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1. Einleitung
11. Vorl | biologische Funktion der P} biliprotei

Cyanobakterien, Rotalgen und  Kryptophyten besitzen = Phycobiliproteine  als
Antennenpigmente  ihres Lichtsammelkomplexes des Photosyntheseapparates. Die
Lichtsammelkomplexe der Cyanobakterien und der Rotalgen dhneln sich dabei in ihrem
Aufbau sehr. Sie sind organisierte diskrete Einheiten und werden als Phycobilisome (PBS)
bezeichnet (Abb. 1-1; Glazer, 1976; Jiang et al., 2001; Adir et al., 2002; Stec et al., 1999). Die
Phycobiliproteine (Allophycocyanin (APC), Phycocyanin (PC), Phycoerythrin (PE) bzw.
Phycoerythrocyanin (PEC)) besitzen als funktionelle Gruppen die Bilinchromophore (Sidler,
1994; Scheer, 1981, 2003; Glazer, 1976; Bennett & Siegelman, 1979). Der absorbierende
Spektralbereich der Phycobiliproteine (500 nm — 650 nm) liegt einerseits in der ,,Griinliicke*
von Chlorophyll und andererseits dringt Licht dieser Wellenlingen gut in tiefere
Wasserschichten ein. Dies bietet einen Okologischen Vorteil fiir photosynthetische
Organismen in tieferen Gewésserschichten und unter einer Schicht griiner Pflanzen (Scheer,

1981).

Abb. 1-1: Schematische Darstellung des Photosynthesesystems eines Cyanobakteriums mit dem Grundtypus des
hemidiscoidalem Phycobilisoms (Bryant, 1994). A, B, C: Kern aus Allophycocyanin; D — G:
Stébchen, aufgebaut aus Phycocyanin (D, E) und aus Phycoerythrin bzw. Phycoerythrocyanin (F, G).
(Grafik aus Bryant, 1994, nach de Marsac & Cohen-Bazire, 1977)

Das PBS sitzt, anders als der Lichtsammelkomplex der griinen Pflanzen, auBlen auf der

Thylakoidmembran auf (Sidler, 1994; Glazer, 1976; Abb. 1-1). Die Antennenstruktur der



Kryptophyten weicht von Aufbau der PBS deutlich ab (Scheer, 1981; Glazer, 1976), es
handelt sich dabei eher um diffus zwischen den photosynthetisch aktiven Membranlamellen
verteilte Biliproteine (Gantt et al., 1971). Im Folgenden wird der Aufbau des PBS von
Mastigocladus (M.) laminosus (Fischerella PCC 7603) néher beschrieben (Sidler, 1994). Aus
M. laminosus, ein fadiges, thermophiles Cyanobakterium, wurde PC, welches fiir diese Arbeit

verwendet wurde, isoliert.

1.2. Aufbau des Phycobilosoms von Mastigocladus laminosus

Die PBS sitzen hdufig in regelmaBiger, paralleler Anordnung der Thylakoidmembran auf
(Abb. 1-1) (Sidler, 1994; Scheer, 1981, 1982; Gantt, 1980; Nies & Wehrmeyer 1980,
MacColl 1998, MacColl & Guard-Friar, 1987; Bennett & Siegelman, 1979). Ihre
hemidiskoidale Form (Abb. 1-2) besteht im Zentrum aus vier zylindrisch angeordneten
Hexameren, dem Kern, darauf konnen bis zu 8 Stébchen aufsitzen, bestehend aus je 3
Hexameren. Der Kern wird von verschiedenen APC gebildet (Reuter et al., 1999), die
Hexamere der Stibchen aus je zweimal PC und einmal PEC, wobei letzteres in variabler
Menge gebildet wird. Farblose Linkerproteine verbinden die Phycobiliproteine zu den
Hexameren und diese zum gesamten PBS. Um die Energie des einfallenden Lichts von der
Peripherie der Stibchen bis zum Kern zu transportieren, sind die Phycobiliproteine
entsprechend ihrer maximalen Absorption angeordnet. Native, isolierte Phycobiliproteine
weisen eine starke Fluoreszenz auf. Im PBS dagegen wird die aufgenommene Energie des
Lichtes an das nédchste Phycobiliprotein weiter gegeben. Das hochsternegetischte PEC, mit
einer Absorption bei 575 nm, sitzt an der Peripherie der Stibchen und gibt seine
aufgenommene Lichtenergie an das nichstfolgende Phycobiliprotein, PC, weiter. Je nach Art
der gebundenen Linkerproteine absorbiert dieses zwischen 615 nm — 640 nm, d. h. es erfolgt
eine Weitergabe der Energie vom kiirzerwellig absorbierendem PC zu lidngerwellig
absorbierendem PC. Von dort wird die Energie auf APC (650 nm — 675 nm), dem
Phycobiliprotein des Kerns, iibertragen und weiter an das Chlorophyll a des Photosystems II
(680 nm) gegeben. Ein geringer Teil der Energie kann bei bestimmten Lichtverhdltnissen
auch auf Chlorophyll a des Photosystems I (700 nm) {ibertragen werden (Zhou et al., 1992;
MacColl, 1998). Bei der Energieiibertragung handelt es sich um einen Resonanz-Transfer
(Forster-Transfer) (Bennett & Siegelman, 1979; Glazer, 1976). Insbesondere die Struktur des

