Proteine: Das Faltungsproblem

Wie findet die Faltung statt ? Motivation
Wie findet das Protein so schndll

die e ne native Raumstruktur ? Krankheitsbekampfung:

Fehlfaltung (=> Aggregation) fihrt zu
zahlreichen Krankheiten (z.B. Alzheimer,
Creutzfeld-Jacob (BSE), Huntington)

L 6sung von Problemen bei Uberexpression
9 rekombinanter Proteine (,,inclusion bodies*)

Erhohung der Proteinstabilitét

bel , extremen” Bedingungen:
Biotechnol ogische Anwendungen
(z.B. Hitzestabilitét)

Prion Domain PrRP(121-231)
Riek of af, Nature 382, 180-1582 (1096)

benign infectious

Strukturvorhersagen: Die Faltung ist
das missing link im Informationsfluss

von der genetischen Sequenz zur
3D - Struktur und zur Funktion
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Anfinsens Experimente

Ribonuclease A

in vitro

Entfaltung - Rickfaltung
Reversibilitét der
Proteinfaltung in vitro

Viele Proteine falten spontan in vitro
ohne Hilfe anderer Proteine.

Die native Struktur ist vollstandig durch
die Aminosauresequenz
(+ Solvenseaigenschaft) gegeben.
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Beobachtung der Faltungsiibergange in Proteinen

Fluorezenzemission bel 342 nm

: 4 11.25
|nduzierte Entfaltung | _ -
» Temperatur > 70—t 1100 g
e pH — \ 1075 3
e Harnstoff, GdmHCI s, 56 | los0
« mechanische Kraft B . : loos 2
T . 76.3°C | 1000 &
840 50 60 70 80 90 100
T [°C]
Technik Zeitbereich Struktur parameter
Fluoreszenzspektroskopie ns-s Trp-, Tyr- Umgebung
CD-Spektroskopie ns-s sekund. Strukt.
FTIR ns-s sekund. Strukt.
Kalorimetrie (DSC) min - h globale Struktur
NMR ms-s, s ortsaufgel. Strukt.

H/D-Austausch
Kraftmikroskopie (AFM)

ms - Monate Seitengr. Zuordnung
S globale Struktur (Einzelmal.)
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Optische Aktivitat

Einige Stoffe haben bei Durchgang von linear polarisiertem Licht die Eigenschaft die
Polarisationsrichtung zu &ndern (=> optische Aktivitat). Die dabel entstehende Drehung

des Lichts um den Winkel a mit
a=a.,x

hangt vom spezifischen Drehvermdgen a und der Lange des Lichtweges d ab. Man

unterscheidet rechtsdrenende (d; +) oder linksdrehende (l; - ) Stoffe. Die Fahigkeit der
Stoffe Licht zu drehen hangt mit der Symmetrie der Strukturen (Kristalle oder Molekule)

zusammen (z.B. chirale (,, handige*) Molekulle: Zucker).

Linear polarisiertesLicht
zirkular polarisiertesLicht

i E=Egsinfot=k) %% L3t i (Wt- k2)
y y E. =E.e

| \ x"”ﬂ X 0 ,
\\Fﬂ L'ﬂ‘ - L el "| Ey = EOel (wikerpl2)
Egr >\ l .. . . .

LS Uff‘wu elliptisch polarisiertes Licht
O
_ i (Wt - k2)
\\H Ex - EOxe
_ X E =E, gl (- kz#p 12) mit Eox Egy
E = onel(wt— kz) . . y — y
Ex _E gt schwingen in Phase
y — Oy
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Optische Aktivitat

V erschiedene Strukturbestandteile von Proteinen kdnnen auch optisch aktiv sein

(z.B. Helices). In der Praxis werden bel Untersuchungen an Proteinen zwel Techniken
eingesetzt, die durch Messung der optischen Aktivitét (bzw. der Chiralitat) Informationen
und Struktureigenschaften von Proteinen liefern.

Polarimetrie/ ORD (Optical Rotary Dispersion): Die Probe wird mit linear polarisiertem
Licht bestrahlt und die Rotation der Polarisierungsebene wird als Funktion der Wellenlange
gemessen (=> wird seltener angewandt).

