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Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung der Konformationsdnderung zweier verschiede-
ner biologischer Modellsysteme: des temperaturinduzierten Entfaltungs- und Schmelz-
vorgangs in Collagenen und der photoinduzierten Strukturdynamik in Azopeptiden. Die
Untersuchungen wurden mittels optischer Spektroskopie im mittleren infraroten Bereich
des Spektrums durchgefiihrt, wobei die Methode die Gewinnung umfangreicher Infor-
mationen liber die Systeme zuldBt. Aufgrund nur geringer Signalamplituden war es du-
Berst wichtig, die Experimente mit hoher Einstell- und Abtastgenauigkeit durchzufiih-
ren. Dies wurde durch den Einsatz umfangreicher Modifikationen an kommerziellen
Abtastsystemen bzw. den Aufbau und die Etablierung eines eigenen Me@platzes zur
zeitaufgelosten Spektroskopie ermdglicht.

Im ersten Teil der Arbeit wird die Temperaturabhéngigkeit der Konformation an vier
homotrimeren und einem heterotrimeren Collagen-Modellsystem untersucht. Dabei
konnte in allen Fillen ein reversibles Schmelzen und Riickfalten bei Abkiihlung beob-
achtet werden, wobei die unterschiedlichen Reaktionskinetiken sich gut auf die mole-
kularen Eigenheiten wie z.B. GroB3e und Bindungsanzahl der Systeme abbilden lieen.
Das postulierte bi-phasische Schmelzen des Heterotrimers konnte erstmals nachgewie-
sen werden. Die Reaktion folgt einer zwei-Zustands-Kinetik, wie durch die Einfithrung

einer verbesserten und einfachen Modellfunktion gezeigt werden konnte.

Der zweite Teil der Arbeit befal3t sich mit der durch die photoinduzierte Isomerisierung
des Azobenzols ausgeloste Konformationsdynamik in Azo-Peptiden. Durch
cw-Experimente konnte die Ubertragung der Reversibilitit der Azobenzolkinetik auf die
zyklische Peptidkette gezeigt werden. Die zeitaufgeloste Untersuchung der Konformati-
onskinetik im bizyklischen Azo-Peptid fiir die trans = cis Photoreaktion ergab, daf} die
Konformationsdynamik im Peptid innerhalb von Pikosekunden weitgehend abgeschlos-
sen ist. Damit konnte die bisher herrschende Meinung widerlegt werden, nach der die
Bewegung einer Aminosdure auflerhalb von Fluktuationen zur Bildung von sekundiren

Strukturmotiven beim Faltungsvorgang schnellstens im 10 ns-Bereich ablaufen kann.
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1 Einfithrung

1.1  Biopolymere und Proteine

Das Verstdandnis groBBer Zusammenhange der Biophysik fult vielfach auf der Ermittlung
der beteiligten Molekiile und dem Verstdndnis ihrer Wechselwirkungen. Unter den Bio-
polymeren stellen die Proteine (von griech. mpwtol, Eiweilbaustein) eine wichtige
Untergruppe dar. Einfache Proteine sind Verbindungen, die nur aus Aminosduren zu-
sammengesetzt sind, zusammengesetzte Proteine enthalten zusdtzlich prosthetische
Gruppen. Diese Gruppen geben Einteilung und Namensgebung vor: z.B. Chromoprotei-
ne, Glykoproteine, Metalloproteine oder Himoproteine. Die meisten natiirlichen Syste-
me sind zusammengesetzte Proteine. Die Gruppe der Enzyme, der biologischen Kataly-
satoren, stellt den bekanntesten Vertreter dieser Molekiilklasse. Doch auch andere
Funktionen werden von Proteinen {ibernommen. Zu nennen sind hier beispielhaft Sauer-
stofftransport und Sauerstoffspeicherung, Strukturfestigung des Gewebes oder Ionen-

transport durch eine Membran.

1.2 Strukturelemente der Proteine

Aufgrund ihrer vielféltigen Aufgaben ist es von groflem Interesse, die inneren Mecha-
nismen dieser Molekiilklasse zu verstehen. Proteine sind lange Fadenmolekiile, sie
werden gebildet durch eine Kette von kleineren Untereinheiten, den Aminosduren. Die
spezifische Aneinanderreihung der zwanzig natiirlich vorkommenden Aminosduren ist
charakteristisch fiir jedes Protein, diese Sequenz wird die primédre Struktur des Proteins

genannt.

Die richtige Abfolge der Aminosduren im Fadenmolekiil ist fiir die biologische Funk-
tion allein nicht ausreichend. Erst in der richtigen geometrischen Anordnung kann das
System seinen Aufgaben gerecht werden. Das léasst sich am Beispiel von Himoglobin,
dem Blutfarbstoff und Sauerstofftrager, gut verstehen: Das Eisen der Himgruppe im
Zentrum des Proteins soll das Sauerstoffmolekiil binden, es mul3 also eine rdumliche
Nahe zwischen Fe und O, geschaffen werden. Doch allzu nah diirfen sich die Partner
auch nicht kommen, da sonst die Bindung kovalent und damit irreversibel wire. Die
definierte Proteinstruktur um die zentrale Himgruppe herum sorgt dafiir, dass die Sau-
erstoftbindung reversibel erfolgt und das Protein damit seiner zugedachten Aufgabe
nachkommen kann. ,,Die Struktur bestimmt die Funktion®, ist also die Beschreibung

dieses Sachverhalts.



In der Konformation (Geometrie) nativer Proteine finden sich haufig wiederkehrende
Elemente wie etwa eine korkenzieherdhnliche a-Helix oder ein S-formiges B-Faltblatt.
Diese Elemente werden Sekundérstrukturelemente genannt. Die Anordnung von Sekun-
dérstrukturelementen zusammen mit weiteren Teilen des Proteins bildet schlielich des-

sen Tertidrstruktur.

Wie ist nun die Strukturinformation gespeichert? Der genetische Code der Organismen
enthilt nur die Primérstruktur, und durch Denaturierungsexperimente konnte Anfinsen
[Anf61] zeigen, dass diese Information fiir die Bildung der Tertidrstruktur ausreichend

ist.

1.3  Untersuchung der Strukturdynamik

Bis heute konnten die Sequenzen einer grolen Zahl von Proteinen bestimmt werden.
Auch die Bestimmung der rdumlichen Struktur ist so erfolgreich, daB3 Protein-
datenbanken mit vielen tausend Eintrégen existieren (PDB u.a.). So gut also die Struktu-
ren bekannt sind, so wenig weill man doch gleichzeitig iiber die zugrundeliegenden Me-
chanismen. Wie falten einzelne Proteinteile? Welche Krifte wirken? Gibt es eine defi-
nierte Abfolge der Faltung? Mit welcher Geschwindigkeit laufen die Prozesse ab? Be-
kannt ist, daB3 die Bildung der nativen Konformation nicht zufillig verlduft. Levinthal
zeigte [Lev68], dass die beobachteten Faltungszeiten nicht mit einem Testen des ge-
samten Konformationsraums ohne gezielt treibende Mechanismen erklarbar sind. Dieser
Sachverhalt ist als ,Levinthal-Paradoxon: bekannt geworden. Zum Verstindnis der Me-
chanismen reicht es nicht aus, nur Anfangs- und Endzustand der Proteingeometrie zu

untersuchen. Es ist notwendig, das Protein wihrend der Faltung zu beobachten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Vorgehensweisen gewihlt, den
dynamischen Faltungsprozel3 der Beobachtung zugénglich zu machen. Im ersten Fall
wurden verschiedene Peptide thermisch denaturiert, was erlaubt, ein teilweise entfalte-
tes System in einer konformativen ,,Warmefalle* zu halten. Der zweite Zugang ist die
Verwendung von Systemen, welche sich durch einen eingebauten Schalter zwischen
zwei Konformationen reversibel hin- und herschalten lassen. Wird im ersten Fall der
Faltungsprozel3 gezielt angehalten, so kann er im zweiten Zugang gleichsam in Echtzeit

verfolgt werden.



2 Molekiilschwingungen und ihr Nachweis im infraroten
Spektralbereich

2.1 Spektren im infraroten Spektralbereich

Das Absorptionsspektrum einer Probe im infraroten Spektralbereich erlaubt es, schon
von der Lage von Absorptionsbanden innerhalb gewisser Frequenzbereiche auf das
Vorhandensein bestimmter Strukturgruppen zu schlieBen. Diese direkte stoffspezifische
Aussagemoglichkeit ist mit anderen Methoden vielfach deutlich schwieriger oder gar
nicht zu leisten und bildet das wesentliche Merkmal der Infrarotspektrenanalyse und
begriindet ihre Bedeutung in der instrumentellen Analytik [Giin96]. Fiir Proteine gilt
zusdtzlich, dall aus der Lage von Absorptionsbanden auf die Existenz bestimmter

Strukturelemente geschlossen werden kann.

Die Absorption von elektromagnetischer Strahlungsenergie 148t sich auf verschiedene
Prozesse im System zuriickfiihren. In Atomen lassen sich bei Einhaltung der Frequenz-
bedingung und der Auswahlregeln elektronische Ubergiinge anregen. Bei Molekiilen ist
es zusatzlich moglich, gequantelte Schwingungs- und Rotationsiibergdnge anzuregen.
Die notwendige Energie fiir Schwingungsiiberginge liegt im infraroten Bereich des
Spektrums zwischen 12800 — 200 cm', zur Anregung von Rotationsiibergingen wird
i.a. weniger Energie benétigt, sie liegt bei weniger als 200 cm™ im fernen Infrarot (FIR)

bis hin in den Mikrowellenbereich des Spektrums.

Im Molekiil kann die Schwingung oder Rotation mit der Bewegung einer Ladung ver-
bunden sein. Dies ist der Fall, wenn die Ladungen der Atome im Molekiil nicht sym-
metrisch verteilt sind. Polarisierbarkeit und Dipolmoment kénnen durch die Schwin-
gung verdandert werden. Zur Schwingungsanregung gibt es unterschiedliche Wege, auch
mechanische. Im Rahmen dieser Arbeit werden jedoch nur Prozesse betrachtet, bei de-
nen aus dem Schwingungsgrundzustand ein IR-Photon absorbiert wird. Zerfélle hoherer

IR-Schwingungsniveaus werden nicht untersucht.

Eine ebenfalls fiir die Untersuchung von Molekiilschwingungen geeignete und der IR-
Spektroskopie verwandte Methode ist die Raman-Spektroskopie. Da fiir die Raman-
Prozesse andere Auswahlregeln gelten, ergeben sich aus den beiden Methoden haufig
ergidnzende oder komplementire Informationen. Die Raman-Streuung stellt einen inela-
stischen Streuprozel3 zwischen Photonen und Molekiilschwingungen dar: einige der
Lichtquanten geben einen Teil ihrer Energie an die Molekiile ab und treten lingerwellig

(um den fiibertragenen Energiebetrag drmer) gestreut aus der Probe aus (Stokes-



Bereich). Trifft die Anregungsstrahlung auf schwingungsangeregte Molekiile, so kon-
nen diese ihre Schwingungsenergie auf die einfallende Strahlung iibertragen; es tritt also
ein energiereicheres Quant aus der Probe aus (Anti-Stokes-Bereich). Die Frequenzver-
teilung, d.h. das Spektrum des Streulichts, weist Banden mit Frequenzdifferenzen zur
Anregung auf, die den Schwingungsfrequenzen der Molekiile entsprechen. Die Diffe-
renz der Photonenenergie wird also vom Molekiil zur Erhdhung seiner Schwingungse-
nergie verbraucht. Bei monochromatischer Anregung lassen sich demnach wertvolle
Aussagen iiber das Schwingungsverhalten der Molekiile gewinnen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wird die Raman-Spektroskopie zur Untersuchung von Proteinei-
genschaften nicht herangezogen.

In Abhingigkeit vom Aggregatzustand einer Probe zeigt das IR-Absorptionsspektrum
unterschiedliche Ausprigungen: Absorptionsbanden mit scharf hervortretenden Linien
der Rotationsiibergiinge (Rotationsfeinstruktur) treten nur bei Gasen auf. In Fliissigkei-
ten, in denen die Rotation stark behindert ist, lassen sich die einzelnen Rotationslinien
nicht mehr beobachten. Stattdessen findet sich eine relativ breite, unstrukturierte Bande.
Erst beim Ubergang in den festen, kristallinen Zustand, bei dem die Rotationsbewegung
vollstindig eingefroren ist, tritt wieder eine deutliche Verringerung der Linien-
Halbwertsbreiten ein. Fiir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewdhlten Bedingun-
gen ergibt sich daher, dass die Absorptionsspektren im wesentlichen von den Schwin-
gungsiibergingen der Molekiile herriihren.

2.2 Schwingungsiiberginge in Proteinen

Das Proteinriickgrat besteht aus einer wiederholten Abfolge von (CCN),, wobei das
zweilte Kohlenstoffatom als C,-Atom bezeichnet wird, welches an ein Wasserstoffatom
und einen aminosdurebestimmenden Rest bindet. Die Gruppe CONH, siehe Fig. 2.1,
bildet durch einen partiellen Doppelbindungscharakter eine starre, planare Einheit,
Amidgruppe genannt. Die vorhandene Kettenbeweglichkeit ergibt sich durch Drehung-
en um die Bindungen des C,-Atoms. Dem Proteinriickgrat stehen aufgrund der freien
Drehbarkeit um die C,-Co-Bindung (Torsionswinkel W) und um die N-C,-Bindung
(Torsionswinkel @) viele Konformationen zur Verfligung (die Summe dieser Konfor-
mationen wird unter dem Begriff des Konformationsraums zusammengefaf3t). Aufgrund
sterischer Behinderung sind bestimmte Kombinationen nicht moglich. Die erlaubten
Bereiche von ¥ und ® kann man mit Raumkonturdiagrammen, den sog. Ra-

machandran-Plots einfach darstellen.
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Amide Group

Fig. 2.1: Im Proteinriickgrat bildet die Gruppe CONH durch einen partiellen Doppelbindungs-
charakter eine starre, planare Einheit, Amidgruppe genannt. Die Kettenbeweglichkeit ergibt
sich aus moglichen Drehungen mit den Dihedralwinkeln ¥ und @ um die Bindungen des C -

Atoms.

Im Infrarotspektrum von Proteinen finden sich spezifische Banden, deren prominenteste
— die Amid I-Bande — im Bereich von 1660 cm™ zu finden ist. Diese Bande wird domi-
niert durch die C=0O-Streckschwingung [Kri86]; weitere Banden (Amid II und hdhere)
enthalten Komponenten von CN-Schwingungen und anderen, vgl. Fig.2.2. Die Amid-
gruppe der Proteine ist anhand der Absorptionsbandenverteilung im Infrarotspektrum

eindeutig identifizierbar.

Amide |
Amide Il

Fig. 2.2:  Schwingungen des Proteinriickgrats: Die dargestellten Schwingungen fiihren zu den Amid 1
und Amid Il genannten Banden im Spektrum, nach [Kri86]. Die Schwingung zu Amid I wird

durch die C=0-Streckschwingung dominiert.
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2.3 Struktursensitivitit der Infrarotbanden - Wasserstoffbriicken

Bei der Bindung an Kohlenstoff behélt das O-Atom eine partiell negative Ladung bei.
Diese Ladung kann ein Wasserstoffatom einer benachbarten Molekiilgruppe anziehen.
Zwischen dem Wasserstoffakzeptor Sauerstoff auf der einen Seite und einem Wasser-
stoffdonor auf der anderen Seite bildet sich eine reversible Wasserstoftbriickenbindung;
die Atome teilen sich gewissermallen das Proton. Die Bindungsliangen liegen bei etwa

0.3 nm mit Bindungsenergien von 12 bis 29 kJ/mol.

Als Wasserstoffdonor kann entweder ein Losungsmittelmolekiil dienen (etwa H,O) oder
aber das Stickstoffatom aus einem anderen Teil des Proteinriickgrats, wodurch die In-
teraktion unterschiedlicher Proteinteile moglich wird. So wird etwa die a-Helix durch
Wasserstoftfbriicken zwischen Amid- (-NH-) und Carbonylgruppen (-C=0-) stabilisiert
[Str90]. Die Wasserstoffbriicke beeinflusst die C=O-Streckschwingung. Die Oszillator-

frequenz und damit die Lage der Absorptionsbanden sollte sich verdndern.

Diese Erwartung wird tatsdchlich bestdtigt. Es besteht ein Zusammenhang zwischen
einer dominanten Sekundérstruktur eines Proteins und der Amid I Bandenlage. In einem
tiberwiegend o-helicalen Protein sind die Oszillatoren sehr dhnlich, was zu einer
schmalen Bande fiihrt, die sich bei 1660 - 1650 cm™ befindet. Auch iiberwiegend B-
Faltblattstrukturen sind anhand der Amid I Bande im Bereich von 1640 - 1620 cm™ zu
identifizieren [Tor96]. Damit ist auch sofort zu erkldren, dass denaturierte Proteine mit
vielen unterschiedlichen Oszillatoren eine breite Amid I Bande von 1700 — 1600 cm™

aufweisen.

Die Amid I Bande wird in ihrer Form und Lage von der Proteinstruktur beeinflu3t. Da-
mit kann sie als struktursensitive Sonde eingesetzt werden. Diese Sondenfunktion wird
in der vorliegenden Arbeit zur Aufkldrung von Faltungsprozessen in Proteinen intensiv

genutzt.

Kleine Peptide lassen sich zusitzlich iiber die 2D-IR Methode untersuchen. Hierbei
wird die Wechselwirkung zwischen zwei C=O-Gruppen beziiglich Abstand und Winkel

getestet, was zu einer konvolutionsspektroskopischen Methode fiihrt.
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2.4  Aufnahme von statischen Infrarot-Spektren

Zur Aufnahme von statischen Spektren stand im Rahmen dieser Arbeit ein kommer-
zielles Fourier-Transform-Infrarotspektrometer (IFS66, Bruker) zur Verfiigung, an wel-

chem eine Reihe von notwendigen Modifikationen durchgefiihrt wurden.

In FTIR-Spektrometern, vgl. Fig. 2.3, gelangt das Licht einer spektral breitbandigen
Quelle auf den Spektralapparat, der hier durch ein Michelson-Interferometer gebildet
wird. Nachfolgend durchtritt das modulierte Licht die zu untersuchende Probe und wird
schlieBlich im Detektor aufgefangen. Eine Auswertelektronik berechnet mit Hilfe des
Fast Fourier-Transform (FFT) Algorithmus aus den aufgenommenen Interferogrammen

von Probe und Hintergrund das Substanzabsorptionsspektrum.

FM
I
>
¢ =
/'Q? <
Light- ’
04
Source ) R

Sample

[ Detector }—»

X

Interferogram

Spectrum

Fig. 2.3:  Schematischer Aufbau des FTIR-Spektrometers u.a. mit den Komponenten: FM-fixed mirror,
MM-movable mirror, BS-beamsplitter, FT-Fouriertransformation, Light Source-Globar, De-
tector-Diglycin-Trisulfid (DGTS).

