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Kurzfassung:

Die Faltungs- und Aggregationsmechanismen von Proteinen und Peptiden sind für das
Verständnis biologischer Systeme entscheidend. So wird eine Fehlfaltung und Aggregation
von Proteinen in pathologische Amyloid-Strukturen bei diversen Krankheiten, wie den
Prionen-Erkrankungen, Parkinson oder Alzheimer beobachtet. In dieser Arbeit wurden
die Faltungs- und Aggregationsmechanismen von Peptiden mittels verschiedener (laser-)
spektroskopischer Methoden untersucht.
Im ersten Teil der Arbeit wurde hierzu der Faltungsmechanismus eines photoschaltbaren

β-Haarnadelpeptids auf der Zeitskala von Nanosekunden bis Mikrosekunden über zeitauf-
gelöste Infrarotspektroskopie untersucht. Die Faltungs- und Entfaltungsdynamiken eines
Peptids wurden hierbei erstmals durch zwei unterschiedliche Mechanismen ausgelöst: zum
einen durch die Isomerisierung einer in die Aminosäurekette eingebauten photoschaltbaren
Pseudoaminosäure, zum anderen durch einen Temperatursprung im Lösungsmittel. Die
Messungen zeigen, dass der wesentlich Prozess, der die Faltungs- und Entfaltungsdynami-
ken des Peptids bestimmt, unabhängig vom Auslösemechanismus ist. Zudem erlaubt die
Kombination der beiden Methoden eine detaillierte Beschreibung des Faltungsprozesses:
Die Faltung der β-Haarnadelstruktur wird durch einen Übergangszustand, charakterisiert
durch einen hydrophoben Kollaps, bestimmt. Ein di�usiver Faltungsprozess (sog. �downhill-
folding�) kann für dieses Peptid ausgeschlossen werden.
Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Aggregation in Amyloid-Strukturen mit photo-

schaltbaren Peptiden untersucht. Hierbei konnte erstmals gezeigt werden, dass es durch
einen in die Aminosäurekette eingebauten Photoschalter möglich ist, den Aggregationspro-
zess optisch zu kontrollieren und sogar ein Au�ösen der Amyloid-Aggregate zu induzieren.
Die Aggregations- und Deaggregationsdynamiken der Peptide wurden über Transmissi-
onselektronenmikroskopie, stationäre und zeitaufgelöste Infrarotspektroskopie untersucht.
Bei dem lichtinduzierten Deaggregationsprozess konnten strukturelle Änderungen in den
Amyloid-Aggregaten auf der Nanosekunden-Zeitskala beobachtet werden. Der eigentliche
Au�öseprozess der Amyloid-Aggregate �ndet hingegen, ähnlich wie der lichtinduzierte Ag-
gregationsprozess, auf der Zeitskala von Minuten statt.
Im dritten Teil dieser Arbeit wurden die Photophysik und der therapeutische Wirk-

mechanismus von Anle138b, einem neuen potentiellen Therapeutikum zur Behandlung
von Parkinson und Prionen-Erkrankungen, untersucht. Zur Aufklärung der Photophysik
wurden stationäre Fluoreszenzmessungen sowie zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen, un-
ter Verwendung eines Femtosekundenlasersystems in Kombination mit einer Streakkame-
ra, durchgeführt. Anle138b in Lösung hat nur eine sehr geringe Fluoreszenzquantenaus-
beute von 5 1%. Diese geringe Fluoreszenzquantenausbeute ist vermutlich auf einen ul-
traschnellen Übergang (∼40 ps) in einen Tripletzustand zurückzuführen. Bei der Messung
von Anle138b mit pathologischen α-Synuclein-Fibrillen, wie sie bei Parkinson beobachtet
werden, zeigt sich eine starke Fluoreszenzzunahme, die auf eine Bindung von Anle138b
an die Aggregate zurückzuführen ist. Im Gegensatz hierzu zeigen die Daten keine Bin-
dung an monomeres α-Synuclein. Es konnte gezeigt werden, dass Anle138b sehr e�zient
(KB = 1/(170nM)) an die Aggregate bindet und erst mehrere (∼12) α-Synuclein-Proteine
zusammen im Aggregat eine Bindungsstelle bilden.
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Abstract:

The folding and aggregation mechanisms of proteins and peptides are crucial for the un-
derstanding of biological systems. For example, protein misfolding and aggregation into
amyloid structures is observed in various neurodegenerative diseases, such as prion di-
seases, Parkinson's or Alzheimer's disease. In this work, the folding and aggregation of
peptides was investigated by various (laser-) spectroscopic techniques.
In the �rst part, the folding mechanism of a photo-switchable β-hairpin-peptide was

studied using time-resolved infrared spectroscopy on the nanosecond to microsecond ti-
mescale. Here, for the �rst time, folding and unfolding dynamics were induced by two
di�erent procedures in one peptide system: First, by isomerization of a photo-switchable
pseudo-amino acid element substituted in the amino acid chain of the peptide, second,
by a temperature-jump in the solvent. The measurements show that the dominant pro-
cess, determining the folding and unfolding dynamics of the peptide, is independent of
the triggering procedure. Moreover, the combination of the two methods allows a detailed
description of the folding process: The folding of the β-hairpin structure is determined by
a transition state, characterized by a hydrophobic collapse mechanism. A di�usive folding
process (so-called �downhill-folding�) can be excluded for this peptide.
In the second part, the aggregation process into amyloid structures was studied with

photo-switchable peptides. For the �rst time, it was demonstrated that the aggregation and
disaggregation processes of the peptides can be controlled by light-induced isomerization of
the photo-switchable backbone element. The aggregation and disaggregation processes of
the peptides were investigated using transmission electron microscopy and (time-resolved)
infrared spectroscopy. Here, the light-induced aggregation processes were observed on the
time scale of minutes. For the light-induced disaggregation processes, structural changes of
the amyloid-aggregates were observed on the nanosecond time scale. However, the actual
disassembly of the amyloid-aggregates only proceeds on the time scale of minutes.
In the third part of this work, the photophysics and the therapeutic mode of action of

Anle138b, a new potential therapeutic agent for the treatment of Parkinson's and prion
diseases, was investigated. To elucidate the photophysics, stationary �uorescence measure-
ments and time-resolved �uorescence measurements, using a femtosecond laser system in
combination with a streak camera setup, were performed. Anle138b in solution has a very
low �uorescence quantum yield of ≤ 1%. This low �uorescence quantum yield might be
related to an ultrafast transition (∼40 ps) into a triplet state. Fluorescence measurements
on Anle138b, in combination with Parkinson's disease related α-synuclein �brils, reveal a
strong increase in the �uorescence quantum yield, indicating a binding of Anle138b to the
aggregates. It was shown that a combination of circa twelve α-synuclein proteins in the ag-
gregate forms one binding site and that Anle138b binds very e�ciently (KB = 1/(170nM))
to the aggregates. In contrast, no indications for binding to monomeric α-synuclein could
be observed.
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1 Einleitung

Lebende Organismen basieren auf dem komplexen Zusammenspiel zweier Klassen von Bio-
molekülen: den Nukleinsäureketten und den Aminosäureketten. Die Nukleinsäureketten
bilden die DNS (Desoxyribonukleinsäure) und RNS (Ribonukleinsäure) und dienen als
Speicher beziehungsweise Überträger von Information. Bei der Translation wird die DNS
mithilfe der RNS in eine Aminosäurekette übersetzt, wobei jeweils drei Nukleinsäuren eine
Aminosäure festlegen. Die aus Aminosäureketten gebildeten Proteine oder Peptide sind
quasi die Arbeiter des Lebens und übernehmen eine Vielzahl von Aufgaben, zum Beispiel
bei der Signalweitergabe oder beim Sto�wechsel [1]. Proteine und Peptide können jedoch
meistens nur in einer bestimmten dreidimensionalen Struktur ihre biologische Wirksam-
keit erlangen. Diese Struktur scheint durch die Abfolge der Aminosäuren in der Kette und
somit bereits in der Abfolge der Nukleinsäuren in der DNA genau bestimmt zu sein [2].
Die Bildung dieser nativen dreidimensionalen Struktur aus einer unstrukturierten Amino-
säurekette, wie sie u.a. nach der Translation vorliegt, ist jedoch nur durch ein komplexes
dynamisches Zusammenspiel verschiedener Prozesse möglich. Bei diesen Prozessen kann es
sich um die Rotation einer einzelnen Peptidbindung auf der Zeitskala von Pikosekunden
[3] bis hin zur Umstrukturierung ganzer Proteindomänen auf Zeitskalen von Sekunden
bis Stunden handeln [4, 2]. Doch nicht nur nach der Translation, auch in biologischen
Prozessen wie der Signalweiterleitung spielt die strukturelle Dynamik von Proteinen und
Peptiden eine entscheidende Rolle [5, 6]. So werden strukturelle Änderungen durch eine
Verschiebung der thermodynamischen Parameter der Protein-Umgebung wie Temperatur
oder Druck induziert [7]. Strukturdynamiken können aber auch durch das Andocken ei-
nes Liganden oder der Strukturänderung einzelner Aminosäuren in der Aminosäurekette,
wie der cis-trans Isomerisierung von Prolin ausgelöst werden [8, 9]. Des weiteren wird
die biologische Aktivität einiger Proteine nicht durch eine feste Struktur, sondern durch
die Austausch-Geschwindigkeit (auf der Mikro- bis Millisekunden-Zeitskala) zwischen ver-
schiedenen, sich im Gleichgewicht be�ndenden Strukturen bestimmt [10, 6, 11].
Welche Prozesse bei strukurellen Änderungen oder der Faltung von Proteinen eine Rolle

spielen, wird seit einigen Jahrzehnten kontrovers diskutiert: Bei einer Vielzahl von Pro-
teinen wird der Faltungsprozess durch so genannte Übergangszustände und Intermediate
beschrieben. Bei relativ schnell faltenden Proteinen wurde jedoch vorgeschlagen, dass kein
dominanter Übergangszustand existiert [12, 13]. In diesem Fall wird die Geschwindigkeit
der Faltung durch einen �Di�usionsprozess� der ungefalteten Aminosäurekonformationen
in die gefaltete Konformation bestimmt [12, 14]. Dieser Di�usionsprozess wird in der
Literatur häu�g auch als �downhill-folding� bezeichnet [15]. Die Frage, welches der hier
nur kurz beschriebene Modelle zur Beschreibung der Faltung für ein bestimmtes Protein
herangezogen werden kann, ist vielfach noch nicht geklärt. Selbst bei den häu�gsten Struk-
turelementen von Proteinen, den so genannten Sekundärstrukturelementen wie α-Helices,

3



1 Einleitung

β-Faltblätter und β-Haarnadeln, ist in vielen Fällen nicht klar, ob ein Übergangszustand
oder ein Di�usionsprozess die Bildung der gefalteten Struktur bestimmt [16, 17, 18, 19].
Dies ist u.a. darauf zurückzuführen, dass die Faltung über Übergangszustände und das
so genannte downhill-folding, obwohl es sich konzeptionell um komplett unterschiedliche
Prozesse handelt, experimentell nur sehr schwer voneinander unterschieden werden können
[20].

Der Faltungsmechanismus einer β-Haarnadelstruktur ist wesentlicher Bestandteil die-
ser Arbeit. Die Faltungs- und Entfaltungsdynamiken einer lichtschaltbaren Haarnadel-
struktur wurden hierzu mit unterschiedlichen experimentellen Methoden untersucht: Ei-
ne in die Schleife des β-Haarnadelpeptids eingebaute Pseudo-Aminosäure AMPP kann
über UV-Licht zwischen zwei Isomerisationszuständen (cis und trans) stark unterschied-
licher Geometrie geschaltet werden. Während das Peptid mit AMPP in trans keine ge-
faltete Struktur ausbilden kann, hat das Peptid in cis zum Groÿteil eine gefaltete β-
Haarnadelstruktur. Die Faltung des Peptids kann somit durch die Isomerisation des AMPP
von trans nach cis, welche auf der Zeitskala von wenigen Pikosekunden abläuft, initiiert
werden. Diese Isomerisierungs-induzierte Faltung wird in dieser Arbeit über Anreg-Abtast-
Spektroskopie auf der Zeitskala von Nano- bis Mikrosekunden untersucht. Der Abtast-Puls
im mittelinfraroten Spektralbereich erlaubt es hierbei, die strukurellen Änderungen des
Peptids zu verfolgen. Des weiteren wurden Temperatur-Sprung-induzierte Strukturdyna-
miken an Peptiden mit AMPP in cis untersucht. Hier liegt das Peptid zum Groÿteil in
einer gefaltete β-Haarnadelstruktur vor. Die durch einen Nanosekunden-Laserpuls indu-
zierte Temperaturerhöhung des Lösungsmittels führt zu einem partiellen Entfalten der
β-Haarnadelstruktur, wobei das AMPP seine cis Form nicht verändert. Diese Srukturdy-
namik kann ebenfalls über Absorptionsänderungen im mittelinfraroten Spektralbereich ver-
folgt werden. Die in dieser Arbeit erstmals verwendete Kombination der beiden Techniken
ermöglicht es, ein detailliertes Modell für die Faltung dieser β-Haarnadel vorzustellen. Hier-
bei wird diskutiert, ob unterschiedliche Auslösemechanismen für strukturelle Änderungen
der β-Haarnadelstruktur, das heiÿt eine Änderung der Umgebungstemperatur oder eine
Änderung der Geometrie der Aminosäurekette an einer bestimmten Stelle, zu unterschied-
lichen Peptiddynamiken führen.

Doch ein Verständnis der Faltung und Dynamik von Proteinen und Peptiden ist nicht
nur entscheidend, um deren biologische Funktion zu verstehen. Bei einer Vielzahl von
Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder Creutzfeldt-Jakob wird beobachtet, dass falsch
gefaltete Proteine nicht nur ihre Funktion nicht mehr ausführen können, sondern in so ge-
nannten Amyloid-Strukturen aggregieren. Diese Amyloid-Proteinaggregate zeichnen sich
durch eine faserartige Struktur unter dem Elektronenmikroskop aus. Diese Fasern sind in
der Regel um die 10 nm breit, einige 100 nm lang und bestehen aus Proteinen, die sich
in einer β -Faltblattstruktur aneinander anlagern [21]. Die genauen molekularen Struk-
turen der Amyloid-Aggregate und deren Eigenschaften sind jedoch vielfach noch unklar.
Da ein Groÿteil der Krankheiten, bei denen eine solche Proteinaggregation beobachtet
wird, erst im fortgeschrittenen Alter auftreten, nimmt deren Relevanz mit einer älter wer-
denden Gesellschaft stetig zu. Weltweit leiden heute ungefähr 27 Millionen Menschen an
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Alzheimer, was einer Prävalenz1 von ungefähr 0.4 % bei der Weltbevölkerung entspricht.
Wegen der steigenden Lebenserwartung der Gesellschaft und der mit dem Alter exponen-
tiell zunehmenden Inzidenz2 von Alzheimer wird jedoch erwartet, dass bis 2050 gut 1 %
der Weltbevölkerung an dieser Krankheit leiden [22, 23]. Bei Parkinson rechnet man in
den industrialisierten Ländern mit einer Prävalenz von ca. 0.3 % [24], wobei die Krankheit
durchschnittlich erst im Alter von 60 Jahren ausbricht [25]. Die Prionen-Erkrankungen,
zu denen die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit beim Mensch und die Bovine spongiforme En-
zephalopathie (BSE) beim Rind zählen, erlangten groÿe Aufmerksamkeit in den neunziger
Jahren während der BSE-Krise. Im Gegensatz zur Alzheimer- und Parkinson-Erkrankung
gibt es viele Hinweise, dass diese Erkrankung durch Infektion mit falsch gefalteten und
dann aggregierenden Proteinen, den so genannten Prion-Proteinen von Mensch zu Mensch
oder auch von Tier zu Mensch übertragen werden können [26]. Die Pathologie der hier ge-
nannten Krankheiten unterscheidet sich zum Teil erheblich. Bei Alzheimer wird ein starkes
Nachlassen der Gehirnleistung in Verbindung mit einem Verlust der Erinnerung beobach-
tet. Parkinson-Patienten zeigen hingegen vor allem starke Einschränkungen in der Motorik.
Die Prionen-Erkrankungen führen innerhalb kurzer Zeit unweigerlich zum Tod.
Bei jeder dieser Krankheiten wird jedoch die Aggregation bestimmter Proteine und ein

Absterben der Nervenzellen in der Umgebung der Proteinaggregate beobachtet. Bei Alzhei-
mer zeigen sich Aggregate des aus 40 oder 42 Aminosäuren bestehenden Peptids Amyloidβ
vor allem im extrazellulären Bereich der Grosshirnrinde [27]. Bei Parkinson wird die Ag-
gregation von α-Synuclein in der für den Dopamin-Haushalt zuständigen Substantia Nigra
im Mittelhirn beobachtet [28]. Für einen Groÿteil der mit Proteinaggregation assoziierten
Krankheiten inklusive Alzheimer, Parkinson oder Creutzfeldt-Jakob ist bisher lediglich ei-
ne symptomatische Behandlung möglich [29, 30]. Das Fehlen e�ektiver Behandlungen ist
u.a. darauf zurück zu führen, dass die Krankheiten auf molekularer Ebene bisher nicht voll-
ständig verstanden sind. Es wird jedoch vermutet, dass die Proteinaggregation bei diesen
Krankheiten nicht nur einen Nebene�ekt darstellt, sondern mitverantwortlich oder sogar
ursächlich für die jeweilige Pathologie ist [28]. Diese These wird unterstützt von der Be-
obachtung, dass bestimmte, aus nur wenigen Proteinen gebildete, aggregierte Strukturen,
so genannte Oligomere, Zellmembranen zerstören und zelltoxisch sind [31, 32, 33]. Diese
Oligomere wurden auch im Gehirn von an Parkinson oder Creutzfeldt-Jakob erkrankten
Mäusen gefunden. Zudem konnte durch In-vivo-Experimente gezeigt werden, dass Substan-
zen, welche die Proteinaggregation verändern oder verhindern, zu einer Verlangsamung des
Fortschreitens der Krankheiten führen können [34, 30]. Ob die kleinen toxischen Oligo-
mere eine Vorstufe der gröÿeren Amyloid-Aggregate (on pathway), ob sich die Oligomere
unabhängig von diesen bilden (o� pathway), oder ob sogar die Amyloid-Aggregate eine Art
Quelle für die toxischen Oligomere darstellen, ist bisher noch unklar [31, 35]. Eines der
Hauptprobleme liegt hierbei darin, dass die Oligomere thermodynamisch sehr instabil sind
und sich kaum in einer für die Untersuchungen mit NMR, Röntgenstreuung oder anderen
Verfahren ausreichend hohen Konzentrationen anreichern lassen.
Ein von Giese et. al verfolgter Ansatz für die Entwicklung neuer Medikamente besteht

1Anzahl der Kranken zum Untersuchungszeitpunkt / Anzahl der betrachteten Personnen
2Anzahl neu Erkrankter in der untersuchten Zeitspanne/ (untersuchte Zeitspanne*Anzahl der betrachte-
ten Personen)
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1 Einleitung

darin, Substanzen zu identi�zieren, welche die Aggregation bestimmter Proteine inhibie-
ren [36, 30]. Diese Substanzen können dann in Maus-Modellen auf ihre therapeutische
Wirkung untersucht werden. Mit diesem Vorgehen konnte u.a. eine sehr vielversprechen-
de Substanz für die Behandlung von Parkinson und Creutzfeldt-Jakob gefunden werden:
Anle138b zeigt nicht nur eine aggregationshemmende Wirkung bei α-Synuclein und Prion-
Proteinen, sondern auch eine starke Verlangsamung des Krankheitsverlaufs bei transgenen
Parkinson- und Prion-in�zierten Mäusen [30]. Um den Wirkmechanismus und somit auch
die Krankheiten selbst besser zu verstehen, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Bindung
von Anle138b an Amyloid-artig aggregierte und monomere Strukturen von α-Synuclein
untersucht.
Doch in den letzten Jahren hat sich auch ein Interesse an Amyloid-Aggregaten ent-

wickelt, welches über deren Bedeutung bei den Krankheiten hinaus geht. Die speziellen
Materialeigenschaften der Amyloid-Aggregate erö�nen eine Vielzahl von Möglichkeiten für
die Entwicklung neuer Bio-Nano-Materialien [37, 21]. Die Fasern der Aggregate zeigen
einzigartige mechanische Eigenschaften und lassen sich zudem, im Gegensatz zu synthe-
tischen Polymeren, biologisch funktionalisieren [38, 39, 40]. Die möglichen Anwendungen
reichen von Amyloid-basierten Nanostrukturen, Anwendungen als Matrix für Zellkultu-
ren bis hin zur Erzeugung von Bio�lmen [21, 37]. Die grundlegenden Eigenschaften von
Amyloid-Aggregaten und die Mechanismen, über welche sich diese manipulieren oder auch
wieder in monomere Strukturen au�ösen lassen, sind somit nicht nur für das Verständis der
Proteinaggregation assoziierten Krankheiten relevant. In diesem Zusammenhang wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmals ein lichtschaltbares Peptid, das Amyloid-Aggregate bildet,
vorgestellt und untersucht. Der Aggregationsprozess lässt sich hier über ein in die Ami-
nosäurekette eingebautes Azobenzolmolekül beein�ussen. Das Azobenzol kann über Licht
zwischen zwei Isomerisations-Zuständen unterschiedlicher Geometrie hin und her geschal-
tet werden. Die Aggregation des Peptids lässt sich hierdurch nicht nur optisch auslösen,
über den optischen molekularen Schalter lassen sich die Aggregate auch teilweise wieder
au�ösen.

Struktur dieser Arbeit: Zunächst werden die grundlegenden Fragestellungen der Pro-
teinfaltung kurz dargestellt. Hierbei wird vor allem auf die in der Literatur diskutierten
Faltungsmechanismen von β-Faltblatt-Sekundärstrukturen eingegangen. Des weiteren wird
auf die bei vielen neurodegenerativen Erkrankungen beobachtete Aggregation von Protei-
nen eingegangen und der von Armin Giese vorgeschlagene Ansatz zur Behandlung dieser
Krankheiten mittels aggregationshemmender Substanzen vorgestellt (Kapitel 2).
Einige experimentelle Techniken und Aufbauten, die im Rahmen dieser Arbeit verwende-

ten wurden, werden in Kapitel 3 vorgestellt. Hierbei wird vor allem auf die Anreg-Abtast-
Spektroskopie, den laserinduzierten Temperatursprung-Aufbau und den zur zeitaufgelösten
Fluoreszenzspektroskopie verwendete Streakkamera-Aufbau eingegangen.
Die Isomerisierungs- und T-Sprung-induzierten Faltungs- und Entfaltungsdynamiken der

lichtschaltbaren β-Haarnadelstruktur werden in Kapitel 4 vorgestellt. Die experimentellen
Ergebnisse und das sich hieraus ergebende Modell für die Faltung und Entfaltung sind in
der Publikation �Isomerization and temperature induced dynamics of a photo-switchable
β-hairpin.� [41] zusammengefasst.

6



In Kapitel 5 werden lichtschaltbare Peptide, die in Amyloid-Strukturen aggregieren kön-
nen, vorgestellt. Die Aggregation dieser Peptide, aber auch das Au�ösen der gebildeten Ag-
gregate, können hier durch Licht ausgelöst werden. Die Ergebisse sind in der dargestellten
Publikation �Light-Triggered Aggregation and Disassembly of Amyloid-Like Structures�
[42] zusammengefasst. Detaillierte Untersuchungen des lichtinduzierten Au�öseprozesses
sind im Rahmen der dargestellten Publikation �Amyloid-Like Structures Formed by Azo-
benzene Peptides: Light-Triggered Disassembly� [43] diskutiert.
Im letzten Kapitel, vor der Zusammenfassung der ganzen Arbeit, werden in Kapitel 6

�uoreszenzspektroskopische Untersuchungen der Bindung des potentiellen Therapeutikums
Anle138b an pathogene α-Synuclein-Aggregate vorgestellt. Ein Teil der diesem Kapitel
vorgestellten Ergebnisse wurde bereits zusammen mit anderen Ergebnissen im Rahmen
der Publikation: �Anle138b- a novel oligomer modulator for disease-modifying therapy of
neurodegenerative diseases such as prion and Parkinsons disease� [30] verö�entlicht.
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2 Proteinfaltung und Aggregation

In diesem Kapitel soll zunächst ein kurzer Überblick über die Fragestellungen der Pro-
teinfaltung gegeben werden. Hierbei werden kurz die Modelle vorgestellt, welche in den
letzten Jahrzehnten entwickelt wurden, um die Faltung von Proteinen zu beschreiben. Im
speziellen werden die Faltungsmechanismen von β-Haarnadelstrukturen diskutiert. Hierbei
werden vor allem die in der Diskussion von Kapitel 4 behandelten Proteinfaltungsmodelle
und Mechanismen vorgestellt. Die bei vielen neurodegenernativen Erkrankungen beobach-
tete Aggregation von Proteinen in Amyloid-Strukturen wird im dritten Abschnitte dieses
Kapitels behandelt. Im letzten Abschnitt wird das neue potentielle Therapeutikum für die
Parkinson- und Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung vorgestellt.

2.1 Das Proteinfaltungsproblem

Für die biologische Funktion von Proteinen ist nicht nur deren Aminosäuresequenz son-
dern auch die komplexe dreidimensionale Struktur der Aminosäurekette essenziell. Bei der
Struktur von Proteinen und Peptiden unterscheidet man die so genannte Primärstruk-
tur, die Sekundärstruktur und die Tertiärstruktur. Unter der Primärstruktur versteht man
die Abfolge der einzelnen Aminosäuren in der Aminosäurekette. Diese Kette bildet häu�g
bestimmte lokale Strukturen, wie α-Helices oder β-Faltblätter, welche als Sekundärstruktu-
relemente bezeichnet werden. Die Anordnung der Sekundärstrukturelemente in eine kom-
plexe dreidimensionale Struktur wird als Tertiär-Struktur bezeichnet.
Doch wodurch ist die Struktur eines Proteins bestimmt? Diese Fragestellung untersuch-

te An�nsen bereits Anfang der sechziger Jahre anhand von Denaturierungsexperimenten
am Ribonuclease A Protein. In seinen wegweisenden Experimenten, für die er 1972 den
Nobelpreis erhielt, induzierte er die Entfaltung des Ribonuclease A Proteins durch Zuga-
be von Harnsto�. Hierbei konnte er zeigen, dass nach der Entfernung des Harnsto�s das
Ribonuclease A Protein wieder seine native gefaltete Struktur einnimmt [44]. Aus dieser
Beobachtung folgerte er, dass die Struktur eines Proteins in einer bestimmten Umgebung
durch die Abfolge der Aminosäuren in der Kette genau bestimmt ist. Die Frage, die sich
hieraus ergab, war jedoch, wie kodiert die Abfolge der Aminosäuren die Proteinstruktur
und wie �ndet das Protein seine gefaltete Struktur? Diese Fragestellung wird auch als das
Proteinfaltungsproblem bezeichnet, welches bis heute kontrovers diskutiert wird [2].

Proteinfaltungsmechanismen: Um 1968 zeigte Cyrus Levinthal, dass die Faltung eines
Proteins nicht durch ein rein zufälliges Abrastern aller möglicher Konformationen beschrie-
ben werden kann [46]. Er postulierte, dass die Aminosäurekette bei der Faltung nur be-
stimmte Konformationen einnehmen kann und die Faltung somit entlang bestimmter so
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2.1 Das Proteinfaltungsproblem

Abbildung 2.1: Proteinfaltungsmechanismen: A) Di�usion-Collision-Model oder auch
Framework-Model, B) Nucleation-Growth-Model, C) Hydrophobic-
Collapse-Model [45].

genannter �Pfade� verläuft [47]. Auf der Suche nach solchen Faltungspfaden wurden ei-
nige einfache Modelle vorgeschlagen, um die Faltung von Proteinen zu beschreiben. Bei
dem so genannte �Di�usion-Collision-Model� [48] oder auch dem �Framework-Model� [49]
bilden sich im ersten Schritt der Faltung an verschiedenen Stellen der Aminosäureket-
te lokale Strukturelemente wie zum Beispiel α-Helices oder β-Faltblätter. In dem darauf
folgenden, langsameren Prozess entsteht dann durch Di�usion und Kollision dieser loka-
len Strukturelemente die endgültige Proteinstruktur (siehe Abbildung 2.1 A) [45]. In dem
�Nucleation-Growth-Model� muss sich im ersten vergleichsweise langsamen Schritt an einer
Stelle ein lokales Strukturelement ausbilden. Dieses Strukturelement wirkt wie ein Keim,
führt zu Strukturänderungen der umliegenden Aminosäuren und induziert über diesen sich
entlang der Aminosäureketten ausbreitenden Faltungssprozess relativ schnell die Bildung
der gesamten Proteinstruktur (siehe Abbildung 2.1 B) [50, 2]. Ein gänzlich anderer Fal-
tungsprozess wurde im Rahmen des �Hydrophobic-Collapse-Models� [51, 2] vor allem für
die Bildung globulärer Proteine vorgeschlagen. Hydrophobe Wechselwirkungen führen hier
in einem schnellen Prozess zu einer kompakten, noch nicht nativen Anordnung der Ami-
nosäureketten. Diese kompakte Anordnung wird als �Molten Globule� bezeichnet und ist
ein Zwischenzustand, aus dem sich dann in vergleichsweise langsamen Prozessen durch
das Aufgehen und Entstehen nichtkovalenter Wechselwirkungen die Sekundärstrukturen
ausbilden (siehe Abbildung 2.1 C) [45].
Die verschiedenen hier vorgestellten Proteinfaltungsmechanismen schlieÿen sich jedoch

gegenseitig nicht aus. Sie repräsentieren vielmehr verschiedene Aspekte, die bei der Fal-
tung eine Rolle spielen können und werden als solches verwendet, um die Faltung von
Proteinen zu beschreiben [2]. Desweiteren stellt sich jedoch die Frage, welche Prozesse
die langsamsten und somit geschwindigkeitsbestimmenden Schritte bei der Proteinfaltung
darstellen. Bei diesen geschwindigkeitsbestimmenden Prozessen wird vielfach davon ausge-
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2 Proteinfaltung und Aggregation

gangen, dass die Geschwindigkeit der Faltung durch so genannte Übergangszustände und
Zwischenzustände bestimmt wird. Ein Zwischenzustand ist eine Konformation, die wäh-
rend des Faltungsvorgangs für einige Zeit von der Aminosäurekette gebildet wird [52].
Übergangszustände sind energetisch ungünstige Konformationen, welche die Aminosäure-
kette einnehmen muss, um dann sehr schnell in einen Zwischenzustand oder den gefalteten
Zustand überzugehen. Andererseits wird jedoch auch diskutiert, dass die Geschwindigkeit
der Faltung durch einen �Di�usionsprozess� der ungefalteten Aminosäurekonformationen
in die gefaltete Konformation bestimmt wird. Im Folgenden werden die beiden Konzepte
und mathematischen Modelle zur Beschreibung von Übergangskinetiken und Di�usionski-
netiken dargestellt.

Übergangszustandsmodelle: In Analogie zur klassischen Reaktionskinetik von Eyring
[53] und Arrhenius kann die Faltungsdynamik von Proteinen zum Teil durch relative ein-
fache kinetische Modelle beschrieben werden ( [54], Vol.1, Chapter 12). Die Dynamik wird
hier wie bei der klassischen Reaktionskinetik durch einen oder mehrere Übergangszustän-
de bestimmt. In diesen Modellen werden Strukturen, die schnell ineinander übergehen zu
einem kinetischen Zustand zusammengefasst. Der Übergang von einem Zustand (zum Bei-
spiel dem Zustand der ungefalteten Strukturen) in einen anderen Zustand (zum Beispiel den
Zustand der gefalteten Struktur) über einen Übergangszustand ist vergleichsweise langsam
und bestimmt die Faltungsdynamik. Die Populationen [i]eq der Zustände Xi im thermo-
dynamischen Gleichgewicht werden in diesem Ansatz durch die Boltzmannverteilung und
die freie Energie der Zustände Gi = Hi − TSi bestimmt:

[i]eq ∼ e−Gi/RT ,
N∑
i=1

[i]eq = 1 (2.1)

Die freie Energie setzt sich aus dem enthalpischen Anteil H und dem entropischen Anteil
−TS zusammen [14]. Die entfalteten Konformationen bilden meist Zustände mit relativ
hoher Entropie und werden somit durch den Term −TS energetisch begünstigt. Der ge-
faltete Zustand hingegen hat häu�g eine sehr geringe Entropie. Dieser wird jedoch durch
den enthalpischen Anteil H, welcher zum Beispiel die gebildeten Wassersto�brücken oder
ππ-Wechselwirkungen aromatischer Aminosäuren beschreibt, energetisch begünstigt.
Die Geschwindigkeit für den Übergang von einem Zustand Xi in einen Zustand Xj wird

über eine Rate kij = 1/τ entsprechend der Übergangszustandstheorie beschrieben:

Xi

kij

→
←
kji

Xj (2.2)

kij = k0 · e−∆G#
ij/RT = k0 · e∆S#

ij/R · e−∆H#
ij /RT (2.3)

∆G#
ij ist hierbei die Di�erenz der freien Energie des Übergangszustands # zwischen den

Zuständen Xi und Xj und der freien Energie des Zustand Xi. Der prä-exponentielle Fak-

10



2.1 Das Proteinfaltungsproblem

tor k0 entspricht der Reaktionsrate in Abwesenheit einer Energiebarriere. In der Eyring
Theorie, die im wesentlichen für chemische Reaktionen entwickelt wurde, entspricht k0 der
Schwingsfrequenz einer typischen thermisch angeregten Schwingung ( [54], Vol.1, Chapter
12) [53]:

k0 = κ
kBT

h
≈ 6 · 1012s−1 (25 oC) (2.4)

Der so genannte Transmissionskoe�zient κ wird hierbei normalerweise gleich 1 gesetzt.
Für Proteine ist dieser Ansatz jedoch nicht sinnvoll. Hier hängt der prä-exponentielle Fak-
tor k0 von verschiedenen Faktoren, wie Intra-Aminosäurekette-Di�usionsprozessen oder
auch der Struktur des Übergangszustands ab und liegt vermutlich eher in der Gröÿenord-
nung von 10−8s−1 [55] ( [54], Vol.1, Chapter 12). Auch die Temperaturabhängigkeit von
k0 bei Proteinfaltungsprozessen wird kontrovers diskutiert [56]. Bei der Analyse von expe-
rimentellen Daten entsprechend dem hier vorgestellten Übergangszustandsmodell wird die

Temperaturabhängigkeit von k0 gegenüber der von e
−∆H#

ij /RT jedoch meist vernachlässigt
[57, 19, 16, 58]. Über die experimentelle Bestimmung der Rate kij(T ) für verschiedene
Temperaturen ist es dann möglich, die Höhe der Barriere ∆H#

ij für den Übergang vom
Zustand Xi in den Zustand Xj zu bestimmen.
Im einfachsten Fall eines so genannten Zweizustandsmodells hat ein Protein nur einen

gefalteten Zustand N und einen ungefalteten Zustand U , welche über einen Übergangs-
zustand # ineinander übergehen können ( [54], Vol.1, Chapter 12). Die freie Energie der
Zustände, sowie deren enthalpische AnteileH und entropischen Anteile −TS sind exempla-
risch in Abbildung 2.2 dargestellt. Im thermodynamischen Gleichgewicht ist die Population
[N ]eq und [U ]eq durch die Bolzmann-Verteilung bestimmt, und die Gleichgewichtskonstante
K ergibt sich zu:

K :=
[N ]eq
[U ]eq

= e−∆Go/RT (2.5)

Hierbei ist ∆Go = GN −GU (siehe Abbildung 2.2). Im Nichtgleichgewichtsfall wird die
zeitliche Entwicklung der Populationen [N ] und [U ] durch die Ratengleichungen bestimmt:

d[N ]
dt

= kf [U ]− ku[N ],
d[U ]
dt

= −kf [U ] + ku[N ] (2.6)

⇒ d[N ]
dt

= −(kf + ku)[N ] + kf,
d[U ]
dt

= −(kf + ku)[U ] + ku (2.7)

Bei Gleichung 2.7 wurde [N ] + [U ] = 1 verwendet. Die Raten kf und ku sind entspre-
chend Gleichung 2.3 durch die enthalpische Barriere ∆H#

UN bzw. ∆H#
NU , die entropische

Barriere T∆S#
UN bzw. T∆S#

NU und den prä-exponentiellen Faktor k0 (siehe Abbildung

2.2) bestimmt. Für das thermodynamische Gleichgewicht (d[N ]
dt = d[U ]

dt = 0) ergibt sich aus
Gleichung 2.6:

K :=
[N ]eq
[U ]eq

=
kf
ku

(2.8)

Die Lösung von Gleichung 2.7 im Nichtgleichgewichtsfall ist eine exponentielle Änderung
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Abbildung 2.2: Schema der freien Energie für ein Protein mit einem gefalteten (N) und
einem ungefalteten Zustand (U), welche über einen Übergangszustand #
mit den Raten kf und ku austauschen können (a). Die freie Energie der
Zustände setzt sich aus einem enthalpischen H und einem entropischen
Anteil −TS zusammen (b und c). In dem hier gezeigten Beispiel wird der
Faltungsübergang von U nach N zum Groÿteil durch den entropischen An-
teil der Barriere bestimmt (T∆S#

UN � ∆H#
UN ). Der Entfaltungsübergang

von N nach U wird hingegen nur durch den enthalpischen Anteil der Bar-
riere bestimmt (∆H#

NU � T∆S#
NU = 0).

der Populationen des gefalteten N und des ungefalteten Zustands U mit ein und derselben
Rate λ = kf + ku :

[N(t)] ∼ e−λt, [U(t)] ∼ e−λt (2.9)

Diese Zeitkonstante 1/λ ist unabhängig von den Anfangsbedingungen. Be�nden sich die
Proteine zu 100% im ungefalteten Zustand U und entwickeln sich dann ins thermodynami-
sche Gleichgewicht mit den Population [N ]eq und [U ]eq, ergibt sich somit eine Kinetik mit
der gleichen Zeitkonstante λ wie für die Entwicklung von Proteinen aus einem 100% gefalte-
ten Anfagszustand ins thermodynamische Gleichgewicht. Die hier vorgestellten kinetischen
Eigenschaften des Zweizustandsmodells, in dem die Kinetik über einen Übergangszustand
# bestimmt wird, spielen für die in Kapitel 4 diskutierte Faltung der β-Haarnadelstruktur
eine entscheidende Rolle. In dem im Folgenden vorgestellten Energielandschaftsbild wird
nun ein alternatives Konzept diskutiert. Hier wird die Faltung nicht durch Übergangszu-
stände sondern als Di�usionsprozess modelliert.

