e (10°M'em™)

Zeitaufgel 6ste Techniken zur Proteinfaltung

Anregung schneller Entfaltungs/Ruckfaltungsprozesse
fur zeitaufgel 6ste M essungen

Photodissoziation (~ in ps)
initiiert Ruckfaltung des Cytochrom C.

16

12

@
T

1]
0.8

3 081 Feqi)d

u n_4
02|

il

Fe(ll)

5 1
[GuHCH], M

4op®
;ﬁ‘fFe{..} Zeitaufgel6ste M essung von
| ~ 400 nm: Met-Bindung
| | ~430nm: His-Bindung
"R

300 350 400 450
wavelength (nm)

500 550 600 650

Biospektroskopie

B
1:;) 4
8 TIME

2
(8

koordinierte Hamgruppe

Eaton et al. 1998
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Zeitaufgel 6ste Techniken zur Proteinfaltung

Tryptophan-Seitengruppe
Trp-59 befindet sich in der
Nahe der Ham-Gruppe und
dient als,, Sonde* fir

Der Forster-Energie Transfer verandert

Ruckfaltungskinetik

pH-induzierte Ruckfaltung
gemessen mit ,, continuous®
und ,, stopped flow* Technik

Relative Fluorescence

Kinteische Information Uber
sechs Grofenordnungen in der
Zeit.

Die wesentlichen Struktur-
anderungen in der Nahe der
Ham-Gruppe finden im
Submillisekundenbereich
statt.

Relative Fluorescence

die Emissionselgenschaften von Trp-59.
Die entfaltete Struktur zeigt grof3ere

Fluoreszenzemission.

Biospektroskopie

Tryptophan Fluoreszenz
1.0
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0.8 __ 10 ‘\
0.6 - £
8 -
=LY - S
0.4 . 7 T I T '| lD | T
3.2 33 34 35 3.6
1000/T (K"
0.2
A
I ' 1 ' I N 1
0 200 400 600 800
Time (us)
0.7
0.6
05 4 {601 (06)
0.4 +
0.3 430 ps (0.3)
0.2
0.1 - 4.8 ms (0.1)
B
0.0 T T T T T T
4 -3 2 4 0 1
Log (time/s)
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Zeitaufgel 6ste Techniken zur Proteinfaltung

apo-Myoglobin (horse):
Zeitaufgel 0ste Faltungsstudien mit

Temperatursprung

Horse apomyoglobin

Grueble et a. 1998

GH~ |
-1
e whale “103
4\ spoMb, pH 42 [CUEPONE
'=' colg-den,
o I Tt 0.4
N AGH |
4
::-?'__
eq-apabih, !
184 pH A9 8.5
T T T T T T
200 00 W 40 6 &0

Temperature, “C

Cold denaturation
(monitored by CI)

1.0

[ =N E B [

_D " o Ay

=] :

= 4 R :

ﬁ.' ]

E' :

é -5 0C o —

= 10 9C ’ﬁ' 160 mM

T-jumg o acrylamide
0.0 T = S sperm whale
2000 20 ® apoMb
Temperature, °C
T T | T T T T

Population change

due to T-jump

Biospektroskopie

1 20 30
Time, pLs

Fast kinetics

Fluor eszenzmessungen
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Monochromatoren

Die Selektion ausgewahlter Wellenlangen spielt fir viel Spektroskopische Verfahren eine

zentrale Rolle. Dabel spielen die folgenden Faktoren eine Rolle:

» mdglichst viele verschiedene wahlbare Wellenlangen aus einem breiten Spektrum von
Wellenlangen

 hohe Intensitét der ausgewahlten Wellenlange

» moglichst kleines DI /|

» gute rdumliche Trennung von Strahlen unterschiedlicher Wellenlangen

Prismenspektrograph
Dispersionskurven ver schiedener
n Materialien

2,0—
Schwerstflint

—_—

x Schwerflint
1,61
K KrongIgs
i Dispersion n(l ) des Brechungsindex _, = Supras]
fahrt zu wellenlangenabhangigen ’
Brechungswinkeln.