In der Infrarotspektroskopie haben sich seit Ende der 1960er Jahre die Fourier-
Transform-Spektrometer aufgrund einer Reihe von Vorteilen gegeniiber den dispersiven

Geriten durchgesetzt.
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Diese sind:

a)

b)

2.5

Multiplex- oder Fellgett-Vorteil: Alle Wellenldngen werden im Interferometer
gleichzeitig, im Monochromator dagegen sequentiell gemessen. Bei im MIR
meist dominierenden Detektorrauschen lédsst sich fiir jedes Spektralelement N
mit N :(17max —Vmin)/ AV, mit Vmax als oberer und 17mm als unterer Grenze des
spektralen MeBbereichs und AV als Breite eines Spektralelements, eine um den
Faktor N ldngere Melzeit realisieren. Dies bedeutet, dass bei derselben Mefzeit
das Rauschen um den Faktor vN verringert wird oder fiir dasselbe Signal-zu-

Rausch-Verhiltnis sich die Mef3zeit um den Faktor N verkurzt.

Lichtleitwert- oder Jacquinot-Vorteil: Bei gleicher spektraler Auflosung kann
generell der Lichtleitwert des FT-Spektrometers mit seinen kreisformigen Blen-
den hoher sein als der eines dispersiven Gerits, das mit zwei Spalten ausgestattet
ist. Der Leitwert kann bei gleichem Auflésungsvermdgen bis zu zwei Zehner-
potenzen hoher liegen. Damit ist eine um den Faktor 100 hohere Strahlungslei-

stung detektierbar.

Wellenzahlstabilitits- oder Connes-Vorteil: Auch iiber ldngere MeBperioden ist
die Wellenzahlstabilitdt von FT-Spektrometern deutlich héher als die von dis-
persiven Geréten. Dies beruht darauf, dass die Frequenzskala des FT-Geréts an
den das Michelson-Interferometer kontrollierenden He-Ne-Laser gekoppelt ist,

der eine interne Referenz fiir jedes Interferogramm liefert.

Notwendige Erweiterungen des FT-Spektrometers

Um eine Verwendung in den hier vorgestellten Messungen zu erlauben, mulliten am

Spektrometer MaBlnahmen zur Erweiterung der Gerdtekapazitdt durchgefiihrt werden.

a)

Probenwechsler:

Das Absorptionsspektrum einer Probe wird unter Beriicksichtigung des Absorp-
tionsverhaltens des Losungsmittel-Hintergrunds errechnet. Ein Probenwechsler
erlaubt die abwechselnde Aufnahme von Spektren der Probe bzw. des reinen
Losungsmittels und reduziert deutlich die MeBzeit. Zusitzlich liegen im MIR
Absorptionsbanden des Rotationsschwingungsspektrums des gasformigen Was-
serdampfs. Zur Unterdriickung dieser Banden wird die Probenkammer mit ge-
trockneter Luft gespiilt. Ein Probenwechsler vermeidet wiederkehrende Warte-

zeiten durch den SpiilprozeB nach Offnen der Probenkammer.
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b)

d)

Kivette:

Zur Aufnahme eines diinnen und homogenen Probenfilms wurde eine zweiteili-
ge Kiivette gefertigt. Zwei IR-transparente CaF,-Fenster werden durch einen
PTFE-Abstandsring in definiertem Abstand gehalten und fixiert. Dieser Abstand
definiert die Dicke des zu untersuchenden Probenfilms. Dieselbe Kiivette 14sst

sich auch im Messplatz zur Untersuchung zeitaufgeldster Spektren verwenden.

Probentemperierung:

Die Kiivettenaufnahme im Probenraum des Spektrometers ist an einen externen
Kiihl- und Heizkreislauf angeschlossen. Uber eine Kombination aus temperier-
ten Wasserbddern und einem elektronisch geregelten zweistufigen Peltierele-
ment 146t sich die Temperatur des Probenfilms im Bereich von unter 250 K bis
tiber 360 K frei einstellen und wihlen. Die Langzeitstabilitit des gewéhlten

Temperaturwerts ist besser als 0.2 K.

Probenbeleuchtung:

Am MeBort kann die Probe beleuchtet werden. Dazu stehen zwei Beleuchtungs-
quellen zur Verfiigung (Hg-Xe-Dampflampe und Halogen-Gliihbirne), deren
Licht iiber zwei getrennte Lichtleiter-Faserblindel zur Probe geleitet werden
kann. Vor Eintritt in die Fasern 146t sich das jeweilige Lampenspektrum durch

geeignete Filter an die Anforderungen anpassen.

Kombination mit VIS-Absorptionsspektroskopie:

Es ist haufig von Vorteil, das IR- und das VIS-Absorptionsspektrum einer Probe
gleichzeitig bestimmen zu kdnnen. Die Probe wird dazu breitbandig beleuchtet
und das transmittierte Licht von einem weiteren Faserbiindel aufgefangen. Die-
ses Biindel ist mit einem externen VIS-Spektrometer verbunden, iiber das ein
VIS-Absorptionsspektrum der Probe bestimmt werden kann, ohne dass die Kii-

vette aus dem FTIR-Probenraum entnommen werden muf3.

Diskussion und Anmerkungen zur Probentemperierung

Bei der Untersuchung erwirmter Proben ist stets die Eigenstrahlung der Substanz zu
beachten. Ein im Strahlengang befindlicher Korper, dessen Temperatur hoher als die der
Umgebung ist, liefert zusdtzlich zur Strahlung der Lichtquelle einen Anteil entspre-
chend seiner Temperatur. Nach Kirchhoff ist das Verhéltnis von Absorption und Emis-
sion substanzunabhingig und nur eine Funktion von Wellenldnge und Temperatur. Da-
mit emittiert die Substanz bei Erwdrmung selektiv in den Bereichen ihrer Absorptions-

banden.
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Bei FT-Spektrometern liegt die Probenkammer hinter dem die Strahlung modulierenden
Interferometer, so dal die Probenemission (und die Streustrahlung) unmoduliert auf den
Detektor fallt und damit in der Fouriertransformation herausgefiltert wird. Tritt jedoch
die thermische Probenstrahlung riickwértig in das Interferometer ein, so kann diese
doppelt moduliert zum Detektorsignal beitragen. Weicht als einzige Komponente im
Spektrometer nur die Probe von der Raumtemperatur ab, so kann die Probenstrahlung
zu einer geringen Verzerrung des Spektrums im Bereich des Maximums eines RT-
Schwarzkorperstrahlers fiilhren [Tan84]. Diese Probenstrahlung im untersuchten Spek-
tralbereich ist von geringer Stirke und wird zusétzlich im Interferometer in ihrer Inten-
sitdt halbiert, vgl. Fig. 2.4. Fiir die vorgenommenen Untersuchungen in der Amid I-

Region kann die Probenstrahlung daher vernachléssigt werden.

Emission Spectrum of Globar
0.8 1 and Black Body Radiation =

[}
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Fig. 2.4: Das Emissionsspektrum des Globars kann gut durch ein Schwarzkérperspektrum bei 900 K
angepafst werden. Die Emission der 340 K heiflen Probe ist im untersuchten Spektralbereich
gering (Kurve 10-fach iiberhoht). Das gemessene Emissionsspektrum des Globars enthdlt ge-

ringe Anteile von gasformigen Wasserdampf-Absorptionsbanden.

Bei der Untersuchung von Proben, deren Temperatur deutlich unterhalb der Umgebung-
stemperatur liegt, kann es zum Beschlagen der Kiivettenfenster kommen. Diese Fehler-
quelle kann aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, da der
Taupunkt der Spiilluft in der Probenkammer unter —40°C liegt, ein Wert, der in den

Messreihen nicht erreicht wurde.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten: Der vorliegende, modifizierte Aufbau erlaubt

es, Infrarotspektren im Bereich von 4000 — 1100 cm™ mit einer spektralen Auflosung
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von besser als 2 cm™ aufzunehmen. Dabei ist eine Kontrolle der thermischen Umge-
bungsbedingungen der Probe ebenso moglich wie eine Steuerung der Beleuchtungsein-
richtungen. Parallel konnen Absorptionsspektren im sichtbaren Teil des Spektrums auf-

gezeichnet werden.

2.7  Aufnahme von zeitaufgelosten Infrarot-MefSkurven

Zur Aufnahme von zeitaufgeldsten Signalen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Auf-
bau realisiert, dessen Grundlagen zum Teil in [Lut97] und [Fon98] beschrieben sind.
Fig. 2.5 zeigt den Aufbau schematisch. Quelle fiir das Abtastlicht im Spektralbereich
von ca. 1500 — 1800 cm" ist ein Infrarot-Diodenlaser, der im Dauerbetrieb arbeitet. Das
Abtastlicht wird direkt auf die Probenkiivette fokussiert und gelangt nach Durchtritt

derselben entweder direkt oder nach Passieren des Monochromators auf den Detektor.

Si

] IR-Diode-| <«—| |IR-Control
Laser

<—|Temp-Control
£

Fiber-Delay 2, Q_Q <,
@ N \ ..................... / \
Monochro- |:| Si
mator

[__Shutter] < [Fast Detector]
[Trigger | Pre-Amplifier

Nd:YAG PC |«—
A
YAG-Control

Oscilloscope

Fig. 2.5: [R-Mefsplatz mit Nanosekunden-Zeitauflosung: FM-fixed mirror, RM-removable mirror,
Si-Silizium VIS-Filter: Das Abtastlicht des Diodenlasers durchdringt die bewegbare Proben-
kiivette und gelangt durch einen Monochromator (oder direkt) auf den schnellen Detektor.
Nach Vorverstirkung des Detektorsignals und Mittelung der Daten im Oszilloskop werden die
Mefidaten in den Steuerungsrechner iibertragen. Dieser kontrolliert seinerseits den Mono-
chromator und steuert den Verschlufs zwischen Anreglaser und Probe. Ein einzelner Mef3-
zyklus wird durch das Triggersignal des Anreglasers iiber den MefSrechner gestartet. Durch

die Silizium-Pldttchen gelangt kein Anreglicht direkt auf Detektor oder Abtastlaser.
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Die Optik im Infrarotteil des MeBplatzes wurde mit goldbeschichteten Parabol- und
Planspiegeln realisiert. Durch die minimale Anzahl optischer Elemente und die hohe
Reflexion der Goldoberflichen werden die Energieverluste minimiert. Fiir die optische
Anregung der Probe kommt ein gepulster Nd:Y AG-Laser zum Einsatz. Das Anreglicht

kann iiber einen durch das Messprogramm gesteuerten Verschlu3 abgeblockt werden.

Das Detektorsignal wird nach einer Signalverstidrkung von einem Speicheroszilloskop
aufgenommen, die Daten werden digitalisiert und stehen fiir die weitere Auswertung
durch das MeBprogramm bereit. Die Zeitauflosung ergibt sich aus dem Zusammenspiel
von Anreglaser-Pulsdauer, der Detektorantwortzeit inklusive Verstirkerbandbreite und

Abtastrate des Digitaloszilloskops.

2.8  Diodenlaser — Abtastlichtquelle

Im Kontaktbereich eines p-dotierten Halbleiters mit dem eines n-dotierten Halbleiters
gleichen sich die Dichten der beiden Ladungstrigerarten rasch aus, so daB3 schlie8lich
kein Nettostrom mehr zu detektieren ist. Wird eine Spannung ausreichender Grof3e an-
gelegt, so dndert sich die Ladungstrigerdichte in der Verarmungszone grundlegend: es
entsteht eine schmale Schicht (wenige um dick), in der beide Arten freier Ladungstriger
existieren. In dieser aktiven Schicht ist eine strahlende Rekombination der Ladungstré-
ger unter Aussendung von Photonen mdoglich. Locher und Elektronen werden laufend
durch nachstromende Ladungstriger ersetzt. Dieser Zustand entspricht dem einer fiir
den Laserbetrieb notwendigen Besetzungsinversion, wobei die Emission spontan oder
als stimulierte Emission stattfinden kann. Fiir den Laserbetrieb ist es erforderlich, dal3
die stimulierte Emission stérker ist als alle optischen Verluste. Schon ein einfacher Re-
sonator, der entsteht, wenn die Endfldchen des Halbleitermaterials plangeschliffen wer-

den, reicht fiir den Laserbetrieb aus [Dem93].

Das Emissionsspektrum des Diodenlasers hingt neben den materialspezifischen und
geometrischen Parametern im Betrieb in erster Linie von Diodentemperatur und
Diodenstrom ab. Temperaturdnderungen beeinflussen zum einen die GroB3e der Band-
liicke und damit die Lage des Verstirkungsprofils und zum zweiten die Resonatorlénge
und damit die longitudinalen Resonatormoden. Der Diodenstrom beeinflult die Breite
des Verstiarkungsprofils und iiber die Temperaturentwicklung wieder die Laserfrequenz.
Zur Kontrolle von Frequenz, Leistung und Zahl der oszillierenden Moden werden meist
Strom und Temperatur getrennt geregelt. So 146t sich eine Durchstimmbarkeit von eini-
gen Prozent der Grundwellenlénge erreichen, die durch die jeweilige Bandliicke in der

aktiven Zone bestimmt ist.
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Es ist allerdings keine kontinuierliche Wellenldngenabstimmung durch eine Tempera-
turabstimmung AT nach Av, =AE  (T)/h moglich. Gleichzeitig dndert sich ndmlich

gap

auch der Brechungsindex n des Materials und damit die Eigenfrequenz v, der longitudi-
nalen Moden um Avq= v, An/n. Die Temperaturdnderung verschiebt im wesentlichen

das Verstarkungsprofil entlang der Frequenzachse. Es schwingt dabei immer diejenige
Resonatormode an, die die hochste Verstidrkung erfahrt. Eine kontinuierliche Abstim-
mung wire moglich, wenn sich die Eigenfrequenzen des Resonators simultan mitver-
schieben und damit immer dieselbe Mode oszilliert. Doch verschieben sich die Reso-
natormoden bei gleicher Temperaturdnderung nur um etwa 15% der longitudinalen Mo-
den. Beim Abstimmen wird also eine benachbarte Mode eine hohere Verstarkung erfah-
ren und die Laseroszillation wird auf diese Mode springen (engl.: mode jumping). Der
kontinuierliche Abstimmbereich fiir eine einzelne Mode ist mit wenigen cm™ klein bei
Abstinden von ca. 5 cm™' [Kne91].

In der vorliegenden MeBapparatur kommt ein Diodenlasersystem (TDL 100, Miitek)
zum Einsatz. Es erlaubt die getrennte Regelung von Temperatur und Diodenstrom. Die
eingebauten Dioden lassen sich damit etwa um 100 Wellenzahlen um ihre jeweilige
zentrale Emissionswellenldnge verstimmen. Allerdings ist die erreichbare Leistung stark
von den gewdhlten Parametern abhdngig. Die verwendeten Laserdioden (DH4, Laser
Components) bestehen aus einer Bleisalz- (PbEuSe-) Doppelheterostruktur. Die Zen-
tralwellenlingen liegen bei 1550, 1650 und 1750 cm™'. Die aktive Zone ist aus der Ab-
strahlrichtung gesehen ca. 0.5 pum hoch und 20 um breit. Das Strahlenbiindel tritt mit
einer Divergenz von etwa 25 — 30° aus und wird mit Hilfe eines Off-axis Parabolspie-

gels zu einem parallelen Biindel von ca. 14 mm Durchmesser kollimiert.

Die Abhéngigkeit der Laseremission von Diodenstrom und Temperatur ist gut in Mo-
denkarten darstellbar. Fiir jeweils eine feste Diodentemperatur wird dazu der Dioden-
strom in Schritten variiert und jeweils ein Spektrum aufgenommen. In der zweidimen-
sionalen Darstellung der Modenkarte (Abzisse: Wellenldnge, Ordinate: Diodenstrom)
werden diejenigen Punkte dargestellt, bei denen die gemessene Laseremission einen
bestimmten Schwellenwert tiberschreitet. Eine Modenkarte ist exemplarisch in Fig. 2.6

dargestellt.
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Fig. 2.6: Modenkarte der Laserdiode HL-1-12. Fiir eine feste Temperatur (hier: 90 K) wird der
Diodenstrom variiert (Ordinate: hier zwischen 200 und 1000 mA). Uber ein Durchfahren des
Monochromators (Abzisse: von 1560 bis 1680 cm™) kann das Emissionsverhalten der Diode
bestimmt werden. Die Laseremission wird im Diagramm festgehalten. Die Abbildung zeigt,

daf3 Einmodenbetrieb z.B. bei 1608 cm™ oder 1622 cm™ méglich ist.

Eine experimentelle Schwierigkeit ergibt sich aus der Tatsache, dass die verschiedenen
Lasermoden eine vollkommen unterschiedliche Leistung aufweisen. Daher verdndert
sich bei Verstimmung der Abtastwellenldnge das Signal-zu-Rausch-Verhiltnis des
Mefsignals. Liegt ein vollstindiger Satz Modenkarten vor, so lassen sich die erforderli-
chen Parameter fiir die gewiinschte Emissionswellenldnge ablesen. Zur Ermittlung der
Parameter fiir nichtkartographierte Zwischenwellenldngen gilt die empirische Regel,
dass die Wellenldnge zwischen den Modenspriingen mit dem Diodenstrom um ca.
0.015 cm™/mA und 20 cm™'/5 K steigt. Damit lassen sich fiir alle gewiinschten Emissi-
onswellenldngen Lasermoden finden, die dann fiir die eigentliche Messung noch hin-

sichtlich Laserleistung und Stabilitét beurteilt werden miissen.

2.9  Spektrometer

Im Messplatz kommen dem Spektrometer zwei Aufgaben zu: zum einen wird es zur
Uberpriifung des Laseremissionsspektrums verwendet, zum anderen dient es als Mono-
chromator wihrend der Messungen. Die Spektrenaufnahme kann iiber das MefBpro-

gramm gesteuert vollstindig automatisiert durchgefiihrt werden.
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Bei Verwendung des Monochromators ist die Offnung des Eingangsspalts durch die
Biindelgroe am Fokusort (ca. 200 pm) festgelegt. Mit der spektralen Dispersion des
Gerits von 24.8 nm/mm ergibt sich damit eine Auflosung von ca. 5 nm. Bei einer Wel-
lenlinge von 1666 cm™ (6 um) entspricht dies einer Auflosung von ca. 1.4 cm™. Mit
dieser Genauigkeit ldsst sich die Emissionswellenldnge des Diodenlasers fiir die Mes-
sungen bestimmen. Der Blazewinkel des verwendeten Gitters ist fiir 6 pm gewéhlt, so
dafl in diesem Spektralbereich eine gute Transmission des Monochromators von iiber

70% erreicht wird.

Der Monochromator filtert auch gestreutes Anreglicht aus dem Detektorsignal. Aller-
dings ist darauf zu achten, dass bei bestimmten Wellenlingen die hoheren Ordnungen
des Anreglichts den Gittermonochromator passieren konnen (z.B. 12. Ordnung 532 nm:
entspricht 6384 nm bzw. 1566 cm™). Zur Losung des Problems sind direkt vor dem
Diodenlaser und dem Detektor jeweils Si-Brewsterfenster montiert. Ein meB3barer Ver-

lust der Beleuchtungsstérke tritt nicht auf, da das Laserabtastlicht sehr gut polarisiert ist.

