Geschwindigkeit der Proteinfaltung

Kleine Proteine (1 Domane; 50-200 AS) kdnnen sich in vitro prinzipiell
iIm Millisekundenber eich (teilweise auch schneller) falten.

Haufig wird jedoch auch fir kleine Proteine eine viel langsamere
Faltung beobachtet (Sekunden-Minuten). Grinde hierfir (u.a):

* Disulfidbrickenbildung (Abhangigkeit vom Redoxpotential)

» Aggregation als Konkurrenz zur Faltung

o cistrans’ Isomerisierung bel X-Prolin-Peptidbindungen

=> fuhrt haufig zu beobachtbaren Inter mediaten !

L evinthals Paradoxon
Protein mit 100 AS hat 219 mggliche Konformationen. Die Suche des
nativen Zustands allein nach dem Zufallsprinzip wirde unendlich lange dauern.
Der Faltungsprozefd mul , gerichtet” sein !
(=> Hierachien, Intermediate, spezielle Energielandschaften => Faltungstrichter)
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Komponenten der zeitaufgel 6sten mehrfarben Spektroskopie

Lichtquellen:

grol3e Intensitét bei moglichst vielen Wellenlangen in eitnem engen Wellenlangenband
gepulste Lichtquellen

» Blitzlicht Lampen (=> Monochromatisierung des Lichts)

» Laser (=> Frequenzverdopplung, Frequenzmischung)

Spiegel und Strahlteiler

hohes sel ektives Reflexionsvermogen

Aufspaltung des Strahls in Abhangigkeit von der Wellenlange
oder der Polarisationsrichtung

» Dielektrische Mehrfachspiegel

» Doppelbrechung (dichroitische Spiegel)

Filter, Polarisatoren und Monochromatoren Detektoren

gute Wellenl&ngenaufl 6sung, hohe Intensitét hohe Zeitaufl 6sung,

des Sekundérstrahls sehr empfindlich (z.B.

> Interferenzfilter » Single photon counting*)
> Reflexionsgitter (Gittermonochromator) » Photomultiplier

> Prismen » Photodioden, etc.

» Doppel brechende Polarisatoren
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Gepulste Lichtquellen

Gepulste Lichtquellen Komponenten desLasers
o aktives Medium
Blitzlicht Lampen durch selektive Energiezufuhr wird in einem oder in
> breites Wellenlangenband mehreren Niveaus eine invertierte Besetzungsverteilung
» kurze Pulsdauer erzeugt
z.B. Blitzlicht Lampe; Gasentladung; anderer
L aser ) Laser: erzeugt Besetzungsinversion
» sehr schmales Wellenlangenband
> (sehr) kurze Pulsdauer gtezﬂ?ator e . Mod chert
> hohe Wiederholrate rahlung wird in wenigen Moden gespeicher
(durch Spiegel)
Prinzip desLasers Sel ektive Besetzungsinversion:
AN(E) Ni > Nk trotz Ei < Ek
Resonator AN thermische
N Besetzungsverteilung
b d g i N(Ei} """"" \"\"\"\/"\' """"""" invertierte
aktives Medium ] Nl"ﬁi%\r.; S — Besetzung
- L > strahl N(E ) ---mmmmmmme- \ ~oJ
Spiegel T T ? T Spiegel e

Energiepumpe
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Prinzip des Lasers

Beim Durchlauf des Lichts durch ein Medium spielt
der frequenzabhéangige Absorptionskoeffizient die
entscheidende Rolle fir die Intensitéat des Lichts;

1 (v, 2) = | (v,0)x ¥ mit

Schwellwertbedingung
DN = Ni(gk/gi)' Nk 3 DNSchW

__90)
2s (n) =L

wiv) = LNK %‘I‘ N, } - G(Vig)

v L

e u
an)=gN, - %N, p (1)
e i u

18%)]

L >

Man sieht, dass fur N; > g/gNy der Absorptions- ~
koeffizient negativ werden kann. Die laufende
Wellen wird dann nicht geschwacht sondern

ver starkt. Ein Medium, das solche Eigenschaften
aufweist (Erzeugung der Inversion) nennt man

aktives M edium.
grol3e

/Hesonato rachse Versta rkung\
— < |
Sp1 geringe Sp2
Verstarkung

Biospektroskopie

s (v): Absorptionsquerschnitt
a(v) Absorptionskoeffizient
0. Verlustkoeffizienten

