektrodenabstand. Die aufgetrennten
DNA-Banden wurden in einer Ethidiumbromidlosung (ca. 2 pg/ml in 0,5 x TAE-Puffer)
gefarbt und durch Fluoreszenz im UV-Licht nachgewiesen.



Materialien und Methoden 19

2.2.2 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Gelpuffer: 3 M Tris/HCL, 0,3 % (w/v) SDS, pH>© 8,45
4 x Roti-Load- 200 mM Tris/HCI, pH**“ 7,0, 120 mM DTE, 40 mM EDTA,
Probenpuffer: 48 % (w/v) Glycerin, 15 % (w/v) SDS, 0,04 % (w/v) Bromphenolblau

Kathodenpuffer: 0,1 M Tris, 0,1 M Tricin, 0,1 % (w/v) SDS, pH> © 8,23
Anodenpuffer: 0,2 M Tris/HCI, szSOC 8.9
Fixierlosung: 20 % (w/v) Trichloressigsdure

Férbelosung: 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsiure,
0,1 % (w/v) Coomassie Brillant Blue G

Entfarbeldsung: 10 % (v/v) Essigsdure, 5 % (v/v) Methanol

Das Verfahren von Schigger und von Jagow (Schigger & von Jagow, 1987) ist zur Auf-
trennung kleiner Proteine (5 bis 20 kDa) optimiert. Hierbei wird als Folgeion Tricin anstelle
von Glycin verwendet (Ornstein, 1964; Laemmli, 1970).

Zur Herstellung des 5 cm hohen 10 % Trenngels wurden 25 ml Ldsung (8,2 ml ddH,O,
8,2 ml Gelpuffer, 8,4 ml Acrylamidldsung) entgast, durch Zugabe von 15 pl TEMED und
200 pl 10 % APS die Polymerisation gestartet und die Losung sofort in die Gelapparatur ge-
gossen. Die Gellosung wurde mit wassergesittigtem Isobutanol bedeckt. Nach der Polymeri-
sation (ca. 45 min) wurde das Isobutanol durch griindliches Spiilen mit VE-H,O entfernt und
das Sammelgel (8,0 ml ddH,O, 3,3 ml Gelpuffer, 1,9 ml Acrylamidlésung) entgast. Die Poly-
merisation wurde durch Zugabe von 10 ul TEMED und 100 pl APS gestartet, die Losung auf
das Trenngel gegossen und die Kimme eingesetzt.

Die Proben (ca. 4-10 pg Csp) wurden mit 4 x Probenpuffer versetzt, 5 min im kochenden
Wasserbad erhitzt und vor dem Auftragen zentrifugiert. Die Elektrophorese erfolgte in einer
MIDGET-Vertikalelektrophoresekammer bei einer Stromstdrke von 25 mA fiir das Sammel-
und 45 mA fiir das Trenngel.

Bevor der Farbmarker das Ende des Gels erreichte wurde die Elektrophorese beendet, das
Sammelgel entfernt, die Proteine fiir 10 min im Trenngel fixiert, 120 min mit Coomassie-
Losung gefirbt und das Gel tiber Nacht entfarbt.

2.2.3 Diskontinuierliche Nativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen ermoglicht eine Aussage
iiber die im gefalteten Protein vorhandenen Ladungen. Somit kann der Austausch von Amino-
sduren mit geladenen Seitenketten oder die Modifikation mit geladenen Substanzen nachge-
wiesen werden.

Experimentell gleicht dieses Verfahren der SDS-PAGE (siehe 2.2.2), allerdings enthilt
kein Puffer SDS. Alle anderen Konzentrationen und pH-Werte bleiben unverdndert. Als
3 x Probenauftragspuffer wurde 30 % Glycerin, 2,7 mM EDTA, 0,03 % Bromphenolblau ver-
wendet. Die Proteine wurden mit dem Probenauftragspuffer versetzt und ohne Erhitzen auf
das Gel aufgetragen.



20 Materialien und Methoden

2.3  Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen und Reinigung mit Silica

Silica-Suspension: 1 g Silica in 10 ml 3 M Nal

Waschpuffer: 50 mM NaCl, 10 mM Tris/HC], 2,5 mM EDTA, pH>© 7,5,
50 % Ethanol

Nach der elektrophoretischen Trennung (siche 2.2.1) wurde die Bande des gewiinschten
DNA-Fragments aus dem Agarosegel ausgeschnitten (moglichst kurze Firbe- und Belich-
tungszeit, um Schiden an der DNA zu vermeiden). Das ausgeschnittene Gelstiick wurde mit
dem doppelten Volumen 6 M Nal versetzt und 5 min unter Schiitteln bei 55 °C aufgeschmol-
zen. Danach wurde ein geeignetes Volumen Silica zugegeben (1 mg bindet ca. 3 pg DNA)
und der Ansatz 5 min auf Eis gelagert. Das Silica wurde abzentrifugiert, der Uberstand ver-
worfen und das Pellet dreimal mit je 500 pl Waschpuffer gewaschen. Die Elution der DNA
erfolgte in einem Bettvolumen ddH,O fiir 5 min bei 45 °C. Nach mehrfacher Zentrifugation
wurde der Uberstand bei -20 °C gelagert. Dasselbe Verfahren (ohne das Aufschmelzen des
Gels) kann zur Entsalzung genutzt werden.

2.3.2  Plasmid-Prdparation mit FlexiPrep-Kit

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden 5 ml-Ubernachtkulturen der entsprechenden Bak-
terien verwendet. 1,5 ml der Kultur wurden zentrifugiert und das Pellet mit dem FlexiPrep-Kit
(Pharmacia, Freiburg, D) gemdll den Angaben des Herstellers behandelt. Der Zellaufschluf3
erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse (Sambrook et al., 1989); die DNA wurde mit
50 pl ddH,O von der Anionenaustauschermatrix eluiert. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde
mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift und bei -20 °C gelagert.

2.3.3 Sequenzspezifische Mutagenese (QuikChange)

Pfu-Puffer (10x): 200 mM Tris/HCI, pH 8,8*°°°, 100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO.,
20 mM MgSO,, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml BSA

Mutationen wurden mit dem QuikChange-Verfahren (Stratagene, Heidelberg) in Plasmide
eingebracht. Dabei werden zwei zueinander komplementire, mutagene Primer an den ent-
sprechenden Strang der Plasmid-DNA angelagert. Die DNA wird mit Hilfe der thermosta-
bilen Pfu-Polymerase (proofreading-Polymerase) linear amplifiziert. Nur die Template-DNA
ist methyliert und kann deshalb von der Restriktionsendonuklease Dpnl (Zielsequenz 5’-
G™ ATC-3") gespalten werden.

Fiir 50 pl-Ansédtze wurden 5 pl Pfu-10x-Puffer, 2 ul ANTP (je 10 mM), je 2 ul (10 uM)
der beiden Primer, 0,5 ul Template-DNA und 37,5 pul ddH,O gemischt und im Thermocycler
auf 95 °C aufgeheizt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 3 U Pfu-Polymerase gestartet
(hot start). Die QuikChange-Reaktion wurde mit dem folgenden Temperaturprogramm durch-
gefiihrt: 2 min Autheizen auf 95 °C, anschlieBend 25 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei
95 °C, 30 s Primer-Anlagerung bei der entsprechenden Temperatur (je nach Lénge des Pri-



Materialien und Methoden 21

mers zwischen 52 °C und 60 °C) und 15 min (bzw. 2 min pro kb DNA-Lénge) Polymerisation
bei 68 °C. 5 ul des Ansatzes wurden durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1) auf die richtige
Léange des Produkts tiberpriift. Die Template-DNA wurde durch Inkubation mit 10 U Dpnl fiir
6 bis 24 Stunden bei 37 °C gespalten. Die zuriickbleibende, mutierte DNA wurde in E. coli
XL1-Blue elektrotransformiert (2.3.7). Einzelne Kolonien wurden in dYT-Medium iiberimpft
und daraus Plasmid-DNA isoliert (2.3.2). Die erhaltene DNA wurde durch Sequenzierung
(Seqlab, Gottingen, D) auf die gewiinschte Sequenz gepriift.

2.3.4 Polymerasekettenreaktion (PCR bzw. Kolonie-PCR)

Mg-freier Puffer fiir Tag-Polymerase (10x):
100 mM Tris/HCI, pH* *© 9,0, 500 mM KCl, 1 % Triton-X-100

Die PCR wird zur exponentiellen Anreicherung von DNA-Fragmenten verwendet. Es werden
entweder gereinigte DNA oder Zellen mit dem entsprechenden Plasmid (Kolonie-PCR) einge-
setzt. Soll das amplifizierte Fragment kloniert werden, wird Vent-Polymerase aufgrund ihrer
3’,5’-Exonukleaseaktivitit verwendet.

Fiir analytische Zwecke (z.B. Kontrolle auf erfolgreiche Klonierung in einen Expres-
sionsvektor oder Test auf Insertionen bei QuikChange) wurden 160 pul Stamm-Mix herge-
stellt: 16 pl Mg-freier Puffer (10x), 16 pul 25 mM MgCl,, 4 pul ANTP (je 10 mM), je 4 pl der
beiden benoétigten Primer (je 10 uM), 1 ul Tag-Polymerase (5 U) und 115 ul ddH,O. Die
Zellen einer einzelnen Bakterienkolonie wurden in 10 pl des Stamm-Mix iiberfiihrt, und an-
schlieBend wurden 50 pul dYT-Medium mit derselben Pipettenspitze beimpft (Kultur des
Klons zur Plasmidpréparation, etc.). Die PCR erfolgte durch folgendes Temperaturprogramm:
2 min Autheizen auf 95 °C, 30 Zyklen von jeweils 20 s Denaturierung bei 95 °C, 20 s Anla-
gerung der Primer bei 50 °C, 40 s Polymerasereaktion bei 72 °C. Die Ansétze wurden mit 2 pl
Probenpuffer versetzt und das Produkt durch Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1) auf die
richtige Lange tiberpriift.

2.3.5 Restriktion

NEB-Puffer 2: 10 mM Tris/HCI, pH* © 7,9, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT

Fiir einige Varianten von Bc-Csp fand im pBluescript/E. coli K38 pGP1-2 System keine Ex-
pression statt. Daher wurden die entsprechenden Gene in die Expressionsplasmide pET 11a
bzw. pTCLE kloniert. Nach Amplifikation mit einem N-terminalen Primer (enthilt Ndel-
Schnittstelle) und dem SK-Primer (BamHI-Schnittstelle) und anschlieBender Entsalzung
(2.3.1) wurde das Fragment der Restriktion unterzogen.

Fiir die Spaltung wurde das Csp-haltige DNA-Fragment mit 1/10 des Volumens an NEB-
Puffer 2 (10x), 1/100 des Volumens an BSA (100x), 1 U/ul (Endkonzentration) BamHI und
1 U/ul (Endkonzentration) Ndel versetzt und fiir 10 h bei 37 °C inkubiert. Die Restriktions-
enzyme wurden durch 20miniitiges Erhitzen des Ansatzes auf 80 °C inaktiviert.

Fiir die Spaltung des Plasmids wurden zusitzlich zu den oben angegebenen Bedingungen
0,05 U/ul (Endkonzentration) Shrimp-Alkalische Phosphatase zugesetzt. Dadurch werden die
5’-Enden des geschnittenen Vektors dephosphoryliert und somit eine intramolekulare Re-
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ligation des Vektors verhindert. Die Reinigung der geschnittenen Vektor-DNA erfolgte {iber
priparative Agarose-Gelelektrophorese (2.2.1); sowohl Vektor als auch Csp-Fragment wur-
den vor der Ligation entsalzt (2.3.1).

2.3.6 Ligation

T4-DNA-Ligase-Puffer (5x): 250 mM Tris/HCI, pH 7,6, 50 mM MgCl,, 5 mM ATP,
5 mM DTT, 25 % (w/v) PEG-8000

Die T4-DNA-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung von Phosphodiesterbin-
dungen zwischen 3 -Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden verschiedener DNA-Molekiile. Zur Li-
gation wurden 7 pl geschnittener Vektor, 7 ul geschnittenes Csp-Fragment, 4 ul 5x Ligase-
Puffer und 2 pul T4-DNA-Ligase (2 U) vermischt und 48 Stunden bei Raumtemperatur inku-
biert. 10 ul des Ligationsansatzes wurden gegen Wasser mikrodialysiert. E. coli XL1-Blue-
Zellen wurden mit der salzfreien DNA elektrotransformiert (2.3.7). Die erhaltenen Bakterien-
kolonien wurden durch Kolonie-PCR mit vektorspezifischen Primern auf die Gegenwart des
Csp-Gens iiberpriift (2.3.4). Bei richtiger Lange des Inserts wurden die Zellen in Fliissig-
medium iiberimpft, Plasmid prépariert (2.3.2) und eine Sequenzierung durchgefiihrt (Seqlab,
Gottingen, D).

2.3.7 Herstellung und Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 500 ml dYT-Medium mit 1 ml Ubernacht-
kultur von E. coli XL1-Blue beimpft und bei 30 °C bis zum Erreichen einer ODgyy von 0,7 ge-
schiittelt. Die Zellen wurden 15 min auf Eis inkubiert und durch anschlieende Zentrifugation
(GS-3, 5.000 U/min, 4 °C, 10 min) geerntet. Zur Entfernung von Salzen wurde der Zellnieder-
schlag zuerst in 500 ml sterilem, eiskaltem ddH,O und anschlieBend in 250 ml sterilem, kal-
tem 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Die Bakterien wurden in
10 ml 10 % (v/v) Glycerin aufgenommen, in SS-34 Zentrifugenbecher iiberfiihrt und erneut
zentrifugiert (SS-34, 6.000 U/min, 4 °C, 10 min). Danach wurden die Zellen in 1,5 ml
10 % (v/v) Glycerin resuspendiert und in 40 pl Aliquots bei -80 °C gelagert.

Die zu transformierende DNA aus QuikChange (2.3.3) oder Ligation (2.3.6) wurde zur
Entsalzung auf Millipore-Filtern (Porengrofe 0,025um) 15 min mikrodialysiert und auf die
zuvor auf Eis aufgetauten elektrokompetenten Zellen gegeben. Die Suspension wurde in eis-
kalte Elektroporationskiivetten iiberfiihrt und einem elektrischen Puls (2,5 kV, 25 uF, 200 Q,
4 ms bis 5 ms) ausgesetzt. Danach wurde 700 pl dYT-Medium zugegeben, die Zellen abzen-
trifugiert (13.000 U/min, 4 °C, 30 s), auf dYT-Ndhrboden mit Ampicillin ausplattiert und tiber
Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.3.8 Herstellung und Transformation CaCly-kompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Transformation des Expressionsstamms E. coli BL21 (DE3) pLysS miissen CaCl,-
kompetente Zellen verwendet werden, da keine elektrokompetenten Zellen dieses Stamms er-
halten werden konnen. Das produzierte T7-Lysozym labilisiert die Bakterienzellwand und
fiihrt damit im hypotonischen Medium zur Lyse der Bakterien. Auch von E. coli K38 pGP1-2
wurden CaCl,-kompetente Zellen verwendet.

500 ml dYT-Medium wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur von E. coli BL21 (DE3)
pLysS oder E. coli K38 pGP1-2 beimpft und bei 30 °C bis zu einer ODggo von 0,6 geschiittelt.
Die Kultur wurde auf Eis gekiihlt und die Zellen durch Zentrifugation (GS-3, 8.000 U/min,
4 °C, 15 min) geerntet. Die Bakterien wurden in 200 ml sterilem, kaltem 100 mM CaCl,
resuspendiert und fiir mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (GS-3,
8.000 U/min, 4 °C, 15 min) wurden die Zellen in 10 ml 100 mM CaCl, in SS-34 Zentrifugen-
becher iiberfiihrt, wiederum zentrifugiert (SS-34, 10.000 U/min, 4 °C, 10 min) und in 4 ml
100 mM CaCl, und 1 ml sterilem 87 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Es wurden Aliquots von
200 pl bei -80 °C gelagert.

Zur Transformation wurde ein Aliquot CaCl,-kompetenter Zellen auf Eis aufgetaut, der
gewlinschte Expressionsvektor (1 ng bis 10 ng Plasmid-DNA) zugegeben und 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen 90 s einem Hitzepuls bei 42 °C ausgesetzt und sofort mit
700 ul dYT-Medium versetzt. Die Zellen wurden 30 min bei 37 °C geschiittelt (Expression
der resistenzvermittelnden Gene), zentrifugiert (4.000 U/min, 4 °C, 30 s) und auf Ndhrboden
mit den entsprechenden Selektionsantibiotika plattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C.

2.4 Proteinexpression und Reinigung
2.4.1 Csp ohne Cysteinreste

Alle Cystein-freien Varianten von Bc-Csp* (Bc-Csp* E21W, G22W, F38W, S48W, E50W,
Q59W) waren auf dem Expressionsplasmid pBluescript IT SK™ kodiert und wurden in E. coli
K38 pGP1-2 exprimiert. Die Zellen wurden bis zu einer ODgg von 0,7 bei 30 °C geschiittelt.
Durch Erhohung der Temperatur auf 43 °C wurde die Expression von Bc-Csp* induziert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (GS-3, 8.000 U/min, 4 °C, 10 min) geerntet, in Auf-
schluBpuffer (50 mM Tris/HCl, 2 mM EDTA, 5 mM B-Mercaptoethanol, pH**"® 8,0) resus-
pendiert und mittels eines Microfluidizers aufgeschlossen.

Bei Bc-Csp handelt es sich um ein Protein aus einem thermophilen Organismus, das ge-
geniiber den meisten Proteinen aus dem mesophilen E. coli eine erhohte thermische Stabilitét
aufweist. Durch Inkubation des Uberstands des Zellaufschlusses fiir 30 min bei 60 °C werden
E.coli Proteine denaturiert und damit abgetrennt. Dieser Hitzeschritt erleichtert die nachfol-
genden Reinigungsschritte, ist aber fakultativ.

Die chromatographische Reinigung beinhaltet eine Anionenaustausch-Chromatographie,
eine hydrophobe Interaktions-Chromatographie zur Abtrennung gebundener Nukleinsduren
und eine abschlieBende Gelfiltrations-Chromatographie. Alle Puffer wurden wie beschrieben
verwendet (Schindelin et al., 1992; Mueller et al., 2000).
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2.4.2  Reinigung von Cystein-haltigem Csp bei Expression als losliches Protein

Die tliberwiegende Zahl aller Bc-Csp-Varianten mit Cystein konnte als cytosolisch 16sliches
Protein exprimiert werden. Dabei kam hauptsédchlich das unter 2.4.1 beschriebene System mit
pBluescript II SK™ als Expressionsplasmid in E. coli K38 pGP1-2 zum Einsatz.

Das Protein Bc-Csp* ESOW/S24C konnte zwar aus E. coli K38 pGP1-2 gereinigt werden,
allerdings war keine vollstandige Markierung dieser Proteincharge moglich. Das entsprechen-
de Gen wurde deshalb in pET 11a kloniert, um die Expression bei 37 °C in E. coli BL21
(DE3) pLysS statt bei 43 °C in E. coli K38 pGP1-2 durchzufiihren. Unter diesen schonen-
deren Bedingungen wurde Protein erhalten, das problemlos markiert werden konnte. Ebenso
wurde Bc-Csp W8F/Y 15F/ES0W/S24C exprimiert.

Fiir alle Bc-Csp-Varianten mit Cystein an Position 2 konnte weder in E. coli K38 pGP1-2
noch in E. coli BL21 (DE3) pLysS eine gute Expression erreicht werden. Eventuell stort Be-
Csp mit Cystein 2 den Stoffwechsel von E. coli oder Cystein 2 fiihrt zu einem schnellen Ab-
bau des Proteins. Die Expression und Reinigung dieser Varianten ist unter 2.4.3 beschrieben.

Bei der Reinigung Cystein-haltiger Proteine mufl die Oxidation oder Modifikation der
Cysteinreste vermieden werden. Eine Oxidation findet vor allem an deprotonierten Cystein-
resten unter Katalyse von Metallionen (z.B. Cu®") statt. AuBerdem wird molekularer Sauer-
stoff als Oxidationsmittel benotigt.

Um die Oxidation von Cysteinresten zu vermeiden, wurde deshalb der pH-Wert des
Puffers abgesenkt (ca. 2 Einheiten unter den pK von Cystein, d.h. 99 % der Cysteinreste sind
protoniert). Die Puffer wurden vor der Verwendung entgast und mit Stickstoff geséttigt, um
moglichst wenig molekularen Sauerstoff in der Losung zu belassen. Die katalytisch wirken-
den Metallionen wurden durch EDTA komplexiert, und als Reduktionsmittel wurde B-Mer-
captoethanol (B-ME) zugesetzt.

Die erhaltenen Bc-Csp-Varianten sind in ihrer thermischen Stabilitdt vergleichbar mit
dem Wildtypprotein. Dennoch wurde kein Hitzeschritt zur Denaturierung mesophiler Proteine
angewandt, da das Cystein bei 60 °C um ein Vielfaches schneller oxidiert wiirde als bei
Raumtemperatur. Aus demselben Grund wurden alle Reinigungen bei 4 °C durchgefiihrt. Fiir
alle chromatographischen Reinigungsschritte wurde eine FPLC-Anlage von Pharmacia ver-
wendet.

1) Fermentation und Zellaufschluf3

E. coli K38-Zellen wurden bei 30 °C, E. coli BL21 (DE3)-Zellen bei 37 °C bis zu einer ODggo
von 0,7 geschiittelt (51 dYT-Medium). Die Induktion der Expression erfolgte bei E. coli K38
durch Erh6hung der Temperatur auf 43 °C, bei E. coli BL21 (DE3) durch Zugabe von IPTG
(1 mM Endkonzentration). Nach 3 h wurden die Kulturen zentrifugiert (GS-3, 8.000 U/min,
4 °C, 10 min) und die Zellen in Aufschlupuffer (50 mM NaHCOs, 20 mM EDTA, 50 mM [-
ME, pH 6,2) resuspendiert. Der Zellaufschlu3 erfolgte mit Hilfe eines Microfluidizers. Durch
Zentrifugation (SS-34, 18.000 U/min, 4 °C, 30 min) wurden Zelltrimmer aus dem Rohlysat
abgetrennt.
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11) Anionenaustausch-Chromatographie

Puffer A: 30 mM NaHCO;, 5 mM EDTA, 10 mM B-ME, pH* 6,2
Puffer B: 30 mM NaHCO;, 5 mM EDTA, 10 mM B-ME, 1 M NaCl, pH*“ 6,2

Der Uberstand des Zellaufschlusses wurde mit Puffer A auf das doppelte Volumen verdiinnt
(Erniedrigung der physiologischen Salzkonzentration) und nach Einstellen des pH-Werts (6,2)
auf eine mit Puffer A equilibrierte Fractogel EMD TMAE-650 (M)-Séule mittels P1-Pumpe
bei einer FluBrate von 5 ml/min aufgetragen. Nichtbindende Proteine wurden als Durchbruch
gesammelt. Die Sdule wurde 2 h bei einer FluBrate von 5 ml/min mit Puffer A gewaschen.
Anschliefend wurden gebundene Proteine mit einem Gradienten von 0 auf 600 mM NaCl
(60 % Puffer B) innerhalb von 90 min eluiert. Eventuell noch gebundene Proteine wurden mit
1 M NaCl von der Siule entfernt.

Alle gesammelten Fraktionen wurden mit SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.2.2)
auf die Gegenwart von Bc-Csp untersucht. In allen Fillen befand sich das Bc-Csp im
Durchbruch.

1i1) Hydrophobe Interaktions-Chromatographie (HIC)

Puffer A: 20 mM Na-Citrat, 5 mM EDTA, 10 mM B-ME, pH 6,2
Puffer B: 20 mM Na-Citrat, 5 mM EDTA, 10 mM B-ME, 80 %" (NH4),SO4, pH 6,2

Der Durchbruch der Anionenaustausch-Chromatographie wurde mit 230 g/l (NH4),SO4 ver-
setzt (40 % Sattigung). Die dabei ausgefallenen Proteine wurden durch Zentrifugation (GS-3,
8.000 U/min, 4 °C, 30 min) entfernt. Der klare Uberstand wurde auf eine mit 50 % (NH4)2SO4
(37,5 % Puffer A, 62,5 % Puffer B) equilibrierte Butyl Sepharose 4 Fast Flow-Sdule mit einer
FluBrate von 2 ml/min iiber eine P1-Pumpe aufgetragen. Zum Entfernen von Nukleinsduren
wurde 2 h mit 50 % (NH4),SO4 gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden durch Redu-
zierung des (NH4),SO4-Gehalts auf 0 % innerhalb von 12 min eluiert und in 2 ml-Fraktionen
gesammelt. Alle Fraktionen wurden anhand von Absorptionsspektren auf die Gegenwart von
Nukleinsduren tiberpriift.

1v) Gelfiltrations-Chromatographie

Puffer: 20 mM Na-Citrat, 2 mM EDTA, 5 mM B-ME, 100 mM KCI, pH 6,2
Dialyse I: 20 mM Ammoniumacetat, | mM EDTA, 5 mM B-ME

Dialyse II: 10 mM Ammoniumacetat, 0,5 mM EDTA, 5 mM B-ME

Dialyse III: 5 mM Ammoniumacetat, 0,2 mM EDTA, 5 mM B-ME

Die vereinigten Nukleinsdure-freien Fraktionen der HIC wurden der Gelfiltration an einer
HiLoad Superdex 75 prep grade-Saule (GroBe 16/60) unterzogen. Es wurden jeweils 5 ml der
Proteinlosung auf die equilibrierte Sdule aufgetragen und die Proteine mit einer FluBrate von
1,7 ml/min eluiert. Ab dem Elutionsvolumen von 51 ml (30 min nach dem Auftragen des Pro-
teins) wurde mit dem Sammeln von 1,7 ml-Fraktionen begonnen.

Die Bc-Csp-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und bei 4 °C nacheinander gegen die
Dialysepuffer I-III dialysiert. Die Proteinlosung wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und lyophilisiert. Das trockene Protein wurde bei -20 °C gelagert.
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2.4.3 Reinigung von Cystein-haltigem Csp aus hydrophobem Fusionsprotein

Bc-Csp mit Cystein 2 wurde in den sonst verwendeten Systemen (2.4.2) nicht als 16sliches
Protein exprimiert. Deshalb wurde zur Expression der Varianten mit Cystein 2 das pTCLE-
Plasmid als Expressionsvektor verwendet (Calderone et al., 1996). In diesem Vektor wird das
Gen des gewiinschten Proteins hinter einen 107 Aminosduren langen Leader-Bereich und
einen Hise-tag kloniert. Aufgrund des groBen Anteils an hydrophoben Aminosduren im
Leader-Bereich (21 Leu, 3 Ile, 9 Val, 1 Phe, 4 Tyr, 11 His) und des hydrophoben Beitrags von
5 Lysin- und 11 Argininresten ist das Fusionsprotein nur bei niedrigem pH oder in Gegenwart
hoher Konzentrationen von chaotropen Denaturierungsmitteln 16slich. Bei der Expression in
E. coli werden deshalb inclusion bodies gebildet, was die Zelle vor der eventuell schidlichen
Wirkung des Proteins schiitzt und auBerdem die Proteinausbeute erhoht.

Nach Waschen der inclusion bodies und Reinigung des Fusionsproteins durch Affinitéts-
chromatographie an einer Ni-NTA-Sédule wird eine BrCN-Spaltung durchgefiihrt. Dabei wird
der Leader-Bereich vom Bc-Csp abgetrennt. Methionin 1 des Be-Csp wird in Homoserin um-
gewandelt und ebenfalls abgespalten. Allen Bc-Csp-Varianten, die durch die Expression des
Fusionsproteins erhalten wurden, fehlt somit Metl1.

i) Fermentation, Zellaufschlu8 und Waschen der inclusion bodies

Lysepuffer: 50 mM Tris/HCI, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA, 20 mM B-ME, pH**"“ 8,0

Waschpuffer: 1 mg/ml Deoxycholat, ] mM EDTA, 20 mM B-ME, pH*""“ 8,0
(Die Puffer wurden vor der Zugabe von 3-ME entgast.)

Die Zellanzucht des Expressionsstamms E. coli BL21 (DE3) pLysS in 2,5 1 dYT-Medium er-
folgte wie unter 2.4.2 beschrieben. Da das Fusionsprotein in den inclusion bodies vor proteo-
lytischem Abbau geschiitzt ist, wurden die Zellen erst 6 h nach Induktion der Expression ge-
erntet. Die Zellen wurden in 50 ml Lysepuffer resuspendiert und mit dem Microfluidizer auf-
geschlossen. Die inclusion bodies wurden im SS-34-Rotor bei 12.000 U/min und 4 °C fiir
20 min sedimentiert, und der Uberstand wurde verworfen. Der Niederschlag wurde in 30 ml
Waschpuffer (ohne B-ME) resuspendiert und mit 0,2 mg/ml Lysozym versetzt. Nach kurzer
Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut zentrifugiert (SS-34, 12.000 U/min, 4 °C,
10 min). Die inclusion bodies wurden anschliefend noch weitere zweimal mit 20 ml Wasch-
puffer, viermal mit 20 ml Lysepuffer und einmal mit 20 ml 20 mM B-ME gewaschen und zen-
trifugiert (SS-34, 12.000 U/min, 4 °C, 10 min).

i1) Reinigung des Fusionsproteins

Ni-NTA-Puffer: 100 mM Na-Phosphat, 10 mM Tris, 6 M GdmCl, 20 mM B-ME,
pH4OC 8,0 bzw. 6,3 bzw. 5,3

Saulenreinigung: 6 M GdmCl, 0,2 M Essigsdure

Die inclusion bodies wurden in 50 ml Ni-NTA-Puffer pH*“ 8,0 aufgenommen und auf eine
ebenfalls in Ni-NTA-Puffer pH*“ 8,0 equilibrierte Ni-NTA-Siule mit einer FluBrate von
2,5 ml aufgetragen. Nichtgebundene Proteine wurden durch Waschen mit Ni-NTA-Puffer
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pH*© 6,3 fiir 50 min entfernt. Die Elution des gebundenen Fusionsproteins erfolgte mit Ni-
NTA-Puffer pH40C 5,3. Die Sdule wurde durch Waschen mit 6 M GdmCl, 0,2 M Essigsédure
von eventuellen Resten des Leader-Proteins gereinigt.

Das Eluat der Saule (pH4oC 5,3) wurde mit EDTA versetzt (Endkonzentration 0,5 mM)
und dreimal gegen 0,2 M Essigsdure, 15 mM p-Mercaptoethanol dialysiert. Die Proteinlosung
wurde schockgefroren und lyophilisiert.

1i1) Spaltung des Fusionsproteins mit BrCN

400 mg trockenes Fusionsprotein wurden in 30 ml 70 % Ameisensdure gelost und mit 600 pl
5 M BrCN in Acetonitril versetzt (150 facher UberschuB) (Gross, 1967). Zum Schutz der Cys-
teinreste wurden 500 ul 100 mM TCEP zugesetzt. Der Ansatz wurde 5 Stunden bei RT ge-
rihrt und anschlieend das Losungsmittel mit einer Hochvakuum-Pumpe entfernt.

1v) Reinigung von Bc-Csp aus dem Spaltungsansatz

Ni-NTA-Puffer: 100 mM Na-Phosphat, 10 mM Tris, 6 M GdmCl, 20 mM B-ME, pH*“ 8,0
Sdulenreinigung: 6 M GdmCl, 0,2 M Essigsdure
Dialysepuffer: 20 mM Ammoniumacetat, | mM EDTA, 5 mM B-ME

Der trockene Riickstand der Spaltungsreaktion wurde in 80 ml Ni-NTA-Puffer pH*'© 8,0 auf-
genommen. Dabei sduerten Reste von Ameisensdure die Losung stark an, und der pH-Wert
wurde mit 5 M NaOH wieder auf 8,0 gebracht. Das geloste Protein wurde auf eine in Ni-
NTA-Puffer pH*' 8,0 equilibrierte Ni-NTA-Séule mit einer FluBrate von 2,5 ml/min aufge-
tragen. Der Bc-Csp-haltige Durchbruch wurde gesammelt und bei 4 °C dreimal gegen Dia-
lysepuffer dialysiert. Alle an die Sdule gebundenen Proteine wurden mit 6 M GdmCl, 0,2 M
Essigsdure eluiert. Das Dialysat wurde schockgefroren, lyophilisiert und einer abschlieBenden
Gelfiltrations-Chromatographie unterzogen (identische Bedingungen wie unter 2.4.2)

Haufig fiihrte die langsame Entfernung von GdmCl wihrend der Dialyse zur Aggregation
von Bc-Csp. Wurde das aggregierte Protein in einem kleinen Volumen 6 M GdmCl aufge-
nommen und schnell in das 10fache Volumen Nativpuffer verdiinnt, konnte 16sliches Protein
erhalten werden.

v) alternative Abfolge der Reinigungsschritte

Bei einer schnelleren Version zur Reinigung von Be-Csp aus dem hydrophoben Fusionspro-
tein wurde auf die Aufreinigung des Fusionsproteins verzichtet. Die gewaschenen inclusion
bodies wurden in 70 % Ameisensdure gelost und mit 5 M BrCN in Acetonitril versetzt (siche
iii, ca. 1 ml BrCN auf 1,5 g inclusion bodies). Der Durchbruch der anschlieBenden Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie enthielt sowohl Bc-Csp als auch Nukleinsduren. Deshalb wurde
nach der Dialyse (und vor der Gelfiltration) eine zusitzliche Hydrophobe Interaktions-Chro-
matographie (siche 2.4.2) notwendig.
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2.5 Modifikation Cystein-haltiger Proteine

Fiir FRET-Experimente wurde der Donor Tryptophan durch ortsgerichtete Mutagenese in das
Protein eingebracht. Der Akzeptor AEDANS wurde durch die chemische Modifikation von
Cystein in das Protein eingefiihrt.

Proteine enthalten verschiedene Gruppen, die zur Ankniipfung von Fluorophoren verwen-
det werden konnen (hauptsdchlich Amino- und Thiolgruppen). Zur selektiven Modifikation
von Cysteinresten werden iiberwiegend lodacetamid-Derivate der Farbstoffe eingesetzt
(Haugland, 2002). Bei der Umsetzung eines Thiolats mit lodacetamid im Zuge einer nukleo-
philen Substitutionsreaktion entsteht ein Thioether, der in wéBriger Losung dulerst stabil ist.
Diese Reaktion wird bei pH-Werten durchgefiihrt, bei denen Cystein teils deprotoniert vor-
liegt (ca. pH 6,5-8,0); hohere pH-Werte konnen allerdings zu Modifikationen von Amino-
gruppen fithren. Die Zugénglichkeit der Cysteinreste kann durch teilweise Entfaltung des
Proteins mit Denaturierungsmitteln erhoht werden. Zum Schutz vor Oxidation wird das nicht-
nukleophile Reduktionsmittel TCEP eingesetzt.

Bei der Modifikation in Losungen mit hoher Proteinkonzentration wurde mehr EDTA
und TCEP zugesetzt; der UberschuB an Modifikationsreagenz wurde verringert, um Mehr-
fachmarkierungen zu vermeiden.

2.5.1 Modifikation mit 1,5-IAEDANS

Nativpuffer: 100 mM Na-Phosphat, pH 7,0
Entfaltungspuffer: 10 mM Na-Phosphat, 7 M GdmCl, pH 7,0

2 bis 15 mg gefriergetrocknetes Protein wurden in 970 ul Nativpuffer aufgenommen, zur voll-
standigen Reduktion mit 30 pul 100 mM TCEP versetzt und 45 min bei Raumtemperatur inku-
biert. (Proteine mit Cysl1 wurden in Puffer mit 3 M GdmCl gelost). Nach Zentrifugation
wurden niedermolekulare Substanzen durch Gelfiltration an einer NAP-10 Sdule in Nativ-
puffer entfernt und dem Eluat 15 ul 100 mM TCEP und 15 pl 100 mM EDTA zugesetzt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Absorptionsmessung (2.7.2). Die Pro-
teinlosung (1500 pl) wurde mit 900 pl Entfaltungspuffer gemischt (GdmCI-Endkonzentration
2,5 M) und der pH-Wert der Losung mit 2 M Tris auf 7,8 eingestellt. Die bendtigte Menge
1,5-IAEDANS (30facher UberschuB3 bei Proteinendkonzentration < 150 pM, 20facher Uber-
schuf} bei Proteinendkonzentration > 150 pM) wurde in 100 ul DMF geldst und zum Protein
gegeben. Der Markierungsansatz wurde 12 h bei 20 °C im Dunkeln inkubiert. Die Reinigung
des modifizierten Proteins erfolgte durch zwei aufeinanderfolgende Chromatographieschritte
an einer NAP-10 Séule in 15 mM Ammoniumacetat.

2.5.2 Modifikation mit lodacetamid

Die Modifikation mit lodacetamid erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben. lodacetamid wurde
im 100fachen UberschuB zur Proteinmenge eingesetzt. Die Reaktion wurde vor den abschlie-
enden Chromatographieschritten durch Zugabe von f-Mercaptoethanol gestoppt.
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2.6 Synthese der Referenzverbindung Trp-EDANS

Um die Fluoreszenz von AEDANS nach Anregung durch Energietransfer untersuchen zu
konnen, wurden Tryptophan und 1,5-EDANS kovalent zu der Modellverbindung Trp-EDANS
verkniipft (Abbildung 2.1). Zur Aktivierung der Edukte wurden O-(1H-6-Chlorobenzotriazol-
1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorphosphat (HCTU) und 6-Chloro-1-hydroxybenzo-
triazol (C1-HOBt) sowie die nichtnukleophile Base Diisopropylethylamin (DIPEA) eingesetzt.
Tryptophan bildet im ersten Reaktionsschritt in situ einen Aktivester mit CI-HOBt, der im
zweiten Schritt mit EDANS unter Bildung eines Amids reagiert (Knorr et al., 1989; Albericio
& Carpino, 1997).

SO;H SO;H
99 .
_ (0] ﬁ/ 0
NH CI-HOBt
NH_ _COOH BN HCTU NH N
DIPEA

DMF, CH,Clp, RT

] |
N

N-Acetyltryptophan 1,5-EDANS Trp-EDANS

Abbildung 2.1: Synthese von Trp-EDANS.

(¥)-Ng-Acetyl-DL-tryptophan (277 mg, 1,13 mmol), CI-HOBt (191 mg, 1,13 mmol) und
HCTU (466 mg, 1,13 mmol) wurden in 20 ml DMF und 2 ml Dichlormethan geldst. Durch
Zutropfen von 580 pul Diisopropylethylamin (DIPEA, 3,40 mmol) wurde der pH-Wert auf 9
eingestellt. Nach der Zugabe von 1,5-EDANS (300 mg, 1,13 mmol) und weiteren 200 pl
DIPEA (Deprotonierung der Naphthalinsulfonsdure) wurde der Ansatz iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt.

Das Reaktionsgemisch wurde mit Dichlormethan verdiinnt, mit 2 M KHCO3 ausgeschiit-
telt und die wélrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Aufgrund der hohen Polari-
tdt von Trp-EDANS war dieses iiberwiegend in den wialrigen Extrakten enthalten. Daher
wurden die wilrigen Extrakte gefriergetrocknet und mit Acetonitril extrahiert. Mit Kieselgel
(Merck Kieselgel 60, 63-200 um) wurde aus dem erhaltenen, leicht fluoreszierenden Ol ein
Saulenkopf hergestellt und der Flash-Chromatographie (Still et al., 1978) an Merck Kieselgel
60 (40-63 um) unterzogen. Die Elution erfolgte in einem Stufengradient mit 500 ml Dichlor-
methan:Methanol 5:1, 400 ml 3:1, 300 ml 2:1und 250 ml 1:4. Es wurden 75 mg Trp-EDANS
als gelbgriines, fluoreszierendes Ol erhalten.

Trp-EDANS konnte diinnschichtchromatographisch (Laufmittel Dichlormethan:Methanol
4:1) aufgrund der charakteristischen, griinblauen Fluoreszenz (EDANS) und der Férbung mit
Ninhydrin (Trp) identifiziert werden. ESI-Massenspektrometrie (ESI-MS, 2.7.6, positiver und
negativer Modus) und 'H-NMR-Spektroskopie bestitigten das Vorliegen von Trp-EDANS.
Die Reinheit des Produkts wurde auf > 95 % geschitzt.
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2.7 Spektroskopische Charakterisierung
2.7.1 Messung von Absorptionsspektren

UV-Absorptionsspektren wurden an einem Kontron UVIKON 860 Absorptionsspektrophoto-
meter oder einem Cary 100 Bio UV-VIS-Spektrophotometer im Bereich zwischen 240 und
350 nm (nichtmarkierte Proteine) bzw. 240 und 450 nm (AEDANS-Derivate) aufgenommen.
Proteine fiir spektroskopische Messungen wurden zuvor durch Gelfiltration an einer NAP-10
Sdule von Salzresten gereinigt und 30 Minuten zentrifugiert, um Aggregat zu entfernen. Die
Absorptionsspektren wurden in Quarzkiivetten von 1 bzw. 0,5 cm Schichtdicke mit dem ent-
sprechenden Puffer als Referenz gemessen; die Aufnahmegeschwindigkeit betrug 50 nm/min
bei einer Bandbreite von 2 nm und einer Auflésung von 0,5 nm.

2.7.2 Bestimmung des Absorptionskoeffizienten und der Konzentration von Proteinen

Wird ein Protein durch ein chaotropes Denaturierungsmittel entfaltet, erreichen alle Amino-
sduren eine maximale Exposition zum Losungsmittel. Daher entsprechen die Absorptionsko-
effizienten der chromophoren Aminoséuren eines Proteins in 6 M GdmCl den Absorptionsko-
effizienten der freien Aminosduren in 6 M GdmCI. Aus den tabellierten Werten der freien
Aminoséduren in 6 M GdmCI (Edelhoch, 1967; Gill & von Hippel, 1989) kann der Absorp-
tionskoeffizient des denaturierten Proteins (ey) berechnet werden (Pace & Schmid, 1997).
Dabei wird der Absorptionskoeffizient einer Aminosédure bei 280 nm (g,30) mit der Anzahl der
entsprechenden Aminosduren im Protein multipliziert und diese Beitrége fiir alle chromo-
phoren Aminosduren (Trp, Tyr, Cystin) addiert. Die verwendeten Werte sind €30 = 5690 M~
'em™ fiir Tryptophan und &5 = 1280 M'ecm™ fiir Tyrosin; Be-Csp enthilt keine Disulfid-
briicke.

Der Absorptionskoeffizient des nativen Proteins (en) kann durch Absorptionsmessung
zweier gleich konzentrierter Proteinlosungen in 0 bzw. 6 M GdmCI bestimmt werden
(Gleichung 2.1), (Pace & Schmid, 1997). Dabei gilt aufgrund des Lambert-Beer-Gesetzes:

. Ay e
NTA U Gl 2.1
U

&N, €u: Absorptionskoeffizienten des nativen bzw. entfalteten Proteins bei 280 nm; Ay, Ay: Absorption des Pro-
teins bei 280 nm in 0 bzw. 6 M GdmCl

In gleicher Weise wurden Absorptionskoeftizienten fiir AEDANS-markierte Proteine bei
337 nm bestimmt. Als Referenzverbindung diente das Produkt der Reaktion von B-Mercapto-
ethanol mit 1,5-TAEDANS (B-ME-AEDANS). Mit Hilfe des Absorptionskoeffizienten von 3-
ME-AEDANS unter Nativbedingungen (Hudson & Weber, 1973) und durch Messung
gleichkonzentrierter Losungen in 0 und 6 M GdmCl konnte €337 in 6 M GdmCI bestimmt
werden (5480 M'lcm'l). Dieser Wert wurde auch als Absorptionskoeffizient €337 flir dena-
turierte, AEDANS-markierte Proteine angenommen. Die Bestimmung von €337 fiir native,
AEDANS-markierte Proteine erfolgte wie oben fiir €,39 beschrieben. Alle Messungen wurden
mindestens dreimal wiederholt.
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Bei bekanntem Absorptionskoeffizient kann mittels des Lambert-Beer-Gesetzes die
Konzentration der Losung aus der gemessenen Absorption bestimmt werden. Fiir nichtmar-
kierte Proteine wurde g,g, fiir AEDANS-markierte Proteine €337 zur Konzentrationsbestim-
mung eingesetzt. Zusétzlich vorhandene Cysteinreste haben keinen Einflul auf €50 und Tryp-
tophan dndert €337 nicht. Somit konnten die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten Absorptionskoeffi-
zienten fiir alle untersuchten Proteinvarianten verwendet werden.

Tabelle 2.1: Absorptionskoeffizienten der verwendeten Proteine

Protein €780 (M'lcm'l) Protein €337 (M'lcm'l)
Be-Csp* E21W 8200 Bce-Csp* Q2C-AEDANS 5870
Bce-Csp* G22W 8150 Bce-Csp* N11C-AEDANS 5630
Be-Csp* F38W 8150 Bc-Csp* S24C-AEDANS 5660
Bce-Csp* ESOW 8160 Bce-Csp* L66C-AEDANS 5640

2.7.3  Circulardichroismus-Spektren

Nah- und Fern-UV-Circulardichroismus-Spektren wurden an einem Jasco J-600 Spektropo-
larimeter in temperierbaren Quarzkiivetten aufgenommen. Die Proteinkonzentration betrug
40 uM in 10 mM Kaliumphosphat, pH 7,0. Nah-UV Spektren (250 bis 320 nm) wurden bei
einer Schichtdicke von 1 cm, Fern-UV Spektren (190 bis 250 nm) bei einer Schichtdicke von
0,05 cm gemessen. Die Aufnahmegeschwindigkeit betrug 20 nm/min bei einer Bandbreite
von | nm und einer Ddmpfung von 1 s. Die Spektren wurden achtmal aufgenommen, gemit-
telt, das Pufferspektrum subtrahiert und mit Gleichung 2.2 die mittlere molare Elliptizitdt pro
Aminosdure [®]vrw bestimmit.

®-100
e =
[O]yrw c-d N, Gl 2.2

[®]mrw: mittlere molare Elliptizitit je Aminosédurerest in Grad-cm*dmol™; ©: gemessene Elliptizitit in Grad,
c: molare Konzentration des Proteins; d: Schichtdicke in cm; Njs: Anzahl der Aminosédurereste des Proteins

2.7.4  Fluoreszenzspektren

Fluoreszenzanregungs- und Fluoreszenzemissionsspektren wurden an Hitachi F-4010 und
F-4500 Spektralfluorimetern bei 25 °C gemessen. Die Konzentration des Proteins oder nieder-
molekularer Fluorophore betrug im allgemeinen 1 pM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Um
eine Erniedrigung der Konzentration durch Adsorption an Oberflichen mdglichst gering zu
halten, wurden die Losungen direkt in einer 1x1 cm® Fluoreszenzriihrkiivette hergestellt, wo-
bei das Protein immer in Puffer ohne GAmCI gegeben wurde. Nach dreiminiitiger Inkubation
im thermostatierbaren Kiivettenblock des Spektralfluorimeters wurden die Spektren mit einer
Aufnahmegeschwindigkeit von 120 nm/min und einer Ddmpfung von 0,5 s aufgenommen, die
Anregungsbandbreite betrug 5 nm und die Emissionsbandbreite 10 nm. Die Anregung erfolg-
te bei 280 oder 295 nm, die Emission AEDANS-markierter Proteine wurde im Bereich von
300 bis 550 nm (Anregung 280 nm) bzw. im Bereich von 310 bis 580 nm (Anregung 295 nm)
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aufgezeichnet. Von den gemessenen Spektren wurde das Spektrum des verwendeten Puffers
abgezogen, wodurch Beitrige der Pufferfluoreszenz und des Ramanpeaks des Wassers kor-
rigiert wurden. Fluoreszenzanregungsspektren wurden mit den oben angegebenen Parametern
gemessen, wobei die Fluoreszenz bei 495 nm detektiert wurde.

2.7.5 Gleichgewichts-Fluoreszenzanisotropie

Erfolgt die Anregung eines Fluorophors mit polarisiertem Licht, werden tiberwiegend Mole-
kiile angeregt, deren Absorptions-Ubergangsdipole parallel zum elektrischen Feldvektor des
Anregungslichts ausgerichtet sind. Dadurch ist auch das Emissionslicht teilweise polarisiert.
Durch Rotationsbewegungen der Molekiile wird die Polarisation reduziert und zwar umso
schneller, je kleiner und somit beweglicher das Molekiil ist. Die Anisotropie wird durch Mes-
sung der Fluoreszenz parallel und senkrecht zur Ebene des polarisierten Anregungslichts be-
stimmt (Gleichung 2.3).