2.10 Detektion

Als Detektor steht eine Photodiode (Kolmar Technologies) aus HgCdTe (MCT) zur
Verfligung. Die aktive Fliche ist ein Quadrat mit 250 um Seitenldnge. Die Kapazitit
und damit die Ansprechzeit der Diode steigt mit zunehmender Detektorflache. Detektor-
fliche und Biindelradius am Detektorort sind derart abzustimmen, daBl das gesamte
Biindel gerade noch auf der Diode plaziert werden kann. Detektor und angepaliter Vor-
verstirker sind spezifiziert mit einer Bandbreite von 100 MHz (Transimpedanz-
faktor 2000 Q2). Das Ausgangssignal des Verstirkers wird an den Eingang des Digital-
oszilloskops angelegt. Die maximale Abtastrate des Gerites liegt bei 2 Gs/s, was einer
Bandbreite von 500 MHz (-3 dB) entspricht.

Zusitzlich konnten noch zwei weitere Detektoren mit groBerer Flache verwendet wer-
den. Fiir diese wurde jeweils eine zweistufige Vorverstirkerschaltung konzipiert und
aufgebaut. Diese Anordnung eignet sich fiir Justagezwecke und Messungen, bei denen
mit groferen Strahlenbiindelschwankungen zu rechnen ist. Fiir den kleineren Detektor
(1 mm mal 2 mm Fliche) ergab sich eine 10 — 90% Systemanstiegszeit von 900 ns, bei

dem gréBeren mit 4 mm mal 4 mm ergab sich ein Wert von 1.5 ms.

Zur adidquaten Signalaufnahme wird von Detektoren gefordert, dass sie die auf sie fal-
lende Strahlungsintensitét linear detektieren. Die hier vorgestellten MCT-Detektoren
verhalten sich bei groBeren Strahlungsintensititen sehr nichtlinear. Eine direkte Aus-

wirkung ist beispielsweise eine Stauchung hoher Signalamplituden. Von Bedeutung ist

21



dieser Umstand, wenn vom Detektor eine gro3e Dynamik verlangt wird, wie etwa bei
der Verwendung in FT-Spektrometern. (Der Fehler ist dann elektronisch zu kompensie-
ren). Die Signale im hier vorgestellten MeBplatz weisen allerdings nur eine sehr geringe
Dynamik auf, typischerweise weniger als 1%, so daf3 die Detektor-Nichtlinearitét ver-

nachléssigt werden kann.

2.11 Laser zur Probenanregung

Zur Probenanregung standen zwei verschiedene Nd:Y AG-Lasersysteme zur Verfiigung
(BMI und Continuum NY60). Diese Gerite erzeugen Pulse mit einer Repetitionsrate
zwischen 0.5 und 50 Hz. Die Grundfrequenz des Laseriiberganges betriagt 1064 nm.
Zusitzlich sind die Wellenldngen 532 nm und 355 nm durch den Einbau eines Fre-
quenzverdopplers bzw. Frequenzverdreifachers (KDP-Kristalle) leicht zugédnglich. Die
Breite der Pulse betrdgt 10 ns bzw. 6 ns, liegt also unterhalb der Zeitauflésung der De-
tektion. Die Pulsenergien liegen bei etwa 60 mJ im Griinen und 15 mJ im UV. Das An-
reglicht wird liber Quarz-Multimode-Lichtleitfasern vom Laser zum Ort der Probe ge-
fiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zusétzlich umfangreiche Untersuchungen zu Effekten
der stimulierten Raman-Streuung in Quarzfasern durchgefiihrt. Aufgrund der geringen
Anregungsenergien in den hier vorgestellten Messungen kommen diese Effekte aber

nicht zum Tragen und werden daher nicht im Detail erldutert.

2.12 Zeitauflosung des MeBBaufbaus

Fir die Analyse der Melldaten mu3 die Korrelationsbreite der Instrumenten-
Antwortfunktion bestimmt werden. Auch ist es bei komplizierten Signalverldufen von
Vorteil, den Zeitnullpunkt getrennt von der Messung festlegen zu kénnen, da dies die
Zahl der freien Parameter der Datenanpassung um eins reduziert. Beide Werte konnen
aus einer Messung ermittelt werden. Dazu wird an einem diinnen Siliziumiumpléttchen
die lichtinduzierte Absorptionsinderung untersucht. Durch Anregung mit sichtbarem
Licht werden Elektronen vom Valenzband in das Leitungsband des Halbleiters gehoben.
Diese zusitzlichen freien Ladungstrager konnen infrarote Photonen absorbieren. Die
Infrarotabsorption der Probe steigt stark an [Kah54]. AnschlieBend erfolgt ein langsa-
merer Signalabfall [Lin82], [Fau86]. Der schnelle Prozel3 erfolgt innerhalb weniger
100 ps und stellt daher fiir die hier vorgestellte Nanosekundenanlage ein Stufensignal
mit verschwindender Anstiegszeit dar. Die Signalantwort des MeBaufbaus weist dann

eine endliche Breite - ndmlich ky, - auf. Fur den hier beschriebenen Aufbau wurde so
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eine Zeitauflosung von 10 ns bestimmt. Als Nullpunkt der Messung wird derjenige

Zeitpunkt definiert, bei dem die halbe Anstiegshohe erreicht ist.

Das Triggersignal ldsst sich im vorgestellten MeBplatz iiber zwei Wege detektieren.
Wird vom optischen Anregpuls ein Teil abgespalten und auf eine schnelle Diode ge-
lenkt, so kann die ansteigende Flanke des Diodensignals als Trigger dienen. Der Zeit-
punkt der halben Maximalhohe des Signals wird gewohnlich als Zeitnullpunkt definiert.
Nachteilig wirkt sich allerdings eine Puls-zu-Puls Intensitétsschwankung des Lichtim-
pulses aus, da damit der Zeitnullpunkt der Messung beeinflusst wird. Der zweite Weg
ist die Verwendung des Steuersignals der Giiteschaltung des YAG-Lasersystems. Die-
ses Steuersignal besitzt eine ausreichende Flankensteilheit und ist in seiner Hohe nicht
von der Laseremission abhingig. Fiir die vorgestellten Messungen wurde dieses Signal
als Trigger verwendet. Uber den Vergleich der beiden Signale gelingt der Nachweis,
dass der fiir die Messung verwendete Zeitnullpunkt gegeniiber dem realen Lasersignal
keinen Langzeitdrift und keine intrinsische Verzogerung aufweist. Der meB3bare Jitter

fiir das Einzelsignal liegt unter 1 ns.
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3 Konformationsuntersuchung an Collagentrimeren

3.1 Einfiihrung

Collagen stellt die groBte Klasse der fasrigen Proteine in der extrazelluldren Matrix und
im Bindegewebe dar. Das Wort leitet sich vom griechischen Wort fiir ,Leimbildner® her.
In Wirbeltieren konnten bislang 19 verschiedene Collagenarten identifiziert werden. Zur
Unterscheidung wurde die Benennung mit romischen Ziffern in der Reihenfolge ihrer
Entdeckung eingefiihrt [Kad94]. Die Collagentypen I — III treten am héiufigsten auf. In
der Primérstruktur sind etwa ein Drittel der Aminosdure-Reste Glycin (Gly), und es ist
ein hoher Anteil Prolin (Pro) und 4-Hydroxyprolin (Hyp) zu finden. Ein Teil der Pro-
Reste wird erst nach Synthese der Peptidketten durch die Prolin-Hydroxylase zu Hy-
droxyprolin umgewandelt. Die Primérstruktur zeigt die wiederholte Trimerabfolge Gly-
X-Y. Die Iminosdure Pro findet sich héufig an der Position X und Hyp ist zumeist an
der Stelle Y positioniert. In natiirlichem Collagen sind auch die Aminosduren Ala, Lys,
Arg, Leu, Val, Ser und Thr vertreten. Der hohe Iminosdureanteil ist wesentlich fiir die
Stabilitét der tripelhelikalen Struktur verantwortlich [God98].

GLY X .Y
0 0 0
I I I
—IN—C—C—N—C—Cr-N—C—C—
" L L

Fig. 3.1: Die Primdstruktur des Collageneinzelstranges weist die regelmdflige Abfolge Gly-X-Y auf,
wobei an der Postition X hdufig Pro und an Y hdufig Hyp zu finden ist. Gly als Aminosdure
mit kleinster Seitenkette ist essentiell fiir den kompakten Bereich der Helixmittelachse, wdih-
rend der hohe Iminosdureanteil eine wesentliche Bedingung fiir die Stabilitit der Tripelhelix

darstellt..
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Die Sekundirstruktur von Collagen wird durch eine einzelne Kette (benannt a1, a2, ...)
gebildet, die durch den Pyrrolinring des Prolins eine Windung erfahrt. Diese Helix mit
10 Residuen fiir 3 Windungen wird als Polyprolin-Helix bezeichnet. Die Pro-
Peptidbindungen liegen bei Raumtemperatur in cis Konformation vor. Durch Umorien-
tierung nach trans erhilt man die linksgéngige Polyprolin II-Helix. Zur Ausbildung der
Tertidrstruktur winden sich drei Polyprolin II-Helices umeinander und formen mit einer
Resteverschiebung eine rechtsgéngige Tripelhelix. Damit Gly jeweils im Zentrum der
Tripelhelix Platz finden kann, sind benachbarte Ketten jeweils um einen Rest verscho-
ben.

= o Jde> b gD b 4
KXY (XY
WCCEXY (GXY 2K

Fig. 3.2: Die Anordnung von Gly-X-Y in der Collagenhelix. Drei Polyprolin-II Helices winden sich zur
Bildung der Tripelhelix umeinander. Die kleinste Aminosdure Gly ist zur Mitte der Helixachse

orientiert ist

Diese Tertidrstruktur wurde in den 1960er Jahren durch Ramachandran und [Ric61]
vorgeschlagen und von Okuyama [Oku81] anhand kristallographischer Untersuchungen
an synthetischen Polytripeptiden bestitigt.

Fig. 3.3: Die Collagentripelhelix in der Binderdarstellung. Gut zu erkennen sind drei sich umwindende

Einzelstringe. Die Pyrroldininringe von Pro und Hyp weisen jeweils nach aufen.

Abbildung nach PDB, Code IBKV.
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Die Tripel-Helicitit ist das herausragende Unterscheidungskriterium zwischen Collagen
und anderen extrazelluldren Matrix-Proteinen. Dieses Strukturelement macht Collagene
weitgehend resistent gegeniiber Proteasen (Ausnahme: Matrix Metalloproteinasen)
[Fie95]. In wissriger Losung neigt Polyprolin-II zu Aggregation [Mak93], so daf fiir
die Untersuchung derartiger Systeme umfangreiche Syntheseanstrengungen vorgenom-
men wurden. Synthetisch hergestellte Collagen-artige Peptide werden hiufig als Mo-
dellsysteme herangezogen. Sie helfen beispielsweise, die Faktoren zu bestimmen, wel-
che fiir die Stabilitdt und Bildung der Collagenstruktur verantwortlich sind. Es existiert
eine Vielzahl von Beispielen fiir die Synthese von Modellpeptiden der regelmiBigen
und wiederholten Abfolge von Gly-Pro-Pro, Gly-Hyp-Pro, Gly-Pro-Hyp, Gly-Pro-Leu

etc.

3.2  Methoden zur Strukturuntersuchung von Collagen-Modellsystemen

Zur Untersuchung der Tripelhelix in Collagensystemen wurden eine Reihe von Metho-
den eingesetzt. Zu nennen sind hier die Rontgendiffraktion an Kristallen und Elektro-
nenmikroskopie. Besonders hdufig finden sich in der Literatur Circular-Dichroismus-
(CD) und Kernspin-Resonanz- (NMR) Spektroskopie. Auch FT-Infrarot-Spektroskopie
wird zur Untersuchung der Strukturdynamik in Collagen eingesetzt; eine ausfiihrliche

Behandlung findet sich nachfolgend.

Mittels NMR-Spektroskopie lassen sich tripelhelikale Strukturen nachweisen. Dabei
konnen 1) Resonanzen ermittelt werden, die sich nur in tripelhelikalen Systemen finden.
Desweiteren kann ii) durch Amidprotonensignale (NH) im Losungsmittel DO ein lang-
samer Protonenaustausch und damit eine Tripelhelixbildung verfolgt werden und iii)
konnen intramolekulare Kern-Overhauser Effekte (NOEs) beobachtet werden, die der

Tripelhelix zuzuordnen sind.

3.3  Bindungen und Helixstabilitit — Bedeutung von Hyp

Als MaB fiir die Stabilitdt der Collagen-Tripelhelix dient hdufig die Schmelztemperatur
des Systems. Dieser Wert beschreibt den Ubergang der Tripelhelix zur ungeordneten
Kette, Random-Coil. Im allgemeinen steigt der Schmelzpunkt mit zunehmender Ket-
tenldnge: So liegen beispielsweise in der Verbindung KTA-[Gly-(Gly-Pro-Hyp),-NH;]3
fiir n =3, 5 bzw. 6 die Schmelzpunkte bei 30, 70 bzw. 81°C [G0098].
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Durch Hyp an Position Y wird der Schmelzpunkt von (poly-(Gly-Pro-Hyp) im Ver-
gleich zu poly-(Gly-Pro-Pro)) erh6ht [Kob70], an Position X verringert die Substitution
von Pro durch Hyp die Schmelztemperatur [Ino82]. Wihrend (Gly-Pro-Hyp)o eine sta-
bile Tripelhelix in Wasser bildet, ist dies bei (Gly-Hyp-Pro);o nicht zu beobachten
[Ols71, Sut74, Li93].

Eine direkte Wasserstoffbriicke zwischen der Hydroxylgruppe und einer beliebigen an-
deren Gruppe des Riickgrats derselben Tripelhelix kann von Hyp weder an Position X
noch an Y ausgebildet werden. Der stabilisierende Effekt von Hyp an Position Y muf3
eine andere Ursache haben und wird auf Wechselwirkung mit dem Losungsmittel
(Wasser) zurilickgefiihrt [Ram73, Tra75]: Hydroxyprolin steuert zum Wasserstoftbriik-
kennetzwerk mit dem Losungsmittel wichtige Akzeptorgruppen bei [Bel95, May96]
bzw. unterstiitzt die Stabilitét iiber Wasser vermittelte H-Briicken zwischen der Hy-
droxy-Gruppe von Hyp und der Carbonyl-Gruppe der benachbarten Kette [Vit01]. Auch
bei der Vernetzung mehrerer Helices wird die Bedeutung von Hyp ersichtlich: [Nem85]
zeigten durch theoretische Berechnungen, dafl bei der Bildung von Fibrillen die Hy-
droxy-Gruppe von Hyp in der Kavitit zwischen zwei Tripelhelices ohne sterische Hin-
derungen Platz findet. In der aktuellen Diskussion bleibt die Rolle des Wassers umstrit-

ten; hier wird das Puckering immer mehr diskutiert (dazu z.B. Review von [Jen02]).

3.4  Helixbildung und Faltungskinetik

Drei Einzelketten des natiirlichen Collagens zeigen in Losung nur eine sehr einge-
schrinkte Tendenz, sich selbsttitig zu einer korrekten Tripelhelix zusammenzufiigen
Fiir eine korrekte und vollstindige Ausbildung der Tripelhelix ist eine Assoziation und

Erfassung der Einzelketten notwendig [Eng91].

Bei natiirlichem Collagen III erfolgt die Erkennung der Einzelstrange durch globulére
Dominen am C-terminalen Kettenende und dient als Nukleationskeim der Kettenfal-
tung. Die Ausbildung der tripelhelicalen Struktur erfolgt ausgehend vom C-terminalen
Ende Reiflverschlu3-&hnlich entlang der Kette: Die Tripelhelix bildet sich im Regelfall
vom C- bis zum N-terminalen Ende des Trimers fort. Mit dieser Faltung unterscheiden

sich collagendhnliche Systeme grundséatzlich von globuldren Proteinen.

Die Unidirektionalitét des ,Zipper-folding” konnte durch eine Reihe von Untersuchun-
gen bestétigt werden. So bleibt sie bei Einbringung einer Disulfidverbriickung auch am

N-terminalen Ende erhalten. Bei gleichzeitiger Zerstorung des C-terminalen Globulus
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hingegen bilden sich nur noch kurze, zufillig verteilte tripelhelicale Bereiche [Béc80,
Do190].

In der ungefalteten Einzelkette gehen die Peptidbindungen der Sequenzen Gly-Pro-Y
und Gly-X-Hyp spontan teilweise in eine cis-Konfiguration iiber. Untersuchungen an-
hand des Hydroxyprolin-Analogons aHyp (4-cis-Hydroxyprolin) in Collagenmodellsy-
stemen wie (Gly-Pro-aHyp);o und (Gly-aHyp-Pro);y [Ino76, Ino82] zeigen, daB} diese
Systeme keine tripelhelicalen Strukturen formen. Da fiir die native Tripelhelix alle Pep-
tidbindungen in der trans-Konformation vorliegen miissen, ist vor der Helixbildung eine

cis = trans-Isomerisierung notwendig.

Die Faltungsdynamik von Collagen III zeigt zwei gut trennbare, kinetisch unterschiedli-
che Phasen. Eine schnelle Komponente von ca. fiinf Sekunden und eine langsame von
einigen hundert Sekunden, die von der Kettenlinge abhdngt [Eng91]. Die erste Phase
spiegelt die Faltung eines kurzen Abschnitts von wenigen Triplets zwischen den Disul-
fidbriicken am C-Terminus und der ersten cis Peptidbindung wider. Die zweite, langsa-
me Phase zeigt die Propagation der Tripelhelix nach dem Reil3verschlu8prinzip, welche
durch die cis = trans-Isomerisierung der zufillig verteilten cis-Peptidbindungen be-
schrankt wird. Wie es fiir das ,Zipper-like folding’ zu erwarten ist, ist die Dauer der
zweiten Phase proportional abhidngig von der Lange der generierten Tripelhelix; die
Helixbildung schreitet zeitlinear voran. Der ratenlimitierende Schritt in der Faltung der
Collagenhelix ist demnach die cis = trans-Isomerisierung der Prolinbindungen [Rot80,
Sar84]. Es gibt Hinweise darauf, dass fiir die Isomerisierung eine Peptidyl-Prolyl
cis = trans-Isomerase zum Einsatz kommt [Bidc87, Fis84]. Ergdnzend wurde in jiinge-
rer Zeit durch [Mel00] gezeigt, dass Hydratisierungs-Dehydratisierungs-Effekte nicht

als ratenlimitierende Prozesse in Betracht kommen.
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3.5  Synthetische Collagen-Modellpeptide

Die Selbst-Assoziation von monomeren Collagenpeptiden zu Homotrimeren stellt ein
wesentliches Problem in der Collagen-Synthese dar. Analog zum natiirlichem Vorbild
Collagen IIT [Rot80] mit disulfid-verbriicktem C-Terminus konnten durch unterschied-
liche Syntheseverfahren C-terminal kovalent verbriickte Collagen-Modellsysteme her-
gestellt werden [Rot79, Tha86, Goo96, Gre79, Fie91].