CD (Circular Dichroism): Die Probe wird mit rechts und links zirkular polarisiertem
Licht bestrahlt. Dann wird der Unterschied in der Absorption zwischen beiden Polari-
sationsrichtungen gemessen. Deshalb muss die Absorption in der Nahe des Chiraltéts
zentrum relativ grof3d sein (z.B. p-Elektronen im Proteinrtickgrad oder in Chromophoren).

_ _ reiner magnetischer _ o
reiner elektronischer Uber gang optische Aktivitat

.-_--qrﬂ ;‘_E . "-L".,- - = \r i 'I' ix]:“ =

Biospektroskopie 117



CD-Spektrometrie
Schematischer Aufbau eines CD-Spektrometers (Jasco-810):

.-%Mn

LS . Eigenschaften des Spektrometer
L 1
M% o E [ M, » Xenon-Lichtquelle
i .= ’ . . . B
ST Probe »>M;-M,: => linear polarisiertes Licht
i Ss ”P'1_ e [ Ms
U .::ﬂ H o l » CD-Modulator: Piezoelastischer Modul ator
il 50 kHz) linear => zirkular polarisiertes
u;ﬁfﬁz‘...;:..ﬂ‘!ﬂ!.;;.: G@ ' I] o ( . ) P
E-ray o L FCDM Licht
PMT
LS : Light Source E-ray : Extraordinary ray .
MO~M5  : Mirrors SH : Shutter ; Mgna|: S/IA
51~53 : Slits L : Lens [
Pl : 1st Prism {Horizontal axis) F : Filter Intensity | T TN T RSN T TN T N
P2 : 2nd Prism (Vertical axis) DM : PEM R R —
O-ray : Ordinary ray PMT : Detector :
i T
M essgr 6l3en: I \ :,l.
DA =A, —Ag L
= /32980

_ L : typische Werte (Beispiel):
DA: Absorptionsénderung in[OD] —— O = 10 mdeg => DA = 3.03 10 OD

Q: Elliptizitat in [mdeq]
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CD-Spektrometrie

CD-Spektren von Proteinen

e T | nformation Uber Sekundar struktur
\ (Proteinrickgrad; Peptidbindung)

| Messbereiche fernes UV (180 —260 nm)
\ »Random coil: positive Bande bei 212;
negative Bande um 195
i >b-Faltblatt; negative Bande bei 218 nm (p=>p*):
111 positive Bande bei 196 nm (n=>p*)
20! ‘1\ >a-Hdix: negative Bande bei 222 nm (n=>p*),
\ bei 206 nm (p=>p*) und positiv bel 196 nm (p=>p*)

Lt

{0 (deg cm & dmole 1Y)

| nformation Uber Tertiarstruktur
(AS-Seitengruppen: Tyr, Trp, Phe)

Messbereiche nahes UV (250 —350 nm)
Signale im Bereich der starken Absorption der
Ringstrukturen (250 —300 nm)

190 210 20 250 => siehe auch Fluoreszenzspektroskopie

Alnm)

[#] =
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8] ([degree-cm?.dmol-)

Untersuchung der Proteinfaltung

i

8] [degree cmi dmol-1)
%]
=]
[=]

Tertiarstruktur

100 « |
)

nahes UV

0

CD-Spektrometrie

Beispiel: RNase: 20 °C
 durchgezogene Linie (gefaltet)
* gestrichelte Linie (entfaltet) bet 6 M GdmCI

Bereich der aromatischen Ringe und
der Disulfidbricken:

o

-5 0001

-10 00D \\ -

i

fernesUV
Sekundar struktur

200

I
210

5% 730 %0 250
A (nm)

Quenching Effekte durch Auffaltung
der Tertiarstruktur

Charakteristische Signale der Peptidbindung:

15 % a-Helix dominieren das Spektrum fUr

den gefalteten Zustand (222 und 208 nm)