_ IH_IL
=
[”+2]L

Gl.2.3

r: Fluoreszenzanisotropie; /), /,: Intensitét des emittierten Lichts parallel bzw. senkrecht zur Ebene des polari-
sierten Anregungslichts

Die Gleichgewichts-Fluoreszenzanisotropie wurde an einem Perkin-Elmer Spektralfluori-
meter LS50B gemessen. Mit einer Losung des freien Fluorophors (NAWA bzw. B-ME-
AEDANS), in der es nach Anregung mit polarisiertem Licht aufgrund der schnellen Bewe-
gung der Molekiile zu einer vollstindigen Depolarisation kommt, wurde der Geratefaktor
bestimmt. Die Messungen wurden bei einer Proteinkonzentration von 1 pM in 100 mM Na-
Cacodylat, pH 7,0 durchgefiihrt. Die Trp-Fluoreszenz wurde bei 280 bzw. 295 nm angeregt
und die Emission bei 350 nm gemessen, wobei die Bandbreite der Anregung 8 nm und die
Bandbreite der Emission 15 nm betrug. Vor der Berechnung der Anisotropie wurde das Signal
im Photomultiplier mit 700 V verstirkt und 20 s integriert. Die entsprechenden Parameter fiir
die Messung der AEDANS-Fluoreszenzanisotropie waren Anregung bei 336 nm, Emission
bei 495 nm, beide Bandbreiten 10 nm, Integration fiir 15 s, die Signalverstirkung wurde
automatisch gewéhlt. Es wurden fiir jede Proteinprobe mindestens 10 MeBwerte bestimmt und
gemittelt.

2.7.6 Massenspektrometrische Untersuchung der Proteine

Sowohl nach der Reinigung als auch nach der kovalenten Modifikation mit 1,5-IAEDANS
oder lodacetamid wurde die Masse aller Proteine bestimmt. Dazu wurden die Proben an NAP-
10 Sdulen entsalzt und gleichzeitig in 15 mM Ammoniumacetat umgepuffert, das als fliich-
tiger, protonenhaltiger Puffer die lonisation fordert. Die Proteinkonzentration lag im Bereich
von 5 bis 20 uM. Die Messungen wurden an einem Micromass LCT, electrospray ionization,
time of flight (ESI-TOF) Massenspektrometer (AG Prof. Unverzagt) durchgefiihrt. Zum Nach-
weis positiv geladener Bc-Csp Ionen wurde im ES'-Modus gemessen (Capillary 3200 V,
Sample Cone 60 V, Extraction Cone 3 V, RF Lens 200 V, Desolvation Temperature 150 °C,
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Source Temperature 120 °C). Die Referenzsubstanz Trp-EDANS enthélt eine Sulfonsdure
und lie sich deshalb besser als Anion im ES-Modus nachweisen (Parameter wie bei ES”, RF
Lens 300 V).

Aus den gemessenen Spektren wurden fiir jeden Ladungszustand die m/z-Werte mit der
hochsten Ionenintensitit bestimmt und daraus gemall Gleichung 2.4 die molekulare Masse M
des Proteins bestimmt. Zum Vergleich wurden mit dem ExPASy Proteomics Server
(http://www.expasy.org) Durchschnittsisotopenmassen berechnet, wobei die natiirliche Hau-
figkeit der verschiedenen Isotope beriicksichtigt wurde.

M=(m/z-1)z Gl.24

M: molekulare Masse; m/z: gemessener Quotient Masse/Ladung eines mehrfach geladenen lons; z: Ladung

2.8 Konzentrationsbestimmung von GdmCI und Harnstoff

In fast allen Experimenten wurde GdmCI oder Harnstoff als Denaturierungsmittel eingesetzt.
Die Konzentration von GdmCIl oder Harnstoff wurde aus der Differenz der Brechungsindizes
des Puffers in Gegenwart und Abwesenheit des Denaturierungsmittels berechnet (Gleichung
2.5 bis 2.7) (Pace, 1986).

[GAmCI1] = 57,147 - An+38,68- (An)* —=91,6 - (An)’ Gl. 2.5
[Harnstoff]=117,66- An +29,753-(An)* +185,56 - (An)’ Gl. 2.6

Enthilt der Puffer zusitzlich 0,4 M (NH4),SOs, dndert sich der Brechungsindex der Losung
und damit auch die Parameter zur Bestimmung der GdmCl-Konzentration (Gleichung 2.7).

[GAmCI™® = 60,460 - An + 24,687 - (An)* —100,87 - (An)’ Gl.2.7

[GdmCI]: GdmCl-Konzentration in mol/l; [Harnstoff]: Harnstoff-Konzentration in mol/l; [GdmCI]*S: GdmCl-
Konzentration in mol/l in einer Probe mit zusétzlich 0,4 M (NH,4),SO,; An: Differenz der Brechungsindizes der
Loésungen mit und ohne GdmCl bzw. Harnstoff

2.9 Bestimmung der konformationellen Stabilitit von Bc-Csp

Die konformationelle Stabilitdt eines Proteins beschreibt die Lage des Gleichgewichts zwi-
schen dem nativen Zustand (N) und dem entfalteten Zustand (U) des Proteins. Dabei kann
jeder Unterschied in einer physikalischen Eigenschaft y zwischen N und U als Sonde der Ent-
faltungsreaktion verwendet werden.

Die Faltung von Bc-Csp verlauft ohne das Auftreten charakterisierbarer Intermediate, d.h.
N und U stehen im Sinne eines Zweizustandsmodells miteinander im Gleichgewicht (Glei-
chung 2.8, (Tanford, 1968)).

N =U Gl. 2.8

Die Gleichgewichtskonstante Ky der Entfaltungsreaktion kann bei Giiltigkeit des Zwei-
zustandsmodells aus der Eigenschaft y erhalten werden (Gleichung 2.9), wobei ynu die
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Eigenschaft des nativen bzw. entfalteten Proteins und y.s die MeBgrofBe bei Vorliegen einer
Mischung von N und U darstellen. Die freie Enthalpie der Entfaltung AGy ist iiber die Gleich-
gewichtskonstante Ky definiert (Gleichung 2.10).

_M_ (yN_yobs)

= = Gl.29
TOIN] (e — )

AG, =—RT-InK, Gl.2.10

2.9.1 Auswertung und Messung Denaturierungsmittel-induzierter Ubergéinge

Das lineare Extrapolationsmodell (LEM, linear extrapolation model) beschreibt die lineare
Abhéngigkeit der Proteinstabilitdt von der Denaturierungsmittel-Konzentration ([D]) (Glei-
chung 2.11). Dabei ist AGy(H,O) die freie Enthalpie der Entfaltung in Abwesenheit des Dena-
turierungsmittels und m die Kooperativitit des Entfaltungsiibergangs.

AG, = AG,(H,0) + m[D] Gl 2.11

Auch die spektroskopischen Eigenschaften von N und U héngen oft in linearer Weise von
[D] ab (GI. 2.12). Dabei ist yﬁw die spektroskopische Eigenschaft des nativen bzw. entfal-

teten Proteins in Abwesenheit von Denaturierungsmittel, m,, stellt die Steigung der Basislinie
des nativen bzw. denaturierten Proteins dar.

Vau =Yy My - [D] Gl 2.12

Durch Kombination der Gleichungen 2.9 bis 2.12 ergibt sich Gleichung 2.13, die den
Entfaltungsiibergang anhand der MeB3grof8e yops in Abhédngigkeit von der Konzentration des
Denaturierungsmittels beschreibt (Santoro & Bolen, 1988). Die enthaltenen Parameter wurden
durch nichtlineare Regression an die experimentellen Daten angeglichen.

_AGy (H,0)+m{D]

v +my[D]+ (¥, +m,[D])-e RT
Ve ([D]) = 2X xIDI+( U_AGU<§2£)+1.)[D] Gl.2.13

l+e KT

Als MeBsonde wurden ausschlielich Fluoreszenzmessungen eingesetzt. Bei allen Stabi-
litdtsmessungen wurden Proben in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 mit einem Gesamtvolumen
von 1600 pl in 1x1 cm” Fluoreszenzriihrkiivetten (teilweise verspiegelt) bei 25 °C verwendet.
Vor der Messung wurde die Proteinlésung mindestens drei Minuten bei 25 °C inkubiert; nach
der Messung wurde die genaue GdmCl-Konzentration refraktometrisch bestimmt (2.8). Die
Pufferfluoreszenz wurde durch Messung entsprechender proteinfreier Proben (1 M GdmCl-
Schritte) bestimmt und von den MeBwerten des Proteins abgezogen. Die Bandbreiten des
Anregungs- und Emissionslichts betrugen 5 bzw. 10 nm bei einer Ddmpfung von 2 s. Es
wurden am Hitachi F-4010 Spektralfluorimeter jeweils sieben MeBwerte innerhalb von 60 s
gemessen und fiir die Auswertung gemittelt.
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Sowohl die Proteinkonzentration als auch die Art der gemessenen Fluoreszenz variierte
mit dem eingesetzten Protein. Proteine ohne AEDANS-Markierung wurden als 1 uM Lo-
sungen der Messung der Tyr-Fluoreszenz (Anregungswellenldnge 280 nm, Emissionswellen-
lange 305 nm) und der Trp-Fluoreszenz (Anregungswellenlédnge 280 nm und 295 nm, Emis-
sionswellenldnge 355 nm) unterzogen. Enthielten die Proteine freie Cysteinreste, wurden dem
Puffer zusétzlich | mM EDTA und 1 mM TCEP zugesetzt.

In Proteinen, die gleichzeitig Trp und AEDANS enthalten, findet FRET statt. Deshalb
wurden in diesen Féllen die Trp-Fluoreszenz (Anregungswellenldnge 280 nm, Emissions-
wellenldnge 355 nm), die AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung von Trp und Transfer zu
AEDANS (Anregungswellenldnge 280 nm, Emissionswellenlinge 495 nm) sowie die
AEDANS-Fluoreszenz nach direkter Anregung (Anregungswellenldnge 336 nm, Emissions-
wellenldnge 495 nm) gemessen. Aufgrund des starken Fluoreszenzunterschieds zwischen N
und U war eine Proteinkonzentration von 0,6 uM ausreichend.

2.9.2  Auswertung und Messung thermisch induzierter Ubergiinge

Auch bei der thermisch induzierten Entfaltung erfolgt die Auswertung auf der Grundlage
eines Zweizustandsmodells (2.9). Damit sind in diesem Zusammenhang die Gleichungen 2.9
und 2.10 giiltig. Die freie Enthalpie der Entfaltung AGy wurde durch Integration des Enthal-
pie- und des Entropieterms zwischen 71, und 7 erhalten (Gleichung 2.14). Dabei ist T, die
Temperatur im Mittelpunkt des thermischen Ubergangs, AHy (Ty) die van’t Hoff-Enthalpie
bei T}, und ACp die Anderung der Wirmekapazitit bei Entfaltung des Proteins bei konstantem
Druck. Die lineare Anderung der MeBgroBe des nativen und entfalteten Proteins ist in Glei-
chung 2.15 ausgedriickt. yﬁw ist die spektroskopische MeBgroBe bei 0 K, und myy gibt die
Steigung der Basislinien wieder. Durch Kombination der Gleichungen 2.9, 2.10, 2.14 und
2.15 ergibt sich Gleichung 2.16, (Griko et al., 1988; Privalov, 1993). Die Variablen in Glei-
chung 2.16 wurden durch nichtlineare Regression an die experimentellen Daten (yops) ange-
glichen. Fiir ACp wurde der Wert von 4,0 kJ/(mol-K) konstant gesetzt.

T, -T
AGy(T) = AH(T,,) =2 —=AC, -{Tm —T+T~1n(Tlﬂ Gl. 2.14

m m

YNy = yI(ZI,U +myy T Gl. 2.15
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Yo (T) = Gl. 2.16
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Alle thermisch induzierten Entfaltungsiibergéinge wurden an einem Jasco J-600 Spektro-
polarimeter gemessen, das mit dem Peltierelement PTC-3481 zur genauen Kontrolle der Tem-
peratur ausgestattet war. Die Temperatur in der Kiivette wurde mit einem PT-100 Wider-
standsthermometer gemessen. Die Eichung dieses Temperaturfiihlers erfolgte durch die Be-
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stimmung von 7y, einer 30 uM Losung von Lysozym in 30 mM K-Acetat, pH 4,6 und 0 bis
2M GdmCl sowohl am Spektropolarimeter als auch an einem differential scanning
Kalorimeter. Unter den gegebenen Bedingungen lag 7., im Bereich von 76,8 bis 57,3 °C
(Kalorimeter) bzw. 75,1 bis 55,5 °C (Spektropolarimeter). Die Ergebnisse der Messung am
Spektropolarimeter wurden durch eine Geradengleichung mit den kalorimetrisch bestimmten
Werten korreliert, und diese Geradengleichung zur Korrektur der mit dem PT-100
gemessenen Temperaturen verwendet.

Es wurden 3400 pl 4 uM Bc-Csp in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 (Puffer entgast) mit
einer Heizrate von 60 °C/h entfaltet. Die MefBwerte wurden im Bereich zwischen 20 und
105 °C mit einer Aufldsung von 0,2 °C aufgezeichnet. Zur Detektion diente die Elliptizitit ®
bei 222,6 nm; dabei betrug die Schichtdicke 1 cm, die spektrale Bandbreite 1 nm und die
Dampfung 8 s.

2.10 Experimente zur Kinetik der Proteinfaltung

Das Kalteschockprotein Bc-Csp faltet mit einer Zeitkonstante von ca. 1 ms bei 25 °C. Auf-
grund dieser duferst kurzen Zeitrdume kommen nur Methoden zur Messung der Kinetik in
Betracht, die eine schnelle Verschiebung des Gleichgewichts zulassen.

Durch schnelle Mischmethoden konnen die Losungsmittelbedingungen extrem verdndert
und somit die gesamte Proteinpopulation in einen anderen Faltungszustand tiberfiihrt werden.
Die Amplituden der Faltungsreaktion sind daher sehr hoch und gut auswertbar.

Im Gegensatz hierzu wird bei Relaxationsverfahren die Zusammensetzung der Losung
nicht veréindert, sondern das Gleichgewicht wird durch sprunghafte Anderung des Drucks
oder der Temperatur verschoben. Das AusmalB} der Verschiebung ist hier geringer als bei
Mischmethoden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptsichlich schnelle Mischungsexperimente zur
Messung von Kinetiken eingesetzt. In Kooperationen mit Georg Holtermann (Max-Planck-
Institut, Dortmund, D) und Jan Kubelka (National Institutes of Health, Bethesda, USA)
wurden auBBerdem Kinetiken nach Druck- oder Temperaturspriingen gemessen.

2.10.1 Kinetiken nach schneller Mischung

Bei kinetischen Messungen werden immer apparente Geschwindigkeitskonstanten A be-
stimmt, die Beitrdge der Riick- und Entfaltungsreaktion beinhalten. Fiir das Zweizustands-

modell ist die Abhingigkeit von A von [D] in Gleichung 2.17 gegeben. Dabei sind kg, und

k{\die extrapolierten Geschwindigkeitskonstanten in Abwesenheit des Denaturierungs-

mittels, myy und myy sind die kinetischen Kooperativititsparameter.
A=kD -emetP L g0 e iP] Gl.2.17

Schnelle Mischexperimente wurden an einem Applied Photophysics DX.17MV
Sequential Stopped-Flow Spektrofluorimeter durchgefiihrt. Zum Start der Reaktion wurde ein
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Volumenteil einer 11fach konzentrierten Proteinlosung mit zehn Volumenteilen eines
geeigneten Puffers verdiinnt. Fiir Entfaltungskinetiken wurde natives Protein in 1 bis 6 M
GdmCl denaturiert, fiir Riickfaltungskinetiken wurde Protein aus 5 M GdmCl auf 0,45 bis
3,1 M GdmCl verdiinnt. Als Puffer wurde 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 verwendet, dem bei
Vorliegen eines freien Cysteins | mM EDTA und 1 mM TCEP zugesetzt wurde. Die End-
konzentration lag fiir nichtmarkierte Proteine bei 1 uM und fiir AEDANS-markierte Proteine
bei 0,5 uM. Die verwendete Misch- und Beobachtungszelle hat ein Volumen von 20 pl
(10x2x1 mm”).

Kinetiken von Proteinfaltungsreaktionen wurden generell anhand von Fluoreszenzén-
derungen bei 25 °C verfolgt. Die Anregung der Fluorophore erfolgte bei 280 oder 295 nm mit
einer Bandbreite von 10 nm; ein Photomultiplier detektierte die daraus resultierende integrale
Fluoreszenz. Um gestreutes Anregungslicht herauszufiltern oder einen bestimmten Fluores-
zenzbereich zu selektieren, konnten verschiedene Filter zwischen die Beobachtungszelle und
den Photomultiplier gebracht werden. Aceton in der Schichtdicke 0,5 cm absorbiert unterhalb
von 320 nm und wurde als cut-off Filter zur Messung der Trp-Fluoreszenz (in Abwesenheit
von AEDANS) eingesetzt. In AEDANS-markierten Proteinen konnte die Trp-Fluoreszenz mit
Hilfe zweier Glasfilter gemessen werden, die nur im Bereich von 310 bis 390 nm transparent
sind. Ein geeigneter cut-off Filter zur Messung der AEDANS-Fluoreszenz ist eine Losung
von p-Nitroanilin in Ethanol (2 mg/ml) in einer 0,5 cm-Kiivette.

Alle Kinetiken wurden mindestens achtmal gemessen, gemittelt und eine monoexponen-
tielle Funktion an die Daten angepal3t. Die MeBzeit betrug ca. die flinffache Zeitkonstante der
beobachteten Reaktion. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnis wurden Ddmpfungen
bis zu 1 %o der Gesamtmefzeit verwendet.

Zur Totzeitbestimmung der Apparatur wurde das Verfahren nach Tonomura (Tonomura
et al., 1978) fiir 1:10-Mischung modifiziert. Eine 1,1 mM Losung von DCIP in 5 % Isopro-
panol wurde mit Ascorbinsdure in 0,011 M HCI, 0,11 M NaCl gemischt (Endkonzentration
Ascorbinsdure 0,5 bis 25 mM). Das Verschwinden der blauen Farbe des DCIP bei der Re-
duktion durch Ascorbinsdure kann durch Absorptionsmessung bei 524 nm gemessen werden.

2.10.2 Messung von Kinetiken mit Druckspriingen (p-Sprung)

Der entfaltete Zustand von Bc-Csp nimmt ein geringeres Volumen ein als der native Zustand
des Proteins (Jacob et al., 2002). Deshalb fiihrt die Erhéhung des Drucks zu einer Begiinsti-
gung des entfalteten Zustands, und es wird eine Entfaltungskinetik beobachtet. Umgekehrt
fiihrt die Relaxation eines angelegten Drucks zu einer Riickfaltungsreaktion. Die entsprechen-
den p-Sprungmessungen wurden am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie in Dort-
mund von Georg Holtermann bzw. unter seiner Anleitung durchgefiihrt.

Der Aufbau der Apparatur ist in der Literatur beschrieben (Jacob et al., 1999). Ein Piezo-
element iibt Druck auf 10 pM Protein in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 aus. Es wurden
Spriinge von ca. 10 auf 300 bar und umgekehrt ausgefiihrt. Je hoher die Druckidnderung, um
so grofer ist zwar die Amplitude der Reaktion, aber um so stéirker treten auch irreversible Ag-
gregations- oder Adsorptionsprozesse auf. Aus diesem Grund wurde auch der Druckanstieg
langsamer gestaltet als die Druckrelaxation. Zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhéltnis



38 Materialien und Methoden

wurden 20 bis 100 Messungen gemittelt. An alle Daten wurden monoexponentielle Funk-
tionen angepalt.

In den p-Sprungexperimenten wurde ausschlieBlich die AEDANS-Fluoreszenz gemessen.
Die Anregung erfolgte bei 280 nm mit einer Bandbreite von 1,2 nm. Die Fluoreszenz wurde
nach Durchtritt durch einen cut-off Filter (GG 455, absorbiert unter 455 nm) von einem Pho-
tomultiplier mit einer negativen Spannung verstirkt und das invertierte Signal detektiert. Das
Signal des nativen Proteins wurde bei allen Messungen auf 10 V eingestellt. Fiir Messungen
im Bereich des T),, von Bc-Csp wurde die Proteinkonzentration auf 20 uM erhoht, um trotz
der temperaturbedingt geringeren Fluoreszenz ein ausreichend hohes MeBsignal zu erhalten.

2.10.3 Messung von Kinetiken mit Temperaturspriingen (T-Sprung)

Im Bereich des Ubergangsmittelpunkts der thermischen Entfaltung kann das Gleichgewicht
einer Faltungsreaktion auch durch schnelle Verdnderung der Temperatur verschoben werden.
Alle Messungen wurden freundlicherweise von Jan Kubelka (NIH, Bethesda, USA) durchge-
fiihrt (Thompson et al., 1997; Kubelka et al., 2003).

2.11 Bestimmung von Abstinden

Die Effizienz des Energietransfers zwischen Donor und Akzeptor hingt stark vom Abstand
zwischen den beiden Fluorophoren ab. Diese Eigenschaft wurde ausgenutzt, um von den
spektralen Fluoreszenzeigenschaften des Proteins auf intramolekulare Abstéinde zu schlieBBen.

Die Auswertung beruht auf dem Vergleich der Fluoreszenz im Protein mit beiden bzw.
nur einem Fluorophor. Wird als nur-Donor Protein das nichtmarkierte Protein mit freiem Cys-
tein verwendet, wird nicht nur die Fluoreszenzanderung aufgrund von FRET gemessen, son-
dern auch eine potentielle Loschung der Trp-Fluoreszenz durch das freie Cystein. Im markier-
ten Protein dagegen liegt anstelle des Cysteins ein Thioether vor, der deutlich andere Lsch-
eigenschaften hat. Um eine Verfilschung der Ergebnisse zu vermeiden, wurde das nur-Donor
Protein mit lodacetamid modifiziert. Damit liegt sowohl im AEDANS-freien als auch im
AEDANS-haltigen Protein das Cystein als Thioether vor, und der gemessene Unterschied
sollte ausschlieBlich auf Energietransfer beruhen.

Fiir die Bestimmung eines Abstands wurden unter identischen Bedingungen (2.7.4) die
Fluoreszenzemissionsspektren von drei Proteinen nach Anregung bei 280 und 295 nm ge-
messen: nur-Donor Protein (Cystein mit lodacetamid carbamoylmethyliert; CAM-Form),
Donor-Akzeptor Protein und nur-Akzeptor Protein (enthilt kein Tryptophan). Als Referenz
zur Bestimmung der Quantenausbeute diente 1 uM N-Acetyl-L-tryptophanamid (NAWA).
Von allen Proteinen wurden gleichkonzentrierte Stammldsungen (34 uM) in 15 mM Ammo-
niumacetat hergestellt, die Spektren bei einer Konzentration von 1 uM gemessen und die
Pufferfluoreszenz (Puffer mit Ammoniumacetat) subtrahiert. Alle Messungen wurden dreimal
wiederholt.

Auf eine Korrektur der Spektren hinsichtlich der Charakteristik der Lampe und des
Photomultipliers wurde verzichtet, da die Korrektur keine Auswirkung auf die erhaltenen
Quantenausbeuten und Abstdnde hatte.
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2.11.1 Bestimmung der Quantenausbeute

Die Quantenausbeute ¢, von Tryptophan in einer bestimmten Bc-Csp-Variante wurde durch
Vergleich der Spektren der CAM-Form dieses Proteins und NAWA (gleiche Konzentration)
erhalten. Fiir NAWA wurde die Fluoreszenz im gesamten gemessenen Bereich (300 bis
550 nm) integriert. Aufgrund der Beitrdge der beiden Tyrosinreste wurde fiir das Protein erst
bei 315 nm mit der Integration begonnen, so da3 nur die Trp-Fluoreszenz beriicksichtigt wur-
de. Die Quantenausbeute gnawa von NAWA ist 0,14 (Eftink ef al., 1995) und wurde ebenso
wie der Brechungsindex n der Losung zur Berechnung der gesuchten Quantenausbeute ¢@ry,
verwendet (Gleichung 2.18, (Brand & Witholt, 1967)). Fryp und Fnawa stehen fiir das jewei-
lige Fluoreszenzintegral.
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2.11.2 Berechnung des charakteristischen Transferabstands Ry

Der charakteristische Transfer- oder Forsterabstand Ry ist definiert als der Abstand, bei dem
die Hélfte der Energie vom Donor auf den Akzeptor iibertragen wird. Ry héngt von den
spektroskopischen Eigenschaften der Fluorophore, vom Brechungsindex n der Losung und
der relativen Orientierung der Ubergangsdipole der Fluorophore im Raum (i*) ab. Da alle
Fluorophore sehr niedrige Gleichgewichts-Fluoreszenzanisotropien zeigten, wurde freie Dreh-
barkeit angenommen, was einem k” von 2/3 entspricht. Ry kann mit Gleichung 2.19 berechnet
werden.

4
n

K2 ] J 1/6
R, :[8,79-10‘5 LJ Gl. 2.19

Ry: Forsterabstand in A; k”: relative Orientierung der Ubergangsdipole von Donor und Akzeptor, bei freier Be-
weglichkeit 2/3; ¢r,,: Quantenausbeute des Donors Tryptophan; J: Uberlappungsintegral zwischen Emission des
Donors und Absorption des Akzeptors; n: makroskopischer Brechungsindex der Losung.

J = [ Fip(0)-€ spans ()1l Gl 220

J: Uberlappungsintegral zwischen Emission des Donors und Absorption des Akzeptors; Fry,()): normalisierte
Fluoreszenz des Donors Tryptophan; eagpans(A): Absorptionskoeffizient des Akzeptors AEDANS; A: Wellen-
lange

Das Emissionsspektrum des nur-Donor Proteins wurde auf die Gesamtintensitdt 1
normiert. Aus diesem normierten Emissionsspektrum des nur-Donor Proteins in der CAM-
Form und dem Absorptionsspektrum des nur-Akzeptor Proteins wurde das Uberlappungs-
integral J gemdll Gleichung 2.20 berechnet. In Anndherung an die Integration wurden die
Spektren in 1 nm-Abschnitte unterteilt, multipliziert und aufsummiert. Das Uberlappungs-
integral wurde im Bereich von 310 bis 450 nm berechnet.
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2.11.3 Bestimmung der Transfereffizienz und des apparenten Abstands R

Die Effizienz E des Energietransfers in einem Protein kann durch den Vergleich von Spektren
erhalten werden, die unter denselben Bedingungen gemessen wurden. Betrachtet man die
Verdnderung der Donor-Fluoreszenz, so werden die Spektren des nur-Donor Proteins in der
CAM-Form und des Donor-Akzeptor Proteins bendtigt. Die Berechnung der Effizienz erfolgt
nach Gleichung 2.21.

F

E=1-—2% Gl.2.21
FD

Hierbei ist Fpa die Fluoreszenz des Donors in Gegenwart des Akzeptors (Donor-
Akzeptor Protein) und Fp die Fluoreszenz des Donors in Abwesenheit des Akzeptors (nur-
Donor Protein). Wurde die Effizienz aus der Fluoreszenz nach Anregung bei 280 nm
bestimmt, muflte die mittlere Effizienz des Transfers im Wellenldngenbereich zwischen 360
und 380 nm ermittelt werden. Unterhalb von 350 nm fiihrt der Beitrag der Tyr-Fluoreszenz zu
einer Verfdlschung der Ergebnisse. Wurden Spektren mit einer Anregungswellenlinge von
295 nm ausgewertet, war die Effizienz iiber den ganzen Bereich der Trp-Fluoreszenz
konstant.

Alternativ kann auch aus der Akzeptorfluoreszenz auf die Effizienz geschlossen werden
(Gleichung 2.22, (Lakowicz, 1999)). Es werden die Spektren des Donor-Akzeptor Proteins
(Fap) und des nur-Akzeptor Proteins (Fy), sowie die Absorptionskoeffizienten von Trp (ep)
und AEDANS (ga) bei der Anregungswellenlédnge benétigt. Die Auswertung erfolgte nur fiir
Spektren mit Anregungswellenldnge 295 nm, da bei dieser Wellenlédnge ep nicht durch die
Tyrosin-Absorption verfalscht wird. Gl 2.22 setzt voraus, dal3 das Protein vollstindig markiert
vorliegt. Die mittlere Effizienz des Energietransfers wurde im Maximum der AEDANS-Fluo-
reszenz (490 bis 500 nm) bestimmt.

E =§—A(%—1) Gl.2.22
D A

Aus den ermittelten Effizienzen £ und dem Forsterabstand R, kann der apparente
Abstand R der Fluorophore im Protein bestimmt werden (Gleichung 2.23).

R=R, -(%_1)”6 Gl.2.23
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Auswabhl der Positionen fiir Donor und Akzeptor

Die Anderung von Abstinden auf molekularer Ebene kann durch FRET-Experimente beob-
achtet werden. Dabei dient die Fluoreszenzintensitit des Donors und idealerweise auch des
Akzeptors (falls dieser fluoresziert) als MeBsignal. Sowohl der Donor als auch der Akzeptor
sollten moglichst frei beweglich an der Oberfliche des gefalteten Proteins lokalisiert sein.
Diese Anforderung an die Fluorophore ergibt sich aus mehreren Sachverhalten: 1) Das Donor-
Akzeptor Paar soll als Sonde fiir die Faltungsreaktion dienen, aber die Faltung und damit die
Stabilitdt des Proteins moglichst nicht beeinflussen. Diese Bedingung wird am besten erfiillt,
wenn beide Fluorophore 16sungsmittelexponiert sind. ii) Zur Berechnung von Absténden aus
der gemessenen Fluoreszenz wird der Forsterabstand R, des Fluorophorenpaars benétigt. Die-
ser wird neben den spektroskopischen Eigenschaften der Fluorophore auch vom Brechungsin-
dex der Losung und der relativen Orientierung der Ubergangsdipole von Donor und Akzeptor
(k) beeinflufit (2.11.2). Der Faktor * kann nicht experimentell bestimmt, sondern nur abge-
schitzt werden. Bei freier Drehbarkeit beider Fluorophore ergibt sich fiir k* der gemittelte
Wert 2/3, und damit kann R, verldBlich bestimmt werden. iii) Die Interpretation der FRET-
Messungen ist dann am klarsten, wenn sich die intrinsische Fluoreszenz der beiden einzelnen
Fluorophore bei Entfaltung des Proteins nicht édndert. Dies gilt besonders fiir kinetische Mes-
sungen, bei denen der direkte Vergleich mit dem einfachmarkierten Protein schwierig ist. Ex-
ponierte Fluorophore sind oft frei beweglich und dndern ihre Emission im Verlauf der Faltung
kaum, da ihre Umgebung im ge- und entfalteten Zustand des Proteins dhnlich ist. Im hydro-
phoben Inneren eines nativen Proteins hingegen ist die Beweglichkeit aromatischer Reste
héufig stark eingeschrinkt und die Emission stark verdndert (Schmid, 1997).

Trp8 des Bc-Csp Wildtypproteins bietet hierfiir ein gutes Beispiel. Seine Fluoreszenzin-
tensitét sinkt bei Entfaltung des Proteins auf 30 % des Ausgangswertes ab (Schindler et al.,
1995). Zwar liegt die Seitenkette von Trp8 teilweise l0sungsmittelexponiert an der Oberfldche
von Bc-Csp, doch in der nativen Struktur bildet sich ein hydrophober Cluster aromatischer
Aminoséduren, die an der Bindung von Nukleinsduren beteiligt sind (Zeeb, 2004). In der
Kristallstruktur von Bc-Csp (Mueller et al., 2000) sind die aromatischen Ringe von Tyrl5
bzw. Phel7 etwa 7 bzw. 5 A vom Indolring des Trp8 entfernt. Die ausgeprigten Wechsel-
wirkungen mit benachbarten Resten im nativen Protein im Unterschied zum 16sungsmittel-
exponierten entfalteten Zustand fithren zur starken Abhdngigkeit der Fluoreszenz vom Fal-
tungszustand. Somit besitzt Trp8 keine optimalen Eigenschaften als Donor in FRET-Experi-
menten und wurde durch Tyrosin ersetzt (Rape, 1999). Das Protein Bc-Csp W8Y ist damit die
Referenz fiir alle weiteren Varianten und wird deshalb als Pseudo-Wildtypprotein Bc-Csp*
bezeichnet.

Anhand der Kristallstruktur von Bc-Csp (Mueller et al., 2000) wurden dann 16sungs-

mittelexponierte Positionen ausgewihlt, an denen der Donor Tryptophan oder Cystein iiber
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ortsgerichtete Mutagenese eingefiihrt wurden. Die Cysteine wurden nach der Reinigung des
Proteins mit dem Akzeptor AEDANS modifiziert. Exponierte Seitenketten befinden sich ent-
weder in Schleifenbereichen des Proteins oder an der Auflenseite der beiden Faltblétter. Ein
Kriterium fiir die Auswahl der Positionen war, da3 der C,-Cp-Vektor der Seitenkette mog-
lichst radial vom Zentrum des Proteins nach aullen zeigt. Fiir FRET-Experimente wurden je-
weils ein Tryptophan und ein Cystein in einer Proteinvariante kombiniert. Alle verwendeten
Positionen sind in Abbildung 3.1 in einer einzigen Proteinstruktur zusammengefaft.
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Abbildung 3.1: Positionen des Donors Tryptophan (blau) und des Cysteins (rot) in den verschiedenen Varianten
fiir FRET-Messungen. Es sind alle Positionen in einer einzigen Proteinstruktur zusammengefaf3t. (a) Banderdar-
stellung und (b) Oberfldche von Bc-Csp (Mueller ef al., 2000). Die mutierten Aminoséduren wurden mit Hilfe des
Swiss-PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997) in das Protein modelliert; es sind beliebige Rotamere dargestellt. (a)
wurde mit MOLMOL (Koradi et al., 1996) erstellt. (c) Zweidimensionale Projektion der Struktur, die Positionen
von Tryptophan sind in blau, von Cystein in rot gekennzeichnet.

Die Anderung des Abstands und damit der Effizienz des Energietransfers zwischen zwei
Positionen hiangt von der sequentiellen Entfernung der Reste entlang der Peptidkette und von
threm Abstand in der nativen Struktur ab. Durch paarweise Kombinationen verschiedener
Donorpositionen (21, 22, 38, 50) und Akzeptorpositionen (2, 11, 24, 66) kann die Faltung in
verschiedenen Bereichen des Proteins verfolgt werden. Zum Beispiel sind die Reste 2 und 50
entlang der Kette durch 47 Aminosaduren getrennt, der Abstand der Cg-Atome in der nativen
Struktur ist aber nur 8 A. Dieses Protein ist empfindlich fiir die Faltung des gesamten P-
barrel. Andere Kombinationen detektieren lokale Abstandsénderungen bei der Bildung von 3-
hairpin-Bereichen (z.B. 21 und 2, 38 und 11) oder der Streckung eines (3-Faltblattstranges (21
und 11). Die Strukturierung des langen Schleifenbereichs zwischen 33 und B4 wirkt sich auf
die Abstinde zu Trp38 aus.
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3.2 Tryptophan an verschiedenen Positionen in Bc-Csp*

Fiir FRET-Experimente wurden iiber ortsgerichtete Mutagenese Tryptophanreste in Bc-Csp*
eingebaut. Alle gewéhlten Positionen (21, 22, 38, 48, 50, 59) sind im nativen Zustand des
Wildtypproteins 16sungsmittelexponiert. Die Proteine wurden gereinigt (2.4.1) und spektros-

kopisch charakterisiert.

3.2.1 Absorption

Das Absorptionsspektrum eines Proteins im Bereich von 240 bis 300 nm wird durch die aro-
matischen Aminosduren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bestimmt. Tryptophan absor-
biert am stirksten und dominiert daher das Absorptionsspektrum. Bei der Entfaltung des
Proteins dndert sich die Polarisierbarkeit der Umgebung der absorbierenden Reste; dadurch
werden der Grundzustand bzw. der angeregte Zustand der Chromophore unterschiedlich stark
stabilisiert und es kommt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums (Schmid, 1997).
In Abbildung 3.2a sind die Spektren von Wildtyp Bc-Csp, Be-Csp* F38W und Be-Csp*
E50W sowohl im nativen Zustand als auch in Gegenwart von 6 M GdmCl dargestellt. Alle
Bc-Csp*-Varianten enthalten im Vergleich zum Wildtypprotein zusétzlich ein Tyrosin an
Position 8 und besitzen deshalb hohere Absorptionskoeffizienten. Bei der Entfaltung des Pro-
teins werden die Chromophore in eine wiflrige Umgebung exponiert. Da Wasser schlechter
polarisierbar ist als aromatische Reste im nativen Protein, ist der angeregte Zustand des Chro-
mophors nach Entfaltung energiereicher und es kommt zu einer Blauverschiebung des Spek-
trums. Die geringfligigen Unterschiede zwischen den Spektren der nativen und entfalteten

Proteine sind in Abbildung 3.2b als Differenzspektren dargestellt.
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Abbildung 3.2: Absorptionseigenschaften verschiedener Bc-Csp*-Varianten. (a) Absorptionsspektren der na-
tiven Proteine (durchgezogene Linie) und der entfalteten Proteine in 6 M GdmCl (gestrichelte Linie). Die Spek-
tren des Wildtypproteins sind in schwarz, Bc-Csp* F38W in rot und Bc-Csp* ES0W in blau dargestellt. Die
Messungen wurden in 15 mM Ammoniumacetat, pH 7.0 bei Proteinkonzentrationen von 15 bis 22 uM durchge-
fiihrt. (b) Differenzspektren zwischen nativem und entfaltetem Protein fiir Bc-Csp Wildtypprotein (schwarz), Bc-
Csp* F38W (rot), Bc-Csp* ESOW (blau), Bc-Csp* E21W (orange), Be-Csp* G22W (dunkelgriin).
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Fiir alle Bc-Csp*-Varianten mit exponiertem Tryptophan (F38W, ESOW, E21W und
G22W) zeigen die Differenzspektren einen dhnlichen Verlauf. Allerdings unterscheiden sie
sich vom Differenzspektrum des Wildtypproteins, was bei 292 nm am deutlichsten zu erken-
nen ist. Diese Abweichung ist ein Hinweis auf einen verdnderten Expositionsgrad des Trypto-
phans entweder im nativen oder im entfalteten Zustand im Vergleich zum Wildtypprotein. Fiir
alle Proteine sind die Anderungen des Absorptionskoeffizienten bei Entfaltung sehr klein
(maximal 5 %).

3.2.2  Circulardichroismus

Durch Circulardichroismus (CD) Spektroskopie kann sowohl die Sekundir- als auch die Ter-
tidrstruktur von Proteinen untersucht werden. Im Fern-UV (190 bis 250 nm) ergeben Peptid-
bindungen in definierten Sekundirstrukturen (z.B. a-Helices oder B-Faltblattstrange) charak-
teristische Signale. Dagegen kann im Nah-UV (250 bis 300 nm) die Fixierung einzelner Aro-
maten in einer asymmetrischen Umgebung und damit die Tertidrstruktur des Proteins beob-
achtet werden. In Abbildung 3.3 sind die Fern- und Nah-UV CD-Spektren von Bc-Csp*-
Varianten mit Tryptophan an verschiedenen Positionen gezeigt.
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Abbildung 3.3: CD-Spektren verschiedener Bc-Csp*-Varianten. (a) Fern-UV und (b) Nah-UV CD-Spektren von
Bc-Csp Wildtypprotein (schwarz), Be-Csp* F38W (rot), Be-Csp* ESOW (blau), Be-Csp* E21W (orange), Be-
Csp* G22W (dunkelgriin), Bc-Csp* S48W (hellgriin) und Bc-Csp* Q59W (dunkelrot). Es ist die mittlere molare
Elliptizitit pro Aminosédure [@]yrw aufgetragen. Die Messungen erfolgten mit 40 pM Protein in 10 mM Kalium-
phosphat, pH 7,0 bei 25 °C. Fiir Fern-UV CD-Spektren betrug die Schichtdicke 0,05 cm, fiir Nah-UV CD-Spek-
tren 1 cm.

Die Fern-UV CD-Spektren in Abbildung 3.3a zeigen fiir das Wildtypprotein und alle
Tryptophan-Varianten eine gute Ubereinstimmung zwischen 190 und 205 nm. Das Maximum
des CD-Signals in diesem Bereich ist charakteristisch fiir f-Faltblattstrukturen. Somit liegt fiir
alle Varianten ein dhnlicher Anteil an B-Faltblattelementen vor, was auf eine vergleichbare
Gesamtstruktur schliefen 146t. Der Bereich von 210 bis 230 nm gibt nicht nur das Signal der
Sekundirstruktur wieder, sondern enthdlt auch Beitrdge der aromatischen Aminoséduren
(Sreerama et al., 1999; Rogers & Hirst, 2004). Deshalb kann aus den CD-Unterschieden in
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diesem Bereich nicht auf eine Verdnderung in der Sekundirstruktur geschlossen werden. Ver-
mutlich tragen die Tryptophanreste an den einzelnen Positionen unterschiedlich zum CD von
210 bis 230 nm bei.

Die Eigenschaften der aromatischen Reste konnen einfacher aus den Nah-UV CD-Spek-
tren abgelesen werden (Abbildung 3.3b). Es tritt nur dann ein CD-Signal auf, wenn der absor-
bierende Rest sich dauerhaft in einer asymmetrischen Umgebung befindet. Dies ist offenbar
fiir Trp8 des Wildtyp Bc-Csp der Fall, wie an der hohen Elliptizitit [@]urw zu erkennen ist.
Aufgrund seiner starken Absorption dominiert Tryptophan das CD-Spektrum im Nah-UV; die
Beitrdge von Tyrosinresten sind geringer und bei niedrigeren Wellenldngen (Maximum bei
276 nm) zu finden. Alle Bc-Csp*-Varianten mit Tryptophan an den Positionen 21, 22, 38, 48,
50 oder 59 zeigen eine dullerst geringe Elliptizitidt im Nah-UV. Die durch Mutagenese einge-
fiihrten Tryptophanreste sind daher nicht in einer asymmetrischen Umgebung am Protein
fixiert. Vielmehr sind die Indolringe der Seitenketten frei drehbar, d.h. zum Losungsmittel

exponiert.

3.2.3  Thermodynamische Stabilitiit der Bc-Csp*-Varianten

Die konstruierten Bc-Csp*-Varianten sollten nicht nur Fluoreszenzeigenschaften besitzen, die
fiir FRET-Experimente vorteilhaft sind, sondern sie sollten auch in ihrer Stabilitdt moglichst
dem Wildtypprotein entsprechen. Zur Bestimmung der thermodynamischen Stabilitét wurden
die Proteine thermisch entfaltet und die Anderung des CD-Signals bei 222,6 nm beobachtet
(Abbildung 3.4a). Die normierten Entfaltungsiibergiinge sind in Abbildung 3.4b aufgetragen,
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Abbildung 3.4: Thermische Entfaltungsiibergéinge verschiedener Bc-Csp*-Varianten. (a) Stabilitdt von Bc-Csp*
F38W (@) im Vergleich zu Bc-Csp (O). Die Basislinien des nativen und entfalteten Proteins sind fiir Be-Csp*
F38W als durchgezogene Linien und fiir Be-Csp als gestrichelte Linien gezeigt. (b) Normierte Auftragung der
MeBdaten und Angleiche fiir das Bc-Csp Wildtypprotein (schwarz), Be-Csp* (grau), Be-Csp* F38W (rot), Be-
Csp* ESOW (blau), Bc-Csp* E21W (orange), Bc-Csp* G22W (dunkelgriin), Be-Csp* S48W (hellgriin) und Be-
Csp* QS59W (dunkelrot) dargestellt. Die Messungen erfolgten bei einer Proteinkonzentration von 4 uM in
100 mM Na-Cacodylat, pH 7.0 bei 1 cm Schichtdicke, 1 nm Bandbreite und 8 s Dampfung. Als Signal diente die
Elliptizitit ® bei 222,6 nm; die Heizrate betrug 60 °C/h.
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die thermodynamischen Daten sind in Tabelle 3.1 zusammengefal3t. Im Vergleich zum Wild-
typprotein ist die Stabilitdt der meisten Tryptophan-Varianten etwas verringert, nur Bc-Csp*
S48W ist stabiler als Bc-Csp. Generell korrelieren die Schmelzpunkte 7, mit der freien En-
thalpie der Entfaltung AGy. Die vergleichsweise niedrige thermodynamische Stabilitdt von
Bc-Csp* S48W bei gleichzeitig hohem 77, erklért sich aus der geringeren Kooperativitit des
Ubergangs, was sich in einer niedrigen van’t Hoff-Enthalpie widerspiegelt. Die Mutationen zu
Tryptophan verringern die Stabilitit von Be-Csp™* nicht stark. Durch die Auswahl exponierter
Positionen wurden sterische Abstofungen mit den umgebenden Resten weitgehend ver-
mieden. Bei Bc-Csp* G22W als instabilster Variante liegt der Schmelzpunkt nur 5,3 °C unter-
halb des T, von Be-Csp*. Damit fiihrt der Einbau von Tryptophan bei einigen Varianten zwar
zu einer leichten Verringerung der Stabilitét, aber drastische Verdnderungen der Stabilitét und

damit der Struktur kdnnen ausgeschlossen werden.

Tabelle 3.1: Thermodynamische Stabilititsdaten fiir die Tryptophan-Varianten von Bc-Csp*.

. Tn AHy (Tw) AGy (70 °C)
Protein °C) (kJ-mol'™) (kJ-mol™)
Be-Csp 774 234 46
Be-Csp* 76,5 231 4,0
Be-Csp* E21W 72,5 227 1.6
Be-Csp* G22W 71,2 226 0.8
Be-Csp* F38W 75,9 219 35
Be-Csp* S48W 78,4 196 43
Be-Csp* ESOW 71,9 203 11
Be-Csp* Q59W 73,1 204 1.7

Die Daten wurden aus den in Abbildung 3.4 dargestellten MeBwerten durch Angleich nach dem Zweizustand-
modell erhalten. T}, ist die Temperatur im Mittelpunkt des thermischen Ubergangs, AHy (T},) die van’t Hoff-
Enthalpie bei T}, und AGy die freie Enthalpie der Entfaltung. Bei allen Proteinen wurde fiir ACp ein Wert von
4,0 kJ/(mol-K) angenommen.

3.2.4 Fluoreszenzemission

Fiir FRET-Experimente sind die Fluoreszenzeigenschaften des Donors Tryptophan entschei-
dend. Es wurden Emissionsspektren der nativen und in 4 M GdmCl entfalteten Bc-Csp*-
Varianten aufgenommen. Fiir Proteine mit geringem Unterschied in der Fluoreszenz des
gefalteten bzw. entfalteten Proteins wurde zusitzlich die Trp-Fluoreszenz als Funktion der
GdmCl-Konzentration gemessen.

Alle untersuchten Proteine enthalten als fluoreszierende Reste neben einem Tryptophan
auch zwei Tyrosinreste an den Positionen 8 und 15. Energietransfer von Tyrosin auf Trypto-
phan ist mdglich, allerdings liegt der Forsterabstand dieses Fluorophorenpaars bei lediglich
9 A, so daB nur zwischen rdumlich sehr nahen Resten ein Transfer stattfindet. In den Pro-
teinen Bc-Csp* F38W, S48W, ESOW und Q59W betrédgt die Entfernung zwischen Tryptophan
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und den beiden Tyrosin-Seitenketten sowohl im gefalteten als auch im entfalteten Zustand
mindestens 15 A. Bei diesem Abstand und einem Ry von 9 A ergibt sich eine Transfereffi-
zienz von 0,05, d.h. nur 5 % der Energie werden von Tyrosin auf Tryptophan iibertragen. Fiir
diese Proteine wurde die Anregungswellenldnge 280 nm gewéhlt, bei der zwar auch Tyrosin
angeregt wird, was aber aufgrund der geringen Transfereffizienz die Fluoreszenzspektren
kaum beeinflult. Der Vorteil der Anregungswellenlinge 280 nm gegeniiber der selektiven
Anregung von Tryptophan bei 295 nm ist die stidrkere Absorption und damit eine wesentlich
hohere Fluoreszenzemission des Tryptophans. Die Fluoreszenzemissionsspektren von Bc-
Csp* F38W und E50W sowie die entsprechenden Entfaltungsiibergéinge sind in Abbildung
3.5 gezeigt. Bei Be-Csp* S48W und Q59W sinkt die Fluoreszenz bei Entfaltung auf 38 %
bzw. 35 % der Fluoreszenz des nativen Zustands (Daten nicht gezeigt). Sie zeigen somit eine

dhnliche Fluoreszenzidnderung wie das Wildtypprotein und sind fiir FRET-Experimente nicht

gut geeignet.
1 T 1 T T T T T T T T T ]

2 60
N 50 N
[= =
o] 0]
240 2
5 5
2 30 =
= oS
s 20 5
— —

10

0

¢ 60
N 50 N
= =}
o] [0}
N 40 2
o 2
£ 30 E
B~ &
s 20 5
— =

10

0

300 320 340 360 380 400 420 440 0 1 2 3 4 5 6

Wellenléinge (nm) [GdmCI] bzw. [NaCl] (M)

Abbildung 3.5: Fluoreszenzeigenschaften von Bc-Csp* ESOW und F38W. (a, ¢) Fluoreszenzspektren und (b,d)
Entfaltungsiibergdnge von (a, b) Bc-Csp* ESOW und (c, d) Be-Csp* F38W. (a, ¢) Die Fluoreszenz bei 25 °C
wurde fiir natives Protein (durchgezogene Linie) und fiir entfaltetes Protein in 4 M GdmCl (gestrichelte Linie)
nach Anregung bei 280 nm gemessen. (b, d) Entfaltungsiibergang der Trp-Fluoreszenz nach Anregung bei (O)
280 nm bzw. (O) 295 nm. Salzabhingigkeit der Fluoreszenz in Gegenwart von NaCl nach Anregung bei (®)
280 nm bzw. (M) 295 nm. Die durchgezogenen Linien sind Angleiche an die Daten nach dem Zweizustands-
modell (fiir Bc-Csp* ESOW wurde zwischen 0 und 2 M GdmCl eine Korrektur der Salzabhiangigkeit vorge-
nommen). Alle Messungen wurden mit 1 uM Protein in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 vorgenommen.