Fiir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden Collagensysteme verwendet,
die in der Arbeitsgruppe Moroder am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried
hergestellt wurden [Ott99a, Ott99b]. Mit diesem Verfahren wurden verschiedene he-
terotrimere Collagen-Peptide z.T. mit eingebauter Collagenase-Schnittstelle (Reste
772-784 aus Collagen I) synthetisiert. Der Knoten erlaubt die richtige Anordnung der
Ketten, was durch die erfolgreiche Trennung der Helix an einer einzelnen Stelle durch
die Collagenase MMP-8 gezeigt wurde [Ott96]. Der grundlegende Aufbau des Modell-
systems ist in Fig. 3.4 dargestellt.

ol R-(GPO)nGPQAGOQRGVV(GPO)mGCG-OH 1

a2  R’+(GPO),GPQGLLGAOGIL(GPO),GCCG-OH | |
al’  H-(GPO),GPQGFAGQRGVV(GPO),GXCG-OH
R—M—M

N-terminal collagenase cleavage site C-terminal
(GPO),-tripletts cystine knot

Fig. 3.4: CPK-Modell einer Collagen-Tripelhelix mit einem C-terminalen, kiinstlichen Cysteinknoten.
Eingebettet in das Peptid ist die Collagenase-Schnittstelle des Collagen Typ 1. Im Bereich der
Schnittstelle ist der Iminosdureanteil gering und damit die Tendenz zur Ausbildung einer tri-
pelhelicalen Konformation eingeschrdnkt. Die Struktur wird durch optionale (GPO)-Repeats
auf beiden Seiten der Schnittstelle stabilisiert. Die temperaturinduzierte Faltungsdynamik ent-
spricht im wesentlichen dem bi-phasischen zeitlichen Ablauf natiirlicher Collagene. Abbildung
nach [Ott99a].
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Uber den Cysteinknoten konnen Triplets aus (Gly-Pro-Hyp), zu trimeren Collagen-
Peptiden verkniipft werden. Dabei lésst sich die Anzahl der Tripeptid-Repeats systema-
tisch variieren und der Cysteinknoten am C- bzw. N-terminalen Ende platzieren. Im
Vergleich der verschiedenen Modellpeptide sollen die faltungsdynamischen Parameter

fiir collagenverwandte Strukturen ermittelt werden.

3.6  Die untersuchten Modellpeptide

Trimer B

Das Modellsystem Trimer B stellt ein C-terminal cysteinverbriicktes Heterotrimer mit
einem Molgewicht von 8424 dar. Es ist das einzige in dieser Arbeit untersuchte System,

welches die Collagenase-Schnittstelle enthilt. Die Ketten des Trimers sind:
al:  HoN-(GPO)s — GPQGIAGQRGVVGC(StBu)G-OH
02:  HoN—(GPO)s - GPQGLLGAOGILGC(Acm)C(StBu)G-OH
03:  HoN—(GPO)s - GPQGIAGQRGVVGLC(StBu)G-OH

In der Nomenklatur von Fig. 3.4 ist im Trimer B n=5 und m = 0. Die Reste R und R’
werden durch die Gruppe H,N gebildet, X entspricht hier L.

Trimer E

Trimer E besitzt vier POG-Triplets und ist C-terminal disulfidverbriickt. Am N-
Terminus schlieen die Peptide nicht biindig ab (fiir die Collagenhelix sind die Anord-
nungen (GPO), und (POG), dquivalent, die Schreibweisen orientieren sich hier fiir eine
bessere Ubersichtlichkeit an den Darstellungen 3.5 — 3.8). Die Ketten

al: R-(POG);— CG-OH und
a2: R (POG),— CCG-OH

sind iiber den Rest R (C,OH3) N-terminal acetyliert, damit die Aminogruppen nicht
protoniert werden kdnnen, was zu gegenseitiger elektrostatischer Abstoung fiihren

wirde. Der dritte N-Terminus der
a3: H-(POG);—PCG-OH

Kette ist fiir mogliche spatere Verbriickungen nicht acetyliert.
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Fig. 3.5: Das Modellpeptid Trimer E: es zeigt vier (POG)-Repeats und ist C-terminal disulfid-
verbriickt. Zwei Ketten sind N-terminal acetyliert. Die Abbildungen der Modellsysteme sind

[Fri99] entnommen.

Trimer F

Der Trimer F besitzt vier POG-Triplets und ist C-terminal verbriickt. Im Unterschied
zum Trimer E ist das Raster jedoch aufgefiillt (in oc1 mit Hyp und Gly, in a2 mit Gly),
um eine maximale Wechselwirkung zwischen den Einzelketten zu ermdglichen. Ein
Vergleich mit Trimer E sollte also eine Aussage dariiber ermdglichen, ob diese wenigen
zusitzlichen Bindungen bereits eine messbare Zunahme der Helixstabilitdt bewirken.
Wie im Trimer E wird der Rest R gebildet durch (C,OHs). Die Einzelketten lauten wie
folgt:

al:  R-0G (POG); — CG-OH und
o2: R-G (POG); — CCG-OH

a3: H-(POG)s—PCG-OH
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Fig.3.6:  Das Modellpeptid Trimer F

Trimer G

Der Trimer G entspricht dem Trimer E, jedoch mit fiinf (POG)-Repeats. Dies sollte sich

im Vergleich der Systeme stabilisierend auf die Tripelhelix auswirken. Die Ketten
al: R - (POG)s— CG-OH und
o2: R—-(POG)s - CCG-OH

sind liber den Rest R (C,OH3) N-terminal acetyliert, der dritte Strang hat die Form

a3: H-(POG)s—PCG - OH.
GLoE O T e
e s R
[
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|
e
L
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Fig. 3.7: Das Modellpeptid Trimer G
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Trimer H

Der Trimer H ist im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Modellpeptiden am N-
Terminus durch einen Cysteinknoten verbriickt. Die Anzahl der Wasserstoftbriicken
innerhalb der Helix dndert sich dadurch nicht. Er besitzt fiinf (POG)-Repeats und er-
laubt einen Vergleich mit dem C-terminal verbriickten Trimer G. Im natiirlichen Colla-
gen schreitet die Faltung der Collagenhelix vom C- zum N-Terminus voran. Insofern ist

die vorliegende N-terminale Verbriickung anders als im natiirlichen Vorbild.
al: R -COG (POG)s — NH,
02: R -CCG (POG)s— NH;
a3: R -GCG (POG)s — NH,

mit R: C,OH;.

H H
co N GO“IL NH,
1»1,.':\[]/:«\‘/00‘“N 2t NGW’Q #A“
0 HC q
\ :

7 391
s
\cu,
H
H’c\[(n\l/m‘n/l\w/h‘\/w Ow 2 o o A
o CH

Fig. 3.8: Das Modellpeptid Trimer H: es entspricht dem Trimer G, jedoch mit einer N-terminalen Ver-

briickung.
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3.7  Temperaturexkursionsuntersuchungen an Trimer B

Trimer B wurde in einer Konzentration von 1.8 mM in D,0O gelost. Ein Absorberfarb-
stoff, Cristallviolet, wurde fiir projektierte zeitaufgeloste Temperatursprungexperimente
dazugegeben. Das Absorptionsspektrum des Heterotrimers, Fig. 3.9, kann durch drei
gaullformige Banden angepasst werden. Diese reprasentieren drei unterscheidbare Arten

von Wasserstoftbriicken zu den Carbonylgruppen des Trimers.

Die Randbereiche der Amid I Bande von Trimer B zeigen um 1695 und 1610 cm™
leichte Schultern, die auf von Pro/Hyp abweichende Carbonyle der Collagen-
Schnittstelle zuriickzufiihren sind. Die negative Bande um 1593 cm™ riihrt von einer

Uberkompensation des Cristallviolet-Hintergrunds her.

0.30
Collagen Trimer-B
0.257 Gaussian Curve Fit
0.20
§ Trimer-B
@ 0.15 —=-= Sum of Fit
o] -1
5 — 1627 cm
(%] -1
2 0.10 4 —— 1645 cm
1672 cm’”
0.05
0.00
T T T T T T T T T T T T T T
1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580

Wavenumber [cm'1]

Fig. 3.9: Das Absorptionsspektrum des Trimer B zeigt im infraroten Spektralbereich eine Amid I Bande
mit dreifacher Unterstruktur. Diese Ausformung der Bande unterscheidet die collagenartigen
Peptide grundsdtzlich von glubuldren Proteinen. Die Absorptionsbande kann gut durch drei
gaufSformige Banden mit Maxima bei 1627, 1645, und 1672 cm™ angepasst werden, welche
die drei unterschiedlichen, hdiufig wiederholten Wasserstoffbriicken-Bindungen zu den Car-
bonylgruppen des Trimers reprisentieren. Schultern im Bereich von 1695 und 1610 cm™ riih-
ren her von anderen Carbonylen als Pro/Hyp im Bereich der Collagenase Schnittstelle. Die
negative Bande um 1593 cm™ hat ihre Ursache in einer Uberkompensierung des Cristallvio-

lett-Hintergrundes.
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Mit dem im Abschnitt 2.4ff beschriebenen MeBaufbau wurden Temperatur-Exkursions-
Experimente durchgefiihrt und die Spektralantwort des Heterotrimers in der Amid I
Region detektiert. Zwischen 5 und 71°C wurden die Absorptionsspektren der Probe
aufgenommen. Die entsprechenden Spektren des Losungsmittelhintergrundes wurden

nachfolgend subtrahiert, ebenso Raumluft-Wasserdampfbanden.

Die Collagen-Helix entfaltet mit steigender Temperatur und faltet nach Abkiihlung re-
versibel zuriick in die native Struktur. Die Reversibilitét ist durch den kiinstlichen Cy-
steinknoten am C-Terminus gegeben und mindestens fiir den Temperaturbereich zwi-
schen 5 und 71°C nachgewiesen. In Fig. 3.10 ist die Spektralantwort des Trimers in
Form von Differenzspektren zwischen den Absorptionsspektren bei 5°C und jeweils
einer hoheren Temperatur dargestellt. Die Spektrenaufnahme erfolgte in Schritten der

Temperaturerh6hung von 2°C; jedes zweite Spektrum davon wird gezeigt.

0.3 - 1645 cm” ~A

02| R 41627 cm’’
L 1672 cm

0.1

0.02 -

0.00

Absorbance Units

-0.02

Absorbance Change
with Temperature

-0.04 Collagen Trimer-B

oo b0 vy
1740 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Wavenumber [cm]

Fig. 3.10: Absolutspektrum von Trimer B bei 5°C (oben) und Differenzspektren zwischen 5°C und jeweils
hoherer Temperatur im Bereich der Amid I Bande (unten). Dargestellt sind 4°C-Schritte der
Temperaturerhohung. Die Spektralantwort zeigt fiir verschiedene Bereiche der Bande deutlich
unterschiedliches Verhalten. Die groffte Signalinderung ist im Bereich der zentralen Unter-
bande bei 1645 cm™ zu erkennen. Die unregelmdfigen Strukturen bei 1685 und 1698 cm™ ste-
hen im Zusammenhang mit der Kompensierung von Wasserdampfbanden in der Spektrometer-

Probenkammer.
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Die Temperaturabhédngigkeit an ausgewéhlten spektralen Positionen ist in Fig. 3.11 dar-
gestellt. Es finden sich fiir unterschiedliche spektrale Positionen deutlich von einander
abweichende Signalantworten. Bei 1677 cm™ ist die positive Absorptionsénderung na-
hezu vollkommen linear abhingig von der Temperatur, ein Verhalten, wie es héufig fiir
ungeordnete Losungsmittelvolumina zu finden ist. Die anderen dargestellten Kurven
weichen vom linearen Verlauf ab und zeigen in einigen Fillen auch eine negative
Signalantwort. Die Kurvenpaare 1593 / 1630 cm™ und 1662 / 1668 cm™ liegen von der
Starttemperatur bis etwa 27-28°C nah zusammen, um dann fiir héhere Temperaturen

deutlich auseinander zu laufen.

Die Kurve bei 1620 cm™ zeigt die groBten Anderungen im Temperaturbereich zwischen
20 und 33°C, darliber nimmt das Signal wieder leicht ab. Die grofite Signalamplitude
zeigt die Kurve bei 1645 cm™. Bei geringen Temperaturen ist die Signaldnderung mode-
rat, sie nimmt im Bereich zwischen 17 und 35°C stark zu. Oberhalb von 45°C ergeben
sich keine Anderungen im Signal als Antwort auf die Temperaturerhhung. Der Kur-

venverlauf bei 1645 cm™ entspricht dem, wie er i.a. von Schmelzkurven bekannt ist.

T T T T T T T T T T T T T
0.02 |- Collagen main bands at: -
[ 1672, 1645 & 1627 cm”
0.01
0.00
4@ =
c
35 -0.01}|
8 -
c -002| .
© . Melting Curves:
Q —— 1593 cm
S -0.03 | —te200m’ Spectral Response
2 ——1630cm’” of Collagen Trimer-B
-0.04 - ——1645¢cm’”
1662 cm’’
-0.05 |- 1668 cm’” 4
——1677cm’”’
-0.06 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

10 20 30 40 50 60 70
Temperature Difference (5°C to)

Fig. 3.11 Die temperaturabhdngigen Signalanworten von Trimer B an ausgewdhiten Spektral-
positionen. Die Kurven zeigen deutlich unterschiedliches Verhalten. Es finden sich linear tem-
peraturabhdngige Antworten ebenso wie stark nichtlineare und auch positive und negative Si-

gnalvorzeichen.

In Fig. 3.12 sind alle Temperatur-Differenzspektren in einer 3D-Graphik zusammenge-

fasst dargestellt.
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Absorbance Change [a.u.]

Fig. 3.12: Dreidimensionale Darstellung der Temperatur-Differenzspektren des Trimer B. Gut zu erken-
nen sind die spektral unterschiedlichen Signalantworten auf Temperaturvariationen. So sind
Bereiche, die der helixstabilisierenden Wasserstoffbriicke zugeordnet werden konnen, gut un-
terscheidbar von Regionen der Losungsmittelbanden und unbeeinflusster Carbonyle. Der Plot
und weitere 3D-Graphiken wurden mit Hilfe eines Softwarepaketes erstellt, welches im Rah-

men von [Spd01, Lut02] entstanden ist.

3.8  Bandenzuordnung bei Collagen-Trimeren in der Literatur

In der Literatur finden sich mehrere Modelle fiir die IR-Bandenzuordnung des Colla-
gens. Nach [Laz85, Laz92] sind die CO-Gruppen der Triplets Gly-X-Y nicht dquivalent.
Bei Gly-Pro-Pro finden sich in einem feuchten Probenfilm (10°C) drei trennbare Unter-
banden in der AmidI Region bei 1628, 1644 und 1664 cm™. Eine Stérung in der
Struktur, wie sie beispielsweise durch einen thermisch induzierten Phaseniibergang her-
vorgerufen werden kann, bewirkt eine Verdnderung in der Amid I Kontur. Die Bande

wird breiter und die Feinstruktur verschwindet allméhlich.

Nach diesem Modell bildet die Aminogruppe von Gly eine Wasserstoftbriicke zum
Carbonyl von Pro, welches an der X-Position einer benachbarten Kette sitzt. Die Briicke
wird mit NH --- C(2j0(») bezeichnet und der Bande bei 1644 cm™ zugeordnet, welche mit
der Denaturierung verschwindet. Die Bande des Imino-Carbonyls bei 1628 cm™ wird

assoziiert mit der C(yO(1)-Gruppe, die iiber H-Briicken mit strukturellem Wasser wech-
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selwirkt und damit insensitiv beziiglich der Collagen-Denaturierung ist, ebenso wie die

der Wechselwirkung mit dem zweiten Iminocarbonyl zugeordnete Bande bei 1664 cm™.

Im Rahmen einer weiteren Untersuchung iiber Temperaturabhidngigkeiten an natiirli-
chem Collagen [Pay88] zeigen sich drei unterschiedliche Komponenten innerhalb der
Amid I Absorptionsbande. Die relativen Intensititen dieser sub-Banden sind von der
Konformation abhingig. Mit der Denaturierung der Tripel-Helix verringert sich der
dominante und intensivste Anteil bei 1660 cm™, wihrend zugleich die Unterbande bei
1633 cm™ wichst. Die Dominanz im nativen Zustand und das Abnehmen der relativen
Intensitdt der 1660 cm™ -Bande mit der Entfaltung legt nahe, dass dieser Peak eine
Komponente enthélt, die direkt mit der nativen Tripel-Helix verbunden ist. Die dritte
Komponente bei 1643 cm™ bleibt in ihrer Intensitit weitgehend unberiihrt von der De-
naturierung. In diesem Modell erscheint es sinnvoll, diese Bande der C=0O-
Streckschwingung des Backbone-Carbonyls einer Losungsmittelbriicke von Gly zuzu-
ordnen, wobei eine H-Briicke zwischen O und einem Wassermolekiil besteht. Payne et
al. argumentieren, dass die Wasserstoffbriicke zwischen den Ketten sehr schwach sein
muB. Die C2O)---H#)N@4)-Bindung muf3 langer, d.h. schwicher, sein als gewohnlich.
Die Bande mit der hochsten Wellenzahl bei 1660 cm™ ist also der helixstabilisierenden

Bindung zuzuordnen.

In einer weiteren Untersuchung am Modellsystem poly(L-Prolin) [Geo91] wird die

zentrale strukturstabilisierende Wasserstoffbriicke der Bande bei 1630 cm™ zugeordnet.

Die Zuordnung der beobachteten Banden im IR-Absorptionsspektrum des Collagens ist
in der Literatur bisher nicht einheitlich dargestellt. Auf der Basis unserer eigenen Er-
gebnisse wird nachfolgend eine Zuordnung der ermittelten Banden zu einzelnen Grup-

pen von Carbonylen vorgenommen.

Der Kurvenverlauf bei 1645 cm™ korreliert mit der Schmelzkurve, wie sie mittels
CD-Spektroskopie fiir das vorliegende Modellpolymer aufgenommen werden konnte
[Ott99a]. Sie ist streng verkniipft mit einer Konformationsinderung des Collagen-
Peptides. Diese Kurve und die ihr zugrunde liegende Bande kann der Wasserstoftbriicke
von Gly im Innern der Helix zugeordnet werden, welche die Amidgruppe von Gly mit
dem Carbonyl von Pro an der X-Position ausbildet. Nach Modell und Nomenklatur von
[Laz85] ist dies die Bande N(H()---C2O). (Hierbei kennzeichnen die Zahlen den
betreffenden Strang des Trimers; mit dieser Notation wird eine Bindung zwischen der
Amidgruppe von Strang 1 mit der Carboxylgruppe von Strang 2 beschrieben.) Die Ban-
de bei 1668 cm™ zeigt nur geringe Verdnderungen aufgrund Temperaturvariationen bei
geringen Temperaturen und bleibt oberhalb von 34°C konstant. Aufgrund von Betrach-

tungen der sterischen Gegebenheiten und dem spektralen Antwortverhalten kann diese
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Bande einer nach auBlen gerichteten Carbonyl-Gruppe zugeordnet werden. Die Bindung
C;0;---DOD zum Losungsmittel sollte weitgehend unsensitiv beziiglich des Faltungs-

zustandes des Peptids sein. Dies entspricht gut den vorgestellten Ergebnissen.
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Fig. 3.13: Die Spektralantworten bei 1620, 1645 und 1668 cm™ des Trimer B lassen sich gut den Verdn-
derungen der drei zentralen Wasserstoffbriicken im System auf temperaturinduzierte Umge-

bungsdnderungen zuordnen.