DN: Inversionsdichte

Verluste

*Reflexionsvermdgen der Spiegel
«Streuung

*Beugungsverluste
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Prinzip des Lasers

Beispiel einesdrei-Niveau-L asers

Experimentelle Realisation

i aser Reflektor
des Rubin L S Zylindergehause mit

E, elliptischem Querschnitt
@ strahlungslose i B oo T i)
Uberga e
E; ergange /Fiublnknstall
Spiegel Spiegel
\'L\__\ @ c o - /‘, P o
Pump_ i +Laser“ R e
licht strahl
Laser- e ? % ? j ,?T\}I
emission I T S I : i
Eo® %,
Grundzustand | Blitzlichtlampe

I I '

Termschema des Rubin-Lasers Schalter ~ Kondensator

aktivesM edium
Al,O; mit Chrom dotiert I_nversi on wird erreicht, weil die
Cr+*im Grundzustand E, Ubergangszeiten fir E;® E;, ® E
Absorption von Licht => E;, E2 (kurzlebig) Vi€l kurzer sind, dsdiefur £ ® E
Strahlungsloser Ubergang zu E; (langlebig) (deshalb i.a. mindestens Drei —Niveaus)
Ei® E;:Laseremission
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M oden des Laser

Die fir den Laserbetrieb notwendige Inversion kann durch gepulst oder kontinuierliche
Pumpenergie hervorgerufen werden. Dementsprechend ist die Laseremission gepulst oder
zeitlich kontinuierlich (, continous wave® : cw-Laser).

Moden des offenen Resonators \G Resonator-Moden
. o5l Netto- l 1 ' # Jv Spektrales
transversal-elektromagnetische [ verstérkung ] Verstérkungsprofil
Moden: Fundamentalmoden.: TEMg 20T
Amplitudenvertellung der TEM-M oden 15y wert |
A(X) A(x) AX) 1.0 p==- G- 11
5 E : 0.5 ' |
‘. ' ' Vi
/ /\ /\ /\ M, L
0 N —=
TEM,, TEM, TEM,, A

Elextrische Feldstarkein der Ebene senkrecht Man kann durch eine geeignete Wahl
2ur Resonator achse von a (Spaltéffnung) und von d die
Nettoverstarkung so klein machen,
dass sie die Schwellbedingung nicht
erfillen => M odenselektion
TEM, TEMp,
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Moden des L asers

Einmodenlaser

Um zu erreichen, dass ein Laser nur auf einer
Resonanzfrequenz oszilliert miussen zusétzliche
frequenzsel ektierende Elemente (z.B. Etalon) in

den Resonator gebracht werden.

Transmission des Etalons:
1
1+(4R/(1- Rf’)>sin*(d/2)

T =

mit dem Reflexionsvermogen R und der
Phasenverschiebung d:
d=2p/I Ds

Man sieht, dass T = 1 wird, wenn d = 2m-p, d.h

far alle Frequenzen v, = mc/Ds.
Man kann Uber den Kippwinkel a des
Etalons nun v, = v,, einstellen und damit

nur die eine gewunschte Resonanzfrequenz

auswahlen.

M, Laserrohr Tk M,
AN
B : .
A —20-L — Verstarkungskurve

Schwelle
N 3{1 L=y

"~ Resonator- Moden

0 Etalon-
durchlass
kurve
¥ \

|
|
AG |
= | Ein-Moden-Betrieb
2 |
G |
1] |
© |
Schwelle |
| /\,KN\] \/‘\ B
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Verschiedene L asertypen

Die meisten Lasertypen haben feste Oszillationswel lenlangen, L asertypen

die den diskreten Ubergangen zwischen definierten Niveaus

) o FestkOrperlaser
in Atomen oder Moleklen entsprechen. P

 FlUssigkeitslaser

Festkor perlaser e Gad aser
Lasenyp B

| Atom
ol bzw. lon

| lenlinge

| (um)