Die Fluoreszenz von Proteinen reagiert duflerst empfindlich auf Verdnderungen in der

Umgebung des fluoreszierenden Restes. Wéhrend der Lebensdauer des angeregten Zustands
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kann durch strahlungslose Konkurrenzprozesse wie z.B. Fluoreszenzloschung eine Riickkehr
in den Grundzustand erfolgen und dadurch die Fluoreszenzemission reduziert werden. Bei der
Entfaltung eines Proteins erfolgt mit der Exposition der Seitenketten zum Losungsmittel eine
starke Anderung der Umgebung und damit der Fluoreszenz, sofern der Rest nicht schon in der
nativen Struktur exponiert ist.

Fiir die Proteine Bc-Csp* F38W und ESOW sinkt die Fluoreszenz bei Entfaltung in 4 M
GdmCl auf ca. 75 % des Wertes fiir das native Protein ab (sieche Abbildung 3.5a, c¢). Ein
genaueres Bild ergeben die Entfaltungsiiberginge in Abbildung 3.5b, d. Hier ist die Anderung
der Fluoreszenz sowohl bei der Entfaltung durch GdmCI als auch in Gegenwart von NaCl
aufgetragen.

Neben der denaturierenden Wirkung auf das Protein iibt GdmCI als Salz auch einen
direkten EinfluB} auf die Fluoreszenz aus. Dieser Effekt kann in Kontrolltitrationen mit NaCl
nachgestellt werden. In Gegenwart von 0 bis 2 M GdmCI bzw. NaCl zeigt die Fluoreszenz
von Bc-Csp* ESOW einen identischen Verlauf (Abbildung 3.5b). Damit ist die Abnahme der
Fluoreszenz bis 2 M GdmCl auf einen Salzeffekt und nicht auf eine Umgebungsénderung bei
der Entfaltung zuriickzufithren. Die mit der Faltungsreaktion verbundene Fluoreszenzéinde-
rung ist daher sehr viel kleiner (ca. 10 %) als der Unterschied in den Spektren in Abbildung
3.5a. Der in Abbildung 3.5b gezeigte Angleich an die Daten (um den Salzeffekt korrigiert)
ergibt denselben Ubergangsmittelpunkt wie der mit Tyrosin als Sonde gemessene Ubergang.
Dieser Befund bestitigt einerseits das Vorliegen des Salzeffekts und andererseits die Giiltig-
keit des Zweizustandsmodells.

Bei Bc-Csp* F38W kann der starke Anstieg der Fluoreszenz im Entfaltungsiibergang
zwischen 0 und 0,5 M GdmCl nicht durch die Zugabe von NaCl nachgestellt werden. Damit
liegt beim Tryptophan an Position 38 kein Salzeffekt vor, sondern es handelt sich um ein
GdmCl-spezifisches Phianomen. Es ist moglich, da Guanidinium-Kationen Wechselwir-
kungen mit dem Indolring des Tryptophans eingehen. Die Fluoreszenzinderung im Verlauf
der Entfaltungsreaktion von Bc-Csp™* F38W betrigt also tatsdchlich ca. 25 %.

In die Proteine Bc-Csp* F38W und ESOW wurden zum Ankniipfen eines Akzeptors an
verschiedenen Positionen Cysteinreste eingebracht. Nur ein Teil dieser Varianten zeigt die
hier beschriebenen charakteristischen Fluoreszenzverldufe bei geringen GdmCI-Konzentra-
tionen. Offenbar kdnnen die intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften eines Tryptophans durch
benachbarte Cysteinreste moduliert werden, da in den Varianten mit geringem Abstand
zwischen Tryptophan und Cystein (Bc-Csp* F38W/N11C und ESOW/Q2C) kein Salzeffekt
auftritt (vgl. 3.5.2).

Das unterschiedliche AusmalB3 der Fluoreszenzinderung bei der Faltung von Bc-Csp*
F38W und ESOW wurde auch in kinetischen Experimenten bestdtigt. Bc-Csp* ESOW zeigt in
Entfaltungs- und Riickfaltungsexperimenten eine duBerst geringe Anderung der Trp-Fluores-
zenz (maximal 10 % des Gesamtsignals) und ist damit sehr gut als Donor fiir FRET-Experi-

mente geeignet.
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In den Proteinen Bc-Csp* E21W und G22W liegen zwischen dem Tyrosin an Position 15
und dem Tryptophan nur fiinf bzw. sechs Reste entlang der Peptidkette. Zwar betrdgt der Ab-
stand zwischen den beiden Resten im nativen Zustand aufgrund der gestreckten Konformation
des B2-Faltblattstranges mehr als 20 A, aber im entfalteten Protein verringert sich der Abstand
auf ca. 13 A. Bei dieser Entfernung ist Energietransfer vom Tyrosin auf Tryptophan méglich.
Fiir die Proteine Bc-Csp* E21W und G22W wurde deshalb die Anregungswellenlédnge
295 nm gewdhlt, um Beitrdge aus dem Energietransfer von Tyrosin zur beobachteten Trp-
Fluoreszenz zu vermeiden. Die Fluoreszenzemissionsspektren dieser beiden Varianten sind in
Abbildung 3.6 dargestellt.
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Abbildung 3.6: Fluoreszenzspektren von (a) Be-Csp* E21W und (b) Be-Csp* G22W. Die Fluoreszenz bei 25 °C
wurde fiir natives Protein (durchgezogene Linie) und fiir entfaltetes Protein in 4 M GdmCl (gestrichelte Linie)
nach Anregung bei 295 nm gemessen. Die Proteinkonzentration betrug 1 pM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

Im Vergleich mit den Fluoreszenzspektren in Abbildung 3.5 ist zu erkennen, dafl im Be-
reich um 310 nm keine Tyr-Fluoreszenz auftritt. Damit ist sichergestellt, dal nur die Trp-
Fluoreszenz beobachtet wird.

Die Fluoreszenz von Bc-Csp* E21W sinkt bei Entfaltung auf 70 % der Fluoreszenz des
nativen Proteins ab. Dagegen erfolgt bei Bc-Csp* G22W eine Zunahme der Fluoreszenz auf
145 % der Fluoreszenz des nativen Proteins. Da die beiden Tryptophanreste in der Proteinse-
quenz direkt aufeinanderfolgen und in der nativen Struktur in der Schleife zwischen den Falt-
blattstrangen 2 und 3 exponiert sind, iiberrascht dieses stark unterschiedliche Verhalten.
Wahrscheinlich ist die verringerte Fluoreszenz von nativem Bc-Csp* G22W auf eine Fluores-
zenzldschung, moglicherweise durch Glu21, zuriickzufiihren.

Befindet sich Indol in einer hydrophoben Umgebung (z.B. Cyclohexan), ist das Emis-
sionsmaximum zu Wellenlingen im Bereich von 300 nm verschoben. Ahnlich starke Blauver-
schiebungen wurden auch fiir Tryptophanreste in Proteinen (z.B. Azurin) beschrieben (Szabo
et al., 1983). Die extreme Verschiebung wird durch die vollstindig hydrophobe Umgebung
des Tryptophans im Proteininneren des Azurins verursacht (Gilardi ef al., 1994), (Nar et al.,
1991).
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Bei allen hier vorliegenden Varianten des Bc-Csp* liegt das Emissionsmaximum des
Tryptophans nahe 350 nm. Dieser Wert entspricht dem Emissionsmaximum von freiem
Tryptophan in wéBriger Losung und bestdtigt damit die Exposition der eingefiihrten Trypto-
phan-Seitenketten zum Losungsmittel. Auch durch die Entfaltung des Proteins dndert sich die
Lage des Emissionsmaximums kaum; es kommt lediglich zu einer Verdnderung der Fluores-

zenzintensitét.

3.2.5 Fluoreszenzanisotropie

Wird eine Losung von Fluorophoren mit polarisiertem Licht bestrahlt, absorbieren nur
Molekiile, deren Absorptions-Ubergangsdipol parallel zum elektrischen Feldvektor des einge-
strahlten Lichts ausgerichtet ist. Obwohl die Molekiile in der Lésung zufillig angeordnet sind,
kommt es durch die selektive Anregung zu einer Auswahl von gleich ausgerichteten Mole-
kiilen im angeregten Zustand. Diese makroskopische Polarisation des angeregten Zustands
wird durch die Bewegungen des gesamten Proteins in der Losung oder auch des Fluorophors
innerhalb des Proteins verringert. Wenn die Emission der Fluoreszenz stattfindet, bevor sich
alle angeregten Molekiile im thermischen Gleichgewicht befinden, ist auch das Fluoreszenz-
licht polarisiert. Durch die Messung der Fluoreszenzanisotropie kann also die Beweglichkeit
von fluoreszierenden Resten abgeschitzt werden. Es wurde die Gleichgewichts-Fluoreszenz-
anisotropie der Tryptophanreste in den Bc-Csp*-Varianten bestimmt (2.7.5).

Die Anisotropie 7 fiir ein beliebig orientiertes Molekiil kann aus Gleichung 3.1 berechnet
werden. Dabei ist 6 der Winkel zwischen dem elektrischen Feldvektor des polarisierten Lichts

und dem Absorptions-Ubergangsdipol des Fluorophors.

e 3(cos2 6)—1
2

Gl. 3.1

Fiir einen einzigen, parallel zum Anregungslicht orientierten Absorptions-Ubergangsdi-
pol betrigt der Maximalwert der Anisotropie 1,0. In einer Losung von nichtorientierten
Fluorophoren konnen mit geringerer Wahrscheinlichkeit aber auch Molekiile angeregt
werden, die nicht exakt parallel ausgerichtet sind. Damit ergibt sich eine Verteilung der ange-
regten Molekiile um den elektrischen Feldvektor, und aufgrund der verschiedenen Orien-
tierungen der einzelnen Ubergangsdipole sinkt das Anisotropiemaximum auf 0,4. Dieser Wert
ist aber nur giiltig, wenn innerhalb des Molekiils der Absorptions- und Emissions-Ubergangs-
dipol parallel angeordnet sind.

In den meisten Fluorophoren sind Absorptions- und Emissions-Ubergangsdipole nicht
exakt parallel ausgerichtet. Die Anisotropie wird um so kleiner, je grofer der Winkel zwi-
schen den Dipolen wird. Ein Sonderfall ist Tryptophan mit 2 verschiedenen Absorptions-
Ubergangsdipolen im Indolring. Es erfolgt sowohl Anregung in den 'Ly, als auch in den 'L,
Zustand, aber die Emission wird ausschlieBlich von 'L, abgegeben. 'L, und 'L, sind zuein-

ander senkrecht angeordnet und durch die Ubertragung der Energie von 'L, auf 'L, kommt es
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zu einer weiteren Verringerung der Anisotropie. Fiir Tryptophan betrdgt der maximale Aniso-
tropiewert bei direkter Anregung von 'L, oberhalb von 295 nm 0,3 (Ruggiero et al., 1990).

Die fiir die Bc-Csp*-Varianten erhaltenen Anisotropiewerte sind in Tabelle 3.2 enthalten.

Tabelle 3.2: Gleichgewichts-Fluoreszenzanisotropie » des Tryptophans in verschiedenen Bc-Csp*-
Varianten im nativen und entfalteten Zustand.

Protein r (0 M GdmCl) r (4 M GdmCl)
Anregung 280 nm Anregung 295 nm Anregung 295 nm
Bc-Csp 0,045 0,068 0,045
Bc-Csp* ESOW 0,034 0,050 0,050
Bc-Csp* F38W 0,026 0,047 0,050
Bc-Csp* E21W 0,026 0,038 0,053
Bc-Csp* G22W n.b. 0,067 0,047

Die Anregungswellenlidnge betrug 280 bzw. 295 nm, die Fluoreszenz wurde bei 350 nm detektiert. Die Aniso-
tropie von Trp22 nach Anregung bei 280 nm wurde nicht bestimmt (n.b.)

Alle gemessenen Anisotropiewerte sind eindeutig kleiner als 0,3, was auf eine ausge-
priagte Beweglichkeit hindeutet. Allerdings kann nicht zwischen der schnellen Gesamtbe-
wegung des kleinen Bc-Csp und der Beweglichkeit des Fluorophors innerhalb des Proteins
unterschieden werden. Die Anisotropie nach Anregung bei 280 nm ist generell kleiner als
nach Anregung bei 295 nm. Dieser Befund kann duch die Interaktion zwischen 'Ly und 'L,
erklart werden. Bei 280 nm werden beide Zustinde angeregt und durch die Umwandlung von
'Ly in 'L, wird die Anisotropie verringert. Dagegen absorbiert bei 295 nm fast ausschlieBlich
'L,, das direkt emittiert und deshalb eine hohere Anisotropie verursacht.

Im entfalteten Zustand zeigen alle Tryptophanreste unabhéngig von ihrer Position in der
Proteinkette eine Anisotropie von ca. 0,050. Es ergibt sich damit fiir keinen der Tryptophan-
reste ein Hinweis auf das Vorliegen einer teilweise geordneten Struktur in Gegenwart von
4 M GdmClI. Die Tryptophanreste an Position 38 und 50 haben im nativen und denaturierten
Zustand denselben Anisotropiewert, d.h. die Beweglichkeit dieser Reste ist auch im gefalteten
Zustand nicht eingeschrdnkt. In Bce-Csp* G22W sind die Anisotropien in beiden Zustinden
mit dem Wildtypprotein vergleichbar; das Tryptophan an Position 22 scheint damit wie Trp8
des Wildtypproteins im nativen Zustand nicht vollstindig exponiert zu sein. Trp21 hingegen
ist im nativen Zustand sogar besser beweglich als im entfalteten Zustand. Fiir alle Bc-Csp*-
Varianten ist die Anisotropie sehr gering, wodurch die Annahme der freien Drehbarkeit (aus-

gedriickt als k* = 2/3) gerechtfertigt ist.

3.2.6 Eignung der Tryptophan-Varianten fiir FRET-Experimente

Alle untersuchten Varianten von Bc-Csp* mit Tryptophan an den Positionen 21, 22, 38, 48,
50 und 59 sind im Vergleich zum Wildtypprotein nur leicht destabilisiert (3.2.3). Die Fern-
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UV CD-Spektren (3.2.2) aller Proteine sind charakteristisch fiir B-Faltblattstrukturen und
deuten damit auf eine unverdnderte Gesamtstruktur der Proteine hin. Fiir die Durchfiihrung
von FRET-Experimenten ist auBerdem eine mdglichst geringe Anderung der intrinsischen
Fluoreszenz wiinschenswert. Die Proteine Bc-Csp* S48W und Bc-Csp* Q59W wurden auf-
grund der ausgeprigten Fluoreszenzinderung bei Entfaltung (> 60 %) nicht fiir Energietrans-
fer-Untersuchungen verwendet. In der Kristallstruktur befinden sich in der Umgebung von
Trp48 bzw. Trp59 hydrophobe bzw. aromatische Reste, die vermutlich zu einer Erh6hung der
Fluoreszenz im nativen Zustand fiihren.

Das Tryptophan an Position 38 liegt in dem langen Schleifenbereich zwischen den Falt-
blattstringen 3 und 4. In der Peptidkette befindet sich das Tryptophan in der Sequenz
EGWKT, bildet aber kaum Wechselwirkungen zu diesen Resten aus. Es existieren auch keine
Kontakte zu entfernteren Bereichen des Proteins. Die Fluoreszenzintensitit dndert sich bei
Entfaltung leicht, die Fluoreszenzanisotropie dagegen bleibt konstant; damit ist Bc-Csp*
F38W fiir FRET-Experimente gut geeignet.

Mit einer duflerst geringen Fluoreszenzdnderung und einer gleichbleibenden Fluoreszenz-
anisotropie bei Entfaltung ist Bc-Csp* ESOW ein nahezu idealer Donor. Trp50 liegt zentral im
Faltblattstrang 4 und ist von Ser48 und Val52, sowie von Metl auf Strang B1 und Asn62 auf
B5 umgeben. Trotz der vielen moglichen Wechselwirkungen ist Trp50 stark exponiert und
aullerdem frei beweglich.

In der Schleife zwischen B2 und 3 wurden Austausche zu Trp21 und Trp22 durchge-
fithrt. Dabei wurden in der Sequenz EVEGGS Glu2l bzw. Gly22 (kursiv) ersetzt. Trotz der
starken Exposition und keiner erkennbaren Wechselwirkung zu anderen Proteinbereichen
andern sich sowohl die Fluoreszenzintensitit als auch die Fluoreszenzanisotropie der beiden
Tryptophanreste bei Entfaltung. Aufgrund der strategisch giinstigen Positionierung am Ende
von 2 wurde Trp21 bzw. Trp22 als Donor fiir FRET-Experimente im 1,2-Bereich von Bc-

Csp* eingesetzt.

3.3 Markierung Cystein-haltiger Proteine mit AEDANS

Die Cysteinreste zur Ankniipfung des Akzeptormolekiils AEDANS wurden, ebenso wie die
Tryptophanreste, an l0sungsmittelexponierten Positionen in Bc-Csp* eingebracht. Dadurch
werden einerseits eine groBtmdgliche Flexibilitit des Akzeptors und andererseits eine mini-
male Beeinflussung der Proteineigenschaften durch die Modifikation gewdhrleistet. Die orts-
gerichtete Mutagenese zu Cystein erfolgte an den Kettenenden (Position 2 und 66), in der
Schleife zwischen B1 und B2 (Position 11) und am Anfang des Stranges B3 (Position 24). In
Kombination mit Trp50 und Trp38 konnten Abstinde gemessen werden, die sich iiber das
gesamte Protein erstrecken; Trp21 und Trp22 wurden nur mit Cys2 und Cysl1 kombiniert,

um spezifisch lokale Abstandsdnderungen im 31,32-Bereich zu untersuchen.
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Die Markierung mit AEDANS erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben. In Proteinen, die so-
wohl Trp als auch AEDANS enthalten, kann Energietransfer stattfinden. Fiir diese Proteine
wird anstelle der Benennung Be-Csp* TrpX/CysY-AEDANS die einfachere Kurzbezeichnung
X—Y verwendet. Dabei steht X fiir die Position des Donors und Y fiir die Position des
Akzeptors; z.B. ist 21—11 das Protein Bc-Csp* E21W/N11C-AEDANS mit dem Donor
Tryptophan an Position 21 und dem Akzeptor AEDANS an Position 11.

3.3.1 Massenspektrometrische Kontrolle der Markierung mit AEDANS

Die Proteine wurden sowohl nach der Reinigung als auch nach der Modifikation mit
1,5-IAEDANS oder Iodacetamid mit ESI-MS analysiert. Dabei wurde das Vorliegen der
korrekten Molekularmasse und nach Modifikation auch die Vollstidndigkeit der Reaktion
tiberpriift. In Abbildung 3.7 sind die ESI-MS-Spektren zweier Proteine und der jeweiligen
AEDANS-Derivate dargestellt.
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Abbildung 3.7: ESI-Massenspektren der Proteine (a) Bc-Csp* E21W/N11C und (b) Be-Csp* ESOW/S24C sowie
der mit AEDANS markierten Proteine (c) 21—11 und (d) 50—24. Die Intensitét des hochsten Signals wurde auf
100 % normiert. In (a) und (c) sind von rechts nach links die Signale der vierfach, fiinffach, sechsfach und sie-
benfach geladenen Proteine zu erkennen. (b) und (d) zeigen jeweils die Masse des fiinffach geladenen Proteins.

Die berechneten molaren Massen der Proteine Bc-Csp* E21W/N11C und Bce-Csp*
E50W/S24C betragen 7356,3 und 7383,3 g/mol. Aus Abbildung 3.7a ergeben sich fiir die Sig-
nale der vier- bis sechsfach geladenen Ionen von Bc-Csp* E21W/N11C (kleinerer m/z-Wert)
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Molekularmassen von 7355,6, 7355,5 und 7355,3 g/mol; fiir Be-Csp* ESOW/S24C wird aus
Abbildung 3.7b eine molare Masse von 7383,2 g/mol ermittelt. Die Abweichung der
experimentell bestimmten von den berechneten Werten liegt hier und bei allen untersuchten
Proteinen im Bereich von < 1 g/mol.

Alle Puffer zur Reinigung von Cystein-haltigen Bc-Csp*-Varianten enthalten -ME als
Reduktionsmittel. Neben dem Schutz des Cysteins vor Oxidation kann auch die Bildung von
gemischten Disulfiden aus Protein und B-ME erfolgen, was zu einer Zunahme der molaren
Masse um 76,1 g/mol fiihrt. Dieses gemischte Disulfid verursacht die Signale bei grofleren
m/z-Werten aller Ladungszustinde in Abbildung 3.7a und das Signal bei 1492,92 in
Abbildung 3.7b. Das Verhiltnis von Protein mit freiem Cystein und B-ME-Disulfid variiert
bei den einzelnen Bc-Csp*-Varianten bzw. Proteinreinigungen stark, z.B. liegt Bc-Csp*
E21W/N11C ungefdhr zur Hélfte und Bc-Csp* ESOW/S24C iiberwiegend mit einem freien
Cystein vor. Vor der Markierung wurde das gemischte Disulfid durch TCEP gespalten und 3-
ME durch Gelfiltration entfernt.

Nach der Umsetzung der Proteine mit 1,5-IAEDANS kommt es zu einer Massenzunahme
von 306,3 g/mol und damit zu einer Verschiebung der Ionensignale zu hdheren m/z-Werten.
Diese Zunahme ist in Abbildung 3.7c,d im Vergleich mit dem jeweils dariiber dargestellten
nichtmarkierten Protein deutlich zu erkennen, und die experimentell erhaltene Molekular-
masse stimmt mit dem berechneten Wert gut tiberein. Da das Signal des nichtmarkierten Pro-
teins fehlt, kann von einer vollstindigen Markierung mit AEDANS ausgegangen werden. Fiir
weitergehende spektroskopische Messungen wurden nur vollstindig modifizierte Protein-
proben eingesetzt.

Die Ionisierung von Bc-Csp erfolgt hauptsichlich durch die Anlagerung von Protonen.
Daneben tritt in geringerem Umfang auch die Bindung von Natrium- oder Kaliumionen auf,
die zu den Signalen bei hoheren m/z-Werten in Abbildung 3.7d fiihren.

3.3.2  Absorptionseigenschaften des Akzeptors AEDANS

Das Absorptionsspektrum des Akzeptors AEDANS wird zur Berechnung des Uberlap-
pungsintegrals und damit des Forsterabstands Ry bendtigt. Es wurden die Spektren der nur-
Akzeptor Proteine Bc-Csp* Q2C-AEDANS, N11C-AEDANS, S24C-AEDANS und L66C-
AEDANS gemessen. Die molekulare Umgebung des Akzeptors ist hierbei identisch zum
entsprechenden Donor-Akzeptor Protein, in dem Energietransfer stattfindet. Die Spektren der
nur-Akzeptor Proteine enthalten die Absorption von AEDANS sowie der beiden Tyrosinreste
von Bc-Csp*, allerdings trigt Tyrosin nur im Bereich unter 300 nm zur Absorption bei und
hat damit keinen Einflu3 auf die Berechnung von R, bei Wellenlidngen iiber 310 nm (2.11.2).

Abbildung 3.8a zeigt die Absorptionsspektren der vier nur-Akzeptor Proteine in der ge-
falteten bzw. entfalteten Form; in Abbildung 3.8b sind die Spektren von Bc-Csp* S24C-
AEDANS bei verschiedenen GdmCI-Konzentrationen dargestellt.
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Abbildung 3.8: Absorptionsspektren des Akzeptors AEDANS. (a) Absorptionskoeffizient des Addukts von (3-
Mercaptoethanol an 1,5-TAEDANS (B-ME-AEDANS) bei 0,0 (schwarz) bzw. 6,0 M GdmCl (grau). Fiir die
Proteine Bc-Csp* Q2C-AEDANS (dunkelgriin), N11C-AEDANS (orange), S24C-AEDANS (blau) und L66C-
AEDANS (rot) sind die Absorptionskoeffizienten des nativen Proteins (durchgezogene Line) und des entfalteten
Proteins bei 6,0 M GdmCI (gestrichelte Linie) dargestellt. (b) Absorptionskoeffizient von Bc-Csp* S24C-
AEDANS bei 0,0 bis 6,0 M GdmCl (0,5 M-Schritte, Farbcodierung: dunkelrot (0,0 M GdmCl), orange (2,0 M
GdmCl), schwarz (6,0 M GdmCl)). Als Puffer wurde 15 mM Ammoniumacetat, pH 7.0 verwendet.

1,5-IAEDANS wurde mit B-Mercaptoethanol (B-ME) umgesetzt, um das Iodacetamid des
Fluorophors in einen Thioether umzuwandeln. Das Produkt B-ME-AEDANS besitzt dieselbe
chemische Struktur wie AEDANS an einem modifizierten Protein. Das Absorptionsspektrum
von B-ME-AEDANS ist als schwarze Linie in Abbildung 3.8a dargestellt. Zwischen der lang-
welligen Absorptionsbande mit einem Maximum bei 337 nm und der ca. 3,5fach stérker ab-
sorbierenden Bande bei 250 nm befindet sich ein Minimum der Absorption bei 280 nm. Wird
bei FRET-Experimenten die Anregungswellenlinge 280 nm verwendet, wird AEDANS so
wenig wie moglich direkt angeregt und dadurch das Hintergrundsignal der Akzeptorfluores-
zenz minimiert. Aufgrund der Absorptionsbande oberhalb von 300 nm kann Energie von an-
geregtem Tryptophan auf AEDANS iibertragen werden.

In Gegenwart von 6 M GdmCI] kommt es zu einer geringfiigigen Verschiebung des ge-
samten Spektrums von B-ME-AEDANS (graue Linie in Abbildung 3.8a) zu hoheren Wellen-
langen. Eine vergleichbare Rotverschiebung (zumindest der langwelligen Flanken) wird auch
in Ethanol-haltigen Losungen von AEDANS beobachtet. Moglicherweise wird der angeregte
Zustand des Chromophors in GdmCl oder Ethanol durch hydrophobe Wechselwirkungen
stabilisiert und ist dadurch energiedrmer als in Wasser.

Die Spektren der Proteine Bc-Csp* Q2C-AEDANS, N11C-AEDANS, S24C-AEDANS
und L66C-AEDANS sind ebenfalls in Abbildung 3.8a dargestellt und zeigen unterhalb von
300 nm den zusdtzlichen Beitrag der beiden Tyrosinreste. Im fiir die Ro-Bestimmung rele-
vanten Bereich oberhalb von 310 nm besitzen alle entfalteten Proteine dieselbe Absorption
wie B-ME-AEDANS, d.h. es liegen in 6 M GdmCl keine Wechselwirkungen zwischen dem
Protein und AEDANS vor.
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Das Absorptionsverhalten der nativen Proteine unterscheidet sich dagegen leicht in Ab-
héngigkeit von der Position der AEDANS-Modifikation. So sind die Spektren von nativem
Bc-Csp* Q2C-AEDANS und B-ME-AEDANS oberhalb von 310 nm identisch. Wird Cys2
mit AEDANS modifiziert, ergeben sich also offenbar kaum Wechselwirkungen zwischen dem
Farbstoff und dem Protein. Fiir die Proteine Bc-Csp* N11C-AEDANS, S24C-AEDANS und
L66C-AEDANS wird eine geringfiligige Rotverschiebung im Vergleich zu B-ME-AEDANS
beobachtet.

Fiir alle nur-Akzeptor Proteine wurden Absorptionsspektren im Bereich von 0 bis 6 M
GdmCI gemessen. In Abbildung 3.8b sind beispielhaft die Spektren von Bc-Csp* S24C-
AEDANS in 0,5 M GdmCl-Schritten gezeigt. Die Tyrosin-Absorption verschiebt sich nur im
Bereich zwischen 0 und 3 M GdmCl, in dem der Ubergang von nativem zu entfaltetem Pro-
tein stattfindet. Dagegen werden die Absorptionsbanden von AEDANS (iiber 310 nm) kon-
tinuierlich mit steigender GdmCl-Konzentration zu hheren Wellenldngen verschoben. Die
Entfaltung des Proteins hat keinen erkennbaren Einflufl auf die AEDANS-Absorption.

Beim Vergleich sowohl der Proteine untereinander als auch der Spektren eines Proteins
bei verschiedenen GdmCl-Konzentrationen ergeben sich nur geringfiigige Anderungen. Alle
Absorptionskoeffizienten der Proteine sind dhnlich zu den Werten von 3-ME-AEDANS. Eine
signifikante Beeinflussung der AEDANS-Absorption durch das Protein kann dadurch ausge-
schlossen werden. Umgekehrt sollte auch das Verhalten des Proteins durch die Modifikation
mit AEDANS kaum veréndert werden.

3.3.3 Beweglichkeit von proteingebundenem AEDANS

Die Fluoreszenz von AEDANS wird durch die aromatische Naphthalinsulfonsdure verursacht.
Der Chromophor ist im modifizierten Protein durch einen langen /inker (Abbildung 1.3) mit
dem Riickgrat der Polypeptidkette verbunden. An die Cysteinseitenkette ist die Acetyl-
ethylendiamin-Einheit von AEDANS als Thioether angekniipft. Dadurch ergibt sich eine
Kette aus 8 Atomen, in der die freie Drehbarkeit um die Bindungen nur an der zentralen
Amidbindung eingeschrénkt ist. Im Unterschied dazu ist z.B. der Indolring des Tryptophans
nur iiber eine einzelne Methylengruppe mit der Hauptkette verkniipft. Aufgrund der duBerst
flexiblen Ankniipfung von AEDANS ist mit einer hohen Beweglichkeit der fluoreszierenden
Gruppe zu rechnen.

Ist ein aromatisches System in einer chiralen Umgebung fixiert, ergibt sich durch die
unterschiedliche Absorption von links und rechts zirkular polarisiertem Licht ein CD-Signal.
Wenn AEDANS in einer definierten, gleichbleibenden Orientierung an das Protein gebunden
wire, sollte sich das CD-Signal im Vergleich zum nichtmarkierten Protein dndern. Die CD-
Spektren von 50—24 und dem nur-Donor Protein Bc-Csp* ESOW/S24C stimmen im Bereich
der Absorptionsbanden von AEDANS allerdings iiberein und bestitigen damit die ausge-
prigte Beweglichkeit der AEDANS-Gruppe.
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Alternativ kann die Flexibilitdt eines Fluorophors durch Messung der Fluoreszenzan-
isotropie abgeschitzt werden. Je kleiner der Anisotropiewert, desto groBer ist die Beweg-
lichkeit des Fluorophors. Die fiir AEDANS gemessenen Werte liegen alle unter 0,020 und
sind damit sehr klein. Auch die Anisotropiemessungen bestitigen somit die freie Beweglich-
keit von AEDANS. Die Annahme des Wertes 2/3 fiir «” ist aufgrund der freien Drehbarkeit
sowohl des Tryptophan- als auch des AEDANS-Restes gerechtfertigt.

3.4 FRET von Tryptophan auf AEDANS
3.4.1 Fluoreszenzemission von AEDANS-markiertem Bc-Csp*

Durch FRET kann die Anregungsenergie des Tryptophans strahlungslos auf AEDANS iiber-
tragen werden. Der Energietransfer fiihrt zur Relaxation des angeregten Zustands von Trypto-
phan und ist somit ein Konkurrenzprozel3 zur Fluoreszenz. In Fluoreszenzemissionsspektren
auflert sich FRET in der Abnahme der Donor-Fluoreszenz (Tryptophan) und in der Zunahme
der Akzeptor-Fluoreszenz (AEDANS). In Abbildung 3.9 ist der Effekt des Energietransfers
auf die Fluoreszenzspektren am Beispiel von 50—66 und den entsprechenden nur-Donor und
nur-Akzeptor Proteinen gezeigt. Das Cystein im nur-Donor Protein wurde mit lodacetamid
modifiziert, um die Ankniipfung eines Fluorophors in Form eines Thioethers mit Acetamid zu
imitieren. Als Kurzbezeichnung fiir dieses carbamoylmethylierte Protein wird Bc-Csp*
E50W/L66C-CAM verwendet.
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Abbildung 3.9: Fluoreszenzspektren von 50—66 im gefalteten Zustand bei 0 M GdmCl (durchgezogene Linie)
und im entfalteten Zustand bei 4 M GdmCl (gestrichelte Linie). Es sind die Spektren des Donor-Akzeptor Pro-
teins 50—66 (rot), des nur-Donor Proteins Bc-Csp* ESOW/L66C-CAM (blau), und des nur-Akzeptor Proteins
Bc-Csp* L66C-AEDANS (schwarz) gezeigt. Die Spektren wurden nach Anregung bei (a) 280 nm bzw. (b)
295 nm bei 25 °C gemessen. Die Proteinkonzentration betrug 1 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

Sowohl das nur-Donor Protein (blaue Spektren in Abbildung 3.9) als auch das nur-Ak-
zeptor Protein (schwarze Spektren in Abbildung 3.9) zeigen in der nativen und entfalteten

Form dhnliche Spektren. Dagegen kommt es bei Entfaltung des Donor-Akzeptor Proteins
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50—66 zu einer deutlichen Verdnderung des Fluoreszenzspektrums aufgrund des zuséitzlich
stattfindenden FRET. Die hohe Effizienz des Energietransfers im nativen Zustand fiihrt zu
einer stark erniedrigten Trp-Fluoreszenz bei gleichzeitig sehr hoher Fluoreszenz des Akzep-
tors AEDANS (Emissionsmaximum bei 495 nm). Bei der Entfaltung des Proteins in 4 M
GdmCl sinkt die Transfereffizienz. Im Vergleich zum nativen Protein ist die Trp-Fluoreszenz
erhoht und die AEDANS-Fluoreszenz erniedrigt.

Bei Anregung mit Licht der Wellenlédnge 280 nm trdgt auch Tyrosin zu den Fluoreszenz-
spektren bei (Abbildung 3.9a). Dieser zusitzliche Beitrag (Maximum bei 305 nm) ist am
deutlichsten im Spektrum des nur-Akzeptor Proteins (schwarzes Spektrum) zu erkennen. Die
Fluoreszenz von Tyr8 und Tyrl5 in Bc-Csp* ist stark umgebungsabhingig und sinkt bei der
Entfaltung des Proteins auf ca. 50 % ab. Daher konnte die Tyr-Fluoreszenz als unabhéngige
Sonde zur Bestimmung der Stabilitit in Entfaltungsiibergingen verwendet werden. Bei
Wellenldngen iiber 350 nm tritt keine Tyr-Fluoreszenz auf.

Durch Anregung bei 295 nm 146t sich die Emission der Tyrosinreste zwar unterdriicken
(Abbildung 3.9b), allerdings wird dann das Verhiltnis der Fluoreszenzintensititen von Tryp-
tophan und AEDANS im Vergleich zur Anregung bei 280 nm ungiinstiger. Die Trp-Fluores-
zenz verringert sich auf 40 % und gleichzeitig steigt die AEDANS-Fluoreszenz um 65 % an.
Messungen nach Anregung bei 295 nm zeigen deshalb ein viel stirkeres Hintergrundsignal
des Akzeptors AEDANS und gleichzeitig geringere Signalinderungen aufgrund von FRET.
Deshalb wurde die Anregungswellenlédnge 295 nm nur fiir Varianten verwendet, bei denen
Energietransfer von Tyrosin auf Tryptophan ausgeschlossen werden mufte (Trp21 und Trp22

als Donor).

3.4.2 Einfluf von Abstandsdnderungen auf die Fluoreszenz

Der Abstand zwischen Donor und Akzeptor im nativen Protein kann aus der Kristallstruktur
von Be-Csp (Mueller et al., 2000) bestimmt werden. Beim entfalteten Zustand handelt es sich
um ein Ensemble verschiedener Konformationen der Polypeptidkette. Der durchschnittliche
Abstand der Fluorophore im entfalteten Zustand wird aus der Lange der Polypeptidkette zwi-
schen den Fluorophoren abgeschitzt (vgl. 3.4.5).

Je nach Position des Donors und Akzeptors kann der Abstand bei Entfaltung des Proteins
zunehmen, gleichbleiben oder abnehmen. Fiir das Protein 50—66 nimmt der Abstand bei Ent-
faltung zu. Demzufolge sinkt die Effizienz des Energietransfers, was sich in einer Zunahme
der Trp-Fluoreszenz und einer Abnahme der AEDANS-Fluoreszenz dulert (Abbildung 3.9).

Die Fluoreszenzspektren von 38—24 bzw. 22—11 in Abbildung 3.10 geben einen gleich-
bleibenden bzw. reduzierten Abstand bei Entfaltung des Proteins wieder. Im Falle von 38—24
andert sich der Abstand kaum mit dem Faltungszustand. Die Trp-Fluoreszenz nimmt bei Ent-
faltung zwar leicht ab, dieser Effekt ist aber auf die intrinsische Anderung der Fluoreszenz
zurlickzufiihren (blaue Spektren in Abbildung 3.10a). Die starke Abnahme der AEDANS-
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Fluoreszenz bei Entfaltung wird auch im nur-Akzeptor Protein beobachtet (Daten nicht ge-

zeigt) und ist daher nicht durch eine Abstandsédnderung bedingt.
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Abbildung 3.10: Fluoreszenzspektren von (a) 38—24 (Anregungswellenldnge 280 nm) und (b) 22—11 (Anre-
gungswellenldnge 295 nm) in der nativen Form (durchgezogene Linie) und in Gegenwart von 4 M GdmCl
(gestrichelte Linie). Die Spektren des Donor-Akzeptor Proteins sind in rot und die Spektren des entsprechenden
nur-Donor Proteins in blau abgebildet. Die Messungen erfolgten bei 25 °C und einer Proteinkonzentration von
1 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

Die Positionen 22 und 11 befinden sich im nativen Protein an den Enden eines B-Falt-
blattstrangs. Bei der Entfaltung des Proteins wird diese gestreckte Konformation aufgehoben
und Donor und Akzeptor ndhern sich an. Die hohe Effizienz des Energietransfers im dena-
turierten Zustand ist in Abbildung 3.10b zu erkennen. Zwar sinkt die Trp-Fluoreszenz von
22—11 bei Entfaltung nur wenig ab, dabei muf3 aber die starke intrinsische Zunahme der
Fluoreszenz beriicksichtigt werden. Vergleicht man das Donor-Akzeptor Protein 22— 11 mit
dem nur-Donor Protein, so wird klar, dal3 im nativen Zustand nur ein schwacher, im entfal-
teten Zustand dagegen ein ausgepriagter Energietransfer stattfindet. Die geringfiigige Zunah-
me der AEDANS-Fluoreszenz bei Entfaltung resultiert aus einer Zunahme durch effizienteren

Energietransfer und einer dhnlich groen Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz.

3.43 Forsterabstand Ry

Der charakteristische Transfer- oder Forsterabstand Ry wurde fiir alle Varianten bei GdmClI-
Konzentrationen zwischen 0 und 6 M aus den entsprechenden Spektren berechnet. Mit stei-
gendem Brechungsindex der Losung kommt es nach Gl. 2.19 zu einer leichten Abnahme von
Ry. Das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspektrum des Akzeptors werden
in Gegenwart von GdmCl nicht relativ zueinander verschoben, so daB das Uberlappungs-
integral anndhernd konstant bleibt. Den stirksten Einflul auf R, hat die Quantenausbeute des
Donors, ¢rp. Zu ihrer Bestimmung wurden nur-Donor Proteine verwendet, in denen die
Cysteinreste mit lodacetamid modifiziert waren (CAM-Form). Sowohl der charakteristische
Transferabstand R, als auch die Quantenausbeute ¢ry, sind in Tabelle 3.3 fiir alle Proteine

angegeben.
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Tabelle 3.3: Forsterabstand R, und Quantenausbeute @, fiir Donor-Akzeptor Proteine.

Natives Protein (0 M GdmCl) Denaturiertes Protein (4 M GdmCl)

Protein Ro.n (A) Prip.N Ro.u(A) Brip. U
38—11 21,8 0,102 21,3 0,103
38—24 22,4 0,122 21,3 0,103
38—66 22,6 0,126 21,2 0,102
50—-2 23,4 0,159 21,5 0,109
50—11 22,9 0,139 21,8 0,118
50—24 22,7 0,131 21,6 0,111
50—66 23,0 0,138 21,8 0,120
21—11 243 0,200 22,1 0,128
22—11 21,3 0,091 22,2 0,132

Es sind die Daten bei 0 M GdmCl (R, n, @rip, n) und 4 M GdmCl (R, u, @, u) angegeben. Bei der Berechnung
von R, wurde fiir > der Wert 2/3 angenommen.

Im denaturierten Zustand sind die Quantenausbeuten ¢ry,, y fiir die verschiedenen Pro-
teine dhnlich (0,102 bis 0,132), wobei die Werte von der Position des Tryptophans abhidngen.
Trp38 besitzt in allen Varianten eine Quantenausbeute von 0,102 bzw. 0,103, fiir Trp50 liegen
die Werte im Bereich zwischen 0,109 und 0,120. Der charakteristische Transferabstand fiir
das entfaltete Protein Ry, y hdngt linear von der Quantenausbeute ab und liegt fiir alle Proteine
zwischen 21,2 und 22,2 A.

Fiir die nativen Proteine ist ebenfalls eine Korrelation zwischen dem Forsterabstand Ry n
und der Quantenausbeute @r, N zu erkennen, allerdings sind die Werte der einzelnen Proteine
tendenziell groBer und weichen stirker voneinander ab als im denaturierten Zustand. Die
Extremwerte der Quantenausbeute liegen fiir Trp21 bei 0,200 und fiir Trp22 bei 0,091; die
entsprechenden Werte des charakteristischen Transferabstandes sind 24,3 A fiir 21—11 und
21,3 A fiir 22—11. Mit der deutlichen Abnahme der Quantenausbeute von Trp2l bei
Entfaltung (nativ 0,200, denaturiert 0,128) kann auch die in Abbildung 3.6 gezeigte starke
Abnahme der Fluoreszenzintensitit erklart werden. Fiir Trp22 nehmen sowohl die Quanten-
ausbeute als auch die Fluoreszenzintensitit bei Entfaltung zu. In den Proteinen mit Trp38
variiert die Quantenausbeute im nativen Zustand zwischen 0,102 und 0,126. Der Abstand
zwischen Trp38 und Cysl1 ist mit 9 A extrem kurz. Wahrscheinlich fiihrt das Schwefelatom
des Cystein-Thioethers zu einer Fluoreszenzloschung und damit zur niedrigen Quantenaus-
beute von 38—11 (0,102) im Vergleich mit 38—24 (0,122) und 38—66 (0,126). Fiir Trp50 ist
die Quantenausbeute etwas hoher als fiir Trp38 und liegt zwischen 0,131 und 0,159. Auch
hier macht sich in der gut definierten, nativen Struktur der Positionseffekt der einzelnen Cys-

teinreste starker bemerkbar als im entfalteten Zustand.
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3.4.4 Abstandsbestimmung aus Fluoreszenzspektren

Die Effizienz des Energietransfers kann aus den Spektren des Donor-Akzeptor Proteins im
Vergleich mit den Spektren der einfach markierten Proteine berechnet werden (2.11.3). Die
Berechnung der Transfereffizienz mit Hilfe der Donor-Fluoreszenz ist fiir Spektren nach
Anregung bei 280 oder 295 nm mdglich. Bei der Berechnung aus der Akzeptorfluoreszenz
werden nur Spektren mit der Anregungswellenldnge 295 nm eingesetzt, da die Absorptions-
koeffizienten sowohl des Donors als auch des Akzeptors bei der Anregungswellenldnge be-
kannt sein miissen. Dies ist nur bei 295 nm der Fall; bei 280 nm dagegen wird die Absorption
des Donors Tryptophan von Tyrosin iiberlagert.

Aus der Effizienz des Transfers und dem Forsterabstand Ry kann gemél GI. 2.23 der
apparente Abstand zwischen den Fluorophoren berechnet werden. Ein Vergleich der Transfer-
effizienzen, die mit den verschiedenen Bestimmungsmdglichkeiten erhalten wurden, ist in
Abbildung 3.11 fiir das Protein 50—24 gezeigt. AuBBerdem sind fiir drei Proteine die apparen-
ten Abstidnde als Funktion der GdmCl-Konzentration aufgetragen.

b 40
35

30

R (A)

25

Effizienz

300 350 400 450 500 550 0 1 2 3 4 5 6
Wellenlinge (nm) [GdmC1] (M)

Abbildung 3.11: Effizienzbestimmung und apparenter Abstand zwischen den Fluorophoren. (a) Bestimmung
der Effizienz des Energietransfers bei 0 M GdmCl (gefiillte Symbole) und 4 M GdmCl (offene Symbole) fiir die
Variante 50—24. Die Effizienz wurde aus der Donor-Fluoreszenz nach Anregung bei (®, O) 280 nm bzw. (A, A)
295 nm und aus der (W, O) Akzeptor-Fluoreszenz berechnet. (b) Der apparente Abstand zwischen den Fluoro-
phoren ist fiir die Proteine (®) 50—24, (¢) 50—66 und (V) 50—2 gegen die GdmCI-Konzentration aufgetragen.
Die Angleiche an die Daten gemil dem Zweizustandsmodell sind als Linie gezeigt. Die zugrundeliegenden
Fluoreszenzspektren wurden mit 1 pM Protein in 100 mM Na-cacodylat, pH 7,0 bei 25 °C aufgenommen.

Die Effizienz kann nur in Wellenldngenbereichen ausgewertet werden, in denen aus-
schlieBlich ein Fluorophor emittiert. Fiir den Akzeptor AEDANS wird der Bereich des
Emissionsmaximums um 495 nm verwendet, fiir Tryptophan der Bereich zwischen 350 und
380 nm, da hier Beitrdge von Tyrosin ausgeschlossen werden konnen. In diesen Bereichen
sind die in Abbildung 3.11a dargestellten Effizienzwerte konstant. Zwischen 400 und 450 nm
enthilt die Fluoreszenz des Donor-Akzeptor Proteins Beitrdge beider Fluorophore. Bei der

Berechnung der Effizienz wird diese Fluoreszenz mit der Emission eines einzelnen Fluoro-
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phors verglichen, und die Resultate sind folglich verfdlscht, was in Abbildung 3.11a an der
starken Anderung der Effizienz zu erkennen ist.

Vergleicht man in Abbildung 3.11a die aus der Donor-Fluoreszenz (um 350 nm) und aus
der Akzeptor-Fluoreszenz (um 500 nm) bestimmte Effizienz, so liegen die Werte fiir natives
50—24 (gefiillte Symbole) bei 0,7 und fiir das entfaltete Protein (offene Symbole) bei 0,2.
Die gute Ubereinstimmung der Werte aus der Donor- und der Akzeptor-Fluoreszenz bestitigt,
dall die beobachteten Fluoreszenzinderungen im Donor-Akzeptor Protein tatsdchlich auf
FRET zuriickzufiihren sind. Die Berechnung der Effizienz beruht auf dem Vergleich gleich-
konzentrierter Losungen verschiedener Proteine. Deshalb summieren sich Unsicherheiten bei
der Bestimmung des Absorptionskoeffizienten und der Proteinkonzentration auf und machen
geringe Abweichungen in der Transfereffizienz bei alternativer Berechnung aus Donor- oder
Akzeptor-Fluoreszenz fast unvermeidlich. Die wahlweise Verwendung der Donor-Fluores-
zenz nach Anregung bei 280 oder bei 295 nm liefert dieselben Ergebnisse, d.h. die zusétzliche
Anregung von Tyrosin bei 280 nm hat keine Auswirkung auf die ermittelte Transfereffizienz.

Aus den Effizienzen des Energietransfers wurden apparente Abstinde bestimmt
(Abbildung 3.11b). Fiir die gezeigten Proteine 50—24, 50—66 und 50—2 nimmt der Abstand
bei Entfaltung des Proteins zu. Die experimentell bestimmten Abstidnde ergeben einen Entfal-
tungsiibergang nach dem Zweizustandsmodell (Linien in Abbildung 3.11b). Intramolekulare
Abstinde konnen demzufolge dhnlich wie spektroskopische Sonden den Faltungszustand
eines Proteinensembles wiedergeben.

Sowohl Trp50 als auch Cys24 befinden sich in der nativen Struktur von Bc-Csp innerhalb
eines Faltblattstranges; dagegen bilden Cys2 bzw. Cys66 den N- bzw. C-Terminus der Poly-
peptidkette. Die Kettenenden eines Proteins sind flexibler als Bereiche innerhalb der Kette.
Bei den Proteinen 50— 66 und 50—2 steigt die Basislinie des nativen Proteins an, bei 50—24
besitzt diese Basislinie keine Steigung (Abbildung 3.11b). Dieser Befund kdnnte ein Hinweis
darauf sein, daB} sich die Kettenenden bereits bei geringen GdmCl-Konzentrationen etwas von
der restlichen Proteinstruktur entfernen, ohne daB3 Entfaltung eintritt. Bei 50—24 bewirken
niedrige GdmCl-Konzentrationen keine Flexibilisierung der Struktur, und der Abstand dndert
sich erst bei der Entfaltung des gesamten B-barrel.