Energielandschafts- und Di�usionsmodelle: In den achtziger und neunziger Jahren wur-
de vermehrt versucht, die Struktur und die Faltung von Proteinen mit statistischen Metho-
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2.1 Das Proteinfaltungsproblem

den zu beschreiben [59, 52, 60]. Aus diesen Überlegungen wurde ein universelleres Kon-
zept zur Beschreibung der Proteinfaltung entwickelt. Hierbei wird der Faltungssprozess
mithilfe einer zweidimensionalen, trichterförmigen freien Energielandschaft beschrieben.
Jeder Konformation aus dem, in diesem Modell zweidimensionalen, Konformationsraum
des Proteins wird hierbei eine freie Energie zugeordnet. Die ungefalteten Konformationen
liegen im oberen Teil dieses Trichters und können über einen einzelnen oder aber auch ver-
schiedene Wege das Minimum des Trichters, welches den gefalteten Zustand repräsentiert,
erreichen (siehe Abbildung 2.3 a und b). Dieses Konzept kann auch die experimentelle
Beobachtung von Proteinen, die unter bestimmten Bedingungen auf verschiedenen Wegen
und über verschiedene Mechanismen falten, erklären [61]. Auch in dem Trichtermodell
wird die Geschwindigkeit der Faltung in vielen Fällen durch Übergangszustände und In-
termediate bestimmt [62, 12]. Im Rahmen des Trichtermodells ist es jedoch auch möglich,
dass kein dominanter Übergangszustand zwischen den ungefalteten Zuständen und dem
gefalteten Zustand im Minimum des Trichters existiert (siehe Abbildung 2.3 c). In die-
sem Fall wird die Geschwindigkeit der Faltung durch das Abrastern einer Vielzahl unter-
schiedlicher Proteinkonformationen bestimmt. Die einzelnen Konformationen sind hierbei
nur durch sehr niedrige energetische Barrieren in der Gröÿenordnung von kBT vonein-
ander getrennt. Dieser Mechanismus ist konzeptionell vergleichbar mit dem im Rahmen
des Levinthal Paradoxons diskutierten Faltungssprozess. Der Energiegradient im Trichter
in Richtung des gefalteten Zustandes führt hier dazu, dass der Faltungsprozess auf einer
physikalisch sinnvollen Zeitskala ablaufen kann [59]. Dieses Abrastern verschiedener Kon-
formationen entspricht einem Di�usionsprozess, wobei die Di�usionskonstante durch die
Rauigkeit der Energielandschaft, sprich der mittleren Höhe der vielen verschiedenen klei-
nen Barrieren, bestimmt wird [12, 14, 15]. Solch ein Di�usionsprozess wird in der Literatur
häu�g auch als �downhill-folding� bezeichnet und wurde auch bei der Faltung von Protei-
nen wie Phosphoglycerate kinase (PGK) [13], Ubiqitin [13], BBL [63, 64] oder λ6 − 85
experimentell beobachtet [65].
Analog zur klassischen Di�usion eines Teilchens in einer Lösung oder der Wärmeleitung

kann ein solcher di�usiver Faltungsprozess über die Smoluchowski-Gleichung beschrieben
werden [66, 67]:

d

dt
p(~x, t) = D∇2p(x, t)−Dβ∇((∇U(~x)) · p(~x, t)) (2.10)

Hierbei beschreibt ~x den ein- oder mehrdimensionalen Konformationsraum des Prote-
ins, ~p(x, t) die Wahrscheinlichkeit für eine bestimmte Konformation und D die Di�usi-
onskonstante, welche die Rauigkeit der Energielandschaft berücksichtigt. U(~x) bezeichnet
die geglättete freie Energielandschaft, bei der die Rauigkeit nicht berücksichtigt ist (siehe
Abbildung 2.3 c). Da die Smoluchowski-Gleichung i.a. nicht analytisch lösbar ist, wird viel-
fach die Master-Gleichung zur Beschreibung dieses Di�usionsprozesses herangezogen und
numerisch integriert [20, 68, 69].
Abschlieÿend muss jedoch erwähnt werden, dass downhill-folding und die Faltung über

einen Übergangzustand, obwohl es sich um grundsätzlich unterschiedliche Faltungsmecha-
nismen handelt, experimentell relativ schwierig zu unterscheiden sind [20]. So wird bei
vielen Peptiden und Sekundärstrukturelementen kontrovers diskutiert, ob sie sich über
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a) b) c)

Abbildung 2.3: Zweidimensionale trichterförmige freie Energielandschaften zur Beschrei-
bung der Proteinfaltung. Ungefaltete Konformationen liegen im oberen Teil
des Trichters und können über einen einzelnen (a) oder aber auch verschie-
dene (b) Wege das Minimum des Trichters, welches den gefalteten Zustand
(N) repräsentiert, erreichen. c) Beim sogenannten downhill-folding muss
das Protein während der Faltung keine groÿe, dafür aber sehr viele kleine
Barrieren überwinden. Die Faltung wird hier durch einen Di�usionsprozess
in den gefalteten Zustand bestimmt, wobei die mittlere Höhe der vielen,
in diesem Bild nicht gezeigten, kleinen Barrieren die Di�usionskonstante
festlegt. (Modi�ziert von [12])

einen Di�ussionsprozess oder einen Übergangszustand falten [20, 70, 16, 19, 18]. Die Fra-
gestellung, ob die Faltung einer β-Haarnadelstruktur durch einen Di�usionsprozess oder
einen Übergangszustand bestimmt wird, ist wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit und wird
in Kapitel 4 diskutiert.

2.2 Faltung von β-Haarnadelstrukturen

Für das Verständnis der Faltung von Proteinen spielt die Bildung der Sekundärstrukturele-
mente wie α-Helices oder β-Faltblätter eine entscheidende Rolle. So hängt z.B. die Faltungs-
geschwindigkeit gröÿerer Proteine stark davon ab, welche Sekundärstrukturelemente in dem
Protein vorliegen. Proteine mit einem hohen Anteil von α-Helixstrukturen falten deutlich
schneller als Proteine, in denen hauptsächlich β-Faltblattstrukturen vorliegen [45]. Im Rah-
men dieser Arbeit wird vor allem auf den Faltungsmechanismus von β-Haarnadelstrukturen
eingegangen. Bei einer β-Haarnadelstruktur bildet die Aminosäurekette eine aus zwei bis
fünf Aminosäuren bestehende Schleife, welche auch als �Turn� bezeichnet wird. Die von
diesem Turn ausgehenden zwei Aminosäurekettenenden verbinden sich dann über eine an-
tiparallele β-Faltblattstruktur wie in Abbildung 2.4 dargestellt. Die Struktur wird hierbei
in der Regel durch Wassersto�brücken zwischen den Strängen und hydrophobe Wechselwir-
kungen aromatischer Aminosäuren stabilisiert. Die β-Haarnadelsekundärstruktur kommt
in vielen Proteinen vor und deren Bildung wird zum Teil auch als initialer Prozess bei der
Faltung von Proteinen diskutiert [71, 72].
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Bei der experimentellen Untersuchung von β-Haarnadelpeptiden besteht vielfach das
Problem, dass diese aggregieren und nicht in ausreichend hoher Konzentration untersucht
werden können [71]. Auf Basis zweier, relativ kleiner β-Haarnadelpeptide konnten jedoch
eine Vielzahl experimenteller und theoretischer Untersuchungen zu den Faltungsmechanis-
men dieser Sekundärstrukturelemente durchgeführt werden: Fragmente der B1 Domäne des
G-Proteins (PGB1) [72] und die so genannten Tryphtopan Zipper (TrpZip, siehe Abbildung
2.4) [73] sind in relativ hoher Konzentration löslich und bilden in wässriger Umgebung sta-
bile β-Haarnadelstrukturen. Die Struktur wird bei diesen Haarnadelpeptiden stark durch
hydrophobe Wechselwirkung aromatischer Aminosäuren stabilisiert [71].

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der β-Haarnadelstruktur des Peptids TrpZip2.
Ausgehend von dem durch die zwei Aminosäuren Aspargin (N6) und Gly-
cin (G7) gebildeten Turn verbindet sich die Aminosäurekette in einer anti-
parallelen β-Faltblattstruktur. (Abbildung aus [74])

An den PGB1- und TrpZip-Peptiden wurden eine Vielzahl experimenteller Untersu-
chungen vorallem über NMR, stationäre CD-Spektroskopie und zeitaufgelöste Tempera-
tursprung (T-Sprung) Methoden durchgeführt [71, 72, 73, 75]. Auf Grundlage dieser Un-
tersuchungen und der Kombination mit theoretischen Arbeiten werden vor allem zwei un-
terschiedliche Faltungsmechanismen diskutiert [71, 75]: Beim so genannten �Zipper-� oder
auch �Zip-Out-Mechanismus� bildet sich zuerst der Turn der β-Haarnadel, was die Bil-
dung erster Wassersto�brücken zwischen den Strängen in der Nähe des Turns ermöglicht
(siehe Abbildung 2.5 a). Vom Turn ausgehend bilden sich dann, wie beim Schlieÿen eines
Reiÿverschlusses, weitere Wassersto�brücken. Die hydrophoben Wechselwirkungn zwischen
den beiden Strängen bilden sich in diesem Model erst im letzten Faltungsschritt aus. Die-
ser Mechanismus hat Ähnlichkeit mit dem bereits vorgestellten Nucleation-Growth-Model.
Beim so genannten �Hydrophoben-Kollaps-Mechanismus� bilden sich hingegen im ersten
Schritt die hydrophoben Wechselwirkungen der aromatischen Aminosäuren aus. Im zweiten
Schritt entstehen die Wassersto�brücken zwischen den Strängen, wobei sich diese zuerst,
wie in Abbildung 2.5 b dargestellt, in der Mitte (Middle-Zip) oder dem äuÿeren Bereich
der Haarnadel (auch Zip-In-Mechanismus genannt) bilden können [75, 71]. Sowohl für
die Fragmente der B1 Domäne des G-Proteins als auch für die Tryphtopan Zipper ist bis
heute keine endgültiges Bild für den Faltungsmechanismus erreicht. Vieles spricht jedoch
für eine Kombination von Zipper- und Hydrophoben-Kollaps-Mechanismus [76, 71]. Zum
Beispiel wurde vorgeschlagen, dass die hydrophoben Wechselwirkungen in der Nähe der
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Turn-Sequenz die Bildung des Turns induzieren, was dann vom Turn ausgehend die Bil-
dung weiterer hydrophober Wechselwirkungen und auch der Wassersto�brücken nach sich
zieht [77, 71].
Neben dem Faltungsmechnismus wurde vor allem für TrpZip2 auch die Energieland-

schaft intensiv diskutiert: Auf der Grundlage von stationären CD-Experimenten schlugen
Cochrane et al. ein Zweizustandsmodell mit einem gefalteten Zustand und einem Zustand,
der die ungefalteten Strukturen beschreibt, vor [73]. Über die Kombination von T-Sprung-
Experimenten und Simulationen unterstützten Snow et al. ein solches Zweizustandsmodell
und machten relativ detaillierte Aussagen über die Struktur des Übergangszustands [19].
Auf der Grundlage stationärer CD- und Fluoreszenzexperimente in Kombination mit Simu-
lationen konnten Yang et al. zeigen, dass ein einfaches Zweizustandssystem nicht ausreicht,
um die Energielandschaft von TrpZip2 zu beschreiben [78]. Detaillierte temperaturabhän-
gige Messungen an mit Isotopen-markierten TrpZip2-Peptiden unterstützten die Interpre-
tation, dass mehr als zwei Zustände in der Faltung und Entfaltung von TrpZip2 involviert
sein müssen [79]. Vor kurzem konnte durch die Kombination von Temperatursprung-
Messungen mit zweidimensionaler Infrarotspektroskopie ein relativ detailliertes Dreizu-
standsmodell vorgestellt werden: TrpZip2 liegt vorwiegend in einem Ensemble gefalteter
oder falsch gefalteter Strukturen vor. Diese beiden Zustände können in diesem Modell
über einen weitgehend ungefalteten dritten Zwischenzustand miteinander austauschen, wo-
bei der Übergang von dem Zustand der gefalteten Strukturen und auch dem Zustand der
falsch gefalteten Strukturen in den Zwischenzustand jeweils durch einen Übergangszustand
bestimmt wird [76]. Eine Alternative zu diesen Modellen, bei denen Übergangszustände in
den Faltungsmechanismus involviert sind, wurde von Naranajan et al. vorgeschlagen [18].
Auf der Grundlage von Temperatursprungmessungen in Lösungsmitteln unterschiedlicher
Viskosität modellierte er die Faltung von TrpZip2 als Di�ussionsprozess auf einer rauen
Energielandschaft. Diese Zusammenfassung zeigt, dass trotz einer Vielzahl experimenteller
und theoretischer Untersuchungen die Energielandschaft, ebenso wie der Faltungsmecha-
nismus von TrpZip2, bis heute kontrovers diskutiert werden.
Die Aminosäuresequenz des in Kapitel 4 diskutierten lichtschaltbaren β-Haarnadelpeptids

basiert auf dem Tryphtopan Zipper Peptid TrpZip2 [80]. Wie in Kapitel 4 diskutiert kann
bei diesem Peptid durch Licht die Isomerisierung eines in die Aminosäurekette eingebau-
ten AMPP Chromophors induziert werden, was zu strukturellen Änderungen des Peptids
führt. Durch die Untersuchung von T-Sprung- und Isomerisierungs-induzierten Dynamiken
des lichtschaltbaren Peptids ist es hier möglich, ein relativ detailliertes Bild der Energie-
landschaft und des Faltungsmechanismus der β-Haarnadelstruktur vorzustellen.

2.3 Neurodegenerative Erkrankungen und

Amyloid-Aggregation

Unter dem Begri� der neurodegenerativen Erkrankungen werden eine Vielzahl von Krank-
heiten zusammengefasst, bei denen eine Degradation von Nervenzellen beobachtet wird
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2.3 Neurodegenerative Erkrankungen und Amyloid-Aggregation

Abbildung 2.5: Faltungsmechanismen einer β-Haarnadel. Wassersto�brücken sind als dün-
ne, hydrophobe Wechselwirkungen als dicke Linien dargestellt. a) Beim
so genannten Zipper-Mechanismus bildet sich zuerst der Turn. Ausgehend
vom Turn bilden sich dann die Wassersto�brücken. Im letzten Schritt ent-
stehen die hydrophoben Wechselwirkungen der aromatischen Aminosäuren,
welche durch die Verbindungslinien der schwarzen Punkte dargestellt sind.
b) Beim Hydrophoben-Kollaps-Mechanismus bilden sich im ersten Schritt
die hydrophoben Wechselwirkungen. (Abbildung aus [71])

[81]. Bei vielen dieser Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson, Chorea Huntington oder den
Prionen- Erkrankungen werden auÿerhalb oder innerhalb der degradierenden Nervenzellen
Ablagerungen von aggregierten Proteinen beobachtet [29].
Bei der sporadisch oder auch erblich bedingt auftretenden Alzheimer-Erkrankung zeigen

sich Aggregate des aus ca. 40 Aminosäuren bestehenden Peptids Amyloidβ vor allem im
extrazellulären Bereich der Hirnrinde [28]. Diese Amyloidβ-Peptide sind Fragmente des
Amyloid-Precursor-Proteins (APP), wobei die biologische Funktion sowohl des APP als
auch der Amyloidβ-Peptide im Organismus weitgehend unklar ist [29, 82, 27]. In der Um-
gebung dieser vielfach auch als Senile-Plaques bezeichneten Amyloidβ-Aggregate wird eine
Degeneration und ein Absterben der Nervenzellen beobachtet. Zudem werden bei dieser
Erkrankung auch pathologische Ablagerungen von aggregiertem Tau-Protein im Inneren
der degenerierenden Zellen beobachtet. Der bei Alzheimer-Patienten zu beobachtende star-
ke Rückgang der mentalen Leistung ist auf diese Degeneration der Nervenzellen im Gehirn
zurückzuführen [81, 83]. Ob jedoch die beobachtete Proteinaggregation ursächlich für das
Absterben der Nervenzellen ist, wird bis heute kontrovers diskutiert.
Bei der ebenfalls sporadisch oder erblich auftretenden Parkinson-Erkrankung wird ei-

ne Aggregation von α-Synuclein-Proteinen (α-Syn) und eine Degeneration der für den
Dopamin-Haushalt zuständigen Substantia Nigra im Mittelhirn beobachtet (siehe Abbil-
dung 2.6) [28]. Obwohl das aus 140 Aminosäuren bestehende α-Synuclein-Protein in relativ
hoher Konzentration in den Nervenzellen gesunder Organismen vorkommt (ca. 1% der Pro-
teine sind α-Synucleine), ist dessen biologische Funktion bisher weitgehend unklar [28].
Tatsächlich zeigen Mäuse ohne α-Synuclein-Proteine keine starken geistigen und körperli-
chen Einschränkungen [28, 84]. Die α-Synuclein-Ablagerungen bei Parkinson be�nden sich
innerhalb der Nervenzellen der Substantia Nigra und werden als intrazelluläre Einschluss-
körper oder auch Lewis-Körper bezeichnet [29]. Der in der Substantia Nigra synthetisierte
Botensto� Dopamin ist an der Signalweiterleitung der Nerven beteiligt [85]. Bei Parkinson-
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2 Proteinfaltung und Aggregation

Abbildung 2.6: Protein Aggregation im Gehirn von Parkinson-Patienten: Ort der Substan-
tia Nigra gezeigt im Querschnitt des menschlichen Gehirns (links). Rot
eingefärbte Proteinaggregate (Lewis Bodys) in der Substantia Nigra von
Parkinson-Patienten (mitte). Ein wesentlicher Bestandteil der Lewis Bodys
sind α-Synuclein Amyloid-Fibrillen (rechts). (Teile des Bildes entnommen
aus [89, 90, 91] )

Patienten wird, vermutlich aufgrund der Degeneration der Zellen in diesem Gehirnareal,
ein Mangel an Dopamin beobachtet, welcher zu den motorischen Fehlfunktionen dieser
Patienten führt [28].
Bei den unter dem Begri� der Prionen-Erkrankungen zusammengefassten Krankheiten,

zu denen die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK) beim Menschen oder die Bovine Spongi-
forme Enzephalopathie (BSE) beim Rind zählen, wird die Aggregation von Prion-Proteinen
(PrP) beobachtet. Die biologische Funktion des beim Menchen aus 253 Aminosäuren be-
stehenden Prion-Proteins ist weitgehend unbekannt [29] . Bei den Prionen-Erkrankungen
wird eine Degeneration von Nervenzellen u.a. im Bereich der Hirnrinde und des Thala-
mus beobachtet. In diesen Bereichen zeigen auch die aggregierten Prion-Proteine [86]. Im
Gegensatz zu Alzheimer und Parkinson führt die Degeneration der Nervenzellen bei den
Prionen-Erkrankungen in der Regel innerhalb relativ kurzer Zeit zum Tod [26]. Hierbei
wird davon ausgegangen, dass die Prionen-Erkrankungen durch eine fehlgefaltete Form
des Prion-Proteins (PrPSc) verursacht werden. Die PrPSc induzieren die Umwandlung von
nativen Prion-Proteinen PrPC in die fehlgefaltete und zur Aggregation neigende PrPSc-
Struktur [29]. Es wird vermutet, dass durch die Weitergabe von PrPSc-Proteinen von einem
Organismus auf einen anderen eine Übertragung der Prionen-Erkrankungen von Mensch zu
Mensch oder auch vom Tier zum Menschen (zum Beispiel durch Verzehr BSE-erkrankter
Rinder) möglich ist [87, 26].
Bei jeder der hier genannten neurodegenerativen Erkrankungen wird die Aggregation von

Proteinen beobachtet. Hierbei wird vermutet, dass die bei der Aggregation entstehenden
Strukturen zelltoxisch und somit die Ursache für das Absterben der Nervenzellen und die
Pathologie der Krankheiten sind. Die Gröÿe, Struktur und auch biologische Funktion der
bei der jeweiligen Krankheit aggregierenden Proteine ist sehr unterschiedlich. Die beobach-
teten Proteinaggregate haben hingegen sehr ähnliche strukturelle Merkmale [29, 21, 88].
Aggregate mit diesen strukturellen Merkmalen werden auch als Amyloid-Proteinaggregate
bezeichnet und im Folgenden vorgestellt.

18



2.3 Neurodegenerative Erkrankungen und Amyloid-Aggregation

Abbildung 2.7: Hierarchischer Aufbau der Struktur von Amyloid-Fibrillen: Die Peptide
aggregieren in eine β-Faltblattstruktur, wobei sich die Peptide übereinan-
der stapeln und durch Wassersto�brücken quer zur Stapelrichtung (Faser-
richtung) aneinanderhängen und eine Faser bilden. Einige dieser Fasern
können sich verdrillen und bilden ein so genanntes Proto�lament. Der Zu-
sammenschluss einiger Proto�lamente bildet eine Fibrille. (Abbildung aus
[21])

Amyloid-Proteinaggregate: Proteinaggregate mit einem bestimmten Erscheinungsbild
und bestimmten Eigenschaften werden als Amyloide bezeichnet 1: Charakteristisch für
diese Aggregate ist, dass sich die Proteine in einer β-Faltblattstruktur aneinander anla-
gern und eine faserartige Struktur unter dem Elektronenmikroskop zeigen (siehe Abbil-
dung 2.6 rechts) [21, 92]. Diese auch als Fibrillen bezeichneten faserartigen Strukturen
haben typischerweise eine Breite von 5-10 nm und eine Länge von einigen 100 nm. Zudem
haben Amyloid-Aggregate die Eigenschaft, dass sie an bestimmte Farbsto�e wie Kongorot
oder Thio�avin binden und hierbei die optischen Eigenschaften der Farbsto�e verändern
[93, 92, 94]. Die genaue Struktur der Peptide in den Amyloid-Aggregaten ist jedoch selbst
für die intensiv untersuchten Amyloidβ- und α-Synuclein-Proteinaggregate bis heute um-
stritten [95, 21]. Dies ist u.a. darauf zurückzuführen, dass NMR Messungen von Protei-
naggregaten in Lösung in der Regel nicht möglich sind. Da sich die Fibrillen zudem nicht
kristallisieren lassen, kann auch über Röntgenstrukturanalysen keine detaillierte Struktur
bestimmt werden. Wie in Abbildung 2.7 gezeigt kann jedoch die Struktur von Amyloid-
Fibrillen schematisch folgendermaÿen dargestellt werden [21]: Die Peptide aggregieren
in eine β-Faltblattstruktur, wobei sich die Peptide übereinander stapeln, durch Wasser-
sto�brücken quer zur Stapelrichtung (Faserrichtung) aneinanderhängen und eine dünne
0.8-1.2 nm breite Faser bilden. Einige dieser Fasern können sich verdrillen und bilden ein
so genanntes Proto�lament. Der Zusammenschluss einiger Proto�lamente bildet dann ei-
ne Fibrille. Wie bereits erwähnt, wird bei den genannten Krankheiten vermutetet, dass
die Aggregation in die Amyloid-Strukturen nicht nur einen Nebene�ekt darstellt, sondern
mitverantwortlich oder sogar ursächlich für das Absterben der Nervenzellen und die sich

1Der Ausdruck �Amyloid� bedeutet �Stärke ähnlich� und bezieht sich auf das Erscheinungsbild, welches
zuerst bei Stärke beobachtet wurde [21].
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hieraus ergebende Pathologie ist. Im Folgenden wird diskutiert, über welchen Mechanismus
die Aggregation von Proteinen die Degeneration von Nervenzellen induzieren kann.

IntranuclearLinclusion
(polyQLexpansion)

Intracytoplasmic
inclusion

(NFTs,LLewyLbodies)

ExtracellularLaggregate
(senileLplaques)

NativeLprotein
(randomLcoil)

Misfolded
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(β-pleatedLsheet)

GeneticLand
environmentalLfactors

Molecular
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Off-pathwayLOligomers

On-pathwayLOligomers

OligomersLfromLFibrilsL

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung der Aggregation von Proteinen in Oligomere und
Fibrillen: Durch genetische Faktoren oder Umweltein�üsse kann ein Protein
in eine falsch gefaltete und zur Aggregation neigende Struktur übergehen.
Die falsch gefalteten Proteine können in toxische oder auch nicht-toxische
Oligomere aggregieren. So genannte on-pathway-Oligomere aggregieren im
Gegensatz zu o�-pathway-Oligomeren weiter zu Fibrillen. Möglicherwei-
se können Oligomere auch aus Fibrillen entstehen. Die Fibrillen können
sich im Inneren des Zellkerns (Chorea Huntington, polyQ Aggregate), im
Inneren der Zelle (Parkinson, α-Synuclein-Aggregate) oder auch im ex-
trazellulären Raum (Alzheimer, Amyloidβ-Aggregate) anlagern [96, 29].
(Abbildung modi�ziert von [29])

Die Oligomerhypothese: Die beobachteten degenerierten Zellen in der Umgebung von
Amyloid-Aggregaten legen die Vermutung nahe, dass diese Aggregate die Ursache für das
Absterben der Zellen sind. Histologische Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass auch
bei geistig gesunden, älteren Menschen die für Alzheimer typischen Senilen Plaques und
Ablagerungen von Tau-Proteinen beobachtet werden können [97]. Des Weiteren konnten an
bestimmten transgenen2 Alzheimer-Mäusen die typischen geistigen Einschränkungen beob-
achtet werden, obwohl die typischen Senilen Plaques bei diesen Mäusen fehlten [98]. Eine

2Transgene Alzheimer-Mäuse: Diese Mäuse haben einen Gendefekt, wodurch die Alzheimersche Erkran-
kung bereits zu einem sehr frühen Zeitpunkt im Leben der Mäuse ausbricht.
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Vielzahl von experimentellen Untersuchungen in vivo und in vitro deuten hingegen darauf
hin, dass nicht die Amyloid-Aggregate, sondern bestimmte kleinere Aggregate, so genannte
Oligomere eine toxische Wirkung haben und somit ursächlich für die beschriebenen neu-
rodegenerativen Erkrankungen sind (siehe Abbildung 2.8). Hierbei muss erwähnt werden,
dass die Bezeichnung Oligomer im Allgemeinen für alle Proteinaggregate verwendet wird,
welche sich nicht über eine Ultrazentrifuge absedimentieren lassen [82]. Als Oligomere
werden somit eine Vielzahl verschiedenster kleiner Aggregate bezeichnet. Man geht jedoch
davon aus, dass nur bestimmte Oligomere mit einer bestimmten Struktur und Gröÿe für
den Verlauf der Krankheiten relevant sind. Man unterscheidet zudem zwischen Oligomeren,
welche Vorstufen von Fibrillen sind (on pathway) und Oligomeren, welche nicht weiter in
Fibrillen aggregieren (o� pathway) (siehe Abbildung 2.8) [96]. Die Bildung der pathoge-
nen Oligomere, deren Struktur und die darauf basierende Toxizität, aber auch die Rolle
der Amyloid-Aggregate ist aktuell Gegenstand intensiver Forschung und wird kontrovers
diskutiert: Bereits in den späten neunziger Jahren konnte gezeigt werden, dass Vorstufen
(on-pathway-Oligomere) von Amyloidβ-Fibrillen die Ionendurchlässigkeit der Zellmembran
und somit die Elektrophysiologie von Zellen ändern können, was zum raschen Absterben
der Zellen führt [99]. Experimente mit Mäusen ergaben später auch, dass in den Zellen
gebildete, lösliche Trimere von Amyloidβ-Peptiden direkt die geistigen Fähigkeiten der
Mäuse einschränken [100, 101]. In In-vitro-Experimenten konnte beobachtet werden, dass
mutierte α-Synuclein-Proteine, welche bei genetisch bedingten Parkinson-Patienten vor-
liegen, zu einer vermehrten Bildung von ring- oder sphärenförmigen Proto�lamenten mit
einem Durchmesser von ca. 20 nm führen [102]. An dieser Stelle sei erwähnt, dass in
verschiedenen Experimenten eine Vielzahl unterschiedlicher, potentiell zelltoxischer Oligo-
merstrukturen diskutiert wurden. Diese reichen von kleinen Dimeren, Trimeren, Dodect-
ameren über mehrere Nanometer groÿe sphärenförmige Gebilde bis hin zu Proto�lamenten
mit einer Länge von über 100 nm [82, 101, 100, 102]. Von besonderer Relevanz sind jedoch
vermutlich die kleinen Oligomerstrukturen (Dimere, Trimere, Dodectamere ...), da diese
auch in vivo beobachtett werden. Auch die Frage, ob die Proteine bei toxischen Oligome-
ren in einer β-Faltblattstruktur aggregiert sind, ist umstritten [103, 104]. Eine detaillierte
Studie von Zweckstetter et. al deutet jedoch darauf hin, dass Oligomere mit einer weniger
stark ausgeprägten β-Faltblattstruktur toxischer für Zellen sind [104].
Ein vielfach diskutierter Ansatz, die Toxizität der Oligomere zu erklären, ist dass Oli-

gomere zu Poren in der Zellmembran führen. Diese Poren sind durchlässig für Ionen, zer-
stören das Kontaktpotential der Nervenzellen und führen hierdurch zum Absterben der
Zellen [105, 96]. Wie bereits erwähnt müssen jedoch durchaus nicht alle Oligomerstruk-
turen zelltoxisch sein. Koska et. al konnten zeigen, dass bestimmte Oligomere zunächst
nicht zu Poren in der Zellmembran führen. Durch Zugabe von Fe3+-Ionen ändern diese
Oligomere jedoch ihre Struktur, können dann das Kontaktpotential von Zellmembranen
zerstören und weiter zu Fibrillen aggregieren [96].
In der hier vorgestellten Oligomerhypothese scheinen die Amyloid-Fibrillen selbst eine

passive Rolle einzunehmen und eher eine Art �Komposthaufen� für die relevanten Oligo-
mere darzustellen. Es gibt jedoch starke Hinweise, dass auch die Amyloid-Fibrillen eine
aktive Rolle bei den genannten Krankheiten spielen und als eine Art Quelle für die Oli-
gomere fungieren können (siehe Abbildung 2.8). Zum einen konnte gezeigt werden, dass
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Amyloidβ-Fibrillen die Verbindungen zwischen Nervenzellen zerstören [106]. Zum anderen
wurde in vitro gezeigt, dass sich α-Synuclein-Fibrillen durch Kältedenaturierung in toxi-
sche Oligomere umwandeln [89]. Besonders hervorzuheben ist jedoch die Beobachtung,
dass in vivo in der unmittelbaren Umgebung von Amyloidβ-Fibrillen eine stark erhöhte
Konzentration von Oligomeren beobachtet wurde [35]. Diese Beobachtung widerspricht
der verbreiteten Annahme, dass die Oligomere Vorstufen der Fibrillen darstellen und in
diese übergehen, da in diesem Fall eine Abnahme der Oligomerkonzentration in der di-
rekten Fibrillenumgebung zu erwarten wäre. Die Fibrillen scheinen hier vielmehr als eine
Quelle für die Oligomere zu fungieren.
Die genaue Struktur der Oligomere, die Frage, ob die toxischen Oligomere eine Vorstufe

der gröÿeren Amyloid-Aggregate (on pathway) sind und ob sich die Oligomere unabhängig
von diesen bilden (o� pathway) oder ob sogar die Amyloid-Aggregate eine Art Quelle für
die toxischen Oligomere darstellen, ist bisher jedoch noch nicht beantwortet und Gegen-
stand der aktuellen Forschung (siehe Abbildung 2.8) [31]. Eine wesentliche Schwierigkeit in
diesem Forschungsbereich liegt darin, dass die oligomeren Strukturen in der Regel transien-
te Spezies sind, die sich schnell in Fibrillen umwandeln oder wieder in Monomere zerfallen
können. In diesem Zusammenhang bildet die Entwicklung von Substanzen, die die Aggre-
gation von Proteinen inhibieren und hierdurch den Krankeitsverlauf verändern, eine neue
Möglichkeit, die Mechanismen neurodegenerativer Erkrankungen und die Rolle der Pro-
teinaggregation zu untersuchen. Wie im nächsten Abschnitt vorgestellt wird, ermöglicht
dieser Ansatz nicht nur die Entwicklung neuer Medikamente, sondern gibt auch Einblicke
in die grundlegenden Mechanismen neurodegenerativer Erkrankungen.

2.4 Proteinaggregation als therapeutischer Ansatz: Anle138b

In diesem Abschnitt wird die Entdeckung und Charakterisierung des neuen potentiellen
Parkinson- und Creutzfeldt-Jakob-Therapeutikums Anle138b vorgestellt. Diese Ergebnisse
sind zum Groÿteil kürzlich in der Arbeit [30] von Giese et al. verö�entlicht worden. In Ka-
pitel 6 wird dann der Wirkmechanismus dieser Substanz mit �uoreszenzspektroskopischen
Methoden untersucht. Grundlage bei der Entdeckung von Anle138b war ein Screening von
20000 Substanzen auf ihre aggregationshemmende Wirkung bei Prion-Proteinen [36, 30].
Die aggregationshemmende Wirkung der Substanzen wurde hierbei vor allem über konfo-
kale Zwei-Farben-Fluoreszenzspektroskopie untersucht [107].
In der konfokalen Zwei-Farben-Fluoreszenzspektroskopie wird ein konfokaler Fluoreszenz-

Mikroskopaufbau verwendet. Das Mikroskop ist hierbei so aufgebaut, dass Fluoreszenzpho-
tonen in zwei unterschiedlichen Spektralbereichen, zum Beispiel im roten und im grünen,
getrennt detektiert werden. Bei der hier vorgestellten Anwendung wird mit diesem Aufbau
die Fluoreszenz zweier unterschiedlicher, sich in Lösung be�ndender Fluoreszenzfarbsto�e,
welche zum Beispiel im roten oder im grünen Spektralbereich �uoreszieren, untersucht.
Die Farbsto�e sind hierbei so stark verdünnt, dass sich stets nur wenige Farbsto�moleküle
im Fokus des Mikroskops be�nden. Um die Prionen-Aggregation mit dieser Technik zu
untersuchen wurde rekombinant hergestelltes Maus PrPC mit einem �grünen� Fluoreszenz-
farbsto� (Alexa 488) markiert. Die grün markierten PrPC-Proteine wurden dann gemischt
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Abbildung 2.9: Vorgehen bei der Entdeckung des neuen potentiellen Therapeutikum An-
le138b. Verschiedene Screening-Verfahren wurden verwendet, um zunächst
die Grundstruktur DPP und dann die Substanz Anle138b zu identi�zieren.

mit humanen, pathologischen und aggregierenden PrPSc-Proteinen und �rot� markierten
Antikörpern (Fluoreszenzfarbsto� Alex 647). Diese Antikörper binden spezi�sch auf huma-
ne Prion-Proteine und markieren somit die humanen PrPSc-Proteinaggregaten rot. Bei der
Anlagerung der grünen Maus PrPC-Proteine an die roten PrPSc-Proteinaggregate werden
in der Zwei-Farben-Fluoreszenzspektroskopie Korrelationen von roten und grünen Fluores-
zenzphotonen beobachtet. Zudem entstehen bei der Aggregation der grünen PrPC an die
PrPSc-Proteinaggregate, Strukturen mit gleichzeitig sehr starker grüner und roter Fluo-
reszenzintensität. Bei der verwendeten SIFT- (Scanning for Intensely Fluorescent Targets)
Methode wird die Probe gescannt und die grüne und rote Fluoreszenzintensität an verschie-
denen Positionen in der Lösung detektiert. Wird die Aggregation von Maus PrPC-Proteinen
durch aggregationshemmende Substanzen inhibiert, werden im Vergleich weniger Positio-
nen beobachtet, an denen gleichzeitig sehr starke grüne und rote Fluoreszenzintensität
auftritt [107, 36].