Fluorite

1,2 | | | | | | I -
200 300 400 500 600 700 80O

dq _ ZSin(g/2) >(d_n A (hm)
dl \/1' n25i”2(9/2) dl Biospektroskopie 154




Monochromatoren

Reflexionsgitter

In eine ebene Glasplatte werden Furchen geritzt, die eine bestimmten Neigungswinkel zur
planaren Glasoberflache aufweisen. Diese Flache wird dann mit einer reflektierenden Schicht
bedampft. Bel vorgegebener Einfallsrichtung a erh@lt man nur in solchen Richtungen b

konstruktive Interferenz fir die gilt: Gitter-
normale
DS:d(sina +49n b): ml Furchen-
normale ) % ﬂ
Blazewinkdl: ¢ =2*P RNy /
: : _ _ T fAs=A- A

Dader Einfallswinkel a durch die Konstruktion ek of reflekiierende
des Gitters fest vorgegeben ist, der Winkel b \% e
aber durch d und die Wellenlange bestimmt ist, gilt e /\
fur den Blazewinkel!: .

q= a +1arcsiném| i sinag optisches Reflexions-Beugungsgitter

2 2 gd i

Er wird so gewahlt, dassfir | ,, (mittlere Wellenlange von DI ) der Winkel b,,,, bel dem das
| nterferenzmaximum m-ter Ordnung auftritt, gleich dem Reflexionswinkel r =q - b idt.
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Monochromatoren

FUr einen Blazewinkd senkrecht

Beispiel:

zur Furchennormale:
Furchenabstand: d = 1mm => wellenlangen-
Wellenlange: | = 600 nm selektier ender
Einfallswinkel: a= 30° Spiegel

Bel Verwendung dieser Grof3en ergibt sich fur b:

Gitternormale

snb =«( - d>sina)/d

\ Littrow-Gitter

Esfolgt b »x 6°, d.h. esgibt zwel Richtungen gegen
die Gitternormale und zwei Richtungen gegen die R
Einfallsrichtung (36°und 24°) bel denen I(b) maximal 50 N,

I
. _d-sina
[

far die 1. Ordnung wird. .
Optimaler Blazewinkel ist dann bei 18° bzw. 12 °. g s

a) As=2dsino=mA
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Monochromatoren

Gitter spektrograph

ph.D.: Photodetektor

Fp1 2: sphérische Spiegel zum
Fokussieren der divergenten
Strahlen

S, ,: Spaltoffnungen

Die spektrale Auflésung ist gleich dem maximalen
I _Ds, Wegunterschied Ds,, interferierender Strahlen,
Dl I gemessen in Einheiten der Wellenlénge.
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|nterferenz Filter

Interferenz Filter werden benutzt um selektiv die Transmission von Licht eines schmalen
Wellenlangenbandes zu ermdglichen. Die Strahlung auf3erhalb dieses Wellenlangenbereichs
wird entweder absorbiert oder reflektiert. Man unterscheidet zwischen Linien Filtern und

Band-pass Filtern. T
100 1 T=97%

I~

Ein Interferenz Linien Filter ist prinzipiell ein Fabry-Perot'sches *°[ {7 =436 o
Etalon mit einer sehr kurzen optischen Weglange zwischen zwei | |
reflektierenden Oberflachen. Das Material zwischen den reflek- N !

tierenden Oberflachen welist einen niedrigen Brechungsindex auf ;
und die Dicke dieser Schicht (optische Weglange) bestimmt die  ° :'

| _-line
filter

I
[
I
I
[
1
|
!
I
I
I
I
I
|
\
]

Wellenlange grof3er Transmission. L
Interferenz Filter nach dem Fabry-Perot Typ a
\ //,.b_cmd— pass
separating SAHIRI..-“.- silver 051 \\Hfjtter
I ! T~
layer i //////j/ layers \ K
NRNIINNINNNG Ll
glass ’\
substrate / / 500 550 600 850
N & < absorption Spektrale Transmission
~ N filter einiger Interferenz Filter
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Spiegel und Strahlteiler

Mit Metallspiegeln (Aluminium, Gold, Silber) erreicht man im sichtbaren Spektralbereich

nur Reflexionsbereiche von R = 0.9 — 0.95. Dieses Reflexionsvermogen ist aber fir viele
Anwendungen nicht ausreichen (siehe. z.B. Laser). Um hohere Werte fir R zu erreichen, kann
man die Interferenz bel der Reflexion an vielen diinnen Schichten mit unterschiedlicher
Brechzahl, aber kleiner Absorption ausnutzen (Dielektrische Spiegel).