Fiir 50—2 sinkt die Effizienz bei iiber 4 M GdmCI auf Werte unter 0,04. In diesem Effi-
zienzbereich ist keine verldBliche Bestimmung des Abstands mehr moglich und damit ist auch
die Steigung der Basislinie des entfalteten Zustands schlecht definiert. Allerdings unterschei-
den sich die Basislinien der denaturierten Proteine stark in ihrer Steigung. Dabei scheint die
GroBe der Steigung proportional zum Abstand von Donor und Akzeptor entlang der Kette zu
sein. Bei 50—66 (16 Reste entlang der Kette) ist der Abstand im denaturierten Zustand nahe-
zu unabhéngig von der GdmCl-Konzentration; bei 50—24 (26 Reste) steigt der Abstand leicht
und bei 50—2 (48 Reste) stark mit der GdmCI-Konzentration an. Ein entfaltetes Protein ist
anscheinend kein Ensemble mit definierter Ausdehnung der Kette, sondern es kommt mit stei-
gender GdmCl-Konzentration zu einer Expansion. Dieser Effekt zeigt sich bei langen Ketten-

segmenten besonders deutlich.
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3.4.5 Vergleich der berechneten Abstinde mit Referenzdaten

Die VerlaBlichkeit der experimentell bestimmten apparenten Abstinde wurde mit Vergleichs-
daten tiberpriift. Fiir native Proteine wurde der Abstand Riyisiani zZWischen dem Cg des Trypto-
phans und dem Cg des Cysteins aus der Kristallstruktur von Be-Csp (Mueller et al., 2000) her-
angezogen. Der durchschnittliche Abstand R..; im Ensemble der denaturierten Peptidketten

wurde mit Gleichung 3.2 berechnet.

R, =545 (aa, —aa,)"” Gl 3.2

coil

Dabei stehen aa; und aa, fiir die Positionen der Fluorophore im Protein. Gleichung 3.2 beruht
auf der Betrachtung eines Proteins als Polymerkette. Der Abstand der Kettenenden in einem
beliebigen Polymer ist definiert als L - B'2, wobei B die Anzahl und L den Abstand der
Monomeren angibt, der bei Proteinen 3,8 A betriigt (Goldenberg, 2003). Der groBere Faktor
5,45 in Gleichung 3.2 wurde empirisch fiir Peptide und Proteine bestimmt (Haas, 1996).

Fir alle Varianten wurden Rxisiann Und Reoi bestimmt. Diese werden in Tabelle 3.4 mit den
experimentellen Daten verglichen. Es sind die apparenten Abstidnde Ry und Ry aus den ver-

schiedenen Mdglichkeiten der Effizienzbestimmung bei 0 und 4 M GdmCl angegeben.

Tabelle 3.4: Abstinde zwischen Donor und Akzeptor in AEDANS-markierten Bc-Csp* Varianten.

Natives Protein (0 M GdmCl) Denaturiertes Protein (4 M GdmCl)
R RN, Trp RN, Trp RN, R RU, Trp RU, Trp RU,

Protein IEES"” (280 nm)  (2951m)  AEDANS (2’; (280 nm)  (2951m)  AEDANS
(A) (A) A) (A) (A) (A)

38—11 9,1 13,7 13,8 n.b. 28,3 27,4 28,0 24,1
38—24 27,7 24,1 25,0 24,0 20,4 23,0 23,0 234
38—66 17,8 23,0 22,9 22,9 28,8 27,3 27,2 28,1

50-2 7,9 17,0 17,1 18,2 37,8 36,3 37,4 30,6
50—11 22,7 23,5 23,8 24,9 34,0 27,5 27,6 28,5
50—24 14,6 19,2 19,3 19,9 27,8 27,9 28,0 26,7

50—66 14,2 15,3 15,3 17,8 21,8 22,4 224 25,5
21—-11 24,6 25,5 25,7 25,7 17,2 20,1 20,3 18,8
22—11 27,7 28,1 29,3 26,8 18,1 21,3 21,5 19,2
2—11 24,1 26,0 26,2 244 16,4 19,6 19,9 18,1

Es ist der Abstand Riign zwischen dem Cg des Tryptophans und dem Cg des Cysteins in der Kristallstruktur
sowie der gemidl Gleichung 3.2 berechnete Abstand R, fiir ein vollstindig entfaltetes Protein angegeben. Der
apparente Abstand im nativen Protein, Ry, wurde experimentell mit Hilfe der Trp-Fluoreszenz (Rx;, 1rp) bzw. der
AEDANS-Fluoreszenz (Rn, AEDANS) bestimmt. Fiir das entfaltete Protein in 4 M GdmCI wurde der Abstand

Ru, Trp aus der Trp-Fluoreszenz und Ry, AepaNs aus der AEDANS-Fluoreszenz bestimmt. Die zugrundeliegenden
Fluoreszenzspektren des Tryptophans wurden bei 280 bzw. 295 nm angeregt; fiir die AEDANS-Fluoreszenz
wurde ausschlieBlich die Anregungswellenldnge 295 nm verwendet.
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Die experimentell bestimmten Abstdnde R, trp (280 nm) und Ry, 1rp (295 nm) weichen
maximal um 1 A voneinander ab; meist ist die Abweichung sogar kleiner als 0,2 A. Die An-
regungswellenlidnge der Fluoreszenzspektren hat somit keinen EinfluB auf die Abstandsbe-
stimmung. Auch fiir die apparenten Abstéinde Ry, 1rp (280 nm) und Ry, 1rp (295 nm) findet sich
eine dhnlich gute Ubereinstimmung.

Der Vergleich von Ry, trp mit Ry, aAepans bzw. von Ry, trp mit Ry, aepans zeigt ein unein-
heitliches Bild. Vor allem fiir Abstdnde im Bereich des charakteristischen Transferabstands Ry
(vgl. 3.4.3) stimmen die Werte sehr gut iiberein. Daneben werden aber auch Abweichungen
von bis zu 2 A, im Extremfall beim entfalteten Zustand von 50—2 sogar von 6 A beobachtet.
Der Abstand ist bei sehr hohen oder sehr kleinen Effizienzwerten nur noch schlecht definiert,
und deshalb konnen schon kleine Konzentrationsunterschiede zwischen dem doppel- und
einfachmarkierten Protein zu verdnderten Effizienzen und damit zu fehlerhaften Abstinden
filhren. AuBlerdem ist die Bestimmung von Abstinden mittels der Akzeptor-Fluoreszenz
generell weniger verldBlich als die Bestimmung aus der Donor-Fluoreszenz (Lakowicz,
1999).

Die bestimmten apparenten Abstinde fiir das native Protein sind meist grofer als der
Abstand in der Kristallstruktur. Ist Ry isan groBer als 20 A, ist der experimentelle Wert nur ca.
1A grofler als Rgiistan- Eine Ausnahme ist 38—24, da hier der experimentelle Wert mit ca.
24,5 A um 3 A kleiner ist als Ruistall (27,7 A). Fiir Proteine mit Ryyisan kKleiner als 20 A ergibt
sich generell eine stirkere Abweichung. Der apparente Abstand ist bei 50—66 um 2 A, bei
50—24, 38—11 und 38—66 um 5 A und bei 50—2 sogar um 10 A groBer als der Abstand der
Cp-Atome in der Struktur. Die kleinsten Ryyisan liegen bei den Varianten 38—11 (9,1 A) und
50—2 (7,9 A) vor. Bei allen Proteinen ist AEDANS mit dem Cystein iiber einen langen linker
verbunden, der in der gestreckten Konformation einen Bereich von 10 A zwischen dem
Schwefelatom und dem Naphthalinsystem iiberbriickt. Der apparente Abstand setzt sich aus
Rxiistan und einem Beitrag des /inker zusammen, der allerdings stark von der Orientierung von
AEDANS im Molekiil abhéngt. Die Richtung des C,-Cg-Vektors des Cysteins gibt auch die
Vorzugsrichtung fiir das AEDANS-Molekiil vor. In 38—11 sind die C,-Cg-Vektoren von
Trp38 und Cys11 einander zugewandt und der apparente Abstand ist deshalb nur knapp 5 A
grofer als Rkrisani. Dagegen weisen in 50—2 die C,-Cg-Vektoren in entgegengesetzte Rich-
tungen, und der durchschnittliche Abstand vergroBert sich daher um die gesamte /inker-Lénge
im Vergleich zu Rgiisian. Bel Varianten mit groBem Riqistann unterscheiden sich die einzelnen
Anordnungsméglichkeiten von AEDANS nicht so gravierend in ihrer Transfereffizienz wie in
Varianten mit kleinem Ry isan. Der zusitzliche Beitrag des linker-Abstands trdgt somit bei
groBBen Riistan Weniger zum experimentell bestimmten Abstand bei.

Fiir die meisten denaturierten Proteine weichen der experimentell bestimmte Abstand und
der berechnete Wert R.,; um weniger als 3 A voneinander ab. Bei 50—11 und 50—2 liegt die
Effizienz aufgrund des groflen Abstands bei unter 0,07. Folglich ist die Abstandsbestimmung
ungenau, und die gute Ubereinstimmung der Werte fiir 50—2 ist eher iiberraschend als signi-

fikant. Fiir 50—11 dagegen ist der experimentell bestimmte Abstand 6 A kleiner als fiir eine
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vollstindig entfaltete Kette erwartet. Eventuell konnte dies auf eine kompakte Reststruktur im
denaturierten Zustand hindeuten. Die Unterschiede zwischen berechneten und experimen-
tellen Abstéinden sind tendenziell kleiner als beim nativen Protein. Da in der entfalteten Pro-
teinkette keine feste Orientierung der C,-Cg-Vektoren von Trp und Cys vorliegt, kann sich der
flexible linker von AEDANS beliebig anordnen und fiihrt damit zu keiner VergroBBerung des
apparenten Abstands.

Generell stimmen die experimentell aus Fluoreszenzspektren bestimmten Abstdnde sehr
gut mit den Referenzwerten aus der Kristallstruktur des nativen Proteins bzw. den berechne-
ten Absténden fiir ein entfaltetes Protein iiberein (Tabelle 3.4). Dies gilt fiir die Bestimmung
sowohl aus der Donor- als auch aus der Akzeptor-Fluoreszenz. Demzufolge beruhen die
Anderungen in der Emission der Donor-Akzeptor Proteine tatsichlich auf Anderungen in der

Effizienz des Energietransfers zwischen Tryptophan und AEDANS.

3.4.6 FRET als Sonde in der Proteinfaltung

Bei der Faltung von Proteinen geht das Ensemble des entfalteten Zustands in die definierte
dreidimensionale Struktur des nativen Zustands iiber. Die Konformationsdnderung des ge-
samten Proteins zeigt sich im verdnderten Abstand zwischen definierten Positionen innerhalb
der Peptidkette. Intramolekulare Abstinde konnen verldBlich aus den Fluoreszenzspektren
von Donor-Akzeptor Proteinen bestimmt werden (3.4.5) und eignen sich als Sonde fiir die
Proteinfaltung (3.4.4). Allerdings erfordert die Bestimmung von Abstinden immer den Ver-
gleich von doppel- und einfachmarkiertem Protein unter identischen MeBBbedingungen. Dies
ist besonders bei kinetischen Messungen kaum durchfiihrbar.

Die Fluoreszenzspektren von Donor-Akzeptor Proteinen sind die primédre Mefgrofe fiir
die Bestimmung von Abstinden und enthalten deshalb die Information {iber die Transfer-
effizienz. Zwar sind auch intrinsische Anderungen der Fluoreszenz von Tryptophan und
AEDANS in diesen Spektren enthalten, aber der Haupteffekt beruht auf FRET (3.4.1). In
Abbildung 3.12 sind die Fluoreszenzspektren von 50—66 und 50—24 bei verschiedenen
GdmCl-Konzentrationen dargestellt.

Bei Entfaltung beider Proteine vergroflert sich der Abstand zwischen Donor und Akzep-
tor (vgl. Tabelle 3.4). Folglich nimmt mit steigender GdmCI-Konzentration die Trp-Fluores-
zenz zu und die AEDANS-Fluoreszenz ab (Abbildung 3.12). Die Fluoreszenzidnderung erfolgt
nicht linear mit der GdmCl-Konzentration, sondern findet hauptsidchlich zwischen 1 und 3 M
GdmCl statt. Dies ist der Ubergangsbereich bei der GdmCl-induzierten Entfaltung von Bc-
Csp*. In den Fluoreszenzeigenschaften spiegelt sich die unterschiedliche Transfereffizienz
der verschiedenen Faltungszustinde wider, und die Fluoreszenz von Donor oder Akzeptor
kann daher als Sonde fiir Faltungsreaktionen eingesetzt werden.

Die Emission der Tyrosinreste bei 305 nm verhélt sich bei den Proteinen 50—66 und
50—24 unterschiedlich. Fiir 50—66 (Abbildung 3.12a) sinkt die Fluoreszenz bei Entfaltung
auf 50 % des Wertes des nativen Proteins, wie es auch fiir Be-Csp* ESOW beobachtet wird.
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Abbildung 3.12: Fluoreszenzspektren von (a) 50—66 und (b) 50—24 bei 0 bis 6 M GdmCIl. Es sind Spektren in
0,5 M GdmCIl-Schritten dargestellt: 0,0 M dunkelrot, 1,0 M rot, 2,0 M orange, 4,0 M griin und 6,0 M schwarz.
Die Messungen erfolgten bei 25 °C und einer Proteinkonzentration von 1 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

Dagegen ist in nativem 50—24 die Tyr-Fluoreszenz erniedrigt und steigt im Verlauf der
Entfaltung leicht an. Die Ursache hierfiir ist Energietransfer von Tyrosin auf AEDANS im
gefalteten Zustand von 50—24. Die Abstinde zwischen Tyr8 bzw. Tyrl5 und AEDANS an
Position 24 sind mit 14,8 bzw. 16,1 A kleiner als der charakteristische Transferabstand von
Tyrosin und AEDANS (ca. 21 A). Bei der Entfaltung des Proteins vergroBert sich der
Abstand zu Tyr8 und die Tyr-Fluoreszenz steigt an. Im Vergleich zu Tryptophan sind die

Beitrdge von Tyrosin zum FRET jedoch &uBerst gering.

3.5 EinfluBl der AEDANS-Markierung auf die Stabilitit und Faltungskinetik
3.5.1 GdmCl-induzierte Entfaltungsiibergdinge

Die Faltung der Donor-Akzeptor Proteine wurde fast ausschlieBlich nach Anderung der
GdmCl-Konzentration in schnellen Mischexperimenten untersucht. Deshalb wurde auch die
thermodynamische Stabilitdt der Proteine in GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergidngen be-
stimmt. Harnstoff ist fiir die Denaturierung von Bc-Csp* ungeeignet, da die Basislinie des
denaturierten Proteins nicht erreicht wird. In Abbildung 3.13 ist die Stabilitdt von Bc-Csp*
E50W/Q2C (Protein ohne Akzeptor) gegen Entfaltung gezeigt. Als Mellsonde wurden die
Tyr-Fluoreszenz nach Anregung bei 280 nm und die Trp-Fluoreszenz nach Anregung bei 280
bzw. 295 nm verwendet.

Sowohl die Tyrosin- als auch die Trp-Fluoreszenz nimmt bei Entfaltung ab, wobei aber
das AusmaB der Anderung stark unterschiedlich ist. Die Fluoreszenz des Donors Tryptophan
verringert sich um weniger als 15 %, was fiir spitere FRET-Experimente wiinschenswert ist,
aber die Bestimmung der Proteinstabilitit erschwert. Dagegen nimmt die Tyr-Fluoreszenz um
ca. 50 % ab und ist damit eine sehr verldBliche Sonde fiir die Stabilititsbestimmung. Sie wur-

de bei allen nur-Donor Proteinen eingesetzt, da die Trp-Fluoreszenz aufgrund der geringen
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Signaldnderung hiufig nicht verwendbar war. Die normierte Auftragung der Uberginge in
Abbildung 3.13b macht deutlich, daB die drei MeBsonden demselben Ubergang folgen, wo-

durch das Vorliegen eines Zweizustandsverhaltens bestétigt wird.

rel. Fluoreszenz
Anteil natives Protein

[GdmCI] (M) [GdmCI] (M)

Abbildung 3.13: GdmCl-induzierter Entfaltungsiibergang von Bc-Csp* ESOW/Q2C. (a) (®) Tyr-Fluoreszenz bei
305 nm nach Anregung bei 280 nm, Trp-Fluoreszenz bei 355 nm nach Anregung bei (O0) 280 nm bzw. (©)
295 nm. Durchgezogene Linien sind Angleiche des Zweizustandsmodells an die Daten, gepunktete Linien stellen
die Basislinien des mit Tyr-Fluoreszenz gemessen Ubergangs dar. Die Sternchen sind die Tyr-Fluoreszenzwerte
des nativen bzw. entfalteten Proteins im Mittelpunkt des Ubergangs. Die Messungen wurden bei 25 °C mit
1,3 uM Protein in 100 mM Na-Cacodylat, ] mM EDTA, 1 mM TCEP, pH 7,0 durchgefiihrt. (b) Normierte
Darstellung der Ubergiinge aus (a) unter Verwendung derselben Symbole. Die Angleiche sind als durchgezogene
Linie (Tyr-Fluoreszenz), gestrichelte Linie (Trp-Fluoreszenz nach Anregung bei 280 nm) und gepunktete Linie
(Trp-Fluoreszenz nach Anregung bei 295 nm) dargestellt.

3.5.2  Stabilitit der Donor-Akzeptor Proteine

Bei der Entfaltung eines Donor-Akzeptor Proteins kommt es zu Anderungen in der Trypto-
phan- und der AEDANS-Fluoreszenz. Mit diesen beiden Sonden wurden die Stabilititen der
Donor-Akzeptor Proteine ermittelt. Die Signaldnderung aufgrund des Energietransfers ist in
Abbildung 3.14 fiir vier Bce-Csp*-Varianten dargestellt. Zum Vergleich ist die Anderung der
intrinsischen Fluoreszenz von Tryptophan bzw. AEDANS gezeigt.

Bei 50—2, 50—24, 38—11 und 38—66 vergroBert sich der Abstand zwischen Donor
und Akzeptor bei Entfaltung des Proteins (Tabelle 3.4). In den Entfaltungsiibergéingen dieser
Proteine nimmt deshalb mit steigender GdmCI-Konzentration die Trp-Fluoreszenz zu und die
AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung des Tryptophans ab (gefiillte Symbole in Abbildung
3.14). Die Effizienz des Energietransfers 146t sich aus dem Vergleich der Trp-Fluoreszenz im
Donor-Akzeptor Protein (gefiillte Punkte) mit der Fluoreszenz des nur-Donor Proteins (offene
Punkte) erkennen. Je stirker die Donor-Fluoreszenzwerte in Gegenwart bzw. Abwesenheit
des Akzeptors voneinander abweichen, um so grofler ist die Transfereffizienz, d.h. um so
kleiner ist der Abstand. So findet im entfalteten Zustand von 50—2 (Abbildung 3.14a) fast

kein Transfer statt, da die Trp-Fluoreszenzwerte in Gegenwart bzw. Abwesenheit des Akzep-
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tors nahezu identisch sind. Dagegen wird im gefalteten Zustand von 38—11 (Abbildung
3.14c) fast die gesamte Trp-Fluoreszenz auf AEDANS iibertragen.
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Abbildung 3.14: GdmCl-induzierte Entfaltung der Donor-Akzeptor Proteine (a) 50—2, (b) 50—24, (c) 38—11
und (d) 38—66. Es wurde dic (®) Trp-Fluoreszenz bei 355 nm und die (@) AEDANS-Fluoreszenz bei 495 nm
nach Anregung des Tryptophans bei 280 nm und Energietransfer gemessen. Im Donor-Akzeptor Protein wurde
die (O0) AEDANS-Fluoreszenz nach direkter Anregung des Fluorophors bei 336 nm bestimmt. Die (O) Trp-
Fluoreszenz des entsprechenden nur-Donor Proteins (mit freiem Cystein) nach Anregung bei 280 nm wurde auf
identische Proteinkonzentration und MeBbedingungen normiert. (A) Trp-Fluoreszenz, (V) AEDANS-Fluores-
zenz nach Energietransfer und (¢) AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung bei 336 nm des Donor-Akzeptor
Proteins in Gegenwart von NaCl. Durchgezogene Linien sind Angleiche an die Daten geméf3 dem Zweizustands-
modell. Die Messungen erfolgten bei 25 °C und einer Proteinkonzentration von 0,6 uM in 100 mM Na-
Cacodylat, pH 7,0. Puffer fiir Proteine mit freiem Cystein enthielten zusétzlich | mM EDTA und 1 mM TCEP.

Sowohl die Fluoreszenz des nur-Donor Proteins (offene Punkte) als auch die AEDANS-
Fluoreszenz nach Anregung im Absorptionsmaximum von AEDANS bei 336 nm (offene
Quadrate) dndern sich kaum bei Entfaltung der Proteine. Eine Ausnahme stellt 38—66 dar
(Abbildung 3.14d). Hier nimmt die AEDANS-Fluoreszenz nach direkter Anregung nicht kon-
tinuierlich ab, sondern sie @ndert sich verstirkt im Ubergangsbereich des Proteins. AEDANS
als umgebungssensitiver Fluorophor (Hudson & Weber, 1973; Spruijt et al., 1996) detektiert
in diesem Fall den Faltungszustand des Proteins. Im nur-Donor Protein Bc-Csp* F38W/L66C
nimmt die Trp-Fluoreszenz bei Entfaltung um ca. 25 % ab. In 38—66 vergroBert sich bei Ent-
faltung der Abstand, und die Trp-Fluoreszenz sollte deshalb zunehmen. Die intrinsische Ab-

nahme der Fluoreszenz und die Zunahme aufgrund der geringeren Transfereffizienz heben



Ergebnisse und Diskussion 69

sich auf und fiihren zu der experimentell bestimmten, nahezu gleichbleibenden Trp-Fluores-
zenz im gesamten GdmCl-Konzentrationsbereich.

Die AEDANS-Fluoreszenz im Bereich der Basislinie des nativen Proteins hat bei 50—2
einen konstanten Wert, bei den iibrigen Proteinen sinkt die Fluoreszenz dagegen zwischen 0
und ca. 1,5M GdmCIl ab. Dieselbe Abnahme der Fluoreszenz wird auch in Gegenwart von
NaCl beobachtet (offene Dreiecke in Abbildung 3.14). Es handelt sich hier um die unspezi-
fische Beeinflussung der AEDANS-Fluoreszenz durch Salze und nicht um eine Verédnderung
des Faltungszustands durch GdmCI. An Position 2 ist die AEDANS-Fluoreszenz unempfind-
lich gegeniiber Salzen. Zur Auswertung der Uberginge wurden die Werte bis 1 M GdmC] auf
den Salzeffekt korrigiert und ein konstanter Fluoreszenzwert fiir die Basislinie des nativen
Proteins angenommen.

Unter 3.2.4 sind die Fluoreszenzeigenschaften von Bc-Csp* F38W und ESOW beschrie-
ben. Der Verlauf der Basislinie des nativen Poteins stimmt fiir Bc-Csp* ESOW und Be-Csp*
E50W/S24C (offene Punkte in Abbildung 3.14b) iiberein. Die Fluoreszenz nimmt zwischen 0
und 2 M GdmCl (bzw. NaCl) kontinuierlich ab und es ist kein Ubergang zu erkennen. Das-
selbe Verhalten in Abhédngigkeit von der Salzkonzentration wurde flir Be-Csp* ESOW/L66C
beobachtet. Dagegen steigt die Basislinie des nativen Poteins bei Bc-Csp* ESOW/Q2C an
(Abbildung 3.14a), und es ergibt sich ein auswertbarer Ubergang. Die unterschiedlichen Fluo-
reszenzverldufe hdangen von der Position des Cysteins ab, da sich das Tryptophan in allen ge-
nannten Proteinen an Position 50 befindet. In der Kristallstruktur ist der Abstand zwischen
den Cp von Trp50 und Cys24 bzw. Cys66 groBer als 14 A (Tabelle 3.4), aber die Distanz
zwischen Trp50 und Cys2 betréigt nur 8 A. Bei dieser kurzen Entfernung ist zwischen dem
Schwefelatom des Cysteins und dem Indolring des Tryptophans ein atomarer Kontakt mog-
lich, der zur Fluoreszenzldschung fiihren kann (Chen & Barkley, 1998). Das Loschen dul3ert
sich in der verringerten Fluoreszenz des nativen Zustands; wird bei der Entfaltung der
Abstand vergroBert, entspricht die Fluoreszenz von Bc-Csp* ESOW/Q2C der von Bc-Csp*
E50W. Fiir das Tryptophan an Position 38 werden dhnliche Eigenschaften beobachtet: Die
Fluoreszenz von Bc-Csp* F38W/L66C (Rkristan = 18 A) zeigt mit steigender GdmCl-
Konzentration denselben Verlauf wie bei Bc-Csp* F38W. Dagegen ist die Fluoreszenz des
nativen Proteins Bc-Csp* F38W/N11C (Rkuistan = 9 A) durch die Einwirkung des Cysteins
stark verringert. Bei Entfaltung des Proteins nimmt deshalb die Fluoreszenz nicht wie bei Bc-
Csp* F38W ab, sondern zu. Auch der charakteristische, GdmCl-spezifische Anstieg der
Fluoreszenz von Trp38 zwischen 0 und 0,5 GdmCI (Abbildung 3.5d) tritt nicht mehr auf. Die
Restfluoreszenz nach Fluoreszenzloschung wird durch GdmCI nicht beeinfluf3t.

Die thermodynamischen Stabilititen der verschiedenen nur-Donor und Donor-Akzeptor
Proteine sind in Tabelle 3.5 zusammengefallt. Als Sonden fiir nichtmarkierte Proteine wurden
die intrinsische Tyrosin- und/oder Trp-Fluoreszenz, fiir AEDANS-markierte Proteine die
Tryptophan- und AEDANS-Fluoreszenz sowie die Anderung des apparenten Abstands

eingesetzt.
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Tabelle 3.5: Stabilitit verschiedener Bc-Csp*-Varianten.

Protein Sonde  Anregung  [GdmCl]y m AG>© FAF
(nm) M) (kJmol"M™")  (kJ-mol™) -

Be-Csp* Tyr 280 2,36 6,40 15,2

Be-Csp* F38W Tyr 280 2,18 731 15,9 0,46 1
Be-Csp* F38W Trp 280 2,12 6,92 14,7 0,414
Be-Csp* F38W Trp 295 2,11 6,54 13,8 027 4
Be-Csp* ESOW Tyr 280 2,18 7,09 15,5 0,57 4
Be-Csp* ES0W Trp 280 2,23 6,95 15,5 0214
Be-Csp* ESOW Trp 295 2,20 7,11 15,6 0224
Be-Csp* G22W Tyr 280 1,92 6,61 12,7 0,66 4
Be-Csp* G22W Trp 280 1,74 6,70 11,6 0,29 1
Be-Csp* G22W Trp 295 1,76 6,95 12,2 0,28 1
Be-Csp* F38W/N11C Tyr 280 2,06 6,20 12,8 0,48 1
Be-Csp* F38W/N11C Trp 280 2,01 9,11 18,3 0,30 1
Be-Csp* F38W/N11C Trp 295 2,00 9,13 18,2 0,361
Be-Csp* 38—11 Trp 280 1,87 8,17 15,3 0,90 T
Be-Csp* 38—11 FRET 280 1,85 737 13,6 0,624
Be-Csp* F38W/L66C Tyr 280 2,22 9,84 21,8 0,58 4
Be-Csp* F38W/L66C Trp 280 2,11 7,93 16,8 0,48 1
Be-Csp* F38W/L66C Trp 295 2,11 7,30 15,4 0,414
Be-Csp* 38—66 FRET 280 1,83 6,44 11,8 0,674
Be-Csp* ESOW/Q2C Tyr 280 2,06 6,55 13,5 0,59 4
Be-Csp* ESOW/Q2C Trp 280 1,95 5,94 11,6 0,29 4
Be-Csp* ESOW/Q2C Trp 295 1,98 6,15 12,2 0,254
Be-Csp* 50—2 Trp 280 2,13 7,63 16,3 0,73 1
Be-Csp* 50—2 FRET 280 2,02 6,02 12,2 0,70 4
Be-Csp* ESOW/S24C Tyr 280 2,14 7,63 16,3 0,56 4
Be-Csp* 50—24 Trp 280 2,09 6,86 14,4 0,60 T
Bc-Csp* 50—24 FRET 280 2,05 597 12,2 0,68 4
Be-Csp* 5024 R 2,25 6,72 15,2

Be-Csp* ESOW/L66C Tyr 280 1,74 6,72 11,7 0,59 4
Be-Csp* 50—66 Trp 280 1,64 8,23 13,5 0,70 T
Be-Csp* 5066 FRET 280 1,66 6,29 10,5 0,63 4
Be-Csp* 5066 R 1,76 5,82 10,2

Be-Csp* 21—2 Trp 295 2,26 6,74 15,2 0,79 T
Be-Csp* 21—2 FRET 295 2,50 7,80 19,5 0,42

Alle Daten wurden aus GdmCl-induzierten Entfaltungsiibergéingen durch Fluoreszenzmessung erhalten. Der
Ubergangsmittelpunkt ([GdmCl]y), die Kooperativitit der Entfaltung (m) und die freie Enthalpie der Entfaltung
bei 25 °C (AGy™) sind fiir Be-Csp* und verschiedene Varianten angegeben. Als MeBsignal diente die Fluores-
zenz bei 305 nm (Tyr), 355 nm (Trp) oder 495 nm nach Anregung bei 280 bzw. 295 nm. Die Anderung der Fluo-
reszenz (AF/Fy,) wurde aus den Werten der Basislinien am Ubergangsmittelpunkt berechnet; Pfeile nach oben
bzw. unten deuten zu- bzw. abnehmende Fluoreszenz bei der Entfaltung an. Auch die Anderung des apparenten
Abstands R diente als Sonde fiir die Entfaltung. Die Auswertung erfolgte gemifl dem Zweizustandsmodell. Die
Proteinkonzentration betrug 1 pM fiir nichtmarkierte und 0,6 uM fiir AEDANS-markierte Proteine in 100 mM
Na-Cacodylat, pH 7,0.

Die Bestimmung der Stabilitit eines Proteins mit verschiedenen Sonden fiihrt zu

identischen Ubergangsmittelpunkten (Abweichung kleiner als 0,1 M GdmC]l). Fiir Bc-Csp*
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F38W/N11C ergeben die Tyrosin- und Trp-Fluoreszenz Mittelpunkte von 2,06 und 2,01 M
GdmCl. Trotz dieser hervorragenden Ubereinstimmung weichen die Werte der Kooperativitit
und der freien Enthalpie der Entfaltung deutlich ab (Tyr-Fluoreszenz: m = 6,20 kJ-mol-M™,
AGy*¢ = 12,8 kJ-mol; Trp-Fluoreszenz: m = 9,11 kJmol M, AG/*C = 18,3 kJ-mol'l).
Bei beiden Fluoreszenzsonden steigen die Basislinien des nativen und entfalteten Proteins an,
aber die Tyr-Fluoreszenz nimmt bei Entfaltung ab und die Trp-Fluoreszenz zu. Die Koopera-
tivitéit m ist ein MabB fiir die Breite des Ubergangsbereichs. Erfolgt die Anderung der Fluores-
zenz in den Basislinien und im Ubergang in dieselbe Richtung (z.B. Trp-Fluoreszenz bei Bc-
Csp* F38W/N11C), ist der Ubergangsbereich scheinbar schmaler und die Kooperativitit da-
mit hoher. Aufgrund dieser Unsicherheiten von m und AGy werden im Folgenden, etwas ver-
einfacht, die Ubergangsmittelpunkte als Stabilititsparameter verwendet. Die Bestimmung der
Stabilitidt mit Hilfe der Trp-Fluoreszenz ist unabhéngig von der Wellenldnge des Anregungs-
lichts.

Die einzelnen Sonden unterscheiden sich im Ausmal} der Fluoreszenzinderung bei der
Entfaltung. Aus den extrapolierten Werten der Basislinien am Ubergangsmittelpunkt wurde
der Quotient AF/F . ermittelt, der die Fluoreszenzénderung auf den Wert der Basislinie mit
der hoheren Fluoreszenz bezieht (grafische Darstellung der Fluoreszenzwerte des nativen
bzw. entfalteten Proteins am Ubergangsmittelpunkt als Sternchen in Abbildung 3.13a).
Sonden mit hohen AF/F.x-Werten liefern die zuverldssigsten Stabilitdtsdaten. Bei nichtmar-
kierten Proteinen ergibt die Tyr-Fluoreszenz (AF/Fax > 0,5) generell verldBlichere Werte als
die Trp-Fluoreszenz (0,21 < AF/Fyax < 0,48).

Bc-Csp* wurde durch ortsgerichtete Mutagenese und chemische Modifikation in ein
Donor-Akzeptor Protein umgewandelt. Die Einflihrung eines Tryptophans an Position 38 oder
50 senkt den Ubergangsmittelpunkt geringfiigig von 2,36 (Bc-Csp*) auf 2,18 M GdmCl, aber
die Mutation G22W fiihrt zu einem deutlichen Absinken der Stabilitdt auf 1,92 M GdmCI.
Die Diederwinkel von Glycin 22 kénnen aus der Kristallstruktur bestimmt werden. Mit ¢ =
73 ° und w = 17 ° liegt Glycin 22 in einem Bereich des Ramachandran-Plots, der fiir die
Position 2 in einem Typ I' B-hairpin turn charakteristisch ist (Sibanda & Thornton, 1985).
Glycin ist an dieser Position der Schleife obligatorisch und Aminosduren mit gréferen
Seitenketten verursachen sterische Probleme. Die Destabilisierung des Proteins Bc-Csp*
G22W um ca. 2,5 kJ-mol” kann durch Umstrukturierungen des Schleifenbereichs zwischen
den Faltblattstrangen 2 und B3 erklart werden.

Die Mutationen zu Cystein an verschiedenen Positionen fithren zu nur geringfligigen De-
stabilisierungen um durchschnittlich 0,1 M GdmCIl. Die Einftihrung von Cys2 am N-Termi-
nus der Peptidkette ergibt z.B. das Protein Bc-Csp* ESOW/Q2C mit einem Ubergangsmittel-
punkt von 2,06 M GdmCl. Im Gegensatz zum flexiblen Kettenende ist an den Positionen 11
(Schleife zwischen B1 und B2) und 24 (Faltblattstrang B3) die Konformation der Aminosiure
durch die Gesamtstruktur von Bc-Csp* vorgegeben. Trotz dieser Einschrinkung werden mit
Be-Csp* F38W/N11C (Mittelpunkt 2,06 M GdmCl) und Be-Csp* ESOW/S24C (Mittelpunkt
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2,14 M GdmCl) sehr stabile Proteine erhalten. Durch die Mutation zu Cystein wird die Stabi-
litdt des Proteins praktisch nicht verdndert. Eine Ausnahme stellt Bc-Csp* ESOW/L66C dar:
Es ist um 0,4 M instabiler als Bc-Csp* ESOW. Im Hintergrund von Be-Csp* F38W verédndert
sich die Stabilitit beim Austausch L66C dagegen nicht. Leu66 trdgt entscheidend zur Stabili-
tdt von Bc-Csp im Vergleich zu Bs-CspB bei (Perl et al., 2000; Martin et al., 2001); die
Destabilisierung von Bc-Csp* ESOW/L66C kann aber nur durch ein Zusammenwirken der
Mutationen an Position 50 und 66 erklirt werden. Bei der Modifikation mit dem Akzeptor
AEDANS wird durch die Sulfonsdure eine zusétzliche negative Ladung an der Proteinober-
fliche eingebracht. Diese negative Ladung ist z.B. an Position 66 ungiinstig, wie an der
Destabilisierung von Be-Csp L66E um 5,2 kJ-mol” im Vergleich zum Wildtypprotein zu
erkennen ist (Perl et al., 2000). Die Proteine 50—66 und 38—66 mit Mittelpunkten von 1,64
und 1,83 M GdmCI sind die instabilsten Donor-Akzeptor Konstrukte von Bc-Csp*. Im
Gegensatz dazu scheint AEDANS an Position 2 leicht stabilisierend zu wirken, da 50—2 und
21—2 mit Ubergangsmittelpunkten von 2,13 und 2,26 M GdmCl die stabilsten FRET-
Systeme sind. Eventuell kommt es zur Wechselwirkung des Naphthalinrests von AEDANS
mit hydrophoben und/oder aromatischen Resten der Nukleinsdure-Bindungsmotive von Bc-
Csp*, es sind aber auch elektrostatische Wechselwirkungen mit Arg3, Lys5 und Lys7 denk-
bar. Die Bestimmung der Stabilitdt aus den apparenten Abstinden fiihrt zu dhnlichen Ergeb-
nissen wie die Auswertung der Fluoreszenzdaten.

Proteine mit Cystein an Position 2 wurden als Fusionsproteine exprimiert und verlieren
bei der BrCN-Spaltung Metl. Die Gegenwart des N-terminalen Methionins fiihrt z.B. bei -
Lactalbumin zu einer Destabilisierung (Chaudhuri et al., 1999), bei Ribonuklease A dagegen
zu einer Stabilisierung (Schultz & Baldwin, 1992) des Proteins. Bei Bc-Csp* scheint Metl die
Stabilitit kaum zu beeinflussen, da sich der Ubergangsmittelpunkt von Be-Csp* ESOW/Q2C
kaum von den anderen Varianten mit freiem Cystein unterscheidet.

Insgesamt verdndert der Einbau von Tryptophan und AEDANS als FRET-Sonden in Bc-
Csp* die Stabilitit des gefalteten Proteins kaum. Alle Donor-Akzeptor Proteine sind mit
Ubergangsmittelpunkten um 2 M GdmCl im Vergleich zu Bc-Csp* (2,36 M GdmCl) nur
wenig destabilisiert. Damit ist das wichtige Kriterium erfiillt, dal der Einbau der Sonden die

zu untersuchenden Eigenschaften des Proteins nicht verdndern darf.

3.5.3  Einflufy von Mutation und Markierung auf die Kinetik der Faltung

Riick- und Entfaltungsreaktionen der verschiedenen Varianten wurden durch schnelle Mi-
schung in der stopped-flow-Apparatur initiiert. Die Faltung von Bc-Csp* wurde anhand der
Tyr-Fluoreszenz verfolgt (Rape, 1999); bei allen iibrigen Proteinen wurde die Trp-Fluores-
zenz und bei Donor-Akzeptor Proteinen zusdtzlich die AEDANS-Fluoreszenz gemessen. Die
aus den Zeitverldufen erhaltenen apparenten Geschwindigkeitskonstanten 4 wurden in einer
sogenannten Chevronauftragung logarithmisch gegen die GdmCl-Konzentration aufgetragen.
Die Chevronauftragung von 50—66 ist in Abbildung 3.15 dargestellt, Abbildung 3.15a
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enthdlt zum Vergleich die Raten fiir das Pseudo-Wildtypprotein Bc-Csp*, die Tryptophan-
Variante Bc-Csp* ESOW und die Doppelmutante Be-Csp* ESOW/L66C mit freiem Cystein.
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Abbildung 3.15: Faltungsraten von 50—66 in Abhéingigkeit von der GdmCI-Konzentration bei 25 °C; Riickfal-
tungsexperimente sind als gefiillte Symbole, Entfaltungsexperimente als offene Symbole dargestellt. (a) (®, O)
Faltung von Bc-Csp* gemessen durch die Tyr-Fluoreszenz iiber 300 nm. (#, ¢) Geschwindigkeitskonstanten von
Bc-Csp* ESOW und (M, O) von Bc-Csp* ESOW/L66C, jeweils bestimmt aus der Trp-Fluoreszenz iiber 320 nm.
Bei 5066 wurde die (A, A) Trp-Fluoreszenz zwischen 320 nm und 390 nm und die (¥, V) AEDANS-Fluores-
zenz liber 460 nm gemessen. Die Anregung erfolgte fiir alle Proteine bei 280 nm. (b) Geschwindigkeitskonstan-
ten von 50—66 wie in (a). Durchgezogene Linien stellen Angleiche an die experimentellen Daten auf der Grund-
lage des Zweizustandsmodells dar. Gestrichelte bzw. gepunktete Linien in (b) sind extrapolierte Riickfaltungs-
und Entfaltungsraten fiir 50—66 mit der Tryptophan- bzw. FRET-Sonde. Die Proteinkonzentration betrug 1 uM
fiir nichtmarkierte Proteine und 0,5 uM fiir 5066 in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Fiir Messungen von Bc-
Csp* ESOW/L66C enthielt der Puffer zusitzlich 1 mM EDTA und 1 mM TCEP.

Die Riickfaltungsraten von Bc-Csp*, der Mutante ES0W, der Doppelmutante
E50W/L66C und des Donor-Akzeptor Proteins 50—66 sind praktisch identisch in ihren
Werten und in thren Abhéngigkeiten von der GdmCI-Konzentration. Damit wird die Faltungs-
reaktion von Bc-Csp*, die in weiteren Experimenten untersucht wurde, weder von der Einfiih-
rung des Donors noch des Akzeptors veriandert.

Die Entfaltungsreaktion von Bc-Csp* ESOW ist gegeniiber Bc-Csp* beschleunigt; die
Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der GdmCl-Konzentration bleibt un-
verdndert. Durch die Einfilhrung von Cys66 wird die Entfaltungsrate weiter erhoht. Die
schnellere Entfaltung bei gleichen Riickfaltungsraten ist die Ursache fiir die geringere
Stabilitdit der Proteine Bc-Csp* ES0W bzw. ES0W/L66C im Vergleich zum Pseudo-
Wildtypprotein (Tabelle 3.5).

Die chemische Modifikation von Cys66 mit AEDANS hat keine Auswirkung auf Riick-
und Entfaltung. Die Ankniipfung von AEDANS {iber einen langen, flexiblen /inker minimiert
den EinfluB des Fluorophors auf den FaltungsprozeB. Im Donor-Akzeptor Protein 50—66
wurden die Faltungsraten durch Messung der Tryptophan- und der AEDANS-Fluoreszenz
bestimmt. Mit beiden Sonden wurden identische Geschwindigkeitskonstanten erhalten
(Abbildung 3.15b). Sowohl die Donor- als auch die Akzeptor-Fluoreszenz eignen sich sehr

gut fiir kinetische Messungen der Proteinfaltung. Die zugrundeliegenden Abstandsédnderungen
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in Be-Csp* fithren zu monoexponentiellen Reaktionsverldufen und bestitigen damit das Zwei-
zustandsverhalten von Bc-Csp*.

Aus einer Chevronauftragung konnen durch eine Zweizustandsanalyse die Geschwindig-
keitskonstanten der Riick- und Entfaltung in Abwesenheit von Denaturierungsmittel bestimmt

werden (kg und k., Wert der gestrichelten und gepunkteten Linien in Abbildung 3.15b bei
0 M GdmCl). Der Quotient dieser Raten entspricht der Gleichgewichtskonstante und ermog-

licht die Berechnung der thermodynamischen Stabilitit. Die kinetischen Parameter aller
Varianten sind in Tabelle 3.6 zusammengefal3t.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Riickfaltung aller Varianten weichen maximal um
Faktor 3 von der Rate des Pseudo-Wildtypproteins Bc-Csp* ab. Dies gilt sowohl fiir die extra-
polierten Werte bei 0 M GdmCl als auch fiir die Werte bei 0,8 M GdmCl. Letztere konnen
direkt gemessen werden und sind deshalb verldBlicher als die Werte bei 0 M GdmCl, bei
denen eine Extrapolation liber mindestens 0,5 M GdmCI nétig ist. Die Riickfaltung der Be-
Csp*-Varianten wird nur geringfiigig durch die eingeflihrten Mutationen und die Modifi-
kation mit AEDANS veréndert. In den kinetischen FRET-Experimenten wird die Riickfaltung
der Donor-Akzeptor Proteine untersucht. Diese entspricht exakt der Riickfaltung des Pseudo-
Wildtypproteins Bc-Csp*. Das FRET-System aus Tryptophan und AEDANS erfiillt damit
hervorragend die zentrale Eigenschaft einer Sonde, die zwar als Reporter dienen soll, aber die
untersuchten Eigenschaften des Proteins nicht verdndern darf.

Die unterschiedlichen Stabilititen der einzelnen Varianten spiegeln sich in den Ge-
schwindigkeitskonstanten der Entfaltung wider. So besitzen z.B. die Proteine 50—66 und

21—2 sehr dhnliche Riickfaltungseigenschaften wie Bc-Csp*; die Entfaltungsrate &), betragt

aber fiir 50—66 ca. 3 s und fiir 21—2 ca. 0,5 s im Vergleich zu 1 s fiir Be-Csp*. Damit ist
50—66 instabiler und 21—2 stabiler als das Pseudo-Wildtypprotein (vgl. Tabelle 3.5 und
Tabelle 3.6). Bei den Proteinen Bc-Csp* F38W/N11C und Bce-Csp* F38W/L66C und den

Legende zu Tabelle 3.6: Die kinetischen Daten wurden durch Fluoreszenzmessung in stopped-flow-Experi-
menten bestimmt. Es sind die extrapolierten Geschwindigkeitskonstanten der Riickfaltung ) und der Entfal-

tung k7, sowie die Rate der Riickfaltung kyy bei 0,8 M GdmCl gegeben. myy bzw. myy sind die kinetischen m-

Werte der Riickfaltung bzw. Entfaltung. a ist die anteilige Anderung des Riickfaltungs-m-Wertes bezogen auf
die Gesamtinderung (o = myn/(myn-myu)). Am Ubergangsmittelpunkt [GdmCl]y sind die Riick- und Ent-
faltungsraten identisch ([GdmCl]v = In(x?,/k{, )/(mun-mnu)). Der Kooperativitdtsparameter m wird aus den

kinetischen m-Werten ermittelt (m = R-T-(myy-myn)). Die freie Enthalpie der Entfaltung wird berechnet als
AGPC = - RT In( kﬁu/ k{,)- Die allgemeine Gaskonstante R betréigt 8,314 Jmol K", Als Sonde wurde die

integrale Fluoreszenz iiber 300 nm (Tyr), 320 nm (Trp) (fir AEDANS-markierte Proteine zwischen 320 und
390 nm) oder iiber 460 nm (FRET) nach Anregung bei 280 oder 295 nm verwendet. Fiir 38—66 wurde die
AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung bei 336 nm gemessen. Die Daten wurden gemiB3 dem Zweizustands-
modell ausgewertet. Die Proteinkonzentration betrug 1 uM fiir nichtmarkierte Proteine bzw. 0,5 uM fiir Donor-
Akzeptor Proteine in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.
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entsprechenden Donor-Akzeptor Proteinen sind die Riick- und Entfaltung im gleichen Aus-
maB beschleunigt. Hier resultiert die hohere Entfaltungsrate (um 2,5 s™) nur in einer gering-
fiigigen Destabilisierung.

Die kinetischen m-Werte myn bzw. mnu geben die Abhédngigkeit der Faltungsraten von der
GdmCl-Konzentration wieder. Fiir alle Varianten ist diese Abhédngigkeit dhnlich wie bei Bc-
Csp*. Ist myn erhoht, werden auch sehr hohe Werte fiir m erhalten (z.B. 38—66), das die
Kooperativitdt des Entfaltungsiibergangs im Gleichgewicht angibt. Wahrscheinlich ist die Er-
héhung von myn bei 38— 66 nicht signifikant, da m aus dem Gleichgewichts-Entfaltungsiiber-
gang nicht erhdht ist (Tabelle 3.5). Auf molekularer Ebene beschreibt m die unterschiedliche
Wechselwirkung des nativen bzw. des entfalteten Proteins mit dem Denaturierungsmittel
(Schellman, 1978). Bei Entfaltung des Proteins werden mehr Bindungsstellen fiir das Dena-
turierungsmittel exponiert und daher stellt m ein MaB fiir den Anstieg der zugénglichen Ober-
fliche dar (Myers et al., 1995). In Analogie hierzu geben auch die kinetischen m-Werte myn
und myy die Anderung der Wechselwirkungen mit dem Denaturierungsmittel und damit der
zuginglichen Oberflache wieder. Der kinetische m-Wert der Riickfaltung myy zeigt die Ver-
dnderungen zwischen dem entfalteten Zustand und dem Ubergangszustand, mxy zwischen
dem nativen Zustand und dem Ubergangszustand an. Bei Bc-Csp sind die Riickfaltungsraten
stirker GdmCl-abhingig als die Entfaltungsraten, d.h. der Ubergangszustand dhnelt dem
nativen Zustand (Perl et al., 1998). Als MaB fiir die Natividhnlichkeit wird der Parameter o
(Tabelle 3.6) verwendet. a liegt bei allen Bc-Csp*-Varianten iiber 0,90 und bestitigt damit,
daB die Einfiihrung der Donor/Akzeptor-Paare den nativihnlichen Charakter des Ubergangs-
zustands nicht verdndert.