Neben diesem SIFT-Screening wurde zudem ein Zellkultur basiertes Dot-Plot-Screening
durchgeführt. Hierbei wird in PrPSc-in�zierten Zellkulturen mit einer Dot-Plot-Analyse un-
tersucht, ob die Substanzen die Vermehrung von PrPSc in den Zellen inhibieren. Mit dem
SIFT- und Dot-Plot-Screening und einer detaillierten Struktur-Aktivitätsanalyse (SAR)
konnte dann eine vielversprechende Klasse aggregationshemmender Substanzen mit ei-
ner Di-Phenyl-Pyrazol (DPP) Grundstruktur identi�ziert werden (siehe Abbildung 2.9).
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Abbildung 2.10: a) Prozentsatz der lebenden Mäuse nach einer Prionen-Infektion am Tag 0.
Die Behandlung mit Anle138b führt zu einer deutlichen Verlängerung der
Lebenszeit gegenüber den mit DMSO als Kontrolle behandelten Mäusen.
Selbst wenn die Behandlung erst 80 (d80) oder 120 (d120) Tage nach der
Infektion begonnen wird, ist eine signi�kante Verlängerung der Lebenszeit
zu beobachten. b) Im Gehirn der behandelten Mäuse kann im Vergleich
zu unbehandelten oder mit DMSO behandelten Mäusen eine signi�kan-
te Verminderung groÿer und auch kleiner Proteinaggregate (Oligomere)
beobachtet werden. Die Abbildung zeigt die Proteinkonzentration in ver-
schiedenen Fraktionen einer Sucrose-Gradient-Zentrifuge. Groÿe Protein-
aggregate be�nden sich im Bereich der Fraktionen 7 bis 10, Oligomere
be�nden sich im Bereich der Fraktionen 1 bis 5 (aus [30])

Basierend auf dieser Grundstruktur wurden dann weitere ca. 150 Substanzen syntheti-
siert und mit dem SIFT-Verfahren auf ihre aggregationshemmende Wirkung bei Prion-
und α-Synuclein-Proteinen untersucht. Die gut 150 Substanzen wurden zudem in Prion-
in�zierten Zellkulturen mit der Dot-Plot-Analyse darauf untersucht, ob sie die Vermeh-
rung von PrPSc inhibieren. 38 viel versprechende Substanzen aus diesen Prion-SIFT- und
Zellkultur-Untersuchungen wurden dann in vivo an PrPSc-in�zierten Mäusen untersucht,
wobei sich bei all diesen Experimenten die Substanz Anle138b als besonders wirksam her-
ausstellte (siehe Abbildung 2.9 ).
Weitere detaillierte Experimente an PrPSc-in�zierten Mäusen konnten zeigen, dass An-

le138b die Überlebenszeit der Tiere nahezu verdoppelt (siehe Abbildung 2.10 a). Selbst
wenn die Verabreichung von Anle138b erst 80 Tage nach der Infektion mit PrPSc und
somit zu einem Zeitpunkt, wo bereits erste Symptome bei den Mäusen auftreten, begon-
nen wird, kann noch eine ausgeprägte Verlängerung der Überlebenszeit beobachtet werden.
Des Weiteren konnte in der Gehirnsubstanz behandelter PrPSc-in�zierter Mäuse eine si-
gni�kante Abnahme groÿer (Fibrillen) und auch kleiner Aggregate (Oligomere) gegenüber
unbehandelten Mäusen beobachtet werden (siehe Abbildung 2.10 b). Die Gröÿe der Ag-
gregate wurde hierbei mit einer Viskose-Gradienten-Zentrifuge aufgeschlüsselt.
Anle138b wurde auch in transgenen Parkinson-Mausmodellen untersucht. Hierbei konn-

te die Lebenszeit ohne Auftreten der typischen Parkinson-Syntome signi�kant verlängert
werden (siehe Abbildung 2.11 a). Auch bei den transgenen Parkinson-Mäusen konnte in
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2.4 Proteinaggregation als therapeutischer Ansatz: Anle138b

Abbildung 2.11: a) Prozentsatz der symptomfreien transgenen Parkinson-Mäuse nach de-
ren Geburt am Tag 0. Die Behandlung mit Anle138b führt zu einer deutli-
chen Verlängerung der symptomfreien Lebenszeit gegenüber den mit DM-
SO als Kontrolle behandelten Mäusen. b) Im Gehirn der behandelten
Mäuse kann im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Mäusen eine
signi�kante Verminderung kleiner Proteinaggregate (Oligomere, Fraktion
3-5) beobachtet werden. (Abbildung aus [30])

der Gehirnsubstanz der behandelten Mäuse eine signi�kante Abnahme kleiner Aggrega-
te (Oligomere) im Vergleich zu unbehandelten Mäusen beobachtet werden (siehe Abbil-
dung 2.11 b). Weitere Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass sich durch die Gabe von
Anle138b die Konzentration von monomerem, nicht aggregiertem α-Synuclein und auch
Prion-Protein im Gehirn der Mäuse nicht ändert. Die bei den behandelten Mäusen be-
obachtete geringere Menge pathologischer Proteinaggregate im Gehirn ist somit nicht auf
eine verminderte Expression der Proteine zurückzuführen. Des Weiteren konnte in elek-
trophysiologischen In-vitro-Untersuchungen gezeigt werden, dass die Substanz die Bildung
von toxischen, porenbildenden α-Synuclein-Oligomeren blockiert.

All diese Beobachtungen deuten stark darauf hin, dass die Verlängerung der Lebenszeit
oder auch der symptomfreien Lebenszeit bei Mäusen durch Anle138b auf die Modulation
der Aggregation und vor allem der Oligomerbildung der Prion-, bzw. α-Synuclein-Proteine
zurückzuführen ist. Die Ergebnisse unterstützen somit die vorgestellte Theorie, dass die
Proteinaggregation ein ursächlicher Vorgang und nicht nur ein Nebene�ekt bei der Patho-
genese dieser neurodegenerativen Erkrankungen ist. Die sich hieraus ergebende Fragestel-
lung, über welchen Mechanismus Anle138b die Aggregation moduliert, und ob und wenn ja
an welche Proteinsstrukturen es bindet, wird in Kapitel 6 untersucht. Da jedoch Anle138b
neben der hier vorgestellten Verlängerung der (symptomfreien) Lebenszeiten auch keinerlei
toxische E�ekte bei Mäusen zeigt und sehr gut oral verabreicht werden kann, ist es auf
jeden Fall ein viel versprechendes potentielles neues Therapeutikum. Nach einigen noch
ausstehenden toxikologischen Untersuchungen, soll die Substanz deshalb in naher Zukunft
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2 Proteinfaltung und Aggregation

auch in klinischen Studien am Menschen untersucht werden. Hierbei wird sich zeigen, ob
Anle138b das neue Therapeutikum für Parkinson, Creutzfeldt-Jakob und eventuell auch
andere neurodegenerative Erkrankungen ist. Dies wäre ein Durchbruch, da für alle hier
genannten Krankheiten bisher nur symptomatische Behandlungen möglich sind.
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3 Experimentelle Methoden

In diesem Kapitel werden kurz einige der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten experimen-
tellen Techniken vorgestellt. Hierbei werden der Anreg-Abtast-Aufbau mit Anregungspul-
sen im UV und Abfragepulsen im mittelinfraroten Spektralbereich, der T-Sprung-Aufbau
und der Streakkamera-Aufbau detailliert vorgestellt. Der Anreg-Abtast-Aufbau wurde bei
der Untersuchung der Peptiddynamiken und der lichtschaltbaren Amyloid-Aggregate ver-
wendet. Der laserinduzierte T-Sprung-Aufbau wurde hingegen nur bei der Untersuchung
der Peptiddynamiken eingesetzt. In Kapitel 6 werden erste mit dem Streakkamera-Aufbau
durchgeführte zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen an Anle138b vorgestellt. Diese Aufbau-
ten wurden in der Gruppe von Prof. Zinth und Prof. Hauser (T-Sprung-Aufbau) entwi-
ckelt und sind in dieser Art nicht kommerziell erhältlich. Im Rahmen der in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse wurden jedoch auch eine Vielzahl anderer experimenteller Tech-
niken verwendet: In Kapitel 4 werden neben den Anreg-Abtast- und T-Sprung-Messungen
auch Circulardichroismus- (CD) und Fourier-Transform-Infrarot- (FTIR-) Messungen am
ATZ-Peptid diskutiert. In Kapitel 5 werden zudem UV-Vis-Absorptionsspektroskopie-, H-
D Austausch- und Transmissions-Elektronenmikroskopie- (TEM) Untersuchungen verwen-
det, um die lichtschaltbaren Aggregate zu charakterisieren. Die in Kapitel 6 vorgestellten
Ergebnisse zur Interaktion von Anle138b mit α-Synuclein basieren zu einem groÿen Teil auf
stationären �uoreszenzspektroskopischen Untersuchungen. Diese Techniken werden jedoch
hier nicht im Detail vorgestellt und es wird auf den Methodenteil und Supporting Infor-
mation der Publikationen oder die einschlägige Literatur verwiesen [108, 109, 110, 111].

3.1 Nanosekunden-Anreg-Abtast-Spektroskopie im

mittelinfraroten Spektralbereich

Bei den in Kapitel 4 und 5 untersuchten Peptiden ATZ bzw. AcATZ können durch trans-

cis-Isomerisierung des in die Aminosäurekette eingebauten Azobenzolfarbsto�s strukturelle
Änderungen induziert werden. Die Isomerisierung des Azobenzolfarbsto�s von trans nach
cis kann durch UV-Licht ausgelöst werden. Transiente Absorptionsmessungen im sichtba-
ren und ultravioletten (UV-) Spektralbereich haben hierbei gezeigt, dass diese Isomerisie-
rungsreaktion ein ultraschneller Prozess ist, der bereits einige Pikosekunden (ps) nach der
optischen Anregung abgeschlossen ist [112]. In dieser Arbeit werden die Isomerisierungs-
induzierten Strukturänderungen der Peptide auf der Nanosekunden- (ns-) bis Mikrosekunden-
(µs-) Zeitskala untersucht. Die Isomerisierung von trans nach cis wird hierbei durch einen
ns UV-Laserpuls induziert. Die Absorptionsänderung der Peptide zu einem bestimmten
Zeitpunkt nach der UV-Anregung wird durch einen Abtastpuls im mittelinfraroten (MIR-)
Spektralbereich (ca. 6000 nm) gemessen und ist korreliert zu Änderungen der Peptide-
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3 Experimentelle Methoden

struktur. Die Erzeugung der MIR-Abtastpulse über parametrische Prozesse ist ausführlich
in [113, 114, 115] beschrieben. Die Grundlagen der Konversion von Lichtfrequenzen mittels
parametrischer Prozesse sind im Review von G. Cerullo [116] dargestellt, in dem auch die
im Folgenden genannten Begri�e Typ I/II Phasenanpassung ausführlich erklärt werden.
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Abbildung 3.1: Nanosekunden-Anreg-Abtast-Spektroskopie mit Abfragpulsen im mittelin-
fraroten Spektralbereich. Das fs-Lasersystem erzeugt im 1 kHz Takt Pulse
bei 800 nm, welche über parametrische Prozesse (NOPA, OPA und DFM) in
den mittelinfraroten Spektralbereich (MIR) konvertiert werden. Diese MIR-
Abfragpulse werden mit einem Spektrometer und einem 64-Kanal MCT-
Detektor detektiert, wodurch die Absorption der Probe bestimmt werden
kann. Das Nanosekunden-Lasersystem wird über zwei Verzögerungsgene-
ratoren mit dem fs-Lasersystem synchronisiert. Hierdurch kann die Probe
im Bereich von einigen 100 µs vor bis 10 µs nach dem MIR-Abfragpulse
mit einem UV-Puls angeregt werden. Mit dem Chopper-Rad wird jeder
zweite UV-Anregungspuls geblockt. Aus der mit dem MCT-Detektor ge-
messenen Intensität der MIR-Abfragpulse mit angeregter Probe und mit
nicht angeregter Probe können die durch die UV-Anregung induzierten Ab-
sorptionsänderungen bestimmt werden. (Abbildung abgeändert von [117])

Im Folgenden werden kurz der Aufbau und die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Einstellungen dargestellt. Da der Aufbau im Laufe der Zeit zum Teil verändert wurde,
können die hier dargestellten Parameter von denen in [113, 114, 115] genannten ab-
weichen. Zur Erzeugung der MIR-Abtastpulse wurde ein 80 MHz Ti:Saphire-Oszillator
(Spectra Physics, Tsunami) in Kombination mit einem regenerativen 1kHz Ti:Saphire-
Verstärkersystem (Spectra Physics, Spit�re Pro) verwendet (siehe Abbildung 3.1). Bei den
verwendeten Einstellungen haben die von diesem System generierten Lichtpulse eine Puls-
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3.1 Nanosekunden-Anreg-Abtast-Spektroskopie im mittelinfraroten Spektralbereich

länge von 90-110 fs, eine Zentralwellenlänge von ca. 800 nm, eine spektrale Breite von
ca. 12 nm (FWHM) und eine Pulsenergie von ca. 3 mJ. Die Polarisation dieser Pulse ist
parallel zur Tischebene (p-polarisiert). Da für die Erzeugung der MIR-Abtastpulse insge-
samt nur Pulsenergien von 200-300 µJ benötigt werden, werden die Pulse über Strahlteiler
entsprechend abgeschwächt. Die MIR-Abtastpulse werden in dem verwendeten Aufbau in
drei Schritten erzeugt (siehe Abbildung 3.1 und 3.2): Im ersten Schritt werden mit einem
Nichtkollinearen-Optischen-Parametrischen-Verstärker (NOPA) nahinfrarot (NIR-) Pulse
einer Wellenlänge von ungefähr 1400 nm und einer Pulsenergie von ca. 500 nJ erzeugt
[118, 113]. In dem NOPA-Aufbau wird aus einem Teil (ca. 1 µJ) der 800 nm Pulse in einem
5 mm Saphir-Kristall ein Weiÿlichtkontinuum (p-polarisiert) erzeugt [113]. Zudem werden
800 nm Pulse (Pulsenergie ca. 100 µJ) in einer Zweiten-Harmonischen-Generation (SHG)
mit einem BBO-Kristall (Dicke=0.5 mm, Typ I Prozess, Schnittwinkel1 Θ=29°) 400 nm
Pulse (ca. 30 µJ) mit einer Polarisation senkrecht zur Tischebene (s-polarisiert) erzeugt.
Die Weiÿlichtpulse und die 400 nm Pulse werden dann in einem BBO-Kristall (Dicke=2
mm, Typ I Prozess, Θ=32.5°) nichtkollinear überlagert, wobei der Kristallwinkel so ein-
gestellt wird, dass die 1400 nm Weiÿlichtanteile durch die 400 nm Pulse verstärkt werden
(siehe Abbildung 3.2). Bei diesem Prozess entstehen aufgrund der Energieerhaltung zudem
Pulse der Wellenlänge von ca. 560 nm (p-polarisiert), welche auch als Idler-Pulse bezeichnet
werden. Die Idler-Pulse sind jedoch nicht kollinear zu den verstärkten 1400 nm Pulsen und
können somit leicht von diesen getrennt werden. Im zweiten Schritt werden die 1400 nm
NIR-Pulse in einem kollinearen Optischen-Parametrischen-Verstärker (OPA) mithilfe von
800 nm Pulsen (Pulsenergie ca. 150 µJ) verstärkt. Die 800 nm Pulse werden für die Pha-
senanpassung im OPA (Typ II Prozess) mit einer λ/2-Platte auf s-Polarisation gedreht. In
einem BBO Kristall (3 mm, Typ II Prozess, Schnittwinkel Θ=26°) werden dann in einem
parametrischen Prozess die 1400 nm p-polarisierten Pulse verstärkt (Pulsenergie ca. 21
µJ) und kollineare 1800 nm s-polarisierte Idler-Pulse erzeugt (ca. 17 µJ) (siehe Abbildung
3.2). Im dritten Schritt werden die 1400 nm und 1800 nm Pulse in einem Silberthiagolat
(AgGaS2) Kristall (2 mm, Typ I Prozess, Θ=34°) kollinear überlagert. In dem Kristall
wird in einem Typ I Prozess eine Di�erenz-Frequenz-Mischung (DFM) der Pulse erzeugt
und es entstehen s-polarisierte MIR-Pulse (Zentralwellenlänge 1650 cm−1 entspricht ca. 6
µm, ca. 150 cm−1 FWHM, Energie 0.5-1 µJ, Pulslänge ca. 150 fs) (siehe Abbildung 3.2)
[115, 113].
Mit diesen spektral relativ breiten MIR-Pulsen kann die Absorption der Peptide im Be-

reich von ca. 1580 cm−1 bis 1730 cm−1 gemessen werden. Zur spektral aufgelösten Detek-
tion der Pulse wurde ein kürzlich neu eingebautes Imaging-Spektrometer (Brucker Chro-
mex 250 IS) in Kombination mit einem neuen 64 Kanal Quecksilber-Cadmium-Tellurid
(Mercury-Cadmium-Telluride, MCT) Detektorsystem (Infrared Systems Development, IR-
0144) verwendet (siehe Abbildung 3.1) [120]. Die in Kapitel 5 vorgestellten Messungen auf
der ns-µs Zeitskala wurden hingegen noch mit dem Vorgängeraufbau, mit einem Spektro-
meter von Acton Research und einer 32-Kanal-Detektion aufgenommen [113, 121]. Die
Detektorsysteme messen die zeitlich integrierte Intensität des MIR-Pulses. Zur Verbesse-

1Der Schnittwinkel ist hier de�niert als der Winkel zwischen der optischen Achse und der Flächennormalen
des Kristalls. Für die hier dargestellten parametrischen Prozesse werden nur uniaxiale Kristalle, sprich
Kristalle mit nur einer optischen Achse verwendet, somit ist diese De�nition eindeutig.
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3 Experimentelle Methoden

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Erzeugung von MIR-Pulsen über die Kombi-
nation eines NOPA-, OPA- und DFM-Aufbaus. Verwendete Abkürzungen:
T: Teleskop, D: Verzögerungsstrecke zum Einstellen des zeitlichen Über-
lappens verschiedener Pulse, DM: Dichroitischer Spiegel, M: Fokusierender
Spiegel. (Abbildung abgeändert von [119])

rung der Präzision wird die Intensität nur im Zeitbereich um den MIR-Puls detektiert.
Hierzu wird durch die Detektorelektronik nur einmal pro ms ein Zeitfenster von ca. 2 µs,
innerhalb dessen der MIR-Puls den Detektor tri�t, registriert (siehe Abbildung 3.3).

Die trans-cis-Isomerisierung des Azobenzolfarbsto�s wurde in den vorgestellten Experi-
menten mit einem 355 nm Puls (Pulslänge ca. 0.6 ns) induziert. Die Anregungspulse wur-
den hierbei von einem extern-triggerbaren gütegeschalteten Nd:YVO-Laser (AOT, 1064
nm) in Kombination mit einer 3-Harmonischen-Generation erzeugt und elektronisch mit
den im Abstand von 1 ms (1 KHz) generierten MIR-Pulsen synchronisiert [122]. Für die
Synchronisierung wird ein zum Schaltzeitpunkt der Pockelszelle im regenerativen Verstär-
kersystem generiertes TTL-Signal als Trigger verwendet (siehe Abbildung 3.3). Da der
UV-Anregungspuls vor dem MIR-Abfragepuls eintre�en muss, wird folgendermaÿen ver-
fahren: Das Triggersignal von einem Abfragepuls wird aufgenommen, elektronisch um eine
Zeit τ verzögert und als Trigger für die Anregung verwendet. Mit dem darauf folgenden
Abfragepuls wird dann die Absorption zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der Anregung
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detektiert. Dieses Vorgehen ist möglich, da das Rauschen in der Zeit (Jitter) zwischen
zwei aufeinander folgenden Abfragpulsen weniger als 250 ps beträgt [122]. Da bei elek-
tronischen Verzögerungsgeneratoren häu�g das Problem besteht, dass sie nicht gleichzeitig
ein Triggersignal empfangen und ein Signal ausgeben können, werden in dem verwendeten
Aufbau zwei Verzögerungsgeneratoren verwendet. Der erste Verzögerungsgenerator (Ver-
zögerungsgenerator 1, BME05p2, Bergmann Messgeräte KG) verzögert das zum Zeitpunkt
der Pockelszellenschaltung generierte Triggersignal um 900 µs (siehe Abbildung 3.3). Über
einen zweiten Verzögerungsgenerator (Verzögerungsgenerator 2, DG535, Stanford Rese-
arch) kann das Triggersignal weiter um eine variable Zeit, in der Regel zwischen ca. 1 und
110 µs verzögert werden (siehe Abbildung 3.3). Somit kann der Anregungspuls 99 µs vor bis
10 µs nach dem MIR-Abfragepuls ausgelöst werden, ohne dass ein Verzögerungsgenerator
gleichzeitig ein Triggersignal empfangen und ausgeben muss. Um die Präzision bzw. das
Rauschen in der Zeit des Verzögerungsgenerators 1 zu verbessern, wird das 80 MHz Signal
vom Tsunami-Oszillator (aufgenommen mit einer Photodiode, Thorlabs DET 10A/M SI
Biased Detector) als Taktgeber für dieses Gerät verwendet [122].

Mit dem hier vorgestellten Aufbau ist es möglich, mit einer absoluten Zeitau�ösung von
etwa 1 ns Kinetiken bis 99 µs zu untersuchen [122]. Um die Präzision der Absorptionsmes-
sung zu erhöhen, wird jeder zweite Anregungsimpuls durch einen synchronisierten 500 Hz
Chopper geblockt. Für jede Verzögerungseinstellung τ werden dann 1000 Anregungspuls-
Abtastpuls-Signale (gemessen: MIR-Intensität Iia) und Ohne-Anregungspuls-Abtastpuls-
Signale (gemessen: MIR-Intensität Ii0) von der Detektion aufgenommen und die gemittelte
Transmissionsänderung entsprechend

∆T =
∑1000

i=1 I
i
a∑1000

i=1 I
i
0

(3.1)

berechnet. Aus der gemittelten Transmissionsänderung ∆T wird dann die gemittelte Ab-
sorptionsänderung ∆A = −log(∆T ) berechnet (siehe auch Supporting Information der in
Kapitel 4 und 5 dargestellten Verö�entlichungen).

Im Prinzip ist es mit dem vorgestellten Aufbau möglich, Kinetiken bis fast eine 1 ms
zu messen. Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben (und auch fast allen
anderen in der AG Zinth untersuchten Proben) muss jedoch die Probe zwischen zwei auf-
einander folgenden Abtastpulsen ausgetauscht werden. Andernfalls würden sich die von
trans nach cis belichteten Peptide am Ort der Messung anreichern. Um einen komplet-
ten Probenaustausch zwischen zwei aufeinander folgenden Anregungs-Abtastpulspaaren
zu gewährleisten, wird ein temperierbares Durch�ussküvettensystem verwendet [123]. Die
Temperatur der Probe im Durch�usssystem am Ort der Anregungs- und Abfragpulse wur-
de hierbei mithilfe von FTIR-Messungen der temperaturabhängigen Absorption der O-D
Biegeschwingung von deuteriertem Methanol im Bereich von 1660 cm−1bestimmt, wie in
der Diplomarbeit von M. Rampp [123] beschrieben.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Kinetiken des ATZ-Peptides sind
jedoch zum Teil nicht innerhalb des 99 µs Messbereichs des oben beschriebenen Systems
abgeschlossen. Um Kinetiken im Zeitbereich bis knapp 400 µs zu messen, wurde folgender-
maÿen vorgegangen: Der Messbereich, sprich der maximale zeitliche Abstand zwischen An-
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Abbildung 3.3: Schema der Pulsabfolge für die ns-Anreg-Abtast-Spektroskopie. Oberer
Teil: Die MIR-Abtastpulse und ein TTL-Signal werden im Takt von 1 kHz
erzeugt. Mittlerer Teil: Das TTL-Signal wird zunächst um eine feste Zeit
von 900 µs (oder 1600µs) verzögert. Mit dem zweiten Verzögerungsgenera-
tor kann das TTL-Signal noch variabel verzögert werden und dient dann als
Trigger für den ns-Anregungspuls. Jeder zweite Anregungspuls wird vom
Chopper-Rad geblockt. Im untersten Teil ist das 2 µs Integrationsfenster
der Detektion dargestellt. (Bild modi�ziert von [122])

regungspuls und Abtastpuls ist dadurch begrenzt, dass die Probe nach dem Anregungspuls
nicht aus dem Bereichs des Fokus des Abtastpulses herausgepumpt werden darf. Prinzipiell
ist es somit möglich, durch ein Herabsetzen der Durch�ussgeschwindigkeit, auch deutlich
längere Messbereiche als 99 µs zu untersuchen. Die Pumpgeschwindigkeit des Durch�uss-
systems kann jedoch nicht beliebig heruntergesetzt werden, da ein kompletter Austausch
der Probe im Fokus des Abtastpulses zwischen zwei aufeinander folgenden Abtastpulsen
gewährleistet sein muss. Durch eine Optimierung der Durch�ussgeschwindigkeit kann mit
dem im 1 kHz Takt betriebenen Messaufbau ein Messbereich bis 200 µs untersucht werden.
Um den Messbereich weiter zu verlängern, wurde das System so eingestellt, dass nur je-
der zweite (sprich alle 2 ms) Abtastpuls von der Detektion registriert wird. Zudem werden
auch die Anregungspulse nur noch im Abstand von 2 ms generiert. Bei diesen Einstellungen
kann ein Zeitbereich bis 400 µs nach der Anregung gemessen werden, unter Gewährleistung
eines kompletten Probenaustausches zwischen zwei aufeinderfolgenden Abtastpulsen. Für
das hier beschriebene Heruntertakten der Detektion und der Generation der Anregungspul-
se kann bei dem beschriebenen Aufbau folgendermaÿen vorgegangen werden:
Bei der verwendeten Anordnung kann die konstante Zeitverzögerung des ersten Verzö-

gerungsgenerators von 900 µs auf 1600 µs umgestellt werden. Die Anregungspulse werden
hierdurch nur noch im 500 Hz-Takt erzeugt. Da auch die Frequenz des Chopper-Rads
und die Auslesefrequenz der Detektionselektronik vom Takt der Anregungspulse vorgege-
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ben wird, werden diese hierdurch automatisch auf den langsameren Takt umgestellt. Das
Chopper-Rad dreht sich dann mit einer Frequenz von 250 Hz und die Detektionselektronik
integriert die Intensität der MIR-Pulse nur noch alle 2 ms (500 Hz). Im Prinzip können
mit dem hier beschriebenen Vorgehen, sprich Herabsetzen des Anregungstaktes (auf 500
Hz, 333 Hz, 250 Hz, ... ) in Kombination mit der Anpassung der Durch�ussgeschwindigkeit
der Probe, auch noch langsamere Kinetiken, bis in den ms Bereich, untersucht werden.
Bei diesem Vorgehen ist jedoch zu beachten, dass sich durch jede Halbierung der Taktfre-
quenz die benötigte Messzeit verdoppelt. Für die Messung von Kinetiken im ms Bereich
kann somit ein anderes Vorgehen, z.B. mit einem Rapid-Scan FTIR-Spektrometer [124]
vorteilhafter werden.

3.2 Temperatursprung-Messungen an photoschaltbaren

Peptiden

Mit der im vorherigen Abschnitt dargestellten Methode können über UV-Pulse die Isomeri-
sierung des Azobenzolfarbsto�es induziert und die darauf folgenden strukturellen Änderun-
gen der Peptide untersucht werden. Im Gegensatz hierzu werden bei den nun vorgestellten
Temperatursprung- (T-Sprung) Messungen strukturelle Änderungen von cis-ATZ-Peptiden
durch eine schnelle Erhöhung der Temperatur des Lösungsmittels ausgelöst. Die Erhöhung
der Temperatur führt bei den zum Teil gefalteten ATZ-Peptiden mit Azobenzol in cis zu
einem neuen Gleichgewicht mit einem höheren Anteil entfalteter Peptidstrukturen, wobei
sich aber die cis-Struktur des Azobenzolfarbsto�es nicht ändert. Die Temperaturerhöhung
des Lösungsmittels wird hierbei durch einen 5 ns Laserpuls bei einer Wellenlänge von 1909
nm induziert. Der Laserpuls wird vom Lösungsmittel (Methanol-d4) absorbiert und führt
zu einer Erhöhung der Temperatur des Lösungsmittels und der Peptide um einige Kelvin in-
nerhalb von 5 ns (siehe Supporting Information Kapitel 4). Der Übergang der Peptidstruk-
tur in das neue Gleichgewicht mit einem höheren Anteil entfalteter Strukturen entspricht
einer Entfaltungsdynamik. Dieser Prozess läuft auf der Nano- bis Mikrosekunden-Zeitskala
ab und kann über die Absorption der Peptide im MIR-Spektralbereich untersucht werden
(siehe Kapitel 4). In diesem Abschnitt wird kurz der verwendete experimentelle Aufbau
zur Untersuchung der T-Sprung-induzierten Peptiddynamiken vorgestellt. Dieser Aufbau
wurde an der Universität Konstanz von Alexander Popp, Benjamin Heck und Karin Hauser
entwickelt, ähnliche Aufbauten sind in Arbeiten von M. Gruebele oder K. Hauser beschrie-
ben [79, 125].

T-Sprung-Aufbau: Zur Erzeugung der 1909 nm Pulse wird die Fundamentale (1064 nm)
eines gepulsten Nd:YAG Lasers (Continuum, Excel Technology Europe) bei einer Repetiti-
onsrate von 1 Hz, einer Pulslänge von ca. 5 ns und einer Pulsenergie von ca. 800 mJ verwen-
det. Mit diesen Pulsen wird dann bei einem einzigen Durchgang durch eine H2-Gaszelle (30
Bar, Raman-Shifter, Radiant dyes, Germany) über stimulierte Raman-Streuung die erste
Stokes-Line von H2 bei 1909 nm erzeugt. Die 1909 nm Pulse haben eine Pulsenergie von
ca. 50 mJ und werden über ein Pellin-Broca Prisma von der Fundamentalen und anderen
in der Gaszelle erzeugten Frequenzen getrennt (siehe Abbildung 3.4). Zur besseren Unter-
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Abbildung 3.4: Aufbau zur Messung laserinduzierter T-Sprung-Kinetiken. Die von einem
Nd-YAG-Laser generierten Nanosekundenpulse (1064 nm) werden mit ei-
nem H2-Raman-Shifter (RS) zu einer Wellenlänge von 1904 nm verschoben
(erste Stokes-Linie). Die 1909 nm Pulse werden von einem Strahlteiler (BS)
in zwei Teile aufgeteilt, um die Probe von beiden Seiten zu belichten. Die
Strahlhomogenisierer (BH) werden verwendet, um ein möglichst homoge-
nes räumliches Intensitätspro�l zu erhalten. Die Absorption der Probe im
IR wird mit einem cw-Quanten-Kaskaden-Laser (QCL) und einem MCT-
Detektor gemessen. Bezeichnungen: Faraday Isolator (FI), Teleskop (T),
Shutter (Sh), Pellin-Broca Prisma (PP). Abgebildet mit freundlicher Gen-
nemigung von Alexander Popp, Universität Konstanz.

drückung aller in der Gaszelle erzeugten kurzwelligen Komponenten (Anti-Stokes-Linien)
wurden zudem zwei RG 630 Filter (Schott, Dicke=2 mm) in den Strahlengang der 1909 nm
Pulse gestellt. Kurzwelliges Licht kann eine Isomerisierung des in die Peptide eingebauten
Azobenzols induzieren, was bei den hier vorgestellten T-Sprung-Experimenten vermieden
werden muss. Die 1909 nm Pulse werden dann von einem Strahlteiler aufgeteilt, um die
Probe von beiden Seiten zu belichten. Zudem werden Strahlhomogenisierer (BH) verwen-
det, um ein möglichst gleichmäÿiges räumliches Intensitätspro�l mit einem Durchmesser
von ca. 3 mm zu erzeugen. Eine Belichtung der Probe von beiden Seiten mit einem mög-
lichst homogenen räumlichen Strahlpro�l ist entscheidend, um Kavitations-E�ekte in der
Probe zu minimieren [126].
Zur Messung der durch den T-Sprung-induzierten Absorptionsänderungen wird ein im

cw-Modus betriebener Quanten-Kaskaden-Laser (Daylight Solutions, USA) verwendet. Die-
ser spektral schmalbandige Laser (Frequenzbandbreite ca. 100 MHz FWHM entspricht ca.
0.003 cm−1 bei 1600 cm−1) kann auf Frequenzen im Bereich von 1580 cm−1 bis 1715 cm−1

eingestellt werden. Der Laser wird in die Probe fokussiert (Fokusdurchmesser ca. 200 µm)
und dann von einem MCT-Einkanaldetektor (Kolmar Technologies, USA) detektiert (sie-
he Abbildung 3.4). Die Detektion des MCT-Signals ist mit den 1909 nm T-Sprung-Pulsen
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3.2 Temperatursprung-Messungen an photoschaltbaren Peptiden

synchronisiert. Bei den verwendeten Einstellungen wird das MCT-Signal mit einem Analog-
Digitalwandler digitalisiert (Spectrum, Germany), wobei in der Regel von ca. 68 µs vor bis
ca. 1.2 ms nach dem T-Sprung-Puls alle 10 ns ein Datenpunkt (dieser ist proportional
zur am MCT gemessenen Intensität) aufgenommen wird. Zur Korrektur von Messartefak-
ten wird bei jedem zweiten T-Sprung-Puls der Strahl des Quanten-Kaskaden-Lasers vor
der Probe mit einem Shutter geblockt (siehe Abbildung 3.4). Die in diesem Fall mit dem
MCT-Detektor gemessenen Intensitätsänderungen stammen nicht von Absorptionsände-
rungen der Probe, sondern von Streulicht der 1909 nm T-Sprung-Pulse und der erhöhten
thermischen Strahlung der Probe. Die Probe selbst hat Eigenschaften eines thermischen
Strahlers. Diese Eigenschaften ändern sich durch den Temperatursprung und führen zu
einer Variation des am MCT-Detektor detektierten Signals.
Aus zwei solcher T-Sprungmessungen, mit Quanten-Kaskaden-Laser und mit geblocktem

Quanten-Kaskaden-Laser, lassen sich die durch den T-Sprung-induzierten Absorptionsän-
derungen der Probe (Lösungsmittel und Peptid) berechnen. Die T-Sprung-induzierten Dy-
namiken des Peptides können dann wie in Kapitel 4 beschrieben auf der Zeitskala von 2
µs bis 1200 µs analysiert werden.

T-Sprung-Messungen an photoschaltbaren Azobenzolpeptiden: Eine Besonderheit bei
den Messungen am ATZ-Peptid mit Azobenzol in cis ist, dass während längerer Messun-
gen eine Anreicherung von trans-Peptiden durch eine Rückreaktion von cis nach trans

statt�nden kann. Da die trans- im Gegensatz zur cis-Konformation energetisch günsti-
ger ist, kommt es während längeren Messzeiten zu einer thermischen Rückreaktion von
cis nach trans [114]. Bei den hier vorgestellten T-Sprung-Messungen könnte die Rück-
reaktion von cis nach trans unter Umständen auch durch im Raman-Shifter generiertes
kurzwelliges Streulicht beschleunigt werden. Zur Unterdrückung kurzwelliger Anteile in
den 1909 nm Pulsen wurden wie bereits beschrieben zwei RG 630 Filter in den Strahlen-
gang der 1909 nm Pulse eingesetzt. Des Weiteren ist nicht auszuschlieÿen, dass die in der
Lösung induzierten Temperatursprünge in geringem Maÿe die Rückreaktion von cis nach
trans beschleunigen. Hieraus ergibt sich die Frage, ob nicht möglicherweise durch cis nach
trans-Isomerisierung ausgelöste Peptiddynamiken mit den durch die Temperaturänderung
ausgelösten Dynamiken zusammenwirken. Zwei Untersuchungen zeigen jedoch, dass eine
induzierte Rückreaktion von cis nach trans bei den in Kapitel 4 gezeigten Kinetiken keine
Rolle spielen kann:
Erstens wurden die durch cis nach trans-Isomerisierung ausgelösten Strukturdynamiken

des ATZ-Peptids bereits in Anreg-Abtast-Experimenten untersucht [117, 114]. Diese Mes-
sungen zeigen, dass die durch cis nach trans-Isomerisierung ausgelösten Peptiddynamiken
auf einer Zeitskala von Pikosekunden bis ca. 2 µs (bei 21 °C) ablaufen und somit nicht
die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Dynamiken auf der Zeitskala von 2 µs -1200 µs
verursachen können.
Zweitens konnte gezeigt werden, dass während der T-Sprung-Messung mit dem hier vor-

gestellten Aufbau nur ein sehr geringer Teil der Peptide von cis nach trans isomerisiert.
Ein T-Sprung-Puls führt hierbei maximal zu einer Isomerisierung von 0.1% der Pepti-
de im durch den Puls erwärmten Volumen. Die zu erwartende Absorptionsänderung (bei
1640 cm−1) einer ATZ-Probe (c ∼2mM), bei der 0.1% der Peptide von cis nach trans
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isomerisieren, ist jedoch nur ca. 0.02 mOD. Die im folgenden Kapitel gezeigten T-Sprung-
induzierten Absorptionsänderungen des ATZ-Peptids bei 1640 cm−1 sind hingegen ein bis
zwei Gröÿenordnungen gröÿer und liegen im Bereich von 0.4 - 1 mOD. Eine mögliche
temperaturinduzierte Rückreaktion von cis nach trans spielt somit bei den im folgenden
Kapitel gezeigten T-Sprung-Messungen keine Rolle.
Um jedoch während längerer T-Sprung-Messungen eine Anreicherung von trans-ATZ-

Peptiden zu vermeiden wurde die Probe während der Messungen mit UV-Licht (366 nm)
beleuchtet. Hierzu wurde eine Xe-Lampe (LC4 Hamamatsu) in Kombination mit einem
UG11- (1 mm) und einem WG320- (2 mm) Filter von Schott verwendet. Vor und nach
jedem T-Sprung-Experiment wurde zusätzlich über die UV-VIS-Absorption kontrolliert,
dass die ATZ-Peptide im photostationären Gleichgewicht mit ca. 80% Azobenzol in cis

vorliegen. In Kapitel 4 werden die mit dem in diesem Abschnitt beschriebenen T-Sprung-
Aufbau untersuchten Peptiddynamiken der β-Haarnadel ATZ vorgestellt. Zudem werden
Isomerisierungs-induzierte Dynamiken des ATZ-Peptids diskutiert. Diese Isomerisierungs-
induzierten Peptiddynamiken wurden mit dem in Abschnitt 3.1 vorgestellten Aufbau un-
tersucht.