Einfllsse auf CD-Spektren

» viele Puffersubstanzen (z.B. Salze) absorbieren
stark im UV-Bereich

o Sauerstoff absorbiert bel ~200 nm

 schwache Temperaturabhangigkeit der Spektren
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Fluoreszenz der aromatischen Ringe (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan)

Fluoreszenzspektroskopie in Proteinen

450

Absorption Emission
025 T T vm (AL T T T 080 T
I Phe | Tyr Trp c ! I ! ! I T I
Phe Tyr Trp
020 ] ;
r\« 0z | / 1 ,fqll =
s E
& I e
; / 040 / 5
Sl loos | : | fl o
fj l non U _E" \ H\‘-\.-"'\-\._\__
GUS}I | I l 1 { | [ = 1 i 1
4 L . s : . 270 300 330 300 350 300 350 L0
280 300 _EE":'}'_. |I3Uﬂ B0y Emizsion wavelength (nm)
Table 1. Absorbance and fluorescence properties of the aromatic amino acids?®
Absorbance Fluorescence Sensitivity
Amax Emanx Nerisie ‘PFb Emax X ‘PFb
Amino acid {(nm) (M 'em™) (nm) (M 'em™)
Tryptophan 280 5600 355 0.13 730
Tyrosine 275 1400 304 0.14 .o
Phenylalanine 258 200 282 0.02 Tryptophan dominiert
3 |n water at neutral pH; data are from ref. 10. daS FI uoreszenZemissions
b ¢, Fluorescence quantum yield. Spektrum bei | b, ~295 nm
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Fluoreszenzspektroskopie in Proteinen

Fluor eszenzemissionsspektrum von RNase T1

ULy e e e e e ———

o
=
T

x';—\‘-«-
!;' \ Falded

k= 3
H“"Hﬁ_
/

Fluorescence Intensity
=1 =}
T

" Unfolded <

=
T

=]

O BT [ ) B R, Rl i L e e "l B

290 300 310 320 A30 340 350 3Js¢ 370 380 390 400

wavelength (nm)
Pace, Scholtz

Umgebungseinflisse auf die Fluoreszenz

»starke Abhangigkeit der Emission von der

Temperatur

> moderater Einfluss durch hohe Konzentrationen

von Harnstoff, GdmClI

Die Fluoreszenzemission nimmt in

ihrer Intensitat stark ab und wird zu

gr olReren Wellenlangen ver schoben. Dieser
| Effekt wird durch die veréanderte Umgebung
der aromatischen Ringe (unpolar => polar)
hervorgerufen (bimolekul are Desaktivierung:
L 6schprozess, Quenching).

gefaltete => entfaltete Proteinstruktur

410 T-Abhangigkeit der Fluoreszenzemission
T T T T T T
[ o g
" I |
2] L -
=
o]
g :
o 08 s
= i
3
LL
m =
£ 06 | S
£ ;
o
0.4 : ' : '
ooektrosk $0,0,20, ; 30 40
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Untersuchung von Faltungsiibergangen in Proteinen
Messung der Spektren bel Variation des Parameters der die Entfaltung induziert.

Fluor eszenzemission als Funktion der Har nstoffkonzentration Faltungsiibergang der RNase T1
C:U ¥ {ﬁl D—D—O—g—g—g‘ IUG : IC‘-EE"‘I‘: 1-':“1 A (l:;l'_‘f l:Eh‘.;vBl'in'l_'!1 o : 7 d-;.ﬁ%igf_:
% woUY (2E7nm) ,f{rh
o F oY 366288, .. D89 O Fluorescence (3200m) [
~— o 4 w  J86-51 =1 &) nm [
s 300 kg ol ORD (295nm) E'Iﬂ]
s II ;

:%‘ ve285 r—,‘--:s-m’--'i 256=Y 0.7}k I_[.??