Die kinetischen Parameter, der Ubergangsmittelpunkt und die Kooperativitit 7 stimmen
bei der Bestimmung durch die Sonde Trp oder FRET fiir dasselbe Protein sehr gut iiberein.
Die Auswertung beruht ausschlieflich auf den Faltungsraten und wird daher nicht von Eigen-
schaften der Fluoreszenz, wie z.B. den Steigungen der Basislinien, beeinflufit. Die aus den
kinetischen Daten erhaltenen Kooperativititen sind damit verldBlicher als die Werte aus
Gleichgewichtsexperimenten und bewirken auch eine ausgezeichnete Ubereinstimmung der
freien Enthalpie AGy fiir verschiedene Sonden. Extreme Unterschiede wie fiir Bc-Csp*
F38W/N11C in Gleichgewichtsexperimenten (3.5.2, AGy zwischen 12.8 und 18,3 kJ-mol™)
treten bei der kinetischen Bestimmung mit mehreren Sonden nicht auf. Die kinetischen
Experimente ergeben fiir Be-Csp* F38W/N11C eine Stabilitit von 15,9 kJ-mol™

Die Ubergangsmittelpunkte aus den kinetischen Messungen bestitigen im Rahmen der
MeBgenauigkeit die Stabilititen aus den Gleichgewichtsexperimenten (Tabelle 3.6). Die Ab-
weichungen liegen meist im Bereich von 0,1 M GdmCl. Durch die Einfiihrung der FRET-
Sonden in Bc-Csp* werden weder die Stabilitdt noch die Riickfaltungskinetik entscheidend
verdndert.

In den verschiedenen Bc-Csp*-Varianten werden Abstinde zwischen unterschiedlichen

Positionen beobachtet. Diese Abstinde sind voneinander unabhéngige Sonden, ergeben aber
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immer #hnliche Faltungskinetiken und Stabilititen. Eine Ubereinstimmung aller Sonden bei
der Faltung eines Proteins ist ein typisches Merkmal flir das Zweizustandsverhalten. Der bis-
lang stets angenommene Zweizustandscharakter der Faltung von Be-Csp wird durch die Ener-

gietransfer-Experimente eindrucksvoll bestétigt.

3.6 Kinetik der Abstandsinderung bei der Faltung
3.6.1 Geschwindigkeitskonstanten der Faltung

Die Abstandsidnderung wéhrend der Faltung der Donor-Akzeptor Proteine fiihrt zu komple-
mentdren Intensititsverdnderungen der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz. Die Emissionen
beider Fluorophore wurden als Sonden fiir Faltungsexperimente eingesetzt, und es wurden
damit dhnliche Faltungsraten erhalten wie mit der lokalen Fluoreszenzsonde Trp8 im Wild-
typprotein Bc-Csp (Perl et al., 1998).

3.6.2  Amplituden der Faltungsreaktionen

Aus dem Zeitverlauf einer Faltungsreaktion kann neben der Geschwindigkeitskonstante auch
der Start- und Endwert des Fluoreszenzsignals bestimmt werden. Die Differenz dieser beiden
Werte stellt die Amplitude der Faltungsreaktion dar. Da die Signaldnderung auf Energietrans-
fer beruht, ist die GroBle der Amplitude ein Mal} fiir die Abstandsdnderung im geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Faltung. Ein Beispiel fiir die Zunahme der AEDANS-Fluores-
zenz im Verlauf einer Riickfaltungsreaktion ist in Abbildung 3.16a fiir die 50—66 Variante
gezeigt. Riickfaltungsreaktionen konnten bei GdmCl-Endkonzentrationen zwischen 0,5 und
3,0 M, Entfaltungsreaktionen zwischen 1,0 und 6,0 M GdmCl gemessen werden. In
Abbildung 3.16b sind die Start- und Endwerte aus allen Faltungsexperimenten mit 50—66
gegen die GdmCl-Konzentration aufgetragen.

Bei der Riickfaltung von 50—66 verringert sich der Abstand zwischen Tryptophan und
AEDANS von 22,4 auf 15,3 A (Tabelle 3.4). Daher erhoht sich die Effizienz des Energie-
transfers, und die Fluoreszenz des Akzeptors AEDANS (nach Anregung von Tryptophan)
steigt im Verlauf der Riickfaltungsreaktion an (Abbildung 3.16a).

Alle Faltungsreaktionen zeigten einen monoexponentiellen Verlauf. Die Geschwindig-
keitskonstante der Reaktion beschreibt die Uberwindung einer Energiebarriere zwischen zwei
definierten Zustinden. Verhélt sich ein Protein gemill dem Zweizustandsmodell, werden wie
fiir 50—66 monoexponentielle Reaktionsverldufe beobachtet. Das Zweizustandsverhalten von
Bc-Csp wird also durch den Zeitverlauf der Signaldnderung bestétigt.

Die Endwerte aller Riick- und Entfaltungsreaktionen bei verschiedenen GdmCl-Konzen-
trationen zeigen die Form eines Entfaltungsiibergangs (Abbildung 3.16b). Der Ubergangs-
mittelpunkt liegt im selben Bereich wie bei der Bestimmung aus dem Gleichgewichts-Entfal-
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tungsiibergang (Tabelle 3.5) oder aus den Geschwindigkeitskonstanten (Tabelle 3.6). Im
Ubergangsbereich sind die Endwerte der Riick- und Entfaltungsreaktionen identisch. Diese
Ubereinstimmung zeigt den reversiblen Charakter sowohl der Riickfaltung als auch der Ent-

faltung von Bc-Csp.
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Abbildung 3.16: Verlauf der Faltungsreaktion gemessen mit der AEDANS-Fluoreszenz. (a) Riickfaltung von
50—66 in Gegenwart von 1,0 M GdmCl. Es wurde die integrale Fluoreszenz iiber 460 nm nach Anregung bei
280 nm (Bandbreite 10 nm) gemessen. Vollstindig entfaltetes Protein (5,5 uM in 5 M GdmCl) wurde 11fach in
Riickfaltungspuffer (100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 mit geeigneter GdmCl-Konzentration) verdiinnt. Der
Angleich an die Daten ist eine monoexponentielle Funktion mit der apparenten Geschwindigkeitskonstante
2=33s". (b) (m, O) Start- und (®, O) Endwerte der AEDANS-Fluoreszenz einzelner Faltungskinetiken von
50—66 bei verschiedenen GdmCl-Konzentrationen. Gefiillte Symbole stehen fiir die Daten aus Riickfaltungs-
experimenten, offene Symbole fiir Entfaltungsexperimente.

Fiir das Donor-Akzeptor Protein 50—66 wurde ein kinetisches Zweizustandsverhalten
festgestellt (3.5.3). Gilt dieser Zweizustandsmechanismus auch auf struktureller Ebene, so
sollte die gesamte Abstandsidnderung im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Reaktion
erfolgen. Die Amplitude der Entfaltungsreaktion von 50—66 (offene Symbole in Abbildung
3.16b) nimmt im Ubergangsbereich zu und spiegelt den Anteil des entfalteten Proteins unter
Gleichgewichtsbedingungen wider. Die unverdnderte Amplitude der Entfaltungsreaktion im
Bereich der Basislinie des entfalteten Proteins (oberhalb von 3 M GdmCl) entspricht der
Reaktion von vollstindig nativem zu vollstindig entfaltetem Protein und bestétigt damit das
Vorliegen eines Zweizustandsmechanismus im Sinne von Abstandsdnderungen. Die Start-
werte der Entfaltungsreaktionen folgen der Basislinie des nativen Proteins aus Gleichge-
wichtsexperimenten. Zu Beginn der Entfaltungsreaktion ist der Abstand zwischen Donor und
Akzeptor also unverdndert, d.h. so wie im nativen Protein.

Bei allen Riickfaltungsreaktionen ist die Amplitude geringer als die Amplitude bei voll-
standiger Entfaltung von 50—66. Die Riickfaltung stellt die Umkehrreaktion der Entfaltung
dar, wobei Bc-Csp reversibel faltet, und die Basislinien des nativen und des entfalteten
50—66 in Gleichgewichtsexperimenten anndhernd parallel verlaufen. Unter diesen Bedin-
gungen miilite die Amplitude im Bereich der Basislinie des nativen Proteins (unter 1 M
GdmCl) dhnlich groB3 sein wie in der Entfaltung bei hohen GdmCl-Konzentrationen. Dies ist
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aber nicht der Fall, und die Startwerte der Riickfaltungsreaktionen sind bei niedrigen GdmCl-
Konzentrationen deutlich erh6ht. Zur Beurteilung dieses Verhaltens muf3 allerdings die Fluo-
reszenz des vollstindig entfalteten Proteins unter Nativbedingungen bekannt sein (Basislinie

des denaturierten Proteins).

3.6.3 Modelle des denaturierten Zustands unter Nativbedingungen und schneller Kollaps

Es ist keine Variante von Bc-Csp bekannt, die unter Nativbedingungen entfaltet vorliegt und
hier als Referenzprotein verwendet werden konnte. Deshalb wurde die Abhdngigkeit der
AEDANS-Fluoreszenz von der GAmCI- Konzentration durch Anregung von -ME-AEDANS
bei 280 oder 336 nm bestimmt. Die AEDANS-Fluoreszenz wurde in stopped-flow-Experi-
menten unter denselben Bedingungen gemessen, die auch bei den Faltungsexperimenten der
Donor-Akzeptor Proteine vorlagen. Der Verlauf der Basislinie der AEDANS-Fluoreszenz
héngt von der Anregungswellenlédnge ab: Nach Anregung bei 280 nm ist die AEDANS-Fluo-
reszenz zwischen 0 und 2 M konstant und steigt bis 6 M GdmCI um ca. 15 % an. Dagegen
sinkt die AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung bei 336 nm {iber den gesamten GdmCl-
Bereich kontinuierlich um ca. 15 % ab. Licht der Wellenldnge 280 nm regt die beiden Ab-
sorptionsbanden bei 250 und 337 nm an (3.3.2). Die Anregung bei 336 nm ist zwar spezifisch
fiir die langwelligste Absorptionsbande, diese wird aber durch mindestens zwei verschiedene
elektronische Ubergiinge verursacht (Stryer, 1965; Hudson & Weber, 1973) und kompliziert
dadurch die Fluoreszenzeigenschaften. Es ist a priori unklar, welche der beiden Anregungs-
wellenldngen 280 bzw. 336 nm am besten die Anregung von AEDANS durch Energietransfer
von Tryptophan in den doppelmarkierten Bc-Csp*-Varianten widerspiegelt. AuBerdem findet
bei Donor-Akzeptor Proteinen immer eine Kombination aus direkter Anregung von AEDANS
bei 280 nm und der Anregung iiber Energietransfer von Tryptophan statt.

Die Referenzverbindung Trp-EDANS stellt die beste Anndherung an den denaturierten
Zustand eines Donor-Akzeptor Proteins dar. Im Gegensatz zu Proteinen kann diese nieder-
molekulare Verbindung natiirlich nicht falten und reflektiert so nur den direkten Einflu3 von
GdmCl auf die spektroskopischen Eigenschaften von Donor und Akzeptor. Wie bei den
doppelmarkierten Proteinen fiihrt die Anregung von Trp-EDANS bei 280 nm sowohl zur
direkten Anregung von AEDANS als auch zur Anregung durch Energietransfer. Die Anre-
gungsenergie des Tryptophans wird fast vollstindig auf AEDANS {ibertragen und somit
tiberwiegt die Anregung durch Energietransfer. Die Fluoreszenz von Trp-EDANS unter
stopped-flow-Bedingungen nach Anregung bei 280 nm ist in Abbildung 3.17a dargestellt. Im
Bereich zwischen 0 und 4 M GdmCl ist die Akzeptor-Fluoreszenz konstant und steigt bei
hoheren GdmCl-Konzentrationen leicht an. Zum besseren Vergleich wurde die Fluoreszenz
von Trp-EDANS und denaturiertem 50—66 auf einen gemeinsamen Wert von 1 normiert
(Abbildung 3.17b).



80 Ergebnisse und Diskussion

a 3 T T T T T T T T T 1 b 1,6 T T T T T T T T T T
L SOy
—~ —_ ) ) 4
2 2 .%DDDDDDDDDDDDDDDDDD
N ~ L4 % ]
=} [=} ®
§ § " Og
z E L2 . @ |
=) =~ L Ny & 4
. . n
. . 1 F ....abio—o-o—o—omf
| | | | | | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
[GdmCI] (M) [GAmCI] (M)

Abbildung 3.17: Trp-EDANS als Referenz fiir die Basislinie des denaturierten Proteins. (a) Strukturformel von
Trp-EDANS und dessen Fluoreszenz bei verschiedenen GdmCl-Konzentrationen. Es wurde die integrale Fluo-
reszenz iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm in (O)Entfaltungs- und (®@)Riickfaltungsreaktionen gemessen.
Die Konzentration von Trp-EDANS betrug 0,5 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Die Linie stellt einen
Angleich an die Daten dar. (b) Normierte Auftragung der Start- und Endwerte von 50—66 (Akzeptor-Fluores-
zenz, Daten aus Abbildung 3.16b). Die Linie ist der Angleich an die Fluoreszenzdaten von Trp-EDANS aus (a).
Die Fluoreszenz von denaturiertem 50—66 und Trp-EDANS ist auf den Wert 1 normiert.

Die aus der Trp-EDANS-Fluoreszenz bestimmte Basislinie des denaturierten Proteins
stimmt &uflerst gut mit den Endwerten der Entfaltungsreaktionen von 50—66 iiberein
(Abbildung 3.17b, GdmCl-Konzentrationen gréfer 3 M). Bei den Riickfaltungsreaktionen
dagegen sind alle Startwerte im Vergleich zu dieser Basislinie tatsdchlich erhoht. Die experi-
mentell bestimmten Startwerte (gefiillte Quadrate) weichen bei geringen GdmCl-Konzentra-
tionen am stirksten von den Ausgangswerten des denaturierten Proteins (Basislinie) ab. Unter
diesen Bedingungen kommt es also zu einer schnellen Konformationsédnderung der entfalteten
Peptidkette, die vor der geschwindigkeitsbestimmenden Faltungsreaktion erfolgt und zu einer
Erhohung der Akzeptor-Fluoreszenz fiihrt. Die AEDANS-Fluoreszenz nimmt zu, wenn sich
der Abstand zwischen Tryptophan und AEDANS verringert. Die Ursache fiir den beobach-
teten Anstieg der Startwerte ist demzufolge ein schneller Kollaps der entfalteten Peptidketten,
der innerhalb der Totzeit der stopped-flow-Mischung stattfindet.

Anderungen der Effizienz des Energietransfers wirken sich sowohl auf die Donor-Fluo-
reszenz als auch auf die Akzeptor-Fluoreszenz aus. Daher wurde auch die Trp-Fluoreszenz
wiahrend der Faltung von 50—66 verfolgt. Die Basislinie des denaturierten Proteins wurde
durch stopped-flow-Verdiinnungsmessungen mit N-Acetyl-L-tryptophanamid (NAWA) er-
halten, die analog zu den Faltungsexperimenten mit 50—66 durchgefiihrt wurden. Die Trp-
Fluoreszenz von 50—66 und der Referenzverbindung NAWA ist in Abbildung 3.18 gezeigt.

NAWA ist ein Modell fiir Tryptophanreste, die wihrend der Faltung zum Losungsmittel
exponiert bleiben. Die Trp-Fluoreszenz bleibt zwischen 0 und 4 M GdmCl anndhernd kon-
stant und steigt bis 6 M GdmClI leicht an (Abbildung 3.18a). Bei den Proteinen Bc-Csp*
E5S0W, ESOW/Q2C, ESOW/S24C und ESOW/L66C mit dem 16sungsmittelexponierten Trp50
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Abbildung 3.18: NAWA als Referenz fiir die Basislinie des denaturierten Proteins. (a) Strukturformel von
NAWA und dessen Fluoreszenz bei verschiedenen GdmCI-Konzentrationen. Es wurde die integrale Fluoreszenz
zwischen 310 und 390 nm nach Anregung bei 280 nm in (O)Entfaltungs- und (®)Riickfaltungsreaktionen gemes-
sen. Die Konzentration von NAWA betrug 0,5 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0. Die Linie stellt einen An-
gleich an die Daten dar. (b) (W, O) Start- und (®, O) Endwerte der Trp-Fluoreszenz einzelner Faltungskinetiken
von 50—66 bei verschiedenen GdmCl-Konzentrationen. Gefiillte Symbole stehen fiir die Daten aus Riickfal-
tungsexperimenten, offene Symbole fiir Entfaltungsexperimente. Die Linie ist der Angleich an die Fluoreszenz-
daten von NAWA aus (a). Die Fluoreszenz von denaturiertem 50—66 und NAWA ist auf den Wert 1 normiert.

(aber ohne Akzeptor) verhalten sich die Startwerte der Trp-Fluoreszenz wie bei NAWA
(Daten nicht gezeigt).

In Anwesenheit des Akzeptors (in 50—66) sind die Startwerte der Trp-Fluoreszenz (ge-
fiillte Quadrate in Abbildung 3.18b) hingegen im Vergleich mit der Basislinie des denaturier-
ten Proteins erniedrigt. Wie bei der AEDANS-Fluoreszenz ist die Abweichung bei geringen
GdmCl-Konzentrationen am stirksten ausgepriagt. Die schwichere Donor-Fluoreszenz kann,
wie die erhohte Akzeptor-Fluoreszenz, durch das Vorliegen eines kompakten Zustands erklért
werden und bestitigt damit den schnellen Kollaps innerhalb der Totzeit von Riickfaltungs-
experimenten. Nur wenn sich die Effekte in der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz reziprok
verhalten, beruhen die beobachteten Fluoreszenzinderungen tatsichlich auf Anderungen der
Effizienz des Energietransfers. Bei der isolierten Betrachtung eines einzelnen Fluorophors
dagegen kann nicht eindeutig zwischen der Anderung der Transfereffizienz und der Anderung
von Fluoreszenzeigenschaften aufgrund anderer Einfliisse unterschieden werden.

Die monoexponentiellen Zeitverlaufe sowohl bei der Entfaltung als auch bei der Riickfal-
tung von 50—66 deuten auf ein kinetisches Zweizustandsverhalten von Bc-Csp* hin. Die
Amplitudenanalyse bestitigt diesen Mechanismus fiir die Entfaltungsreaktion ohne Ein-
schrinkungen; fiir die Riickfaltung wird allerdings eine schnelle Verkiirzung des Abstands
beobachtet, die in der Totzeit der Messung ablduft und der Zweizustandsfaltung vorausgeht.
Dieser schnelle Kollaps kann nur durch abstandsempfindliche Methoden wie FRET nach-

gewiesen werden, aber nicht durch die Fluoreszenz von Trp8, die sich hierbei nicht &dndert.
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3.6.4 Ausgeprdgte Abstandsverkiirzung bei 50—66, 50—24 und 50—2

Fiir alle Donor-Akzeptor Proteine wurden die Start- und Endwerte aus den kinetischen Ex-
perimenten bestimmt und gegen die GdmCI-Konzentration aufgetragen. Ein Kollaps der
entfalteten Peptidkette in der Riickfaltung fiihrt zu dem bei 50—66 beobachteten Muster
(Abbildung 3.17b und Abbildung 3.18b). Entsprechende Auftragungen der experimentell
bestimmten Start- und Endwerte sind in Abbildung 3.19 fiir die Proteine 50—66, 50—24 und
50—2 gezeigt.
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Abbildung 3.19: Riickfaltungs- und Entfaltungskinetik der Donor-Akzeptor Proteine (a) 50—66, (b) 50—24
und (¢) 50—2. Die oberen Felder jeder Teilabbildung zeigen die apparenten Faltungsraten A der Riickfaltung
(gefiillte Symbole) und der Entfaltung (offene Symbole). Die Messungen erfolgten mit (A, A) Trp-Fluoreszenz
und (¥, V) AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung bei 280 nm. (®) Raten aus Drucksprungexperimenten. Die
Linien zeigen Angleiche an die Daten gemi3 dem Zweizustandsmodell. In den mittleren bzw. unteren Feldern
sind die Amplituden der Donor- bzw. Akzeptor-Fluoreszenz dargestellt. (B, O0) Start- und (@, O) Endwerte der
Riickfaltungs- (gefiillte Symbole) und Entfaltungskinetiken (offene Symbole). Die Linien im mittleren bzw.
unteren Feld kennzeichnen die Basislinien des entfalteten Proteins und wurden durch Kontrollexperimente mit
NAWA (Abbildung 3.18a) bzw. Trp-EDANS (Abbildung 3.17a) erhalten. Die Fluoreszenz des entfalteten
Proteins wurde in allen Féllen auf den Wert 1 normiert.

Die Bestimmung der Amplitude einer sehr schnellen Reaktion ist hdufig unsicher. Auf-
grund des exponentiellen Verlaufs findet ein GroBteil der Signaldnderung in den ersten 2 bis
3 ms der Messung statt, die von Mischungsartefakten iiberlagert sein kdnnen und deshalb

nicht sicher ausgewertet werden konnen. So erfolgt bei Raten um 200 s die Hilfte der Sig-
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naldnderung bereits in den ersten 3 ms. Oft werden aus den restlichen Zeitverldufen zu ge-
ringe Geschwindigkeitskonstanten und damit zu geringe Amplituden ermittelt. Zusétzlich zu
den Start- und Endwerten der Einzelkinetiken sind in den oberen Feldern der Abbildung 3.19
auch die Geschwindigkeitskonstanten aufgetragen. Die Raten der Riickfaltungsreaktion wur-
den durch stopped-flow-Messungen (gefiillte Dreiecke) und durch Drucksprungexperimente
(gefiillte Punkte) bestimmt. Die Totzeit der Drucksprungexperimente ist kleiner als 100 ps,
und deshalb konnen die Geschwindigkeitskonstanten sehr zuverlédssig bestimmt werden. Mit
diesen beiden unabhidngigen Methoden wurden identische Raten erhalten. Aulerdem zeigen
die Chevron-Auftragungen die flir Zweizustandsverhalten typische lineare Abhdngigkeit der
Raten von der GdmCl-Konzentration; wiren die Raten bei niedrigen GdmCl-Konzentrationen
zu klein, miifite ein Absinken der Raten zu beobachten sein (,,rollover). Es gibt daher keinen
Hinweis darauf, da3 die bestimmten Raten und Amplituden kleiner sind als die tatsdchlichen
Werte.

Bei stopped-flow-Messungen ist die Aufzeichnung der Daten mit dem Abstoppen der Lo-
sung und dadurch mit dem Beginn der Faltungsreaktion in der Beobachtungszelle gekoppelt.
Der Aufbau der stopped-flow-Apparatur bedingt allerdings hiufig eine Verzogerung der Da-
tenaufnahme relativ zum Reaktionsbeginn um die sogenannte Totzeit. Eine als zu klein ange-
nommene Totzeit der stopped-flow-Apparatur kann zu verringerten Amplituden fiihren. Bei
der verwendeten Apparatur wurde die Totzeit jedoch immer als < 1 ms bestimmt (2.10.1).
Eine vollige Ignorierung dieser Totzeit wiirde die Amplitude einer Reaktion mit der Ge-
schwindigkeitskonstante 4 = 100 s™ jedoch lediglich um 10 % verringern. Die gemessenen
Amplituden aus Abbildung 3.19 sind allerdings so gering, daf3 sie nicht durch Fehler in der
Totzeit erklart werden kdnnen. Die verringerten Amplituden der Riickfaltungsreaktionen sind
also nicht durch Meflfehler verursacht sondern tatsdachlich die Auswirkungen des schnellen
Kollapses der Peptidkette.

Die Start- und Endwerte der Donor-Akzeptor Proteine 50—24 und 50—2 ergeben dhn-
liche Muster wie 50—66. In allen drei Fillen zeigt die Donor-Fluoreszenz stark verringerte
Startwerte und die Akzeptor-Fluoreszenz entsprechend stark erhdhte Startwerte bei niedrigen
GdmCl-Konzentrationen. Dieses komplementire Verhalten der Donor- und Akzeptor-Fluo-
reszenz bestitigt, dal sich die beobachteten intramolekularen Abstinde schon vor dem ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung sehr schnell und sehr stark verringern. Ins-
gesamt verkiirzt sich der Abstand zwischen dem Donor und dem Akzeptor wéhrend der
Faltung um 7 A (50—66), 9 A (50—24) bzw. 19 A (50—2) (Tabelle 3.4). Der Amplituden-
verlust vor dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt ist in der Variante 50—2 am stérksten
ausgepragt. Bei ihr liegt mit 47 Aminosduren ein Grof3teil der Peptidkette zwischen dem
Donor und dem Akzeptor.

Fiir diese Proteine mit Trp50 als Donor und dem Akzeptor an den Positionen 2, 24 und 66
sind die Abstinde im entfalteten Zustand groBer als Ry, im gefalteten Zustand dagegen kleiner

als Rp. Im Bereich um R, zeigen FRET-Experimente die hochste Empfindlichkeit fiir
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Abstandsdnderungen und ergeben daher die beobachteten, groflen Fluoreszenzénderungen.
AuBerdem hingt die Transfereffizienz im Bereich von R, anndhernd linear vom Abstand
zwischen Donor und Akzeptor ab. Bei 0,5 M GdmCl findet fiir alle Varianten mindestens
50 % der Signaldnderung in der Totzeit der Faltungsexperimente statt. Aufgrund der anni-
hernd linearen Abhingigkeit zwischen Abstand und Effizienz kann auch die Anderung des
Abstands durch den schnellen Kollaps auf mindestens 50 % geschétzt werden. Eine genaue
Berechnung des Abstands im kollabierten Zustand ist nicht mdglich, da der gemessene Start-
wert der Fluoreszenz von einer Mischung aus nativem, kollabiertem und entfaltetem Protein
verursacht wird und die Verteilungsbreiten der Abstinde in diesen Konformationen nicht
bekannt sind.

Bei geringen GdmCI-Konzentrationen hat der Kollaps den groten Anteil an der gesam-
ten Abstandsdnderung wihrend der Faltung. So findet bei 50—2 ca. 70 % der Abstandsin-
derung innerhalb der Totzeit der stopped-flow-Messung statt (Abbildung 3.19¢). Nur die rest-
lichen 30 % werden als Amplitude des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts gemessen.
Mit steigender GdmCl-Konzentration nimmt der Anteil des Kollapses ab und die gemessene
Amplitude steigt an. Der kollabierte Zustand von Bc-Csp* wird also durch GdmCl schon
unter Bedingungen stark destabilisiert, bei denen der native Zustand die stabilste Konforma-
tion ist (bis 1,5 M GdmCl). Die Endpunkte von Ent- und Riickfaltung ergeben einen Entfal-
tungsiibergang des nativen Proteins und spiegeln dessen Stabilitdt wider. In Analogie dazu
konnen die Startwerte der Riickfaltung als eine Art Entfaltungsiibergang des kollabierten

Zustands interpretiert werden und verdeutlichen dessen geringe Stabilitit.

3.6.5 Positionen mit geringer Abstandsverkiirzung

Nicht bei allen Donor-Akzeptor Proteinen ist die schnelle Verkiirzung der Abstdnde innerhalb
der Totzeit so ausgepragt wie bei 50—66, 50—24 und 50—2. Aber gerade die Varianten mit
weniger ausgepragtem Kollapsverhalten zeigen grundlegende Eigenschaften des FRET-Sys-
tems auf. In Abbildung 3.20 sind sowohl die Geschwindigkeitskonstanten als auch die Start-
und Endwerte von 50—11, 38—11 und 38—66 gezeigt.

Im Protein 50—11 vergroBert sich der Abstand bei Entfaltung nur um 4 A (Ry =24 A,
Ry =28 A, Tabelle 3.4). Die daraus resultierende leichte Verringerung der Transfereffizienz
fiihrt in den kinetischen Entfaltungsexperimenten zu sehr kleinen Amplituden sowohl in der
Donor- als auch in der Akzeptor-Fluoreszenz (Abbildung 3.20a). Bei Riickfaltungsreaktionen
verringert sich der durchschnittliche Abstand zwischen Donor und Akzeptor in der Totzeit,
was an den erniedrigten Startwerten der Trp-Fluoreszenz und den erhdhten Startwerten der
AEDANS-Fluoreszenz zu erkennen ist. Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wird bei
GdmCl-Konzentrationen gréfer als 1,5 M keine Amplitude beobachtet, und bei GdmCl-
Konzentrationen kleiner als 1,5 M verringert sich die Effizienz des Energietransfers leicht.
Dieses Verhalten deutet darauf hin, da3 im Verlauf der Faltung zuerst ein kompakter, kolla-

bierter Zustand vorliegt, der sich im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt leicht ausdehnt
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und damit zum grofBeren Abstand der Positionen 50 und 11 fiihrt. Da die beobachteten Effekte
sehr klein sind, konnen alternative Erklarungen natiirlich nicht sicher ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.20: Riickfaltungs- und Entfaltungskinetik der Donor-Akzeptor Proteine (a) 50—11, (b) 38—11
und (c) 38—66. Es wurden dieselben Symbole verwendet und die Daten unter denselben Bedingungen gemessen
wie in Abbildung 3.19 beschrieben.

Alle Proteine mit Trp50 zeigen ein komplementdres Verhalten der Donor- und Akzeptor-
Fluoreszenz (Abbildung 3.19, Abbildung 3.20). Bei Proteinen mit dem Donor Trp38 ist dies
nur eingeschrénkt der Fall: Die Faltung von 38—66 fiihrt nur in der Azeptor-Fluoreszenz zu
einer groBen Amplitude, nicht dagegen in der Donor-Fluoreszenz (Abbildung 3.20c). Dieser
scheinbare Widerspruch zwischen den beiden Fluoreszenzsonden wird durch die intrinsische
Fluoreszenzdnderung von Trp38 hervorgerufen (3.2.4).

Der Abstand zwischen den Positionen 38 und 66 unterscheidet sich im nativen und entfal-
teten Zustand des Proteins nur um 4 A (Ry =23 A, Ry=27 A, Tabelle 3.4). Ahnlich wie bei
50—11 ist die Amplitude der Faltungsreaktion aufgrund der verdnderten Transfereffizienz nur
gering. Bei der Entfaltung von 38—66 sinkt die Transfereffizienz und die Trp-Fluoreszenz
sollte daher zunehmen. Gleichzeitig nimmt aber die intrinsische Fluoreszenz von Trp38 bei
der Entfaltung ab (3.2.4). Da diese beiden gegenldufigen Effekte dhnlich grof3 sind, heben sie
sich nahezu auf. In der Riickfaltung dndern beide Effekte zwar das Vorzeichen, bleiben aber
dhnlich gro3. Damit kommt es in der Riick- und Entfaltung zu der kaum meBbaren Amplitude
der Donor-Fluoreszenz von 38—66 (mittleres Feld von Abbildung 3.20c). Die Akzeptor-
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Fluoreszenz wird ebenfalls durch die Anderung der Transfereffizienz und der Quantenaus-
beute von Trp38 beeinfluBit: Bei der Entfaltung sinkt die AEDANS-Fluoreszenz mit der Effi-
zienz ab, wiahrend das Absinken der intrinsischen Fluoreszenz von Trp38 zusitzlich zu einem
geringeren Ubertrag von Anregungsenergie auf AEDANS fiihrt. Hier fiihren beide Effekte in
der Entfaltung zu einem Absinken und in der Riickfaltung zu einer Zunahme der Akzeptor-
Fluoreszenz und damit zu der groBen Gesamtamplitude (unteres Feld von Abbildung 3.20c¢).

In allen Donor-Akzeptor Proteinen mit dem Donor Trp38 wird die Anderung der Trans-
fereffizienz durch die intrinsische Fluoreszenzénderung von Trp38 {iiberlagert. Wie bereits
diskutiert tragen bei 38— 66 die beiden Effekte zu gleichen Teilen zur beobachteten Fluores-
zenz bei. Dagegen iiberwiegt bei 38—11 die Anderung der Transfereffizienz, da sich der
Abstand bei Riickfaltung um 14 A verkiirzt. In diesem Fall wird, wie bei den Proteinen mit
Trp50, ein komplementéres Verhalten der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz beobachtet
(Abbildung 3.20b). Die intrinsische Anderung der Fluoreszenz von Trp38 wird bei 38—11
durch die weit groBBeren Effekte der Abstandsdnderung vollstindig iiberlagert. Das andere
Extrembeispiel stellt 38—24 dar. Hier findet praktisch keine Abstandséinderung statt (1 A)
und deshalb tiberwiegt die intrinsische Fluoreszenzdanderung (Daten nicht gezeigt).

Aus kinetischen Messungen mit den nur-Donor Proteinen Bc-Csp* F38W, F38W/N11C
und F38W/L66C ist bekannt, daB die intrinsische Anderung der Fluoreszenz von Trp38 im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung erfolgt, d.h. die Startwerte der Riickfal-
tung folgen der Basislinie des entfalteten Proteins (Daten nicht gezeigt). Die Anderung der
Transfereffizienz in der Totzeit der Reaktion wird also nicht durch die intrinsische Fluores-
zenzédnderung beeinfluf3t.

Bei 38—24 ist keine Aussage iiber den Kollaps moglich, da sich die Transfereffizienz
nicht dndert. In 38— 11 findet eine Verkiirzung des Abstands in der Totzeit der Messung statt,
der Kollaps ist aber nicht so stark ausgepriagt wie in den Proteinen mit Donor Trp50. Dagegen
scheint in 38—66 fast kein Kollaps stattzufinden. Eine schnelle Verkiirzung von Absténden in
der Totzeit miiflite zu einem Absinken der Startwerte der Donor-Fluoreszenz fiihren, da die
intrinsische Fluoreszenzzunahme von Trp38 erst im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
auftritt. Es werden aber wie in der AEDANS-Fluoreszenz nur minimale Abweichungen der
Startwerte von der Basislinie des denaturierten Proteins beobachtet.

Am Beispiel der Proteine 38—11 und 38—66 ist deutlich zu erkennen, dafl Abstinde
zwischen verschiedenen Positionen im Protein beim schnellen Kollaps unterschiedlich stark
verkiirzt werden. Im Falle eines unspezifischen Kollapses zu einer kompakten, aber vollig
unstrukturierten Konformation sollte das Ausmal} des Kollapses nur vom Abstand im dena-
turierten Zustand Ry abhdngen und nicht vom Abstand im nativen Zustand des Proteins.
Gegen diese Korrelation mit Ry spricht der schwache Kollaps von 38—66 (Ry =27 A) im
Vergleich zum stirkeren Kollaps bei 50—66 (Ry = 22 A, Tabelle 3.4).

Moglicherweise hingt das Ausmal} des Kollapses davon ab, wie stark sich der Abstand
bei der Faltung des jeweiligen Proteins dndert. Neben 38—66 (schwacher Kollaps, Abstands-
dnderung 4 A) und 38— 11 (deutlicher Kollaps, Abstandsinderung 14 A) bestitigt auch 50—2
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(stirkster beobachteter Kollaps, Abstandsinderung 19 A) diese Hypothese. Auf molekularer
Ebene bedeutet diese Erkldrung, daB3 im kollabierten Zustand keine elongierten Strukturen
mehr vorliegen, sondern eher eine globulire Konformation mit eventuell schon nativ-

dhnlicher Topologie.

3.6.6 FRET im friih strukturierten 1, [2-Bereich

Der Parameter o gibt die Zuginglichkeit des Denaturierungsmittels zum Ubergangszustand im
Vergleich zum nativen und entfalteten Zustand an. Dadurch kann die Nativdhnlichkeit des
Ubergangszustands bei der Faltung eines Proteins abgeschitzt werden. Fiir Be-Csp ist o
groBer als 0,90 und der Ubergangszustand damit nativihnlich (3.5.3). Der Wert a bezieht sich
auf das gesamte Protein und 14Bt keine differenzierte Betrachtung verschiedener Ketten-
abschnitte zu.

Durch Mutationsanalyse kann der Beitrag einzelner Aminosduren zur Stabilisierung des
Ubergangszustands ermittelt werden. Die Verinderung einer Seitenkette (meist Reduktion auf
die Methylgruppe von Ala) kann sich sowohl auf die freie Enthalpie des Ubergangszustands
als auch auf die Gleichgewichtsstabilitdt des Proteins auswirken. Der Quotient der beiden
Energiednderungen wird als @ bezeichnet (Matouschek et al., 1989; Fersht et al., 1992).
Werden durch eine Mutation dieselben Wechselwirkungen im nativen Zustand und im Uber-
gangszustand verindert, ist ® = 1, und die Seitenkette besitzt bereits im Ubergangszustand
nativihnliche Kontakte. Hat die Mutation dagegen keinen EinfluB auf die Stabilitit des Uber-
gangszustands, bildet diese Seitenkette im Ubergangszustand noch keine definierten Wechsel-
wirkungen aus und @ = 0.

Aus der Mutationsanalyse von Bs-CspB ergab sich ein polarisierter Ubergangszustand
(Garcia-Mira et al., 2004). Viele Positionen innerhalb der Faltblattstringe 31 und B2 zeigten
hohe ®-Werte, und fiir einzelne Aminosduren im Faltblattstrang 4 (Leudl, GIn45, Ala46,
Ser48) ergaben sich mittlere ®-Werte. In den restlichen Bereichen des Proteins wurden nie-
drige ®-Werte erhalten. Im Ubergangszustand sind daher iiberwiegend die Kontakte zwischen
den Faltblattstringen B1 und P2 ausgebildet, und der Faltblattstrang B4 ist durch wenige
Wechselwirkungen an B1 angelagert. Aufgrund der starken Ahnlichkeit von Bs-CspB und Bc-
Csp sollte auch hier ein dhnlich polarisierter Ubergangszustand vorliegen.

Auf dem Faltungsweg von Bc-Csp geht der Ubergangszustand aus dem kollabierten Zu-
stand hervor. Die Bereiche von Bc-Csp mit nativihnlichen Wechselwirkungen im Ubergangs-
zustand konnten also auch schon im kollabierten Zustand nativdhnlich strukturiert sein. Inter-
essanterweise befinden sich Trp50 (Faltblattstrang f4) und Cys2 (Faltblattstrang f1) im
strukturierten Bereich des Ubergangszustands. Das entsprechende Donor-Akzeptor Protein
50—2 zeigt einen stark ausgeprigten Kollaps (Abbildung 3.19c), was andeutet, dall die
Faltblattstringe B1, B2 und B4 mdglicherweise schon im kollabierten Zustand strukturiert

vorliegen.
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Um diese Hypothese eines teilweise strukturierten kollabierten Zustands zu iiberpriifen,
wurden weitere Donor-Akzeptor Proteine verwendet. Mit den Proteinen 21—11, 22—11 und
21—2 wurden gezielt verschiedene Abstinde im Bereich der Faltblattstringe 31 und 32 beob-
achtet (Abbildung 3.21). Die Positionen 11 und 21 (bzw. 22) liegen an den beiden Enden des
Faltblattstranges 32. Dieser liegt in der nativen Struktur gestreckt vor, und deshalb ist der Ab-
stand zwischen den Positionen 11 und 21 im nativen Zustand grofer als im entfalteten Protein
(21—11, 22—11, Tabelle 3.4). Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Riickfaltung
nimmt tatsdchlich die Effizienz des Energietransfers aufgrund der Streckung von 2 ab. Dem-
zufolge steigt die Donor-Fluoreszenz in der Riickfaltung an und die Akzeptor-Fluoreszenz
sinkt; in der Entfaltung erfolgen beide Fluoreszenzinderungen in die entgegengesetzten
Richtungen. Sowohl 21—11 als auch 22—11 zeigen dieses Verhalten (Abbildung 3.21a, b).

Die intrinsische Fluoreszenz von Trp21 bzw. Trp22 ist allerdings vom Faltungszustand
abhingig. Bei Entfaltung sinkt die Fluoreszenz von Trp21 um 30 % ab und die Fluoreszenz
von Trp22 steigt um 45 % an. Wie bei Proteinen mit dem Donor Trp38 (3.6.5) kommt es auch
hier zur Uberlagerung der intrinsischen Fluoreszenzinderung mit der Anderung aufgrund des
Energietransfers. Bei der Entfaltung von 21—11 verringert sich die Trp-Fluoreszenz durch
die intrinsische Abnahme und den stirker werdenden Energietransfer. Die Akzeptor-Fluores-
zenz nimmt bei der Entfaltung zu (Abbildung 3.21a). Offensichtlich dominiert hier also die
Zunahme aufgrund der steigenden Transfereffizienz iiber die gleichzeitig absinkende
Quantenausbeute und damit Anregung durch Trp21.

Fiir den Donor Trp22 steigt die intrinsische Trp-Fluoreszenz bei Entfaltung an. Gleichzei-
tig erhoht sich die Effizienz des Energietransfers auf AEDANS und fiihrt damit zu einer Ab-
nahme der Trp-Fluoreszenz. In der Summe wird eine Abnahme der Trp-Fluoreszenz beob-
achtet (Abbildung 3.21b). Bei den beiden Proteinen 21—11 und 22— 11 iiberwiegt daher die
Anderung durch FRET iiber die intrinsische Anderung der Fluoreszenz.

Die Fluoreszenz von Proteinen mit Trp21 bzw. Trp22 wurde nach Anregung bei 295 nm
gemessen, um Beitrdge von Tyr8 und Tyrl5 auszuschlieBen. Daher wurden auch die Basis-
linien des entfalteten Proteins aus der Fluoreszenz der Modellverbindungen NAWA bzw. Trp-
EDANS nach Anregung bei 295 nm bestimmt. Die in Abbildung 3.21 gezeigten Basislinien
(durchgezogene Linien im mittleren und unteren Feld jeder Teilabbildung) unterscheiden sich
nur wenig von den Basislinien nach Anregung bei 280 nm (Abbildung 3.19).

Die intrinsische Fluoreszenzinderung von Trp21 bzw. Trp22 erfolgt im geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Faltung (nahezu konstante Startwerte fiir alle Riickfaltungs-
reaktionen von Bc-Csp* E21W und G22W). Daher werden bei der Faltung von 21—11 und
22—11 die Startwerte der Riickfaltung nur durch die Effizienz des Energietransfers bestimmt.
Bei beiden Proteinen stimmen die Startwerte der Trp-Fluoreszenz gut mit der Basislinie des
entfalteten Proteins iiberein. Dagegen sind die Startwerte der AEDANS-Fluoreszenz etwas
erhoht. Die Erhohung der Akzeptor-Fluoreszenz wird hier nicht durch FRET verursacht, da
kein gleichzeitiges Absinken der Donor-Fluoreszenz beobachtet wird. Vielmehr fiihrt die
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Abbildung 3.21: Riickfaltungs- und Entfaltungskinetik der Donor-Akzeptor Proteine (a) 21—11, (b) 22—11
und (c) 21—2. Es sind dieselben Symbole verwendet wie in Abbildung 3.19 beschrieben. Alle Fluoreszenz-
messungen wurden nach Anregung bei 295 nm durchgefiihrt. Die AEDANS-Fluoreszenz von Bc-Csp* N11C-
AEDANS nach Anregung bei 295 nm ist im unteren Feld von (a) als gestrichelte Linie gezeigt.

Anregungswellenldnge 295 nm zu einem starken Hintergrundsignal durch direkte Anregung
von AEDANS. Der Energietransfer ist hingegen schwécher als bei der Anregungswellenldnge
280 nm, da Tryptophan bei 295 nm nur noch schwach angeregt wird. Bei direkter Anregung
von AEDANS bei 295 nm nimmt die Fluoreszenz zwischen 0 und 3 M GdmCl ab. Dieses
Verhalten ist in Abbildung 3.21a fiir das nur-Akzeptor Protein Bc-Csp* N11C-AEDANS nach
Anregung bei 295 nm gezeigt (gestrichelte Linie). Weder Trp-EDANS noch das nur-Akzeptor
Protein sind eine optimale Referenz fiir die AEDANS-Fluoreszenz nach Anregung bei
295 nm: In Trp-EDANS ist die direkte Anregung von AEDANS unterrepriasentiert, im nur-
Akzeptor Protein ist dagegen kein FRET mdglich. Zur Beurteilung des Kollapses kann des-
halb nur die Donor-Fluoreszenz herangezogen werden.

Die Faltung von 21—11 bzw. 22—11 fiihrt zur Streckung des Faltblattstranges (2. Falls
eine nativdhnliche, gestreckte Konformation bereits im kollabierten Zustand vorliegt, sollten
die Startwerte der Donor-Fluoreszenz in der Riickfaltung erhoht sein. Ist der schnelle Kollaps
hingegen unspezifisch, so sollten sich die Abstinde in 21—11 und 22—11 innerhalb der Tot-
zeit im Vergleich zum entfalteten Zustand verringern und so die Startwerte der Trp-Fluores-
zenz erniedrigt sein. Die experimentell bestimmten Startwerte sind weder erhoht noch

erniedrigt und damit konnen beide Grenzfille ausgeschlossen werden. Moglicherweise findet
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wiahrend des Kollapses eine teilweise Streckung im Bereich von B2 statt, die jedoch noch
nicht so ausgepragt ist wie im nativen Protein.

Der Donor Trp21 am Ende des Faltblattstranges 32 und der Akzeptor Cys2-AEDANS am
Anfang des Faltblattstranges 1 (wie im Protein 21—2) sollten eine ideale Kombination dar-
stellen, um die Bildung des B-hairpin aus den Stringen B1 und B2 zu verfolgen. Der Abstand
zwischen Donor und Akzeptor betriigt im nativen Zustand nur 10 A und vergroBert sich bei
Entfaltung auf 24 A. Die Bildung des B-hairpin fiihrt tatsichlich zu einer starken Zunahme
der Transfereffizienz im Verlauf der Faltung. Dies duflert sich bei der Riickfaltung in einer
Abnahme der Trp- und einer Zunahme der AEDANS-Fluoreszenz. In Abbildung 3.21c¢ ist zu
erkennen, dafl maximal 30 % dieser Fluoreszenzdnderung in der Totzeit der Reaktion stattfin-
den und deshalb im kollabierten Zustand dieser B-hairpin noch nicht so ausgebildet ist wie im
nativen Protein. Die endgiiltige Strukturierung erfolgt erst im geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt.

Unabhéngig davon, ob die Faltung des Proteins mit einer Streckung (21—11, 22—11)
oder mit einer Verkiirzung (21—2) des untersuchten Abstands einhergeht, erfolgt nur ein
kleiner Teil der Anderung der Transfereffizienz in der Totzeit der Messung. Dies deutet
darauf hin, daf3 im kollabierten Zustand der Bereich der Faltblattstrange 1 und 2 noch nicht
in einer nativihnlichen Struktur vorliegt. Erst im Ubergangszustand des geschwindigkeits-
bestimmenden Schrittes werden die nativen Abstdnde in Bc-Csp ausgebildet.

Der Kollaps der Peptidkette von Bc-Csp wird nur bei der Messung von Abstidnden durch
Energietransfer beobachtet. Dieses Verfahren setzt voraus, daf3 sich ein Donor und ein Akzep-
tor am Protein befinden. Sowohl der Indolring von Tryptophan als auch das Naphthalinsystem
von AEDANS sind als Aromaten in wéBrigen Losungen schlecht 16slich. Es ist daher theore-
tisch moglich, da3 Donor und Akzeptor bei der Riickfaltung hydrophobe Wechselwirkungen
ausbilden und den Kollaps der Kette nur vortduschen. Da alle verfiigbaren Fluorophore Aro-
maten enthalten, kann dieser Einwand durch FRET-Experimente mit anderen Sonden aber nie
vollig entkriftet werden. Bei den Proteinen 21—11 und 22—11 wird jedoch keine Anderung
der Trp-Fluoreszenz in der Totzeit beobachtet. Dies ist ein wichtiges Indiz dafiir, dal Trypto-
phan und AEDANS keine unspezifischen Wechselwirkungen eingehen und deshalb tatsdch-
lich als Reporter flir Abstandsédnderungen in der Peptidkette geeignet sind.

3.6.7 Donor-Akzeptor Proteine ohne Tyrosin

Der charakteristische Transferabstand Ry von Tyrosin und AEDANS betriigt ca. 21 A. In Be-
Csp* befindet sich Tyr8 im Faltblattstrang 1 und Tyrl5 im Faltblattstrang 2. Damit ist
Energietransfer von Tyrosin vor allem auf AEDANS an Position 11 (in der Schleife zwischen
B1 und B2) und 24 (im benachbarten Faltblattstrang 3) moglich, wie bereits anhand der
Fluoreszenzspektren von 50—24 gezeigt wurde (3.4.6). Der Abstand Riiistan ZWischen den
beiden Tyrosinresten und Cys2 bzw. Cys66 (annihernd 20 A) wird durch die Modifikation
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der Cysteinreste mit AEDANS zusétzlich vergroflert, und damit findet bei Proteinen mit
AEDANS an Position 2 oder 66 kaum Energietransfer von Tyrosin statt (3.4.6).