Die Kurve bei 1620 cm™ zeigt einen zwei-Phasen-ProzeB: im Bereich bis 20°C ist eine
leichte Abnahme der Absorption zu finden, gefolgt von einem groéBeren Anstieg zwi-
schen 20 und 40°C. Dieser Kurve kann die Wasserstoftbriicke C(1yO1)---DOD zugeord-
net werden.Dies ist eine Briicke, die aufgrund von Strukturbetrachtungen entlang der
Zylinderoberfliche des Collagens orientiert ist. Die Reaktionen der Pro-Carbonyle fin-
den sich als Signalantwort der Absorptionsinderung in der 1645 cm™ -Kurve. Bei ge-
ringeren Temperaturen im Bereich um 12°C wird ein Vorschmelzen (Pre-Melting) der
Collagenase-Schnittstellen Doméne (welche eine geringere Neigung zur Ausbildung der
tripelhelicalen Struktur aufweist als die GPO-Repeats [Fio02]) zusammen mit assozi-
ierten Pro- und Hyp-Isomerisierungen beobachtet. Daran schlie3t sich das Schmelzen
von grofleren Teilen der Trimer-Helix mit ihren wiederholt verwendeten Gly-Pro-Hyp
Bausteinen an. Die spektrale Antwort oberhalb von 1680 cm™ ist dem linearen Anstieg

mit der Temperatur dhnlich, wie er flir das Losungsmittel beobachtet wird. Signale in
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diesem Bereich werden Anderungen im Heterotrimer zugeordnet, die von konformellen

Umordnungen unberiihrt bleiben.

Die drei beobachteten Banden in der Amid I Region kdnnen also zugeordnet werden:

a)

b)

c)

den Carbonylen der Prolin-Reste (1645 cm™)

den Carbonylen, die entlang der (Zylinder-)Oberfliche orientiert sind
(1630 cm™) und

den nach auflen orientierten Carbonylen (1668 cm™),

siche Fig. 3.13 [Fio0O1]. Die in diesem Abschnitt vorgestellten Ergebnisse stiitzen das
Modell von [Laz85, Laz92].

3.9

Schmelzpunkt und Kooperativitiatsgrad

Als Schmelzpunkt eines Proteins wird der Ubergang von einer geordneten Struktur zur

ungeordneten verstanden. Dieser Ubergang lisst sich durch eine thermisch induzierte

Entfaltung erreichen. Die Ermittlung des Schmelzpunkts kann iiber unterschiedliche

Methoden erfolgen:

a)

b)

Man bestimmt anhand struktursensitiver Grof3en (hier anhand der Absorptions-
bande bei 1645 cm™) diejenige Temperatur, bei der die Signalinderung 50% des

Wertes zwischen den Extrema der Versuchsreihe betrigt.

Man bestimmt den Punkt der maximalen Steigung der Schmelzkurve durch
zweimaliges Ableiten und Bestimmung des Kurvennulldurchganges. Dies setzt

eine ausreichend symmetrische Schmelzkurve voraus.

Man bestimmt die relativen Anteile der jeweiligen Spezies (gefaltet/entfaltet)
iiber die relativen Absorptionsdnderungen bei einer Temperatur. Analog der
Theorie zur Nernst-Gleichung [Atk96] trdgt man das negative logarithmische
Verhiltnis gegeniiber der inversen der absoluten Temperatur auf. Um den
Gleichgewichtspunkt herum, wenn also —log(rate,,,, / rate,,;;,,)=0 1st, kon-
nen die Daten linear angepallt werden und man liest den inversen Temperatur-
wert des Schmelzpunktes ab. Es bleibt festzuhalten, dal die Voraussetzungen
fiir die Analogie der H-Briicken mit der Redox-Reaktion des Elektronentransfers
nur eingeschrinkt gegeben sind, da in der Entfaltung kein singuldres System
vorliegt. Daraus folgt, da3 die lineare Abhingigkeit nicht iiber den ganzen Tem-

peraturbereich gegeben sein kann. Dennoch 1d6t sich diese Methode zur Aus-
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wertung gut heranziehen, und der Vorteil dieser Methode gegeniiber a und b

liegt u.a. in ihrer einfachen und sicheren numerischen Handhabung.

In der Literatur wird zur Bestimmung des Schmelzpunktes {iberwiegend die Methode a
verwendet. Die vorliegende Arbeit verwendet Methode ¢, deren Ergebniskonsistenz mit
a und b jeweils gepriift wurde. Fig 3.14 zeigt die Darstellung zur Ermittlung des

Schmelzpunktes des Trimer B.
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Fig. 3.14: Ermittlung des Schmelzpunktes des Collagen-Modellsystems Trimer B. Der Schmelzpunkt von
Trimer B liegt bei 26°C.

Der Schmelzpunkt des Trimer B liegt bei einem Wert von 26°C. Dieses Ergebnis wurde
in den CD-spektroskopische Untersuchungen von [Fi000] bestétigt.
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3.10 Temperaturexkursionsuntersuchungen an den Modellsystemen Trimer E

bis Trimer H

Im vorangegangenen Abschnitt wurde anhand der Untersuchungen am Heterotrimer B
gezeigt, dass es mit der vorgestellten IR-spektroskopischen Methodik moglich ist, lo-
kale thermische Entfaltungsprozesse zu erfassen. Einzelne Banden und Bindungen im
System konnen identifiziert werden. Bandenzuordnung und Strukturdynamik passen in
den Rahmen der Ergebnisse begleitender Untersuchungsmethoden wie CD- oder NMR-
Spektroskopie.

Dieser Abschnitt vergleicht nun das Schmelzverhalten der Trimere E bis H. Diese Mo-
dellsysteme wurden in Kap. 3.6 vorgestellt: Sie unterscheiden sich von Trimer B in er-
ster Linie darin, dass sie im wesentlichen aus (POG),-Repeats und einem Cysteinknoten

aufgebaut sind; die Collagenase-Schnittstelle fehlt.

Zur Darstellung der Ergebnisse werden in diesem Abschnitt die Graphen zur Ermittlung
des Schmelzpunkts gezeigt; Absolutspektren inkl. Bandenanpassung, 3D-Plots, Diffe-

renzspektren und Schmelzkurven finden sich in Anhang A.

Temperaturexkursionsmessungen an Trimer E

Collagen Trimer E wurde in D,O gelost. Kiivette und Probenhalterung / -temperierung
sowie spektroskopische Einheit entsprechen dem im letzten Abschnitt beschriebenen
Aufbau. Temperaturexkursions-Messungen wurden im Bereich der reversiblen Ent-/
Riickfaltung zwischen 2°C und 70°C bei einer Schrittweite von 2°C durchgefiihrt. Das
Absorptionsspektrum zeigt im Bereich der Amid [-Bande drei Unterbanden, die iiber
GauB3-Kurven gut angepasst werden konnen; die spektralen Mittelpositionen liegen bei
1629, 1644 und 1663 cm™. Sie reprisentieren die drei unterschiedlichen Serien von
Carbonylen im Trimer in Verbindung mit ihren jeweiligen Wasserstoffbriicken. Anhand

Fig. 3.15 ergibt sich ein Schmelzpunkt von 33°C.
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Fig. 3.15: Ermittlung des Schmelzpunkts von Trimer E

Temperaturexkursionsmessungen an Trimer F

Collagen Trimer F wurde in D,O gelost. Temperaturexkursions-Messungen wurden im
Bereich der reversiblen Ent-/ Riickfaltung zwischen 3°C und 71°C bei einer Schrittweite
von 2°C durchgefiihrt. Die spektralen Mittelpositionen der zur Anpassung verwendeten
GauB-Kurven liegen bei 1630, 1645 und 1664 cm™. Fiir den Schmelzpunkt ergibt sich

ein Wert von 35°C.
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Fig. 3.16: Der Schmelzpunkt von Trimer F
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Temperaturexkursionsmessungen an Trimer G

Collagen Trimer G wurde in D,O geldst. Im Bereich der reversiblen temperaturindu-
zierten Entfaltung wurden Temperaturexkursions-Messungen durchgefiihrt. Die Mittel-
positionen der GauB3-Kurven zur Anpassung der IR-Absorptionsbande liegen bei 1630,
1645 und 1667 cm™. Fiir den Schmelzpunkt ergibt sich ein Wert von 39°C.
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Fig. 3.17: Der Schmelzpunkt von Trimer G

Temperaturexkursionsmessungen an Trimer H
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Fig. 3.18: Der Schmelzpunkt von Trimer H
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Collagen Trimer H wurde in D,O geldst. Im Bereich der reversiblen temperaturindu-
zierten Entfaltung wurden Temperaturexkursions-Messungen durchgefiihrt; die Mittel-
positionen der GauB3-Kurven zur Anpassung der IR-Absorptionsbande liegen bei 1629,
1644 und 1668 cm™. Fiir den Schmelzpunkt ergibt sich ein Wert von 41°C.

3.11 Zusammenfassung und Diskussion

Die Ergebnisse der Fig. 3.15 — 3.18 fiir die Schmelzpunkte der untersuchten Collagen-
Modellsysteme werden in Tab. 3.1 zusammengefasst und mit den zuvor gewonnenen

Werten des Trimer B verglichen.

Modellpeptid Basiseigenschaften Schmelzpunkt
Trimer B 5 POG-Triplets mit Schnittstelle 26°C
Trimer E 4 POG-Triplets 33°C
Trimer F 4 POG-Triplets, aufgefiillt 35°C
Trimer G 5 POG-Triplets, C-verbriickt 39°C
Trimer H 5 POG-Triplets, N-verbriickt 41°C

Tab. 3.1: Schmelzpunkte und Ubergangsbreiten der untersuchten Collagen-Modellsysteme. Die Colla-
genase-Schnittstelle in Trimer B scheint die Struktur deutlich zu schwdchen, was an einem ge-

ringen Schmelzpunkt und einem steilen Schmelziibergang abzulesen ist.

In Fig 3.19 sind die fiinf normierten Schmelzkurven der Modelltrimere abgebildet.
Deutlich zu erkennen ist der Zusammenhang zwischen der Anzahl der (GPO)-Repeats
und der Schmelztemperatur. Die Collagenase-Schnittstelle, CCS, des Trimer B wirkt

sich schwéchend auf die Tripelhelixformation aus.
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Fig. 3.19: Darstellung der normierten Schmelzkurven der untersuchten Collagen-Modellpeptide. Deut-
lich zu erkennen ist der Zusammenhang zwischen der Anzahl der (GPO)-Repeats und der
Schmelztemperatur. Die Collagenase-Schnittstelle, CCS, schwdcht die Struktur im Trimer B

merklich.

Aus der Sequenzbeschreibung der Trimere E bis H ergibt sich eine Reihe von Punkten,
die sich durch die vorgestellten Messungen beleuchten lassen. Zentral ist hier die Helix-
stabilitit, das MaB fiir die thermisch induzierte Denaturierung. Beziiglich des Schmelz-

verhaltens der Modellsysteme ergeben sich die folgenden Fragen:
a) Verhilt sich Trimer F stabiler als Trimer E?

Der Schmelzpunkt des Trimer F liegt ca. 2°C tiber dem Wert des Trimer E. Die
wenigen zusdtzlichen Wechselwirkungen durch das in Trimer F aufgefiillte Ra-

ster bewirken eine meflbare Zunahme der Helixstabilitit.
b) Zeigt sich Trimer G stabiler als Trimer E?

Der Trimer G-Schmelzpunkt liegt etwa um 6°C iiber dem des Trimer E. Die
Verlidngerung der Struktur um jeweils ein GPO-Triplet des Trimer G im Ver-

gleich zu Trimer E zeigt eine deutliche Stabilisierung der Tripelhelixformation.
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c¢) Ist Trimer G stabiler als Trimer F?

Der Schmelzpunkt von Trimer G liegt ca. 4°C iiber dem von Trimer F. Daran
zeigt sich, daB sich die Verldngerung der Helix um ein GPO-Triplet in Trimer G
deutlich stabilisierender auf die Struktur auswirkt, als das Auffiillen des Rasters

am N-Terminus des Trimer F.
d) Schmelzverhalten der Trimere H und G im Vergleich

Fiir den Schmelzpunkt des Trimers H findet sich ein Wert, der etwa 2°C iiber
dem des Trimers G liegt. Trimer H ist durch die Verbriickung am N-Terminus
im Schmelzprozell gehemmt gegeniiber dem C-terminal verkniipften, gleich lan-

gen Trimer G, die natiirliche Faltungsrichtung ist unterdriickt.

e) Im Vergleich mit Trimer B: schwiicht die Collagenase-Schnittstelle die Struktur
merklich?

Trimer B zeigt von allen untersuchten Systemen den geringsten Schmelzpunkt
und die grofBte Steigung der Schmelzkurve am Schmelzpunkt. Obwohl dieses
System zusammen mit den Trimeren G und H fiinf GPO-Triplets aufweist, also
eine dhnliche Stabilitit im Schmelzprozel aufweisen miiite, zeigt sich, dass die
Schwiéchung durch die labile Collagenase Schnittstelle (CCS, collagenase clea-

vage site) deutlich zum Tragen kommt.

Die Collagen-Modellsysteme wurden fiir die vorliegenden Untersuchungen direkt in
D,0 gelost. Einzig bei dem Trimer B war zusétzlich der Farbstoff Kristallviolett in ei-
ner Konzentration von 2.5 mM zugegeben worden. Dieser Absorberfarbstoff sollte fiir
Laser-induzierte Temperatursprung-Experimente Verwendung finden. Fiir die Auswer-
tung der vorgestellten MeBreihen muf3 daher in Betracht gezogen werden, daf3 der als

Kation vorliegende Farbstoff das Schmelzverhalten des Collagens beeinflussen kann.

Zur Kldrung dieser Fragestellung wurden parallele Untersuchungen durchgefiihrt, und
es konnte gezeigt werden, da3 die Zugabe von Kristallviolett zur Collagenldsung in den
entsprechenden Konzentrationen das Schmelzverhalten beeinflulit. In CD-
spektroskopischen Experimenten [Mor00] ergab sich eine Schmelzpunkterniedrigung
um wenige °C (ca. 3-5°C gegeniiber einer Farbstoff-freien Losung). Form und Steigung
der ermittelten Schmelzkurve wurden durch die Zugabe des Farbstoffs zur Losung da-

gegen nicht beeinflufit.
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Der zugrunde liegende Mechanismus 1d6t sich wie folgt interpretieren: wéhrend der
thermisch induzierten Entfaltung eines Trimerstrangs werden einzelne, im nativen Zu-
stand einwérts (bzw. nach innen) gerichtete, geschiitzte Seitenketten einer Losungsmit-
telumgebung zuginglich. Das Farbstoff-lon kann im entfalteten Zustand des Trimers
um einzelne, elektrostatische Bindungen mit den Seitenketten erfolgreich konkurrieren.
Bei der Riickfaltung verbleibt ein Teil der Farbstoff-lonen in dieser Bindung, so daf3
nicht alle urspriinglichen Bindungen innerhalb des Trimerstranges wiederhergestellt
werden konnen. Dieser Zustand ist geeignet, den Collagen-Trimer im Hinblick auf eine
weitere, thermische Entfaltung zu schwichen. Dies kann schlieBlich in einer Absenkung
der ermittelten Schmelztemperatur miinden. Die Kooperativitit wird in diesem Modell
nicht dahingehend beeinfluBt, daB sich eine Anderung der Schmelzkurvenverlaufsform

ergeben wiirde.

Fiir die weitere Diskussion der Schmelzkurve von Collagen Trimer B bedeutet das oben
angefiihrte, dal durch die Farbstoffzugabe allein der quantitativ genannte Aspekt der
Schmelzpunkterniedrigung auftritt, nicht aber qualitative wie etwa eine Anderung der

Kurvensteigung oder der Kurvenverlaufsform.

3.12 Erginzende Ergebnisdiskussion vor dem Hintergrund der Probenreinheit
der Trimere E bis H

Die Absolutspektren der Trimere E bis H, dargestellt in Anhang A, zeigen im Bereich
der Amid I Bande eine deutlich ausgepriagte dreifache Bandenunterstruktur. Diese drei-
fache Struktur 148t sich gut mittels dreier Gaulkurven anpassen. Die Absorption liegt

jeweils bei den Maxima der Amid I Banden im Bereich von 0,35 bis 0,40.

Obwohl diese Ergebnisse fiir eine vergleichbare Probenkonzentration und Probenrein-
heit der Proben untereinander sprechen, war die Ausbeute bei der Aufreinigung mittels
HPLC-Methode gering und die Definition der Konzentration bei diesen Proben nicht
eindeutig [Mor00]. Daher ist es prinzipiell moglich, da3 auch die Ergebnisse dieser

MeBreihen mit einer gewissen Unsicherheit behaftet sein konnten.

Die gute Ubereinstimmung der aufgrund der strukturellen Eigenschaften dieser Modell-
peptide erwarteten mit den gemessenene Ergebnissen deutet auf eine allenfalls geringe
Probenverunreinigung hin. Weiterhin eliminiert die im Rahmen dieser Arbeit verwen-
dete differenzspektroskopische Untersuchungsmethode die Signale einzelner ungebun-
dener Aminoséduren bzw. einzelner Collagenstringe im Gesamtsignal effektiv. Zur Eta-
blierung der hier vorgestellten MeB3- und Auswertmethodik sind die Probeneigenschaf-

ten in jedem Fall ausreichend.
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3.13 Strukturstabilitit der Collagenase-Schnittstelle und biphasisches Schmel-
zen des Trimer B

Die Collagenase-Schnittstelle wird innerhalb des Modell-Heterotrimers auf der einen
Seite durch den Cystein-Knoten stabilisiert, auf der anderen Seite durch die Wechsel-
wirkungen der (GPO)s-Triplets der Einzelketten. Der Trimer verhilt sich wie ein per-
fektes collagenartiges Substrat in seiner Kinetik beziiglich der Abbau durch Collagena-
sen (MMP1, MMP8 und MMP13), was bestitigt, daB das gewihlte Raster ala2al’
dem fiir diesen Collagentypus richtigen entspricht. Besonders interessant erscheint, daf3
dieses synthetische Konstrukt die Konformationseigenschaften des funktionalen Epi-

topes im nativen wie auch im denaturierten Zustand abbildet [Miil00].

Fiir die hochspezifische Trennung von Collagen Typ I durch die Collagenasen an einer
definierten Schnittstelle ist lokal eine weichere tripelhelicale Struktur notwendig. Dieser
labilere Abschnitt sollte eine teilweise Entfaltung des natiirlichen Substrats durch die
enzymatischen Unterdominen der Collagenase erlauben, bevor der eigentliche Tren-

nungsprozef3 durch die Enzyme selbst erfolgt.

Durch den Einsatz von NMR-Spektroskopie wurde die Koexistenz von zwei strukturel-
len Doménen in dem Collagen-Peptid bestétigt. Ein tripel-helicales Segment enthélt den
(GPO)-Teil der Helix und ein weniger strukturiertes Segment stellt die Schnittstelle des
Heterotrimers dar [FioOl]. Entsprechend wird fiir die thermisch induzierte Entfaltung
erwartet, dass sich zwei trennbare Entfaltungsreaktionen beobachten lassen: fiir die la-
bilere Schnittstellen-Region bei geringen Temperaturen und fiir den rigiden Bereich bei

hoéheren Temperaturen.