3.3 Stationäre und zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie

In Kapitel 6 werden die Emissionseigenschaften des potentiellen neuen Therapeutikums
Anle138b in stationären Fluoreszenzmessungen und auch zeitaufgelösten Fluoreszenzmes-
sungen untersucht. Über die Fluoreszenzeigenschaften der Substanz ist es dann auch mög-
lich, deren Bindungseigenschaften an α-Synuclein-Proteine und pathologische α-Synuclein-
Aggregate zu untersuchen. In diesem Abschnitt werden die bei den stationären und zeitauf-
gelösten Fluoreszenzmessungen verwendeten Aufbauten kurz vorgestellt.

Stationäre Fluoreszenzspektroskopie: Für die stationären Fluoreszenzmessungen wurde
ein Fluoreszenzspektrometer �FluoroLog3� der Firma �Horiba Scienti�c� verwendet. Bei
diesem Spektrometer kann eine Probe durch Licht einer 450 W Xe-Lampe in Kombination
mit zwei hintereinander geschalteten Gittermonochromatoren bei einer bestimmten Wel-
lenlänge angeregt werden. Das von der Probe emittierte Licht kann dann in 90° Geometrie
(Right Angle) oder 22.5° Geometrie (Front Face) über zwei weitere hintereinandergeschal-
tete Gittermonochromatoren auf einen Photomultiplier abgebildet werden. Im Rahmen
dieser Arbeit werden nur so genannte �Emissionsspektren� diskutiert. Bei diesen wird die
Anregungswellenlänge konstant gehalten. Die Emission wird für verschiedene Wellenlängen
detektiert. Hierbei wird die Durchlass-Wellenlänge der Emissionsmonochromatoren abge-
stimmt und für jede Monochromatoreinstellung die Intensität am Photomultiplier gemes-
sen. Die sich hieraus ergebenden Emissionsspektren werden auf die Wellenlängenabhän-
gigkeit des Photomultipliers und die wellenlängenabhängigen Re�ektionseigenschaften der
Gitterspektrometer korrigiert. Aufgrund der schwachen Fluoreszenz von Anle138b müssen
Einstellungen am Fluoreszenzspektrometer verwendet werden, bei denen möglichst vie-
le von der Probe emittierte Fluoreszenzphotonen detektiert werden. Desweiteren müssen
jedoch, aufgrund der geringen Photostabilität von Anle138b, Einstellungen am Fluores-
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zenzspektrometer verwendet werden, bei denen die Probe mit möglichst geringer Lichtleis-
tung angeregt wird. Gleichzeitig soll jedoch eine ausreichende spektrale Au�ösung erreicht
werden. Die spektrale Breite und auch die Leistung des Anregungslichts können über die
Breite eines sich nach den Anregungsmonochromatoren be�ndenden Spalts eingestellt wer-
den. Die spektrale Au�ösung und auch die Sensitivität der Emissiondetektion kann über
die Breite der Spalte der Detektionsmonochromatoren eingestellt werden. Soweit nicht an-
ders erwähnt wurden im Rahmen dieser Arbeit alle Spektren mit einer Anregung bei 300
nm, Anregungsspalteinstellung von 0.4 nm (entspricht einer spektralen Breite von 0.4 nm)
und Emissionspalteinstellungen von 8 nm aufgenommen. Die Leistung des Anregungslichts
beträgt bei diesen Einstellungen nur ca. 2 µW. Die spektrale Au�ösung der Emissionss-
pektren liegt bei ca. 8 nm.
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Abbildung 3.5: Schematische Funktionsweise einer Streakkamera: Das vom Spektrometer
räumlich aufgetrennte Fluoreszenzlicht tri�t auf die Photokathode und löst
dort Elektronen aus. Die Elektronen werden durch eine Anode beschleunigt
und dann durch einen Plattenkondensator senkrecht zu ihrer Bewegungs-
richtung abgelenkt. Die Ablenkung der Elektronen ist aufgrund der am
Kondensator anliegenden Spannungsrampe abhängig davon, zu welchem
Zeitpunkt diese an der Kathode ausgelöst wurden. Die Elektronen werden
dann verstärkt und über einen Phosphorschirm in Kombination mit einer
CCD-Kamera detektiert. (Bild aus [127])

Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie Zur Untersuchung der zeitaufgelösten Fluo-
reszenz wurde eine kommerziell erhältliche Streakkamera in Kombination mit einer fs-
Anregung verwendet. Eine detaillierte Beschreibung dieser Aufbauten �ndet sich in [128,
129, 130]. Grundlage für die Erzeugung der Anregungspulse bei 300 nm ist ein Ti:Saphir-
CPA-Lasersystem (Clark CPA 2001). Die von diesem System mit einer Repetitionsrate von
1 kHz generierten Lichtpulse haben eine Pulsdauer von 180 fs und eine Zentralwellenlän-
ge von 778 nm. Über die Kombination eines Nichtkollinearen-Optischen-Parametrischen-

37



3 Experimentelle Methoden

Verstärkers (NOPA) mit einer Zweiten-Harmonischen-Generation werden diese Pulse zu
einer Zentralwellenlänge von ca. 300 nm konvertiert [130]. Diese 300 nm Anregungspul-
se haben bei den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Einstellungen eine Energie von
ca. 40 nJ und werden in die Probe fokussiert (Fokusdurchmesser ca. 35 µm). Um einen
kompletten Probenaustausch zwischen zwei aufeinander folgenden Anregungspulsen sicher-
zustellen wird die Probe mit einer Peristaltikpumpe durch eine Quarzglassküvette mit
einer Schichtdicke von 200 µm gepumpt. Das von der Probe emittierte Fluoreszenzlicht
wird von einem UV-Achromat (f =80 mm, Durchmesser 20 mm, Bernhard Halle Nach-
�. GmbH Typ OUV 4.20) gesammelt, kollimiert und einem zweiten Achromat (f=75 mm
NUV Edmund Optics) auf den Eingangsspalt des Spektrometers (Princeton Instruments,
Acton Series SP 2356, f = 300 mm, Gitter 50 Linien/mm ) abgebildet. Die Fokalebene
am Austritt des Spektrometers wird dann von einer Zwischenoptik auf die Photokathode
der Streakkamera (Hamamatsu, C5680-24 C) abgebildet (siehe Abbildung 3.5). Die durch
das Fluoreszenzlicht auf der Photokathode ausgelösten Elektronen werden in Richtung der
Anode beschleunigt und dann durch Elektroden senkrecht zu ihrer Bewegungsrichtung
abgelenkt. Die Spannung an diesen Elektroden wird durch einen Funktionsgenerator ge-
steuert (Hamamatsu, M5677-01), ändert sich linear mit der Zeit und ist synchronisiert
mit dem Anregungspuls. Zum Zeitpunkt des Anregungspulses ist die Spannung maximal
und nimmt dann linear mit der Zeit ab. Direkt nach dem Anregungspuls vom Fluores-
zenzlicht ausgelöste Elektronen werden somit relativ stark abgelenkt. Elektronen, welche
durch eine langlebige Fluoreszenz mit einer Verzögerung zum Anregungspuls ausgelöst
werden, erfahren hingegen nur eine geringe Ablenkung (siehe Abbildung 3.5). Die Anzahl
der Elektronen in einem bestimmten Ablenkungswinkelbereich ist somit korreliert zur An-
zahl der Photonen, welche in einem bestimmten Zeitfenster nach der Anregung emittiert
wurden. Die Elektronen tre�en dann, nachdem sie durch eine Mikrokanalplatte (MCP)
vervielfältigt werden, auf einen Phosphorschirm. Das sich auf dem Phosphorschirm erge-
bende Bild wird von einer CCD-Kamera (Hamamatsu C 9300-508) aufgenommen. Wie in
Abbildung 3.5 dargestellt ergibt sich ein zweidimensionales Bild, wobei die Helligkeitsver-
teilung der Fluoreszenzintensität in Abhängigkeit von der Zeit und von der Wellenlänge
entspricht. Dieses Bild entspricht somit einem zeitaufgelösten Emissionsspektrum. Bei dem
hier vorgestellten Aufbau ist zu berücksichtigen, dass sowohl die Re�ektionseigenschaften
der im Spektrometer verwendeten Gitter als auch die Sensitivität der Streakkamera von
der Wellenlänge abhängen [131] [132]. Die im Spektrometer verwendeten Gitter haben im
sichtbaren Spektralbereich eine gröÿere Re�ektion als im ultravioletten Spektralbereich.
Auch die Sensitivität der Streakkamera ist im sichtbaren Spektralbereich gröÿer. Die in
dieser Arbeit gezeigten zeitaufgelösten Emissionsspektren wurden im Wellenlängenbereich
von 340 nm bis 560 nm aufgenommen und wurden nicht auf die Wellenlängenabhängigkeit
des Photomultipliers und die wellenlängenabhängigen Re�ektionseigenschaften der Gitter
korrigiert. Die gezeigten Spektren sind somit durch eine Rotverschiebung verfälscht.
Vor allem bei schwachen Fluoreszenzsignalen besteht das Problem, dass das aufgenom-

mene Bild auf der CCD-Kamera mit den Rauschsignalen der CCD-Kamerapixel, des Phos-
phorschirms und der Microchannelplate (MCP) überlagert ist. Um diese Störe�ekte zu mi-
nimieren, kann das im Folgenden beschriebene Verfahren, welches auch als Single-Photon-
Counting bezeichnet wird, verwendet werden [109]. Hierbei wird das Fluoreszenzlicht so
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Abbildung 3.6: Zählen einzelner Fluoreszenzphotonen: Das Signal der CCD-Pixel nach der
Analog/Digital-Konversion wird nur dann als Photonenereignis gezählt,
wenn es oberhalb eines bestimmten Grenzwertes liegt. Das Rauschen der
Kamera, des Phosphorschirms und der MCP liegt unter diesem Grenzwert,
und wird unterdrückt. (Abbildung aus [133])

stark abgeschwächt, dass an der Photokathode nur einzelene Elektronen (für jedes Photon
ein Elektron) ausgelöst werden. Das von einem Photon ausgelöste Elektron wird dann, nach
dem Druchgang zwischen den Elektroden, an der MCP vervielfältigt. Diese, von der MCP
generierten, Elektronen erzeugen dann an einer bestimmten Stelle auf dem Phosphorschirm
einen hellen Punkt. Das Bild des Phosphorschirms mit einem oder einigen wenigen solcher
leuchtenden Punkte wird von der CCD-Kamera aufgenommen und als Bild gespeichert.
Durch Wiederholung der hier beschriebenen Messung entstehen eine Vielzahl solcher Bil-
der, welche dann folgendermaÿen analysiert werden: Punkte auf den Bildern, welche in ihrer
Helligkeit einen bestimmten Grenzwert überschreiten, werden als Einzel-Photonenereignis
gezählt. Diese Einzel-Photonenereignisse werden dann, entsprechend ihrer Wellenlängen-
und Zeitkoordinate, histogrammiert. Das sich ergebende Histogramm entspricht der Fluo-
reszenzintensität in Abhängigkeit von der Wellenlänge und der Zeit. Bei diesem Verfahren
werden nur Signale auf der CCD-Kamera berücksichtig, welche einen bestimmten Grenz-
wert überschreiten. Schwache Rauschsignale, welche auf das elektronische Rauschen der
MCP, des Phosphorschirms oder der CCD-Kamera zurück zu führen sind, werden bei
diesem Verfahren nicht berücksichtigt. Dies führt zu einer signi�kanten Verbesserung des
Signal-zu-Rausch-Verhältnisses der Messung.

Mit dem hier vorgestellten Aufbau kann ein Zeitbereich von ca. 2 ps bis 30 ns untersucht
werden [132]. Die Zeitau�ösung wird hierbei in erster Linie über den zeitlichen Gradienten
der Spannung an den Elektroden bestimmt. Somit wäre theoretisch eine Zeitau�ösung bis
in den Femtosekunden- (fs) Bereich möglich. Die Coulombabstoÿung führt jedoch dazu,
dass Elektronen, die von einem kurzen (fs) Fluoreszenzpuls an der Kathode ausgelöst
werden, räumlich auseinanderdriften. Dieser E�ekt limitiert die erreichbare Zeitau�ösung
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der Streakkamera auf ungefähr 2 ps [132]. Die im Rahmen dieser Arbeit diskutierten
Messungen wurden alle in einem Zeitbereich bis 0.5 ns oder 10 ns nach der Anregung
durchgeführt. Die zeitliche Au�ösung dieser Messungen liegt bei ungefähr 12 bzw. 200 ps.
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4 T-Sprung- und

Isomerisierungs-induzierte

Strukturdynamiken eines

photoschaltbaren β-Haarnadelpeptids

In diesem Kapitel werden Messungen von Isomerisierungs- und T-Sprung-induzierten Faltungs-
und Entfaltungsdynamiken einer lichtschaltbaren β-Haarnadelstruktur vorgestellt und dis-
kutiert. Hierbei werden vor allem die folgenden Fragen adressiert:

� Ist die Strukturdynamik von Peptiden von dem Auslösemechanismus der strukturel-
len Änderung abhängig?

� Was ist der Faltungsmechanismus und welche Energielandschaft beschreibt die Fal-
tung einer β-Haarnadelstruktur?

� Wird die Faltung der β-Haarnadelstruktur über einen Di�usionsprozess bestimmt?

Die im Folgenden dargestellten experimentellen Ergebnisse erlauben es, diese Fragen zu
beantworten. Von besonderer Bedeutung ist hierbei die erstgenannte Fragestellung, da ei-
ne Vielzahl von Gruppen Isomerisierungs-induzierte Peptiddynamiken auf der einen Seite
und T-Sprung-induzierte Peptiddynamiken auf der anderen Seite untersuchen. Bisher war
jedoch weitgehend unklar, ob und in welcher Weise die mit den unterschiedlichen Auslöse-
mechanismen untersuchten Peptiddynamiken vergleichbar sind. Im Rahmen der hier vorge-
stellten Arbeit werden erstmalig Strukturdynamiken an einem Peptid mit beiden Methoden
untersucht. Durch die Kombination ist es möglich, ein detailliertes Verständnis der Prozes-
se und Mechanismen von Isomerisierungs- und T-Sprung-induzierten Strukturdynamiken
zu erlangen. Die experimentellen Ergebnisse und die sich hieraus ergebenden Modelle und
Schlussfolgerungen für die Faltung und Entfaltung sind zusammengefasst in der in diesem
Kapitel dargestellten Publikation:
�Isomerization and Temperature Jump Induced Dynamics of a Photo-Switchable β-

hairpin� von Andreas A. Deeg, Michael S. Rampp, Alexander Popp, Bert M. Pilles, Tobias
E. Schrader, Luis Moroder, Karin Hauser, Wolfgang Zinth (Chemistry -A European Jour-
nal, 2013, im Druck) [41].
Anm. nach Abgabe: Die dargestellte Arbeit ist die akzeptierte Version des Papers. Die-

se ist prinzipiell identisch zur Druckversion (Chemistry -A European Journal, 20, 694-
703, 2014). Für den Druckprozess wurden jedoch einige kleine Änderungen vorgenommen:
Grammatikalisch und orthographisch wurde die Arbeit an einigen Stellen leicht modi�ziert,
des Weiteren sind Abbildung 1, 3 und 4 in der Druckversion schwarz-weiÿ dargestellt.
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Abstract: Conformational changes in 
proteins and peptides can be initiated 
by a diversity processes. This raises the 
question how the variation of initiation 
mechanisms is connected to differences 
in folding or unfolding processes. In 
this work structural dynamics of a 
photo-switchable �-hairpin model 
peptide are initiated by two different 
mechanisms: Temperature jump (T-
jump) and isomerization of a backbone 
element. In both experiments the 
structural changes are followed by 
time-resolved IR spectroscopy in the 
nanosecond to microsecond range. 
When the photo-isomerization of the 
azobenzene backbone switch initiates 

the folding reaction, pronounced 
absorption changes related to the 
folding into the hairpin structure are 
found with a time constant of about 16 
µs. In a temperature jump experiment 
one observes kinetics with the same 
time constant. For both initiation 
processes the reaction dynamics reveal 
the same strong temperature 
dependence of the reaction time. The 
high similarity of the transients in the 
microsecond range shows, that the T-
jump and isomerization induced peptide 
dynamics are determined by the same 
mechanism and excludes a downhill 
folding process. Furthermore, the 
combination of both techniques allows 

to present a detailed model for folding 
and unfolding: The isomerization 
induced folding process ends in a 
transition state reaction scheme, where 
a high energetic barrier of 48 kJ/mol 
separates unfolded and folded 
structures. 

Keywords: Protein folding • Azo 
compounds • T-Jump • Time 
resolved IR-spectroscopy • 
Photoswitchable-peptides

Introduction 

In protein folding the arrangement of a polypeptide chain into the 

three-dimensional structure of a functional protein is determined by 

structural dynamics which proceed on vastly different time-scales 

from picoseconds[1] to many seconds. Folding and the related 

structural changes occur after the synthesis of the polypeptide chain 

in the translation process. However, unfolding, refolding and other 

conformational changes in proteins or peptides are also initiated by a 

diversity of other processes. A change in the protein environment 

like temperature or pressure may induce protein folding or unfolding. 

On the other hand, a local structural change at a single backbone 

amino acid like the cis/trans isomerization of a proline residue can 

lead to a change of the complete protein structure and function.[2]

From a more general point of view one might ask if the variation of 

initiation mechanisms will lead to different folding or unfolding 

kinetics. To the best of our knowledge this question has not been 

addressed so far. It is strongly related to the folding and unfolding 

mechanism of a peptide or protein which is often described in terms 

of an energy landscape.[3] Here two contradictory concepts of the 

structural dynamics are discussed: On the one hand the so called 

downhill-folding where the reaction proceeds as a diffusive process 

on a rough potential energy landscape.[3-4] On the other hand 

transition state models where folded, unfolded and intermediate 
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states exist which are separated by energetically unfavorable 

conformations, the so-called transition states.[3] Transition state  and 

downhill-folding models are also used to describe the folding and 

unfolding process of the building blocks of proteins, i.e. the 

secondary structure elements such as α-helices or β-hairpins. 

However, even for these defined structures it is difficult to 

distinguish the two folding models experimentally.[4b, 5] One of the 

most extensively used model peptides to investigate β-hairpin 

formation is TrpZip2 (TZ2).[6] In many cases the folding and 

unfolding dynamics of this β-hairpin were investigated by T-jump 

experiments in combination with stationary spectroscopy and 

simulations.[7] The folding of TZ2 was described with two-state 

models[6-7a], multi-state models with intermediates[7b, 7d, 8] and as a 

diffusion process on a rough potential energy landscape.[7f] The 

folding mechanism of TZ2 has been described as a zipper 

mechanism, were a nucleation event induces rapid formation of 

native H-bonds.[7a, 7d, 9] Here the formation of the hairpin turn was 

often supposed to determine the transition state and to be the rate 

limiting step for in the folding process.[7d, 9a, 9c, 10] But also a 

hydrophobic collapse was proposed, were hydrophobic interactions 

of the aromatic amino acids precede the formation of the native H-

bonds.[7c, 9a, 11] Eventually a unique interpretation of the energy 

landscape and the folding mechanism has not been reached yet and 

additional experiments and techniques seem to be required. 

Figure 1. Exemplary structures of ATZ: For AMPP in the trans form no folded hairpin 

structures are found. These structures strongly deviate from all structures found with 

AMPP in the cis form. For cis AMPP the peptide may form a folded β-hairpin structure. 

At higher temperatures cis-ATZ shows an increasing population of unfolded structures. 

Recently a modification of TZ2 has been presented where the 

incorporation of a photoisomerizable azobenzene compound as turn 

element leads to the photo-switchable hairpin peptide ATZ (H-Ser-

Trp-Thr-Trp-Glu-AMPP-Lys-Trp-Thr-Trp-Lys-NH2).
[12] This 

peptide shows different structures depending on the isomerization 

state of the azobenzene chromophore [3-(3-aminomethyl)phenylazo] 

phenylacetic acid (AMPP),  as shown in the upper part of Figure 1: 

Trans-AMPP does not allow the peptide to reach a β-hairpin-like 

structure and open, unfolded structures dominate. With AMPP in the 

cis-form one finds an ensemble of unfolded and folded β-hairpin 

structures, were the folded β-hairpin structures are stabilized by 

hydrophobic interactions between the Trp residues and intra-strand 

hydrogen bonds.[13] The relative concentration of unfolded and 

folded structures depends on the temperature (see Fig. 1, lower part). 

When the photo-isomerization of the azobenzene backbone switch 

initiates the folding reaction, ultra-fast absorption changes decaying 

on the picosecond time scale have been reported. These dynamics 

were related to structural changes of the chromophore and directly 

attached amino acids.[13a] Indications for the formation of the folded 

structure were found on the µs–timescale. However these µs 

dynamics were not studied in detail and the folding mechanism as 

well as the energy landscape of ATZ remained unclear.[13]  

In the last decade many investigations of peptide dynamics have 

been performed with photo-switchable peptides[5c, 14] on the one side 

and by T-jump experiments[4b, 7, 9b] on the other side. In this paper. 

for the first time the two different mechanisms - photo-isomerization 

and T-jump - are used to initiate the structural dynamics of one 

peptide. For both techniques the reaction dynamics of the ATZ 

hairpin peptide are investigated by IR spectroscopy on the nano- and 

microsecond time scale. From the comparison of the two approaches 

the characteristics of the T-jump and isomerization induced 

dynamics can be identified. In addition, the combination of the 

different experimental methods yields an improved understanding of 

the reaction dynamics, decides between downhill-folding and a 

transition state model and allows a detailed description of the 

folding process of this hairpin peptide.  

Figure 2. (a) IR absorbance of cis-ATZ for different temperatures. The increase in IR 

absorbance at 1640 cm-1 and the decrease around 1660 cm-1 for lower temperatures is 

due to the increased population of folded β-hairpin structures at lower temperatures. (b) 

IR absorbance differences between the photostationary states of cis-ATZ and trans-

ATZ. The increase around 1640 cm-1 and the decrease around 1660 cm-1 after trans to 

cis isomerization indicates that β-hairpin structures are formed upon illumination. (c) 

CD-signal at 228 nm of cis-ATZ and trans-ATZ. The CD signal of cis-ATZ was 

analysed with a Boltzmann distribution of folded and unfolded structures (red line).  
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Results  

Stationary spectroscopy. Fig. 2a shows the stationary absorption 

spectra of cis-ATZ in the amide I region at different temperatures. 

At low temperatures (blue trace for T = -12 °C) a pronounced 

absorption peak at 1640 cm-1 is observed in a range where amide 

groups in β-hairpin structures absorb. At higher frequencies one 

finds a shoulder around 1660 cm-1. This frequency is representative 

for amide groups with reduced number of intra-strand hydrogen 

bonds as found in unfolded or disordered peptide structures. When 

the sample is heated (see blue to red curves) the absorption 

decreases at lower frequencies and rises at higher frequencies as 

expected for a system with folded hairpin structures at low 

temperatures and unfolding towards higher temperatures (see Fig. 

2a). This interpretation is supported by NMR measurements, where 

significant concentrations of folded β-hairpin structures were found 

at lower temperatures.[12]   

For a further characterization of the cis-ensemble temperature 

dependent CD measurements were performed at 228 nm (see filled 

circles in Fig. 2c). The CD signal at 228 nm originates from 

excitonic coupling of the Trp residues and is characteristic for 

stacked Trp as found in folded  β-hairpin structures.[6] Figure 2c 

shows an increase in the 228 nm CD signal towards lower 

temperatures indicating an increase of folded and a decrease of 

unfolded peptides. From the temperature dependence of the CD-data 

the fraction of folded structures can be estimated. A Boltzmann 

analysis (solid curve) of the temperature dependence using a 

standard two-state model yields the equilibrium constant Keq(T) and 

allows to determine the melting temperature to be 12 °C which is 

considerably lower than the melting temperature of 72 °C found for 

TZ2.[6]  

Figure 3. Relaxation kinetics of cis-ATZ after a temperature jump of about 2 K to the 

final sample temperature of about 19 °C. The absorbance decrease at 1640 cm-1 and the 

increase at 1660 cm-1 correspond to the disappearance of folded and the formation of 

unfolded structures respectively. The vertical lines represents the time constant of the fit. 

When the AMPP part of the peptide is switched by light from the 

cis to the trans conformation, significant changes of the IR-

absorption are observed. Figure 2b shows the IR absorbance 

difference spectrum ∆A(ν/c) of the peptide in the cis- and trans-

conformation, ∆A(ν/c) = Acis(ν/c) - Atrans(ν/c). The cis-peptides 

show increased absorption in the red wing of the absorption band at 

1640 cm-1 (representative for a β-hairpin structure) and reduced 

absorption around 1660 cm-1  (unfolded or disordered peptide 

structures) as compared to the trans-peptides. This observation is in 

line with NMR measurements showing that peptides in the trans

conformation do not contain β-hairpin structures.[12] The amplitudes 

of the light-induced absorbance difference spectra display a 

pronounced temperature dependence. As expected, the amplitudes 

are larger for low temperatures since higher concentrations of folded 

β-structures occur in the cis ensemble at low temperatures. CD 

measurements on the peptides with azobenzene in the trans form 

(see black squares in Fig. 2c) show smaller signatures from folded 

structures and a reduced increase towards low temperatures. These 

features also point to some stacked Trp at low temperatures. This is 

in line with NMR measurements where more compact trans

structures were observed.[12]

T-jump induced dynamics. The temperature induced unfolding of 

cis-ATZ was investigated in a T-jump experiment. A heating pulse 

at 1909 nm induces a temperature jump of 2-3 K in the peptide 

solution resulting in a final peptide temperature of about 19 °C. The 

response of the peptide, i.e. the relaxation into the equilibrium at the 

higher temperature is monitored by the IR absorption changes in the 

amide I region at 1640 cm-1 (folded hairpin) and 1660 cm-1

(disordered structures). Figure 3 shows the absorption transients as 

obtained after correction for the pure solvent (see Materials and 

Methods). At 1640 cm-1 (lower trace) the temperature jump induces 

an absorption decrease that can be fitted with a time constant τobs = 

18.4 ± 0.7 µs. Probing the absorption change at 1660 cm-1 shows an 

absorption increase which can be related to the growth of unfolded 

structures upon temperature rise. The analysis yields a slower time 

constant of 25.4 ± 1.2 µs. Both time constants depend on the peptide 

temperature. At lower temperatures (see Table 1) the transients 

probed at 1640 cm-1 and 1660 cm-1 can be described (within 

experimental error) by the same time constant. 

Isomerization induced peptide dynamics. Illumination of the 

trans-AMPP in the UV induces rapid photoisomerization to the cis

form. This process was found to be finished within a few 

picoseconds.[13] In the present experiment we use sub-nanosecond 

pulses at 355 nm for excitation and probe the induced structural 

changes of the attached peptide via the absorption of the amide 1 

band.  Figure 4a shows the transient absorption difference spectra 

(sample temperature 21 °C) at delay times in the nanosecond to 

microsecond range. At early times, at tD = 6 ns after isomerization 

one observes only a very weak absorption decrease in the amide 1 

region. In the few microsecond range the absorption changes grow. 

The increase in absorption at 1640 cm-1 as well as the decrease at 

1660 cm-1 represent the formation of a folded β-hairpin structure 

and the reduction of unfolded structures respectively. The final 

difference spectrum recorded at 100 µs resembles closely the 

stationary cis-trans difference spectrum (see Fig. 2b). Figure 4b 

shows the averaged transient absorption changes around 1640 cm-1

(black dots) and 1660 cm-1 (blue dots). On the nanosecond time 

scale one observes a weak increase in absorption at 1640 cm-1

whereas a weak decrease is found at 1660 cm-1. Much stronger 

absorption changes occur in the 20 µs time range. After 100 µs the 

absorption changes have reached their peak value. There are no 

indications for further transients. The microsecond transients are 

modeled by an exponential function with a time constant of τobs = 

16.3 ± 0.8 µs (1640 cm-1) and 14.8 ± 1.2 µs (1660 cm-1). Within the 

experimental uncertainties the positive and the negative absorption 

changes follow the same kinetics. 

Temperature dependence of the peptide dynamics. Both types of 

transient experiments, T-jump and isomerization induced, were 

performed for a wide range of sample temperatures. T-jump 

experiments on cis-ATZ were performed for temperatures between 2 

to 30 °C and isomerization induced experiments between -5 and 
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37 °C. Figure 5a shows T-jump induced absorption changes at 1640 

cm-1 characteristic for the folded structures. For all temperatures the 

kinetics can be well approximated by an exponential function. All 

time constants obtained for 1640 cm-1 and 1660 cm-1 are 

summarized in Table 1 and the Supporting Information (SI)-Table 2. 

Data on the T-jump induced absorbance changes indicate, that for 

the higher temperatures the T-jump kinetics at 1660 cm-1 are 

(slightly) slower than those at 1640 cm-1. For the T-jump 

measurements at the lowest temperature the time constants at 1660 

cm-1 and 1640 cm-1 are the same within the experimental 

uncertainties. IR absorbance changes triggered by trans to cis

isomerization of AMPP are shown in Figure 5b for 1640 cm-1. The 

disappearance of the unfolded structures (around 1660 cm-1) was 

found to occur with the same time constants (see Table 1 and SI-

Table 1). An inspection of the temperature dependence of the time 

constants shows that T-jump induced and isomerization induced 

absorption changes have very similar time constants and show a 

pronounced temperature dependence. A more detailed comparison 

of the time constants recorded around 1640 cm-1 can be obtained via 

the Arrhenius plot given in Fig. 5c. All the experimental points from 

T-jump (squares) and isomerization (points) induced measurements 

perfectly fall on one line indicating that the same Arrhenius 

behavior is observed with both methods. 

Figure 4. a) IR Absorbance difference spectra of ATZ after laser induced trans-cis

isomerization of the AMPP switch (sample temperature 21 °C). b) Transient absorbance 

changes at 1640 cm-1 and 1660 cm-1. The data at t > 1 µs  can be fitted with an 

exponential function yielding time-constants of  16.3 ± 0.8 µs  (1640 cm-1) and 14.8 ± 

1.2 µs (1660 cm-1) respectively indicated by the vertical lines. 

Discussion 

The AMPP backbone element of the ATZ peptide can be switched 

by light between stable cis and trans conformations. The structures 

of trans-ATZ are known to be unfolded. The abbreviation for these 

trans-AMPP, unfolded structures will be TU. Only few intra-strand 

hydrogen bonds are expected for TU which exhibits a broad 

distribution of unfolded structures adapted to the trans geometry of 

the chromophore. TU strongly deviates from all structures found 

with AMPP in the cis form which is due to the different geometry of 

the AMPP turn.[12]  The stationary experiments on ATZ containing 

cis-AMPP (cis-ATZ) show that folded and unfolded structures exist 

which will be called CF and CU respectively (Fig. 1 lower part and 

Fig. 2). The populations of the folded structures CF and unfolded 

structures CU are determined by their free energy G=H-TS which 

has an enthalpic H and entropic -TS contribution and depends on 

temperature.[15] While one can assume that essentially one folded 

structure CF is present, many unfolded i.e. not completely folded 

structures are possible forming the ensemble CU. When the 

interconversion within the structures of CU is fast compared to the 

transition from CU to CF one can treat CU as one single kinetic 

state.[15] The kinetics and states in the thermal equilibrium of cis-

ATZ are involved in the folding and unfolding process and will be 

discussed in this section.  

Isomerization induced folding dynamics. The isomerization 

induced experiments start with the trans-ATZ ensemble TU (see Fig. 

6a) where the peptide is far off a β-hairpin structure.[12]  Excitation 

of the trans-AMPP chromophore by light at 355 nm starts rapid 

photoisomerization of the chromophore.[13] Within 150 ps after light 

absorption the AMPP chromophore has isomerized, peptide groups 

directly attached to the AMPP have been rearranged and the 

surrounding solvent has adapted to the new shape of the molecule. 

At that time the IR-absorption of the amide group, characteristic for 

the hydrogen bond pattern is essentially unchanged.[13a] Thus the 

AMPP switch is isomerized but there are no significant structural 

changes of the peptide moiety. The peptide structures might still 

resemble the original unfolded trans conformations (TU) however 

the chromophore is now in the cis conformation. We call these 

transient unfolded structures CU* (Fig. 6).  

The experiments reveal that the subsequent reactions occur on 

the nano- and microsecond time scale and lead to folded and 

unfolded states CF and CU in the thermal equilibrium of cis-ATZ 

(see Fig. 4). Up to a time of 1 µs one finds only small absorption 

changes. The subsequent transients are dominated by a strong 

absorption change with exponential time dependence (Fig. 4b). The 

formation of the folded (observed at 1640 cm-1) and the 

disappearance of unfolded structures (at 1660 cm-1) occur with the 

same time constant τobs. After this time the stationary difference 

spectrum is reached. The observation of a single exponential kinetic 

for the isomerization induced folding reaction is in line with the 

following reaction models:  

(i) A direct transition with time constant τobs from CU* to the cis-

equilibrium where the cis-equilibrium, formed by CU and CF, 

interchanges on a much faster time scale <<τobs. 

(ii) An initial fast (<<τobs) transition from CU* into the unfolded 

ensemble CU, followed by the transition into the thermal 

equilibrium of CU and CF with τobs.   

T-jump experiments. The kinetics between the thermal cis-

ensemble of CF and CU (see Fig. 6a lower blue part) have been 

investigated by T-jump experiments. Here the laser induced increase 

in temperature leads to a decrease of the free energy of the unfolded 

state CU in relation to the folded state CF (see SI-Fig. 3). The 

relaxation into the new equilibrium with a higher fraction of 

unfolded structures is related to an unfolding process which is 

probed in the IR. For the T-jump measurement performed at room 

temperature the decrease of the absorption band of the folded 

hairpin at 1640 cm-1 occurs with the same time constant of about 18 
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µs (19°C) as found in the isomerization induced folding experiment. 

Furthermore the T-jump induced unfolding kinetics and the 

isomerization induced folding kinetics observed at 1640 cm-1 show 

the same temperature dependence (see Fig. 5). An Arrhenius type 

analysis of the kinetics is performed according to [15]  
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Here the entropic part of the activation energy T∆S# is contained in 

the pre-exponential factor k0. The temperature dependence of all the 

experimental time constants yielded an activation enthalpy of ∆H# = 

47.8 ± 1.4 kJ/mol. The activation enthalpy originates from 

interstrand H-bonds and H-bonds to the solvent molecules. In 

addition the ππ-interactions between the aromatic groups may 

contribute. 

Figure 5. T-jump induced unfolding (a) and isomerization induced folding (b) 

dynamics investigated for different sample temperatures. The transient absorption 

changes at 1640 cm-1 are related to changes in the population of the folded structure and 

were fitted in the microsecond range with exponential functions. (c) A pronounced 

temperature dependence of the time constants is found and the two techniques yield the 

same temperature dependence.  

T /°C  τobs / µs @1640 cm
-1 τobs / µs @1660 cm

-1

Isomerization induced: 

37.3  5.4 ± 0.9 5.2± 2.8 

21.0  16.3 ± 0.8 14.8± 1.2 

3.4 61.0  ± 2.8 67.2±10.8 

-5 .2 106.7 ±9.9 122 ± 32 

T-jump induced: 

27.4 10.2 ± 0.7 19.3 ±1.6 

19.0 18.4 ±0.7 25.4 ±1.2 

9.7 38.6 ± 2.0 48.7 ±2.7 

2.5 66.2 ±3.2 73.0 ±5.8 

Table 1. Isomerization induced dynamics (upper 4 rows) and T-jump induced dynamics 

(lower 4 rows). The error in the temperature is about ± 2 °C. For the measurements 

performed at room temperature (19° and 21°C) the error is about ± 1 °C. 

Energy landscape and reaction dynamics. At first it might be 

surprising that two different reactions - isomerization induced 

folding and T-jump induced unfolding - proceed with the same time 

constants and show the same temperature dependence. Apparently 

both kinetics are determined by the same process. Since it is evident 

that the unfolding reaction observed in the T-jump experiment is 

related to transitions within the thermal ensemble of cis-ATZ also 

the isomerization induced folding must occur in this ensemble. 

Therefore only model (ii) mentioned above can explain the 

observations. Here the transition from CU* to the unfolded states 

CU of the thermal ensemble is very fast. It may be assigned to the 

kinetics found on the 1 ns to 1 µs range. The observed slow folding 

kinetics with the time-constant τobs � 16 µs (21°C) in the 

isomerization triggered experiment is due to the transition of the 

unfolded ensemble CU into the thermal equilibrium of CU and CF 

(see Fig. 6 ). The observation of a single time constant for folding 

and the inverse process unfolding strongly points to a reaction 

scheme where the unfolded structures within CU interconvert on a 

fast timescale and are separated by a high energetic barrier 

(transition region) from the folded structure CF. The kinetics 

between CU and CF can be described in a two-state-model were 

only one time constant can be observed which is independent of the 

direction of the process. This observable time constant τobs is 

determined by the microscopic folding and unfolding rates kf and ku:

1/τobs =k obs = kf  + ku. The microscopic folding and unfolding rates kf 

and ku  can be calculated directly according to Keq(T)=kf /ku  were the 

equilibrium constant Keq(T) can be determined from the CD 

measurement. An analysis of the data with this model yields 

microscopic folding and unfolding rates kf=1/40 µs-1 and ku=1/27 µs-

1 (21 °C) (see SI-Table 1 for other temperatures). The activation 

enthalpies for the microscopic folding/unfolding transitions are ∆H#
f

= 32.4 ± 1.0 kJ/mol and ∆H#
u= 63.5 ± 1.0 kJ/mol.  