FUr eine maximale Reflexion missen sich die an den einzelnen Dielektrischer Spiegel
Grenzflachen reflektierten Tellwellen alle phasenrichtig Ao

Uberlagern: i“ ’1‘2 'is

Der elektrische Feldvektor erfahrt bel der Reflexion am optische v |

dichteren Medium einen Phasensprung p, wahrend bel Reflexion ny M4
an einem optisch dinneren Medium kein Phasensprung auftritt. .

Bei einem Schichtsystem mit den Brechzahlenn < ny> np > ng
erleidet das Licht nur an der oberen Grenzschicht einen
Phasensprung. Konstruktive Interferenz der reflektierten Tellwellen
erhat man, wenn die Dicken der Schichten gerade| /2 bzw. | /4 sind. Y

Rest-Transmission
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Spiegel und Strahlteiler

Man kann heute bei Verwendung von 15 — 20 Schichten Spiegel mit einem
Reflexionsvermogen von bis zu 99.995 % herstellen. Solche Werte sind nattirlich nur far
einen bestimmten Wellenlangenbereich um eine gewahlte Wellenlange zu erreichen.

Reflexionsvermogen R(l ) eines
dielektrischen M ehrschichtenspiegels

RJL Tli%
1,07

0,8 1
0,6

0,4

T 1 T
500 600 700 A/nm

Strahlteller

Dielektrische M aterialien kdnnen auch dazu genutzt
werden, das Licht wellenlangenabhangig

zu reflektieren oder passieren zu lassen.
Doppelbrechende Substanzen kénnen genutzt werden,
um den Strahl bezlglich seiner Polarisations-
komponenten zu teilen.

Beispiel eines Strahlteilers:
Polarisations-Strahlteilerwiirfel

, — Dlunnschicht-
Ly » polarisator

Biospektroskopie



Einzelmolekilstudien
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Einzelmol ekl studien: Motivation

Ensemble-M essung:
- Bestimmung eines Mittelwertes des Ensembles
(z.B. gemittelte Struktur von 103 Protein-

molekulen in einem Proteinkristall) Neue Anwendungen
- gute Statistik: verlasslicher Mittelwert

| statische M essungen

- Anwendung auf heterogene Proben,

- Bestimmung von
Subpopulationen,V erteilungen

Einzelmolekilmessung:
- Bestimmung eines Messwertes der die
Eigenschaft eines individuellen

zeitaufgel 6ste M essungen
- in Proben ohne Synchronisation oder
mehr Information bei

Molekiilswiderspiegelt ,schlechter* Synchronisation
- Mehrfachmessung geben weitere - Beispiele: Motorproteine,
|nformation Proteinfaltung, etc.
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Anwendung von Einzelmolekilstudien in der Zelle

Mavement & transport

=

Maolecular motar B signal
AF L) g >

¥ %“;:‘ﬁ--‘x\wq

Cell signaling Receptor ‘;‘cms talk /
,@, lom channl L I
Recept -
eceptor '{Cdsmd Bs

Assembly
Transcription '

Transport

Protein synthesis & folding
0l
R el Cell

Va¥ E% 'Tlh-'

Biospektroskopie
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Techniken fur Einzelmolekilstudien

Allgemeine Probleme

 Signal-Untergrund Verhdltnis
» Wie erlaubt es die makroskopische Probe Molekiile ,, vereinzelt” zu messen ?

o ,Patch clamp” - Technik
o L aserpinzette (optical tweezer)
» Fluoreszensspektroskopie (z.B. FRET, FCYS)

o Kraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM)
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Das Prinzip der L aserpinzette