Der zusitzliche Beitrag von Tyrosin hat keinen Einfluf auf die Berechnung der Transfer-
effizienz (3.4.4 und 3.4.5) aus Fluoreszenzspektren. Dazu wurden die Spektren allerdings bei
295 nm angeregt (Akzeptor-Fluoreszenz), oder die Donor-Fluoreszenz wurde im Bereich {iber
350 nm ausgewertet, in dem keine Tyr-Fluoreszenz auftritt. Bei den kinetischen Experimen-
ten hingegen erfolgte die Anregung bei 280 nm, wodurch auch Tyr-Fluoreszenz oder Energie-
transfer zu AEDANS auftritt. Diese Energielibertragung ist stark abstandsabhingig und
konnte, wie der Energietransfer von Tryptophan auf AEDANS, zu dem beobachteten Ampli-
tudenverlust der Akzeptor-Fluoreszenz (3.6.4) beitragen.

Um zu iiberpriifen, ob die Anregung von Tyrosin zu dem beobachteten Muster der erhdh-
ten Startwerte der Akzeptor-Fluoreszenz beitragt, wurden vergleichende Messungen mit der
Variante 50—24 nach Anregung bei 280 und 295 nm durchgefiihrt. Aulerdem wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese ein Tyrosin-freies Protein erhalten, das wie 50—24 den Donor
Trp50 und AEDANS an Position 24 besitzt (Be-Csp W8F/Y15F/ESOW/S24C-AEDANS,
Kurzbezeichnung 50—24-Tyr). Hier erfolgte die Anregung der Trp-Fluoreszenz bei 280 nm,
um das Hintergrundsignal von AEDANS moglichst gering zu halten. Die Geschwindigkeits-
konstanten und Amplituden der Messungen mit 50—24 und dem entsprechenden Tyrosin-
freien Protein sind in Abbildung 3.22 dargestellt.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung von 50—24-Tyr sind identisch mit den
Raten aus beiden Messungen mit 50—24, nur die Riickfaltung ist geringfiigig verlangsamt.
Der Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin beeinflullt also weder die thermodynamische
Stabilitdt noch das Faltungsverhalten des Proteins. Allerdings werden Proteine mit Phe§ und
Phel5 schlechter exprimiert und neigen bei hoheren Konzentrationen zur Aggregation.

50—24 bzw. 50—24-Tyr ergeben nach Anregung bei 280 nm normierte Gesamtampli-
tuden der Entfaltung von ca. 0,6 bzw. 0,4 (Abbildung 3.22a, c¢). AuBlerdem ist das (nicht nor-
mierte) Gesamtsignal von 50—24-Tyr geringer als von 50—24. Die Ubertragung von Anre-
gungsenergie von Tyrosin auf AEDANS scheint in 50—24 zu einer erhohten Akzeptor-Fluo-
reszenz zu fiihren, in 50—24-Tyr ist dieser Energietransfer nicht moglich. Daneben konnen
aber auch unterschiedliche Konzentrationen der beiden Proteine fiir den Effekt verantwortlich
sein. Generell sind die normierten Gesamtamplituden aus verschiedenen Messungen schwie-
rig zu vergleichen, da die Mef3daten immer Beitrdge des Puffersignals enthalten.

Unabhéngig davon, ob die Tyr-Fluoreszenz durch die Wahl der Anregungswellenlénge
295 nm (Abbildung 3.22b) oder durch Austausch der Tyrosinreste (Abbildung 3.22¢) vermie-
den wird, verhalten sich die Start- und Endwerte der Riickfaltung wie bei 50—24 nach Anre-
gung bei 280 nm (Abbildung 3.22a). Das charakteristische Muster der erhéhten Startwerte in
der Riickfaltung wird eindeutig durch den Energietransfer von Tryptophan auf AEDANS
hervorgerufen. Die Interpretation dieses Phinomens als rdumliche Anndherung zweier defi-
nierter Positionen auf der Peptidkette wird durch 50—24-Tyr unterstrichen. Zwar wird auch
Energie von Tyrosin auf AEDANS iibertragen, dies ist jedoch nicht die Ursache fiir den beob-
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achteten Amplitudenverlust. Tatsdchlich wird bei Riickfaltungsexperimenten mit dem Trypto-
phan-freien Bc-Csp* S24C-AEDANS fast kein Amplitudenverlust beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Die starke intrinsische Fluoreszenzénderung der Tyrosine erschwert hier aber eine
quantitative Einschitzung. Mdglicherweise verkiirzen sich die Abstdnde zwischen Tyr8 bzw.
Tyr15 und AEDANS an Position 24 in der Totzeit weniger als der Abstand zwischen Trp50
und AEDANS.
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Abbildung 3.22: Riickfaltungs- und Entfaltungskinetik der Donor-Akzeptor Proteine (a), (b) 50—24 und (c) Bc-
Csp W8F/Y15F/E50W/S24C-AEDANS. Die oberen Felder jeder Teilabbildung zeigen die apparenten Faltungs-
raten A der Riickfaltung (gefiillte Symbole) und der Entfaltung (offene Symbole). Es wurde die AEDANS-Fluo-
reszenz nach Anregung bei (a) und (c) 280 nm bzw. (b) 295 nm gemessen. Die Linien zeigen Angleiche an die
Daten geméll dem Zweizustandsmodell. In den unteren Feldern sind die Amplituden der Akzeptor-Fluoreszenz
dargestellt. (@, O) Start- und (®, O) Endwerte der Riickfaltungs- (gefiillte Symbole) und Entfaltungskinetiken
(offene Symbole). Die Linien im unteren Feld kennzeichnen die Basislinien des entfalteten Proteins und wurden
durch Kontrollexperimente mit Trp-EDANS nach Anregung bei 280 nm erhalten. Die Fluoreszenz des entfal-
teten Proteins wurde in allen Féllen auf den Wert 1 normiert.

In 50—66 findet kaum Transfer von Tyrosin auf AEDANS statt. Theoretisch konnte aber
Energietransfer von Tyrosin auf Tryptophan stattfinden, und damit kdnnte die Verkiirzung des
Abstands zwischen Tyr8 bzw. Tyr15 und Trp 50 fiir den Amplitudenverlust mitverantwortlich
sein. Das Protein 50—66-Tyr (Tyrosin-frei) zeigt einen dhnlichen Amplitudenverlust in der
Riickfaltung wie 50—66 (Daten nicht gezeigt). Auch hier ist der Energietransfer von Trypto-
phan auf AEDANS der dominierende Prozef3. Wihrend der Riickfaltung ndhern sich Tyrosin
und Tryptophan zwar an, aber die Transfereffizienz ist dul8erst gering (3.2.4).

Tyr8 und Tyrl5 in Donor-Akzeptor Proteinen kénnen im Prinzip Anregungsenergie auf
Tryptophan oder auf AEDANS iibertragen. Zusammenfassend 1d6t sich jedoch sagen, daf3
Tyrosin aufgrund des niedrigen Absorptionskoeffizienten und der meist geringen Transfer-

effizienz nur unwesentlich zur Akzeptor-Fluoreszenz beitrdgt. In Bc-Csp-Varianten ohne
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Tyrosin wird derselbe Amplitudenverlust beobachtet wie in den Proteinen mit Tyrosin, d.h.

die schnelle Abstandsdnderung in der Totzeit findet zwischen Tryptophan und AEDANS statt.

3.7 Zeitauflosung des Kollapses

Die schnelle Verkiirzung intramolekularer Absténde bei der Riickfaltung von Bc-Csp findet in
der Totzeit der stopped-flow-Mischung statt. Nach 1 ms liegt der kollabierte Zustand vor und
die Kinetik seiner Bildung kann nicht beobachtet werden. Die vergleichsweise lange Totzeit
der stopped-flow-Experimente von etwa 1 ms wird durch den Mischungsvorgang selbst be-
dingt.

Bei Relaxationsmethoden wird die Faltungsreaktion nicht durch eine Anderung in der
Zusammensetzung des Losungsmittels induziert, sondern durch die extrem schnelle Verdnde-
rung eines physikalischen Parameters wie z.B. Druck oder Temperatur. Dadurch ist die Tot-
zeit geringer als bei stopped-flow-Experimenten und betrédgt fiir Drucksprungexperimente (p-
Sprungexperimente) 50-100 us (Jacob et al., 1999; Pearson et al., 2002), bei Laser-induzier-
ten Temperatursprungexperimenten (T-Sprungexperimente) ist die Temperaturerh6hung nach
nur 10 ns (Thompson et al., 1997) abgeschlossen. Beide Methoden wurden verwendet, um
den Zeitverlauf der Entstehung des kollabierten Zustands zu verfolgen.

Im Vergleich zu Mischungs-Experimenten fiihrt die Verdnderung des Drucks oder der
Temperatur immer nur zu einer moderaten Verschiebung des Gleichgewichts. Daher kdnnen
die Faltungskinetiken nur im Bereich des Entfaltungsiibergangs beobachtet werden, wo be-
reits geringe Druck- oder Temperaturinderungen zu einer mebaren Verschiebung zwischen
den Populationen der verschiedenen Spezies fiihren. In den Basislinien des nativen und entfal-
teten Proteins sind dagegen Messungen nicht moglich, da das Gleichgewicht kaum beeinfluf3t

wird.

3.7.1 Drucksprung

Nur Reaktionen, bei denen eine Volumeninderung stattfindet, konnen durch Druckidnderun-
gen beeinfluBlt werden. Im Falle einer Proteinfaltungsreaktion miissen sich also die Volumina
des nativen und des entfalteten Proteins in Losung unterscheiden. Fiir Bs-CspB betrdgt das
Reaktionsvolumen der Entfaltung durch Harnstoff bzw. Guanidiniumthiocyanat -43 bzw.
-42 ml/mol (Jacob et al., 2002), d.h. das Volumen von 1 mol Protein nimmt bei Entfaltung um
ca. 42 ml ab. Nach dem Prinzip von Le Chatelier fithrt eine Erhohung des Drucks zu einer
Verschiebung des Gleichgewichts zum kompakteren, entfalteten Zustand. Durch Druckrelaxa-
tion wird die Riickfaltung begiinstigt. Dieselben Zusammenhinge zwischen Druckdnderung
und Faltungsreaktion wurden flir Be-Csp bestétigt (Perl et al., 2001).
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Bei allen p-Sprungexperimenten mit Donor-Akzeptor Proteinen wurde ausschlief3lich die
Akzeptor-Fluoreszenz iiber 455 nm gemessen. Ein Filter fiir die Trp-Fluoreszenz in Gegen-
wart von AEDANS war nicht verfiigbar.

3.7.2  Drucksprungexperimente im Ubergangsbereich der GdmCl-induzierten Entfaltung

Optimale MeBbedingungen fiir p-Sprungexperimente liegen im Ubergangsbereich eines Pro-
teins vor. Der Ubergangsmittelpunkt der GdmCl-induzierten Entfaltung befindet sich fiir alle
Donor-Akzeptor Proteine bei 25 °C im Bereich von 2 M GdmCI. Bei 2 M GdmCl ist daher in
p-Sprungexperimenten die grofite Amplitude des geschwindigkeitsbestimmenden Faltungs-
schritts zu erwarten.

Fiir den Nachweis des Kollapses ist die Wahl der experimentellen Bedingungen stérker
eingeschrinkt. Die Startwerte der stopped-flow-Riickfaltungen konnen als Entfaltungsiiber-
gang des kollabierten Zustands interpretiert werden (3.6.4). Dessen thermodynamische Stabi-
litét ist geringer als die des nativen Zustands, und deshalb sollte die Bildung des kollabierten
Zustands bei GdmCl-Konzentrationen unter 1 M am besten zu beobachten sein, weil hier der
groflte Amplitudenverlust auftritt. Andererseits kann der Kollaps nur auftreten, wenn zu Be-
ginn der Riickfaltungsreaktion entfaltetes Protein vorliegt. Dies ist im Ubergangsbereich bei
GdmCl-Konzentrationen iiber 1 M GdmCIl der Fall. Beide Bedingungen, d.h. das Vorliegen
von denaturiertem Protein vor dem p-Sprung und die Ausbildung des kollabierten Zustands,
sind nur im Bereich um 1 M GdmCl halbwegs erfiillt, wobei aber der Amplitudenverlust
schwach ausgeprigt ist und vor der Reaktion nur wenig entfaltetes Protein vorliegt.

Da beim Donor-Akzeptor Protein 50—2 der deutlichste Amplitudenverlust beobachtet
wurde (Abbildung 3.19), sollte dieses Protein bei der Bildung des kollabierten Zustands die
starkste Signaldnderung ergeben. In Abbildung 3.23 sind Zeitverldufe der Akzeptor-Fluores-
zenz von 50—2 nach p-Spriingen zwischen 10 und 300 bar (1 und 30 MPa) dargestellt. Die
Abbildung 3.23a und b zeigen die Zweizustandsfaltung von 50—2 bei 2 M GdmCl im Sekun-
denbereich. Der Fluoreszenzverlauf in Abbildung 3.23c ist im Millisekundenbereich bei
1,2 M GdmCl aufgenommen, wo die Bildung des kollabierten Zustands am besten detektier-
bar sein sollte.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Zweizustandsfaltung des Donor-Akzeptor
Proteins 50—2 verlduft bei p-Sprungexperimenten vollstindig reversibel. Daher zeigen die
Riickfaltungs- und Entfaltungsreaktion in Gegenwart von 2 M GdmClI (Abbildung 3.23a, b)
ibereinstimmende Start- und Endwerte. Die Geschwindigkeitskonstante der Riick- bzw. Ent-
faltung betrigt 4,6 s bzw. 2,8 s Bei Mischungsexperimenten im Bereich des Ubergangs-
mittelpunkts ergeben Riick- und Entfaltung dieselbe apparente Rate, da die Endbedingungen
identisch sind. Dagegen unterscheidet sich bei p-Sprungexperimenten der Druck nach Riick-
bzw. Entfaltung. Wihrend die Riickfaltung nahezu bei Normaldruck abléuft, findet die Entfal-
tung bei 300 bar statt. Alle Faltungsreaktionen des homologen Bs-CspB werden durch Druck
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verlangsamt (Jacob et al., 2002). Ursache ist das groBere Volumen des Ubergangszustands im
Vergleich zum nativen oder entfalteten Zustand. Die etwas niedrigere Entfaltungsrate von

50—2 ist das Resultat der hoheren Aktivierungsbarriere der Entfaltungsreaktion bei hohem

Druck.
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Abbildung 3.23: p-Sprungexperimente mit 50—2 bei 25 °C. (a) Riickfaltung und (b) Entfaltung von 50—2 in
2 M GdmCl durch Druckénderung von (a) 300 auf 10 bar und (b) 10 auf 300 bar. Es wurde die integrale Fluores-
zenz iliber 455 nm nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite 1,2 nm) detektiert und das Signal aus 20 Messungen
gemittelt. Die Dampfung betrug 100 ps. Die Linien sind Angleiche einer monoexponentiellen Funktion an die
Daten. Das Signal des nativen Proteins betrdgt 10 V. (c) Riickfaltung von 50—2 in 1,2 M GdmCl durch
schnellstmogliche Druckénderung (RC 1) von 300 auf 10 bar. Die Akzeptor-Fluoreszenz wurde mit einer
Dampfung von 3,3 ps detektiert und 250 Zeitverlaufe gemittelt. (d) ,,Riickfaltung® von NAWA (durchgezogene
Linie), Be-Csp* ESOW (gepunkteteLinie) und B-ME-AEDANS (gestrichelte Linie) in 0 M GdmCl durch Druck-
anderung wie in (c). Die integrale Trp-Fluoreszenz iiber 320 nm wurde bei NAWA und Bc-Csp* ESOW nach
Anregung bei 280 nm gemessen. Bei f-ME-AEDANS wurde die integrale AEDANS-Fluoreszenz iiber 455 nm
nach Anregung bei 334 nm gemessen. Die Konzentration aller Proteine und Fluorophore betrug 10 uM in
100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

In stopped-flow-Experimenten mit 50—2 wurde bei 2 M GdmCl eine apparente Ge-
schwindigkeitskonstante von 4,4 s erhalten. Bei Riickfaltungsreaktionen sind die Endbe-
dingungen in Mischungs- und p-Sprungexperimenten gleich und daher werden identische

Faltungsraten beobachtet. Diese gute Ubereinstimmung der Raten aus stopped-flow-Experi-
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menten und p-Sprung-Riickfaltungen tritt bei allen Donor-Akzeptor Proteinen auf, mit denen
die druckinduzierte Faltung gemessen wurde (Abbildung 3.19, Abbildung 3.20).

Bei der Faltung von 50—2 betrigt die Amplitude 17 % des Gesamtsignals der Akzeptor-
Fluoreszenz. In vergleichbaren Experimenten mit Bc-Csp R3E (Druckédnderung 350 bar)
wurde die intrinsische Fluoreszenz von Trp8 dagegen nur um 8 % verdndert (Perl et al.,
2001). Das FRET-System aus Tryptophan und AEDANS ist also eine empfindlichere Sonde
als Trp8 und 148t damit genauere Messungen zu. Die Positionen von Donor und Akzeptor
innerhalb von Bc-Csp* haben nahezu keinen Einfluf3 auf die Signaldnderung: Bei 38—11,
38—66, 50—2, 50—24 und 50—66 betrigt die maximale Amplitude der p-Sprungexperi-
mente 16-18 %.

Alle Reaktionsverldufe auf einer Sekunden-Zeitskala sind monoexponentiell und entspre-
chen damit der Zweizustandsfaltung von Bc-Csp*. Die Bildung des kollabierten Zustands
findet innerhalb der Totzeit der stopped-flow-Mischung statt und mufl demnach im Millise-
kunden-Bereich abgeschlossen sein. Daher wurden bei 1,2 M GdmCl Zeitverldufe des Fluo-
reszenzsignals nach einer sehr schnellen Druckrelaxation und bei geringer Dampfung iiber
wenige Millisekunden gemessen (Abbildung 3.23c). Es wird keine Kinetik erhalten, sondern
eine abrupte Anderung der Fluoreszenz um 2,7 % bei nachlassendem Druck. Nach 100 ps
haben sowohl der Druck als auch die Fluoreszenz ihren Endwert erreicht. Da die Akzeptor-
Fluoreszenz als Sonde verwendet wurde, kdnnte der schnelle Fluoreszenzanstieg durch eine
ebenso schnelle Abstandsverkiirzung bei nachlassendem Druck verursacht werden. Allerdings
werden auch sprunghafte Fluoreszenzdnderungen innerhalb der Totzeit beobachtet, wenn kein
Energietransfer stattfinden kann (Abbildung 3.23d). NAWA bzw. B-ME-AEDANS sind
einzelne Fluorophore, deren intrinsische Fluoreszenz um 1,5 bzw. 4,0 % ansteigt. Bc-Csp*
E50W zeigt in der Basislinie des nativen Proteins in Abwesenheit von Faltungsvorgingen
ebenfalls einen Fluoreszenzsprung von 2,3 %. Die Empfindlichkeit eines Fluorophors fiir
Druckénderungen hingt auch von der Position im Protein ab. So wird fiir Bc-Csp* F38W eine
Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz bei Druckrelaxation beobachtet, wihrend Trp8 aus
Bc-Csp bzw. Bs-CspB nicht auf Druckidnderungen reagiert (Jacob ef al., 1999). Der beobach-
tete, sprunghafte Anstieg der AEDANS-Fluoreszenz der Donor-Akzeptor Proteine wird ver-
mutlich durch die Druckabhéngigkeit der Emission der einzelnen Fluorophore verursacht, und
nicht durch eine erhdhte Transfereffizienz infolge der Annéherung der Fluorophore.

Die schnelle Fluoreszenzzunahme tritt bei allen untersuchten Donor-Akzeptor Proteinen
und bei allen GdmCI-Konzentrationen auf. Auch die Erniedrigung der Temperatur auf 5 °C
verlangsamt den Kollaps nicht so stark, daf3 eine Kinetik mef3bar wiirde. Ebenso hat der Zu-
satz des viskositdtserhohenden und stabilisierenden Ethylenglykol (EG, bis zu 65 g/100 ml)
keine Auswirkungen. Unter allen Bedingungen ist 100 us nach Beginn der Druckrelaxation
keine Anderung des Signals mehr zu erkennen. Damit ist die Bildung des kollabierten Zu-
stands entweder bereits nach 100 ps abgeschlossen, oder der kollabierte Zustand unterscheidet

sich im Volumen nicht vom entfalteten Zustand und ist damit nicht durch Anderung des
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Drucks induzierbar. Vergleichbare Volumina sind denkbar, wenn die Peptidkette im kolla-
bierten Zustand zwar kompakter vorliegt, aber noch dieselben Wechselwirkungen mit Was-
sermolekiilen ausbildet wie der entfaltete Zustand. Erst die Bildung des wasserfreien hydro-
phoben core im oder nach dem Ubergangszustand fiihrt zu einer Volumenzunahme des

Gesamtsystems aus Protein und Wasser.

3.7.3  Drucksprungexperimente im Ubergangsbereich der thermischen Entfaltung

Bei der thermischen Entfaltung der Donor-Akzeptor Proteine liegt der Ubergangsbereich
zwischen 60 und 70 °C. Die Geschwindigkeitskonstanten der Faltung der Proteine kdnnen in
diesem Temperaturbereich nicht mit der stopped-flow-Apparatur bestimmt werden, da die
Reaktionen zu schnell sind. Die Faltungsraten bei hohen Temperaturen sind aber essentiell fiir
die Interpretation der T-Sprungexperimente (3.7.4). p-Sprungexperimente sind aufgrund der
guten Zeitauflosung und der problemlosen Thermostatisierbarkeit der MeBanlage optimal fiir
kinetische Messungen bei hoher Temperatur geeignet. Stellvertretend ist die Riickfaltung von
50—2 bei 66 °C in Abbildung 3.24 gezeigt.
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Abbildung 3.24: p-Sprungexperimente bei 66 °C. (a) Riickfaltung von 50—2 durch Reduktion des Drucks von
300 auf 10 bar. Es wurde die integrale Fluoreszenz iiber 455 nm nach Anregung bei 280 nm (Bandbreite 1,2 nm)
detektiert. Die Linie ist der Angleich einer monoexponentiellen Funktion an die Daten. Das Signal des nativen
Proteins betrigt 10 V. (b) (®) Trp-EDANS unter denselben Bedingungen wie in (a), die Akzeptor-Fluoreszenz ist
auf der linken Achse aufgetragen. (O) Differenz der MeBdaten fiir 50—2 und des Angleichs aus (a), die Abwei-
chung der Fluoreszenz ist auf der rechten Achse aufgetragen. Die Konzentration von 50—2 bzw. Trp-EDANS
betrug 20 bzw. 10 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0.

Bei der Riickfaltung von 50—2 findet ca. die Hélfte der gesamten Fluoreszenzinderung
in den ersten 100 ps statt. Danach steigt die Fluoreszenz weiter an, zeigt dabei aber keinen
klar monoexponentiellen Verlauf, sondern ist von einer schwingungsartigen Funktion iiber-
lagert. In Abbildung 3.24b ist die Abweichung der MefBdaten von einer monoexponentiellen
Funktion gezeigt (offene Symbole). Diese iiberlagernde Schwingung stimmt exakt mit dem
zeitlichen Verlauf einer Messung von Trp-EDANS unter Riickfaltungsbedingungen (gefiillte
Symbole in Abbildung 3.24b) {iberein. Die Fluoreszenz von Trp-EDANS zeigt einen sprung-
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haften Anstieg der Fluoreszenz um 4 % wihrend der Druckrelaxation und anschlieBend ein
schwaches Minimum und Maximum einer Schwingung. Sowohl der sprunghafte Anstieg als
auch die Schwingung miissen direkt durch Druckdnderungen hervorgerufen werden, da in
Trp-EDANS keine ,,Faltungsvorgéinge* auftreten konnen. Der schnelle Druckabbau versetzt
die Losung in der MeBzelle in Schwingungen, die sich im Fluoreszenzsignal zwischen 0,1
und 0,5 ms widerspiegeln. Die beobachtete Abweichung vom monoexponentiellen Verlauf
der Riickfaltungsreaktion von 50—2 ist also eindeutig ein Druckartefakt. Wie schon bei den
Experimenten in Gegenwart von GdmCl bei 25 °C (3.7.2) kann die Bildung des kollabierten
Zustands nicht zeitlich aufgelost werden.

An die Fluoreszenzverldufe der Riickfaltungsreaktionen ab 100 pus wurden monoexpo-
nentielle Funktionen angepaft. Entfaltungsreaktionen zeigen ausgeprigtere Schwingungsarte-
fakte und sind deshalb schwieriger auszuwerten. Generell sind die Entfaltungsraten um ca.
25 % kleiner als die Riickfaltungsraten (vgl. 3.7.2). Die Geschwindigkeitskonstanten der
Riickfaltung liegen fiir 50—2 im Bereich von 2.400 s™ (66 °C) bis 3.000 s™ (70 °C) und fiir
50—66 bei 3.000 5™ (66 °C) bis 3.500 s (70 °C).

3.7.4 Temperatursprung

Bei T-Sprungexperimenten wird ein sehr kleines Volumen der Proteinldsung (~ 0,1 pl) durch
einen Nah-Infrarot Laserpuls mit 1,54 um Wellenldnge innerhalb weniger Nanosekunden er-
warmt. Um das Fluoreszenzsignal im erwérmten Bereich der Losung zu detektieren, wird die
Probe kontinuierlich mit einem UV-Laser bestrahlt und emittierte Photonen durch einen
Photomultiplier verstirkt (Thompson et al., 1997).

Die Detektion der Faltungsreaktion erfolgt nach dem T-Sprung bei konstanter Tempera-
tur. Da die Fluoreszenz stark temperaturabhéngig ist (Schmid, 1997), kann aber wihrend des
T-Sprunges eine groBe Signalinderung auftreten. Um die Anderung der Fluoreszenz mit der
Temperatur und das Gesamtsignal der Fluoreszenz bei hohen Temperaturen zu bestimmen,
wurden Gleichgewichtsexperimente zur thermischen Entfaltung der Donor-Akzeptor Proteine
mit Fluoreszenzdetektion durchgefiihrt. Die Trp- und AEDANS-Fluoreszenz von 50—2 bei
thermischer Entfaltung ist in Abbildung 3.25 gezeigt. Zum Vergleich ist die Abnahme der
Fluoreszenz von NAWA (offene Punkte) um etwa 1 % pro °C bei steigender Temperatur ge-
zeigt. Erstaunlicherweise ist die AEDANS-Fluoreszenz von Trp-EDANS (offene Quadrate)
nahezu unabhingig von der Temperatur. Dies gilt sowohl fiir die Anregung durch Energie-
transfer von Tryptophan (Anregung 280 nm) als auch fiir die direkte Anregung von EDANS
bei 336 nm (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz zur Trp-Fluoreszenz wird der Energietransfer
von Tryptophan auf EDANS bei steigender Temperatur also nicht abgeschwicht. Zumindest
gilt dies fiir den extrem kleinen Abstand zwischen Tryptophan und EDANS in Trp-EDANS,
bei dem die Geschwindigkeitskonstante des Energietransfers sehr hoch ist. Die Anregungs-

energie des Tryptophans wird auf EDANS iibertragen, bevor Fluoreszenzloschung auftreten
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kann. Bei hoher Temperatur beschleunigt sich zwar die Fluoreszenzléschung, wie an der
Abnahme der Trp-Fluoreszenz zu erkennen ist, trotzdem bleibt Energietransfer der bestim-
mende Prozef3 in Trp-EDANS.
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Abbildung 3.25: Fluoreszenzsignal bei thermischer Entfaltung von 50—2. (®) Trp-Fluoreszenz bei 355 nm und
(m) AEDANS-Fluoreszenz bei 495 nm nach Anregung bei 280 nm. Die Fluoreszenz von (0) NAWA bei 355 nm
bzw. (O) Trp-EDANS bei 495 nm nach Anregung bei 280 nm ist zum Vergleich aufgetragen. Durchgezogene
Linien sind Angleiche an die Daten nach dem Zweizustandsmodell. Die gestrichelte Linie kennzeichnet den
Ubergangsmittelpunkt 7,, von 50—2 aus der CD-Messung. Alle Proteine und Fluorophore wurden bei einer
Konzentration von 1 uM in 100 mM Na-Cacodylat, pH 7,0 gemessen.

Bei der Entfaltung von 50—2 vergréBert sich der Abstand zwischen Donor und Akzeptor.
Die Zunahme der Trp-Fluoreszenz aufgrund der sinkenden Transfereffizienz wird aber von
der starken temperaturabhéngigen Abnahme der intrinsischen Fluoreszenz iiberlagert (gefiillte
Punkte in Abbildung 3.25). Im Bereich des Entfaltungsiibergangs dndern sich die Trp-Fluo-
reszenzwerte daher kaum. Die intrinsische Fluoreszenz von AEDANS und die Transfereffi-
zienz der Energietlibertragung von Tryptophan auf AEDANS sind dagegen nahezu unabhin-
gig von der Temperatur. Die Abnahme der AEDANS-Fluoreszenz von 50—2 (gefiillte Qua-
drate) spiegelt daher die Vergroferung des Abstands bei Entfaltung wider. Mit zunehmendem
Abstand zwischen Tryptophan und AEDANS verringert sich allerdings die Rate des Energie-
transfers. Daher wird im entfalteten Zustand bei hoher Temperatur neben Energietransfer
auch Loschung der Trp-Fluoreszenz bestimmend, da die Geschwindigkeitskonstanten beider
Prozesse dhnlich werden. Die Verringerung der Energieiibertragung auf AEDANS durch
Loschung fiihrt zu der stark abfallenden Basislinie des denaturierten Proteins bei Beobachtung
der Akzeptor-Fluoreszenz.

Die Mittelpunkte der thermischen Ubergiinge von 50—2 bei Fluoreszenzdetektion liegen
bei 61,8 °C (AEDANS-Fluoreszenz) bzw. 58,4 °C (Trp-Fluoreszenz). Die stark geneigten Ba-
sislinien erschweren die Auswertung und fiithren zu einer geringen VerlaBlichkeit der Ergeb-
nisse. Die Messung des CD-Signals ergibt zuverldssigere Stabilitdtsdaten. Fiir die Proteine
50—2 bzw. 50—66 liegt der Mittelpunkt des thermischen Ubergangs bei T, = 66,1 °C bzw.
67,8 °C. Die gestrichelte Linie in Abbildung 3.25 kennzeichnet den Ubergangsmittelpunkt
von 50—2 aus der CD-Messung.



100 Ergebnisse und Diskussion

Im Bereich von T, wurden kinetische Messungen nach Laser-induzierten T-Spriingen
durchgefiihrt. Die Erhohung der Temperatur beim T-Sprung bewirkt eine Verschiebung des
Gleichgewichts zum entfalteten Zustand, so dafl Entfaltungsreaktionen gemessen werden.
Beispielhafte Zeitverldufe der Trp- bzw. AEDANS-Fluoreszenz des Donor-Akzeptor Proteins
50—2 nach einem T-Sprung sind in Abbildung 3.26 als blaue Linien gezeigt.
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Abbildung 3.26: Laser-induzierter T-Sprung von 50—2. (a) Trp-Fluoreszenz und (b) AEDANS-Fluoreszenz
von 50—2 nach T-Sprung von 65 auf 70 °C. Die Anregungswellenldnge betrug 264 nm. Die Daten von 50—2
sind als blaue Linien dargestellt. Das (a) nur-Donor Protein Bc-Csp* ESOW/Q2C-CAM und (b) das nur-Akzep-
tor Protein Bc-Csp* Q2C-AEDANS sind als schwarze Linie gezeigt. Aus der Korrektur der Daten von 50—2 mit
dem entsprechenden einfachmarkierten Protein ergibt sich der rot dargestellte Verlauf. Monoexponentielle An-
gleiche sind als schwarze Linie gezeigt.

Neben der Faltungsreaktion beeinflussen zwei weitere Effekte den Zeitverlauf der Fluo-
reszenz: 1) Der T-Sprung kann die intrinsische Fluoreszenz verdndern. ii) Die Bestrahlung der
Probe mit einem energiereichen UV-Laser zur Detektion des Signals fiihrt teilweise zur pho-
tochemischen Schiadigung der Fluorophore (sogenanntes Bleichen). Die MeB3daten sollten vor
der Auswertung moglichst um beide Effekte korrigiert werden. Fiir beide Fluorophore erfolgt
diese Korrektur durch Temperaturspriinge mit dem entsprechenden einfachmarkierten Protein.

In Abbildung 3.26a ist die Anderung der Fluoreszenz des nur-Donor Proteins Bc-Csp*
E5S0W/Q2C-CAM nach dem T-Sprung dargestellt (schwarzer Zeitverlauf). Das Bleichen von
Tryptophan spielt hier eine untergeordnete Rolle, wie an der gleichbleibenden Fluoreszenz
vor dem T-Sprung zu sehen ist. Mit dem T-Sprung kommt es jedoch zu einer starken Verrin-
gerung der Trp-Fluoreszenz (ca. 10 %). Bei der AEDANS-Fluoreszenz ist die Gewichtung der
Effekte umgekehrt. Die schwarze Linie in Abbildung 3.26b ist eine T-Sprungkinetik mit dem
nur-Akzeptor Protein Be-Csp* Q2C-AEDANS. Durch die Einstrahlung des Lasers kommt es
schon vor dem T-Sprung zu einer Abnahme der AEDANS-Fluoreszenz um 1,6 % in 0,2 ms.
Dieser starke Bleicheffekt wird durch die Anregungswellenldnge 264 nm verursacht. Hier
besitzt AEDANS eine starke Absorptionsbande (Abbildung 3.8) mit einem Absorptionskoef-
fizienten um 15.000 M'em™. Tryptophan hat im Vergleich dazu bei 264 nm nur einen Ab-
sorptionskoeffizienten von 4.200 M'cm™. Je mehr Energie ein Chromophor aufnimmt, um so

schneller tritt photochemische Schadigung auf und die Fluoreszenz nimmt ab. Wie schon in
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den Gleichgewichtsexperimenten ist die AEDANS-Fluoreszenz nicht temperaturabhidngig und
andert sich deshalb nicht aufgrund des T-Sprungs. Trp-EDANS ist als Referenzverbindung
fiir T-Sprungexperimente ungeeignet, da es stirker gebleicht wird als das Donor-Akzeptor
Protein.

Die quantitative Auswertung der Akzeptor-Fluoreszenz ist wegen der starken Bleich-
effekte nicht moglich. Als Reaktion auf den T-Sprung nimmt die AEDANS-Fluoreszenz von
50—2 sprunghaft ab (blau), wihrend die Fluoreszenz des nur-Akzeptor Proteins konstant
bleibt (schwarz). Der Unterschied zwischen den beiden Proteinen ist die Moglichkeit zum
FRET in 50—2. Die Abnahme der AEDANS-Fluoreszenz gleichzeitig mit der Temperatur-
erhohung deutet auf eine duflerst schnelle, leichte Expansion des Proteins hin. Auch die Trp-
Fluoreszenzwerte der 50—2 Variante und des entsprechenden nur-Donor Proteins unter-
scheiden sich direkt nach dem T-Sprung. Bei 50—2 (blau) findet im Vergleich zu Bc-Csp*
ES0W/Q2C-CAM (schwarz) nur ca. 75 % der Fluoreszenzabnahme in der Totzeit des T-
Sprungs ab, d.h. es findet eine gleichzeitige, kompensierende Erhohung der Fluoreszenz statt.
Damit sind die Anderungen fiir Donor und Akzeptor reziprok, und der Hinweis auf eine
geringe, sehr schnelle Abnahme der Transfereffizienz bestétigt sich. Moglicherweise erhoht
sich durch die Temperaturerhohung die Dynamik des Proteins und der Abstand zwischen
Tryptophan und AEDANS vergroBBert sich. Diese Expansion wurde bei stopped-flow-Ent-
faltungsreaktionen nie beobachtet und scheint nur bei hohen Temperaturen stattzufinden. Tat-
sdchlich werden bei T-Sprungexperimenten bei 25 °C in Gegenwart von 1 M GdmCl keine
sprunghaften Fluoreszenzinderungen beobachtet. Diese schnelle Fluoreszenzénderung ist
innerhalb der Totzeit bereits 0,1 pus nach dem T-Sprung abgeschlossen.

In der Folge des T-Sprungs kommt es zu einer Anderung der Trp-Fluoreszenz im Milli-
sekunden-Bereich. Im Donor-Akzeptor Protein 50—2 dominiert der Energietransfer (Fluores-
zenzzunahme) iiber die Anderung der intrinsischen Fluoreszenz (Abnahme). Monoexponen-
tielle Angleiche fiir die MeB3daten von 50—2 (blau), das nur-Donor Protein (schwarz) und fiir
50—2 nach Korrektur (durch Abzug des Verlaufs des nur-Donor Proteins, rot) sind in Abbil-
dung 3.26a dargestellt. Die hohe Temperatur ist nur fiir ca. 1 ms stabil. Danach treten tempe-
raturbedingte Fluoreszenzénderungen auf, die durch eine lineare Komponente im Angleich
beriicksichtigt wurden. Fiir alle Zeitverldufe wurden @hnliche Geschwindigkeitskonstanten
erhalten: 4.600 s fiir 50—2 (Rohdaten), 5.500 s fiir 50—2 (korrigiert) und 5.400 s fiir das
nur-Donor Protein. Die FRET-Sonde in 50—2 detektiert denselben Vorgang wie Bc-Csp*
E50W/Q2C-CAM, in dem nur intrinsische Fluoreszenzanderungen auftreten konnen. Bei dem
beobachteten Vorgang handelt es sich also um den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Faltung.

Die Raten aus dem monoexponentiellen Angleich werden auch durch die Druckspriinge
bei hohen Temperaturen bestétigt (3.7.3). Bei 70 °C betrdgt die Rate aus p-Sprungexperimen-
ten 3.000 s, das T-Sprungexperiment ergibt eine Rate von 5.500 s". Die Abweichung um

weniger als Faktor zwei ist in Anbetracht der sehr schnellen Reaktion bedeutungslos. Auch
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fiir die Variante 50—66 wurden monoexponentielle Zeitverldufe und iibereinstimmende
Raten aus T- und p-Sprungexperimenten erhalten.

Der schnelle Kollaps aus Riickfaltungsreaktionen &uf3ert sich in Entfaltungsexperimenten
also nicht in einer sehr schnellen, zeitaufgelosten Reaktion mit einer Zeitkonstante von
> 0,1 ps. Eine sprungartige Anderung der Fluoreszenz gleichzeitig mit dem T-Sprung konnte
auf eine geringe Expansion des Proteins bei Entfaltung hindeuten. Diese Interpretation bleibt
jedoch spekulativ. Falls die Umwandlung des entfalteten in den kollabierten Zustand nicht mit
einer Enthalpiednderung verkniipft ist, fithren Temperaturdanderungen nicht zu einer Verschie-
bung des Gleichgewichts und der Kollaps (bzw. die Expansion vom kollabierten zum entfal-

teten Zustand) ist dann in T-Sprungexperimenten nicht nachweisbar.

3.7.5 Fazit der Drucksprung- und Temperatursprungmessungen

p-Sprung- und T-Sprungexperimente sind optimal geeignet, die schnelle Zweizustandsfaltung
von Bc-Csp zu messen. Sowohl im Ubergangsbereich der GdmCl-induzierten Entfaltung bei
25 °C als auch im Bereich von T}, des thermischen Ubergangs konnten Faltungsraten durch p-
Sprungmessungen bestimmt werden. Wegen der auf etwa 1 ms beschrinkten Mefzeit in T-
Sprungexperimenten sind diese nur fiir Entfaltungen bei hohen Temperaturen geeignet. Die
Faltungsexperimente mit beiden Methoden ergeben unter vergleichbaren Bedingungen iden-
tische Geschwindigkeitskonstanten.

Mit keiner der beiden Methoden konnte der Zeitverlauf der Bildung des kollabierten
Zustands gezeigt werden. Bei allen Druckspriingen erfolgte eine sprunghafte Anderung der
Fluoreszenz in der Totzeit der Druckanpassung (100 us). Es bleibt unklar, ob dieser Anstieg
der AEDANS-Fluoreszenz durch den Kollaps der Peptidkette oder durch Druckeffekte
verursacht wird. In der Totzeit der T-Sprungmessungen (0,1 ps) trat moglicherweise eine
schwache Expansion des Proteins bei Entfaltung auf.

Um eine Reaktion durch Druckidnderung auslosen zu konnen, muf} sich bei der Reaktion
das Volumen des Systems dndern. Entsprechend setzt eine Verschiebung des Gleichgewichts
durch Temperaturanderung unterschiedliche Enthalpien der Zustdnde voraus. Da der kolla-
bierte Zustand vermutlich noch groBe Ahnlichkeit mit dem entfalteten Zustand hat, kann so-
wohl die Volumen- als auch die Enthalpieinderung gering sein. Der Kollaps wire dann nicht
mit Druck- oder Temperaturspriingen nachzuweisen. Alternativ besteht immer noch die Mog-
lichkeit, daf3 die schnelle Bildung des kollabierten Zustands in der Totzeit der p-Sprung- und

sogar der T-Sprungexperimente stattfindet.
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3.8 EinfluBl von Losungsmittelzusitzen auf den kollabierten Zustand
3.8.1 Effekte von Losungsmittelzusditzen auf die Stabilitiit von Proteinen

Die Stabilitit von Proteinen kann durch Losungsmittelzusdtze stark moduliert werden. Be-
kannte Beispiele hierfiir sind die starken Destabilisierungen durch die chaotropen Denaturie-
rungsmittel GAmCI und Harnstoff, aber auch die stabilisierende Wirkung von Glycerin z.B.
bei der Lagerung von Enzymen. Losungsmittelzusidtze verschieben das Gleichgewicht
zwischen dem nativen und dem denaturierten Zustand, da sie unterschiedlich mit den beiden
Zustinden interagieren. Auf molekularer Ebene sind zwei Effekte fiir den EinfluB der
Losungsmittelzusitze verantwortlich: priaferentielle Interaktion (Bindung) und préiferentieller
AusschluB3 (Timasheff & Arakawa, 1997; Timasheft, 2002).

Durch Bindung niedermolekularer Substanzen an das Protein kann die Stabilitét direkt
beeinflut werden. Unterschiedliche Losungsmittelzuséitze haben dabei verschiedene bevor-
zugte Bindungsstellen. So binden GdmCI oder Harnstoff an die Peptidbindungen eines
Proteins (Prakash et al., 1981); 2-Methyl-2,4-pentandiol bindet an unpolare Aminosduren,
Glycerin interagiert iiberwiegend mit polaren Bereichen. Die Anzahl der mdglichen Bin-
dungsstellen unterscheidet sich im nativen und entfalteten Protein. Da im denaturierten
Protein meist mehr Bindungsstellen zuginglich sind, wird durch die Bindung derartiger
Molekiile oder Tonen das Gleichgewicht zum entfalteten Zustand hin verschoben. Die direkte
Bindung eines Losungsmittelzusatzes wirkt daher fast immer destabilisierend.

Die zweite Moglichkeit der Wechselwirkung ist der sogenannte préiferentielle Ausschlufl
des Losungsmittelzusatzes von der Proteinoberfldche. Das Phdnomen des préiferentiellen Aus-
schlusses dauflert sich in negativen experimentellen Bindungsparametern, d.h. es sind iiberwie-
gend Wassermolekiile an das Protein gebunden und der Losungsmittelzusatz ist von der Pro-
teinoberfldche ausgeschlossen. Deshalb ist die Bezeichnung préferentielle Hydratation gleich-
bedeutend mit dem préferentiellen Ausschlul des Losungsmittelzusatzes.

Beim priferentiellen Ausschlull des Losungsmittelzusatzes bildet sich um das Protein-
molekiil eine Schicht, die bevorzugt aus Wassermolekiilen und nicht aus dem Losungsmittel-
zusatz besteht. An der Proteinoberfliche findet also eine Entmischung des Losungsmittels
statt. Die Entropie des Losungsmittels ist damit verringert und bedingt eine energetisch un-
glinstige Situation, die aber durch den Zusatz des Losungsmittelzusatzes verursacht wurde.
Native, globuldre Proteine haben in Bezug auf ihr Volumen eine kleinstmogliche Oberflache
und daher ist der Entropieverlust durch die priferentielle Hydratation ebenfalls minimal. Bei
Entfaltung nimmt die solvensexponierte Oberfldche des Proteins zu. Diese VergroBerung der
Oberflache ist aufgrund der Entropieabnahme ungiinstig und deshalb wird der entfaltete Zu-
stand noch starker destabilisiert als der native. Das Resultat der priaferentiellen Hydratation ist
die Stabilisierung des nativen Zustands in Gegenwart des Losungsmittelzusatzes (Timasheff
& Arakawa, 1997).
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Der priferentielle AusschluB3 wird durch die Eigenschaften des Losungsmittelzusatzes
oder dessen Wechselwirkung mit dem Protein verursacht. Ist der Losungsmittelzusatz groBer
als Wasser, so kann sich der Losungsmittelzusatz nicht so weit an das Protein annéhern wie
Wasser. Deshalb ist das Protein vorwiegend von Wasser umgeben. Dieser sterische Aus-
schluB tritt z.B. bei Polyethylenglykol auf.

Auch Substanzen, die die Oberflichenspannung der Losung erhdhen, fiihren zu préferen-
tieller Hydratation. Die Ursache einer hohen Oberfldchenspannung ist die geringere Konzen-
tration des Losungsmittelzusatzes an der Grenzschicht der Losung. Sowohl an der makrosko-
pischen Oberfliache als auch an der mikroskopischen Grenzflaiche zum Protein befinden sich
also tiberwiegend Wassermolekiile. Die stabilisierende Wirkung auf das Protein kann als
Volumenminimierung durch die hohe Oberflichenspannung veranschaulicht werden. Die
Stabilisierung durch Zucker, Aminosduren oder Salze wie Na,SO4 wird durch die Erh6hung
der Oberflichenspannung verursacht.

Selbst wenn eine Bindung des Losungsmittelzusatzes an bestimmte Bereiche des Proteins
moglich ist, kann préiferentielle Hydratation auftreten. So bindet 2-Methyl-2,4-pentandiol an
unpolare Aminosduren und verringert zusdtzlich die Oberflichenspannung. Trotzdem wird es
von der Oberflache des Proteins ausgeschlossen, da es durch geladene Seitenketten stark ab-

gestoBen wird.

3.8.2  Riickfaltung von Bc-Csp* in Gegenwart von Losungsmittelzusditzen

Der Einfluf3 eines Losungsmittelzusatzes auf die Stabilitdt eines Proteins hingt stark davon
ab, in welcher Konformation das Protein vorliegt, und welche Wechselwirkungen zwischen
dem Protein und dem Losungsmittelzusatz auftreten. Losungsmittelzusdtze konnen deshalb
dazu genutzt werden, verschiedene Zustinde eines Proteins hinsichtlich ihrer rdumlichen
Ausdehnung zu charakterisieren oder z.B. stabilisierende Wechselwirkungen in Faltungsinter-
mediaten nachzuweisen (Kamiyama et al., 1999). Auch die Eigenschaften des kollabierten
Zustands von Bc-Csp* konnen durch den Einsatz von Losungsmittelzusdtzen genauer
beschrieben werden. Es wurden Faltungsexperimente in Gegenwart von (NH4),SOs und
Ethylenglykol (EG) durchgefiihrt, und die gemessenen Start- und Endwerte mit den Werten in
Abwesenheit des Losungsmittelzusatzes verglichen (Abbildung 3.27).

In wiBrigen Losungen von (NH4),SOy ist die Oberflichenspannung stark erhoht. Die Sul-
fationen bilden stirkere Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen aus als die Wassermolekiile
untereinander, und deshalb sind Sulfationen immer von einer hochgeordneten Hydrathiille
umgeben. Die Zahl der Wassermolekiile in einer solchen Hiille wurde experimentell (Wang et
al., 2001) und in Computersimulationen (Plumridge et al., 2000) auf ca. 12 bis 16 bestimmit.
(NH4),SOy4 induziert also eine ,,Strukturbildung® im Wasser, die die Entropie der Losung
reduziert. Das freie Wasser auflerhalb der Hydrathiille kompensiert diesen Entropieverlust

(zumindest teilweise) durch die Verkleinerung aller Ober- und Grenzflichen. Der priferen-
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tielle Ausschlul der Sulfationen von der Proteinoberfliche wird durch die Hydrathiille verur-
sacht, und fiihrt letztlich zu einer Begiinstigung kompakter Zusténde des Proteins. Die Metho-
de der (NH4),SO4-Fillung beruht auf dieser stark stabilisierenden Wirkung von (NH4),SOs.
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Abbildung 3.27: Amplituden der Faltungsreaktion von (a), (b) 50—2 in Gegenwart von 0,4 M (NH,),SO, (rote
Symbole) bzw. ohne (NH,4),SO,4 (schwarze Symbole, aus Abbildung 3.19 entnommen) und von (c), (d) 50—66
in Gegenwart von 70 g/100 ml EG (blaue Symbole) bzw. ohne EG (schwarze Symbole, aus Abbildung 3.19
entnommen). Es wurde die integrale Akzeptor-Fluoreszenz iiber 460 nm nach Anregung bei 280 nm gemessen.
(m, O) Start- und (®, O) Endwerte der Riickfaltungs- (gefiillte Symbole) und Entfaltungskinetiken (offene
Symbole). In (a) und (c) sind die Amplituden gegen die tatsichliche GdmCl-Konzentration aufgetragen, (b) bzw.
(d) zeigt die Auftragung der Werte aus (a) bzw. (c¢) gegen [GdmCl] — [GdmCl]y;, d.h. die Amplituden mit und
ohne Losungsmittelzusatz sind auf denselben Stabilititsunterschied zu [GdmCl]y normiert. Die gestrichelte
Linie zeigt den Ubergangsmittelpunkt an. Die Daten in Gegenwart und Abwesenheit des Losungsmittelzusatzes
sind auf dieselbe Maximalamplitude und den Wert 1 fiir denaturiertes Protein normiert.