The previous discussion was based on the data recorded in the 

1640 cm-1 range, where the folded structures are probed. The T-

jump experiments probed at 1660 cm-1 reveal slightly longer time 

constants (see Table 1 and Fig. 3). At the higher peptide 

temperatures the difference is well seen and the ratio of the observed 

time constants τobs (1660 cm-1)/ τobs (1640 cm-1) is above 1.8. At low 

temperature the ratio approaches 1 and the two time constants 

cannot be distinguished within the experimental error (see SI-Table 

2). The observation of an additional time constant shows that the 

model with only two states CU and CF is not sufficient to describe 

the experimental observations for higher temperatures.  

46



Figure 6. a) Schematic illustration of the ensembles involved in the T-jump and trans-

cis isomerization induced dynamics. With AMPP in the trans-conformation a broad 

distribution of unfolded structures adapted to the trans-geometry of the chromophore 

exists (TU). 150 ps after excitation of the chromophore, AMPP has changed from the 

trans- to the cis-geometry however no significant structural changes of the amino-acid 

strands are found. These transient unfolded structures are called CU* and evolve on the 

ns timescale into the unfolded conformations CU (and maybe to some small extent into 

CU'). The formation of the folded structure CF in the isomerization induced experiment 

is determined by a transition-state between CU and CF. In the T-jump experiment the 

thermal equilibrium populations of CF, CU and CU' (blue area of low energy structures) 

are redistributed by the heating and the formation of the new equilibrium with a higher 

population of CU and CU' is observed. (b) Free energy profile of CF, CU and CU', the 

population in thermal equilibrium (red) and the corresponding structures. The indicated 

rate constants are obtained from modeling of the transient data as described in the text. 

The displayed structures are exemplary to illustrate schematically the reaction. 

For ATZ at higher temperatures a simple extension of the model 

by an additional unfolded state CU' allows to describe the 

experimental data (see Fig. 6, SI-Chapter 5). In the isomerization 

induced experiment CU* exchanges into the unfolded conformation 

CU (and maybe to some small extent into CU') on the ns timescale. 

The formation of the folded structure CF is determined by a 

transition-state between CU and CF (see Fig. 6 and SI-Fig. 3). In the 

T-jump experiment the laser induced increase in temperature leads 

to a decrease of the free energy of the unfolded states CU and CU' in 

relation to the folded state CF. Directly after the T-jump, CF has an 

excess population and the formation of the new equilibrium with a 

higher population of CU and CU' is observed (see SI-Fig. 3). The 

rates according to this model are presented in Figure 6b for room 

temperature (21 °C). The model does describe the observed T-jump 

and isomerization induced dynamics well, including the slightly 

slower T-jump kinetics at 1660 cm-1 (see SI-Chapter 5). The 

additional unfolded state CU' is considerably higher in energy than 

CU, has a somewhat higher absorption coefficient at 1660 cm-1 and 

exchanges slowly with CU on the time scale of 50 µs. This third 

state is only weakly populated especially at the lower temperatures 

where all time constant become similar and where the reaction is 

well described by a model with only two states CU and CF. These 

properties indicate that CU' corresponds to peptides in strongly 

unfolded conformations (see Fig. 6b). It should be noted, that in the 

model with three states CU', CU and CF the microscopic folding 

and unfolding rate constants of the transition between CU and CF 

deviate only slightly from the rate constants obtained from the 

model with only two sates CU and CF (two-state: kf=1/40 µs-1, 

ku=1/27 µs-1, kf+ku=1/16 µs-1; three-state: kf=1/42 µs-1, ku=1/30 µs-1, 

kf+ku=1/17 µs-1). Therefore the activation enthalpies ∆H#
f and ∆H#

u

obtained from the two-state analysis do not change considerably 

when considering the third state CU'.  

In the literature the so-called “downhill folding” was discussed 

as an alternative to transition state theory in protein folding. Here 

the kinetics are determined by diffusion on a rough energy 

landscape.[3a, 4b, 16] In general “downhill folding” exhibits non-

exponential, e. g. stretched exponential dynamics.[4b, 5c, 17] However, 

under special conditions exponential kinetics occur.[5a, 18] “Downhill 

folding” was used to describe the experimental observations in a 

number of peptide systems.[16a, 17, 19] Although downhill folding and 

transition state folding are conceptually completely different it is in 

many cases difficult to distinguish them experimentally.[4b, 5] One 

might ask if such a diffusion process on a rough energy landscape 

might also be relevant for the observed folding and unfolding 

transitions in thermal equilibrium of cis-ATZ. In general “downhill 

folding” kinetics depend on the particular diffusion path and are 

determined by the gradient of the free energy surface, the local 

diffusion coefficient and the initial conditions (see ref. [7e, 20] and SI-

Chapter 4). In particular, "downhill folding" would not lead to 

identical kinetics for folding and unfolding nor would it lead to the 

same temperature dependence of the time constants. The 

experimental observations of very similar kinetics for unfolding and 

folding (see Fig. 5) argues strongly against a downhill folding 

reaction model and supports the presented transition state model.  

ATZ versus TZ2. The detailed information obtained on the folding 

reaction for ATZ allows the comparison of this peptide with the 

widely investigated TZ2. The major structural difference between 

TZ2 and cis-ATZ is the relatively rigid turn formed by the cis-

AMPP. The presented investigations on ATZ show distinct 

differences to TZ2. First the folded form of cis-ATZ (investigated in 

H2O
[12] and methanol) has a lower stability than TZ2[6] in H2O. The 

smaller stability of cis-ATZ could originate from the rigid cis-

AMPP turn which might deviate from a perfect hairpin loop. 

Furthermore the kinetics for the ATZ peptide are slower and show 

stronger temperature dependence than the kinetics for the TZ2 

peptide variants.[7a, 7c] The observable rate constant kobs for TZ2 at 

room temperature was found to be 3-7 µs with an activation Energy 

of Ea=27-32 kJ/mol. From a two-state analysis of TZ2 kinetics a 

microscopic folding rate kf = 1/2.5 µs-1 and an activation enthalpy 

∆H#
f of 15-18 kJ/mol was determined.[7a] For ATZ τobs was found to 

be in the order of 20 µs with an activation enthalpy of Ea=48 kJ/mol. 

For ATZ a two-state analysis yields a microscopic folding rate 

kf=1/40µs-1 with an activation enthalpy ∆H#
f = 32 kJ/mol. To 

summarize, the kinetics of TZ2 are much faster and have lower 

activation energies than the kinetics of ATZ. The changes found for 

ATZ are surprising: The solvent methanol used here in the kinetic 

experiments has a lower viscosity than H2O which should lead to 

faster folding. Furthermore the pre-formed turn appears to be an 

ideal starting condition for the sequential closing of the hydrogen 

bridges of the hairpin as it is discussed for the zipper mechanism.[7a, 
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7d, 9a, 9b] The observed slower folding kinetics do not support such a 

zipper mechanism for the formation of the ATZ hairpin. 

Furthermore the slower folding kinetics show, that a rapid turn 

formation will not necessarily speed up folding as it would be 

expected for folding mechanisms were turn formation plays an 

important role.[7d, 9a, 9c, 10] On the other hand, a rigid turn region 

strongly restricts the conformational space and the flexibility of the 

peptide and will reduce the accessibility of paths via widely 

unfolded states. A strong increase of the effective barrier and a 

slowing down of the kinetics - as observed for cis-ATZ - may result. 

In the following part the folding mechanism, relevant for the 

formation of the ATZ hairpin, will be discussed in more detail. 

Folding mechanism of ATZ: In general two different folding 

mechanisms, the hydrophobic collapse and the zipper mechanism 

are discussed for hairpin formation.[7d, 9a, 9b, 11] For ATZ, the 

mechanism that determines the formation of the folded structure 

must be related to the transition state between CU and CF. For this 

peptide a microscopic folding transition from the unfolded state CU 

to the folded sate CF with an activation enthalpy of ∆H#
f = 32 

kJ/mol was found. This relatively high activation enthalpy is in the 

order of the energetic deficit of 4 or 5 H-bonds. In contradiction to 

this observation a zipper mechanism [9b] with a preformed turn does 

not require a simultaneous breaking of 4 or 5 H-Bonds and seems 

not to be the rate limiting molecular process for ATZ. A 

hydrophobic collapse mechanism might be more reasonable: Here 

the formation of hydrophobic interactions of the tryptophanes and 

the AMPP switch might combine with the simultaneous breaking of 

several peptide hydrogen-bonds and may account for the observed 

barrier height. 

Conclusion 

In this paper structural dynamics of the β-hairpin peptide ATZ are 

investigated on the nano- to microsecond timescale. Two different 

processes are used to initiate the structural dynamics. Photo-

isomerization of the AMPP backbone element and an increase of 

solvent temperature (T-jump). When isomerization of the switch 

AMPP is used to trigger the folding reaction initial force driven 

transients had been observed on the picosecond time scale followed 

by rearrangements on the nanosecond time scale. However the 

dominant absorption transients indicative for the folding of the β-

hairpin occur only with a time constant of about 16 µs. The T-jump 

experiments are dominated by the same time constant. In addition 

the same temperature dependence of the reaction rates is found in 

both types of experiments. These results clearly show that the 

dominant reaction dynamics initiated by the two different 

mechanisms -isomerization or T-jump- are determined by the same 

process. The combination of both techniques allows us to present a 

detailed model for folding and unfolding: The isomerization induced 

folding process ends in a transition state reaction scheme, where a 

high energetic barrier of 48 kJ/mol separates unfolded and folded 

structures. The T-jump induced dynamics are determined by the 

same reaction scheme. The formation of the β-hairpin over the 

energetic barrier might be determined by a hydrophobic collapse 

mechanism. The experimental results exclude a downhill folding 

process. However deviations from a model with only one folded and 

one unfolded state in the thermal cis-equilibrium are observed which 

point to a substructure of the unfolded ensemble. Τhe presented 

work shows that the simultaneous application of the different 

initiation techniques opens convincing new possibilities for the 

investigation of conformational dynamics of peptide systems. 

Experimental Section 

Sample preparation. The synthesis of the β-hairpin model peptide ATZ has been 

described previously.[12] Prior to the experiments the peptide was dissolved in an 

aqueous 0.1% TFA solution with 40% acetonitrile, lyophylized and redissolved in 

methanol to reach the high concentration required for the IR experiments. It has been 

shown previously that this solvent is well suited for the investigation of ATZ since 

studies on ATZ in water, methanol and water/methanol mixtures have been already 

performed.[12] In these solvents no significant structural differences could be observed 

for the trans peptide. Also for the cis peptide structural properties were not found to 

depend strongly on the solvent. However in water the peptide is soluble only up to µM 

concentrations, whereas in methanol the peptide remains monomeric even in the mM 

range. Different illumination techniques have been used to generate photostationary 

states (PSS): PSStrans containing the AMPP essentially in the trans-form was reached by

illumination with  λ > 400 nm from a KLC 2500 light source (Schott, Mainz) equipped 

with a fiber bundle (diameter 5 mm) and a GG 400 (2 mm) long-pass filter (Schott). 

PSScis containing the AMPP essentially in the cis-form was reached by illumination at 

360 nm (Xenon Arc lamp, Mod, 6140 Oriel), equipped with UG11 (2 mm), WG320 (2 

mm) filters (Schott) and a liquid lightguide, Series 300, 3 mm diameter (Lumatec). In 

the CD and T-jump experiments PSScis was reached by illumination with UV light at 

360 nm (Xe-lamp, LC4, Hamamatsu), equipped with UG11 (1 mm) and WG320 (2 

mm) filters (Schott). 

Stationary spectroscopy. FTIR measurements were performed with a Bruker IFS 66 

FT spectrophotometer equipped with a homebuilt temperature control of the sample 

holder. The temperature of the sample was determined by the spectral position of the O-

D bending vibration of methanol-d4 at about 1660 cm-1. The model peptide was 

dissolved (c=2 mM) in methanol-d4 (Sigma Aldrich 99.8%) and sandwiched between 

two CaF2 windows with a Teflon spacer (210 µm). For each temperature the IR 

absorbance of the sample in the photostationary states PSScis and PSStrans as well as the 

background absorbance of the solvent methanol-d4 were recorded. In addition the IR 

absorbances of N�-trifluoracetate (Sigma Aldrich, 98%, c= 20 mM) in methanol-d4 

were recorded for each temperature. The spectra of N�-trifluoracetate can be used to 

correct peptide IR-spectra from the absorption of residual TFA as previously 

described.[13a] In the absorbance spectra of ATZ (see Figure 2 a) the background 

absorbance of methanol-d4 and contributions from residual TFA were subtracted.

CD spectra were recorded with a commercial CD spectrometer (AVIV Biomedicals, 

Model 410) equipped with a temperature control of the sample holder. The dissolved 

model peptide was kept in a cell with fused silica windows (path length 1 mm). For the 

CD-measurements the model peptide was dissolved in methanol (c=95µM) and stored 

in the dark to obtain a sample containing all AMPP switches in the trans state (trans

ensemble). The CD signal at 228nm of this 100% trans ensemble was measured for 

temperatures from -19 °C to 58 °C in steps of 2 °C and vice versa (Fig 2c). 

Subsequently the sample was converted into the photostationary cis ensemble and the 

CD-measurement was repeated (for details see SI-Chapter 1).  

Isomerization induced time-resolved experiments. Transient absorption 

measurements were performed in the UV pump, IR probe scheme as previously 

described.[21] To probe the absorption of the sample a 110 fs pulse from a 1 kHz Ti: 

sapphire regenerative amplifier system (Spectra Physics, Spitfire Pro) was used to 

generate femtosecond mid-IR probe pulses by optical parametric amplification and 

difference frequency mixing.[22] The IR absorption was measured spectrally resolved in 

the range from 1580 cm-1 to 1730 cm-1 with a spectrograph (Brucker, Chromex 250 IS) 

in combination with a 64 Channel MCT array (Infrared Systems Development, IR-

0144). The trans-cis isomerization of the AMPP was induced by a 355 nm pump pulse 

with about 0.6 ns pulse length. The pump pulse ( ~4 µJ, beam diameter at sample 

position ~ 200 µm) was produced  by third harmonic generation of an externally 

triggered Q-switched Nd:YVO laser (AOT) that was electronically synchronized to the 

IR probe pulses.[21] The jitter of the UV pump pulse relative to the subsequent IR probe 

pulse was less than 1 ns and a total time resolution of the system of better than 1 ns 

could be reached. To obtain a higher precision of the absorption measurement a chopper 

was used to block every second pump pulse. For each delay position between pump 

pulse and IR probe pulse, 1000 of these no-excitation/probe and excitation/probe events 

were recorded and the averaged absorbance change was determined. Between 8 and 11 

scans of the delay settings were averaged and corrected to obtain the absorbance 

difference spectra for all delay settings (for details se SI-Chapter 2). In these 

experiments ATZ was dissolved in methanol-d4 (Sigma Aldrich, 99.8%) at c=2 mM. To 

enable complete sample exchange between subsequent laser shots a homebuilt 

temperature controlled cycle system equipped with a CaF2 cuvette (d= 240 µm) and a 

sample reservoir was used. The sample reservoir was illuminated by λ > 400 nm (KLC 

2500 light source, equipped with a 2 mm GG400 long-pass filter) to avoid accumulation 

of cis-ATZ. The temperature of the cycled sample in the cuvette was determined in a 

FTIR measurement via the spectral position of the O-D bending vibration of methanol-

d4 at about 1660 cm-1.  

T-jump measurements. T-jump experiments were performed with a home-built pump-

probe spectrometer. The T-jump in the sample is initiated by rapid heating of the 
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solvent with a Raman-shifted 5 ns pulse of a Nd:YAG laser (Continuum, Excel 

Technology Europe). The Raman shifter (Radiant dyes, Germany) is filled with H2 (30 

bar) and shifts the laser fundamental at 1064 nm to 1909 nm (first Stokes line) were the 

solvent methanol-d4 absorbs (see SI-Chapter 3). The 1909 nm pump beam is split into 

two components, in order to excite the sample from the front and back side with two 

counter-propagating heating pulses, which leads to a more homogeneous heating profile 

and helps to reduce cavitation effects. A quantum cascade laser (Daylight Solutions, 

USA) operated in cw mode and tunable in a spectral region between 1580 cm-1 to 1715 

cm-1 was used to probe the conformational changes of the peptide in response to the T-

jump. To achieve a homogenously heated probed area, the beam of the quantum cascade 

laser was first expanded by a telescope and then focused to a diameter of ~ 200 µm in 

the sample cell where it overlaps with the pump pulse with a much larger diameter of 3 

mm. The thermally induced transmission changes were monitored with a photovoltaic 

18 MHz MCT detector (Kolmar Technologies, USA) and digitized by a transient 

recorder board (Spectrum, Germany). The sample cell (220 µm optical path length) was 

connected to a temperature controlled water bath (Lauda, Germany) and the sample was 

equilibrated to a defined temperature. The peptide was dissolved in methanol-d4 (Sigma 

Aldrich, 99.8%, c=2.5 mM) and converted into the photostationary cis ensemble PSScis. 

The laser-induced T-jump perturbs the folding equilibrium and relaxation kinetics were 

monitored at 1640 cm-1 and 1660 cm-1. Between 150 and 500 single absorption 

transients were averaged and analyzed for several peptide temperatures. The absorption 

was recorded on linear time intervals (with 10 ns sampling) from about 68 µs before and 

until 1200 µs after the T-jump. For data analysis on a logarithmic scale, the data points 

were averaged in a way that finally 20 data points were obtained equally distributed per 

decade. The cooling of the solvent leads to absorption transients on the ms timescale 

and can be fitted by an exponential decay. This contribution was subtracted from the 

aborption data recorded for the peptide solutions. The absorption changes of the peptide 

were fitted with an exponential function. A data analysis on the sub µs timescale was 

not performed. The magnitude of the T-jump was determined from the absorption 

change of the sample directly (~ 2 µs) after the T-jump (see SI-Chapter 3). 
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1) Circular dichroism (CD) measurements 

2) Isomerization induced time-resolved experiments 

3) T-jump experiments in methanol-d4 

4) Diffusion in a harmonic potential 

5) Model for T-jump and isomerization induced 

kinetics 

1) Circular dichroism (CD) measurements:  

CD spectra were recorded with a CD spectrometer (AVIV 

Biomedicals, Model 410) equipped with a temperature control 

of the sample holder. The dissolved model peptides were kept 

in a cell with fused silica windows (path length 1 mm). For the 

CD-measurements the model peptide was dissolved in 

methanol at a concentration of 95µM (determined via the 

tryptophan absorbance) and stored in the dark to obtain a 

sample containing all AMPP switches in the trans state (trans

ensemble). The AMPP absorbance at 340 nm was used to 

determine the fraction of trans AMPP. The CD signal at 228 

nm of this 100% trans ensemble was measured for 

temperatures from -19 °C to 58 °C in steps of 2 °C and vice 

versa. The CD signal for the rising and falling temperatures are 

identical and no conversion from trans to cis due to the 228 nm 

light of the CD-spectrometer was observed. Subsequently the 

sample was converted into the photostationary cis ensemble. In 

this photostationary state AMPP is predominantly in the cis-

form (ca. 80% cis-AMPP).[1] With the sample in the 

photostationary state, the CD-measurement was repeated. In 

this case the 228 nm light of the CD-spectrometer is leading to 

a slight conversion from cis to trans. Measurements of the 

AMPP absorbance showed a small (10%) change in the 

concentration of cis-molecules during the CD-measurement. In 

this case the CD-signal for the rising and falling temperature 

measurement was averaged to obtain a CD melting curve 

which is representative for a 75% cis-sample. The CD signal 

expected for a 100% pure cis-ensemble was calculated by 

subtraction of 0.25 times the trans-CD-signal from this CD-

curve of the photostationary cis-ensemble (75% cis) and 

appropriate scaling by a factor of 1/0.75 (Figure 2c).  

2) Isomerization induced time-resolved experiments:  

Rate-constants at 1640 cm-1 and 1660 cm-1 of the isomerization 

induced time-resolved experiments are listed in Supporting 

Table 1. The rate-constants at 1640 cm-1 and 1660 cm-1 were 

obtained from the analysis of the experimental data as 
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described below. For each temperature the populations of the 

folded fraction obtained from the CD measurement are shown 

as well. Furthermore the microscopic folding and unfolding 

rates kf and ku from a two state analysis of the 1640 cm-1 rate-

constants are shown.  

In a previous work the dynamics of ATZ induced by trans - 

cis isomerisation of the AMPP were investigated in a laser 

flash experiment. Here IR-absorbance changes at 1640 cm-1

with a time-constant of about 30 µs were observed.[2] At first it 

is surprising that this time-constant is somewhat slower than 

the 16 µs time-constant obtained at 21° C in the isomerization 

induced experiment in this work. In the previous work the 

sample preparation was slightly different, for example a 

different lyophilisation protocol was used. Furthermore the 

solvent methanol-d4 was obtained from Merck whereas in the 

present work all IR experiments were performed in methanol-

d4 from Sigma Aldrich. However apart from the differences in 

the sample preparation the temperature of the sample was not 

controlled in the original laser flash experiment. In the 

presented work the trans - cis isomerization induced dynamics 

of ATZ were found to depend strongly on the sample 

temperature (see Figure 5). Already a deviation of some °C will 

lead to significantly faster or slower kinetics. Finally it should 

be mentioned that the experimental precision and the signal to 

noise ratio of the laser flash experiment was limited.      

Temp. Folded 

fraction 

(from 

CD) 

1/k (µs) 

at 1640 

cm-1

1/k (µs) 

at 1660 

cm-1

1/kf

(µs) 

1/ku

(µs) 

37.3  25.7% 5.4± 0.9 5.2± 2.8 21.1 7.3 

21  40.3% 16.3± 0.8 14.8± 1.2 40.4 27.3 

3.4 60.2% 61.0± 2.8 67.2±10.8 101.5 152.9 

-5.2  70.0% 106.7±9.9 122 ± 32 152.0 358.1 

Supporting Table 1: Isomerization induced dynamics, populations of 

the folded fraction and microscopic folding and unfolding rates kf and 

ku obtained from a two state analysis of the 1640 cm-1 rates. 

Data analysis of the isomerization induced time-resolved 

experiments: In the isomerization induced time-resolved 

experiments the UV-excitation pulse leads to a very small 

increase of the solvent temperature in the order of 100 mK. 

This small temperature rise is not relevant for the peptide 

dynamics, however it can produce thermal lensing effects and 

disturbs the absorption measurement especially on the ns 

timescale. The multi-channel detection allows a detailed data 

analysis where thermal lensing effects can be corrected and a 

better signal to noise ratio can be achieved. The transient 

absorption data was analyzed in the following way: From the 

transient absorbance changes in the range of the folded 

structures around 1640 cm-1 (1635 cm-1 - 1645 cm-1) the 

averaged absorption changes in the range where the peptide 

does not absorb (between 1580 cm-1 and 1600 cm-1) was 

subtracted. From the transient absorbance changes in the range 

of the unfolded structures around 1660 cm-1 (1660 cm-1 - 1665 

cm-1) the averaged absorption changes at 1651 cm-1 and 1675 

cm-1 where the peptide shows only small absorbance changes 

were subtracted. The obtained transient absorption changes for 

1640 cm-1 and 1660 cm-1 were averaged over time intervals to 

obtain 2 data points per decade, equally distributed on the 

logarithmic scale from 1 ns – 1 µs. On the µs timescale the 

transients were averaged over time intervals to obtain 20 data 

points per decade and fitted in the interval from 1 µs –200 µs 

(for 21 °C and 37 °C) or 1 µs –400 µs (3 °C and -5 °C) with an 

exponential function (see Figure 4 and 5). The signature of the 

thermal lensing on the transient absorption measurement can be 

measured directly by repeating the described pump-probe 

experiment using an azobenzene/methanol-d4 solution instead 

of the ATZ sample. On the ns-µs timescale azobenzene shows 

no structural dynamics and the measured absorption changes 

originate only from the weak heating of the sample and the 

corresponding thermal lensing effects. The transient 

absorbance spectra of ATZ can be corrected for the absorption 

changes related to thermal lensing obtained from this 

azobenzene measurement (see Figure 4a). The transient 

absorption data of ATZ corrected with this approach were also 

fitted with exponential functions. Both ways of data analysis, 

azobenzene correction or averaging and subtraction, yielded 

the same time constants. 

3) T-jump experiments in methanol-d4: 

T-jump experiments were performed in methanol-d4. The 

Raman-shifted Nd:YAG laser pulse at 1909 nm (5238 cm-1) 

excites an overtone vibration of the solvent thereby causing a 

fast temperature jump in the peptide-solution within the pulse 

duration of 10 ns. To the best of our knowledge the 

performance of T-Jump experiments in methanol-d4 was not 

reported before. As illustration the absorbance spectra, the 

temperature dependence of the absorbance spectra and the 

absorbance changes of Methanol-d4 in a laser induced 

temperature jump experiments are shown in SI-Figure 1.   
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Supporting Figure 1: a) FTIR absorption spectrum of Methanol-d4 at 

28°C. The absorption at 5238 cm-1 can be used to induce a T-jump in 
the solvent by a short laser-pulse. b) FTIR difference spectra revealing 

the temperature-dependent absorption changes of methanol-d4 in the 

amide I region. 28 °C was chosen as reference temperature and 
difference spectra are shown for 12 °C, 42 °C and 58 °C. c) 

Absorbance changes of methanol-d4 due to a temperature jump of 

about 2° C. The temperature jump is induced by a 10 ns laser pulse at 

λ=1909 nm. Perturbations in the early time range (< 1µs) occur due to 

cavitation effects and to some small extend to an electronic pick up of 

the detection electronics.   

      

4) Diffusion in a harmonic potential: 

In many cases Downhill folding dynamics are modeled as a 

diffusion process on a rough potential energy surface.[3] Here 

the diffusion kinetics are often described by the Smoluchowski 

equation although an analytic solution of this equation is rarely 

possible.[4] In this approach the roughness of the potential 

energy surface can be considered by a strongly increased 

diffusion coefficient.[5] A harmonic potential can be used as a 

simple model to describe downhill folding processes.[4b, 6] In 

this potential it is possible to calculate analytically the 

diffusion kinetics for different initial conditions and different 

gradients towards the potential minimum.[7]

In this section diffusion in the one-dimensional harmonic 

potential G(x) = ½ f x2 towards and away from the potential 

minimum is treated. Since enthalpic (H) and entropic (TS) 

terms both contribute to the free energy G(x) a change in 

temperature is related to a change in the curvature f. We 

interpret the folded ensemble as the systems with relative 

coordinates x in the vicinity of the potential minimum, -1< x < 

1. The unfolded structures correspond to the region 1 < |x|. In 

the folding reaction an initial excess population of unfolded 

states evolves in this potential landscape. In the unfolding 

reaction the diffusion starts with an excess population of folded 

states i.e. in the region - 1< x < 1 (see “details of the 

calculations”). In our example the curvature f of the harmonic 

potential is chosen to be f(T1)  = 0.1 kbT1 or f(T2) = 0.6 kbT2

leading to a folded population  of 25% and 55% respectively. 

These populations are comparable to the populations of the 

folded structures at the temperatures 30°C and 8°C. The time-

resolved experiments were investigated in this temperature 

range. The populations of the folded structures are estimated 

from the CD measurements.  

The qualitative presentation here is independent of the 

explicit value of the diffusion coefficient D, since D only 

defines the time units.  

In SI-Figure 2 a and b steady state populations are given for 

the two potentials ( f=0.6, f=0.1) i.e. for the two temperatures. 

The starting populations are Gaussian distributions with σ0

=1/2 and centered at x0. In the calculations identical starting 

populations were used for both potentials (SI-Figure 2 c and d). 

For the starting condition x0=0 (Supp. Fig. 2 c and d, red 

curves) the initial population in the region of the folded 

structures i.e. in the region - 1< x < 1, is higher than the steady 

state population. For this starting condition the diffusion 

process into the steady state distribution is leading to a 

decrease of the population of the folded structures. In the lower 

part of SI-Figure 2 (SI- Figure 2 e, f and g, red curve) this 

decrease of the folded population, which corresponds to a 

diffusive unfolding process is plotted.  

For the starting populations with x0=2.7 and x0=4.57  (SI-

Figure 2 c and d, purple and green curves) the initial population 

in the region of the folded structures is smaller than  the steady 

state population. For this starting condition the diffusion 

process into the steady state distribution is leading to an 

increase of the population of the folded structures. This 

increase of the folded population corresponds to a diffusive 

folding process and is plotted in the lower part of Supporting 

Figure 2 (SI-Figure 2 e, f and g, purple and green curves).  
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Supporting Figure 2: a-b): Steady state populations for two harmonic potentials with f=0.6 (~55% folded), and f=0.1 (~25% folded). c-d) Initial 

conditions for unfolding (red) and folding (blue and green) dynamics. e) Population of the folded ensemble (population in the region - 1< x < 1) for 

the potential f=0.6 and different initial conditions. The decrease in population for x0=0 (red curve) corresponds to a diffusive unfolding process. The 

increase in population for x0=2.7 and x0=4.5 (purple and green curves) corresponds to a diffusive folding process. f) Populations of the folded 
ensemble for unfolding (red, dashed) and folding (blue and green dashed) dynamics for f=0.1. g) Comparison of the folding and unfolding dynamics 

for f=0.6 and f=0.1 (corresponding to different temperatures). The amplitudes for f=0.1 are scaled.  
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The modeling reveals that the reaction kinetics show 

strong differences between folding and unfolding. In addition 

the unfolding dynamics and the folding reaction show 

strongly different temperature dependence (SI-Figure 2 g). 

While the folding kinetics for the initial condition x0=2.7 are 

almost temperature independent (independent of f), the 

unfolding reactions show a pronounced temperature 

dependence. The modeling clearly does not reproduce the 

experimental trends. 

Details of the calculations:  

In the modeling we used the following 

equations: 

Potential: 2

2

1
)( xfxU =   with f=0.1 or 0.6

Smoluchowski Equation: 

∂t p(x, t) = D(∂x
2 + β f ∂xx)p(x, t)   with D=1/20 

and β=1 

(In 
[7b]

 analog with: 
�
Dβ f = (�ω )2 ) 

Starting Conditions: Gaussian distribution 

       p(x, t = 0) =
1

2π σ 0

exp{
(x− x0 )2

2σ 0

2
}

For unfolding:   σ 0 = 1 / 2 x0 = 0

For folding: σ 0 = 1 / 2 x0 = {2.7,4.5}    

Analytic solution:
[7b]

  

p(x, t) =
1

2π σ (t)
exp{

(x − χ(t))2

2σ (t)
}

σ (t) = σ 0

2 exp(−2Dβ f t) +
1

β f
(1− exp(−2Dβ f t))

χ(t) = x0 exp(−Dβ f t)

Steady state solution ∞=t :  

p(x, t = ∞) =
1

2π (1 / β f )
exp{

x2

2 / β f
}

Time dependent population in the “folded 

state” in the region - 1< x < 1: 

p(t) =
1

2π σ (t)
exp{

(x − χ(t))2

2σ (t)
}dx

−1

1

�

5) Model for T-jump and isomerization induced 

kinetics: 

The T-jump experiments at 19°C are not in line with a model 

of with only one folded state CF and one unfolded state CU. 

The kinetics at 1640 cm-1, probing the folded structures CF 

can be fitted with a time constant of 18.4 µs (+-0.7 µs). 

However a time constant of 25.4 µs (+-1.2 µs) is obtained 

from a fit of the 1660 cm-1 data, where the unfolded 

structures CU are probed (see Figure 3). The observation of 

two different time constants shows that a model with only 

two states CF and CU in the thermal cis-ensemble is not 

sufficient to describe the experimental data. However the 

kinetics from T-jump and isomerization triggered 

experiments obtained for room temperature (about 20° C) can 

be described by addition of a second unfolded state CU' as 

shown in Figure 6  and SI-Figure 3 a. In this model T-jump 

and isomerization triggered experiments at different 

wavelengths together with the equilibrium CD measurements 

can be described. To model the experimental data the 

additional unfolded state CU' has to be considerably higher in 

energy than CU i.e. has relatively small population in thermal 

equilibrium. In the presented model a population of about 6% 

at 20°C was chosen. The population of CU and the folded 

structure CF in this model is in line with the temperature 

dependent CD measurements (see Figure 2 c, SI-Table 1) and 

is indicated by the purple spots in SI-Figure. 3a. Furthermore 

a somewhat higher absorption coefficient of CU' at 1660 cm-1

than CU is needed for the modeling. The absorption 

coefficient at 1660 cm-1 of CU' is chosen twice as large as the 

absorption coefficient of CU. The states CU and CU' have no 

absorption at 1640 cm-1 where only the folded β-Hairpin 

structure CF absorbs. So CU' does not show up in the 1640 

cm-1 data. The model can be compared to the experimental 

observations since the variation in the population of CF 

corresponds to the absorbance change at 1640 cm-1. The 

absorbance change at 1660 cm-1 corresponds to the 

population changes of CU and twice the population changes 

of CU' as described previously. 

For the simulation of the T-jump experiment the initial 

condition is an excess population of the folded state CF 

(indicated by the red spot at CF in SI-Figure 3a) that 

develops into the thermal equilibrium (steady state 

population). The absorbance transients obtained from this 

model with the states CU', CU and CF and the rates shown in 

SI-Figure 3a do reproduce the kinetics measured in the T-

jump experiment at 19 °C very well (see SI-Figure 4a). This 

model can also display the isomerization induced kinetics on 

the µs timescale. Here the initial condition is a population of 

100% in CU as shown by the red spot in SI-Figure 3a, or a 

mixture with 6% in CU' and 94% in CU. For both initial 

conditions the model does approximate the kinetics measured 

in the isomerization triggered experiment very well (see SI-

Fig. 4 b).  

For low temperatures the time-constants obtained from the 

T-jump and isomerization induced experiments at 1660 cm-1

and 1640 cm-1 are all equal within the experimental errors 

(see SI-Table 1 and 2). In this low temperature regime a 

model with one folded state CF and only one unfolded state 

CU as shown in SI-Figure. 3 b does describe the 

experimental data well. A fit of the T-jump and isomerization 

induced data according to this model with an identical time 

constant at 1660 cm-1 and 1640 cm-1 is shown in SI-Figure 4 

c and d. The second unfolded state CU' seems to be 
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energetically extremely unfavorable and has a negligible 

population for low temperatures. 

To model the experimental results at about 20 °C and 3 °C 

the postulated second unfolded state CU' must have a higher 

absorption at 1660 cm-1 than CU. This indicates that CU' 

might be a more extended structure with less inter-strand 

hydrogen-bonds than CU. Furthermore CU' has to be 

energetically unfavorable for low temperatures (3 °C). An 

extended unfolded structure with less inter-strand hydrogen-

bonds than CU would have a higher entropic contribution TS

in the free energy G=H-TS at low temperatures. This entopic 

contribution would make CU' energetically unfavorable for 

low temperatures. In summary the proposed model points to 

an additional unfolded state CU' with more extended 

structures that have less inter-strand hydrogen-bonds than 

CU.  

Supporting Figure 3: Reaction models for T-jump and isomerization induced peptide dynamics at different temperatures. The Free energy profile of 

the sates CF, CU and CU' are shown not true in scale. a) Modeling of the T-jump and isomerization induced dynamics at about 20 °C with three states 

CF, CU and CU' in the thermal cis-ensemble. The steady state populations are indicated by the purple spots. In the isomerization induced process after 

1 µs a population of 100% in CU is reached as indicated by the red spot. In the T-Jump experiment the rapid heating of the solvent leads to a decrease 
in the Free energy of the unfolded states CU and CU' and an excess population of CF (indicated by the red spot in CF). The formation of the new 

equilibrium (purple spots) with a higher population of CU and CU' is observed. b) At low temperatures the population of CU' is small. The T-jump 

and isomerization induced dynamics at about 3° C can be described in a model with only two sates CU and CF in the thermal cis-ensemble.  
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Temp.[C] 1/k (µs) at 1640 

cm-1
1/k (µs) at 1660 

cm-1

)1660(

)1640(
1

1

−

−

=
cmk

cmk
κ

2.5 66.2 ± 3.2 73.0 ± 5.8 1.10 (+0.15, -0.13) 

4 50.0 ± 1.8   

9.7 38.6 ± 2.0 48.7 ± 2.7 1.26 (+0.14, -0.13) 

12.1 34.0 ± 1.1 - - 

18.0 20.8 ± 0.6 - - 

19.0 18.4 ± 0.7 25.4 ± 1.2 1.38 (+0.12, -0.11) 

27.4 10.2 ± 0.7 19.3 ± 1.6 1.89 (+0.31, -0.27) 

30.1 9.5 ± 0.3 - - 

Supporting Table 2: T-jump induced dynamics at 1640 cm-1 and 1640 cm-1. For low temperatures the ratio κ becomes equal to one within the 
experimental errors. 