Incoming Scattered

Wie werden Partikel ,, gefangen® ? Ray Ray

Licht besteht aus Photonen, die einen
|mpuls haben:

h
b= T n,
Die Intensitét des Lichtsist durch die
Anzahl der Photonen, die auf eine Flache
pro Zeit treffen gegeben.
Im allgemeinen werden zwei Kréfte auf den
Partikel wirken:
 Kraft durch Reflexion des Lichts (Fgat)
« Kraft durch Lichtbrechung (F )

Fscattering

b a

grad

Foet = — QS - So)dA
C

e = center of sphere nqe< Ny
e = source focus
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Die Optik der L aserpinzette

Wichtig flr die L aserpinzette:

\L laser light J/
gr.oBe nur_ner_l sche Apertgr der M objecting. NA =125
Linse, weil die Strahlen die von den lens
Seitenbereichen der Linse kommen, index-
. : matching n=1515
am meisten zu Fg4 beitragen. ol
Numerische Apertur: N.A. = Ng;;*SIN(Qmax).
Noil - Brechungsindex des
Mediums unterhalb der Linse buffer polystyrene 13
. n=1.
Omax. Winkel zwischen optische solution

n=157
Achse und Radstrahlen

hier: N.A = 1.515 - Sn(56°) = 1.25

Achtung: Totalreflexion bel d > gnr
Grenzwinke: Sn(grr) =Ngja/Noil

Grof3e der Kugel

n = index of refraction (Bead): ca. 1 nm
N A. = numerical aperture

TIR = total internal reflection



Das Prinzip der L aserpinzette

light from abjective

Wie werden
Partikel ,, bewegt” ?

force down

b

P Der Fokus des Laserlichts wird
entsprechend verschoben.

force left
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Praparation der Beads

o : Bead (Polystyrol): £356 nm
Belsp| - Myosin » Kugel mit BSA (berzogen (,, Preblocked”)
Rief et a. PNAS, 2000
« Zugabe des zu untersuchenden
Molekils in geringen Konzentrationen

A B

-
o

© o o @
N Ok oy @

Fraction of beads moving

o

1 10

Molar ratio molecules/beads

zu B

Die Wahrscheinlichkeit (PoissonVerteilung), dass ein oder mehrere Motormolekiile die Kugel
bewegen ist gegeben durch: 1 - exp(l f) mit f =n Motormolek./ n beads; | : Fitparameter.
Bestes Model (durchgezogene Liniein B) mitf = 1 (d.h. eine Motor pro Kugel) und

| =0.2 (einsvon 5 Motormolektlen ist funktionsfahig und bindet); gestrichelte Linie: f =2
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Beispiel einer Messung '
Rief et al. PNAS ,2000

Der optische Aufbau einer L aserpinzette

— : Licht der Laserpinzette (Laser)

----: Beobachtungdicht (Lampe)

M: Spiegel

L: Linsen FET::“ Amp

D: dichroitischer Filter QD
O: Probenebene @ @ — T 'Q—@
VC: Videokamera T
QD: Quadrant Photodiode vCo

AQO: Akustooptischer Modulator
(Smmonset al, Biophys. J. 1996) L1

Ve

. M1
Nd-YAG ; L2

-

Laser:l »1000nm AO

M2 ™

380

304

228

Tungslen &

152 Lamp

Distance [nm]

Ortsauflésung: Nanometer
Kraftmessungen im Bereich

0 02 04 06 o8 von Pikonewton
Time [s] 169

|
S

Feedback
control



M echanische Messungen mit der L aserpinzette

Analogie: LaserfalleU mechanische Feder
Krimmung gibt die , Federsteifheit” (Stiffness)

der Laserfalle wider.
—»  Federkraft:
F=-D-x

Bewegung der Kugel aus
und J D: Federkonstante

dem Zentrum der Laserfalle:
» Brown' sche Molekularbewegung
 andere Zugkréafte an der Kugel

(z.B. Motormol ekl bewegung)

Bestimmung der Stiffness
Uber Energieerhaltung:

Parameter mit Einfluf 1 1
auf die Stiffness ~Dx* == kT
« Leistung des Laserlichts 2 2
» Grole der Kugd D ~50 pN/mm

 Brechungsindices
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