Biospektroskopie

FestkOr per laser

Ruin]aser Crit+, A!z();; 10,6943 ) . N _ i

- (Saphir) - »aktives Medium: Glaser oder Kristalle, die
Neodym- | Nd~T+ Glas 1,06 . :
e ] el y Sorak mit anregbaren Atomen bzw. lonen dotiert
Neodym- | Nd**F | Y3405, | 1,06 sind (Konzentration: 0.1 — 3 %)
YAG-Laser | = CaF,, CaF5y | 09 —1.1 _

o S » Alle Festkorperlaser werden optisch gepumpt,
Titan-Sa- TiTT | ALOs | 0,65-1,1 : : : : :
phirLaser | - - meist mit Blitzlampen, so dass die meisten
Alexandrit | Cr T+ BeAlLO; | 07 083 - .
Kobalt | Cot L o gepuls_t betrieben werden (Pu_lsdauer ms —Ts
Laser e - s und mit 1 mJ—1J Pulsenergien)
Holmium- Hot+ YAG 2.06 ) ) i . .
Laser o : »zum Teil breite Durchstimmbereiche (breites
Erbium- Ert YAG + 2.9 " .
aser o e Wellenlangenband steht zur V erfligung)
Farbzentren-| Fehlstellen Alkali- ] 0.8 =35
Laser von Alkali- | Halogenid- | jenach

fonen - Kristall . | Kristall
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V erschiedene L asertypen

Auswahl einiger Gaslaser

| ——Lzlcr
Argonlaser
CO5-He N,-Laser
CO-Laser

Excimer-Laser

Chemische Laser

ctwa 10 Wellenliingen
von 0,54 -3 .39 um

etwa 20 Wellenldngen
zwischen 0.35-0,53 um
auf etwa 200 Linien
9.5-103um

- auf etwa 300 Linien

zwischen 4.5 -6 um
XeCl: 308 nm

KrF: 248 nm

ArF: 193 nm

HF, DF: 2—-3um
10-20pum

Betriebsart

W

cw und gepulst

cw und gepulst
cw und gepulst

gepulst, Pulsdauer
2-200ns

cw und gepulst

| Leistung

0.1 =100mW

F=T00W cw,
einige KW gepulst
I W TOKW cw,
gepulst < 1| MW
c-:inigc Watt

Pulsenergien
[ =300m] pro Puls

einige KW

» aktives Medium: Gasentladung (z.B. durch stufenwei se Elektronenstol3anregung)
»Linienreiche Spektren (je nach Atomsorten in Gasmischungen bis zu 300 Linien)
»hohe Strahlleistungen

Biospektroskopie
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Erzeugung kurzer L aserpulse

Guteschaltung von L aserresonatoren M odengekoppelte Pulse

Bei einer Glteschaltung von L aserresonatoren werden

wahrend des Pumpvorgangs die Verluste g kinstliche D! € I_.|chtwel le der _Frequgn"z Vo
bis zu einem gewahlten Zeitpunkt t; groR gehalten. Zum ~ Wird im Resonator intensitats-

Zeitpunkt t = t; werden die Verluste pl6tzlich auf ihren ~ moduliert mit der Frequenz f.

maoglichen Minimalwert reduziert. Dadurch wird die Hierbei treten dann Intensitaten
Besetzungsinversion fir t > tg nicht durch induzierte nicht nur bel vy, sondern auch bei
Emission abgebaut und man erreicht wegen andauernder v, +f (Seitenbander) auf.
Energiezufuhr sehr hohe Pulsintensitéten. Ist nun der Frequenzabstand dn
Pulsdauer: ~Nanosekunden; Pulsenergien 10° -10° W benachbarter Eundamental moden
o ) gleich der Modulationsfrequenz f,
Prinzip einer Glteschaltung des L aserresonators : : . .
AP, P AN tragen die Seitenbander in ihrer
___________ verustey P Intensitét zur induzierten Emission
Schwelle” f bei (=> Modenkopplung).
Pumpleistung E “.. H\n
> <y N \ => Pulsbreiten im Bereich von
.~ “Besetzungs- i o .
g mersion N Pikosekunden
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Nichtlineare Optik: Optische Freguenzverdopplung und Frequenzmischung

Bel gentigend kleinen Feldstarken der einfallenden Welle sind die Auslenkung der Elektronen
klein und die Rickstellkréfte sind proportional zur Auslenkung. Die induzierten
Dipolmomente sind proportional zur Feldstarke.

P=e,cE

Diesist der Bereich der linearen Optik. Bel grofl3eren Lichtintensitaten (z.B. mit Lasern)
kann durchaus ein nichtlinearer Bereich der Ausdenkungen erreicht werden. In diesem
Fall spielen die Symmetrieeigenschaften des Mediums (Suszeptibilitdt muss as Tensor
betrachtet werden) eine wesentliche Rolle.

P=e(c{"E, +Ci'E,E, +C{/E,EE +...)