  

Supporting Figure 4: a) and b) Kinetics from T-Jump and isomerization triggered experiments at about 20 °C.  a) Kinetics at 1640 cm-1 (black) and 

1660 cm-1 (blue) from T-jump experiments at 19 °C. An exponential fit with one time-constant of 18 µs according to a two-state model (green curves) 

deviates from the experimental data. b) Kinetics at 1640 cm-1 (black) and 1660 cm-1 (blue) from isomerization triggered experiments at 21 °C and 

exponential fit with one time-constant (green) of 16 µs. The red curves in a) and b) represent a fit result for the T-jump and isomerization triggered 
kinetics according to the presented model with three states CF, CU and CU' and do well approximate the data. According to this model the T-Jump 

induced dynamics at 1660 cm-1 are approximated by a bi-exponential function which does well approximate the data.  c) and d) Kinetics from T-jump 

experiments and isomerization experiments at about 3 °C. Exponential fits with identical time-constants at 1640 cm-1 and 1660 cm-1 (green) of 66 µs 
(T-Jump) and 61 µs (isomerization) according to a two-state-model do well approximate the data. 
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5 Amyloid-Aggregate lichtschaltbarer

Peptide

In diesen Kapiteln wird eine Modi�kation des im vorherigen Abschnitt untersuchten Pep-
tids ATZ vorgestellt: Durch die Acetylierung des N-Terminus von ATZ ändern sich die
Eigenschaften des Petids grundlegend. Bei dem acetylierten Peptid AcATZ mit dem Azo-
benzolfarbsto� in trans wird hier eine Aggregation in die in Abschnitt 2.3 beschriebenen
Amyloid-Strukturen beobachtet. Durch die lichtinduzierte Isomerisierung des Farbsto�s
von trans nach cis können diese Aggregate aufgelöst werden. Nach unserem Wissen ist
dies die erste Arbeit, in der gezeigt wird, dass die Aggregation von Peptiden in Amyloid-
Strukturen über einen in die Aminosäurekette eingebauten Photoschalter kontrolliert und
sogar wieder rückgängig gemacht werden kann. Das hier vorgestellte Verfahren kann für
die Entwicklung neuer Amyloid-basierter Biomaterialien eine Rolle spielen. Zum anderen
wurde es bereits in den letzten zwei Jahren von anderen Gruppen aufgegri�en und bei
der Erforschung der Mechanismen der Proteinaggregation und von neurodegenerativen Er-
krankungen verwendet [134, 135]. In Abschnitt 5.1 werden die Amyloid-Aggregate der
lichschaltbaren Peptide charakterisiert und gezeigt, wie die Aggregation und Deaggregati-
on durch lichtinduzierte Isomerisierung des Farbsto�s von trans nach cis und vice versa
kontrolliert werden kann. Im darauf folgenden Abschnitt 5.2 wird dann der lichtinduzierte
Deaggregationsprozess auf Zeitskalen von Nanosekunden bis Minuten genauer untersucht.

5.1 Lichtinduzierte Aggregation und Deaggregation von

Amyloid-Strukturen

Die optische Kontrolle der Aggregation und Deaggregation von Amyloid-Strukturen sind
zusammengefasst in der in diesem Abschnitt dargestellten Publikation:
�Light-Triggered Aggregation and Disassembly of Amyloid-Like Structures� von Andreas

A. Deeg, Tobias E. Schrader, Susanne Kempter, Jose P�zer, Luis Moroder und Wolfgang
Zinth, ChemPhysChem, Band 12, Seiten 559 � 562, 2011 [42].
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Light-Triggered Aggregation and Disassembly of Amyloid-Like Structures

Andreas A. Deeg,[a] Tobias E. Schrader,[b] Susanne Kempter,[c] Jose Pfizer,[d] Luis Moroder,[d] and

Wolfgang Zinth*[a]

Self-assembly and aggregation of proteins or peptides into

amyloid fibrils have attracted wide attention due to their high

relevance for a variety of amyloid-related diseases.[1–3] Further-

more, amyloids show interesting material properties which

make them ideal candidates for the production of nanostruc-

tures and molecular nanobiomaterials, where building blocks

may be varied by protein engineering techniques.[4, 5] A rapidly

emerging field is the control of aggregation by external means

such as pH value or illumination of caged compounds, which

allows the investigation of the basic principles of amyloid ag-

gregation and the development of new nanobiomaterials.[6–13]

In this context we report on a new peptide system where a

chromophore is integrated in the backbone and where illumi-

nation not only controls aggregation but the disassembly of

amyloid-like structures.

Recently, a model peptide was synthesized containing the

azobenzene derivative [3-(3-aminomethyl)phenylazo]phenyl-

acetic acid (AMPP) as a backbone element in the central part

of the amino acid sequence.[14] The design of this molecule, in-

spired by the TrpZip2 hairpin peptide,[15] yielded a b-hairpin-

like structure when AMPP was in the cis form. For the trans

form of the AMPP switch the peptide exhibits no b-hairpin

character. Illumination of AMPP in the cis form causes the iso-

merization of the switch to the trans form and rapid unfolding

of the hairpin fold within 1 ns.[16] A solution of AzoTrpZip2 mol-

ecules dissolved in perdeuterated methanol ([D4]MeOH) was

highly stable. Only after several months did the IR absorption

spectra show indications of sample aggregation. The AzoTrp-

Zip2 molecule contained an amidated C-terminus and a free

N-terminus which should be positively charged at neutral pH

as it was isolated as trifluoroacetate upon HPLC purification.[14]

In order to obtain uncharged ends of the peptide, the N-termi-

nus of AzoTrpZip2 was acetylated for the present work

(Scheme 1A). This modified peptide (ac-AzoTrpZip2) tends to

aggregate into amyloid-like structures under conditions where

the parent AzoTrpZip2 samples remained monomeric.

Aggregation to amyloids has been studied in the past by

the use of various techniques, such as transmission electron

microscopy (TEM), circular dichroism (CD), mid-IR spectroscopy,

and H–D exchange.[1, 17, 18] Information on the size of aggregates

was obtained by dynamic light, X-ray, and neutron scattering

or by Fourier transform IR (FTIR) spectroscopy.[1, 19] Herein we

used FTIR spectroscopy, H–D exchange and TEM to character-

ize the aggregation of ac-AzoTrpZip2. FTIR yields quantitative

information on the secondary structure and aggregation

through the absorption bands in the 1615 to 1630 cmÿ1

range.[19] H–D exchange monitors the accessibility of amide

groups to the solvent and thus the degree of aggregation.

TEM images are used to obtain a qualitative view of the mor-

phology of the aggregated peptides.

Results of FTIR experiments are shown in Figure 1 for a con-

centration of ac-AzoTrpZip2 of 3.3 mm in [D4]MeOH. Figure 1A

shows the absorbance of the sample approximately 1 h after

dissolving the lyophilized sample (black curve) and after seven

days (blue curve). The two bands at 1450 cmÿ1 and 1550 cmÿ1

are related to the amide II vibrations of deuterated and undeu-

terated peptides,[20,21] respectively, and reflect the ongoing

deuteration of the amide group in the [D4]MeOH solution. The

large amplitude of the 1550 cmÿ1 band observed 1 h after dis-

solution indicates that a considerable amount of undeuterated

amide groups is still present. This observation indicates that

the sample contains aggregated structures with strongly re-

duced accessibility of the amide groups to the deuterated sol-

vent, because in the case of monomeric samples of AzoTrpZip2

H–D exchange is completed already within 30 min. The ab-

Scheme 1. A) Structure of the ac-AzoTrpZip2 peptide showing aggregation

and light-induced disassembly. B) Model of the light-induced disassembly.

After the picosecond isomerization step it takes minutes before the defect

formed by the isomerized AMPP disrupts the amyloid-like structure.
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sorptions in the range of the amide I band at 1600 cmÿ1–

1700 cmÿ1 are due to the amide groups of the peptide and

due to contributions from trifluoroacetic acid (TFA, 1675 cmÿ1).

Figure 1A shows pronounced changes in the region at

about 1620 cmÿ1 where the absorption peak is shifted from

1626 cmÿ1 to 1618 cmÿ1 with time. The absorption changes

during a period of 6 h starting 13 h after initial sample prepara-

tion (see Figure 1B), and shows an increase in the absorption

at 1616 cmÿ1 and a weaker decrease at higher frequencies. Ac-

cording to the literature a pronounced absorption band at

about 1620 cmÿ1 is an indication for aggregation of peptide

molecules and for the formation of amyloid-like struc-

tures.[1, 19–21] The observed shift of the absorption band to

1618 cmÿ1 and its increase in intensity clearly show that am-

yloid-like structures are formed and that their size increases

with time.[19] As AMPP is in its trans configuration during the

whole aggregation process, aggregation occurs for the extend-

ed trans-azobenzene peptide structure.

Information on the morphology of aggregated peptides is

obtained by TEM images taken for ac-AzoTrpZip2 samples

(concentration 0.9 mm) at different time intervals after sample

preparation. For freshly dissolved samples the TEM images do

not show any indication for amyloid-like aggregation. TEM pic-

tures of samples collected 18 h after sample preparation (Fig-

ure 2A) indicate formation of linear structures. At later times,

for example at t=68 h (Figure 2B), the TEM image displays

sharp rod-shaped, amyloid-like structures of about 10 nm in

width and several 100 nm in length.

Information on the dynamics of light-induced structural

changes is obtained by FTIR spectroscopy of samples illuminat-

ed by UV light. Figures 1C,D show absorption difference data

taken after irradiation of the sample at 365 nm (1 min illumina-

tion, 10 mW, sample volume 69 m‘3, c=3.3 mm, t=22 h after

sample preparation) which switched a fraction of ~10% of the

AMPP molecules to the cis form. The difference spectra were

obtained by subtracting the reference spectrum recorded im-

mediately prior to UV illumination from spectra recorded at

specific times after illumination. Just 1 min after illumination

we observe an absorption decrease in the band at 1620 cmÿ1

and a weak increase at higher frequencies. (Qualitatively similar

observations have been obtained with strongly aggregated

samples, for example, at t=7 d, see the Supporting Informa-

tion.) The change in absorption demonstrates that isomeriza-

tion of the AMPP chromophore leads to dissolution of aggre-

gated structures and to formation of (monomeric) peptides ab-

sorbing at about 1640 and 1680 cmÿ1 (b-hairpin-like or un-

structured peptides).[19–21] This interpretation is supported by

the absorption features in the amide II range which monitor

the deuteration of the amide groups. In Figure 3A the absorp-

tion at 1550 cmÿ1 is plotted as a function of time before and

Figure 1. FTIR data of the aggregation and disassembly processes. A) and

B) Absorption (difference) spectra recorded during the aggregation process.

C) and D) Absorption changes induced by photoisomerization of the AMPP

chromophore are related to the disassembly of the amyloid-like structure.

E) and F) Processes after reisomerization to the trans form during (re)forma-

tion of the amyloid-like structure.

Figure 2. Transmission electron microscopy images recorded A) 18 h and

B) 68 h after initial sample preparation, showing clear indications for the for-

mation of amyloid-like structures.

Figure 3. Absorption at 1550 cmÿ1 (normalized to the absorption recorded

1 h after dissolving the solid sample) plotted as a function of time. The ab-

sorption signal at 1550 cmÿ1 reflects the amount of amide groups prior to

H–D exchange. UV illumination (for 1 min) at A) t=22 h and B) t=7 d leads

to an increased H–D exchange rate.

560 www.chemphyschem.org � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH&Co. KGaA, Weinheim ChemPhysChem 2011, 12, 559 – 562
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after illumination at t=22 h (see Figure 1C). The amplitude of

the signal represents the amount of undeuterated amide

groups. Before illumination the amplitude slowly decays with

time due to the small solvent accessibility of amide groups in

the aggregates. After illumination the signal decays at higher

rates, indicating a strongly accelerated H–D exchange process.

This is due to an increased solvent accessibility related to the

dissolution of aggregated structures. In Figure 3B the illumina-

tion process was repeated at t=7 d. Before illumination the

signal decrease (i. e. deuteration of amide groups) is very slow.

Apparently, the amide groups in the long-time aggregated

sample have a very limited solvent accessibility. Illumination of

these samples again leads to a strong acceleration of H–D ex-

change as evidenced by the fast decay of the signal. This ob-

servation confirms that light-induced disaggregation occurs

even for larger aggregates.

Investigations of the illumination-induced disassembly pro-

cesses were also performed with TEM imaging (see the Sup-

porting Information). At different degrees of illumination we

observe qualitatively the disappearance of aggregated struc-

tures. Very long illumination periods, however, do not only de-

crease the number of aggregates but also lead to the forma-

tion of larger precipitates.

Information on disaggregation dynamics is obtained from

Figures 1C,D. It is highly surprising that the amplitude of the

signal change, indicating the dissolution of aggregates, contin-

ues to grow beyond the period of illumination. These process-

es proceed up to time scales of ~200 min as illustrated in Fig-

ure 1D, showing the change in absorption recorded at

1623 cmÿ1. Apparently the isomerization of the AMPP chromo-

phore from trans to cis, which is known to occur on the time

scale of femtoseconds to picoseconds,[16,22] does not immedi-

ately disrupt the aggregated amyloid-like structures in a force-

driven process. More likely the modified AMPP conformation

induces local strain in the surrounding molecular assembly and

leads to a defect, that is, an energetically unfavored location

within the aggregate. It is only on a much longer time scale

that thermal processes disintegrate the aggregate at the posi-

tion of the cis-AMPP. Finally, the cis-peptide is released into the

solution where it may form a b-hairpin-like structure. A closer

inspection of the difference spectra of Figure 1C reveals that

details in the spectral shape change with time. This feature is

due to the fact that only a small fraction of the sample was

switched by light to the cis form and that the remaining trans

fraction continues to aggregate during the observation time.

Figures 1E,F display data recorded after light-induced recon-

version of cis-AMPP molecules to the trans form (by illumina-

tion at longer wavelengths >400 nm for 3 min) at t=26 h

after initial sample preparation. The switching of AMPP from

cis to trans induces changes in absorption characteristic of ag-

gregation of peptides. This reaggregation process contains a

fast component with a time constant of ca. 60 min related to

the reaggregation of photo-disassembled amyloids, demon-

strating the reversibility of the process. The further linear in-

crease of about 0.01 mODminÿ1 represents the long-lasting ag-

gregation processes discussed above (see Figures 1A,B).

In a quantitative experiment we investigated the trans-to-cis

isomerization yield of the AMPP chromophore for the nonag-

gregated AzoTrpZip2 (c=1.4 mm) peptide and an aggregated

sample of ac-AzoTrpZip2 (c=3.3 mm, t=1 h and t=42 h after

preparation). The experiment shows that: 1) Illumination of

both samples with light at 365 nm leads to a decrease in the

325 nm trans-azobenzene band (see spectrum in the Support-

ing Information) related to trans-to-cis isomerization. 2) The ab-

sorption remains constant after the illumination period for a

time range where the IR spectrum (see Figure 1C) shows pro-

nounced absorption dynamics. 3) The isomerization yield of

the aggregated sample was smaller by a factor of 10. This indi-

cates that the rigid environment of the AMPP molecules in the

amyloid-like structure exerts constraints that impede isomeriza-

tion.

The pronounced differences in aggregation propensity be-

tween AzoTrpZip2 and ac-AzoTrpZip2 indicate that the charge

at the N-terminus of AzoTrpZip2 prevents aggregation. For

AzoTrpZip2 the forces promoting aggregation to larger struc-

tures, such as hydrophobic interactions and interstrand hydro-

gen bonding, appear to be balanced by electrostatic repulsion

of the charges at Lys, Glu and the N-terminus. For ac-AzoTrp-

Zip2 in an antiparallel arrangement attractive electrostatic in-

teractions may favor aggregate formation. Indeed, the small

frequency of 1618 cmÿ1 of the aggregate band supports the

interpretation that antiparallel b-structures are present. Howev-

er, the related weak band at 1680 cmÿ1, often taken as an addi-

tional indication for antiparallel b-sheet structures, could not

be identified, presumably due to overlap with other

bands.[1,19–21]

In conclusion, we have presented a light-switchable azoben-

zene peptide which can aggregate into amyloid-like structures

when the azobenzene chromophore AMPP is in the trans form.

The amyloid-like structure has been confirmed by FTIR and

TEM and an arrangement with antiparallel strands is likely. Illu-

mination of the aggregates causes trans-to-cis isomerization of

AMPP which leads to local structural defects that subsequently

provoke disaggregation on the time scale of minutes. The spe-

cific properties of the presented azobenzene peptide make it

an interesting prototype for further studies and suitable for a

number of potential applications which rely on light-induced

changes in functionality and structure.

Experimental Section

The peptide Ac-Ser-Trp-Thr-Trp-Glu-AMPP-Lys-Trp-Thr-Trp-Lys-NH2

was synthesized as reported previously for the parent nonacetylat-

ed AzoTrpZip2,[14] which was acetylated on MBHA Rink-Amide resin

LL (Novabiochem, Läufelfingen, Switzerland) with 5% Ac2O/6% 2,4-

lutidine in DMF. Upon cleavage/deprotection with 95% aqueous

TFA containing 2% TIPS for 3 h, the crude product was precipitat-

ed with methyl-tert-butyl ether/petroleum ether, dissolved in 20%

AcOH/tert-butanol and lyophilized. The crude product was purified

by HPLC as described for AzoTrpZip2. Yield: 15%; peptide content

determined spectroscopically : 68%; ESI-MS (LC-micrOTOF, Bruker

Daltonics, Bremen): m/z=865.423 [M+2H]2+ ; Mr=1728.820 calcd.

for C89H108N20O17; HPLC (EC 125/4 Nucleosil 100-5 C8; linear gradi-

ent from 2% H3PO4/AcCN, 95:5, to 2% H3PO4/AcCN, 10:90): homo-
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geneous as trans-azobenzene peptide (tr=7.7 min); upon illumina-

tion at 360 nm 82.3% cis-azobenzene peptide is formed (tr=

7.4 min). Prior to the experiments the sample was dissolved in per-

deuterated methanol (Sigma Aldrich, 99.8%) to yield a concentra-

tion of 0.9 mm for TEM and 3.3 mm for FTIR spectroscopy, respec-

tively.

Fourier Transform Infrared (FTIR) Spectroscopy: IR absorbance

spectra were recorded with an IFS66 FTIR spectrometer (resolution

2 cmÿ1, Bruker). The displayed spectra were corrected for back-

ground absorption of the solvent [D4]MeOH.

Transmission Electron Microscopy (TEM): TEM images were ob-

tained using a droplet (1ml) of the solution sample placed on a

TEM grid, dried and stained by a uranyl acetate water solution.

Images were recorded with a TEM JEM-1011 from JEOL, operated

at 100 kV.
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Supporting Information: 
Outline: 

Methods and experimental details 

1. Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

 a) Technical details 

 b) Disassembly and aggregation at t = 7 d 

2. UV/vis Spectroscopy 

3. Transmission electron microscopy (TEM) 

 a) Technical details 

 b) TEM-images after illumination of aggregates 

4. Influence TFA on FTIR-spectra 

Methods and experimental details 

1. Fourier Transform Infrared Spectroscopy 

a) Technical details 

IR absorbance spectra were recorded with an IFS66 FTIR spectrometer (resolution 2 cm-1; Bruker). The 
background from the solvent methanol-d4 was substracted from the absorbance spectra. 
 
The photo-isomerization state of the azobenzene chromophore was modified in the sample chamber by 
appropriate illumination via optical fibers.  
Illumination A: For the switching from cis to trans light from a KLC 2500 light source (Schott, Mainz) 
equipped with a fibre bundle (diameter 5 mm) and a GG 400 long-pass filter (Schott) was used. The 
output power was 1.4 W. The distance from the end of the fiber to the cuvette  was approximately 3 cm. 
It should be noted, that only a minor fraction of the illuminated power was absorbed by the azobenzene 
peptides.This illumination generated a photostationary state within minutes. 
Illumination B: For trans to cis isomerization the light was obtained from a Xenon arc lamp (Oriel, 
Mod 6140) equipped with a water filter and UG 11 and WG 320 glass filters (Schott) and transferred to 
the sample chamber by a liquid lightguide fiber (Lumatec, Series 300, 3 mm). The distance from the 
end of the fiber to the cuvette (diameter of the irradiated sample of 2 cm) was approximately 3 cm. The 
illumination power at the sample cuvette was 10 mW.  
For this type of illumination the respective photostationary state was reached within more than 10 min. 
 
Sample handling: The lyophilized sample powder was dissolved in per-deuterated methanol at the 
concentrations given in the text. The solution was sandwiched between two CaF2 windows (Teflon 
spacer: 220 μm) and stored at room temperature. The illumination and data recording schedule was as 
follows: At time t = 1 h after the start of sample preparation the first spectrum (Fig 1 A) was recorded. 
Subsequent to the first spectrum the sample was illuminated by UV light (illumination B) for 1 min, 1 h 
later, by visible light (illumination A) for 2 min and the induced IR absorbance changes were recorded. 
Another hour later this procedure was repeated. Subsequently the sample was stored in the dark at room 
temperature. At t = 13 h and  19 h IR spectra were recorded. The difference of these spectra is shown in 
Figure 1 B.  At t = 22 h the illumination cycle shown in Fig. 1C to D was recorded: At the beginning an 
IR absorbance spectrum was taken as a reference. 3 min afterwards the sample was illuminated by UV 
light (illumination B) for 1 min.  
 
Subsequently IR absorbance spectra (integration time 55 s) were recorded for 190 min. With the help of 
the reference spectrum the absorption difference spectra given Figure 1 C were calculated.  4 h after the 
UV illumination of the sample a further reference spectrum was recorded.  
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Subsequently the sample was exposed to visible light (illumination A) for 3 min and the absorbance 
was measured for 16 h (55s integration time, Figure 1 E, F). At t = 42 h and t = 162 h (7 days) after the 
initial sample preparation the illumination procedure and the measurement of the light induced IR 
absorbance changes were repeated. Before the final  illumination procedure the absorbance spectrum of 
Figure 1 A, blue curve, was recorded.   
 
b) Disassembly and aggregation at t = 7 d 

Fig. S1 shows the FTIR absorption difference spectra recorded 7 days after preparation of the sample. 
The observed absorption changes are similar to the ones observed at T = 22 h (see Fig. 1C and E). 
There are absorption changes characteristic for the light induced disassembly of aggregates (A) as well 
as the reformation of aggregated peptides (B) observed after back-illumination to the trans form. It 
should be noted, that (i) the observed amplitudes of light induced absorption changes are slightly 
reduced as compared to those observed at t = 22 h and that (ii) aggregation processes (not induced by 
light) continue during the observation period. These results clearly show that even the arrangement of 
highly aggregated structures present at t = 7 d can be switched by illumination. 
 

 
  Figure S1: FTIR data from the disassembly and aggregation processes at 7 days after preparation of 
the sample. (A) Absorption changes induced by photoisomerization of the AMPP chromophore related 
to the disassembly of the amyloid-like structure. (B) Processes after reisomerization to the trans-form 
during (re)formation of the amyloid-like structure. 
 
2. UV/vis Spectroscopy 

UV/vis absorbance spectra were recorded with an PerkinElmer Lambda 750 UV/vis  spectrometer in 
the range of 600 – 200 nm and an resolution of 2 nm.  
For each illumination - FTIR detection cycle the visible absorption spectrum of the sample was 
measured before and after the infrared measurement. At the t =  42 h illumination cycle the visible 
absorption spectrum was measured directly (within 30s ) after UV illumination (1 min Illumination B). 
With 70 s recording time of each spectrum  we followed the evolution of the UV/vis absorption 
spectrum. The first spectrum taken immediately after UV illumination represented absorption changes 
related to the trans to cis isomerization.  
For the next hour no further absorption change indicative for chromophore isomerization was observed. 
Typically the UV illumination was leading to an isomerization from trans to cis of 12 % (experiment 1 
h after initial sample preparation) and  8% (at t = 7 d).  
The percentage of cis isomers was calculated using the assumption that the cis sample has vanishing 
absorption at 340nm. Taking into account the total absorbance of the sample of 76% at 365 nm, a 10 
mW illumination power and the cuvette volume of 69 ml, one deduces a quantum yield of ~2% for the 
trans to cis isomerization of the aggregated ac-AzoTrpZip2. 
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In another experiment the quantum yield for the trans to cis isomerization was measured for a 
monomeric 1.4 mM AzoTrpZip2 sample. We obtained a quantum yield for the trans to cis 
isomerization of ~20% .  
 
UV/vis absorption spectra of ac-AzoTrpZip2 are presented in Fig. S2. They show differences induced 
by isomerization of the azobenzene chromophore. In addition the spectra indicate that the aggregation 
process influences the electronic spectrum of the azobenzene chromophore. 

 

 
Figure S2: UV/vis absorption spectra (A) of ac-AzoTrpZip2 recorded  before (t =22h, black curve) and 
after (t = 25h, blue curve, doted) illumination by UV light at 370 nm which induces the isomerization to 
the cis form of the azobenzene chromophore. The decrease of the trans-absorption band at 325 nm is 
clearly visible. (B) The absorption spectrum of ac-AzoTrpZip2 (c = 0.9 mM , 4 days in solution, blue 
curve) containing aggregated structures shows deviations from the absorption spectrum of (not 
aggregated) AzoTrpZip2 (1.4 mM, scaled, red curve). The spectra in (B) indicate that the aggregation 
process influences the electronic spectrum of the azobenzene chromophore.  
 
3. Transmission electron microscopy (TEM) 

a) Technical details 

TEM was performed at the Center for Nanoscience, University of Munich. A droplet of the sample 
(1 ml) was placed on a TEM grid (Formvar/Carbon on 300 MESH Copper, Agar Scientific) and dried.  
Subsequently the grid was placed on top of a 10 ml droplet of uranyl acetate water solution (1 % w/w) 
for 30 s, washed with water for 60 s and dried. The stained grids were imaged with the TEM JEM-1011 
from JEOL, operated at 100 kV. From the freshly prepared sample (c = 0.9 mM) TEM grids were 
prepared by the procedure given above at t = 1 h, 5 h, 10 h, 18 h, 30 h, 42 h, 53 h, 68 h and 94h. FTIR-
spectra of this sample at t = 1 h, 45 h and 94 h were recorded (Teflon spacer, 90μm, see Figure S3 A, B).   
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 Figure S3:  A) FTIR-spectra of the sample used to record TEM images after t = 1h (black) and 45 h 
(red). B) The difference of the spectra of A) shows again the absorption changes indicative of 
aggregation of ac-AzoTrpZip2 to amyloid-like structures. 
 
b) TEM-images after illumination of aggregates 

TEM-images have been recorded to give a qualitative view of the action of extended illumination of the 
sample. In Fig. S4 we show images on a sample which was investigated four days after initial 
preparation (c = 0.9 mM). The sample solutions are treated as given above with the only exception that 
they are diluted by a factor of 1/9 (in methanol D4) prior to staining. 1μl of this solution was used for 
each TEM-grid. Fig. S4 A) shows the situation of a sample solution which was not illuminated. It 
shows the typical amyloid-like structures. Image B) was obtained from a sample illuminated for 6 min 
by UV-light. Here we observe a reduced frequency of aggregated structures. However the TEM images 
alone can not be used to quantify the disassembly of amyloid-like structures. Strongly increased 
illumination times (21 min, C) cause a further decrease of the frequency of the aggregated structures but 
in addition some larger conglomerates become visible (see Fig. S4 D). 

 
Figure S4:  A) TEM image from the solution 4 days after initial preparation. B) Same solution but  6 
min UV illumination prior  to TEM-grid preparation. C) After 21 min UV illumination the frequency of 
aggregates decreases further on but some larger conglomerates become visible (D). 
 
4. Influence of TFA 
The peak in the IR-absorption spectrum around 1675 cm-1 of ac-AzoTrpZip2 in methanol-d4 (see Fig. 
S5 A, black cuve) can be attributed to traces of trifluoroacetic acid (TFA) remaining from the synthesis 
of the peptide.  
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The amount of TFA in the sample can be deduced from the IR-absorbance peak of TFA around 1200 
cm-1 ( Figure S5 C) and its contribution to the peptide spectrum can be removed by use of a reference 
spectrum from sodium-trifluoroacetate (98% , Sigma Aldrich) in methanol-d4 (Figure S5 C). The 
resulting pure peptide spectrum is shown in Figure S5 A as the blue curve. Fig. S5 B gives a measure 
for the quality of the substraction process by showing the spectra before (black) and after the 
substraction process in the low frequency range. In this context we should thank Prof. A. Tokmakoff for 
communicating to us the importance of TFA absorption bands. 

 
Figure S5: FTIR spectra of the 0.9 mM TEM sample at t = 1h with (blue) and without (black) TFA 
correction in the range of peptide (A) and TFA absorption bands (B). C) FTIR spectrum of 20 mM 
sodium-trifluoroacetate. 
 
 
 
 

67



5 Amyloid-Aggregate lichtschaltbarer Peptide

5.2 Lichtinduziertes Au�ösen von Amyloid-Aggregaten:

Strukturänderungen von ns - min.

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Licht- bzw. Isomerisierungs-induzierte De-
aggregation der Amyloid-Strukturen auf der Zeitskala von Sekunden bis Minuten abläuft.
Die Isomerisierungsreaktion von Azobenzol und auch von in Peptidstrukturen eingebautem
Azobenzol ist jedoch ein ultraschneller Prozess, der auf der Zeitskala von Pikosekunden ab-
läuft [136, 137, 112]. Hieraus ergibt sich die Frage, ob und wenn ja, welche strukturellen
Änderungen in den Amyloiden kurz nach Anregung des Azobenzolschalters ablaufen. In
diesem Abschnitt werden hierzu die lichtinduzierten strukturellen Änderungen der Amyloi-
de auf Zeitskalen von Nanosekunden bis Minuten über MIR-Anreg-Abtast-Spektroskopie
und FTIR-Spektroskopie untersucht. Die experimentellen Ergebnisse sind zusammenge-
fasst in der in diesem Abschnitt dargestellten Publikation:
�Amyloid-Like Structures Formed by Azobenzene Peptides: Light-Triggered Disassemb-

ly� von Andreas A. Deeg, Tobias E. Schrader, Halina Strzalka, Jose P�zer, Luis Moroder
und Wolfgang Zinth, Spectroscopy: An International Journal, Band 27, Seiten 387-391,
2012 [43].
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2Jülich Centre for Neutron Science (JCNS), Forschungszentrum Jülich GmbH Outstation at FRM II,
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Abstract. The light-driven disassembly process of amyloid-like structures formed by azobenzene model peptides is studied by

time-resolved mid-IR spectroscopy from nanoseconds to minutes. The investigated peptide consists of two amino acid strands

connected by the azobenzene switch. The peptides aggregate to amyloid-like structures when the azobenzene chromophore is

in the trans-conformation. Illumination, resulting in a trans- to cis-isomerization of the azobenzene, leads to disaggregation

of the aggregated structures. After optical excitation and isomerization of the azobenzene, one Þnds absorption changes which

recover to a large extent on the time scale of few nanoseconds. These early absorption transients are assigned to the relaxation of

vibrational excess energy (heat) or to structural rearrangements of isomerized azobenzene and the aggregated surroundings. It is

only on the time scale of minutes that spectral signatures appear which are characteristic for the disassembly of the aggregated

structure.

Keywords: Peptides, amyloid-disassembly, azobenzene, nanostructures, time-resolved-vibrational spectroscopy

1. Introduction

The aggregation of peptides into amyloid structures has obtained wide attention due to its relation

to a variety of diseases such as Creutzfeldt Jakob, Parkinson, and Alzheimer. Many studies support

aggregation of peptides, and especially oligomeric peptide structures as the cause of cell death and

resulting diseases. In this context, the properties of amyloid-like peptide aggregates and their disassem-

bly are of major interest.

The model peptide used in this study contains two amino acid strands with an azobenzene

switch in the centre and was derived from the light switchable β-hairpin studied recently [1–3]. In this

69



388 Spectroscopy: An International Journal

compound, photoisomerization of the azobenzene (AMPP) interchanges the structure of the peptide

between trans- and cis-conformations. Mid-IR spectroscopy and transmission electron microscopy

(TEM) have shown that the peptides may aggregate into amyloid-like structures when the azobenzene

is in trans-conformation. Illumination of the aggregated sample with corresponding isomerization of

the azobenzene to the cis-form causes a disassembly of aggregates [4]. In the current work, this

disassembly process and the performance of the embedded azobenzene are studied by time-resolved

mid-IR spectroscopy.

2. Materials and Methods

The synthesis of the model peptide Ac-Ser-Trp-Thr-Trp-Glu-AMPP-Lys-Trp-Thr-Trp-Lys-NH2 (AcA-

zoTrpZip) has been reported previously [1]. The peptide was dissolved in deuterated methanol (Sigma

Aldrich, 99.8%) at a concentration of about 3.3 mM for FTIR spectroscopy and 1.5 mM for nano- to

microsecond IR spectroscopy. For the FTIR experiments, the sample was sandwiched between two CaF2

windows (Teßon spacer 210 µm) immediately after dissolution of the lyophilized starting material and

stored in an exsiccator at room temperature in the dark prior to the speciÞc spectroscopic experiments.

Stationary illumination by UV light (Xenon arc lamp, Oriel, Mod 6140 equipped with a water Þlter and

UG 11 and WG 320 glass Þlters, Schott) was used for the trans- to cis-conversion. IR absorbance spectra

were recorded with a Bruker IFS66 FTIR spectrometer (resolution 2 cm−1). Background absorption

from the solvent methanol-d4 was subtracted.

2.1. Nano- to Microsecond IR Spectroscopy

Transient absorption spectra of the strongly aggregated sample (incubated for 17 days) were measured

with a UV pump, IR probe setup. The IR probe pulse was generated by optical parametric ampliÞcation

and difference frequency generation using a 110 fs pulse out of a 1 kHz Ti: sapphire regenerative

ampliÞer system (Spectra Physics, SpitÞre Pro) [5]. IR absorption changes are recorded by a

spectrometer (Acton Research) and a 32 Channel MCT Array (Infrared Associates). The UV excitation

pulse (355 nm) was the third harmonic of an externally triggered Q-Switched Nd: YVO4 laser (AOT).

It had a beam diameter at the sample position of about 200µm, energy of 1 µJ, and duration of 0.6 ns

and was electronically synchronized and delayed to the IR probe pulse. The jitter between pump and

probe pulses was less than 1 ns. To improve the precision of the absorption experiment, every second

pump pulse was blocked by a chopper wheel. For each delay time setting, 1000 single-excite/probe

events were recorded, and the averaged absorbance difference was calculated. Four scans of the delay

settings were averaged to obtain the transient absorption difference spectra shown in Figures 1(b) and

2(a). The sample was cycled through a CaF2 cuvette (path length: 240µm) at a speed to ascertain a

complete sample exchange between subsequent laser shots. The exchange of the sample avoided that

accumulation of disaggregated peptides did inßuence the measurement.

3. Results and Discussion

Figure 1(a) shows the amide I’ band of a peptide preparation after seven days of incubation. There is

a strong absorption in the 1610–1630 cm−1 range and only weaker absorption at higher frequencies

(the peak at 1678 cm−1 originates from residual TFA from the synthesis). Amide I absorption between
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Figure 1: Absorption of the aggregated peptide (incubation time 7 days) in trans- (a) and transient
absorption changes of this sample recorded on the time scale of minutes after 1min UV illumination
(c). Absorbance changes following UV excitation and trans- to cis-isomerization of highly aggregated
peptides (incubation time 17 days) recorded on the time scale of ns (b).

1640 and 1700 cm−1 is well known for free amide groups or random coil peptides and for secondary

structures like α-helix or β-sheet [6]. Absorption in the 1610–1630 cm−1 range is characteristic for

aggregated amyloid-like peptides [7–9]. For the AcAzoTrpZip, an absorption at about 1625 cm−1 was

found for weakly aggregated or oligomeric peptides, whereas an absorption at about 1615 cm−1 was

found for strongly aggregated extended Þbrils [4]. The sample after seven days in solution is composed

of monomeric, weakly aggregated peptides and to a large extent of strongly aggregated amyloid-like

Þbrils [4].

Figure 1(b) shows the light-induced absorbance changes of a strongly aggregated sample (17 days

of incubation) on the nano- to microsecond time scale. At the beginning of the observation period (1 ns

after the UV excitation), a dispersive absorption change with a decreased peaking around 1612 cm−1

and an increased intensity at about 1622 cm−1 is observed. It points to changes of strongly aggregated

into weakly aggregated structures. This spectral signature decays on the 5 ns time scale (Figures 1(b)

and 2(a)). Later on until the end of the observation period (80µs), no signiÞcant absorption changes

were detected.

This observation is in line with the results from illumination experiments on the time scale

of minutes presented in Figure 1(c). Illumination of the sample from Figure 1(a) by UV light for

1 min switches a fraction of the azobenzene chromophores from trans to cis (conÞrmed by UV/VIS

spectroscopy, data not shown). However, immediately after illumination, the IR spectrum in the amide I

range shows only weak changes. It is only on the time scale of 10 min after illumination that a decrease
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Figure 2: Absorption transients at 1610 and 1622 cm−1 on the time scale of ns to µs (a) connected to
the change in peptide aggregation. Model for the light-induced disassembly (b).

in IR absorption in the 1610–1630 cm−1 range (i.e., over the whole band of aggregated structures) and

an absorption increase at higher frequencies (where nonaggregated peptides absorb) take place.

Another observation should be added which may facilitate the interpretation of the transient IR

spectra. It has been shown by UV/VIS spectroscopy that the trans- to cis- isomerization of azobenzene

AMPP in the nonaggregated β-hairpin peptide occurs with a quantum yield of 20%. When the peptides

are aggregated, stationary experiments point to a strongly reduced quantum yield of ca. 2% (see

supplementary materials of [4]).

In the following, we present a simpliÞed model (visualized in Figure 2(b)) of the isomer-

ization/disassembly process which is consistent with the different observations for aggregated and

nonaggregated azobenzene hairpin peptides. Absorption of a photon by trans-azobenzene leads to

motions on the excited state potential energy surface towards the interaction region with the cis-state. For

azobenzene in solution, this motion is not hindered, and the molecules complete the motion and reach

the cis- state with high efÞciency (20%). When this process is hindered, for example, by constraints

deriving from an aggregated peptide, the isomerization yield may be strongly reduced. Apparently, the

close packing of the peptide in the aggregates has this effect.