Kerns ist derzeit noch umstritten, zwei alternative Modelle sind in Abb. 1-2 gezeigt.



Abb. 1-2: Modell des Phycobilisoms von M. laminosus; A,
B, C: Kern aus APC mit verschiedenen Linkern verbunden,
dabei besteht C aus zwei halben Zylindern; es sind bis zu
acht aufsitzende Stibchen moglich, die aus Hexameren
aufgebaut sind. Die Hexamere bestehen aus PEC und PC,
die mit verschiedenen Linkern verbunden sind, welche u. a.
die spektralen Eigenschaften der Phycobiliproteine
modifizieren. PEC (), PC (m, m, m), sind von auflen nach
innen, mit zunechmendem Absorptionsmaximum,
angeordnet (Erkldrung siehe Text). (Grafik aus Sidler,
1994)

14 - 16 nm

Absorptionsmaxima im PBS

PEC: Amax = 575 nm
PC: Amax = 615 bis 640 nm
APC: Amax = 650 bis 675 nm

Die Phycobiliproteine, APC, PC und PEC, sind in ihrer Struktur sehr dhnlich und weisen in
threr Aminosduresequenz eine signifikante Homologie auf (MacColl, 1998; Fiiglistaller et al.,
1983; Frank et al. 1978; Sidler et al., 1981; Bennett & Siegelman, 1979). Jedes monomere
(heterodimere) Phycobiliprotein besteht aus einer o und einer  Untereinheit (UE). Dabei
variiert die Zahl der AS-Reste zwischen 160 und 184 Aminosduren (AS), das
Molekulargewicht zwischen 16 und 21 kDa (Sidler, 1994; Scheer, 1981). Die kleinste
funktionelle Einheit in den PBS ist ein Phycobiliprotein-Trimer (Heterohexamer (af3)s). Die
nichst grofere Einheit ist ein Hexamer, bestechend aus zwei (of3); mit eingeschlossenen

Linkerproteinen (Schirmer et al., 1986, 1987; Reuter et al., 1999).
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In Losung dissoziieren die isolierten Trimere, je nach Proteinkonzentration und Salzgehalt, zu
Monomeren (MacColl & Guard-Friar, 1987, 1998). Ein wesentlicher, aber nicht der einzige
Grund ihrer unterschiedlichen spektralen Eigenschaften (Abb. 1-3) liegt in den verschiedenen

funktionellen Gruppen, den Chromophoren begriindet.

Dabei binden an der a-UE von PEC, PC, APC und an der B-UE von APC je ein Chromophor,
an der B-UE von PEC und PC je zwei Chromophore. (Sidler, 1994; Tab. 1-1).