Durch (NH4),SO4 wird das Gleichgewicht zwischen nativem und entfaltetem 50—2
zugunsten der nativen Form verschoben. Dies duflert sich in einer Verschiebung des Mittel-
punkts des Entfaltungsiibergangs um ca. 1 M zu héheren GdmCl-Konzentrationen in Gegen-
wart von 0,4 M (NH4);SO4 (Endpunkte in Abbildung 3.27a). Ahnliche Stabilisierungen
wurden auch fiir die Proteine 50—24 und 38— 66 erhalten. Bei allen Proteinen sind in Gegen-
wart von (NH4),SO4 die Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung geringfiigig verringert,
die Riickfaltungsraten aber deutlich erhoht (Daten nicht gezeigt, extrapolierte Rate k), um

3000 s™). Die Destabilisierung des entfalteten Zustands durch (NH4),SO, erleichtert also die
Riickfaltung.
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Wie in den vorausgegangenen kinetischen Experimenten folgen die Endwerte der Einzel-
kinetiken dem Entfaltungsiibergang des nativen Proteins, und die Startwerte der Riickfaltung
konnen als Entfaltungsiibergang des kollabierten Zustands angesehen werden. Bei allen dar-
gestellten Messungen wurde die Akzeptor-Fluoreszenz als MeB3sonde verwendet. Daher ist
das Protein im kollabierten Zustand um so kompakter, je hoher der Startwert der Riickfaltung
ist. Durch Zusatz von (NH4),SO4 zu Riickfaltungsreaktionen von 50—2 wird ein kompakterer
Ausgangszustand erhalten (erhohte Startwerte in Abbildung 3.27a). Es muf} allerdings beriick-
sichtigt werden, dal} die Stabilitit des nativen Proteins erhoht ist, und daher die Auftragungen
der Amplituden mit und ohne (NH4),SO, gegeneinander verschoben sind. Definiert man
jeweils den Mittelpunkt des Ubergangs als neuen Nullpunkt, kénnen beide MeBserien direkt
verglichen werden (Abbildung 3.27b). In Gegenwart von (NH4),SO,4 ergeben die Start- und
Endwerte dasselbe Muster wie in Abwesenheit des Losungsmittelzusatzes, oder anders ausge-
driickt: der kollabierte Zustand wird genauso stark durch (NHy4),SOy stabilisiert wie der native
Zustand. (NH4),SO4 wird von der Proteinoberflache préferentiell ausgeschlossen, und daher
der gefaltete Zustand gegeniiber dem entfalteten Zustand stabilisiert, da er eine kompakte
Struktur aufweist. Da der kollabierte Zustand dhnlich stabilisiert wird wie das native Protein,
sollte die kollabierte Konformation des Proteins fiir hydratisierte Sulfationen dhnlich schlecht
zuginglich sein wie der gefaltete Zustand. Hydratisierte Sulfationen sind im Vergleich zu
Wasser sehr gro3 (molekulare Masse einschlieBlich der Hydrathiille > 300 g/mol) und kénnen
daher eine kompakte Konformation der Peptidkette kaum durchdringen.

Auch bei den Varianten 50—24 und 38—66 werden der native und der kollabierte Zu-
stand durch Zusatz von (NH4),SO4 jeweils im gleichen Ausmal} stabilisiert (Daten nicht
gezeigt). Beim Kollaps von 38—66 wird der Abstand zwischen den Fluorophoren auch in
Gegenwart von (NH,4)>,SO4 nur wenig verkiirzt, bei 50—24 dagegen stark. Dies bedeutet, daf3
(NH4),SO4 die Struktur des kollabierten Zustands kaum beeinflu8t, da die Charakteristik der
einzelnen Abstandssonden erhalten bleibt. Die stabilisierende Wirkung von (NH4),SO4 beruht
auf der Destabilisierung des entfalteten Zustands, nicht auf einer Verdnderung des nativen
oder kollabierten Zustands.

Unterhalb von 1,2 M GdmCI kann fiir 50—2 in Gegenwart von 0,4 M (NH4),SO;4 keine
Fluoreszenzidnderung im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt detektiert werden (Abbil-
dung 3.27a, b). Unter diesen Bedingungen (2 GdmClI-Einheiten unterhalb des Mittelpunkts)
erfolgt die gesamte Abstandsidnderung zwischen Donor und Akzeptor in der Totzeit der
Messung. Der Abstand zwischen den Positionen 50 und 2 dndert sich im geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt der Faltung nicht mehr.

EG unterscheidet sich in seiner Wirkung auf Proteine grundsétzlich von (NH4),SOs.
Durch den Zusatz von EG wird die Oberfldchenspannung einer Losung verringert (Breslow &
Guo, 1990). EG reichert sich also an der Grenzfliche an, und deshalb muf3, im Gegensatz zu

(NH4)2S04, auch die Bindung von EG an das Protein in Betracht gezogen werden.
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Sowohl die Verringerung der Oberflachenspannung als auch die Bindung des Losungs-
mittelzusatzes an das Protein fiihren dazu, dall ausgedehnte Strukturen energetisch begiinstigt
sind. Demnach sollte das kompakte, native Protein destabilisiert werden. Tatsichlich wirkt
EG bei pH 2,0 destabilisierend auf Chymotrypsinogen (Gekko & Morikawa, 1981b). Bei
neutralem pH-Wert wird EG dagegen von der Proteinoberfliche ausgeschlossen, d.h. es liegt
préferentielle Hydratation vor (Gekko & Morikawa, 1981a). Dies scheint auf den ersten Blick
im Widerspruch zur verringerten Oberflichenspannung zu stehen. Eine Erkldrung liefern die
Energien, die nétig sind, um Aminosduren bzw. das Peptidriickgrat aus Wasser in wélriges
EG zu tiberfiihren: Alle Aminosdure-Seitenketten zeigen negative Transferenergien und be-
vorzugen daher walriges EG (Nozaki & Tanford, 1965; Kamiyama ef al., 1999). Dagegen ist
der Transfer des Peptidriickgrats energetisch extrem ungiinstig (Nozaki & Tanford, 1965; Liu
& Bolen, 1995). Die GroB3e der beiden Effekte und die Tatsache, dal3 die Peptidbindung die
haufigste Gruppe eines Proteins ist, fithren zur insgesamt ungiinstigen Energie beim Transfer
eines Proteins aus Wasser in wifiriges EG. Daraus ergibt sich der priferentielle Ausschlufl
von EG und damit die Stabilisierung kompakter Zusténde.

Die bekannte stabilisierende Wirkung von EG auf Bs-CspB (Jacob et al., 1997) wird auch
beim Donor-Akzeptor Protein 50—66 beobachtet (Abbildung 3.27¢). Im entfalteten Zustand
des Proteins ist der liberwiegende Teil des Peptidriickgrats zum Ldsungsmittel exponiert.
Durch die ungiinstige Wechselwirkung zwischen den Peptidbindungen und EG kommt es zur
Destabilisierung des entfalteten Zustands durch préferentiellen Ausschlufl von EG. Im nativen
Zustand befindet sich das Peptidriickgrat dagegen groftenteils im Inneren der Struktur und die
Seitenketten werden zum Ldsungsmittel exponiert. Je nach Beschaffenheit der Proteinober-
fliche kann es also zu schwacher préiferentieller Hydratation oder zur Bindung von EG kom-
men. Bindende Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten und dem Losungsmittelzusatz
treten im nativen und im entfalteten Zustand auf. Wegen der groBeren Zahl von exponierten
Bindungsstellen im denaturierten Zustand hat die Bindung von EG einen destabilisierenden
Effekt auf das native Protein. Experimentell wird aber eine starke Stabilisierung durch EG
beobachtet, so dall der ungiinstige priaferentielle Ausschlufl vom exponierten Peptidriickgrat
im denaturierten Protein der mafigebliche Effekt sein muf. Das native Protein ist kompakt
und in der Grenzfliche zum Ldsungsmittel findet nur teilweise ein energetisch ungiinstiger
AusschluB3 des Losungsmittelzusatzes statt. Dagegen nimmt der denaturierte Zustand ein
grofleres Volumen ein und aullerdem ist hier der praferentielle Ausschluf3 viel ausgeprégter.
Die Lage des Peptidriickgrats im Inneren des nativen Proteins verursacht also die Stabili-
sierung von Bc-Csp durch EG.

Aus den Experimenten mit (NH4),SO; ist bekannt, dal der kollabierte Zustand dhnlich
kompakt ist wie der native Zustand. Trotzdem wird fiir den kollabierten Zustand in Gegen-
wart von EG keine Stabilisierung, sondern eine Destabilisierung beobachtet (Startwerte in
Abbildung 3.27d). Im Vergleich zum nativen Zustand muf3 der préferentielle Ausschlufl von
EG im kollabierten Zustand verdndert sein. D.h. der kollabierte Zustand ist zwar kompakt, hat

aber eine andere Oberflachenzugédnglichkeit als der native Zustand. Diese mufl noch Eigen-
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schaften des denaturierten Zustands besitzen, da der kollabierte Zustand nur geringfiigig
stabiler ist als der entfaltete Zustand. Wihrend im nativen Zustand das Peptidriickgrat im
Innern verborgen ist, ist es im kollabierten Zustand vermutlich noch teilweise zuginglich. Im
Vergleich zum nativen Zustand fiihrt diese Exposition beim kollabierten Zustand zu einem
starken préferentiellen Ausschlul und einer entsprechenden Destabilisierung. Dieses Ver-
halten gegeniiber EG deutet darauf hin, dal die Wechselwirkungen im kollabierten Zustand
noch schwach sind, und daf das Peptidriickgrat zumindest fiir sehr kleine Molekiile wie EG
noch teilweise zugénglich ist.

Die Stabilitidt des kollabierten gegeniiber dem denaturierten Zustand wird durch den
Zusatz von EG stark verringert. Der kollabierte Zustand ist deshalb nur noch bei geringen
GdmCl-Konzentrationen nachweisbar. In Abwesenheit von EG wird der Kollaps von 50—66
bereits bei GdmCl-Konzentrationen von 0,5 M unterhalb des Mittelpunkts des Entfaltungs-
iibergangs beobachtet, in Gegenwart von 70 g/100 ml EG dagegen erst bei 2 M GdmCIl unter-
halb des Mittelpunkts (vgl. Abbildung 3.27d).

Sowohl (NH4),SO4 als auch EG stabilisieren das native Protein im Vergleich zum entfal-
teten Zustand. Die molekulare Grundlage dieser Stabilisierung ist bei den beiden Losungs-
mittelzusdtzen unterschiedlich: (NH4),SO4 wird aufgrund seiner Hydrathiille von der Protein-
oberfliche ausgeschlossen und fiihrt so generell zu einer priferentiellen Hydratation. Diese
Entmischung des Losungsmittels an der Grenzfldche zum Protein ist energetisch ungiinstig,
und dadurch wird der ausgedehnte entfaltete Zustand stirker destabilisiert als kompakte
Zustinde. Durch die ausgedehnte Hydrathiille kann sich (NH4),SO4 wahrscheinlich nicht in
demselben Volumenbereich aufhalten wie eine Peptidkette. Deshalb stellt die Einhiillende der
Peptidkette im Raum die Grenzflache zu einer (NH4),SO4-Losung dar, und diese Oberflidche
ist entscheidend fiir die Stabilitdt der einzelnen Faltungszustinde des Proteins in Gegenwart
von (NH4),SOy.

EG dagegen reichert sich an Grenzfldchen an und bildet als ,,Strukturbrecher* keine defi-
nierte Hydrathiille aus, sondern fiihrt zu einer unregelméBigeren Anordnung der Wassermole-
kiile in der Losung. Da EG (molekulare Masse 62 g/mol) sehr viel kleiner ist als ein hydrati-
siertes Sulfation, kann es auch kompakte Konformationen der Peptidkette durchdringen, die
fiir Sulfationen unzugénglich sind. In Gegenwart von EG findet nur dann ein préiferentieller
AusschluB3 statt, wenn das Peptidriickgrat zum Losungsmittel exponiert ist. Da im nativen Zu-
stand das Peptidriickgrat nicht exponiert ist, wird das gefaltete Protein stabilisiert.

Der kollabierte Zustand von Bc-Csp* ist wahrscheinlich fiir (NH4),SO4 und EG unter-
schiedlich gut zugénglich. Durch diesen Sachverhalt konnen verschiedene Aspekte der
Struktur des kollabierten Zustands untersucht werden. Der native und der kollabierte Zustand
werden durch (NH4),SO4 vergleichbar stabilisiert und deshalb scheint die fiir Sulfationen
zugingliche Oberflidche dieser beiden Zustinde dhnlich gro3 zu sein. Dieser Befund bestétigt
die Verkiirzung von Abstinden zwischen definierten Positionen auf der Peptidkette wéihrend
des Kollapses. Nach Zusatz von EG ist nicht die Ausdehnung der Peptidkette bestimmend,

sondern die Zuganglichkeit des Riickgrats zum Losungsmittel. Der kollabierte Zustand ist in
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Gegenwart von EG nur geringfiigig stabiler als der entfaltete Zustand, und deshalb miissen
grof3e Teile des Riickgrates auch im kollabierten Zustand noch fiir das Losungsmittel zugiang-
lich sein. Wéhrend des Kollapses wird also das Wasser noch nicht vollstindig aus dem
Proteininneren verdrangt.

Die Faltungsexperimente in Gegenwart der Losungsmittelzusidtze (NH4),SO4 und EG
deuten darauf hin, dafl der kollabierte Zustand &hnlich kompakt ist wie der native Zustand,
gleichzeitig aber noch keine nativdhnliche Struktur besitzt. Damit entspricht die schnelle

Verkiirzung von Abstinden einem weitgehend unspezifischen Kollaps.
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4 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION

4.1 Abstandsinderungen in den Donor-Akzeptor Proteinen

Durch FRET konnen Abstinde und Abstandsdnderungen auf molekularer Ebene bestimmt
werden. Fiir die Experimente mit Bc-Csp* wurde Tryptophan als Donor und AEDANS als
Akzeptor der Anregungsenergie verwendet. Der Forsterabstand dieses Fluorophorenpaars
liegt mit 21 bis 23 A in demselben Bereich wie der Durchmesser von Bc-Csp* (25 A) und
garantiert daher eine hohe Empfindlichkeit der Experimente. Durch ortsgerichtete Muta-
genese wurden Tryptophan bzw. Cystein (anschlieBende chemische Modifikation mit 1,5-
IAEDANS) an 16sungsmittelexponierten Positionen in das Protein eingefiihrt, um eine freie
Beweglichkeit beider Fluorophore zu ermdglichen. Die geringen Werte der Gleichgewichts-
Fluoreszenzanisotropie von 0,04 bis 0,07 fiir Tryptophan und < 0,02 fiir AEDANS bestitigen
eine ausgepragte Flexibilitit.

Tryptophan und AEDANS sind kleine Fluorophore, welche die Proteinstruktur moglichst
wenig beeinflussen. An den gewéhlten oberflichenexponierten Positionen fiihrten die Muta-
tionen zu Tryptophan nur zu einer geringfiigigen Destabilisierung von Bc-Csp*; die Modifi-
kation mit AEDANS hatte aufgrund des langen linker kaum EinfluB auf die Stabilitdt des
Proteins. Die Kombinationen einzelner Tryptophanreste an den Positionen 21, 22, 38 oder 50
mit einem Akzeptor an Position 2, 11, 24 oder 66 fiihrten zu Donor-Akzeptor Proteinen mit
Ubergangsmittelpunkten um 2 M GdmCl (0,3 M GdmCl instabiler als das Pseudo-Wildtyp-
protein Bc-Csp*). Die Riickfaltungsreaktion von Bc-Csp* wird durch die Einfilhrung des
Donors und Akzeptors praktisch nicht veridndert. Dies ist von dulerster Wichtigkeit flir die
Durchfiihrung kinetischer FRET-Experimente, da auch die Donor-Akzeptor Proteine die
Eigenschaften von Bc-Csp* widerspiegeln. Die Entfaltungsreaktion ist beschleunigt und fiihrt
zu der verringerten Stabilitidt der Donor-Akzeptor Proteine.

Die Aussagekraft von FRET-Experimenten ist dann am hdchsten, wenn die Fluoreszenz
der einzelnen Fluorophore nicht vom Faltungszustand des Proteins abhéngt. Fiir den Akzeptor
AEDANS ist dies an allen vier verwendeten Positionen der Fall. Die Trp-Fluoreszenz verhélt
sich an den gewaihlten Positionen unterschiedlich: Bei Trp50 dndert sich die Fluoreszenz nur
um 10 %, obwohl es sich in der nativen Struktur in der Mitte eines Faltblattstranges lokalisiert
ist. Dagegen dndert sich die Trp-Fluoreszenz an den Positionen 38, 21 bzw. 22 in den expo-
nierten Schleifenbereichen von Bc-Csp* bei Entfaltung um 25, 30 bzw. 45 %. Tryptophan ist
nicht durch einen langen /linker, sondern nur durch eine einzelne Methylengruppe mit dem
Peptidriickgrat verbunden. Dadurch wird Tryptophan sehr leicht von seiner Umgebung beein-
fluft und ist deshalb die am haufigsten verwendete Sonde in der Proteinfaltung.

Die Abstinde zwischen den beiden Fluorophoren im Donor-Akzeptor Protein konnten
durch den Vergleich der Fluoreszenzspektren des doppelmarkierten und des nur-Donor bzw.
nur-Akzeptor Proteins bestimmt werden. Bei der Berechnung der Transfereffizienz mit Hilfe

der Donor- bzw. Akzeptor-Fluoreszenz wurden identische Ergebnisse erhalten. Auch die
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Anregungswellenldnge der Fluoreszenzmessung hatte keinen Einflu auf den ermittelten
Abstand. Die Entfaltung eines Donor-Akzeptor Proteins filhrt zu einer Anderung des
Abstands in Form eines Zweizustandsiibergangs.

Werden die aus FRET-Experimenten bestimmten Abstéinde des nativen Proteins (Ry) mit
den Absténden der Cg-Atome von Tryptophan und Cystein aus der Kristallstruktur verglichen
(Rxkiristanl), so findet sich fiir Riiseann > 20 A generell eine gute Ubereinstimmung (Tabelle 3.4).
GroBere Abweichungen wurden bei Varianten mit kleinen R istan-Werten gefunden. So zeigt
die Variante 50—2 Werte von Riisan = 7,9 A und Ry = 17,1 A. Die Differenz dieser beiden
Werte wird durch den linker von AEDANS und die GréBe der beiden Fluorophore bedingt.
Der in Fluoreszenzmessungen des denaturierten Proteins bei 4 M GdmCl bestimmte Abstand
(Ru) stimmt fiir alle Donor-Akzeptor Proteine sehr gut mit dem fiir ein vollstindig entfaltetes
Protein berechneten Abstand iiberein. Im entfalteten Protein sind die Seitenketten von Trypto-
phan und Cystein (modifiziert mit AEDANS) zufillig angeordnet und liefern deshalb keinen
zusitzlichen Beitrag zum Abstand. Bei keinem der Proteine ergibt sich ein eindeutiger Hin-
weis auf das Vorliegen einer teilweise strukturierten, kompakten Struktur in Gegenwart von
GdmCl, die als Ausgangspunkt fiir die schnelle Faltung von Bc-Csp dienen konnte. Mit stei-
gender GdmCl-Konzentration kommt es zu einer leichten Ausdehnung der entfalteten Peptid-
kette. Die Zunahme des Abstandes korreliert mit der Zahl der Reste zwischen dem Donor und
dem Akzeptor und beruht auf GdmCl als gutem Losungsmittel (Millett ez al., 2002a).

Insgesamt zeigen diese Gleichgewichtsmessungen, dall der FRET zwischen Tryptophan
und AEDANS eine verldBliche Sonde zur Bestimmung von Abstandsdnderungen im Verlauf

der Faltung der einzelnen Varianten von Bc-Csp* darstellt.

4.2 Schneller Kollaps in verschiedenen Varianten von Bc-Csp*

In stopped-flow-Experimenten wurde die Riick- bzw. Entfaltung der Donor-Akzeptor Proteine
beobachtet. Die Fluoreszenz des vollig entfalteten Proteins bei niedrigen GdmCI-Konzentra-
tionen wurde durch Messungen mit den niedermolekularen Referenzverbindungen NAWA
(Trp-Fluoreszenz) und Trp-EDANS (AEDANS-Fluoreszenz) abgeschitzt. Die experimentell
bestimmten Fluoreszenzwerte zu Beginn der Riickfaltungsreaktion zeigen bei einigen Donor-
Akzeptor Proteinen Abweichungen von dieser Fluoreszenz der Referenzsubstanzen. Die
beobachtbare Amplitude der Faltungsreaktion ist dabei verringert. Die Trp-Fluoreszenz
(Donor) ist in diesen Féllen erniedrigt und die AEDANS-Fluoreszenz (Akzeptor) erhdht. Das
komplementire Verhalten der Fluoreszenz des Donors und des Akzeptors ist der Nachweis
fiir eine Anderung der Transfereffizienz zwischen den beiden Fluorophoren. In der Totzeit der
stopped-flow-Experimente erhoht sich die Transfereffizienz, da sich der Abstand zwischen
Tryptophan und AEDANS verkiirzt. Der Befund, daB3 sich Abstdnde zwischen verschiedenen
Positionen von Bc-Csp* verkiirzen, zeigt, dall ein schneller Kollaps der entfalteten Peptidkette

vor dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung stattfindet. In Entfaltungsexperi-
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menten erfolgt hingegen die gesamte Abstandsdnderung im geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der Entfaltung.

Die Varianten 38—66 und 50—11 besitzen anndhernd identische Ry und Ry, und der
Abstand zwischen Donor und Akzeptor vergroBert sich bei Entfaltung des Proteins jeweils
nur um 4 A. Daher nimmt die Effizienz des FRET bei Entfaltung dieser Proteine nur wenig
ab. Bei 38—66 wird die Anderung der Fluoreszenz aufgrund des Energietransfers von der
intrinsischen Fluoreszenzénderung von Trp38 iiberlagert. Die Entfaltung des Proteins fiihrt zu
einer Erh6hung der Trp-Fluoreszenz durch die abnehmende Transfereffizienz; gleichzeitig
nimmt die intrinsische Trp-Fluoreszenz aber in dhnlichem Ausmal ab, so daf} insgesamt keine
Anderung der Trp-Fluoreszenz beobachtet wird (Abbildung 3.20c). Beim Akzeptor fiihren
beide Effekte zu einer Abnahme der Fluoreszenz, und deshalb wird eine starke Anderung der
AEDANS-Fluoreszenz detektiert. Dieses Beispiel betont die Bedeutung reziproker Ande-
rungen der Donor- und Akzeptor-Fluoreszenz bei der Interpretation von FRET-Messungen.
Liegt kein komplementires Verhalten vor, wird der Energietransfer durch andere Einfliisse
tiberlagert. Wiirde nur die Fluoreszenz des Donors gemessen, konnten die Ergebnisse zu einer
falschen SchluB3folgerung fiihren. Daher ist es immer sinnvoll, in FRET-Experimenten einen
fluoreszierenden Akzeptor zu verwenden.

Die intrinsische Fluoreszenz von Trp50 héngt kaum vom Faltungszustand des Proteins
ab, wodurch Trp50 ein nahezu idealer Donor fiir FRET-Messungen ist. Deshalb wirkt sich bei
der Entfaltung der Variante 50—11 nur die verdnderte Transfereffizienz auf die Fluoreszenz
aus. Sowohl fiir Tryptophan als auch fiir AEDANS werden sehr kleine, aber komplementére
Signaldnderungen gemessen (Abbildung 3.20a). Kleine Abstandsdnderungen fiithren also wie
erwartet nur zu geringen Fluoreszenzénderungen.

In den Proteinen 50—2, 50—24, 50—66 (alle in Abbildung 3.19), 38—11 (Abbildung
3.20b) und 21—2 (Abbildung 3.21¢) wird die Faltungsreaktion von grof3en Abstandsverkiir-
zungen begleitet. Die kleinste Anderung tritt bei 50—66 auf (7 A), die groBte bei 50—2
(19 A), und in allen Fillen liegt der Forsterabstand Ry zwischen Ry und Ry. Alle Proteine
zeigen starke Anderungen der Fluoreszenz im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Faltung, aber unterschiedlich stark ausgeprigte Amplitudenverluste, d.h. das Ausmal} des
Kollapses der entfalteten Peptidkette ist abhéngig von der Position der beiden Fluorophore.
Im Extremfall (50—2) findet 70 % der gesamten Fluoreszenzénderung in der Totzeit der
stopped-flow-Mischung statt; bei 50—24 und 50—66 fiihrt der Kollaps zu ca. 50 % und bei
38—11 und 21—-2 zu ca. 30 % der gesamten Fluoreszenzinderung. Im Bereich um R, besteht
eine anndhernd lineare Beziehung zwischen der Transfereffizienz und dem Abstand zwischen
Donor und Akzeptor. Der Anteil der Abstandsverkiirzung wihrend des Kollapses entspricht
daher ungefdhr dem Prozentsatz der Fluoreszenzénderung in der Totzeit. Das Ausmal} des
Kollapses hédngt nicht nur vom Abstand im entfalteten Zustand Ry ab, sondern auch von der
gesamten Anderung des Abstandes wihrend der Faltung. Mdglicherweise ist der kollabierte
Zustand also nicht vollstindig unstrukturiert, sondern kénnte eventuell schon eine nativ-

ahnliche Topologie besitzen.
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Der Ubergangszustand der Faltung von Bs-CspB ist polarisiert, d.h. nur in den Faltblatt-
stringen B1 und B2 bilden einige Seitenketten bereits nativihnliche Wechselwirkungen aus.
Mit den Proteinen 21—11, 22—11 und 21—2 (Abbildung 3.21) wurde das Ausmall des
Kollapses in diesem friih strukturierten Bereich von Bc-Csp* untersucht. Unabhingig davon,
ob die Faltung des Proteins mit einer Streckung (21—11, 22—11) oder mit einer Verkiirzung
(21—2) des untersuchten Abstands einhergeht, erfolgt nur ein kleiner Teil der Anderung der
Transfereffizienz in der Totzeit der Messung. Der Bereich der Faltblattstringe 1 und 32 hat

im kollabierten Zustand also noch keine nativahnliche Struktur.

4.3 Charakterisierung des kollabierten Zustands

In einer Chevronauftragung sind die apparenten Geschwindigkeitskonstanten einer
Faltungsreaktion logarithmisch gegen die GdmCl-Konzentration aufgetragen. Dabei zeigt der
kinetische m-Wert der Riickfaltung (myn) die Verdnderung der Wechselwirkungen mit dem
Denaturierungsmittel (und damit der zuginglichen Oberfliche) zwischen dem entfalteten
Zustand und dem Ubergangszustand der Riickfaltungsreaktion an. Faltet ein Protein nach dem
Zweizustandsmechanismus und mit einem gleichbleibenden Ubergangszustand, so ist myy bei
allen GdmCl-Konzentrationen konstant, da immer dieselbe Anderung der zuginglichen
Oberfliche mit der Reaktion verbunden ist. Die Auftragung der apparenten Geschwindigkeits-
konstanten ergibt dann einen linearen Verlauf bei niedrigen GdmCI-Konzentrationen. Tritt
dagegen in der Riickfaltung ein kompaktes Intermediat auf, ist dieses kompakte Intermediat
der Ausgangspunkt des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes der Faltung. Die zuging-
liche Oberflache dndert sich bei der Faltung also weniger als bei einem Zweizustands-
mechanismus (Ausgangspunkt entfalteter Zustand), und folglich sinkt myn (und damit auch
die gemessene Faltungsrate) bei geringen GdmCl-Konzentrationen ab (sogenanntes rollover).
Fiir Bc-Csp wird weder mit der lokalen Fluoreszenzsonde Trp8 noch mit der abstandsab-
héngigen Fluoreszenz der Donor-Akzeptor Proteine ein solches rollover beobachtet (z.B.
Abbildung 3.15, Abbildung 3.19). Dieses kinetische Zweizustandsverhalten von Bc-Csp*
steht in scheinbarem Widerspruch zu der schnellen Verkiirzung von Abstinden in der Totzeit
der Faltung, die zu einem kompakten Zustand und damit zu einem rollover fiihren sollte.

Die Zuginglichkeit eines Faltungszustands fiir das Losungsmittel kann durch Losungs-
mittelzusdtze wie (NH4),SO4 oder EG charakterisiert werden. Der priferentielle Ausschlufl
eines Losungsmittelzusatzes von der Proteinoberfliche ist, aufgrund der teilweisen Ent-
mischung des Losungsmittels, energetisch unglinstig und fiihrt deshalb zur Stabilisierung
kompakter Zustédnde. (NH4)>SOy ist von einer groBen Hydrathiille umgeben und wird deshalb
auch als Strukturbildner in einer wéfrigen Losung angesehen. Es wird generell von der
Oberfldche eines Proteins ausgeschlossen. Der kollabierte Zustand von Bc-Csp* wird durch
(NH4),SO4 dhnlich stark stabilisiert wie der native Zustand und sollte daher dhnlich kompakt
sein wie das gefaltete Protein. EG hingegen ist ein sogenannter Strukturbrecher ohne Hydrat-
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hiille, und es findet nur in Bereichen mit exponiertem Peptidriickgrat ein préferentieller
Ausschlul von der Proteinoberfliche statt. In Gegenwart von EG ist der kollabierte Zustand
von Be-Csp* nur geringfligig stabiler als der entfaltete Zustand, d.h. grofle Teile des Peptid-
riickgrats sind im kollabierten Zustand noch fiir EG zugénglich. Wihrend die groen Sulfat-
ionen durch die kompakte Einhiillende der Peptidkette ausgeschlossen werden, ist fiir kleine
Strukturbrecher wie EG oder GdmCI noch fast dieselbe Oberfldche zugénglich wie im ent-
falteten Zustand. Deshalb nimmt bei der Bildung des Ubergangszustands aus dem kollabierten
(niedrige GdmCl-Konzentration) bzw. entfalteten Zustand (hohe GdmCl-Konzentration) die
zugingliche Oberflache in vergleichbarem Ausmal} ab. Dies duflert sich in einem konstanten
myn-Wert und der Abwesenheit eines rollover.

Der Zusammenhang zwischen der Kompaktheit des entfalteten Zustands und seiner
zuginglichen Oberfliche wurde auch durch Monte Carlo Simulationen untersucht
(Goldenberg, 2003). Dabei wurden auf der Grundlage der Sequenz verschiedener realer
Proteine mogliche Konformationen des denaturierten Zustands berechnet. Fiir alle berech-
neten Strukturen wurde die Kompaktheit mit Hilfe des Tragheitsradius R, abgeschitzt und die
zugéngliche Oberflache bestimmt. Unabhédngig von der Kettenldnge des entfalteten Proteins
war fiir die meisten Konformationen des Ensembles R, nur wenig grofer als im nativen
Zustand, gleichzeitig entsprach die fiir Wasser zugangliche Oberfldche aber fast der einer
vollstindig gestreckten Kette. Ein kompakter entfalteter Zustand, wie der kollabierte Zustand
von Bc-Csp*, kann also gleichzeitig eine grofle wasserzugéingliche Oberflache besitzen.

Bei der Faltung eines Proteins werden Teile der Peptidkette dem umgebenden Wasser
entzogen und bilden das hydrophobe core der nativen Struktur. Simulationen mit Methan in
Wasser bzw. der drk SH3-Doméne aus Drosophila melanogaster legen nahe, daf3 diese Desol-
vatisierung der Peptidkette erst im Ubergangszustand der Faltung beginnt (Rank & Baker,
1997; Cheung et al., 2002). Dieses B-Faltblattprotein liegt in Abwesenheit von Denaturie-
rungsmittel als Mischung einer nativen und entfalteten Form vor (Choy et al., 2002).
Moglicherweise dient die Abgabe von Wassermolekiilen aus dem vorgebildeten hydrophoben
core dazu, in einem letzten Faltungsschritt sehr schnell den funktionellen nativen Zustand zu
erreichen. Bei Bs-CspB konnen die experimentell bestimmten Aktivierungsvolumina mit
einem im Ubergangszustand noch solvatisierten hydrophoben core erklirt werden (Jacob et
al., 2002). Die hier gefundene vollstindige Zugénglichkeit der Peptidkette zum Losungsmittel
im kollabierten Zustand von Bc-Csp* bestitigt, dal Wassermolekiile erst spiter in der Faltung
(z.B. im Ubergangszustand) von der Peptidkette abgelost werden.

Der zeitliche Verlauf der Bildung des kollabierten Zustands konnte weder mit p-Sprung-
noch mit T-Sprungmessungen beobachtet werden. In p-Sprungexperimenten findet nur dann
eine Verschiebung des Gleichgewichts statt, wenn sich das Volumen bei der Reaktion éndert.
Die Bildung des vollstindig 16sungsmittelexponierten kollabierten Zustands aus dem eben-
falls vollstandig solvatisierten entfalteten Zustand fithrt vermutlich nicht zu einer mef3baren

Volumenénderung des Systems und kann deshalb nicht mit p-Sprungexperimenten verfolgt
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werden. Eine Volumendnderung tritt erst im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt durch
den Austritt der Wassermolekiile aus dem hydrophoben core auf. Bei T-Sprungmessungen
kann nur dann ein Reaktionsverlauf beobachtet werden, wenn sich die Enthalpie bei der
Reaktion @ndert. Da der kollabierte Zustand kompakter ist als der denaturierte Zustand,
konnten prinzipiell giinstige Wechselwirkungen innerhalb der Peptidkette auftreten. Aller-
dings konnte kein Zeitverlauf fiir die Bildung des kollabierten Zustands erhalten werden. Eine
schwache Expansion des Proteins innerhalb der Totzeit (0,1 us) einer Entfaltungsreaktion
kann jedoch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die geringen Volumen- bzw.
Enthalpiednderungen bei der Bildung des kollabierten Zustands erschweren dessen Nachweis
ebenso wie der duferst schnelle Verlauf der Reaktion.

Die Geschwindigkeit der Kontaktbildung in Peptiden und entfalteten Proteinen wurde
experimentell untersucht. An Peptide verschiedener Linge wurden ein Triplett-Donor und ein
Triplett-Akzeptor angebracht. Befinden sich Donor und Akzeptor im van der Waals-Kontakt,
tritt Triplett-Triplett Energietransfer auf. Dieser ProzeB ist diffusionskontrolliert und ergibt
eine Zeitkonstante von 57 ns fiir die Kontaktbildung zwischen zwei Positionen im Abstand
von 30 Aminosduren (Krieger et al., 2003). In langeren Ketten oder in Gegenwart von
Denaturierungsmitteln ist die Kontaktbildung verlangsamt. Alternativ wurde die Kontakt-
bildung in Peptiden auch anhand der Loschung des Tryptophan Triplett-Zustands durch
Cystein verfolgt. Diese Loschung ist allerdings nicht diffusionskontrolliert, da ein Kontakt
von Cystein mit dem angeregten Tryptophan nicht immer zur Léschung fiihrt, und ergibt
daher geringere apparente Raten fiir die Kontaktbildung (Lapidus et al., 2000). Im Csp aus
Thermotoga maritima wurde mit derselben Methode die Kontaktbildung zwischen Trp29 und
Cys67 im entfalteten Zustand untersucht (Buscaglia et al., 2003). Der Kontakt zwischen
diesen beiden Positionen bildete sich bei 20 °C und bei hohen GdmCl-Konzentrationen mit
einer Zeitkonstante von ca. 10 us, bei niedrigeren GdmCI-Konzentrationen geringfiigig
schneller. Da die Reaktion nicht diffusionskontrolliert ist, konnte ein Kontakt moglicherweise
auch schneller gebildet werden. Fiir die Donor-Akzeptor Proteine von Bc-Csp* wire eine
Kontaktbildung also innerhalb der Totzeit der p-Sprung- oder T-Sprungexperimente moglich.

Der schnelle Kollaps von Bc-Csp* geht dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
Faltung voraus. Sowohl Riick- als auch Entfaltungsreaktionen zeigen dabei mit allen Sonden
(Tyr-, Donor- oder Akzeptor-Fluoreszenz) monoexponentielle Reaktionsverldufe, und die
Verdanderung verschiedener Abstinde innerhalb des Proteins erfolgt mit nahezu gleichen
Zeitkonstanten. Dieses Zweizustandsverhalten der Faltung von Bc-Csp* wird auch durch die
Linearitit der Chevronauftragung bei niedrigen und hohen GdmCl-Konzentrationen bestétigt.
Zusitzlich stimmt die Summe der kinetischen m-Werte mit dem m-Wert aus den Gleich-
gewichtsexperimenten iiberein. Unabhingig vom schnellen Kollaps verlduft die Faltung von

Bc-Csp also nach einem Zweizustandsmechanismus.
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4.4 Bedeutung des Kollapses fiir die Proteinfaltung

Proteine sind natiirlich vorkommende Heteropolymere, und manche ihrer Eigenschaften
konnen durch die Polymertheorie beschrieben werden. Ausgehend von den Arbeiten von
Flory wurde das Verhalten von Homo- und Heteropolymeren untersucht (Flory, 1953; Chan
& Dill, 1991). Die Ausdehnung einer Polymerkette hingt stark von den Eigenschaften des
Losungsmittels ab, das die Stirke der Wechselwirkungen zwischen den Monomeren beein-
fluBt. In einem guten Losungsmittel treten kaum anziehende Krifte zwischen den Monomeren
auf, und die Polymerkette liegt aufgrund der sterischen AbstoBBung einzelner Kettensegmente
in einer ausgedehnten Konformation vor. In einem sogenannten &-Losungsmittel heben sich
abstoBende und anziehende Krifte auf, und in einem schlechten Losungsmittel kommt es
durch die starken, anziehenden intramolekularen Wechselwirkungen zu einem Kollaps des
Polymers (Chan & Dill, 1991). Fiir Proteine ist GdmCl ein gutes Losungsmittel, in dem die
Peptidketten gestreckte Konformationen einnehmen. Wird dieses entfaltete Protein in das
schlechtere Losungsmittel Wasser {iberfiihrt, kommt es zu einem Kollaps der Peptidkette.
Homopolymere bilden dabei ein Ensemble von dhnlich stabilen Strukturen, wéhrend Hetero-
polymere nur eine oder wenige Konformationen mit niedriger Energie einnehmen (Chan &
Dill, 1991). Bei der Bildung kompakter Zustinde wéhrend der Proteinfaltung spielt also das
Losungsmittel eine entscheidende Rolle.

Der Kollaps einer entfalteten Peptidkette kann in unterschiedlicher Weise verlaufen: Die
Bildung von nativdhnlichen Sekundirstrukturen wird als spezifischer Kollaps bezeichnet;
fehlen diese nativen Strukturelemente, spricht man von einem unspezifischen Kollaps (Roder
& Colon, 1997; Qiu et al., 2003). In beiden Fillen sind hydrophobe Wechselwirkungen die
Haupttriebkraft fiir den Kollaps. Die Bildung von Wasserstoftbriicken zwischen Peptidbin-
dungen ist zwar in wiBriger Losung begiinstigt, die Desolvatisierung einer Wasserstoftbriicke
in einer hydrophoben Umgebung ist aber mit einem starken Anstieg der freien Enthalpie (bis
zu 10 kJ-mol™") verbunden (Baldwin, 2003). Deshalb kann nur eine beschrinkte Zahl von
Wasserstoffbriicken in Sekundérstrukturelementen in eine wasserfreie Umgebung transferiert
werden. Die Ausbildung hydrophober Wechselwirkungen ist hingegen energetisch begiinstigt.

In der Literatur finden sich haufig widerspriichliche Angaben zum Auftreten eines Inter-
mediates bei der Faltung eines Proteins. Abhingig von der Zeitauflosung der Experimente
wurde fiir die Riickfaltung von Ubiquitin ein Intermediat postuliert (Khorasanizadeh et al.,
1996) und angezweifelt (Krantz et al., 2002). In beiden Studien wurde die Fluoreszenz von
Tryptophan als lokale Sonde verwendet. Durch die zusétzliche Bestimmung der Sekundir-
struktur mit CD und der Ausdehnung der Peptidkette durch SAXS wurde das Vorliegen eines
kompakten Intermediates bestétigt (Qin et al., 2002). Die Trp-Fluoreszenz von Ubiquitin ist
also insensitiv fiir den Nachweis des Intermediates. Deshalb sollten zum Nachweis eines
Faltungsintermediates am besten verschiedene Detektionsverfahren eingesetzt werden. Auch

bei Bc-Csp beeinfluBBt der Kollaps der Peptidkette die Fluoreszenz der lokalen Sonde Trp8



118 Zusammenfassende Diskussion

nicht. Durch die Messungen verschiedener intramolekularer Abstinde in Donor-Akzeptor
Proteinen konnte der Kollaps dagegen eindeutig nachgewiesen werden.

Der Kollaps einer Peptidkette kann innerhalb von Mikrosekunden erfolgen oder um
GroBenordnungen langsamer im Sekundenbereich ablaufen. Hieraus ergab sich die Vor-
stellung, daf} der Kollaps um so schneller ablauft, je unspezifischer die Konformationen im
kollabierten Zustand sind (Qiu et al., 2003). Die Bildung nativéhnlicher Strukturen sollte iiber
eine energetische Barriere verlaufen und deshalb langsamer erfolgen als ein unspezifischer
Kollaps ohne Barriere. Mit Fragmenten von Cytochrom ¢, die nicht bis zum nativen Zustand
falten konnen, wurde allerdings ein monoexponentiell verlaufender Kollaps in T-Sprung-
experimenten beobachtet, und die Barriere zur Bildung des kollabierten Zustands war dhnlich
grof} wie im natiirlichen Protein. Die Fihigkeit eines Proteins, einen gefalteten Zustand einzu-
nehmen, ist also keine Voraussetzung fiir das Auftreten eines Kollapses und bestimmt nicht
dessen Dynamik (Qiu et al., 2003).

Nichtfaltende Mutanten von Cytochrom c (Sosnick et al., 1997) und Ribonuklease A (Qi
et al., 1998) wurden dazu verwendet, die Basislinie des denaturierten Proteins unter Riickfal-
tungsbedingungen zu bestimmen. In beiden Fillen wurde im schlechteren Losungsmittel ein
kompakterer entfalteter Zustand beobachtet.

Die Notwendigkeit von kollabierten Intermediaten fiir eine effiziente Faltung wird weiter
kontrovers diskutiert (Hagen & Eaton, 2000; Roder et al., 2000; Millett et al., 2002a;
Ferguson & Fersht, 2003; Jacob et al., 2004). Fiir groBe Proteine oder Proteine mit Disulfid-
briicken, nicht-nativen Prolinisomeren oder Kofaktoren wird meistens eine schnelle Bildung
kompakter Intermediate beobachtet. Dagegen tritt bei dem kleinen Protein L (62 Amino-
sduren) in zeitaufgelosten SAXS-Experimenten kein Kollaps auf (Plaxco ef al., 1999). Protein
L faltet wie Bc-Csp nach einem Zweizustandsmechanismus. Der Kollaps von Bc-Csp ist also
nicht allein auf seine Grofle zuriickzufiihren. Das Auftreten von kollabierten Zustdnden und
deren Struktur und Rolle im Verlauf der Faltung héngt stark vom einzelnen Protein ab. Jedes
Protein hat aufgrund seiner Sequenz eine charakteristische Energichyperfldche, die die Fal-
tungswege und damit auch das Auftreten von kollabierten Zustinden bestimmt.

Fiir verschiedene Proteine wurde die Kompaktheit des kollabierten Zustands und sein
Gehalt an Sekundérstruktur bestimmt. Das o-helikale Protein Apomyoglobin bildet ein Inter-
mediat mit drei Helices aus. Die Bildung dieses Intermediates wurde durch Kombination von
continuous- und stopped-flow-Experimenten untersucht (Uzawa et al., 2004). Parallel mit
dem Auftreten von Sekundérstruktur (CD) verringert sich der Trigheitsradius Ry um 6 A
(SAXS). Die Faltung von Apomyoglobin scheint also iiber einen kollabierten Zustand mit
spezifischen nativihnlichen Strukturen zu verlaufen. Die drk SH3-Doméne aus Drosophila
melanogaster ist ein B-Faltblattprotein und liegt in Abwesenheit von Denaturierungsmittel zu
ungefdhr gleichen Teilen in der nativen und entfalteten Form vor. Bei Zugabe von 2 M
GdmCl vergroBert sich R, des denaturierten Proteins um 5 A, und die Konformation wird
gestreckter als bei 0 M GdmCI1 (Choy et al., 2002; Millett et al., 2002a). Der kompakte ent-
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faltete Zustand in Abwesenheit des Denaturierungsmittels wurde mittels NMR auf Wechsel-
wirkungen zwischen aromatischen und hydrophoben Seitenketten untersucht (Crowhurst &
Forman-Kay, 2003). Im Gegensatz zu Apomyoglobin ist der kollabierte Zustand der drk SH3-
Domine sehr heterogen, und es werden tliberwiegend nicht-native Strukturen gefunden.
Moglicherweise ist der Kollaps von pB-Faltblattproteinen weniger spezifisch als derjenige von
helikalen Proteinen. Auch Bc-Csp besteht ausschlieBlich aus B-Faltblattstringen und zeigt im
kollabierten Zustand keine ausgeprégt nativahnliche Struktur.

Das Auftreten eines kollabierten Zustands muf3 nicht im Widerspruch zu einer Zweizu-
standsfaltung im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt stechen. Die Umwandlung des ausge-
dehnten in einen kompakten entfalteten Zustand kann als schnelles vorgelagertes Gleichge-
wicht der Faltungsreaktion angesehen werden (Shortle, 2002). Dieser ProzeB verlduft nicht
kooperativ sondern kontinuierlich, da keine Energiebarriere vorhanden ist. Tatséchlich wurde
fiir eine nichtfaltende Variante der Engrailed homeodomain eine kontinuierliche nicht-koope-
rative ,,Entfaltung der kompakten Form beobachtet (Mayor ef al., 2003). Alternativ kann
eine Zweizustandsreaktion auch den Spezialfall einer Dreizustandsreaktion mit instabilem
Intermediat darstellen (Roder & Colon, 1997; Séanchez & Kiethaber, 2003). Beide
Sichtweisen unterstiitzen die Vorstellung eines Kontinuums von entfalteten Zustdnden mit
unterschiedlicher Kompaktheit (Parker & Marqusee, 1999). Die verschiedenen Konforma-
tionen des entfalteten Zustands falten mit &hnlichen Geschwindigkeitskonstanten, da der
Kollaps den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltungsreaktion kaum beeinfluf3t.
Dieses Modell konnte fiir die Zweizustandsfaltung von Bc-Csp nach einem schnellen Kollaps
zutreffend sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch kinetische Ensemble-FRET-Experimente ein
kompakter denaturierter Zustand vor der Faltung von Bc-Csp bei niedrigen GdmCl-Konzen-
trationen nachgewiesen. Dies bestitigt die Ergebnisse aus Einzelmolekiil-FRET-Experimenten
mit Csp aus Thermotoga maritima im Gleichgewicht, bei denen anhand eines einzigen Ab-
stands ebenfalls ein Kollaps des entfalteten Proteins bei geringen Konzentrationen des Dena-
turierungsmittels gezeigt werden konnte (Schuler ez al., 2002). In kinetischen Einzelmolekiil-
FRET-Experimenten war der Kollaps innerhalb der sehr langen Totzeit der Mischung von
100 ms abgeschlossen (Lipman et al., 2003). Trotz der besseren Zeitauflosung konnte die
Kinetik der Bildung des kollabierten Zustands auch in Ensemble stopped-flow-Experimenten
nicht verfolgt werden. Der Kollaps erfolgt somit in weniger als 1 ms. Moglicherweise wird
der kollabierte Zustand sogar innerhalb der Totzeit von T-Sprungexperimenten (0,1 ps)
gebildet, wobei allerdings unklar bleibt, ob T-Spriinge liberhaupt zu einer ausreichenden
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen dem kollabierten und dem entfalteten Zustand
filhren. Ein weiterer Aspekt ist die Spezifitdt des Kollapses. In den Einzelmolekiil-Experi-
menten mit einem Donor-Akzeptor Paar war dariiber keine Aussage mdglich. Die Beobach-
tung mehrerer Abstinde innerhalb von Bc-Csp wihrend der Faltung und der Einsatz der

Losungsmittelzusidtze (NH4)>,SO4 und EG zeigen, dall im kollabierten Zustand weitgehend
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unspezifische nicht-native Wechselwirkungen auftreten. Dieser Kollaps spiegelt einerseits die
Eigenschaften der Proteinkette von Bc-Csp als Heteropolymer in einem schlechten Losungs-
mittel wider. Andererseits ist er so spezifisch, dal3 er eine sehr schnelle produktive Faltung

zum nativen Zustand innerhalb weniger Millisekunden ermoglicht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das kleine Kélteschockprotein Be-Csp bildet ein B-barrel aus flinf antiparallelen -Faltblatt-
strangen. Es faltet gemill einem Zweizustandsmechanismus und erreicht den nativen Zustand
in Abwesenheit von Denaturierungsmittel innerhalb einer Millisekunde. Um die strukturellen
Verdnderungen wihrend dieser schnellen Faltungsreaktion zu untersuchen, wurden intra-
molekulare Abstandsdnderungen mit Hilfe des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET)
bestimmt.