*E o g oer g

£ . 4 g

@ 200F 2o ¥

5 Fo=Jtu-288-31.54 & éoa ;éq

E YWy 366-51 " E &

e = 0.3 Ly

Cg
¥, =6 1 - D200y e o1k lEE,
fos ofooca,g s D

Faltungsibergang ~ Urea ™) Pace, Schaltz 1 % vieamoany "
»sigmoider Kurvenverlauf . _ )
>relativ steiler Abfall (,Alles oder nichts* -Prozess) > Ubergang sieht fur alle
»Bestimmung der Fraktionen (gefaltet /entfaltet) gﬂhﬁethcflien sehr
=> Bestimmung ther modynamischer niicn aus

. 0
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Thermostabilitat von Proteinen

Sowohl DH, als auch DS sind im Falle von Proteinen fir den
Ubergang ,, unfolded U folded" stark Temperaturabhangig.

5000 DG(T 300' DG(T) |
_ DH(T) 2201 Kalte DH(T) |
2000+ (T) 200, Denaturierung |
_ { —— TDS(T) — — DbS(T) ]
S 1000 e 150 — TDS(T) -
3 0. 2 100- |
e = Hitze-
83 | 83 50 Denaturierung
-1000+ 0 v \
' | | | \
'2000 ----------------- '50 T T T T T T T T T T T T T T T T T
-40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 -40 -20 0O 20 40 60 80 100 120 140

T[*C] T[°C]

Parabolischer Verlauf von DGy

Gibbs-Helmholz Gleichung
DGy¢(T) = G — GF = DH(T) - TDS(T)

mit der Temperatur im Falle
von 2-Zustandstiber gang

entfaltet U gefaltet ekeine Intermediate

= -RTINKg,

mit Keq= [U]/[N] «Ubergang reversibel
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Thermostabilitat von Proteinen

Bestimmung von DHO und DS’ aus der Van't Hoff Gleichung a_amylasg':;rgzzlegze/mr:;isifn .
(DHO, DS? Werte bei der Ubgangstemperatur T°) 100 . 0.

BAA pH 13 (U) 30 °C
— BAA standard (F) 30 °C

Aus DG, ((T) = DH(T) — TDS(T) = -RTInK¢ " Ruterony
kann die Van't Hoff Gleichung hergeleitet werden: =
Esqilt: £
dDH(T) = Dc, dT und dDS(T) = Dc,/T dT \,_
0300 I 3I50 I 4(I)O -IH‘EEO I 500
A wavelength [nm]
. o
InK Stergung: -DHY/R Fluor ezenzemission bel 342 nm
MfinK _ DH° | |2
= .« . {1.00
ﬂ(l/T) R 7.0 . ° _
g - \\ 1075
s, 5-6¢ ¥ 0.50
UT - _
4.2} 19
| _
- o {0.00
So (iber die Steigung ermittelte Enthal pien HO 4 _ Tprescc)
sind die sogenannten Van't Hoff Entalphien Hy,, 40 50 60T [Zg] 80 90 100
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Flr die,,

Die thermische und thermodynamische Stabilitét von Proteinen

Schmelztemperatur” T, gilt:

DG, (T.)=DH —T DS =0 b DH_=T DS,

DG,y(T) = DH(T) = TDS(T) = DH,,, + Dc, (T-T,) - T{DH,/T,,+ Dc,In(T/T )]
= DH,X1-T/T,) + Dc, [T-T,- TAn(T/T,,)]

DG'unf

mesophil

thermophil_1
thermophil_2
thermophil_3

T T

m

|

Fur alle T bestimmt durch die
Messgroen: T, DHy, Dc,
=> z.B. Kalorimetrie

m
meso thermo\

steigende Temperatur —» .
Biospektroskopie

Schmelztemperaturen
far Proteine
Mesophile Thermophile
(20-50 °C) (60—-90°C)
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Protalnstabilitéat - Kalorimetrie

The Differential Scanning T2
Calorimeter (DSC) DCp = dDH/AT | |pH = apdT
T1
; |
A
Specific 4 pH 4.5“\l
heat Ahy
capacity pH 2.5
A Cal'(K.g)
(A 1
O ————
T 1
ACp
Probenkammer ~ Probenkammer mit 20 30 40 50 60 70 8 90
mit Puffer Puffer + Protein Temperature (°C)
i : : Ahy = specific enthalpy change upon unfolding
Bel m I__Iel zen bel der I?robenkarpmern ACp =partial heat capacity change upon unfolding
wird ein Unterschied in der Warme-

aufnahme gemessen DC, = DQ/DT _ _
Kalorimetrische M essparameter (DH,,, DCp)