1.4. Funktionelle Gruppen: Die Chromophore

Die funktionellen Gruppen der Phycobiliproteine, die Chromophore, gehéren zur Klasse der
Gallenfarbstoffe. Die Gallenfarbstoffe bei Sdugetieren, Abbauprodukte des Hidms, kdnnen
zwar auch an Proteine gebunden sein, aber in der Regel nicht kovalent. Anders bei den
Gallenfarbstoffen von Pflanzen und photosynthetisch aktiven Bakterien, hier sind sie mit
wenigen Ausnahmen kovalent an das Apoprotein gebunden (Bennett & Siegelman, 1979).
Die Chromophore der Phycobiliproteine, die Phycobiline, sind kovalent {iber
Thioetherbriicken an Cysteine des Apoproteins gebunden (Abb. 1-4). Thr Biosyntheseweg
erfolgt iiber den Him-Syntheseweg (Scheer, 2003). Es gibt bei Cyanobakterien und Rotalgen
vier Arten von Phycobilinen: Phycocyanobilin (PCB), Phycoerythrobilin (PEB),
Phycoviolobilin (PVB) (auch Phycobiliviolin (PXB) genannt) und Phycourobilin (PUB)
(Bishop et al., 1987; Scheer, 2003). In M. laminosus kommen zwei Arten davon vor. In APC
und PC binden PCB. In PEC bindet neben PCB noch PVB (Tab. 1-1, Abb. 1-4).



Bindungstellen der Phycobiline

Allophycocyanin Phycocyanin Phycoerythrocyanin
Phycocyanobilin (PCB) 82, 382 o84, B84, B155 B84, 155
Phycoviolobilin (PVB) o84

Tab. 1-1: Phycobilinbindungstellen in M.laminosus (Sidler, 1994).

coo’ CoO

3'-Cys-Phycocyanobilin

3'-Cys-Phycoviolobilin

Abb. 1-4: Struktur der gebundenen Chromophore in den nativen Phycobiliproteinen wie sie in M. laminosus
vorkommen (Scheer, 2003). Das Apoprotein ist mit einer dicken schwarzen Linie angedeutet.

1.5. Eaktoren, die die spektralen Eigenschaften der Chromophore
beeinflussen

Chemische Struktur

Bei Phycobiliproteinen handelt es sich um offenkettige Tetrapyrrole mit einer
unterschiedlichen Zahl an konjugierten Doppelbindungen (Bennett & Siegelman, 1979). Da
das m-Elektronensystem verantwortlich fiir die Absorption der Lichtenergie ist und dieses in
seiner Grofle von der Anzahl der konjugierten Doppelbindungen herriihrt, ist die Anzahl der
konjugierten Doppelbindungen wesentlich fiir die Absorption. Quasi freie Chromophore in

einem denaturierten Biliprotein pH<3 haben folgende Absorptionsmaxima:

PCB mit 8 konjugierten Doppelbindungen: Amax = 663 nm (Glazer & Fang, 1973a)
PVB mit 7 konjugierten Doppelbindungen: Amax = 594 nm (Zhao et al., 1995)

PEB mit 6 konjugierten Doppelbindungen: Anax = 555 nm (Glazer & Hixson, 1975)
PUB mit 5 konjugierten Doppelbindungen: Amax = 500 nm (Alberte et al., 1984)

Konformation der Chromophore im Protein und deren Beweglichkeit

Die Konformation des Chromophors ist entscheidend fiir die Absorptionseigenschaften und

dabei vor allem fiir die Intensitit. Wie vielfach (diese Arbeit; Brandlmeier et al., 1981;