Wie gelingt nun der Nachweis der zwei Uberginge? CD- und Fluoreszenz- Spek-
troskopie konnen die zwei erwarteten Phasen des Schmelzprozesses nicht auflosen. In
den in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen mittels FTIR-Spektroskopie hinge-
gen finden sich sehr deutliche Hinweise auf ein Pre-Melting der Schnittstelle im Tem-
peraturbereich um 10-12°C, vgl. Fig. 3.13. Die Carbonyle entlang der Helix-Oberfliche

spielen hier als Schnittstellen-Sonden eine besondere Rolle.

Mittels einer verfeinerten Auswertmethodik lassen sich aus den FTIR-Daten die zwei
Phasen des Schmelzens im Trimer B extrahieren. Bei Betrachtung der Schmelzkurven
der Trimere E-H, vgl. Fig. 3.20, ist zu erkennen, dass die Schmelzkurven nahezu punkt-
symmetrisch zum Schmelzpunkt verlaufen, die Kurve des Trimers B hingegen ist ver-

zerrt und verlduft nicht-symmetrisch.
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Fig 3.20: Die Anpassung der Collagen-Schmelzkurven durch erf(x) liefert ein Maf fiir die Breite des
Schmelziibergangs und den Schmelzpunkt. Die Werte werden in dieser Methode mit der Di-
mension °C berechnet und stimmen gut iiberein mit den zuvor ermittelten, vgl. Tab. 3.1. Die
Anpassung der Homotrimer-Schmelzkurven (E bis H) an das mono-phasige Modell gelingt
gut. Die Schmelzkurve des Heterotrimers B zeigt fiir tiefe Temperaturen deutliche Abweichun-

gen von der Modellkurve.

Zur Analyse sollen die Kurven durch eine adiquate Funktion angepasst werden. Gut
geeignet als Modellfunktion ist die Fehlerfunktion, erf(x). Die Anpassung liefert einen
Wert fiir die Breite und die Mitte des Ubergangs, hier interpretiert als Schmelzbreite
und Schmelzpunkt.
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Die Anpassung der Schmelzkurven ist in Fig. 3.20 dargestellt. Angegeben sind die
Schmelzkurven der Trimere, die jeweilige Anpassung mit der Modellfunktion und die
ermittelten Werte fiir Schmelziibergangsbreite und Schmelzpunkt. Diese Werte stimmen
gut mit den zuvor ermittelten iiberein, vgl. Tab. 3.1. Die Qualitdt der Anpassung aber
variiert: wahrend die Homotrimere E bis H durch das mono-phasige Modell gut abge-
bildet werden, finden sich im Heterotrimer B signifikante Abweichungen im Bereich
tiefer Temperaturen. Dieser Bereich entspricht gerade dem Temperaturfenster, in dem

das Pre-Melting der Collagenase-Schnittstelle vermutet wird.

Mit der Summe aus zwei mono-phasischen Modellfunktionen 148t sich die Schmelzkur-
ve des Trimer B gut anpassen, vgl. Fig. 3.21. Die einzelnen Funktionsparameter liefern
Schmelzpunkt und Ubergangsbreite fiir die Collagenase-Schnittstelle getrennt vom
(GPO)s-Segment.

0.0
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—_ . . .
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2 .04
®
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O
Q
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Fig. 3.21: Anpassen der Schmelzkurve von Trimer B mit einer bi-phasischen Modellfunktion. Die Am-
plitudenverteilung liegt bei 10% zu 90%. Das Pre-Melting der Schnittstellenregion findet bei
10.4°C statt, der Wert fiir den Haupt-Schmelziibergang ist 27.2°C.
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Die ermittelten Werte fiir den bi-phasischen Schmelziibergang in Trimer B sind in Tab.

3.2 zusammengefalit.

global (GPO) s-Segment Schnittstelle
Schmelzbreite 20.1°C 18.7°C 8.6°C
Schmelzpunkt 26.0°C 27.2°C 10.4°C
Anteil 100% 90% 10%

Tab. 3.2: Schmelzpunkt und Ubergangsbreiten des Trimer B bei Anpassung durch eine monophasische
(globale) im Vergleich mit einer biphasischen Modellfunktion fiir Collagenase-Schnittstelle
und (GPO)s-Segment. Die Amplitude des Schnittstellen-Anteils liegt deutlich unter dem des
Peptidrestes. Die Schmelzpunkte im biphasischen Ansatz liegen oberhalb und unterhalb des

monophasischen Wertes und werden gut durch ihre Gewichtungsanteile abgebildet.

Das Amplitudenverhiltnis GPOs zu CCS betragt 90% zu 10%. Der Anteil der Collage-
nase-Schnittstelle am Gesamtsignal ist demnach relativ gering, obwohl die Schnittstelle
eine dhnliche Anzahl von Wechselwirkungen besitzt. Die geringe Signalamplitude zeigt
hingegen, dass die Entfaltung in diesem Bereich nur geringe Anderungen der Carbonyle
hervorruft. Diese Deutung korrespondiert gut mit der Vorstellung, dass die Schnittstelle

im nativen Zustand relativ labil und wenig kompakt geformt ist.

Die Schmelzpunkte der zwei Trimer-Segmente bilden im nach ihren Anteilen gewich-
teten Mittel gut den globalen Schmelzpunkt ab. Der Schmelzpunkt der labileren
Schnittstelle liegt bei ca. 10°C; ein Wert, wie er sich aus fritheren Betrachtungen (vgl.
Fig. 3.13) angedeutet hat. Der Wert fiir das (GPO)s-Segment wurde bei ca. 27°C ermit-
telt. Als Vergleichsgrofle erscheint der Schmelzpunkt des C-terminal verbriickten
(GPO)s-Modellpolymers Trimer G sinnvoll: er liegt bei 39°C und damit signifikant ho-
her. Eine solche Differenz ldsst sich dahingehend deuten, dass die labile Schnittstellen-
region auf die Entfaltung der kompakten (GPO)s-Struktur treibend wirkt. Dieser Befund
bestitigt die hohe Kooperativitit des reiBverschluBartigen Faltungsprozesses, des ,Zip-

per-like Folding® der Collagenhelix.

Die Breite des Schmelzprozesses der Collagenase-Schnittstelle liegt deutlich unter dem
Wert des (GPO)s-Segments. Die labile Struktur entfaltet offensichtlich beschleunigt.

Die Summe der Breiten ist grofer als die mono-phasische Breite. Dies zeigt, dass die
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Entfaltungsprozesse trennbar sind, jedoch nicht rein sequentiell ablaufen, sondern in
einem wesentlichen Temperaturbereich tliberlappen und parallel fortschreiten. Eine der-
artige Parallelitit der Ereignisse ist auch als Ursache dafiir anzusehen, dass die
Schmelzkurve des Peptids keine Form zeigt, die mit zwei aufeinanderfolgenden Stufen

einer Treppe vergleichbar wére.

3.14 Diskussion der Modellfunktion erf(t)

Das thermische Entfalten von Collagen wird in einem nur sehr schmalen Temperaturbe-
reich beobachtet. Innerhalb weniger °C findet sich der Ubergang von einer fast voll-
standig nativen zu einer liberwiegend denaturierten Konformation. In dieser Hinsicht
zeigen Collagene ein unter den Proteinen herausragendes Verhalten [Eng00]. Auch bei
globuldren Proteinen finden sich steile aber dennoch weniger scharfe Ubergangskurven.
Eine Analyse dieser Kurven konnte zeigen, daB die Uberginge hoch kooperativ ablau-
fen [Pri79]. Zur Anpassung der Collagen-Schmelzkurven finden sich in der Literatur

verschiedene Ansitze, die nachfolgend erlautert werden.

Im kinetischen Modell nach Miles [Mil99] wird die Schirfe des Ubergangs bei Colla-
gen allein auf die hohe Aktivierungsenergie der Reaktion zuriickgefiihrt. Als tempera-
turabhingige Konversionsfunktion wird angegeben: F =e %' %D "wobei der An-
teil der Umwandlung F dargestellt wird tiber: E,: Aktivierungsenergie, t: Zeit nach In-
itilerung der Denaturierung, A: Frequenzfaktor (in etwa die maximale Ratenkonstante
bei verschwindender Aktivierungsenergie). Die Anpassungsparameter sind E, sowie das
Produkt aus A*t. Der Versuch einer Anpassung obiger Daten an das dargestellte kineti-
sche Modell fiihrte nicht zu einer befriedigenden Anpassung der Mef3daten (nicht ge-
zeigt). Das Modell, welches allein eine kinetische Erklarung fiir die extreme Schérfe des

Schmelziiberganges fordert, muB hier daher verworfen werden.

Das Modell von Engel und Bichinger [Eng00] beruht auf der hohen Kooperativitit des
Collagen-Schmelziiberganges. Der Ubergang kleiner Proteine, deren GrdBe unterhalb
der Kooperationslidnge liegt, kann angepallit werden durch ein Zwei-Zustandsmodell, in
dem Intermediate zwischen einem vollstindig nativen und einem vollstindig denatu-
rierten Zustand allenfalls in vernachlissigbaren Konzentrationen vorliegen. Die Koope-
rationsldnge N, bezeichnet hierbei die Grofe ungestorter Regionen gleichen Zustands
(gefaltet oder entfaltet), die zur Erfiillung des reinen Zwei-Zustandssystems zu grof3
sind. Die Kooperationslidnge fiir Collagen liegt bei 95 Tripeptid-Einheiten [Dav93], so
daB fiir die Untersuchungen von Engel et al. an nativem Collagen III diese Probe mit
1026 Einheiten in diese Klasse kooperativer Systeme fillt. Die Autoren betonen, dal3

die Kooperationslinge eine gemittelte GroBe darstellt. Fiir homogene Systeme finden
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sich an jeder Stelle Regionen gleicher Konformation mit derselben Wahrscheinlichkeit.
Fiir inhomogene Systeme wie das betrachtete Collagen III wird hier eine Vereinfachung
vorgenommen. Mit der Einflihrung mikroskopischer Gleichgewichtskonstanten s und
einer Konstanten s"° fiir die Faltung einer kooperativen Einheit mit N, Tripeptid-
Einheiten ergibt sich fiir den Faltungsgrad:

Ny

F =
1+ s™

Mit dieser Darstellung des Faltungsgrades konnen die Autoren die experimentellen Da-
ten des Schmelziibergangs bei natiirlichem Collagens III hinreichend gut anpassen, ob-
gleich es in den Bereichen groffter Kriimmung der Schmelzkurve noch zu Abweichun-

gen zwischen experimentellen Daten und Modellkurve kommt.

In einer fritheren Arbeit derselben Arbeitsgruppe [Bru78] wird das obige Modell das all
or none model‘ genannt, und es stellt dort eine Nidherungslosung des Zipper-Modells
dar, welches einen einzelnen Propagationsschritt einer Tripeptid-Einheit vom ungeord-
neten Zustand (coiled state) zur tripelhelicalen Struktur an der Grenze zwischen Helix
und coil beschreibt. Obwohl beide Modelle die dortigen CD-spektroskopisch bestimm-
ten Schmelzkurven gut anpassen konnen, ergeben sich flir verschiedene physikalische

Parameter stark voneinander abweichende Werte.

Die Anwendung des kinetischen Modells nach Miles fiihrte bei den vorliegenden Daten
nicht zu einer befriedigenden Anpassung der Mefidaten. Dieses Modell muB3 fiir die im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Collagen-Modellpeptide verworfen werden. Das
Gleichgewichtsmodell nach Engel beriicksichtigt die Kooperationslinge des Collagens
und fiihrt bei der Anwendung auf das Schmelzverhalten von Collagen III [Eng00] zu
ausreichend guten Anpassungen der experimentellen Daten. Die in dieser Arbeit unter-
suchten Modellsysteme liegen in ihrer GroBle jeweils deutlich unter der dargestellten
Kooperationsldnge von 95 Tripeptid-Einheiten. Mit Ausnahme der Collagenase-
Schnittstelle als Teil des Trimers B sind die Systeme mit jeweils homogenen Trimeren
aufgebaut, so da} eine Mittelung iiber die Sequenzvariation der Ketten entfallen kann.
Die Trimere B, E-H sollten in ihrem Schmelzverhalten daher durch ein Zwei-Zustands-
Modell beschrieben werden konnen, in welchem vollstindig natives und vollstidndig

entfaltetes Protein nebeneinander existieren.

Eine wichtige und mathematisch einfach zu handhabende Modellfunktion fiir ein derar-

tiges Zustandssystem ist die Fehlerfunktion erf(x). Sie kommt z.B. zum Tragen bei der
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Beschreibung einer zeitlichen Antwortfunktion H(t) auf einen instantanen Signalanstieg

am realen Detektor eines MeB3aufbaus:
H(t)=const -erf(t/b)

wobei b die Halbwertsbreite der durch eine GauB3funktion approximierte Instrumenten-

funktion als Faltung von Anregpuls und Detektorantwort und:

X

erf(x) = j exp(—z>)dz
ist. Die Breite des Signalverlaufs von H(t) ist ein gutes MaB fiir das zeitliche Auflo-
sungsvermogen des betrachteten MeBaufbaus. Sie ist proportional zum Parameter b der

Instrumentenfunktion wund entspricht praktisch deren Halbwertsbreite k, mit
k, =2b~/In2 . Fiir einen Anstieg von 10% auf 90% der Signalhche erhélt man als Breite

von H(t) den Wert 1.087ks. Uber die Fehlerfunktion erf(t) gelingt nun die Beschreibung
einer zeitlichen Signalantwort eines realen Mef3systems auf eine beliebig schnelle Si-
gnalinderung. Sie stellt dann den vom Detektionssystem aufgenommenen Ubergang
zwischen einem Zustand I (z.B. kein Signal) zu einem Zustand II (z.B. Signal liegt an)
dar. Auch dieses System ist ein reines zwei-Zustands-System, bei welchem Zwischen-

zustidnde allenfalls in vernachlissigbarer Quantitit auftreten.

Diese dargestellte Fehlerfunktion ist in der vorliegenden Arbeit zur Anpassung der
Schmelzkurven der Modelltrimere herangezogen worden. Die Anpassung der Daten
gelingt mit sehr hoher Ubereinstimmung zwischen Daten und Modellkurve. Aus dieser
sehr guten Ubereinstimmung kann geschlossen werden, daB die vorliegenden Modell-
peptide im Schmelzverhalten einem reinen Zwei-Zustandssystem folgen. Desweiteren
liefert die Fehlerfunktion erf(x) iiber ihre Mittenposition einen Hinweis auf den
Schmelzpunkt des betrachteten Systems und iiber ihre Breite ein MaB fiir die Koopera-

tivitdt des einzelnen Systems und im Vergleich der Systeme untereinander.

Zusammenfassend 148t sich festhalten, daB fiir den Entfaltungsproze des Collagens als
ein Zwei-Zustands-Prozel3 starke Hinweise in der Literatur existieren. Die Anpassung
der experimentellen Daten durch unterschiedliche Modelle konnte bisher nur einge-
schrinkt erfolgen. In dieser Arbeit wird fiir die Interpretation und Datenanpassung eine
Analogie mit einem zeitlichen Zwei-Zustands-System verwendet. Die Anwendung der
Fehlerfunktion erf(x) als Anpassfunktion der Schmelzkurve fiir Collagen zeigt eine sehr
gute Datenanpassung. Die Giite der Anpassung erscheint hier besser als die dargestell-

ten Ergebnisse aus der Literatur.
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4 Konformationsuntersuchungen an Azo-Peptiden

4.1 Einfiihrung

Zur Aufklarung der Proteinfaltungsdynamik wurden in der Vergangenheit eine Reihe
von Ansétzen verfolgt. Konformationsiibergidnge lassen sich z.B. durch durch Elektro-
nentransfer-Prozesse auslosen [Jon93, Pas96] oder indem durch einen eingestrahlten
Laserpuls ein Temperatursprung in einer Losung induziert wird [Tho97]. Auf die tem-
peraturinduzierte Beeinflussung der Polymerkonformation und ihre cw-Beobachtung ist
in den vorangegangenen Kapiteln ausfiihrlich eingegangen worden. Im vorliegenden
Abschnitt soll eine Methode dargestellt werden, die es erlaubt, eine optisch ausgeldste

Konformationsdynamik zeitaufgeldst nachzuvollziehen.

Als Trigger bzw. Schalter des Prozesses wird ein Molekiil verwendet, welches reversi-
bel und schnell photoisomerisiert und dabei seine Geometrie dndert. Der Schalter wird
in das Riickgrat eines Peptids eingebaut. Besitzt das Peptidstiick eine geeignete Linge
und wird es zyklisiert, so kann durch die Langenédnderung des optischen Schalters eine

Konformationsdnderung im Peptid induziert werden [Ren00a], Fig. 4.1.

<>

Fig. 4.1:  Das Prinzip der photoinduzierten Konformationsbeeinflussung: Der reversibel photoschaltba-
re Baustein (rot) ist als Aminosdure getarnt (blau) und wird in das zyklische Peptid (schwarz)
einbettet. In der gestreckten Schalterstellung ist der Konformationsraum der Kette stark ein-
geschrdnkt, der nach Photoisomerisation gewinkelte Schalter erlaubt dem Peptid, seine bevor-

zugte native Struktur einzunehmen, Graphik nach [Spo01].

Als Peptidsequenz wurde ein Stiick der Thioredoxin Reduktase aus E.coli gewéhlt. Das
Protein reduziert Thioredoxin und erlaubt einen reversiblen Oxidations-
Reduktionszyklus des Thioredoxins, welches fiir Zellwachstum und Apoptose-
Inhibitierung von Bedeutung ist [Mus00]. Die acht gewihlten Aminosduren (Reste 134-
141; Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-Gly-Phe) enthalten das katalytische Zentrum des Pro-

teins.
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Fig. 4.2: Das Peptidsegment (Reste 134-141) aus Thioredoxin Reduktase: in der nativen Konformation
enthdlt es das katalytische Zentrum des Proteins (-Cys-Ala-Thr-Cys-) und bildet einen einzel-
nen Loop aus. Die Cysteine 135 und 138 sind durch eine Disulfidbriicke verbunden (gelb),
PDB-Code: 1TDE

Die Sequenz wurde ausgewihlt, da sie durch Riickgratzyklisierung Spielraum 148t, kon-
formationelle Einschrinkungen oder Freiheitsgrade einzufiihren. Gleichzeitig ist der
Test der Bioaktivitdt moglich. Der Konformationsraum kann durch SchlieBen oder Lo-
sen einer Disulfidbriicke zwischen den zwei Cysteinen zusétzlich beeinfluflit werden. In

der nativen Struktur formt das Peptidstiick eine Schleife aus, vgl. Fig 4.2.