Aus diesem Grund wird eine monochromatisch einlaufende Welle E=E cos(wt-kz) im
Medium nicht nur Rayleigh-Streuung zeigen, sondern auch Licht hdherer harmonischer
Frequenzen (mw mit m= 2,3,4,..).

Beispiel der A (2) =2 Q) 1 (2) =2 0
Komponte —>Px—eog§c E2 +C oncos(wt)+§c EOXcos(ZWt)Ej
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Nichtlineare Optik: Optische Frequenzverdopplung und Freguenzmischung

Im Gegensatz zur Grundwelle (Frequenz w) kann die Oberwelle (2w) in homogenen isotropen
Medien in den einzelnen Schichten des Mediums sich nicht zu einer makroskopischen Welle
aufaddieren. Sieist gegenphasig zu den Schwingenden Dipolen.

Vpr(2W) =c/n(2w) 1 vp(w) =c/n(w)

optische Achse Mit Hilfe der Doppelbrechung in anisotropen Medien ist
} es moglich, dass z.B. in einer bestimmten Richtung g, gegen
die optische Achse der Brechungsindex ny(2w) = ng(w) ist.
So konnen sich Erregerwelle und die Sekundarwelle (2w) in
gleiche Richtung mit gleicher Phasengeschwindigkeit aus-
breiten und die Oberwellen kdnnen sich phasenrichtig zu
einer makroskopischen Welle addieren.

Das Resultat ist dann eine optische Frequenzver dopplung.
Beispiel: Rubin-Laser:| =690nm ® | =345 nnm

Durch Kombination von zwel Wellen unterschiedlicher
Frequenz kann unter bestimmten Umstanden nach dem
obigen Prinzip auch eine Frequenzmischung hergestellt

Phasenanpassung zwischen werden. => Strahlungsquellen fir Spektralbereiche in denen

Grundwelle und Oberwelle : . .
|
in doppeltbrechenden Medien. keine Laserlinien liegen !
Biospektroskopie 143




Optische Pulskompression

Der Brechungsindex von Licht in einer optischen Fiber ist gegeben durch:

n(w, 1) =ny,(w) +n,I (t) no: lineare Anteil
n,: nichtlinearer Antell

Ein Lichtpuls der Dauer DT wird durch ein Wellenpaket beschrieben:
Dw/2 _
1) = ¢y (w)e™ “dw
Der lineare Anteil des Brechungsindex n(w, ) bewirkt Prinzip eines optischen
. : . : Reflexionsgitters
bel normaler Dispersion (dny/dl > 0), dass die roten _
Spektrallinien eine groRere und die blauen eine atter.
kleinere Geschwindigkeit haben. Der nichtlineare Furchen-
Anteil von n(w,|) bewirkt eine intensitdtsabhangige "°™ae
Frequenzver schiebung der Wellen im Puls. LB/ /
Der Puls wird daher spektral breiter (nichtlinearer |
Anteil) und lauft zeitlich auseinander (linearer
Anteil).
Beim Durchlauf dieses Pulses durch ein Paar paralleler
optischer Gitter kann jedoch eine Pulskompression
erfolgen !

/--‘\-‘-_ — ﬂ.S = A1 - ﬂ2 ,’/
/ reflektierende

/:/ v ™ /‘l .
~ A Schicht
\1 ]IA\Q\ ;/ /
k) . i///\

.
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Optische Pulskompression

Ein solch spektral verbreiterter Strahl wird Prinzip der optischen Pulskompression

in dem Paar optischer Gitter so reflektiert,

dass die roten Anteile unter grofRerem Winkel b

reflektiert werden als die blauen. Aus dem Weg- .

unterschied Ds und der Gittergleichung:

| =D (sna —sinb) ergibt sich die folgende |
v

Abhangigkeit: ﬂ s

ds)  1/D
di (1- sin%a)®?

Sy

 J

1= 5o

S,=8;siny

furl << D

Es zeigt sich aso, dass der optische Weg mit steigender Wellenlange zunimmt. Wahlt man
der Gitteranstand D so grof3, dass die Verbreiterung des Pulses auf Grund der linearen
Dispersion der optischen Fiber Uberkompensiert wird, erhdt man insgesamt eine zeitliche
Verklirzung des Pulses (anor male Dispersion => Pulskompression).