Guard-Friar & MacColl, 1983; Chen et al., 1977; Murphy & O’Carra, 1970, Scheer, 1981,
1982) gezeigt werden konnte, nimmt die Absorption im langwelligen Absorptionsbereich in
einem denaturierten Phycobiliprotein gegeniiber einem nativen drastisch (ca. 6-fach) ab. Die
wesentliche Ursache der erhohten Absorption des nativen Proteins gegeniiber dem
denaturierten Protein liegt darin, dass der Chromophor im nativen Protein in einer leicht
verdrehten, gestreckten Konformation gehalten wird (Abb. 1-4). Im denaturierten Protein, in
welchem der Chromophor vom Protein entkoppelt und quasi frei ist, liegt er in anndhernder
Ringform vor (Scheer, 1981, 1982, 1977; Abb. 1-7). Auf die Fluoreszenz hat die Rigiditat
einen entscheidenden Einfluss. Die Erhohung der Rigiditit z. B. eines Bilindions (Falk, 1989)
oder des Biliverdins (Kufer et al., 1982), erhoht drastisch seine Fluoreszenz, und umgekehrt.
Die starke Fluoreszenz eines nativen Phycobiliproteins kommt in denaturiertem Zustand zum
Erliegen (diese Arbeit; Brandlmeier et al. 1981; Guard-Friar & MacColl, 1983; Chen et al.,
1977; Murphy & O’Carra, 1970). Der nun quasi freie Chromophor ist in seiner Beweglichkeit
nicht mehr eingeschrinkt, was zur Folge hat, dass er die durch Licht aufgenommene Energie
schnell durch innere Konversion als Warme abgibt. Lediglich ein Chromophor, der kiinstlich
stabilisiert wird, zeigt auch im entfalteten Protein noch Fluoreszenz (Falk, 1989). Im
gefalteten Protein ist der Chromophor sehr in seiner Beweglichkeit eingeschrinkt, damit
erhoht sich die Lebensdauer des angeregten Zustandes (von ~107% s auf ~2*10” s), und die
Energie wird in Form von Fluoreszenz abgegeben (Scheer, 1999). Hier wird auch die
physiologische Bedeutung des Apoproteins deutlich. Ein freier Chromophor wére mit seiner
geringen Absorption und dem sehr kurzlebigen angeregten Zustand nicht geeignet, einen
effizienten Antennenkomplex zu bilden. Neben der geringen Aufnahme an Lichtenergie ist
die Lebensdauer des angeregten Zustandes zu kurz, um die Energie effizient auf den nichsten
Chromophor iibertragen zu kénnen. Genauso nimmt das CD-Signal im sichtbaren, nahen und
fernen UV Bereich durch die Entfaltung ab (Lehner & Scheer, 1983). Wenn der Chromophor
durch die Entfaltung in seine ringartige Form iibergeht, reduziert sich das Vis-CD Spektrum
in seiner Intensitit um etwa die Hilfte. Das UV-CD Spektrum hat, wenn keine
Sekundirstruktur mehr vorhanden ist, kein Signal mehr (Lehner & Scheer, 1983). Das noch
deutliche Signal im Vis-CD im entfalteten Protein resultiert aus der optischen Aktivitét (drei

chirale Zentren) der Chromophore (Lehner & Scheer, 1983).

Ein weiterer Faktor, der die Absorption der Chromophore beeinflusst, ist die Torsion der
Methinbriicken zwischen den Pyrrolringen (Falk, 1989; Scharnagl & Schneider, 1990). Bei

einer Torsion an der formalen Einfachbindung der Methinbriicke kommt es zu einer



Blauverschiebung der Absorptionsbanden. Bei kleinem Torsionswinkel (<30°) kann die
Verschiebung gelegentlich auch rot sein. Bei einem Torsionswinkel von 90° kommt es zu

einer weitgehenden Entkopplung.

Phycobiliproteine konnen als Z und E Isomere vorkommen (Storf, 2003; Siebzehnriibl, 1990).
Falls es bei der Isomerisierung zu einer Verdnderung des absorbierenden
n-Elektronensystems kommt und/oder zu einer Anderung der Torsionswinkel im

Chromophor, fiihrt dies ebenfalls zu deutlichen Absorptionsdanderungen.

Protonierung/Deprotonierung und Metallkomplexe

Protonierung und Deprotonierung des Chromophors fithren zu einer Verdnderung der
Absorption (Falk, 1989; Scharnagl & Schneider, 1990). Werden die basischen
Stickstoffatome der Pyrrolen-Ringe des Chromophors protoniert fiihrt dies zu einer

Rotverschiebung und drastischen Erhéhung der Absorption (Falk, 1989).

AuBerdem besteht die Moglichkeit, dass Tetrapyrrole Metallkomplexe bilden. Dabei éndert
sich sowohl die Absorption, als auch die Fluoreszenz (Falk, 1989). Z. B. wird beim
Komplexieren von PCB mit Eisen im Phycocyanin die Fluoreszenz reduziert. Die Absorption
erhoht, je nach Eisenkonzentration, unterhalb des langwelligen Maximums und reduziert
dabei, bei entsprechender hoher Eisenkonzentration, die Intensitit des langwelligen
Maximums drastisch (Ilani & Berns, 1971). Jedoch gibt es in Phycocyaninproteinen

natiirlicherweise keine Metallkomplexe.