The observed absorption transients on the ns time scale can be explained by two molecular

models. (i) After the isomerization of the azobenzene to the cis- form, the isomerized chromophore does

not Þt into the aggregated surroundings, and a considerable strain is built up between the cis-azobenzene

and the surrounding aggregate. This interaction may be visible as the dispersive absorption changes

observed in Figure 1(b). On the 5 ns time scale, the strain is partially released by a rearrangement of the

system, and the absorption changes disappear. (ii) A second explanation is based on the transient heating

of the azobenzene and its surroundings by the excess energy released upon isomerization and internal

conversion. This heating of the peptide may change the equilibrium, with a reduction of the number of

highly aggregated molecules and related increase of weakly aggregated molecules. When this excess
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heat is transferred away from the aggregated structures to the surrounding solvent (on the few ns time

scale), the heat-related population change and the corresponding absorption difference signal decay.

In both models, the excitation of the azobenzene chromophore causes a signiÞcant disturbance of

the aggregated peptide which decays within a few nanoseconds. Finally the isomerized cis azobenzene

molecules act as local defects which induce the slow disassembly of the aggregated structures. This

disassembly process leads to the broad absorption decrease found in the 10min time range in the band

of aggregated peptides. The time dependence of the absorption clearly shows that the isomerization of

the azobenzene switch does not directly disrupt the aggregates. The isomerization leads to distortions

of the structures which induce disassembly via thermally driven steps on much longer time scales. The

use of azobenzene as a switching element for aggregated structures has also been demonstrated very

recently in the context of the Alzheimer related Amyloid β peptide [10]. Apparently the azobenzene

switch is well suited for the manipulation of amyloidlike aggregates.
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit

α-Synuclein-Aggregaten

In Abschnitt 2.4 wurde das neue potentielle Therapeutikum zur Behandlung neurode-
generativer Erkrankungen Anle138b vorgestellt. In diesem Kapitel werden zunächst die
Absorptions- und die intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b in verschiede-
nen Lösungsmitteln diskutiert. Im zweiten Abschnitt wird vorgestellt, wie über die Fluo-
reszenzeigenschaften von Anle138b die Wechselwirkung dieser Substanz mit monomeren
und aggregierten α-Synuclein-Proteinen untersucht werden kann. Über verschiedene kon-
zentrationsabhängige Fluoreszenzmessungen an Anle138b in Kombination mit α-Synuclein-
Proteinaggregaten ist es in diesem Zusammenhang möglich, die Bindungseigenschaften von
Anle138b an die Aggregate quantitativ zu charakterisieren. Die vorgestellten Ergebnisse
werden dann in Bezug auf den Wirkmechanismus von Anle138b diskutiert.

6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Im Folgenden werden zunächst die verwendeten Materialien und Methoden und vor allem
die Probenpräparationen kurz vorgestellt. Im Anschluss werden die Ergebnisse der sta-
tionären Absorptions- und Fluoreszenzmessungen von Anle138b in DMSO und in Wasser
sowie von Sery313b in Wasser beschrieben. Bei dem Molekül Sery313b handelt es sich um
eine Modi�kation des Anle138b-Moleküls, bei dem das Brom durch eine OH-Gruppe sub-
stituiert ist (siehe Abbildung 6.1). Zudem werden zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen an
Anle138b vorgestellt. In einer Reihe vorhergehender Messungen konnte beobachtet wer-
den, dass eine intensive Belichtung von Anle138b mit UV-Licht zu einer Veränderung des
Moleküls führen kann [138, 139]. Für die Messung der Absorptions- und Fluoreszenzeigen-
schaften im UV-Bereich ist es jedoch erforderlich, die Proben zumindest in geringem Maÿe
mit Licht im UV-Bereich zu exponieren. Um zu garantieren, dass die in den stationären
und zeitaufgelösten Messungen beobachteten Fluoreszenzsignale nicht von Anteilen vorbe-
lichteter Anle138b-Moleküle in der Probe stammen, wurden deshalb zusätzlich Messungen
an belichteten Anle138b-Molekülen durchgeführt. Abschlieÿend werden die vorgestellten
Ergebnisse ausführlich diskutiert und es wird ein mögliches Modell für die Fluoreszenz von
Anle138b vorgestellt.

6.1.1 Materialien und Methoden: Fluoreszenzmessungen an Anle138b

Bei allen in diesem Abschnitt beschriebenen stationären Fluoreszenzmessungen wurde das
in Abschnitt 3.3 beschriebene Fluoreszenzspektrometer in �Front-Face�-Kon�guration mit
einer Anregungswellenlänge von 300 nm, 0.4 nm Anregungsspalt und 8 nm Emissions-
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.1: Struktur der Substanzen Anle138b und Sery313b. Beide Moleküle sind aus
einem Benzolring mit einer Ester-Gruppe, einem Pyrazol-Ring in der Mitte
und einem weiteren Benzolring aufgebaut. Die drei Teile sind durch zwei
Einfachbindungen miteinander verbunden. Die Moleküle unterscheiden sich
nur durch das am äuÿeren Benzolring liegende Brom (Br), welches bei Se-
ry313b durch eine Hydroxygruppe substituiert ist.

spalt verwendet. Die Emission wurde hierbei in 5 nm Schritten im Bereich von 310 nm bis
500 nm aufgenommen. Die stationären Absorptionsmessungen wurden mit einem Spektral-
Photometer von Shimadzu (UV 1800) durchgeführt und im Wellenlängenbereich von 600
nm bis 200 nm detektiert. Für alle stationären (das heiÿt nichtzeitaufgelösten) Messun-
gen wurden 4 mm x 10 mm Quarzglas-Küvetten (Hellma, Typ 117.104F-QS) in Kombi-
nation mit einem Magnet-Rührsystem verwendet. Das Rührsystem wurde im Eigenbau
entwickelt, führt zu einer kompletten Durchmischung der Probe in der Küvette innerhalb
weniger Sekunden und garantiert somit eine homogene Probe in der Küvette während der
Absorptions- und Fluoreszenzmessungen [139].
Die zeitaufgelöste Fluoreszenzmessung wurde mit dem in Abschnitt 3.3 vorgestellten

Streakkamera-Aufbau durchgeführt. Zur Unterdrückung von Streulicht wurde hierbei ein
Kanten�lter (WG345, Schott) im Strahlengang der Emission verwendet. Es wurden Zeit-
fenster von 10 ns und 0.5 ns untersucht. Die zeitliche Au�ösung beträgt hierbei ca. 200 ps
bzw. 12 ps.
Die Substanzen Anle138b (m = 343 Da) und Sery313b (m = 282 Da) wurden synthe-

tisiert von Sergey Ryazanov und Andrei Leonov aus der Gruppe von Prof. Griesinger am
Max-Planck-Institut für Biophysikalische Chemie in Göttingen. Eine detaillierte Beschrei-
bung der Synthese �ndet sich in [30]. Bei der im Folgenden beschriebenen Probenpräpa-
ration von Anle138b wurde die Probe immer unter Ausschluss von UV Licht behandelt.
Die gefriergetrockneten Substanzen wurden zunächst in Konzentrationen von 1 mM oder
10 mM in DMSO gelöst und für ca. 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Bei einer Kon-
zentration bis zu 10 mM sind die Proben in DMSO gut löslich. Die Probenkonzentration
wurde hierbei immer über das Gewicht der Einwaage und das Molekulargewicht bestimmt.
Für die stationären Absorptions- und Fluoreszenzmessungen der Proben in DMSO wur-

de der ursprüngliche Ansatz auf eine Konzentration von 10 µM verdünnt und in die zur
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

Messung verwendeten Küvetten gegeben. Für die Messungen in Wasser wurden die Pro-
ben zunächst auf eine Konzentration von 50 µM in DMSO verdünnt. Für die stationären
Messungen in Wasser wurde diese 50 µM DMSO-Lösung dann im Verhältnis 1/100 in eine,
mit 1 ml oder 2 ml Wasser gefüllte, Küvette eingespritzt und mit dem Rührsystem gut
durchmischt. Somit ergibt sich eine Wasserlösung mit 1% DMSO und einer Molekülkon-
zentration von 500 nM. In Wasser können die Proben im Gegensatz zu DMSO nur in sehr
geringen Konzentrationen gelöst werden. Die Löslichkeitsgrenze von Anle138b liegt hier im
Bereich von 500 nM bis 1 µM [140].
Des Weiteren wurden stationäre Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen auch an Pro-

ben durchgeführt, welche vorher mit UV-Licht der Wellenlänge von 300 nm belichtet wur-
den. Hierzu wurden jeweils 2 ml der oben beschriebenen Anle138b-Lösungen in DMSO (10
µM) und in Wasser (500 nM) in die Küvetten gefüllt und für ca. 5 Minuten mit 300 nm
Licht beleuchtet. Bei einer solchen Belichtung der Anle138b-Wasser-Lösungen wandeln sich
die Anle138b-Moleküle zu nahezu 100% in Sery313b Moleküle um, wie über massenspek-
troskopische Untersuchungen veri�ziert wurde [138]. Wurden die Sery313b-Lösungen auf
diese Weise präpariert, wird in der folgenden Arbeit daraufhingewiesen.
Zudem wurden bei allen stationären Fluoreszenz- und Absorptionsmessungen neben den

Spektren der Probe auch Spektren der verwendeten Lösungsmittel (DMSO oder Wasser/1%
DMSO) aufgenommen. Alle im Folgenden dargestellten Spektren wurden mit diesen Lö-
sungsmittelspektren korrigiert, um die Anteile des jeweiligen Lösungsmittels zu entfernen.
Für die zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen in DMSO wurden 200 ml einer 10 µM

Anle138b-Lösung in einem Glasgefäÿ angesetzt. Diese Lösung (DMSO, 10 µM Anle138b)
wurde dann während der Messungen, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, mit einer Peris-
taltikpumpe durch eine Quarzglas-Durch�ussküvette mit einer Schichtdicke von 500 µm
in ein (Abfall-) Glasgefäÿ gepumpt. Auch hier wurden zur Kontrolle zeitaufgelöste Fluo-
reszenzmessungen des Lösungsmittels DMSO durchgeführt. Des Weiteren wurden diese
zeitaufgelösten Messungen auch an Proben durchgeführt, welche vorher mit UV-Licht der
Wellenlänge von 300 nm belichtet wurden. Hierzu wurden 2 ml einer Anle138b DMSO-
Lösung (10 µM) in eine Küvette gefüllt und wie bei den stationären Messungen beleuchtet.
Diese 2 ml Lösung wurde dann in den zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen durch die
Durch�ussküvette zirkuliert.
Zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten wurde zudem eine 4 mm x 10 mm

Küvette mit einer 2,5-Diphenyloxazole- (PPO) Methanol-Lösung (10 µM) präpariert. Die
Fluoreszenzquantenausbeute Y von PPO ist aus der Literatur bekannt (Y = 86 %) [141].
Über den Vergleich der Absorptions- und Fluoreszenzmessungen von PPO, Anle138b und
Sery313b kann die Fluoreszenzquantenausbeute von Anle138b und Sery313b bestimmt
werden.

6.1.2 Experimentelle Ergebnisse: Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.2 zeigt das Absorptionsspektrum von Anle138b in DMSO im Bereich von
260 nm bis 500 nm. Unterhalb von 260 nm kann aufgrund der hohen Absorption des Lö-
sungsmittels DMSO kein Absorptionsspektrum von Anle138b aufgenommen werden. Das
Absorptionsspektrum zeigt ein Maximum bei ca. 270 nm mit einem Extinktionskoe�zien-
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.2: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Anle138b bei einer Anregungs-
wellenlänge von 300 nm in DMSO (c=10 µM) .

ten ε von ca. 30000 (M cm)−1 und eine Schulter bei ca. 300 nm (ε ∼ 15000 (M cm)−1).
Die Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b sollen im Weiteren (siehe Abschnitt 6.2) mit
Proteinen untersucht werden, die aromatische Aminosäuren enthalten, deren langwellige
Absorption im Bereich von 270 nm liegt. Eine Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften
bei einer Anregungswellenlänge von 270 nm ist in diesem Zusammenhang nicht sinnvoll. Bei
300 nm hingegen ist die Absorption aromatischer Aminosäuren vernachlässigbar klein. Bei
einer Wellenlänge von 300 nm ist es somit möglich, in einem Anle138b/Proteingemisch nur
Anle138b und nicht die aromatischen Aminosäuren der Proteine anzuregen. In Anbetracht
dessen wurden alle in diesem Kapitel vorgestellten Fluoreszenzmessungen an Anle138b und
Sery313b bei einer Anregungswellenlänge von 300 nm durchgeführt. Abbildung 6.2 zeigt
auch das Fluoreszenzspektrum von Anle138b in DMSO bei einer Anregung von 300 nm.
Das Fluoreszenzspektrum zeigt ein scharfes Maximum bei ca. 340 nm, hat nur eine sehr
geringe Stokes-Verschiebung1 von ca. 10-20 nm und ist nicht spiegelsymmetrisch zum Ab-
sorptionsspektrum. Über den Vergleich mit der Absorptions- und Fluoreszenzmessung von
PPO kann die Fluoreszenzquantenausbeute Y = Zahl der emittierten Photonen

Zahl der absorbierten Photonen = 1% ± 0.5%
bestimmt werden.
Die Absorptionseigenschaften von Anle138b in Wasser sind vergleichbar zu den Absorp-

tionseigenschaften in DMSO (siehe Abbildung 6.3). Die Schulter im Absorptionsspektrum
bei 300 nm scheint hier etwas schwächer ausgeprägt zu sein als im Lösungsmittel DMSO
(ε ∼ 10000 (M cm)−1). Die Messgenauigkeit der Spektren ist jedoch begrenzt, da aufgrund
der beschriebenen Veränderung des Moleküls Anle138b durch UV-Licht die Messdauer ein-
schränkt ist und Anle138b im Lösungsmittel Wasser nur in einer geringen Konzentration
(500 nM) untersucht werden kann. In Anbetracht der Messgenauigkeit ist der Unterschied
in den Absorptionsspektren nicht signi�kant. Im unteren Teil von Abbildung 6.3 ist das

1Verschiebung der Emissionswellenlängen gegenüber der Anregungswellenlänge in den roten Spektralbe-
reich
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

Abbildung 6.3: Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Anle138b bei einer Anregungs-
wellenlänge von 300 nm in Wasser 1% DMSO (c=0.5 µM).

Fluoreszenzspektrum von Anle138b in Wasser bei einer Anregungswellenlänge von 300 nm
dargestellt. Unter Berücksichtigung der Messgenauigkeit entspricht das Fluoreszenzspek-
trum der Nulllinie. Über eine Abschätzung der Messgenauigkeit und einen Vergleich mit
der Absorptions- und Fluoreszenzmessung von PPO kann hierbei abgeschätzt werden, dass
für die Fluoreszenzquantenausbeute in Wasser Y ≤ 0.6 % gelten muss. Abbildung 6.4 zeigt
den Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b mit den Fluoreszenzeigenschaf-
ten einer analog präparierten Sery313b Lösung (c = 500 nM, Wasser/1% DMSO). Die
Substitution des Br-Moleküls durch die OH-Gruppe führt hier zu einer stark ausgepräg-
ten (Y ∼ 10%) Fluoreszenz mit einer zusätzlichen, rotverschobenen Bande im Bereich
von 420 nm. Die Absorptionseigenschaften von Sery313b unterscheiden sich hingegen nicht
signi�kant von den Absorptionseigenschaften von Anle138b.
Alle hier dargestellten Absorptions- und Fluoreszenzmessungen an Anle138b können mit

Absorptions- und Fluoreszenzmessungen an mit UV-Licht bestrahlten Anle138b-Proben
verglichen werden (Daten nicht gezeigt, siehe [138]). Vorbelichtete Anle138b-Proben zeigen
hierbei stark unterschiedliche Fluoreszenzspektren [138]. Über den Vergleich der Messun-
gen kann somit ausgeschlossen werden, dass die hier dargestellten Spektren von Anle138b
durch Anteile belichteter, veränderter Anle138b-Moleküle verfälscht sind.

Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen: Abbildung 6.5 zeigt die Fluoreszenzintensität
von Anle138b in DMSO in Abhängigkeit der Wellenlänge und der Zeit nach einem 300 nm
Anregungspuls. Es zeigt sich eine ausgeprägte Fluoreszenzintensität, die innerhalb der
ersten 200 ps nach der Anregung abklingt. Die Daten zeigen zudem ein schwaches, auf
der Zeitskala von wenigen Nanosekunden abklingendes Fluoreszenzsignal. Die detektierten
Fluoreszenzphotonen liegen hauptsächlich im Spektralbereich von ca. 350 nm bis 450 nm.
Das zeitaufgelöste Fluoreszenzspektrum nach dem Anregungszeitpunkt kann über einen
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.4: Fluoreszenzspektrum von Anle138b und Sery313 bei einer Anregungswel-
lenlänge von 300 nm in Wasser 1% DMSO (c = 0.5 µM). Das grün darge-
stellte Spektrum entspricht dem Absorptionsspektrum von Sery313b (prä-
pariert über Belichtung, siehe 6.1.1) .

globalen Fit mit zwei Zeitkonstanten der Form,

A(t, λ) = A1(λ) · exp( t
τ1

) +A2(λ) · exp( t
τ2

)

angepasst werden. Für Anle138b im Lösungsmittel DMSO ergibt sich hierbei eine Zeitkon-
stante τ1 < 200 ps und eine Zeitkonstante τ2 = 2.0 ns. Die langsame Zeit τ2 beschreibt das,
in Abbildung 6.5 dargestellte, langlebige Fluoreszenzsignal im Nanosekundenbereich. Die
kurze Zeitkonstante τ1 ist kleiner als die Zeitau�ösung der Messung im 10 ns Zeitfenster
von ungefähr 200 ps. Zur genaueren Bestimmung von τ1 wurde die zeitaufgelöste Fluores-
zenzmessung auch in einem Zeitfenster bis 0.5 ns durchgeführt. Bei dieser Messung liegt
die Zeitau�ösung bei ca. 12 ps und es kann die Zeitkonstante der kurzlebigen Fluoreszenz
zu τ1 = 40 ps bestimmt werden. In Abbildung 6.6 sind die transienten Fluoreszenzinten-
sitäten bei 360 nm, für die Messungen im 10 ns und 0.5 ns Zeitfenster dargestellt. Aus
den in Abbildung 6.6 gezeigten, transienten Fluoreszenzkurven und aus den Fitamplitu-
den, A1(λ) und A2(λ) von Anle138b in DMSO kann abgeschätzt werden, dass ca. 70 %
der Photonen mit einer Zeitkonstante τ1 = 40 ps und ca. 30 % der Photonen entsprechend
einer Zeitkonstante τ2 = 2.0 ns emittiert werden.
Bei den gezeigten zeitaufgelösten Messungen an Anle138b wurden die Fluoreszenzbei-

träge des Lösungsmittels DMSO nicht korrigiert. Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen an
DMSO zeigen jedoch, dass die Fluoreszenzintensität dieses Lösungsmittels auf der unter-
suchten Zeitskala, im Vergleich zur Fluoreszenzintensität von Anle138b, vernachlässigbar
ist. Bei den zeitaufgelösten Messungen an vorbelichteten Anle138b Molekülen in DMSO
kann jedoch eine ausgeprägte, langlebige Fluoreszenz beobachtet werden. Die Fluoreszenz-
lebenszeit dieser langlebigen Komponente ist hierbei ähnlich zur langen Fluoreszenzlebens-
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

Abbildung 6.5: Fluoreszenzintensität von Anle138b in DMSO in Abhängigkeit von der Wel-
lenlänge und der Zeit nach dem 300 nm Anregungspuls. Der Zeitpunkt der
Anregung liegt bei ca. 0.6 ns. Die Farbskala von blau über grün zu rot
entspricht der Fluoreszenzintensität. Blau entspricht geringer Intensität,
rot hoher Intensität. Das starke Fluoreszenzmaximum am Nullpunkt im
Bereich von 340 nm ist auf Ramanstreuung des Anregungslichts am Lö-
sungsmittel DMSO zurückzuführen. Unterhalb von 340 nm wird aufgrund
des verwendeten Kanten�lters kein Fluoreszenzlicht detektiert.

zeit τ2 = 2.0 ns, welche bei unbelichteten Anle138b-Molekülen in DMSO beobachtet wird.
Bei vergleichbaren Einstellungen des Messaufbaus ist die gemessene Fluoreszenzintensität
der langlebigen Komponente bei den vorbelichteten Molekülen jedoch ca. 50-mal gröÿer
als bei den Messungen an unbelichtetem Anle138b. Es ist somit möglich, dass die ge-
zeigten langlebigen Fluoreszenzkomponenten von Anle138b-Molekülen in DMSO auf einen
geringen Anteil (ca. 2%) vorbelichteter Moleküle zurückzuführen ist. Dieser geringe Anteil
vorbelichteter Moleküle könnte zum Beispiel daher stammen, dass die Probe bei der zeitauf-
gelösten Messung zwischen zwei aufeinanderfolgenden 300 nm Anregungspulsen nicht zu
100% durch das Durch�usssystem ausgetauscht wurde. In der folgenden Diskussion wird
deshalb nur die Zeitkonstante τ1 = 40 ps diskutiert, da diese eindeutig den nichtvorbelich-
teten Anle138b-Molekülen zugeordnet werden kann.

6.1.3 Diskussion der Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Im Folgenden werden die gezeigten Messungen an Anle138b und Sery313b diskutiert und
ein Modell für die Photophysik von Anle138b vorgestellt. Zunächst werden einige Grund-
lagen der Photophysik von Molekülen in Lösung vorgestellt, welche für die folgende Dis-
kussion relevant sind.
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.6: Änderung der Fluoreszenzintensität über die Zeit von Anle138b in DMSO
(Anregung 300 nm) bei einer Emissionswellenlänge von 360 nm. Im linken
Teil der Abbildung ist eine Messung im 10 ns Zeitfenster, im rechten Teil der
Abbildung im 0.5 ns Zeitfenster, dargestellt. Die roten Kurven zeigen eine
biexponentielle Anpassung der Daten mit den Zeitkonstanten τ1 = 40 ps
und τ2 = 2.0 ns.

Grundlagen der Photophysik: Nach einer Anregung in den ersten elektronisch angereg-
ten Zustand S1 oder auch in höhere elektronisch angeregte Zustände Sn geht ein Molekül
im Allgemeinen auf der Zeitskala von wenigen Pikosekunden durch interne Konversion
(IC) in niedrig liegende Schwingungszustände im S1 über (siehe Abbildung 6.7). Bei der
internen Konversion von Molekülen in Lösung wird die Energie in Form von Schwingungs-
energie an die Umgebung abgegeben. Vom S1 aus kann ein Molekül dann über verschiedene
Prozesse in energetisch niedrigere Zustände übergehen: Ein Molekül kann z.B. durch einen
strahlenden Prozess den elektronischen Grundzustand S0 mit einer Rate kR erreichen. Des
Weiteren ist ein Übergang in den S0 auch über interne Konversion mit einer Rate kIC mög-
lich [142]. Bei relativ �exiblen Molekülen kann auch das Molekül nach der Anregung seine
Geometrie verändern. Ein solcher geometrisch veränderter S1-Zustand wird im Rahmen
dieser Arbeit mit P bezeichnet. Der S1-Zustand, der direkt nach der Anregung erreicht
wird, ist im Folgenden als S1∗ bezeichnet. Aus dem P -Zustand kann das Molekül ebenfalls
nichtstrahlend durch IC oder strahlend in den Grundzustand relaxieren. Der Übergang
auf der Potential�äche des S1, vom S1∗ in den P -Zustand kann, wie in Abbildung 6.7
dargestellt, über eine energetische Barriere bestimmt sein und wird durch eine Rate kSP
beschrieben. Vor allem bei Molekülen mit Schweratomen wie z.B. Brom wird jedoch, auf-
grund der erhöhten Spin-Bahnkopplung der Schweratome, vielfach ein Übergang mit einer
Rate kISC durch sog. Intersystem Crossing (ISC) in Tripletzustände T beobachtet (siehe
Abbildung 6.7) [109]. Der Übergang aus einem Tripletzustand in den Grundzustand S0

ist Spin-verboten. Tripletzustände haben aus diesem Grund in der Regel eine sehr lange
Lebensdauer von Mikrosekunden bis Sekunden [109]. Ein strahlender Übergang aus einem
Tripletzustand in den Grundzustand wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Bei Molekülen in
Lösung wird jedoch in der Regel keine Phosphoreszenz beobachtet [109]. Die Lebensdauer
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

τ des S1∗ wird somit bestimmt durch:

1/τ = kR + kIC + kSP + kISC (6.1)

Für den P-Zustand kann die Lebensdauer in Analogie zu Gleichung 6.1 angegeben werden,
wobei die für diesen Zustand gültigen Raten zu verwenden sind. Prinzipiell kann auch der
Zustand P strahlend in den Grundzustand übergehen, wobei die Fluoreszenz aus diesem
Zustand in der Regel stark rotverschoben ist. Eine Fluoreszenzbande mit einem geringen
Stokes-Shift kann vielfach einem Übergang vom S1∗ in den Grundzustand zugeordnet wer-
den, während eine rotverschobene Fluoreszenzbande einer Emission aus einem P -Zustand
entspricht.

Abbildung 6.7: Schematische Darstellung der Energie�ächen eines Moleküls in Abhängig-
keit einer Molekülkoordinate (z.B. Rotationswinkel einer Molekülbindung).
Eingezeichnet sind die Potenzial�ächen für einen Grundzustand S0, einen
ersten und einen zweiten angeregten Singletzustand S1 bzw. S2 und ei-
nem Tripletzustand T1. Im S1 hat das Molekül direkt nach der Anregung
zunächst die Grundzustandsgeometrie. Dieser Zustand wird hier als S1∗
bezeichnet. Geometrisch �exible Moleküle können durch eine Verformung
in eine energetisch niedriger liegende Konformation, hier bezeichnet mit
dem Zustand P, auf der S1-Potenzial�äche übergehen. Des Weiteren ist ein
strahlender Übergang vom S1∗ in den S0 (Rate kR), ein nichtstrahlender
Übergang vom S1∗ in den S0 mit einer Rate kIC und der Übergang durch
Inter-System-Crossing (ISC) mit einer Rate kISC in einen Tripletzustand
dargestellt.
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Photophysik von Anle138b und Sery313b: Die Absorption der Moleküle Anle138b und
Sery313b kann, unabhängig vom Lösungsmittel, durch zwei Absorptionsbanden beschrie-
ben werden: Eine stärkere Bande mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 270 nm, und
eine schwächer ausgeprägte Bande mit einem Maximum bei ca. 300 nm (siehe Abbildung
6.2, 6.3 und 6.4). Die 300 nm Absorptionsbande kann einer Anregung in den ersten elektro-
nisch angeregten Zustand S1, die 270 nm Absorptionsbande einer Anregung in den zweiten
elektronisch angeregten Zustand S2 zugeordnet werden. Anle138b in DMSO zeigt im We-
sentlichen eine charakteristische Fluoreszenzbande, mit einem geringen Stokes-Shift von
10 - 20 nm (spektrale Rotverschiebung der Emissionswellenlänge bezogen auf die Anre-
gungswellenlänge)(siehe Abbildung 6.2). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die
Fluoreszenz von Anle138b in DMSO auf einen strahlenden Übergang vom S1∗ in den
Grundzustand zurückzuführen ist. Wie im Folgenden dargestellt, wird diese Interpretation
unterstützt von den zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen:
Unter der Annahme, dass die beobachtete Emission von Anle138b in DMSO von einem

strahlenden Übergang, vom S1∗ in den S0, stammt, lässt sich kR in diesem Lösungsmittel
über die Strickler-Berg-Relation aus dem stationären Absorptions- und Fluoreszenzspek-
trum ableiten [109, 143]. Eine Analyse der in Abbildung 6.2 dargestellten Absorptions-
und Fluoreszenzspektren ergibt eine Rate kR = 1/τR = 1/(5 ns).
Die in der zeitaufgelösten Fluoreszenzmessung beobachtete Fluoreszenz von Anle138b

in DMSO ist im Wesentlichen durch einen exponentiellen Zerfall mit einer Zeitkonstante
τ = 40 ps bestimmt. Unter der Annahme, dass die beobachtete Emission auf einen strah-
lenden Übergang vom S1∗ in den S0 zurückzuführen ist, lässt sich aus der gemessenen
Zeitkonstante τ = 40 ps in Kombination mit der Quantenausbeute die Rate kR = 1/τR für
den strahlenden Übergang vom S1∗ in den S0 bestimmen:

1/kR = τR = τ/Y = 4 ns

Diese Lebensdauer stimmt gut mit der über die Strickler-Berg Relation ermittelten Fluo-
reszenzlebenszeit 1/kR = τR = 5ns überein. Diese Übereinstimmung unterstützt die These,
dass die beobachtete Fluoreszenz von Anle138b in DMSO, mit der Lebenszeit τ = 40 ps,
auf einen Übergang vom S1∗ in den S0 zurückzuführen ist. Würde Anle138b nur über
diesen strahlenden Prozess vom S1∗ in den Grundzustand übergehen, wären die 4 ns die
Lebensdauer des S1∗. Es muss deshalb einen anderen Prozess geben, der dazu führt, dass
der S1∗ bereits nach einer Zeit von τ = 40 ps entvölkert ist. Über Gleichung 6.1 lässt sich
die Rate kNR = 1/τNR für diesen nicht strahlenden Prozess bestimmen:

1/τNR = 1/τ − 1/τR = 1/(40.4 ns)

Bei diesem nichtstrahlenden Prozess, mit τNR = 40.4 ps, kann es sich prinzipiell um einen
Übergang vom S1∗ direkt in den Grundzustand S0 (Rate kIC), in einen energetisch tiefer
liegenden verdrehten S1-Zustand (P -Zustand) (Rate kSP ) oder auch einen Übergang in
einen Tripletzustand T (Rate kISC) handeln. Diese Fragestellung wird im Folgenden im
Zusammenhang mit den Messungen an Sery313b diskutiert und ein Modell für die photo-
physikalischen Prozesse von Anle138b und Sery313b in Wasser und DMSO vorgestellt:
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

Zunächst einmal deuten die Daten daraufhin, dass der S1-Zustand bei Anle138b und
auch Sery313b über die Benzol- und Pyrazolringe delokalisiert ist (siehe Abbildung 6.1).
Das Absorptionsspektrum von Anle138b und Sery313b ist nicht zu vergleichen mit dem
Absorptionsspektrum von isolierten Pyrazol-Molekülen [144]. Eine Lokalisierung nur am
Benzol ist ebenfalls ausgeschlossen, da Benzol vollständig andere Absorptionseigenschaften
hat. In Anbetracht eines solchen delokalisierten S1-Zustands von Anle138b und Sery313b,
und im Zusammenhang mit der in Abbildung 6.1 dargestellten Struktur der Moleküle wäre
eine Energieabsenkung durch eine Verdrehung der Moleküle auf der S1-Potenzial�äche
und somit ein Übergang in einen P -Zustand denkbar. Ein solches Modell könnte auch
die zusätzliche, rotverschobene Fluoreszenzbande von Sery313b in Wasser erklären (siehe
Abbildung 6.4). Die rotverschobene Fluoreszenz wäre hierbei auf den strahlenden Übergang
vom P - in den Grundzustand zurückzuführen.

Für die Photophysik von Anle138b legt das Brom die Vermutung nahe, dass bei diesem
Molekülen auch ein Übergang in einen Tripletzustand eine wichtige Rolle spielen könnte.
Diese These wird unterstützt von der stark reduzierten Fluoreszenzintensität von Anle138b
im Vergleich zu Sery313b (siehe Abbildung 6.4).

Auf Grundlage dieser Überlegungen wird in Abbildung 6.8 ein Modell für die Photo-
physik von Anle138b und Sery313b vorgestellt. Nach der Anregung mit 300 nm relaxieren
die Moleküle in die vibronisch niedrig liegenden Zustände des S1∗. Diese Population des
S1∗ geht dann zu einem geringen Anteil (∼ 1%) strahlend in den Grundzustand über. Der
Groÿteil der Population des S1∗ reagiert jedoch, über eine energetische Barriere auf der Po-
tential�äche des S1, in den P -Zustand, wobei der Zustand P, im Vergleich zum Zustand S1∗,
eine verdrehte Geometrie aufweist. Vorhergehende Untersuchungen haben gezeigt, dass das
Anle138b-Molekül im Grundzustand, und somit vermutlich auch im Zustand S1∗, planar
vorliegt [30, 145]. Bei dem Übergang in den P -Zustand könnte sich einer der Benzolringe
aus der Molekülebene herausdrehen. Für Sery313b relaxiert die Population des P -Zustands
dann strahlend und durch interne Konversion in den Grundzustand und es ergibt sich die
beobachtete, stark rotverschobene, zusätzliche Fluoreszenzbande. Bei Anle138b geht die
Population des P -Zustands hingegen in einem sehr schnellen Prozess (innerhalb weniger
ps) in einen Tripletzustand über, und es zeigt sich keine zusätzliche rotverschobene Fluores-
zenz. Über dieses Modell kann auch die beobachtete, höhere Fluoreszenzquantenausbeute
von Anle138b im Lösungsmittel DMSO im Vergleich zur Fluoreszenzquantenausbeute in
Wasser erklärt werden. DMSO hat eine deutlich höhere Viskosität als Wasser. Der mit
einer Verformung des Moleküls verbundene Übergang in den P -Zustand ist im viskosen
Lösungsmittel DMSO langsamer als in Wasser. Hieraus ergibt sich eine längere Lebenszeit
des S1∗ und somit die beobachtete gröÿere Fluoreszenzquantenausbeute von Anle138b in
DMSO. Auf Grundlage der in diesem Abschnitt vorgestellten Messungen ist dieses Modell
noch relativ spekulativ. Im nächsten Abschnitt werden jedoch die Fluoreszenzeigenschaf-
ten von Anle138b in Kombination mit α-Synuclein vorgestellt. In diesem Zusammenhang
wird das hier vorgeschlagene Modell noch einmal aufgegri�en, wobei die Messungen mit
α-Synuclein das hier vorgestellte Modell unterstützen.
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6.1 Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b

Abbildung 6.8: Modell zur Beschreibung der Photophysik von Anle138b in DMSO: Darge-
stellt sind die Potenzial�ächen von Grund- und erstem angeregten Zustand
von Anle138b in Abhängigkeit vom Rotationswinkel einer der Molekülbin-
dungen. Die Daten sind konsistent mit einem radiativen Zerfall vom S1∗
in den S0 mit 1/kR = 4 ns, und einen schnellen (1/kSP = 40.4 ps) Über-
gang, über eine Barriere auf der S1-Potenzial�äche, in einen Zustand P. Der
nichtstrahlende Übergang vom S1∗ in den S0 ist in diesem Model weniger
e�zient als der schnelle Übergang in den P-Zustand (1/kIC > 40.4 ps).
Der P -Zustand hat im Vergleich zum Grundzustand und zum S1∗ eine ver-
drehte Geometrie. Hierbei könnte zum Beispiel einer der Benzolringe aus
der Molekülebene herausgedreht sein. Für Anle138b geht der Zustand P

schnell, d.h. mit hoher Ausbeute in einen Tripletzustand über (grau dar-
gestellt). Die Photophysik von Anle138b in Wasser ist qualitativ identisch,
wobei aufgrund der geringeren Viskosität von Wasser der Übergang in den
P -Zustand e�zienter ist (1/kSP < 40.4ps). Die Photophysik von Sery313b
kann qualitativ auch durch dieses Modell beschrieben werden. Im Gegen-
satz zu Anle138b geht Sery313b aus dem P -Zustand jedoch nicht in einen
Tripletzustand über, so dass man die Fluoreszenz aus P beobachten kann.
Die bei diesem Molekül beobachtete, rotverschobene Fluoreszenz entspricht
diesem strahlenden Übergang von P in den S0, und ist in obiger Abbildung
rot dargestellt.
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6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

6.2 Kopplung von Anle138b an monomeres und aggregiertes

α-Synuclein

In diesem Abschnitt werden die Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b in Kombination
mit monomeren und aggregierten α-Synuclein-Proteinen untersucht. Über konzentrations-
abhängige Fluoreszenzmessungen ist es hierbei möglich, die Bindung von Anle138b an α-
Synuclein-Aggregate genauer zu untersuchen und zu quanti�zieren. Im Folgenden werden
zunächst die verwendeten Materialien und Methoden sowie die Probenpräparation vor-
gestellt. Anschlieÿend werden die experimentellen Ergebnisse präsentiert und ein Modell
für die Kopplung von Anle138b an α-Synuclein-Aggregate vorgestellt. Aufbauend auf den
Ergebnissen wird auch kurz der Wirkmechanismus von Anle138b bei neurodegenerativen
Erkrankungen diskutiert.