Als Photoschalter wird Azobenzol verwendet. Es enthélt als zentrale Einheit die Azo-
gruppe (-N=N-) der Diazene: zwei sp’-hybridisierte Stickstoffatome, die iiber eine Dop-
pelbindung verbunden sind. An beiden Enden sind Phenylringe angelagert. Das Mole-
kiil wird auch Diphenyldiazen genannt, Summenformel: (C¢Hs),N,. Azobenzol liegt in
zwel stereoisomeren Formen vor, dem cis- und dem trans-Azobenzol. Lichtinduziert
konnen die Formen ineinander iiberfithrt werden, die Isomerisierung verlduft anre-
gungsabhingig multiphasisch mit Hauptkomponenten im Bereich von 150 fs — 350 fs
[N4g97]. Das trans-Isomer ist energetisch stabiler: die cis-Form isomerisiert bei RT
thermisch aktiviert nach frans auf der Zeitskala von Stunden. Die Potentialbarriere be-
tragt dabei etwa 90 kJ/mol [Rau73]. Die geometrische Struktur in der cis-Konformation
ist aufgrund sterischer Hinderung der Phenylringe verdrillt: ein Ring ist um 53.3° aus
der N=N-C-Ebene herausgedreht. Ob die trans-Konformation planar ist oder leicht ver-
drillt, wird derzeit diskutiert. Kristallstrukturen deuten auf eine planare Geometrie hin,
wihrend Elektronen-Streuexperimente in der Gasphase eine Nichtplanaritit aufzeigen:
die Phenylringe erscheinen um 30° aus der N=N-C-Ebene herausgedreht [Rau73,
Tra77]. In den Abbildungen 4.3 und 4.4 sind die rdumliche Strukturen von Azobenzol
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in trans- und cis-Konfiguration schematisch dargestellt. Die AuBenmalle des Molekiils,
d.h. die End-zu-End-Abstinde zwischen den dulleren H-Atomen, variieren mit der Iso-

merisierung deutlich, um fast einen Faktor 2: trans: 9.0 A, cis: 5.5 A.

Fig. 4.3: Die rdumliche Struktur von trans-Azobenzol. An die zentrale Azogruppe (-N=N-, gelb) sind
zwei Phenylringe gekoppelt.

Fig. 4.4: Die rdumliche Struktur von cis-Azobenzol. Durch Photoisomerisation konnen die beiden Iso-
mere reversibel ineinander iiberfiihrt werden. Die Zeitskala dafiir liegt in der GréfSenordnung
von wenigen hundert Femtosekunden. Der Abstand der beiden Enden des Azobenzols variiert

durch die Isomerisierung um nahezu einen Faktor 2 (trans: 9.0 4, cis: 5.5 A).

Die Photoisomerisierung ist der dominante photochemische Proze3 bei Azobenzol und
den modifizierten Azobenzol-Peptid-Verbindungen. Nebenreaktionen wie Photo-
reduktion, Photooxidation oder Photozyklisierung treten gar nicht bzw. mit Quanten-
ausbeuten von unter 10~ auf [Rau90].
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Absorbiert das Molekiil ein Photon, wird es in einen elektronisch angeregten Zustand
versetzt, von dem es schlieBlich nahezu strahlungslos auf die Grundzustandspotential-
fliche zuriickkehrt und dort energetisch relaxiert. Da die Grundzustandsfliche zwei
Minima besitzt, die dem trans- bzw. dem cis-Isomer zugeordnet werden, kann die Re-
aktion in einem anderen Zustand enden als sie begonnen hat: die Isomerisierung findet
statt. Das Verhiltnis von isomerisierten zu angeregten Molekiilen wird Quantenaus-

beute ¥ genannt.

Der detaillierte Ablauf der Isomerisierung ist noch nicht abschlieBend geklért. Es wer-
den mehrere Isomerisierungsmechanismen diskutiert. Diese sind eine Rotation eines
Phenylrings um die N-N-Bindungsachse bzw. eine Inversionsbewegung. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Inversion und Rotation kombiniert ablaufen. Daher wird ein ,Hula-
Twist® genannter Mechanismus diskutiert, bei dem sich ein Stickstoffatom aus der Phe-
nylringebene herausbewegt und damit die Inversionsbewegung zuldsst. Am héufigsten
wird in der Literatur diskutiert, dass bei Anregung in der niederenergetischen nm*-
Bande die Inversion und der ,Hula-Twist’ dominieren, wéahrend bei Anregung in der
hoherenergetischen nr*-Bande die Rotation Vorrang hat [Mon82, Rau90, Wac98]. Al-
lerdings wird der Rotationsmechanismus durch neuere Rechnungen wieder infrage ge-
stellt [IshO1].

4.2 Synthese und Struktur der Azo-Peptid-Verbindungen

Durch den Einbau des Azobenzol-Schalters in die Peptidsequenz soll ein System ge-
schaffen werden, lichtinduzierte Konformationsiibergidnge an Modellpeptiden zu unter-
suchen. Der erste Schritt ist die Tarnung des Azobenzols als Aminosdure, indem jeweils
an die p-Position der beiden Phenylringe eine Amino- bzw. eine Carboxylgruppe ange-
héngt wird. Die Synthese der Pseudoaminoséure APB, vgl. Fig. 4.5, 4.6, ist detailliert in
[Beh00] beschrieben.

N=N

Fig. 4.5:  Strukturformel des Azobenzols

60



Fig 4.6:  Strukturformel von APB (4-aminophenyl)-Azobenzoesdure

Durch eine zusitzliche Methylengruppe zwischen der Aminofunktion und dem Phenyl-
ring in der Pseudoaminosdure AMPB wird die Konjugation des n-Elektronensystems

unterbrochen. Die Gruppe dient als kleiner und flexibler Spacer.

An die Pseudoaminosidure AMPB wurde das Oktapeptid angehéngt und zu einem Ring
geschlossen. In der Kette des Oktapeptids stellt der Chromophor als neunte Aminosiure
die Verbindung zwischen Ala und Phe her. Im (mono-) zyklischen Peptid cAMPB sind
zur Vermeidung von Nebenreaktionen die Cysteine mit StBu- (S-tert-Buthylthio-)
Schutzgruppen versehen. Nach Entfernung der Schutzgruppen und Schlieen der Disul-
fidbriicke erhilt man das bizyklische Peptid bc AMPB.

N=N
JFOAE ¢ W

|
Phe A’la
\Gly S S —Cys
N /
Asp Ala
N S
Cys — Thr

Fig. 4.7: Strukturformel von bcAMPB, dem doppelt zyklisierten Peptid mit (4-aminomethyl-phenyl)-
Azobenzoesdure. Der Methylspacer ist griin, die Disulfidbriicke gelb dargestellt.
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Fiir die Interpretation der MeBergebnisse ist die moglichst genaue Kenntnis der dreidi-
mensionalen Struktur der zyklischen Peptide von elementarer Bedeutung. Dazu wurden
NMR-Untersuchungen durchgefiihrt [Ren00b]. Aus den NMR-Spektren konnen Ab-
stands- und Torsionswinkeldaten gewonnen werden, eine Umsetzung in eine sichtbare
Struktur erfolgt rechnergestiitzt, z.B. liber das simulierte Tempern. Bei diesem iterativen
Verfahren wird eine Startstruktur mit empirischen Strukturparametern fiir eine kurze
Zeit auf eine hohe Temperatur gebracht. Die Atome dieser Startstruktur erhalten so eine
hohe thermische Beweglichkeit. In mehreren Abkiihlschritten kann sich die Struktur
unter dem EinfluB3 eines Kraftfelds auf eine energetisch glinstige Zielstruktur zubewe-
gen. Das Ergebnis ist eine Peptidstruktur mit einer lokal minimalen Energie. Konvergie-
ren unter Beriicksichtigung der NOE-Nebenbedingungen verschiedene, zufillig ge-
wihlte Startstrukturen im Konformationsraum und 148t sich fiir diese schlieBlich keine
Verringerung der globalen Energie mehr beobachten, so erhédlt man eine Strukturfami-
lie, die einen mehr oder weniger begrenzten Konformationsraum absteckt, welcher ein
realistisches Abbild der Struktur darstellt [Lot98].

Fig 4.8:  Ensemble der zehn energiedrmsten NMR-Strukturen des monozyklischen AMPB-Peptids in der
trans- (oben, A) und der cis- (unten, B) Konformation. Chromophor und Aminosdureseiten-
ketten sind als Skelettmodell dargestellt. Farbung: C griin, N blau, O rot und S gelb, H wird
nicht dargestellt. Das Peptidriickgrad ist als blaues Band gezeichnet, eine weitere Populati-

onsfamilie desselben Zustandes ist violett dargestellt, nach [Ren00b].
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In Fig. 4.8 sind die mit NOE-Restraints gewonnenen NMR-Strukturen von cAMPB
dargestellt. Die Konvergenz als Mall der Abweichung der zehn Strukturen voneinander
stellt sich fiir das #rans- und das cis-Konformer unterschiedlich dar. Wihrend die Kon-
vergenz der trans-Peptidkette hoch ist, treten im cis-Konformationsraum zwei Konfor-
mationsfamilien auf: es findet sich eine stirker populierte Familie mit S-formiger

Struktur des Peptidriickgrats und eine schwécher populierte mit mehr helicaler Struktur.

Zyklisierung und Disulfidverbriickung im bizyklischen Peptid geben sehr restriktive
Zwangsbedingungen fiir die relativen Aminosdurepositionen vor. Insbesondere ist die
Konvergenz der trans-Zustandsfamilie erhoht. Fiir das cis-Konformer ergeben sich wie-

der zwei unterschiedlich populierte Familien, vgl. Fig. 4.9.

Fig. 4.9: Ensemble der zehn energiedirmsten NMR-Strukturen des bizyklischen AMPB-Peptids in der
trans- (A) und der cis- (B) Konformation, Darstellung analog Fig. 4.8. Die Konvergenz der
trans-Zustandsfamilie ist sehr hoch, fiir den cis-Zustand finden sich wie im cAMPB zwei be-

setzte Zustandsfamilien.

Riickgrat-zyklisierte Azo-Peptid-Verbindungen besitzen eine Reihe von Eigenschaften,

die sie als Modellsysteme der Proteinfaltung geeignet erscheinen lassen:

a) Azobenzol als Trigger isomerisiert sehr schnell und liefert einen definierten

Startpunkt der Konformationsénderung
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b) Die Photoreaktion ist reversibel, das System bistabil

c) Das System bildet in dieser Grofle definierte und interpretierbare Strukturele-

mente aus

d) Die Verbindungen sind spektroskopischen Methoden (Dauerstrich und zeitauf-
gelost) zugédnglich

4.3  Untersuchungen an Azobenzol

Als Losungsmittel fiir Azobenzol und alle Azo-Peptid-Verbindungen wurde deuteriertes
DMSO (d6) verwendet (MW: 84.17, Aldrich). Die Substanz ist stark hygroskopisch;

vor Verwendung mufte sie in einer Eigenbau-Destillationsanlage aufbereitet werden.

trans-Azobenzol (MW: 182.22, Merck) wurde in Losung gebracht (10-25 mM) und
nachfolgend bei Schichtdicken von 50 um spektroskopisch untersucht. In Abbildung
4.10 bzw. 4.11 sind die Spektren beider Konformere im UV-VIS bzw. IR dargestellt.

Azobenzene in DMSO d6 l i

Absorbance

15mM, 50pm 4

T T T T
300 400 500

Wavelength [nm]

Fig. 4.10: Azobenzol in DMSO d6. Dargestellt sind die photostationdren Gleichgewichte, diese entspre-
chen nicht einem 100% zu 0% Anteil im Isomerengemisch, vielmehr kann ein Anteil von ca.
80% trans bei Belichtung im Wellenlingenbereich zwischen 400 nm und 500 nm erreicht wer-

den.

Im Bereich von 390 nm und 500 nm finden sich die die nt*-Banden des cis- und des

trans-Konformers. Bei gleicher Wellenlédnge fiir das Absorptionsmaximum der Banden
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ist die Extinktion ¢ fiir cis hoher, so da3 die Banden in Fig. 4.10 unterschiedliche Hohe
aufweisen. Fiir die hoherenergetischen nn*-Ubergiinge liegen die Banden im Bereich
von 270 nm bis 360 nm. Der Extinktionskoeffizient fiir das trans-Konformer (Amax =
320 nm) liegt tiber dem des cis-Konformers (Anax = 280 nm), dessen Absorptionsmaxi-
mum kurzwelliger liegt. Durch selektive Belichtung in den angegebenen Wellenldngen-
bereichen 146t sich das Konformerengemisch in Richtung einer trans- bzw. cis-
Dominanz verschieben. Durch die Photoisomerisierung wird aufgrund der Banden-
tiberlappung das photostationédre Gleichgewicht nicht bei 100% zu 0% eingestellt, viel-
mehr ist etwa ein maximaler trans-Anteil von ca. 80% erreichbar. Im cis-Gleichgewicht
ist ein ca. 10%-iger Anteil von Molekiilen in frans festzustellen. Die Anteile im Ge-
misch lassen sich gut anhand der Absorption in den angegebenen Wellenldngenberei-

chen ablesen.

0.2 , . , . , . , . ,

| trans |
cis
01 | -

0.0 } t } t } t } t } t
0.0075 + -
| Azobenzene in DMSO d6 I 1
0.0050 4 b

0.0025 4
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I Y

-0.0050 + -
trans -> cis i
-0.0075 - cis -> trans 15mM, 50pm |

T T T T T T T T T
1800 1700 1600 1500 1400 1300

Wavenumber [cm'1]

Absorbance Change

Fig. 4.11: MIR-Absorptions-Spektren von Azobenzol in DMSO d6. Die im oberen Fenster gezeigten
Spektren bilden dieselben Isomerengemische wie Fig. 4.10 ab. In diesem Spektralbereich ist
vor einer hohen Hintergrundabsorption nur eine kleine Signalverdnderung durch die Isomeri-
sierung auszumachen. Deutlichere Aussagen ergeben sich aus den Differenzspektren der bei-
den Isomere: das trans = cis Spektrum wird gebildet aus cis-Spektrum abziiglich trans-
Spektrum, cis = trans analog. Diese Art der Darstellung — im unteren Fenster gezeigt — wird

nachfolgend fiir den infraroten Spektralbereich bevorzugt verwendet.

Auch im infraroten Bereich des optischen Spektrums ergeben sich Absorptionsanderun-
gen aufgrund der Isomerisierung. Da vor einem hohen Hintergrund die Signalédnderun-

gen klein sind, ist eine deutlichere Aussage dem Differenzspektrum aus zwei Absolut-
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spektren zu entnehmen. Diese Art der Darstellung, vgl. Fig 4.11, wird in dieser Arbeit
bevorzugt Verwendung finden. Fiir Azobenzol ergeben sich symmetrische Differenz-
banden, was die Reversibilitdt der Reaktion unter den gewihlten Belichtungsparametern
zeigt. Im Bereich oberhalb von 1605 cm™ zeigt die Substanz keine nennenswerten Dif-

ferenzbanden.

Die vorangehenden Abbildungen zeigen, dass die Isomerisierung von Azobenzol unter
Belichtung im UV-VIS der zeitaufgelosten Infrarotspektroskopie zugédnglich sein sollte.
Zur Aufklarung der dynamischen Eigenschaften wurde die Isomerisierung von trans

nach cis in Azobenzol zeitaufgeldst untersucht, Fig. 4.12.
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Fig 4.12: Transiente Spektren des Azobenzols, trans nach cis, an Spektralpositionen grofsen Differenzsi-
gnals. Die Kurvendynamik entspricht der Instrumentenfunktion. Die Isomerisierung des
Schalters wird nicht aufgeldst, das Signal verbleibt im Messfenster auf konstantem Wert. Azo-
benzol stellt fiir den vorliegenden Messaufbau einen quasi-instantanen Trigger der Faltungs-

dynamik dar.

Die transienten Spektren von Azobenzol zeigen in der trans nach cis Isomerisierung
eine schnelle Stufe und verbleiben anschlieBend auf konstantem Niveau. Der Verlauf
der Stufe entspricht der Instrumentenantwortfunktion. Daraus ergibt sich, dass Azoben-
zol fiir den vorgestellten MeBaufbau als quasi-instantaner Trigger der Peptid-

Faltungsdynamik eingesetzt werden kann.
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4.4  Untersuchungen an Azo-Peptiden

Zur Untersuchung der optisch getriggerten Peptid-Konformationsdynamik standen aus
der AMPB-Familie unterschiedliche Proben (AMPB, das lineare IAMPB, das einfach
zyklisierte cAMPB sowie der Bizyklus bcAMPB) zur Verfiigung. Diese wurden in auf-
bereitetem DMSO d6 gelost. Differenzspektren cis = trans bzw. trans = cis sind in
Abbildung 4.13 dargestellt.
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Fig. 4.13: Differenzspektren cis = trans bzw. trans = cis der untersuchten Proben aus der AMPB-
Familie; im Vergleich: Azobenzol. Die Symbolik auf der rechten Seite entspricht der in Fig.
4.1 eingefiihrten. Dargestellt sind die Differenzspektren zwischen den photostationdren
Gleichgewichten, die durch Belichtung mit 355 nm bzw. 436 nm eingestellt wurden. Aufgrund
eines hoheren Wasseranteils im Léosungsmittel von AMPB und IAMPB und damit héherer
Hintergrundabsorption sind diese Spektren im Bereich der Wasserabsorptionsbande zwischen

1600 em™ und 1700 cm™ stirker verrauscht.

Anhand Abbildung 4.13 lassen sich die wesentlichen Unterschiede der Konformati-
onsdnderungen der Proben darstellen. Der Schalter Azobenzol besitzt ein symmetrisches
Differenzspektrenpaar mit unterhalb von etwa 1600 cm™ deutlich ausgeprigten Diffe-
renzbanden. Oberhalb von 1600 cm™ finden sich keine ausgeprigten Differenzbanden.
AMPB zeigt bis 1625 cm™ ausgeprigte Differenzbanden. IAMPB zeigt unterhalb von

1600 cm™ symmetrische Differenzbanden, wohingegen die Kurven aufgrund eines ho-
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heren Wasseranteils im Losungsmittel im Bereich hoher Wasserabsorption um
1650 cm™ stirker verrauscht sind. Das zyklisierte Peptid cAMPB zeigt symmetrische
Banden des Schalters und in der Amid I Region (zwischen 1600 cm™ und 1700 cm™).
Im Zyklus ist es also moglich, die Konformation der Peptidkette optisch getrieben re-
versibel durch eine Schalterisomerisierung zu beeinflussen. Auch im bizyklischen
Azopeptid bcAMPB induziert die Schalterisomerisierung eine reversible Konformati-
onsdnderung der Peptidkette, sichtbar an symmetrischen Differenzbanden in der Amid I
Region. Im Vergleich zum monozyklischen Peptid sind die Signalantworten im Bereich

der Amid IT Region (um 1530 cm™) deutlicher ausgeprigt.

Die MeBkurven der Fig. 4.13 zeigen, daB3 sich die bei der NMR-Analyse gefundenen
Strukturdnderungen durch optische Spektroskopie eindeutig nachweisen und damit auch

zeitaufgelost verfolgen lassen.