Einzelne Tryptophanreste wurden als Donor und einzelne 5-(((acetylamino)ethyl)amino)-
naphthalin-1-sulfonsdure-Reste (AEDANS) als Akzeptor in das Protein eingefiihrt. An der
Oberfliache von Bc-Csp wurden vier verschiedene Donor- und vier verschiedene Akzeptor-
positionen ausgewihlt. Diese Positionen wurden zu neun einzelnen Donor-Akzeptor Protein-
varianten kombiniert, so daB Anderungen von neun intramolekularen Abstinden verfolgt
werden konnten. In den nativen Proteinen betrugen diese Abstiinde zwischen 14 und 28 A.
Fiir das Trp/AEDANS Paar liegt R, im Bereich von 22 A, was ungefihr dem Durchmesser
von Bc-Csp entspricht und daher sehr empfindliche Messungen ermdoglicht.

In den einzelnen Proteinen wurde der Abstand zwischen Donor und Akzeptor sowohl
unter nativen als auch unter Entfaltungsbedingungen bestimmt. Fiir die gefalteten Proteine
sind die gemessenen Abstéinde mit denen aus der Kristallstruktur von Be-Csp vereinbar, wenn
die Liange des AEDANS linker bertlicksichtigt wird. Bei den entfalteten Proteinen wird eine
gute Ubereinstimmung mit den berechneten Abstinden in einer zufillig angeordneten Peptid-
kette gefunden. Es gibt daher keinen Hinweis auf nativdhnliche Reststrukturen im entfalteten
Protein.

Die Mutationen und Modifikationen, um sowohl den FRET Donor als auch Akzeptor ein-
zuftihren, verringerten die Stabilitdt von Bc-Csp nur geringfiigig und fiihrten zu keiner Verén-
derung der Riickfaltungsreaktion. Die Anderungen der Transfereffizienz wihrend der Faltung
wurden in kinetischen stopped-flow-Experimenten anhand der Trp- und der AEDANS-
Fluoreszenz bestimmt. Fiir diese beiden Sonden wurden reziproke Effekte beobachtet. Bei
niedrigen Konzentrationen des Denaturierungsmittels wird bereits in der Totzeit der stopped-
flow-Riickfaltungsexperimente ein Anstieg der Transfereffizienz beobachtet, der von einem
schnellen Kollaps des entfalteten Proteins verursacht wird. In Abhéngigkeit von der Position
des Donors und des Akzeptors findet bis zu 70 % der gesamten Abstandsinderung vor dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung statt. Mit Drucksprung- und Temperatur-
sprungexperimenten wird eine hdhere Zeitauflosung erreicht, aber der Zeitverlauf des
Kollapses konnte auch mit diesen Methoden nicht verfolgt werden. In der Totzeit der
Temperatursprungmessungen kommt es zu einer schwachen Effizienzédnderung, so daf} der
Kollaps moglicherweise schneller ist als 0,1 ps.

Alle Donor-Akzeptor Proteine zeigen unabhingig vom &duBerst schnellen Kollaps ein
Zweizustandsverhalten im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung. Es tritt keine

Abweichung von der Linearitéit in den Chevronauftragungen auf, und die kinetischen und die
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Gleichgewichts-m-Werte stimmen iiberein. Diese Befunde deuten auf einen kollabierten
Zustand hin, der zwar eine kompakte Struktur besitzt, aber fiir Wasser und Denaturierungs-
mittel immer noch gut zugénglich ist. Beide Eigenschaften konnten mit Hilfe verschiedener
Losungsmittelzusitze bestitigt werden: (NH4),SO4 stabilisiert den kompakten kollabierten
Zustand, durch Ethylenglykol wird er hingegen destabilisiert. Ethylenglykol wird vom immer
noch losungsmittelzugéinglichen Peptidriickgrat des kollabierten Zustands ausgeschlossen.
Beim kollabierten Zustand handelt es sich also nicht um ein gut definiertes, teilgefaltetes
Intermediat. Der entfaltete und der kollabierte Zustand von Bc-Csp sind wahrscheinlich nicht
durch eine Energiebarriere getrennt, sondern bilden zusammen ein Kontinuum von Konfor-
mationen mit unterschiedlicher Kompaktheit. Thermodynamisch betrachtet konnen die kolla-
bierten Molekiile so dem entfalteten Zustand zugeordnet werden. Der Kollaps der Peptidkette
ist eine Reaktion auf den Transfer in ein schlechteres Losungsmittel bei der Riickfaltung.
Dieser kollabierte Zustand verzogert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Faltung
nicht, und daher erfolgt die effiziente und schnelle Bildung des nativen Zustands von Bc-Csp

innerhalb von Millisekunden.

Teile der vorliegenden Arbeit sind bereits publiziert:

Magg, C. & Schmid, F. X. (2004) Rapid collapse precedes the fast two-state folding of the
cold shock protein. J. Mol. Biol. 335, 1309-1323.
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6 SUMMARY

The small cold shock protein Bc-Csp forms a five-stranded antiparallel B-barrel. Its folding
follows a two-state mechanism and is complete within a millisecond in the absence of dena-
turant. The structural changes during this rapid folding reaction were investigated by mea-
suring distance changes within the protein by Forster resonance energy transfer (FRET).

Single tryptophan residues were engineered into the protein as the donors and combined
with single 5-(((acetylamino)ethyl)amino)naphthalene-1-sulfonate (AEDANS) residues as the
acceptors. Four different donor and four different acceptor sites at the protein surface of Bc-
Csp were selected. They were variably combined to give nine single donor-acceptor labelled
protein variants, which accordingly could be used to probe the changes in nine intramolecular
distances during folding. In the native proteins these distances were between 14 and 28 A.
The Ry of the Trp/AEDANS pair is around 22 A, which equals the diameter of Bc-Csp and
allows highly sensitive measurements.

For the individual proteins the distance between donor and acceptor was determined
under native and under unfolding conditions. In the native proteins the measured distances are
compatible with those derived from the crystal structure of Bc-Csp, when the length of the
AEDANS linker is accounted for. For the unfolded proteins a good correlation is found with
the calculated distances in a randomly oriented chain. Thus there is no evidence for residual
native structure in the unfolded protein.

The mutations and modifications to introduce both the FRET donor and acceptor reduced
the stability of the proteins only marginally and did not alter their refolding kinetics. The
changes in the transfer efficiency during folding were monitored in kinetic stopped-flow
experiments by both Trp- and AEDANS-fluorescence and reciprocal effects were found. At
low denaturant concentrations an increase of the transfer efficiency is observed already in the
dead-time of stopped-flow refolding experiments, which is due to a rapid collapse of the
unfolded protein. Depending on the position of the donor and acceptor up to 70 % of the total
change in distance is complete before the rate-limiting step of folding. A higher time-
resolution was reached in pressure-jump and temperature-jump experiments, but the kinetics
of the collapse could not be resolved even with these methods. There is a small change in the
dead-time of the temperature-jump, so possibly the collapse is faster than 0.1 ps.

Irrespective of the very rapid collapse, all donor-acceptor proteins show two-state-beha-
viour in the rate-limiting step of folding. There is no deviation from linearity in chevron plots
or a difference between kinetic and equilibrium m-values. These findings point to a collapsed
state, which is compact in shape but still highly accessible to solvent and denaturants. Both
features could be confirmed by the use of different cosolvents: (NH4),SO, stabilises the com-
pact collapsed state, whereas ethylene glycol destabilises it, because it is excluded from the
still solvent-accessible peptide backbone of the collapsed state. Therefore the collapsed state
is not a well defined, partially folded intermediate. The unfolded and collapsed states of Bc-

Csp are probably not separated by an energetic barrier but form a continuum of conformations
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with a varying degree of compactness. Thermodynamically, the collapsed molecules thus
belong to the unfolded state. The collapse represents a contraction of the peptide chain upon
transfer to a poor solvent in refolding experiments. This collapsed state does not retard the
rate-limiting step of folding, and thus the efficient and fast formation of the native state of Bc-

Csp occurs within milliseconds.
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7 ABKURZUNGEN

AEDANS
APS
Bc-Csp*
BSA
Bs-CspB
ACp

CAM
CD
CIl-HOBt
Csp
ddH,O
DIPEA
DMF
dNTP
DTE
DTT
dYT

E

E.coli
EDANS
EDTA
EG
ESI-MS
FPLC
FRET
AGy
GdmCl
[GAmCl]y

AI—[U (Tm)
HCTU

HIC
1,5-IAEDANS
IPTG

ko, bzw. kly

m
My
mNuU bzw. MyuN

B-ME
B-ME-AEDANS

5-(((acetylamino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsédure
Ammoniumperoxodisulfat

Csp W8Y aus Bacillus caldolyticus; Pseudo-Wildtypprotein
Rinderserumalbumin

CspB aus Bacillus subtilis

Anderung der Wirmekapazitiit bei Entfaltung des Proteins bei
konstantem Druck

carbamoylmethyliert (mit lodacetamid modifiziert)
Circulardichroismus

6-Chloro-1-hydroxybenzotriazol

Kaélteschockprotein (cold shock protein)

doppeldestilliertes Wasser

Diisopropylethylamin

Dimethylformamid

Desoxyribonukleotide

Dithioerythrol

Dithiothreitol

doppelt konzentriertes yeast-tryptone Medium

Effizienz des Energietransfers

Escherichia coli
5-(2-Aminoethylamino)naphthalin-1-sulfonsdure
Ethylendiamintetraessigsdure

Ethylenglykol

electrospray ionization Massenspektrometrie

fast protein liquid chromatography
Forster-Resonanzenergietransfer

freie Enthalpie der Entfaltung

Guanidiniumchlorid

GdmCl-Konzentration im Mittelpunkt eines GdmCl-induzierten
Ubergangs

van’t Hoff-Enthalpie bei 71,
O-(1H-6-Chlorobenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
Hexafluorphosphat

Hydrophobe Interaktionschromatographie
5-((((2-Iodacetyl)amino)ethyl)amino)naphthalin-1-sulfonsdure
Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

Geschwindigkeitskonstante der Ent- bzw. Riickfaltung in Abwesenheit

des Denaturierungsmittels

Kooperativitit des Entfaltungsiibergangs, m = dAGy/d6[ GdmCl]
Steigung der Basislinie des nativen bzw. denaturierten Proteins
kinetischer Kooperativititsparameter der Ent- bzw. Riickfaltung,
mNu = 81nkNU/ 0 [deCl]

B-Mercaptoethanol

Thioether aus B-ME und 1,5-IAEDANS
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n Brechungsindex

N nativer Zustand des Proteins

NAWA N-Acetyl-L-tryptophanamid

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsdure

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG-8000 Polyethylenglykol (mittlere molekulare Masse 8000 g/mol)

Pfu Pyrococcus furiosus

p-Sprung Drucksprung

r Anisotropie

R Abstand

Ry Forster- oder charakteristischer Transferabstand

RN, Trp Abstand; der Index gibt den Faltungszustand des Proteins und die
Fluoreszenzsonde zur Bestimmung des Abstands wieder

Reoil Abstand in einer entfalteten Peptidkette

Rxistan Abstand der Cg-Atome in der Kristallstruktur

RT Raumtemperatur

SAXS Rontgenkleinwinkelstreuung (small-angle X-ray scattering)

SDS Natrium-Dodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Tm Temperatur im Mittelpunkt des thermischen Ubergangs

Taq Thermus aquaticus

TCEP Tris-(2-carboxyethyl)phosphin, Hydrochlorid

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tricin N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-glycin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Trp-EDANS Amid aus Acetyltryptophan und EDANS

T-Sprung Temperatursprung

U entfalteter Zustand eines Proteins

U/min Umdrehungen pro Minute

VE-H,O vollentsalztes Wasser

v/iv Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

X-Y Varianten von Bc-Csp* mit dem Donor Tryptophan an Position X und
dem Akzeptor AEDANS, gekoppelt an ein Cystein an Position Y

X—Y-Tyr wie X—Y im Hintergrund eines Tyrosin-freien Bc-Csp (W8F/Y 15F)

a Nativihnlichkeit des Ubergangszustands in Bezug auf die Zuginglichkeit
fiir Losungsmittel

i relative Orientierung der Ubergangsdipole der Fluorophore

A apparente Geschwindigkeitskonstante

[O]vrw mittlere molare Elliptizitit pro Aminosiure (Grad-cm*dmol™)

O Nativihnlichkeit der Wechselwirkungen einer Seitenkette im Ubergangs-

zustand der Faltung
Quantenausbeute von Trp



Literaturverzeichnis 127

8 LITERATUR

Albericio, F. & Carpino, L. A. (1997) Coupling reagents and activation. Methods Enzymol. 289, 104-
126.

Alm, E., Morozov, A. V., Kortemme, T. & Baker, D. (2002) Simple physical models connect theory
and experiment in protein folding kinetics. J. Mol. Biol. 322, 463-76.

Arora, P., Oas, T. G. & Myers, J. K. (2004) Fast and faster: A designed variant of the B-domain of
protein A folds in 3 microsec. Protein Sci. 13, 847-53.

Avbelj, F. & Baldwin, R. L. (2004) Origin of the neighboring residue effect on peptide backbone
conformation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 10967-72.

Baker, D. (2000) A surprising simplicity to protein folding. Nature 405, 39-42.

Baldwin, R. L. (1994) Protein folding. Matching speed and stability. Nature 369, 183-4.

Baldwin, R. L. (2002) A new perspective on unfolded proteins. Adv. Protein Chem. 62, 361-7.

Baldwin, R. L. (2003) In search of the energetic role of peptide hydrogen bonds. J. Biol. Chem. 278,
17581-8.

Baysal, B. M. & Karasz, F. E. (2003) Coil-globule collapse in flexible macromolecules. Macromol.
Theor. Simul. 12, 627-646.

Brand, L. & Witholt, B. (1967) Fluorescence measurements. Methods Enzymol. 11, 776-856.

Breslow, R. & Guo, T. (1990) Surface tension measurements show that chaotropic salting-in
denaturants are not just water-structure breakers. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 87, 167-9.

Burton, R. E., Huang, G. S., Daugherty, M. A., Calderone, T. L. & Oas, T. G. (1997) The energy
landscape of a fast-folding protein mapped by Ala—Gly substitutions. Nat. Struct. Biol. 4, 305-10.

Buscaglia, M., Schuler, B., Lapidus, L. J., Eaton, W. A. & Hofrichter, J. (2003) Kinetics of
intramolecular contact formation in a denatured protein. J. Mol. Biol. 332, 9-12.

Calderone, T. L., Stevens, R. D. & Oas, T. G. (1996) High-level misincorporation of lysine for
arginine at AGA codons in a fusion protein expressed in Escherichia coli. J. Mol. Biol. 262, 407-
12.

Capaldi, A. P., Shastry, M. C., Kleanthous, C., Roder, H. & Radford, S. E. (2001) Ultrarapid mixing
experiments reveal that Im7 folds via an on-pathway intermediate. Nat. Struct. Biol. 8, 68-72.

Chan, C. K., Hu, Y., Takahashi, S., Rousseau, D. L., Eaton, W. A. & Hofrichter, J. (1997)
Submillisecond protein folding kinetics studied by ultrarapid mixing. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
94, 1779-84.

Chan, H. S. & Dill, K. A. (1991) Polymer principles in protein structure and stability. Annu. Rev.
Biophys. Biophys. Chem. 20, 447-90.

Chan, H. S. & Dill, K. A. (1998) Protein folding in the landscape perspective: Chevron plots and non-
arrhenius kinetics. Proteins 30, 2-33.

Chaudhuri, T. K., Horii, K., Yoda, T., Arai, M., Nagata, S., Terada, T. P., Uchiyama, H., Ikura, T.,
Tsumoto, K., Kataoka, H., Matsushima, M., Kuwajima, K. & Kumagai, 1. (1999) Effect of the extra
n-terminal methionine residue on the stability and folding of recombinant alpha-lactalbumin
expressed in Escherichia coli. J. Mol. Biol. 285, 1179-94.

Chen, Y. & Barkley, M. D. (1998) Toward understanding tryptophan fluorescence in proteins.
Biochemistry 37, 9976-82.

Cheung, M. S., Garcia, A. E. & Onuchic, J. N. (2002) Protein folding mediated by solvation: Water
expulsion and formation of the hydrophobic core occur after the structural collapse. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 99, 685-90.

Choy, W. Y., Mulder, F. A., Crowhurst, K. A., Muhandiram, D. R., Millett, 1. S., Doniach, S.,
Forman-Kay, J. D. & Kay, L. E. (2002) Distribution of molecular size within an unfolded state
ensemble using small-angle x-ray scattering and pulse field gradient NMR techniques. J. Mol. Biol.
316, 101-12.

Crowhurst, K. A. & Forman-Kay, J. D. (2003) Aromatic and methyl NOEs highlight hydrophobic
clustering in the unfolded state of an SH3 domain. Biochemistry 42, 8687-95.

Dantas, G., Kuhlman, B., Callender, D., Wong, M. & Baker, D. (2003) A large scale test of
computational protein design: Folding and stability of nine completely redesigned globular
proteins. J. Mol. Biol. 332, 449-60.



128 Literaturverzeichnis

Deniz, A. A., Laurence, T. A., Beligere, G. S., Dahan, M., Martin, A. B., Chemla, D. S., Dawson, P.
E., Schultz, P. G. & Weiss, S. (2000) Single-molecule protein folding: Diffusion fluorescence
resonance energy transfer studies of the denaturation of chymotrypsin inhibitor 2. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A. 97, 5179-84.

Dill, K. A. & Chan, H. S. (1997) From levinthal to pathways to funnels. Nat. Struct. Biol. 4, 10-9.

Dobson, C. M. (2003) Protein folding and misfolding. Nature 426, 884-90.

Dobson, C. M., Sali, A. & Karplus, M. (1998) Protein folding: A perspective from theory and
experiment. Angew. Chem. Int. Ed. 37, 868-893.

Dwyer, M. A., Looger, L. L. & Hellinga, H. W. (2004) Computational design of a biologically active
enzyme. Science 304, 1967-71.

Edelhoch, H. (1967) Spectroscopic determination of tryptophan and tyrosine in proteins. Biochemistry
6, 1948-54.

Eftink, M. R., Jia, Y. W., Hu, D. & Ghiron, C. A. (1995) Fluorescence studies with tryptophan
analogues - excited-state interactions involving the side-chain amino group. J. Phys. Chem. 99,
5713-5723.

Englander, S. W. (2000) Protein folding intermediates and pathways studied by hydrogen exchange.
Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 29, 213-238.

Ermolenko, D. N. & Makhatadze, G. 1. (2002) Bacterial cold-shock proteins. Cell. Mol. Life Sci. 59,
1902-13.

Ferguson, N. & Fersht, A. R. (2003) Early events in protein folding. Curr. Opin. Struct. Biol. 13, 75-
81.

Ferguson, N., Johnson, C. M., Macias, M., Oschkinat, H. & Fersht, A. (2001) Ultrafast folding of WW
domains without structured aromatic clusters in the denatured state. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
98, 13002-7.

Fersht, A. R. (1995) Optimization of rates of protein folding: The nucleation-condensation mechanism
and its implications. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 92, 10869-73.

Fersht, A. R., Matouschek, A. & Serrano, L. (1992) The folding of an enzyme. 1. Theory of protein
engineering analysis of stability and pathway of protein folding. J. Mol. Biol. 224, 771-82.

Flory, P. J. (1953) Principles of polymer chemistry. Ithaca, New York, Cornell Univ. Press.

Flory, P. J. (1969) Statistical mechanics of chain molecules. New York, Wiley.

Forster, T. (1948) Zwischenmolekulare Energiewanderung und Fluoreszenz. Ann. Phys. 6, 55-75.

Garcia-Mira, M. M., Boehringer, D. & Schmid, F. X. (2004) The folding transition state of the cold
shock protein is strongly polarized. J. Mol. Biol. 339, 555-69.

Gekko, K. & Morikawa, T. (1981a) Preferential hydration of bovine serum albumin in polyhydric
alcohol-water mixtures. J. Biochem. (Tokyo) 90, 39-50.

Gekko, K. & Morikawa, T. (1981b) Thermodynamics of polyol-induced thermal stabilization of
chymotrypsinogen. J. Biochem. (Tokyo) 90, 51-60.

Gilardi, G., Mei, G., Rosato, N., Canters, G. W. & Finazzi-Agro, A. (1994) Unique environment of
Trp48 in Pseudomonas aeruginosa azurin as probed by site-directed mutagenesis and dynamic
fluorescence spectroscopy. Biochemistry 33, 1425-32.

Gill, S. C. & von Hippel, P. H. (1989) Calculation of protein extinction coefficients from amino acid
sequence data. Anal. Biochem. 182, 319-26.

Gillespie, B. & Plaxco, K. W. (2004) Using protein folding rates to test protein folding theories. Annu.
Rev. Biochem. 73, 837-59.

Goldberg, M. E. (1985) The second translation of the genetic message: Protein folding and assembly.
Trends Biochem. Sci. 10, 388-391.

Goldenberg, D. P. (2003) Computational simulation of the statistical properties of unfolded proteins. J.
Mol. Biol. 326, 1615-33.

Graumann, P. L. & Marahiel, M. A. (1998) A superfamily of proteins that contain the cold-shock
domain. Trends Biochem. Sci. 23, 286-90.

Griko, Y. V., Privalov, P. L., Sturtevant, J. M. & Venyaminov, S. (1988) Cold denaturation of
staphylococcal nuclease. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 85, 3343-7.

Gross, E. (1967) The cyanogen bromide reaction. Methods Enzymol. 11, 238-255.

Guex, N. & Peitsch, M. C. (1997) SWISS-MODEL and the Swiss-PdbViewer: An environment for
comparative protein modeling. Electrophoresis 18, 2714-23.



Literaturverzeichnis 129

Haas, E. (1996) The problem of protein folding and dynamics: Time-resolved dynamic nonradiative
excitation energy transfer measurements. /[EEE J. Sel. Topics Quant. Electr. 2, 1088-1106.

Hagen, S. J. & Eaton, W. A. (2000) Two-state expansion and collapse of a polypeptide. J. Mol. Biol.
297, 781-9.

Haugland, R. P. (2002) Handbook of fluorescent probes and research products. Molecular Probes, Inc.

Huang, G. S. & Oas, T. G. (1995) Submillisecond folding of monomeric lambda repressor. Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 92, 6878-82.

Hudson, E. N. & Weber, G. (1973) Synthesis and characterization of two fluorescent sulfhydryl
reagents. Biochemistry 12, 4154-61.

Jacob, J., Krantz, B., Dothager, R. S., Thiyagarajan, P. & Sosnick, T. R. (2004) Early collapse is not
an obligate step in protein folding. J. Mol. Biol. 338, 369-82.

Jacob, M., Holtermann, G., Perl, D., Reinstein, J., Schindler, T., Geeves, M. A. & Schmid, F. X.
(1999) Microsecond folding of the cold shock protein measured by a pressure-jump technique.
Biochemistry 38, 2882-91.

Jacob, M., Schindler, T., Balbach, J. & Schmid, F. X. (1997) Diffusion control in an elementary
protein folding reaction. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94, 5622-7.

Jacob, M. H., Saudan, C., Holtermann, G., Martin, A., Perl, D., Merbach, A. E. & Schmid, F. X.
(2002) Water contributes actively to the rapid crossing of a protein unfolding barrier. J. Mol. Biol.
318, 837-45.

Jager, M., Nguyen, H., Crane, J. C., Kelly, J. W. & Gruebele, M. (2001) The folding mechanism of a
beta-sheet: The WW domain. J. Mo!. Biol. 311, 373-93.

Kamiyama, T., Sadahide, Y., Nogusa, Y. & Gekko, K. (1999) Polyol-induced molten globule of
cytochrome c¢: An evidence for stabilization by hydrophobic interaction. Biochim. Biophys. Acta
1434, 44-57.

Karanicolas, J. & Brooks, C. L., 3rd (2003) The importance of explicit chain representation in protein
folding models: An examination of Ising-like models. Proteins 53, 740-7.

Karplus, M. & Weaver, D. L. (1994) Protein folding dynamics: The diffusion-collision model and
experimental data. Protein Sci. 3, 650-68.

Kauzmann, W. (1959) Some factors in the interpretation of protein denaturation. Adv. Protein Chem.
14, 1-63.

Khorasanizadeh, S., Peters, I. D. & Roder, H. (1996) Evidence for a three-state model of protein
folding from kinetic analysis of ubiquitin variants with altered core residues. Nat. Struct. Biol. 3,
193-205.

Kim, D. E., Fisher, C. & Baker, D. (2000) A breakdown of symmetry in the folding transition state of
protein L. J. Mol. Biol. 298, 971-84.

Kim, P. S. & Baldwin, R. L. (1982) Specific intermediates in the folding reactions of small proteins
and the mechanism of protein folding. Annu. Rev. Biochem. 51, 459-89.

Klein-Seetharaman, J., Oikawa, M., Grimshaw, S. B., Wirmer, J., Duchardt, E., Ueda, T., Imoto, T.,
Smith, L. J., Dobson, C. M. & Schwalbe, H. (2002) Long-range interactions within a nonnative
protein. Science 295, 1719-22.

Knorr, R., Trzeciak, A., Bannwarth, W. & Gillessen, D. (1989) New coupling reagents in peptide
chemistry. Tetrahedron Lett. 30, 1927-1930.

Koradi, R., Billeter, M. & Wiithrich, K. (1996) MOLMOL: A program for display and analysis of
macromolecular structures. J. Mol. Graph. 14, 51-5, 29-32.

Krantz, B. A., Mayne, L., Rumbley, J., Englander, S. W. & Sosnick, T. R. (2002) Fast and slow
intermediate accumulation and the initial barrier mechanism in protein folding. J. Mol. Biol. 324,
359-71.

Krieger, F., Fierz, B., Bieri, O., Drewello, M. & Kiethaber, T. (2003) Dynamics of unfolded
polypeptide chains as model for the earliest steps in protein folding. J. Mol. Biol. 332, 265-74.

Kubelka, J., Eaton, W. A. & Hofrichter, J. (2003) Experimental tests of villin subdomain folding
simulations. J. Mol. Biol. 329, 625-30.

Kubelka, J., Hofrichter, J. & Eaton, W. A. (2004) The protein folding 'speed limit'. Curr. Opin. Struct.
Biol. 14, 76-88.

Kuhlman, B. & Baker, D. (2004) Exploring folding free energy landscapes using computational
protein design. Curr. Opin. Struct. Biol. 14, 89-95.



130 Literaturverzeichnis

Kuhlman, B., Dantas, G., Ireton, G. C., Varani, G., Stoddard, B. L. & Baker, D. (2003) Design of a
novel globular protein fold with atomic-level accuracy. Science 302, 1364-8.

Laemmli, U. K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-5.

Lakowicz, J. R. (1999) Principles of fluorescence spectroscopy. New York, Kluwer Academic/Plenum
Publishers.

Lakshmikanth, G. S., Sridevi, K., Krishnamoorthy, G. & Udgaonkar, J. B. (2001) Structure is lost
incrementally during the unfolding of barstar. Nat. Struct. Biol. 8, 799-804.

Lapidus, L. J., Eaton, W. A. & Hofrichter, J. (2000) Measuring the rate of intramolecular contact
formation in polypeptides. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97, 7220-5.

Levinthal, C. (1968) Are there pathways for protein folding? J. Chim. Phys. 65, 44-45.

Levinthal, C. (1969) How to fold graciously. Mdssbauer Spectroscopy in Biological Systems
Proceedings 67, 22-24.

Lipman, E. A., Schuler, B., Bakajin, O. & Eaton, W. A. (2003) Single-molecule measurement of
protein folding kinetics. Science 301, 1233-5.

Liu, Y. & Bolen, D. W. (1995) The peptide backbone plays a dominant role in protein stabilization by
naturally occurring osmolytes. Biochemistry 34, 12884-91.

Looger, L. L., Dwyer, M. A., Smith, J. J. & Hellinga, H. W. (2003) Computational design of receptor
and sensor proteins with novel functions. Nature 423, 185-90.

Lopez, M. M., Yutani, K. & Makhatadze, G. 1. (2001) Interactions of the cold shock protein CspB
from Bacillus subtilis with single-stranded DNA. Importance of the T base content and position
within the template. J. Biol. Chem. 276, 15511-8.

Martin, A., Kather, I. & Schmid, F. X. (2002) Origins of the high stability of an in vitro-selected cold-
shock protein. J. Mol. Biol. 318, 1341-9.

Martin, A., Sieber, V. & Schmid, F. X. (2001) In-vitro selection of highly stabilized protein variants
with optimized surface. J. Mol. Biol. 309, 717-26.

Matouschek, A., Kellis, J. T., Jr., Serrano, L. & Fersht, A. R. (1989) Mapping the transition state and
pathway of protein folding by protein engineering. Nature 340, 122-6.

Mayor, U., Grossmann, J. G., Foster, N. W., Freund, S. M. & Fersht, A. R. (2003) The denatured state
of engrailed homeodomain under denaturing and native conditions. J. Mol. Biol. 333, 977-91.

Mayor, U., Johnson, C. M., Daggett, V. & Fersht, A. R. (2000) Protein folding and unfolding in
microseconds to nanoseconds by experiment and simulation. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 97,
13518-22.

Miller, E. J., Fischer, K. F. & Marqusee, S. (2002) Experimental evaluation of topological parameters
determining protein-folding rates. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99, 10359-63.

Millett, I. S., Doniach, S. & Plaxco, K. W. (2002a) Toward a taxonomy of the denatured state: Small
angle scattering studies of unfolded proteins. Adv. Protein Chem. 62, 241-62.

Millett, I. S., Townsley, L. E., Chiti, F., Doniach, S. & Plaxco, K. W. (2002b) Equilibrium collapse
and the kinetic 'foldability' of proteins. Biochemistry 41, 321-5.

Mirsky, A. E. & Pauling, L. (1936) On the structure of native, denatured, and coagulated proteins.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 22, 439-447.

Morra, G., Hodoscek, M. & Knapp, E. W. (2003) Unfolding of the cold shock protein studied with
biased molecular dynamics. Proteins 53, 597-606.

Mueller, U., Perl, D., Schmid, F. X. & Heinemann, U. (2000) Thermal stability and atomic-resolution
crystal structure of the Bacillus caldolyticus cold shock protein. J. Mol. Biol. 297, 975-88.

Munoz, V., Thompson, P. A., Hofrichter, J. & Eaton, W. A. (1997) Folding dynamics and mechanism
of beta-hairpin formation. Nature 390, 196-9.

Myers, J. K. & Oas, T. G. (2002) Mechanism of fast protein folding. Annu. Rev. Biochem. 71, 783-
815.

Myers, J. K., Pace, C. N. & Scholtz, J. M. (1995) Denaturant m values and heat capacity changes:
Relation to changes in accessible surface areas of protein unfolding. Protein Sci. 4, 2138-48.

Nar, H., Messerschmidt, A., Huber, R., van de Kamp, M. & Canters, G. W. (1991) Crystal structure
analysis of oxidized Pseudomonas aeruginosa azurin at pH 5.5 and pH 9.0. A pH-induced
conformational transition involves a peptide bond flip. J. Mol. Biol. 221, 765-72.

Nauli, S., Kuhlman, B. & Baker, D. (2001) Computer-based redesign of a protein folding pathway.
Nat. Struct. Biol. 8, 602-5.



Literaturverzeichnis 131

Nishimura, C., Riley, R., Eastman, P. & Fink, A. L. (2000) Fluorescence energy transfer indicates
similar transient and equilibrium intermediates in staphylococcal nuclease folding. J. Mol. Biol.
299, 1133-46.

Nozaki, Y. & Tanford, C. (1965) The solubility of amino acids and related compounds in aqueous
ethylene glycol solutions. J. Biol. Chem. 240, 3568-75.

Onuchic, J. N., Luthey-Schulten, Z. & Wolynes, P. G. (1997) Theory of protein folding: The energy
landscape perspective. Annu. Rev. Phys. Chem. 48, 545-600.

Onuchic, J. N. & Wolynes, P. G. (2004) Theory of protein folding. Curr. Opin. Struct. Biol. 14, 70-5.

Ornstein, L. (1964) Disc electrophoresis. 1. Background and theory. Ann. N. Y. Acad. Sci. 121, 321-49.

Otzen, D. E. & Oliveberg, M. (1999) Salt-induced detour through compact regions of the protein
folding landscape. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 96, 11746-51.

Pace, C. N. (1986) Determination and analysis of urea and guanidine hydrochloride denaturation
curves. Methods Enzymol. 131, 266-280.

Pace, C. N. & Schmid, F. X. (1997) How to determine the molar absorbance coefficient of a protein.
In Protein structure, a practical approach (Creighton, T. E., ed.). IRL Press, Oxford, New York,
Tokyo, 253-259.

Pappu, R. V., Srinivasan, R. & Rose, G. D. (2000) The flory isolated-pair hypothesis is not valid for
polypeptide chains: Implications for protein folding. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 4. 97, 12565-70.
Parker, M. J. & Marqusee, S. (1999) The cooperativity of burst phase reactions explored. J. Mol. Biol.

293, 1195-210.

Parker, M. J., Spencer, J. & Clarke, A. R. (1995) An integrated kinetic analysis of intermediates and
transition states in protein folding reactions. J. Mol. Biol. 253, 771-86.

Pearson, D. S., Holtermann, G., Ellison, P., Cremo, C. & Geeves, M. A. (2002) A novel pressure-jump
apparatus for the microvolume analysis of protein-ligand and protein-protein interactions: Its
application to nucleotide binding to skeletal-muscle and smooth-muscle myosin subfragment-1.
Biochem. J. 366, 643-51.

Perl, D., Holtermann, G. & Schmid, F. X. (2001) Role of the chain termini for the folding transition
state of the cold shock protein. Biochemistry 40, 15501-11.

Perl, D., Mueller, U., Heinemann, U. & Schmid, F. X. (2000) Two exposed amino acid residues confer
thermostability on a cold shock protein. Nat. Struct. Biol. 7, 380-3.

Perl, D., Welker, C., Schindler, T., Schroder, K., Marahiel, M. A., Jaenicke, R. & Schmid, F. X.
(1998) Conservation of rapid two-state folding in mesophilic, thermophilic and hyperthermophilic
cold shock proteins. Nat. Struct. Biol. 5,229-35.

Phillips, C. M., Mizutani, Y. & Hochstrasser, R. M. (1995) Ultrafast thermally induced unfolding of
RNase A. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 92, 7292-6.

Plaxco, K. W., Millett, 1. S., Segel, D. J., Doniach, S. & Baker, D. (1999) Chain collapse can occur
concomitantly with the rate-limiting step in protein folding. Nat. Struct. Biol. 6, 554-6.

Plaxco, K. W., Simons, K. T., Ruczinski, I. & Baker, D. (2000) Topology, stability, sequence, and
length: Defining the determinants of two-state protein folding kinetics. Biochemistry 39, 11177-83.

Plumridge, T. H., Steele, G. & Waigh, R. D. (2000) Geometry-based simulation of the hydration of
small molecules. PhysChemComm 3, 36-41.

Prakash, V., Loucheux, C., Scheufele, S., Gorbunoff, M. J. & Timasheff, S. N. (1981) Interactions of
proteins with solvent components in 8 M urea. Arch. Biochem. Biophys. 210, 455-64.

Privalov, P. L. (1993) Physical basis of the stability of the folded conformations of proteins. In Protein
folding (Creighton, T. E., ed.). Freeman, New York.

Qi, P. X., Sosnick, T. R. & Englander, S. W. (1998) The burst phase in ribonuclease a folding and
solvent dependence of the unfolded state. Nat. Struct. Biol. 5, 882-4.

Qin, Z., Ervin, J., Larios, E., Gruebele, M. & Kihara, H. (2002) Formation of a compact structured
ensemble without fluorescence signature early during ubiquitin folding. J. Phys. Chem. B 106,
13040-13046.

Qiu, L., Zachariah, C. & Hagen, S. J. (2003) Fast chain contraction during protein folding:
"foldability" and collapse dynamics. Phys. Rev. Lett. 90, 168103.

Rank, J. A. & Baker, D. (1997) A desolvation barrier to hydrophobic cluster formation may contribute
to the rate-limiting step in protein folding. Protein Sci. 6, 347-54.

Rape, M. (1999) Fluoreszenz-Energietransfer zur Analyse der Faltung des Kélteschockproteins aus
Bacillus caldolyticus. Diplomarbeit, Universitit Bayreuth



132 Literaturverzeichnis

Rhoades, E., Gussakovsky, E. & Haran, G. (2003) Watching proteins fold one molecule at a time.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100, 3197-202.

Roder, H. & Colon, W. (1997) Kinetic role of early intermediates in protein folding. Curr. Opin.
Struct. Biol. 7, 15-28.

Roder, H., Elove, G. A. & Shastry, M. C. R. (2000) Early stages of protein folding. In Mechanisms of
protein folding (Pain, R. H., ed.). Oxford University Press, 65-104.

Rogers, D. M. & Hirst, J. D. (2004) Calculations of protein circular dichroism from first principles.
Chirality 16, 234-43.

Ruggiero, A. J., Todd, D. C. & Fleming, G. R. (1990) Subpicosecond fluorescence anisotropy studies
of tryptophan. J. Am. Chem. Soc. 112, 1003-1014.

Russel, M. & Model, P. (1984) Replacement of the fip gene of Escherichia coli by an inactive gene
cloned on a plasmid. J. Bacteriol. 159, 1034-9.

Sabelko, J., Ervin, J. & Gruebele, M. (1999) Observation of strange kinetics in protein folding. Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A. 96, 6031-6.

Sali, A., Shakhnovich, E. & Karplus, M. (1994a) How does a protein fold? Nature 369, 248-51.

Sali, A., Shakhnovich, E. & Karplus, M. (1994b) Kinetics of protein folding. A lattice model study of
the requirements for folding to the native state. J. Mol. Biol. 235, 1614-36.

Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: A laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.

Sanchez, I. E. & Kiefhaber, T. (2003) Evidence for sequential barriers and obligatory intermediates in
apparent two-state protein folding. J. Mol. Biol. 325, 367-76.

Santoro, M. M. & Bolen, D. W. (1988) Unfolding free energy changes determined by the linear
extrapolation method. 1. Unfolding of phenylmethanesulfonyl alpha-chymotrypsin using different
denaturants. Biochemistry 27, 8063-8068.

Scalley-Kim, M. & Baker, D. (2004) Characterization of the folding energy landscapes of computer
generated proteins suggests high folding free energy barriers and cooperativity may be
consequences of natural selection. J. Mol. Biol. 338, 573-83.

Schégger, H. & von Jagow, G. (1987) Tricine-sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. Anal. Biochem. 166, 368-79.

Schellman, J. A. (1978) Solvent denaturation. Biopolymers 17, 1305-1322.

Schindelin, H., Herrler, M., Willimsky, G., Marahiel, M. A. & Heinemann, U. (1992) Overproduction,
crystallization, and preliminary x-ray diffraction studies of the major cold shock protein from
Bacillus subtilis, CspB. Proteins. Struct., Funct., Genet. 14, 120-4.

Schindler, T., Herrler, M., Marahiel, M. A. & Schmid, F. X. (1995) Extremely rapid protein folding in
the absence of intermediates. Nat. Struct. Biol. 2, 663-73.

Schmid, F. X. (1997) Optical spectroscopy to characterize protein conformation and conformational
changes. In Protein structure, a practical approach (Creighton, T. E., ed.). IRL Press, Oxford, New
York, Tokyo, 261-297.

Schmid, F. X. (1999) Protein folding. In Protein: A comprehensive treatise (Allen, G., ed.). JAI Press
Inc., Greenwich, Connecticut, 2, 153-215.

Schnuchel, A., Wiltscheck, R., Czisch, M., Herrler, M., Willimsky, G., Graumann, P., Marahiel, M. A.
& Holak, T. A. (1993) Structure in solution of the major cold-shock protein from Bacillus subtilis.
Nature 364, 169-71.

Schonbrun, J. & Dill, K. A. (2003) Fast protein folding kinetics. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 100,
12678-82.

Schuler, B., Lipman, E. A. & Eaton, W. A. (2002) Probing the free-energy surface for protein folding
with single-molecule fluorescence spectroscopy. Nature 419, 743-7.

Schultz, D. A. & Baldwin, R. L. (1992) Cis proline mutants of ribonuclease A. I. Thermal stability.
Protein Sci. 1, 910-6.

Selvin, P. R. (2000) The renaissance of fluorescence resonance energy transfer. Nat. Struct. Biol. 7,
730-4.

Shastry, M. C., Luck, S. D. & Roder, H. (1998) A continuous-flow capillary mixing method to
monitor reactions on the microsecond time scale. Biophys. J. 74,2714-21.

Shortle, D. (2002) The expanded denatured state: An ensemble of conformations trapped in a locally
encoded topological space. Adv. Protein Chem. 62, 1-23.



Literaturverzeichnis 133

Shortle, D. & Ackerman, M. S. (2001) Persistence of native-like topology in a denatured protein in
8 M urea. Science 293, 487-9.

Sibanda, B. L. & Thornton, J. M. (1985) Beta-hairpin families in globular proteins. Nature 316, 170-4.

Sosnick, T. R., Shtilerman, M. D., Mayne, L. & Englander, S. W. (1997) Ultrafast signals in protein
folding and the polypeptide contracted state. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94, 8545-50.

Spruijt, R. B., Wolfs, C. J., Verver, J. W. & Hemminga, M. A. (1996) Accessibility and environment
probing using cysteine residues introduced along the putative transmembrane domain of the major
coat protein of bacteriophage M13. Biochemistry 35, 10383-91.

Sreerama, N., Manning, M. C., Powers, M. E., Zhang, J. X., Goldenberg, D. P. & Woody, R. W.
(1999) Tyrosine, phenylalanine, and disulfide contributions to the circular dichroism of proteins:
Circular dichroism spectra of wild-type and mutant bovine pancreatic trypsin inhibitor.
Biochemistry 38, 10814-22.

Still, W. C., Kahn, M. & Mitra, A. (1978) Rapid chromatographic technique for preparative
separations with moderate resolution. J. Org. Chem. 43, 2923-2925.

Stryer, L. (1965) The interaction of a naphthalene dye with apomyoglobin and apohemoglobin. A
fluorescent probe of non-polar binding sites. J. Mol. Biol. 13, 482-95.

Stryer, L. (1978) Fluorescence energy transfer as a spectroscopic ruler. Annu. Rev. Biochem. 47, 819-
46.

Szabo, A. G., Stepanik, T. M., Wayner, D. M. & Young, N. M. (1983) Conformational heterogeneity
of the copper binding site in azurin. A time-resolved fluorescence study. Biophys. J. 41, 233-44.

Tanford, C. (1968) Protein denaturation. Adv. Protein Chem. 23, 121-282.

Thompson, P. A., Eaton, W. A. & Hofrichter, J. (1997) Laser temperature jump study of the
helix = coil kinetics of an alanine peptide interpreted with a 'kinetic zipper' model. Biochemistry
36, 9200-10.

Timasheff, S. N. (2002) Protein hydration, thermodynamic binding, and preferential hydration.
Biochemistry 41, 13473-82.

Timasheff, S. N. & Arakawa, T. (1997) Stabilization of protein structure by solvents. In Protein
structure, a practical approach (Creighton, T. E., ed.). IRL Press, Oxford, New York, Tokyo, 349-
364.

Tonomura, B., Nakatani, H., Ohnishi, M., Yamaguchi-Ito, J. & Hiromi, K. (1978) Test reactions for a
stopped-flow apparatus. Reduction of 2,6-dichlorophenolindophenol and potassium ferricyanide by
L-ascorbic acid. Anal. Biochem. 84, 370-83.

Uversky, V. N. (2002) What does it mean to be natively unfolded? Eur. J. Biochem. 269, 2-12.

Uversky, V. N. & Fink, A. L. (2002) The chicken-egg scenario of protein folding revisited. FEBS Lett.
515, 79-83.

Uzawa, T., Akiyama, S., Kimura, T., Takahashi, S., Ishimori, K., Morishima, 1. & Fujisawa, T. (2004)
Collapse and search dynamics of apomyoglobin folding revealed by submillisecond observations of
alpha-helical content and compactness. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101, 1171-6.

Wang, M., Tang, Y., Sato, S., Vugmeyster, L., McKnight, C. J. & Raleigh, D. P. (2003a) Dynamic
NMR line-shape analysis demonstrates that the villin headpiece subdomain folds on the
microsecond time scale. J. Am. Chem. Soc. 125, 6032-3.

Wang, T., Du, D. & Gai, F. (2003b) Helix—coil kinetics of two 14-residue peptides. Chem. Phys. Lett.
370, 842-848.

Wang, X. B., Yang, X., Nicholas, J. B. & Wang, L. S. (2001) Bulk-like features in the photoemission
spectra of hydrated doubly charged anion clusters. Science 294, 1322-5.

Weikl, T. R. & Dill, K. A. (2003) Folding rates and low-entropy-loss routes of two-state proteins. J.
Mol. Biol. 329, 585-98.

Wolynes, P. G., Onuchic, J. N. & Thirumalai, D. (1995) Navigating the folding routes. Science 267,
1619-20.

Wu, P. & Brand, L. (1994) Resonance energy transfer: Methods and applications. Anal. Biochem. 218,
1-13.

Yi, Q., Scalley-Kim, M. L., Alm, E. J. & Baker, D. (2000) NMR characterization of residual structure
in the denatured state of protein 1. J. Mol. Biol. 299, 1341-51.

Zagrovic, B., Snow, C. D., Shirts, M. R. & Pande, V. S. (2002) Simulation of folding of a small alpha-
helical protein in atomistic detail using worldwide-distributed computing. J. Mol. Biol. 323, 927-
37.



134 Literaturverzeichnis

Zeeb, M. (2004) Strukturbiologische Untersuchungen und Faltungsstudien von Modellproteinen
mittels NMR-Spektroskopie. Dissertation, Universitit Bayreuth

Zeeb, M. & Balbach, J. (2003) Single-stranded DNA binding of the cold-shock protein CspB from
Bacillus subtilis: NMR mapping and mutational characterization. Protein Sci. 12, 112-23.

Zwanzig, R. (1997) Two-state models of protein folding kinetics. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94,

148-50.



Danksagung 135

9 DANKSAGUNG

Mein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. Franz Schmid fiir die Moglichkeit, dieses heraus-
fordernde Thema zu bearbeiten, und fiir die hervorragende wissenschaftliche Betreuung. Er
hat durch sein stetes Interesse, zahllose gute Hinweise und seine stindige Diskussions-
bereitschaft erheblichen Anteil an dieser Arbeit.

Fiir die gute Zusammenarbeit im Labor und fiir viele Tips mochte ich den Laborkolleginnen
und -kollegen Jochen Balbach, Barbara Eckert, Maria del Mar Garcia-Mira, Insa Kather,
Christian Low, Raimund Maier, Andreas Martin, Dieter Perl, Michael Wunderlich und
Markus Zeeb danken. Bei Bettina Theissen und Michael Rape bedanke ich mich fiir ihren

Einsatz im Rahmen von Diplomarbeiten.

Vielen Dank an Herrn Georg Holtermann und die ganze Arbeitsgruppe von Herrn PD Jochen
Reinstein am MPI fiir molekulare Physiologie in Dortmund fiir die Gastfreundschaft und

zahlreiche Drucksprungmessungen.

Am NIH (Bethesda, USA) bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. William A. Eaton und
besonders bei Herrn Jan Kubelka fiir die groe Ausdauer bei der Optimierung der

Temperatursprungmessungen.

Bei Herrn Prof. Dr. Carlo Unverzagt und seiner Arbeitsgruppe mdochte ich mich fiir die
Benutzung des ESI-Massenspektrometers bedanken. Xaver Schratt und Stefano Mezzato
danke ich fiir die Einweisung am ESI-Massenspektrometer. Aulerdem danke ich Manuela
Schaffrath fiir ihre Hilfe bei der Synthese von Trp-EDANS.

Mein Dank gilt Frau Dagmar Klostermeier und Herrn Maik Jacob fiir zahlreiche Informa-
tionen und wichtige Ratschldge. Danke auch an Herrn Prof. Dr. Terrence G. Oas fiir lebhafte
Diskussionen zum kollabierten Zustand.

AuBerdem danke ich allen im universitdren und privaten Umfeld, die mich in irgendeiner

Form bei dieser Arbeit unterstiitzt haben.



136




Erklarung 137

ERKLARUNG

Hiermit erkldre ich, daB3 ich diese Arbeit selbstindig verfafit und keine anderen als die von mir

angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt habe.
Ferner erkldre ich, dal ich nicht anderweitig mit oder ohne Erfolg versucht habe, diese

Dissertation einzureichen. Ich habe keine gleichartige Doktorpriifung an einer anderen

Hochschule endgiiltig nicht bestanden.

Bayreuth, den 20. Oktober 2004