6.2.1 Probenpräparationen für die Fluoreszenzmessungen an Anle138b mit
α-Synuclein

Die in diesem Abschnitt diskutierten stationären Absorptions- und Fluoreszenzmessungen
wurden mit den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Spektrometereinstellungen durch-
geführt. Die Proben wurden hierbei immer in den 4 mm x 10 mm Küvetten untersucht.
Bei den stationären Fluoreszenzmessungen wurde das bereits beschriebene Rührsystem
verwendet, um eine gute Durchmischung der Proben zu garantieren. Für die Messungen
der Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b mit aggregierten und monomeren α-Synuclein-
Proteinen wurden die Proben folgendermaÿen präpariert (siehe auch [30]): Das gefrierge-
trocknete Anle138b wurde zunächst in einer Konzentration von 10 mM in DMSO gelöst
und im Ultraschallbad für 5 min behandelt. 2.5 µl dieser 10 mM Anle138b-DMSO-Lösung
wurden dann in 100 ml Pu�er (50 mM Tris-HCl, pH = 7.0) unter Ultraschallbehandlung
eingespritzt und gut vermischt. Es ergibt sich eine 250 nM Anle138b-Lösung in Pu�er
mit einem Anteil von 0.0025 % (v/v) DMSO. Zwei identische Küvetten (Küvette 1 und
Küvette 2) wurden dann mit dieser 250 nM Anle138b-Lösung befüllt. Von beiden Küvet-
ten wurde ein Fluoreszenzspektrum (Anregung bei 300 nm) aufgenommen. Anschlieÿend
wurden sukzessive kleine Mengen einer 50 µM α-Synuclein-Monomerlösung und einer 13
µM α-Synuclein-Fibrillenlösung in Küvette 1 beziehungsweise Küvette 2 pipettiert und
Fluoreszenzspektren aufgenommen (siehe Abb. 6.9).
Die Lösungen mit monomeren und aggregierten α-Synuclein-Proteinen wurden von Felix

Schmidt aus der Gruppe von Armin Giese am Zentrum für Neuropathologie und Prionfor-
schung der LMU (ZNP) entsprechend [30] präpariert. Für die Präparation der Lösung mit
aggregiertem α-Synuclein wurde eine 50 µM α-Synuclein-Monomerlösung (in 50 mM Tris-
HCl, pH = 7.0, 100 mM NaCl, 0.02 % NaN3) unter konstantem Rühren für 96 h bei 37° C
gelagert. Unter diesen Bedingungen bilden sich in der Lösung α-Synuclein-Fibrillen2. Da
sich in dieser Fibrillenlösung auch monomeres α-Synuclein be�ndet, wurde die Fibrillenlö-
sung direkt vor den Fluoreszenzmessungen zentrifugiert (15 min, 10000 rpm). Das Pellet
enthält nur aggregiertes α-Synuclein und wurde in einer 50 mM Tris-HCl Lösung, pH 7.0

2Entsprechend Gespräch mit Armin Giese und Felix Schmidt
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resuspendiert. Es ergibt sich eine 13 µM Lösung mit aggregiertem α-Synuclein ohne α-
Synuclein-Monomere. Die Konzentration der Proteine von 13 µM in dieser Fibrillenlösung
(Konzentration bezogen auf das Monomer) wurde über die Tyrosinabsorption bei 280 nm
bestimmt.
Die Absorption und Fluoreszenz von α-Synuclein bei 300 nm ist gering. Zur Kontrolle

wurden jedoch zwei weitere Küvetten (Küvette 3 und Küvette 4) verwendet. Diese wurden
nur mit Pu�er (50 mM Tris-HCl, pH = 7.0, 0.0025 % (v/v) DMSO) befüllt. Analog zu den
oben beschriebenen Messungen mit Küvette 1 und 2 wurden die α-Synuclein-Monomer- und
Fibrillenlösungen auch zu diesen, nur mit Pu�er gefüllten Küvetten (3 und 4) zugegeben,
und Fluoreszenzspektren aufgenommen. Die Fluoreszenzspektren dieser Referenzlösungen
wurden dann von den Spektren der Lösungen mit Anle138b abgezogen und es ergeben sich
die in Abbildung 6.9 dargestellten Spektren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch Küvetten mit Sery313b präpariert und mit α-

Synuclein-Monomer- und Fibrillenlösungen untersucht. Hierzu wurden zwei Küvetten wie
oben beschrieben mit 800 µl, 250 nM Anle138b-Pu�erlösungen (0.0025 % (v/v) DMSO)
präpariert und für ca. 5 Minuten mit 300 nm Licht beleuchtet. Bei einer solchen Belichtung
der Anle138b-Wasser-Lösungen wandeln sich die Anle138b-Moleküle zu nahezu 100% in
Sery313b Moleküle um, wie über massenspektroskopische Untersuchungen veri�ziert wurde
[138]. Diese Sery313b-Lösungen wurden dann in identischer Weise wie Anle138b mit α-
Synuclein-Monomeren und Fibrillen untersucht.
Zur Quanti�zierung der Bindungseigenschaften von Anle138b an α-Synuclein-Fibrillen

wurden konzentrationsabhängige Messungen durchgeführt. Hierzu wurden vier identische
Küvetten mit 800 µl Pu�er (50 mM Tris-HCl, pH = 7.0) befüllt. In die erste Küvette wurden
8 µl einer 10 µMAnle138b DMSO-Lösung gegeben. In die zweite und dritte Küvette wurden
jeweils 8 µl einer 25 µM beziehungsweise 50 µM Anle138b-DMSO-Lösung eingespritzt. Die
vierte Küvette wurde für die Referenzmessung verwendet, hierzu wurden nur 8 µl DMSO
zugegeben.
Es ergeben sich vier Küvetten mit Pu�er, 1% DMSO: Küvette 1 mit 100 nM Anle138b,

Küvette 2 mit 250 nM Anle138b, Küvette 3 mit 500 nM Anle138b und Küvette 4 ohne
Anle138b. Von allen vier Küvetten wurde zunächst ein Fluoreszenzspektrum (Anregung
bei 300 nm) im Bereich von 320 - 360 nm aufgenommen. Anschlieÿend wurden sukzessive
und parallel zu allen vier Küvetten kleine Mengen einer Fibrillenlösung pipettiert und
die Fluoreszenz im Bereich von 320 - 360 nm aufgenommen. Die Fibrillenlösung wurde
analog zur obigen Beschreibung präpariert, hierbei ergab sich eine Fibrillenlösung mit
einer Konzentration (bezogen auf das Monomer) von 52 µM.
Abbildung 6.10 zeigt die Fluoreszenzintensität bei 340 nm (Anregung 300 nm) von Kü-

vette 1, 2 und 3. Die dargestellten Fluoreszenzwerte wurden auf die Fluoreszenz der Fi-
brillen (gemessen mit Küvette 4) korrigiert.

6.2.2 Experimentelle Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen an Anle138b
mit α-Synuclein

Wie bereits im Abschnitt 6.1 dargestellt, zeigt Anle138b in wässriger Lösung nur eine
sehr geringe Fluoreszenzintensität. Abbildung 6.9 A zeigt die Fluoreszenzspektren von An-

87



6 Anle138b und dessen Interaktion mit α-Synuclein-Aggregaten

3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0
0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

3 0 0 3 5 0 4 0 0 4 5 0 5 0 0
0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

2 5 0

pre
-ag

gre
ga

ted

W a v e l e n g t h  [ n m ]

  0     µ M  α−S y n
  0 . 2  µ M  α−S y n
  0 . 7  µ M  α−S y n
  1 . 7  µ M  α−S y n
  3 . 1  µ M  α−S y n

a n l e 1 3 8 b  ( 2 5 0 n M )  +  
BA

 Fl
uo

res
ce

nc
e I

nte
ns

ity 
[a.

u.]

W a v e l e n g t h  [ n m ]
mo

no
me

ric  0      µ M  α−S y n
  0 . 8   µ M  α−S y n
  2 . 9   µ M  α−S y n
  6 . 8   µ M  α−S y n
  1 2 . 2 µ M  α−S y n

a n l e 1 3 8 b  ( 2 5 0 n M )  +  

Abbildung 6.9: Fluoreszenzspektren von Anle138b (Anregung 300 nm) nach Zugabe von
α-Synuclein-Monomeren (A) und α-Synuclein-Fibrillen (B). Die Zugabe
von Monomeren führt zu keiner signi�kanten Änderungen der Fluoreszen-
zeigenschaften von Anle138b, während die Zugabe von Fibrillen zu einem
starken Anstieg der Fluoreszenzintensität mit einem Maximum bei 340 nm
führt (aus [30]).

le138b nach Zugabe von monomerem α-Synuclein. O�ensichtlich führt die Zugabe von
Monomeren zu keiner signi�kanten Änderung der Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b.
Im Gegensatz hierzu führt die Zugabe von α-Synuclein-Fibrillen zu einer deutlichen Zu-
nahme der Anle138b-Fluoreszenzintensität (siehe Abbildung 6.9 B). Die drastische Ände-
rung der Fluoreszenzeigenschaften von Anle138b in Kombination mit den Fibrillen deutet
hierbei auf eine strukturspezi�sche Bindung der Substanz an die α-Synuclein-Fibrillen
hin [30]. Die Fluoreszenzspektren von Anle138b mit Fibrillen zeigen nur eine geringe
Stokes-Verschiebung von ca. 20 nm und ähneln dem in Abbildung 6.2 dargestellten Fluores-
zenzspektrum von Anle138b in DMSO. Die Fluoreszenzquantenausbeute von Anle138b, in
Kombination mit Fibrillen, ist jedoch deutlich höher (20-30 %) als die von Anle138b im Lö-
sungsmittel DMSO. In den analog durchgeführten Messungen an Sery313b in Kombination
mit α-Synuclein-Fibrillen wurde ebenfalls eine starke Zunahme der Fluoreszenzintenstität
bei 340 nm beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die bei Sery313b beobachtete rotverscho-
bene Fluoreszenzbande (siehe Abbildung 6.4) nimmt durch die Kopplung an die Fibrillen
hingegen stark ab.
Zur Quanti�zierung der Bindungseigenschaften von Anle138b an Fibrillen wurden kon-

zentrationsabhängige Messungen durchgeführt, bei denen sowohl die Konzentration der
Fibrillen, als auch die Konzentration von Anle138b variiert wurde. Abbildung 6.10 zeigt
die Fluoreszenzintensität bei 340 nm für unterschiedlich konzentrierte Anle138b Lösungen
(100 nM, 250 nM und 500 nM) nach sukzessiver Zugabe von Fibrillen. Durch die Zugabe
der Fibrillen steigt die Fluoreszenzintensität aufgrund der Bindung von Anle138b an die
Fibrillen zunächst deutlich an. Bei hohen Fibrillenkonzentrationen (4 - 10 µM) ist hingegen
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ein Groÿteil der Anle138b-Moleküle an die Fibrillen gebunden und die Fluoreszenzintensi-
tät ändert sich nur noch sehr wenig durch weitere Zugabe von Fibrillen. Die Fluoreszenz-
zunahme erreicht hier ihren Sättigungswert. Wie zu erwarten ist der Sättigungswert der
Fluoreszenzintensität bei der 250 nM Anle138b-Lösung ca. um einen Faktor 2.5 höher als
der Sättigungswert bei der 100 nM Lösung. Der Sättigungswert der 500 nM Lösung ist
ungefähr doppelt so hoch wie der Sättigungswert der 250 nM Lösung. Aus dem Fluores-
zenzspektrum der 500 nM Anle138b-Lösung mit 10 µM α-Synuclein lässt sich die Quan-
tenausbeute für gekoppeltes Anle138b abschätzen. Im Vergleich mit einer PPO-Messung
ergibt sich hierbei eine Quantenausbeute im Bereich von 20-30 %. Wie in der folgenden
Diskussion gezeigt wird, können über die konzentrationsabhängigen Fluoreszenzmessungen
von Anle138b mit Fibrillen die Bindungseigenschaften quanti�ziert werden.

Abbildung 6.10: Fluoreszenzintensität von 100 nM, 250 nM und 500 nM Anle138b bei
340 nm (Anregungswellenlänge 300 nm) in Kombination mit α-Synuclein
Fibrillen. Die Zugabe der Fibrillen führt zu einem Anstieg der Fluores-
zenzintensität bis ein Groÿteil der Anle138b Moleküle an die Fibrillen
gebunden ist und die Fluoreszenz absättigt. Die schwarzen Kurven zei-
gen eine Anpassung der Daten entsprechend dem Massenwirkungsgesetz
(siehe Diskussion 6.2.3).

6.2.3 Diskussion: Bindung von Anle138b an α-Synuclein-Fibrillen

Die Messungen zeigen eindeutig eine Bindung von Anle138b an α-Synuclein-Fibrillen, wäh-
rend keine Anzeichen einer Bindung an Monomere beobachtet werden können (siehe Ab-
bildung 6.9). Über die konzentrationsabhängigen Messungen kann die Bindung an die Ag-
gregate genauer untersucht werden.
Für die Quanti�zierung der Bindungseigenschaften eines Liganden (hier Anle 138b) an

einen Rezeptor (hier α-Synuclein-Fibrillen) wird vielfach die Bindungskonstante Kb oder
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die Dissoziationskonstante Kd = 1/Kb herangezogen. Des Weiteren ist von Interesse, wie
viele Bindungsstellen der Rezeptor (hier die α-Synuclein-Fibrillen) für den Liganden zur
Verfügung stellt. Für die experimentelle Bestimmung der Bindungskonstante und der An-
zahl der Bindungsstellen werden vielfach Isotherme Titrationskalorimetrie-Experimente
durchgeführt [146, 147]. Für Substanzen, die nur in nanomolarer Konzentration löslich
sind (wie Anle138b), sind solche Experimente jedoch nur schwer durchführbar. Des Weite-
ren sind Isotherme Titrationskalorimetrie-Experimente an Lösungen mit aggregierten Pro-
teinen aufgrund der Inhomogenitäten der Probenlösungen grundsätzlich problematisch.
Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften von Anle138b an die α-Synuclein-Fibrillen
ist diese Methode unter diesen Gesichtspunkten nicht geeignet (Ergebnis eines Gesprächs
mit Anette Bachmann und Tobias Aumüller, TU München). Wie im Folgenden erläutert
wird, ist es jedoch möglich, aus den in Abbildung 6.10 dargestellten konzentrationsab-
hängigen Fluoreszenzmessungen an Anle138b in Kombination mit α-Synuclein-Fibrillen
die Bindungskonstante und die Anzahl der α-Synuclein-Proteine, welche im Aggregat eine
Bindungsstelle ergeben, zu bestimmen. Die folgende Darstellung ist in ähnlicher Weise in
der Masterarbeit von Anne Reiner beschrieben [138].

Die Reaktionsgleichung für die Bindung eines Liganden A an einen Rezeptor M unter
Bildung eines Liganden-Rezeptor-Komplexes AM kann allgemein geschrieben werden als:

Au +Mu 
 AM

Im vorliegenden Fall ist Au die Konzentration von ungebundenen Anle138b Molekülen und
Mu beschreibt die Konzentration der unbesetzten Bindungsstellen an den α-Synuclein-
Fibrillen. AM steht für die Konzentration der Komplexe, Anle138b gebunden an eine Bin-
dungsstelle. Die Konzentration AM ist gleich der Konzentration der gebundenen Anle138b
Moleküle Ag. Das Reaktionsgleichgewicht kann über das Massenwirkungsgesetz beschrie-
ben werden:

Kb = 1/Kd =
Ag

Mu ·Au
(6.2)

Die Konzentration der ungebunden Anle138b Moleküle Au kann geschrieben werden als
Au = A0 − Ag, wobei A0 die Gesamtkonzentration von Anle138b in der Lösung darstellt.
Die Konzentration der unbesetzten BindungsstellenMu kann mit Hilfe der Gesamtkonzen-
tration der Bindungsstellen M0 ausgedrückt werden über Mu = M0−Ag. Die Gesamtkon-
zentration der Bindungsstellen M0 ist unbekannt. Unter der Annahme, dass eine Anzahl
B von α-Synuclein-Proteinen eine Bindungsstelle erzeugen, kann M0 jedoch ausgedrückt
werden durch M0 = M/B. M ist die Proteinkonzentration (bezogen auf das Monomer) in
der Lösung. Über diese Beziehungen kann Gleichung 6.2 umgeformt werden zu:

Kb =
Ag

Mu ·Au
=

Ag

(MB −Ag) · (A0 −Ag)
(6.3)

Eine weitere einfach Umformung dieser Gleichung liefert:

Ag
Au

=
Ag

(A0 −Ag)
= Kb(

M

B
−Ag) (6.4)

90



6.2 Kopplung von Anle138b an monomeres und aggregiertes α-Synuclein

Auftragung von Ag/Au gegen Ag, bei konstanter Proteinkonzentration M, in einem Dia-
gramm liefert somit eine Gerade mit der Steigung −Kb und dem Ordinatenschnittpunkt
Kb ·M/B (siehe Abbildung 6.11). Diese Form der Darstellung wird auch als Scatchard-
Diagramm bezeichnet und wird, wie im Folgenden dargestellt, zur Auswertung der konzen-
trationsabhängigen Fluoreszenzmessungen verwendet. Für eine bestimmte Proteinkonzen-
tration (z.B. M=1.3 µM) kann über die in Abbildung 6.10 dargestellten Titrationskurven
mit 100 nM, 250 nM und 500 nM Anle138b jeweils Ag und Au bestimmt werden:
Da ungebundenes Anle138b praktisch nicht �uoresziert, ist die gemessene Fluoreszenzin-

tensität F bei 340 nm proportional zur Konzentration der gebundenen Anle138b-Moleküle:

F = y ·Ag (6.5)

Der Wert y kann im Prinzip aus der Fluoreszenzintensität einer Anle138b-Lösung bei
einer hohen Fibrillenkonzentration abgeschätzt werden (siehe Abbildung 6.11), da hier
ein Groÿteil der Moleküle an die Aggregate gebunden ist. Für die im Folgenden gezeig-
te Auswertung wird der Wert y jedoch über das im folgenden Paragraphen vorgestellte
Fit-Verfahren bestimmt. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten konzentrati-
onsabhängigen Messungen ist zudem zu berücksichtigen, dass die Gesamtkonzentration
von Anle138b A0 durch die Zugabe der Fibrillenlösung während des Titrationsexperiments
leicht abnimmt. Mit der Konzentration in der Stammlösung der Proteinems, der Anle138b-
Konzentration as zu Beginn der Messung und der jeweiligen Proteinkonzentration in der
Lösung M kann jedoch die jeweilige Anle138b-Konzentration A0 bestimmt werden:

A0 = (1− M

ms
)as (6.6)

Über Gleichung 6.5 und 6.6 ist es somit möglich jeweils, Ag und Au = A0 − Ag aus
den Titrationskurven zu bestimmen. Für eine bestimmte Proteinkonzentration M kön-
nen dann Ag/Au und Ag für as gleich 100 nM, 250 nM und 500 nM berechnet und in
einem Scatchard-Diagramm aufgetragen werden. Abbildung 6.11 zeigt aus den Titrations-
kurven berechnete Scatchard-Diagramme für Proteinkonzentrationen M=0.65 µM, M=1.3
µM und M=1.9 µM. Eine Analyse der gezeigten Scatchard-Diagramme ergibt im Mittel
Kb = 1/(115 nM) und B = 7. Die in dieser Messung bestimmten Werte, Kb = 1/(115 nM)
und B = 7 können mit den ermittelten Werten aus einer unabhängigen, jedoch identisch
durchgeführten Kontrollmessung verglichen werden. Bei dieser Kontrollmessung wurden
Werte von Kb = 1/(160 nM), B = 19 und Kb = 1/(330 nM), B = 9 ermittelt [138]. Im
Mittel ergibt sich aus diesen Werten: Kb = 1/(170nM(−55nM,+130nM)) und B = 12±6.
Somit bilden nur mehrere (ca. 12) Proteine zusammen im Aggregat eine Bindungsstel-
le für ein Anle138b-Molekül (siehe Abbildung 6.12). Die Bindungskonstante liegt ca. bei
Kb = 1/(170 nM), was einer Dissoziationskonstante Kd = 170 nM entspricht und zeigt,
dass Anle138b hoch a�n an die Aggregate bindet. In der Pharmakologie wird vielfach bei
Dissoziationskonstanten eines Wirksto�s an ein Target mit Kd < 1 µM von einer starken
Bindung gesprochen.
Der Parameter y wurde, bei der hier vorgestellten Analyse und zur Berechnung der in

Abbildung 6.11 dargestellten Scatchard-Diagramme, über eine Anpassung der Titrations-
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kurven, wie im folgenden Paragraphen beschrieben, bestimmt.

Abbildung 6.11: Scatchard-Diagramme zur Bestimmung der Bindungskonstante Kb und
der Zahl B der α-Synuclein-Proteine, die eine Bindungsstelle bilden. Auf
der Ordinate ist das Verhältnis der Konzentrationen gebundener durch un-
gebundener Anle138b Molekühle dargestellt. Die Abszisse zeigt die Kon-
zentration der gebundenen Anle138b-Moleküle. Ein linearer Fit der Punk-
te liefert im Mittel Kb = 1/(115 nM) und B = 7. Zur Analyse der Daten
wurde y = 2.65·108 1/µM verwendet.

Bestimmung von y: Aus den in Abbildung 6.10 dargestellten Messungen kann über
eine Anpassung der Daten entsprechend Gleichung 6.3 der Parameter y relativ genau be-
stimmt werden. Für die Anpassung der Daten kann Gleichung 6.5 und 6.6 in Gleichung
6.3 eingesetzt werden:

Kb =
F
y

(MB −
F
y ) · ((1− M

ms
)as − F

y )
(6.7)

Diese Gleichung kann wiederum aufgelöst werden nach M, wobei nur das negative Vor-
zeichen vor der Wurzel physikalisch sinnvoll ist:

M(F, KB, B, y, as, ms) =
1

2asKBy2
[KBy(asBF − Fms + asmsy)

∓
√
KBy2(−4asBFms(y + asKBy − FKB) +KB(asBF − Fms + asmsy)2)

]
(6.8)

Über diese Gleichung können die Titrationskurven ge�tted werden. Abbildung 6.10 zeigt
eine Anpassung der Titrationskurven mit as = 100 nM, 250 nM und 500 nM entsprechend
Gleichung 6.8. F entspricht hierbei dem gemessenen Fluoreszenzwert. Der auf der Ab-
szisse aufgetragene Wert der Fibrillenkonzentration entspricht M . Über eine Anpassung
entsprechend Gleichung 6.8 können für jede der Titrationskurven die unbekannten Para-
meter Kb, B und y bestimmt werden. Die erhaltenen Werte für Kb und B sind jedoch
stark fehlerbelastet, da diese in Gleichung 6.8 gekoppelt auftreten. Somit kann im Fit ein
groÿer Wert Kb durch einen kleinen Wert B kompensiert werden. Der Wert y, welcher die
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Proportionalität zwischen der Konzentration von gebundenem Anle138b und dem Fluo-
reszenzwert F beschreibt, kann aus der jeweiligen Anpassung der Daten hingegen relativ
genau bestimmt werden. Aus der Anpassung der Titrationskurven mit as = 100 nM, 250
nM und 500 nM ergibt sich ein mittlerer Wert ȳ = 2.65·108 1/µM.

Abbildung 6.12: Schematische Darstellung der Bindung von Anle138b (rot) an α-
Synuclein-Fibrillen. Mehrere α-Synuclein-Proteine (schwarz dargestellt)
im Aggregat bilden eine Bindungsstelle (blau).

Photophysik von an Aggregate gekoppeltem Anle138b: In der Diskussion des vorhe-
rigen Abschnitts 6.1 wurde ein Modell für die Photophysik von Anle138b und Sery313b in
Lösung vorgestellt (siehe Abbildung 6.8). In diesem Modell gehen die Moleküle nach der
Anregung, über eine Barriere auf der Potenzial�äche des S1, in einen Zustand mit einer
verdrehten Geometrie über. Dieser verdrehte Zustand auf der Potential�äche des S1 wurde
in diesem Modell als P-Zustand bezeichnet. Die bei dem Molekül Sery313b in Wasser beob-
achtete, rotverschobene Fluoreszenz wurde einer Emission aus dem P-Zustand zugeordnet.
Bei Anle138b wird hingegen sowohl in Wasser als auch in DMSO keine rotverschobene
Fluoreszenz beobachtet, da bei diesem Molekül der P-Zustand innerhalb weniger ps in
einen Tripletzustand übergeht.
Die beobachtete, starke Fluoreszenzzunahme bei 340 nm von Anle138b und Sery313b in

Kombination mit Fibrillen ist ebenfalls konsistent mit diesem Modell. Hierbei würde die
relativ starre Umgebung der an die Proteinaggregate gekoppelten Sery313b und Anle138b
Moleküle eine Verdrehung der Moleküle nach der Anregung und somit den Übergang in den
P-Zustand verhindern. Im Rahmen des in Abbildung 6.8 dargestellten Schemas führt die
rigide Umgebung zu einer Erhöhung der Barriere zwischen den Zuständen S1∗ und P, was
den Übergang von S1∗ nach P stark verlangsamt. Als Konsequenz würden die Moleküle
Anle138b und Sery313b durch den strahlenden Übergang und durch interne Konversion
vom S1∗ in den S0 relaxieren und die beobachteten Fluoreszenzspektren mit einem geringen
Stokes-Shift, einem Maximum bei 340 nm und einer hohen Fluoreszenzquantenausbeute
zeigen. Auch die bei Sery313b beobachtete Abnahme der rotverschobenen Fluoreszenzban-
de bei der Interaktion mit den Aggregaten ist konsistent mit dem hier vorgeschlagenen
Mechanismus.
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Ein ähnlicher Mechanismus wurde bereits für das von seiner Struktur und seinen photo-
physikalischen Eigenschaften her ähnliche Molekühl Thio�avin vorgeschlagen [148, 149].
Durch eine viskositätsabhängige Messung der Fluoreszenzquantenausbeute von Anle138b
und Sery313b könnte das hier vorgestellte Modell weiter veri�ziert werden. Wäre in der Tat
eine Rotation an der Photochemie der Moleküle beteiligt, würde man eine Abhängigkeit
der Fluoreszenzquantenausbeute von der Viskosität des Lösungsmittels erwarten.

Wirkmechanismus von Anle138b: An dieser Stelle soll kurz der Wirkmechanismus von
Anle138b bei neurodegenerativen Erkrankungen diskutiert werden. Wie bereits in Ab-
schnitt 2.4 vorgestellt führt Anle138b zu einer Abnahme der Konzentration oligomerer
α-Synuclein-Aggregate in Gehirnextrakten von transgenen Parkinson-Mäusen [30]. Auch
bei den SIFT-Messungen konnte eine Reduktion der Proteinaggregation durch Anle138b
beobachtet werden [30]. Diese Beobachtungen legen zunächst die Vermutung nahe, dass
Anle138b an oligomere Strukturen bindet und diese au�öst. Die im Rahmen dieser Ar-
beit erzielten Ergebnisse unterstützen diese Interpretation insofern, als keine Interaktion
von Anle138b mit monomeren Proteinen beobachtet werden konnte. Erst eine Aggregation
von mehreren Proteinen (in etwa 12) führt zur Bildung einer Bindungsstelle. Da sich die
Oligomere in ihrer Aggregatsstruktur zum Teil erheblich von der Struktur der Fibrillen
unterscheiden können, bleibt die Frage einer spezi�schen Kopplung auf oligomere Struktu-
ren jedoch o�en. Ob eine Interaktion von Anle138b mit solchen oligomeren α-Synuclein-
Aggregaten auftritt, ist Gegenstand der momentanen Arbeit.
Die hier beobachtete Bindung von Anle138b an Fibrillen mit hoher A�nität deutet je-

doch darauf hin, dass bei dem Wirkmechanismus von Anle138b auch die pathologischen
Fibrillen eine Rolle spielen könnten. In Abschnitt 2.3 wurde bereits beschrieben, dass bei
neurodegenerativen Erkrankungen die Fibrillen auch an der Bildung toxischer Oligomere
beteiligt sein können. Die an die Fibrillen gebundenen Anle138b Moleküle könnten hierbei
die Bildung weiterer toxischer Oligomere durch die Fibrillen inhibieren. Dies würde insge-
samt zu einer Abnahme von Oligomeren im Organismus führen und könnte die beobachte-
te Verlängerung der symptomfreien Lebenszeit von mit Anle138b behandelten transgenen
Parkinson-Mäusen erklären.
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Für ein Verständnis biologischer Systeme sind die Faltungsmechanismen von Proteinen,
Peptiden und deren Sekundärstrukturelementen, wie α-Helices oder β-Haarnadeln, von
entscheidender Bedeutung. Zum einen können falsch gefaltete, nicht native Proteine ihre
biologische Funktion nicht ausführen. Zum anderen wird bei diversen neurodegenerativen
Erkrankungen wie Parkinson, Alzheimer oder den Prionen-Krankheiten (BSE, Creutzfeldt-
Jakob) eine Fehlfaltung von Proteinen oder Peptiden beobachtet. Die Fehlfaltung führt
dann zur Aggregation der Proteine bzw. Peptide unter Bildung so genannter Amyloid-
Aggregate. Diese Aggregationsprozesse und die hierbei entstehenden Aggregatsstrukturen
sind in vielen Bereichen noch nicht vollständig verstanden, es wird jedoch vermutet, dass
die Aggregation ursächlich für die Pathologie dieser Krankheiten ist. Ziel der vorliegen-
den Arbeit war es, die Faltungs- und Aggregationsmechanismen von Peptiden mittels
verschiedener spektroskopischer Methoden zu untersuchen. Unter anderem wurden hier-
bei Techniken wie die Anreg-Abtast-Spektroskopie, mit Abtast-Pulsen im mittelinfraroten
(MIR-) Spektralbereich und die zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie mit einem Streak-
Kameraaufbau verwendet. Die Arbeit gliedert sich in drei Teile, deren Ergebnisse im Fol-
genden kurz zusammengefasst werden.

T-Sprung- und Isomerisierungs-induzierte Dynamiken einer β-Haarnadelstruktur: In
dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Verfahren verwendet, um Strukturdynamiken
eines β-Haarnadelpeptids auszulösen. Zum einen wurde die Faltung der β-Haarnadel-
struktur durch die Isomerisierung eines in die Aminosäurekette eingebauten Photoschal-
ters induziert. Zum anderen wurden Entfaltungsdynamiken der β-Haarnadelstruktur durch
einen laserinduzierten Temperatursprung im Lösungsmittel ausgelöst. Die Strukturdy-
namik des photoschaltbaren β-Haarnadelpeptids wurde dann jeweils über zeitaufgelöste
MIR- Spektroskopie auf der Nano- bis Mikrosekunden-Zeitskala untersucht. In der Isomer-
isierungs-induzierten Faltungsreaktion wurden strukturelle Änderungen des Peptids auf der
Nanosekunden-Zeitskala beobachtet. Die dominanten Absorptionsänderungen, charakteris-
tisch für die Bildung der gefalteten Haarnadelstruktur, zeigten sich auf der Mikrosekunden-
Zeitskala und konnten mit einer exponentiellen Kinetik mit einer Zeitkonstante von 16 µs
angepasst werden. In den Temperatursprung-induzierten Messungen wurde für die Ent-
faltungskinetik ebenfalls eine Zeitkonstante von 16 µs beobachtet. Messungen der Isomer-
isierungs-induzierten Faltungs- und Temperatursprung-induzierten Entfaltungsreaktionen
für verschiedene Temperaturen zeigten zudem dieselbe Temperaturabhängigkeit der bei-
den Kinetiken. Aus diesen Beobachtungen folgt, dass die Temperatursprung-induzierten
und Isomerisierungs-induzierten Dynamiken auf den selben Mechanismus zurückgeführt
werden können. Der wesentliche Vorgang, der die Faltungs- und Entfaltungsdynamiken
des Peptids bestimmt, ist somit unabhängig vom Auslösemechanismus, sprich unabhängig
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davon, ob die Dynamik durch eine geometrische Änderung einer Peptidgruppe oder durch
eine Änderung der Umgebung des Peptids (Temperatursprung) ausgelöst wird. Die Kom-
bination der beiden Methoden erlaubt zudem eine detaillierte Beschreibung des Faltungs-
prozesses: Die Faltungs- und Entfaltungsdynamiken des β-Haarnadelpeptids werden durch
einen Übergangszustand bestimmt. Der Faltungsprozess über diesen Übergangszustand ist
vermutlich durch einen hydrophoben Kollaps bestimmt. Das vielfach in der Literatur dis-
kutierte downhill-folding, bei dem die Faltung als Di�usionsprozess modelliert wird, kann
für die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte β-Haarnadelstruktur eindeutig ausgeschlossen
werden [41]. Die Ergebnisse zeigen, dass die Kombination der beiden experimentellen An-
sätze es ermöglicht, ein detailliertes Bild der Peptidfaltungsdynamiken und Mechanismen
zu erlangen.

Photoschaltbare Amyloid-Aggregate: Die Aggregation photoschaltbarer Peptide in Amy-
loid-Aggregate wurde in dieser Arbeit über Infrarotspektroskopie und Transmissionselek-
tronenmikroskopie untersucht. Hierbei konnte erstmals gezeigt werden, dass es durch eine
Isomerisierung des in die Aminosäurekette eingebauten Photoschalters möglich ist, den Ag-
gregationsprozess zu kontrollieren und sogar ein Au�ösen der gebildeten Amyloid-Aggre-
gate zu induzieren [42]. Der lichtinduzierte Au�öseprozess wurde dann über zeitaufgelös-
te Infrarotspektroskopie genauer untersucht: Nach der Anregung und der Isomerisierung
des Azobenzol-Photoschalters zeigen die zeitaufgelösten Mittelinfrarotmessungen Absorp-
tionsänderungen, welche weitgehend auf der Zeitskala von Nanosekunden relaxieren. Diese
Absorptionsänderungen können der Relaxation von, durch die Anregung des Photoschal-
ters hervorgerufener, vibronischer Überschussenergie in dem Amyloid-Aggregat oder einer
Anpassung des isomerisierten Azobenzol an die aggregierte Umgebung zugeordnet werden
[43]. Der eigentliche Au�öseprozess der Amyloid-Aggregate �ndet hingegen, ähnlich wie die
lichtinduzierten Aggregationsprozesse, auf der Zeitskala von Minuten statt. Auf Grundlage
dieser Arbeit sind in letzter Zeit einige interessante Arbeiten von anderen Gruppen erschie-
nen [135, 134]: Hierbei wurde ein Azobenzolschalter in das mit der Alzheimer-Erkrankung
assoziierte Amyloidβ-Peptid eingebaut. Durch eine Isomerisierung des Photoschalters kann
auch bei diesen Peptiden ein Au�ösen gebildeter Amyloid-Aggregate induziert werden. Das
Au�ösen der Amyloid-Aggregate führt hier zur Bildung zelltoxischer Oligomere. Mit dieser
Technik ist es somit möglich, durch Belichtung zu einem de�nierten Zeitpunkt, patholo-
gische Oligomere zu erzeugen [135]. Das in der vorliegenden Arbeit erstmals vorgestellte
Verfahren, die Aggregation in Amyloid-Strukturen mit photoschaltbaren Peptiden zu kon-
trollieren, liefert somit neue Möglichkeiten für die Erforschung neurodegenerativer Erkran-
kungen und der mit diesen assoziierten Proteinaggregation.

Anle138b und dessen strukturspezi�sche Bindung an α-Synuclein-Aggregate: In die-
ser Arbeit wurden die intrinsischen Fluoreszenzeigenschaften und die Photophysik von An-
le138b untersucht. Über die intrinsische Fluoreszenz ist es dann möglich, die Bindung an
monomeres oder pathologisch aggregiertes α-Synuclein, wie es bei Parkinson-Patienten be-
obachtet wird, zu untersuchen und zu quanti�zieren. Anle138b in Lösung hat nur eine sehr
geringe Fluoreszenzquantenausbeute von 5 1%. Diese geringe Fluoreszenzquantenausbeute
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ist vermutlich auf einen ultraschnellen Übergang (∼40 ps) in einen Tripletzustand zurück-
zuführen. Bei dem Übergang in den Tripletzustand könnte eine Verdrehung des Anle138b
Moleküls, aus seiner im Grundzustand planaren Geometrie, beteiligt sein. Bei der Messung
von Anle138b mit α-Synuclein-Fibrillen zeigt sich eine drastische Zunahme der Fluores-
zenzquantenausbeute. Die starke Fluoreszenzzunahme ist auf eine Bindung von Anle138b
an die Aggregate zurückzuführen. Bei der Bindung an die Aggregate wird, vermutlich auf-
grund der rigiden Umgebung des Moleküls, eine Verdrehung des Moleküls und der Übergang
in den Tripletzustand inhibiert, woraus die beobachtete hohe Fluoreszenzquantenausbeute
folgt. Über konzentrationsabhängige Fluoreszenzmessungen konnte gezeigt werden, dass
ca. 12 α-Synuclein-Proteine im Aggregat eine Bindungsstelle für Anle138b ergeben und
dass Anle138b mit einer Bindungskonstante KB = 1/Kd = 1/(170 nM) sehr intensiv an
die Aggregate bindet. Im Gegensatz hierzu wurden keine Anzeichen für eine Bindung von
Anle138b an monomeres α-Synuclein beobachtet. Die spezi�sche Bindung von Anle138b an
pathologische Aggregate unterstützt die These, dass der Wirkmechanismus von Anle138b,
bei neurodegenerativen Erkrankungen, auf einer Modulation der Aggregationsprozesse be-
stimmter Proteine basiert. Es deutet jedoch darauf hin, dass bei dem Wirkmechanismus
nicht nur die Modulation von kleinen Aggregaten, den so genannten Oligomeren, eine Rolle
spielt, sondern auch die gröÿeren, pathologischen Fibrillen relevant sein könnten.
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Anmerkung:

Im Rahmen der in dieser Arbeit dargestellten Verö�entlichungen wurden weitere Arbeiten
zitiert. Diese Zitate sind in diesem Literaturverzeichnis im allgemeinen nicht ein zweites
Mal aufgeführt, und es sei auf das Literaturverzeichnis der in Kapitel 3 und 4 dargestellten
Verö�entlichungen verwiesen.
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