4.5  Zeitaufgeloste Messungen an bcAMPB

Auf der Basis der dargestellten Ergebnisse wurde bcAMPB fiir Dynamik-
Untersuchungen der Peptid-Konformation ausgewdhlt. Es zeigt deutlich ausgeprigte
Differenzbanden von Schalter und Peptidkette und weist den grofiten rmsd-Unterschied
auf [Ren00b]. Die Absorptionseigenschaften des bcAMPB im UV-VIS-Spektralbereich
sind gegeniiber dem reinen Azobenzol verdndert. Aufgrund des elektronischen Kontakts
zwischen elektronenschiebenden (C=0)-Gruppen und elektronegativen Gruppen ver-
schiebt sich das m-Elektronensystem des Azobenzols. Gegeniiber dem Absorptionsma-
ximum des Azobenzols ist es fiir APB von ca. 320 nm nach 450 nm verschoben. Der
Methylspacer in AMPB entkoppelt die Gruppen elektronisch wieder, so dass das Ab-
sorptionsmaximum nahezu vollstindig zuriickschiebt auf etwa 345 nm. Durch Anhén-
gen einer linearen, zyklischen oder bizyklischen Peptidkette bleibt die Position unver-
andert. Wiirde ein weiterer Methylspacer an der Carboxygruppe in das System einge-
bracht, so wire zu erwarten, dass das Absorptionsmaximum wieder bei 320 nm liegen

wirde.

Das Modellpeptid bcAMPB (MW 1003, rb127/2 #1) wurde in DMSO d6 gelost. UV-
VIS-Spektren (Schichtdicke 50 um) wurden mit einem Standard-Spektrometer (Lamda
19, Perkin-Elmer) aufgenommen. Die Probenbelichtung erfolgte iiber zwei Quellen:
Hg-Xe-Dampflampe (6140, Oriel) mit Filtern UG1 und WG320, Schott fiir trans = cis
und mit einer Halogenglithlampe (KL 1500, Schott) mit Filter GG400, Schott fiir cis =
trans. Unter Einhaltung identischer Belichtungsbedingungen wurden IR-Spektren mit
einem FTIR-Spektrometer (IFS66, Bruker) aufgezeichnet. Die Absorptionsspektren von
trans- und cis-bcAMPB sind in Fig. 4.14, 4.15 dargestellt.
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Fig. 4.14: UV-VIS Absorptionsspektren von bcAMPB in DMSO db6 bei einer Schichtdicke von 50 um und
einer Konzentration von 12.8 mM. Das Absorptionsmaximum der nr*-Bande (schwarz) ist
gegeniiber Azobenzol (grau strichpunktiert) um 17 nm rotverschoben. Nach Losen liegt die
Probe volistindig im trans-Konformer vor, die Absorption ist daher héher als die des photo-
stationdren Gleichgewichtszustandes ,,trans (blau), bei dem der Anteil der Molekiile im
trans-Konformer bei etwa 82% liegt. Das photostationdre Gleichgewicht ,, cis* ist orange
dargestellt, es enthdlt etwa 10% trans-Anteile. Nachfolgend werden die Begriffe trans und cis

fiir das photostationdre Gleichgewicht des Molekiilensembles verwendet.

Die Abbildung 4.15 zeigt die unter identischen Belichtungsbedingungen ermittelten IR-
Spektren von bcAMPB. Die grofiten Signaldnderungen im Differenzspektrum ergeben
sich an den Positionen grofler Absorption der Amid I und II Region. Auffillig ist, da3
obwohl sich zwischen den beiden Konformationen fiir praktisch alle Carbonyle die
Umgebungsbedingungen geéndert haben (vgl. NMR-Struktur, Fig. 4.9), das maximale
Differenzsignal nur etwa 0.005 (bei einer Amid I Maximalabsorption von 0.15) aus-
macht. Ein solch geringes Verhéltnis wurde fiir alle untersuchten Azo-Peptid-

Verbindungen ermittelt.
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Fig. 4.15: IR- Absorptions- und lichtinduzierte Differenzspektren von bcAMPB in DMSO d6. Proben-
und Belichtungsparameter entsprechen denen aus Fig. 4.14. Grofte Signalinderungen finden

sich in spektralen Bereichen hoher Absorption, Amid I und II.

Die Amplitude des Differenzsignals ist deutlich kleiner als bei einer durch NMR-
Untersuchungen bekannten Anderung nahezu aller Carbonylumgebungen im Peptid zu
erwarten ware. Fiir dieses Verhalten ergeben sich verschiedene mdgliche Erklédrungsan-

satze:

a) Die einzelnen Carbonyle erfahren jeweils nur eine kleine Anderung ihrer Umge-

bungsbedingungen
b) Anderungen unterschiedlicher Carbonyle kompensieren einander

¢) Die Amidbande ist nicht die Summe der Einzeloszillatoren, sondern wird viel-
mehr bestimmt durch die Kopplung der Oszillatoren. Ausgehend von 2D-IR
Untersuchungen wird dieser Aspekt diskutiert z.B. in [Zan0O1].

4.6 Signalh6henabschitzung in zeitaufgelosten Untersuchungen

Eine wichtige Grofe ist die bei einem Laserimpuls angeregte Anzahl von Molekiilen
relativ zur Gesamtzahl der im Anregungsvolumen vorhandenen. Eine Abschitzung lie-
fert folgendes Resultat: Die Anregung der Photoreaktion erfolgte mit Lichtimpulsen, die
bei 355 nm eine Energie von 35 uJ hatten. Auf das abgefragte Volumen entfallen darauf
9% (Biindeldurchmesser UV: 700 um bzw. IR: 210 pm). Dies entspricht einer Photo-
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nenzahl im Zielvolumen von 5.6-10'%. Davon werden bei einer Absorption des photo-
stationdren trans-Ensembles von A = 0.65 bei dieser Wellenlinge 1 — 10™ = 77% der
Photonen absorbiert, also 4.3-10'%. Im angeregten Volumen mit 50 pm Schichtdicke und
210 pm Durchmesser — dies entspricht einem Volumen von 1.7 nl — sind bei einer Kon-
zentration von 12.8 mM etwa 1.3-10"° Farbstoffmolekiile vorhanden. Daraus folgt, dass

pro Laserschull etwa 33% der Molekiile im Anregungsvolumen ein Photon absorbieren.

4.7  MeBprozedur

Die Probenkiivette wurde im ns-MeBaufbau (vgl. Fig. 2.5) plaziert. Die Anregung der
Photoreaktion in bcAMPB erfolgte mit einer Repetitionsrate von 2 Hz durch einen fre-
quenzverdreifachten Nd:Y AG-Laserpuls bei 355 nm. Die Probe wurde relativ zum An-
reg- und Abtastbiindel in der Fokusebene rotiert und lateral verschoben, so dal die Foki
eine Spirale auf der Kiivettenoberfldche beschrieben. Die Belichtungsparameter wurden
so gewdhlt, dal die Photoreaktion immer von einem Ensemble im photostationdren
trans-Gleichgewicht aus ablaufen konnte. Bei einer Zeitauflosung von 10 ns stand ein
MeBfenster bis ca. 10-50 ms offen. An jeder gewihlten Spektralposition wurden Mes-
sungen an bcAMPB und der Referenzprobe Azobenzol durchgefiihrt. Durch den Ver-
gleich der Signalkurven lassen sich Storungen, die durch Dichteschwankungen oder
zeitabhéngige Temperaturgradienten im Probenfilm verursacht werden, effektiv und

sicher nachtriglich eliminieren.

Das zugingliche MeBfenster wurde in zwei sequentiellen Untersuchungen vollstindig
abgebildet. Die Darstellung der Kurven erfolgt in einem Lin-Log-Plot, bei dem die
Zeitachse zu frilhen Zeiten linear, zu spdteren Zeiten oberhalb 1 ps logarithmisch ist.

Die Daten sind ab 1 ps nach dem Anregzeitpunkt logarithmisch komprimiert.
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4.8 Ergebnisse

Das Ergebnis einer Messung bei 1678 cm™ ist in Fig. 4.16 dargestellt. Die spektrale
Position von 1678 cm™ liegt im Bereich der Amid I Bande. Es wird erwartet, dort die
Dynamik des Peptidgeriists im Modellsystem beobachten zu konnen. Die ermittelten

Daten konnten durch eine erf(t)-Funktion gut angepasst werden. Im Bereich des

0.001

Transient Absorption Changes
of bc-AMPB, trans -> cis

-0.001

rel. Absorbance

1678 cm-1

-0.002 - T T T T T T T
0 500n 1y 10 100 1m 10m
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Fig. 4.16: Transiente Absorptionsinderungen in bcAMPB bei der trans = cis Photoreaktion bei
1678 cm™. Im ersten Bereich wurden 10.000 Datenpunkte gemittelt, im zweiten 3.000. Bei ei-

ner Anregtaktrate von 2 Hz betrug die Anregenergie 35 uJ.

zuganglichen MeBfensters konnten auBer der instantanen Antwort keine signifikanten
Amplituden, die auf eine Peptiddynamik hindeuten, extrahiert werden. Auch bei Mes-
sungen an einer weiteren Position innerhalb der Amid I Region zeigt sich dasselbe Bild,
vgl. Fig. 4.17. Auch im positiven Bereich der trans = cis Differenzbande um 1650 cm™
148t sich im zugdnglichen MeBfenster auller der instantanen Antwort keine weitere Dy-
namik des Peptidriickgrats auflésen. Die Messungen wurden an iiber einem Dutzend
weiteren Spektralpositionen wiederholt. Die Positionen wurden so ausgewdhlt, dass
Banden des Azobenzol-Schalters ebenso betrachtet wurden wie das Peptidriickgrat. An
allen betrachteten Positionen ergab sich dasselbe Bild: im zugéinglichen Mef3fenster
konnte keine zusétzliche, langsame, abgesehen von der im Rahmen der Zeitauflosung

des MeBaufbaus instantanen Dynamik aufgeldst
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werden, wohl aber variierten Amplitude und Vorzeichen der stufenartigen transienten

Absorptionskurven.
T T T T T LR | R | T
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Fig. 4.17: Transiente Absorptionsinderungen in bcAMPB bei der trans = cis Photoreaktion bei
1650 cm™, Aufiragung analog Fig. 4.16. Die spektrale Position entspricht dem positiven Ma-
ximum der Amid I Differenzbande.

Die ermittelten Amplituden wurden anschlieBend mit dem cw-Differenzspektrum ver-
glichen. Dazu wurden die Amplituden in denselben Graphen gezeichnet und ihre Am-
plitude mit einem gemeinsamen Faktor multipliziert. Bei Wahl des Faktors zu 6.6 ergab
sich eine gute Ubereinstimmung der Amplituden der transienten Spektren mit der je-

weiligen Signalhohe im Differenzspektrum, Fig. 4.18.
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Fig. 4.18: Vergleich des trans = cis cw-Differenzspektrums des Modellsystems bcAMPB mit skalierten
Signalamplituden aus zeitaufgelosten Messungen. In Vorzeichen und Amplitude stimmen die
Werte an den jeweiligen Spektralpositionen gut iiberein. Der Skalierungsfaktor betrug 6.6. Die
Auswertung wurde durch Vergleich mit zwei verwandten Methoden tiberpriift: tiber die Analy-
se der Signalamplitude innerhalb [-20 ns; 20 ns] und anhand der theoretischen Differenzfak-
toren aus individuellen UV-VIS-Spektren der Proben (nicht gezeigt).

4.9  Diskussion der Ergebnisse

Durch die dargestellten Ergebnise konnte fiir das bizyklische Azopeptid im Rahmen der
Zeitauflosung des Messaufbaus eine instantane Dynamik nachgewiesen werden. Zu
spateren Zeiten findet sich keine zusétzliche Peptiddynamik mit ausreichender
Signalamplitude. Die ermittelten Signalamplituden passen gut zu den cw-
Differenzspektren, die mit einer vollkommen anderen Methode (FTIR-Spektroskopie)
ermittelt wurden. Bei Skalierung der Signalamplituden mit einem gemeinsamen Faktor
lassen sich die Werte gut zur Deckung bringen. Der Skalierungsfaktor hat einen Wert
von 6.6. Damit kann der Wert fiir die Quantenausbeute der trans = cis Photoreaktion

nach n*-Anregung von bcAMPB zu 21% bestimmt werden.

Fiir die Aufklarung der Konformationsdynamik des Modellpeptids sind die hier vorge-
stellten, zeitaufgeldsten Untersuchungen von grofer Bedeutung: Sie erlauben es erst-
mals, eine obere Schranke anzugeben, bis zu der die Umordnungsprozesse in der Pep-

tidkette vervollstindigt sind.

Parallel zu den hier vorgestellten Messungen wurden an einem weiteren Mefiplatz am

Lehrstuhl Untersuchungen im sichtbaren Spektralbereich mittels eines Pump-Probe
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Femtosekunden-Aufbaus an bcAMPB durchgefiihrt [Sp601]. Bei VIS-Abtastung dient
der Azobenzol-Schalter als indirekte Sonde fiir die Konformationsdynamik des Modell-
peptids. Zur vollstindigen Beschreibung der Transienten sind drei Zeitkonstanten im
fs/ps-Bereich notwendig. Desweiteren war ein konstanter Anteil (Zerfallszeit unendlich)
erforderlich, die zu langen VerzOgerungszeiten verbleibende Absorptionsdnderung

durch Produktbildung zu modellieren.

In einer weiteren, jlingeren Arbeit [Bre03] wurden die ultraschnellen Prozesse bei der
cis = trans Isomerisierung mit MIR-Abtastung zur direkten Untersuchung des Peptid-
Riickgrats durchgefiihrt. Hierbei luft der Ubergang von einem breiten Ensemble hinein
in eines mit nur einer schmalen Verteilung im Konformationsraum. Dabei ist der grofte
Teil des Konformationsiiberganges des Peptid-Riickgrats innerhalb von 20 ps abge-
schlossen, wihrend nachfolgende Aquilibrierungen bis iiber 16 ns andauern. Zusammen
mit den Ergebnissen aus den NMR-Strukturuntersuchungen — vgl. Fig. 4.9 — ergibt sich
fiir den cis-Zustand des Systems eine Potentialfliche mit vielen nahe benachbarten
Energieminima. Die cis = trans Isomerisierung tiberfiihrt das System in einen Zustand
mit einem deutlicher ausgepriagten Energieminimum, welches schlielich im oben ge-

nannten Zeitfenster erreicht wird.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Isomerisierungsrichtung trans = cis zeigt
dies, daB3 die Konformationsédnderungen von einer schmalen Verteilung im Konformati-
onsraum zu einem breit gestreuten Ensemble ablaufen. Aus dem Verlauf der entspre-
chenden Potentialfliche werden daher keine spiten Umordnungsprozesse nach Ab-
schlu3 der Schalterkinetik erwartet. Somit stimmen die Ergebnisse der Arbeit mit denen

aus der Literatur gut iiberein.

Fiir zukiinftige Messungen am vorgestellten MeBplatz wire die Untersuchung der cis =
trans Isomerisierung mit ns-Zeitauflosung bis in den ms-Bereich zur detailierten Cha-

rakterisierung der Zustandsverteilungen wiinschenswert.
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5 Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Dauerstrich-Experimente im mittelinfraroten Spek-
tralbereich bei Variation der Probentemperatur an Collagen-Modellsystemen durchge-
fiihrt. Durch die Untersuchung temperaturinduzierter Konformationsdynamik in Colla-
gen-Modellsystemen konnten subtile Variationen in den Molekiilwechselwirkungen
nachgewiesen werden. Stabilitdt und Kooperativitdt unterschiedlicher Trimere konnten
mit groBer Genauigkeit und in Ubereinstimmung mit theoretischen Voriiberlegungen
bestimmt werden. Kettenldnge, Sequenzmotiv und Schmelzpunkt korrelieren. Die
MefBmethode ist unempfindlich gegeniiber einer potentiellen Verunreinigung der Proben
durch Mono- und Dimere in Lésung. Uber die Bandenanalyse im Bereich von Amid I
konnten einzelne Carbonylgruppen in den Modellpeptiden getrennt voneinander aufge-
16st und einzeln beobachtet werden. Es gelang die Trennung der Entfaltung differen-
zierter lokaler Bereiche wie der labilen Collagenase-Schnittstelle und dem rigiden Ho-
motrimer-Segment. Zur Anpassung der Mef3daten wurde eine neue, einfache und ma-
thematisch leicht zu handhabende Modellfunktion vorgeschlagen. Fiir die vorliegenden
Mefidaten gelingt die Datenanpassung sehr gut. Deren Ergebnisse liefern starke Hinwei-
se auf die Existenz des Zwei-Zustinde-Modells (,,folded <> unfolded) der Collagen-

Konformationsdynamik.

Der zweite Teil dieser Arbeit befaf3te sich mit Dauerstrich- sowie zeitaufgeldsten Unter-
suchungen im mittelinfraroten Spektralbereich bei konstanter Temperatur an Azo-
Peptid-Verbindungen. Die reversible, optisch induzierte Faltungsdynamik in zyklischen
Azo-Peptid-Verbindungen konnte direkt mit optischer Spektroskopie nachgewiesen
werden. Es gelingt ein direkter Blick auf das Peptidriickgrat. Die Quantenausbeute der
trans = cis Photoreaktion von bcAMPB nach nn*-Anregung wurde bestimmt. Die
Peptiddynamik kann innerhalb eines grof3en Zeitfensters von einigen Nanosekunden bis
weit in den Millisekundenzeitbereich hinein abgebildet werden. Die Ergebnisse der
zeitaufgelosten Untersuchungen konnten gut mit den entsprechenden Teilen von Dauer-
strich-Untersuchungen in Einklang gebracht werden. Der Nachweis gelang, da3 wichti-
ge Teile der Konformationsdynamik auch im Peptid in weniger als 10 Nanosekunden
abgeschlossen sind. Damit sollte die bisher herrschende Meinung [Gal01], nach der die
Bewegung einer Aminosdure beim Faltungsvorgang schnellstens im 10 ns-Bereich ab-

laufen kann, erweitert werden.
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Anhang: Spektren der Modelltrimere E - H

Absorptions- und differenztemperaturinduzierte Differenzspektren und Schmelz-

kurven des Trimer E

0.4 . , . , : : : : .
Trimer-E

1 —--— SumofFit ]
Collagen Trimer E ——1629 cm”

0.3 - Gaussian Curve Fit ——16440m’ |
1663 cm”

Absorbance

T T
1660 1640

I
1700 1680 1600
-1
Wavenumber [cm ]
0.4
A~
r 1644 cm’” — )
02 L 1629 cm’
| 1663cm’
2 o0
[
)
P j
&)
&
8 0.00
—
o
) j
Q
<
-0.05
Absorbance Change
1 with Temperature
Collagen Trimer-E
-0.10
2-70°C
I T I T I T I T I T I T I T I T I T I
1740 1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1580 1560

Wavenumber [cm]

88



T
£ £
G ©

©
- ™
© ©
- -

——— 1645 cm™
———1661cm”
——1675¢cm” ]

S)lun 8ouUeqIosSqQy

L
O L
me
§8F
= NST
= Q c
g o S X o
n% Clg
S @ o O ©
c v C = 5
E 3 0 q Z
& < = wW o
(o) NN
£g
o
o e
T T 7 T T T T T 1
< I o © © o o
S D < < < - v
© © © < < < <

70

60

50

40

30

20

10

Temperature Difference (2°C to)

T S R R L S R S S S R R R R R

o 0

Q <

o o
/

['np] ebuoyy soupgiosqy

[}
pe
/

89



Absorptions- und differenztemperaturinduzierte Differenzspektren und Schmelz-

kurven des Trimer F
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Absorptions- und differenztemperaturinduzierte Differenzspektren und Schmelz-

kurven des Trimer G
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Absorptions- und differenztemperaturinduzierte Differenzspektren und Schmelz-

kurven des Trimer H
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Absorbance Change [a.u.]
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