H.y = Hypweist auf <« fur einen Ubergang(hier Proteinentfaltung bei
2-Zustandsiibergang hin der Schmelztemperatur Ty = Tp)
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Protalnstabilitéat

Beispiel Lysozym (T=25°C)
-TDS = -184 kcal/mol
DH = +198 kca/mol
DG = +14 kca/mol

Beitrdge von der Proteinstruktur und vom Solvens (Hydratwasser):
Beispiel Entropie

DGy (T) = GV — GF = DH(T) — T-DS(T)

conformalle Entropie der Proteinstr ukt Entropischer Beitrag des Hydratwassers

| on C)t;gtete Zn ;toplc?haetr gi rc;tel T(t ruitur Im entfalteten Zustand sind hydrophobe

m ehenB en l;f a.”h , 6'3 ruktur Residuen polaren Wassermol ektilen

menr Bewegungsirernelisgrace ausgesetzt, elngeschrankte Beweglichkeit
des Wassers

p S° >8P H H

Sme fol b Sme < Sfol

b DS” >0 b DS" <0

destabilisiert den gefalteten Zustand stabilisiert den gefalteten Zustand,
kompensiert S”

=> Thermodynamische M ethoden (z.B.Ka orimetrie) konnen nicht zwischen

den beiden Beitrégen unterscheiden, sie messen die Summe aller Beitrage !
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absorbance

Protelnstabilitat: H/D Austausch beobachtet mit FTIR

FT-IR Spektren (30 °C)

H/D Austauschkinetik (30 °C)

0.30 - amide | r °9
| Bac. Lich. . S ® BLA (thermo)
0,25 - \ L 08 - A BAA (meso)
- 3
0,20 - S 07 4
1 amide Il \' é 1
n | ! 0,6 _
0,15 b 1 g
i c
w— 05 4
0,10 - — ]
c
-'.&’ ,". -. 9 014 n
0,05 - -~-~._,- " HI/D-exchange 1 g ]
1 . > H: 0’3 T T T T T T T T T T T T T
0,00 - R ek 0 200 400 600 800 1000 1200
1300 1400 1500 1600 1700 1800 time [min]
wavenumber [cm™]
BLA (thermo) BAA (meso)
Kinetics fraction of exchange rates fraction of exchange rates
Das hitzestabiles Enzym exchanged H [102* min'] exchanged H [102* min’]
ist “flexibler” !l fast 0.27 - 0.22 -
medium 0.19 243 0.13 1.35
dow 0.21 0.011 0.19 0.010
a: 0.67 0.54

Biospektroskopie
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Modelle zur Hierachie der Faltung

Molten globules, Framework model 2
hydrophobic collapse

f*}*@' *'Eﬁj ?) '“ ‘éﬁaﬁ
\ - nfmserl%ﬁq /'!‘

/S e N
_~" Spontaneous J x\

refalding

Mucleation growth Jigsaw model 4
,__J'hl'lf =X
+ﬁ2f++~PFD < Se=o)
- Sk

TiBs

Radford 2000 (4) Parallele Faltungswege:;

Kombination verschiedener Modelle

Biospektroskopie

(1) Hydrophober Kollaps:
Seitengruppen orientierter
Ansatz (hydrophob, hydrophil)

(2) Hierachie: 1. Ausbildung
von Sekundarstrukturelementen
2. dreidimensional e Raumstruktur

(3) Lokale Aushildung eines
kleinen Strukturelementes um das
herum die komplette Struktur
aufgebaut wird.
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Der Faltungstrichter

Unfolded
Energy _ protein
A )
g

Configuration Radford 2000

TiBS

Heterogenitét des entfalteten Zustandes
=> parallele Faltungswege ! ?

— | Einzelmolekultechniken !
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