Mit dieser Technik kann man Pulsdauern im Bereich von Femtosekunden erreichen
(Rekord liegt fir | =600 nmbei Dt =6fs!).
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M odelsysteme zur Proteinfaltung / Faltungskinetik

Protein MW No- No No SH- Folding- time range
[kDa] AS Cys. Bond Type
alpha-lactalbumin 16.2 142 |8 4 Intermediate | ~0.15 sec (20 sec)
(bovine)
apomyoglobin 17.2 153 |- - Intermediate | ~100 ms
(sperm whale)
lysozyme (HEWL) 14.3 129 |8 4 Intermediate | ~350 ms (20 sec)
cytochrome C 11.7 104 2 - two-state ~200 ms
(horse)
Barstar 10.2 89 2 1 two-state ~100 ms
(RNase Inhibitor)
Cold shock Protein 7.4 67 - - two-state ~1ms
(A.B)
Disulfidoricken:
— S-S-. +2H +2¢€

SH SH

Biospektroskopie
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Zeitaufgel 6ste Techniken zur Proteinfaltung

Anregung schneller Entfaltungs-/Ruckfaltungsprozesse fiir zeitaufgel 6ste M essungen

Stabilitat des Cytochrom ¢’ in Abhangigkeit des

schneller trigger el ektronischen Zustandes der Eisen-Hamgruppe
* , Mixing stopped flow*, o
pH-Sprung (sub-Millisekunde) 1 S
o rapid flow": , pump-pobe* -Messung - _ 08| I
e Laser: T-Sprung bei Wellenldnge o L i x: Fetil | Fe
mit starker Absorption des o ¢ o Py
Wassers (ns) E | " OBogoplion | |
« Blitzlichtphotolyse, = 5} R S R B
Elektronentransfer (100 fs) % Fe(ll)
Beobachtung des Gleichgewichts 4
Schnelle Ubergénge (FU U) in der
nahe des Gleichgewichts [U] = [F]
0

bel kritischen Bedingungen (T,
GndHCly;,) => nur mit Einzelmolekiil-
untersuchung moglich !

250 300 350 400 450 500 550 600 650

wavelength (nm)
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Faltungskinetik

Beispiel: Ribonukleaseinhibitor (Barstar)
DE LA B [ O R N B B R B N B B S B B B R B R

=
—
N
T
1

B phd, 8°C jump

=
—
T
1

III.IIIS_' ]

Fluorescence change (%)

i 500 1000 1500 2000 2500 3000
Time (ps) Nolting, 1995

Ruckfaltungsmessungen mit Pseudo-Wildtyp Mutante: P27A/C40A/C82A Barstar (enthalt
keine Cysteine => keine Disulfidbricken => schnellere Faltung)

» Ausgangstemperatur: 2 °C (Kéte-denaturiertes Protein)

 T-Sprung mit 200 W Quecksilber-Xenon Lampe => 10 ° (gefaltetes Protein)
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Faltungskinetik

Ausbildung der Sekundarstrukturelemente beobachtet mit zeitaufgel Oster IR Spektroskopie

Diode Laser Probe:
1 (M-

Temperature/
Current
Controller

* T-Sprung ca. 20 °C: Absorption in D,O —Puffer

1700 em-!

Controller

Computer e

Sample

DM

X

Difference
Frequency
Generation
{LiNbO3)

Pulsed Dye Laser
A =683 am
(LDS 698)

Erhalt der Warme ca. 1 ms.

* |R-Absorption der Amid I-Bande (1610-1680 cml) -
=> sengitiv fur Sekundarstruktur ! 87

1= : Peptid-Modelle A
GHz Bandwidth 0 T eptid:| »
Digitizing Scope .
2
T ] Helixbild
= 4 IXplaun
i
Photovoltaic % ]
MCT Detector =< 6 —
{7 ns risetime) i
=B -
= Injection Seeded, w* 1?1t w1t 1wt 1wt 1wt 1wt 1!
Q-Switched Time (s)
Nd:YAG Laser
I 7\ apoMb B
0
o 2 Helix-Helix
=
P T o2
Q 3
O L 8
= S
1

w*®  w®  w* 1wt owt ot w1t w1

Dyer et al. 1998
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Faltungskinetik des apo-Myoglobin

U=>E: Strukturierung des
Proteininneren mit den
Helices A,G,H

apo- N

o4 E=>I: Vervollstandigung des
1 ms Proteinkerns

|=>N: Native Anordnung
der Helices

Dyer et al. 1998
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