Chromophorinteraktionen mit dem Protein

Viele der oben aufgefiihrten Faktoren wie Konformation, Protonierung und Beweglichkeit des
Chromophors werden durch die Konformation des umgebenden Proteins bestimmt. Weitere
Aspekte, die die spektralen Eigenschaften des Chromophors beeinflussen sind zum einen, die
Interaktion des Chromophors mit dem Protein. Und zum anderen, wie in Folge der
Proteinfaltung, eine Chromophor-Chromophor-Interaktion ermoglicht wird. Durch die
Interaktion des Chromophors mit den AS-Resten des umgebenden Proteins kann es zu
Interaktionen kommen, die das mn-Elektronensystem modifizieren und somit seine
Absorptionseigenschaften deutlich verdndern (Scheer, 1982; Mimuro et al., 1986; Scharnagl
& Schneider, 1989, 1990). In der B-UE fiihrt nicht nur die Interaktion des Chromophors mit

der Proteinumgebung zu einer optischen Aktivitit. Diese wird auch iiber Chromophor-



Chromophor Interaktionen induziert (Scharnagl & Schneider, 1990; MacColl et al., 1994).
Aggregieren die Untereinheiten zu Monomeren und diese zu Trimeren kommt es ebenfalls zu
Verdnderungen in der Absorption und dem Vis-CD (diese Arbeit; MacColl, 1998;
Debrenczeny et al., 1995b; Glazer et al., 1973b). Im Wesentlichen werden dafiir zwei
Ursachen diskutiert. Zum einen die bereits oben erwdhnte Verdnderung in der Interaktion
zwischen Chromophor und Protein und zum anderen eine excitonische Kopplung zwischen
nahe bei einander liegenden Chromophoren (Debreczeny et al., 1995 a und b; Scheer, 1982;
Mimuro et al., 1986; Frank et al., 1978, Sauer & Scheer, 1988). Auf die Emission hat die
Aggregation kaum einen Einfluss (Pizarro & Sauer, 2001). Nicht auszuschlieen sind fiir die
spektralen Verdnderungen noch bisher unentdeckte Prinzipien der Interaktion, die einen
Einfluss auf die Absorption und/oder die optische Aktivitit haben. Fiir den konkreten Fall des

Phycocyanins werden die Verhéltnisse im folgenden Kapitel detaillierter dargestellt.

Es wurde gezeigt, dass viele Verdnderungen im Protein den Chromophor derart beeinflussen,
das sich sein Spektrum veriindert. Dies bedeutet, dass aufgrund spektraler Anderungen im
Chromophor Riickschliisse auf die Konformation des Proteins gemacht werden konnen.
Damit ist der Chromophor geeignet als natiirliche Sonde bei Entfaltungsversuchen verwendet

zu werden.

Verénderungen der Absorptionseigenschaften der Phycobiliproteine im Phycobilisom

Im Wesentlichen ist hier die Beeinflussung der Absorption der Phycobiliproteine durch die
Linkerproteine (Parbel, 1997; Reuter et al., 1999; Pizarro & Sauer, 2001) und die Ausrichtung
im PBS zu sehen. Damit kommt es zu einer Verdnderung der Interaktion von Chromophor
und AS-Resten und Energietransfer, was, wie bereits oben beschrieben, die
Absorptionseigenschaften deutlich verdndern kann (MacColl, 1998). Zum Beispiel verschiebt
sich das Maximum von trimeren PC (PCy;) von =620 nm auf 638 nm in PCy; + 27 kDa-Linker

bzw. auf 629 nm in PCy; + 32,5 kDa-Linker (Yu et al., 1981).

Die vielfiltigen Faktoren, die die Absorption und Fluoreszenz des Chromophors beeinflussen,
zeigen, wie in diesem System Eigenschaften gezielt fiir die Funktion im Antennenkomplex
optimiert werden. Die Energieaufnahme und Energieiibertragung von einem Phycobiliprotein

zum néichsten kann ganz fein abgestimmt werden, um sie moglichst optimal zu gestalten.



1.6. Beschreibung von Phycocyanin

Struktur

Isoliertes PC aus M. laminosus (Abb. 1-5, 1-6) liegt im Kristall als Trimer vor (Schirmer et
al., 1984). In Losung besteht ein Trimer-Monomer-Gleichgewicht (MacColl & Guard-Friar,
1987). Das PC Trimer (PCgi) (Abb. 1-5) ist dreieckig bzw. ringférmig konfiguriert. Der
duBere Durchmesser betriigt 110 A, der innere 35 A, die Dicke 30 A (Schirmer et al., 1984).
Ein PC Monomer (PCpono) (Abb. 1-6) besteht aus einer a- und einer B-UE, die sich strukturell
sehr dhnlich sind, obwohl ihre AS-Sequenz nur zu 31% homolog sind (Frank et al., 1978),
und auch die Anordnung der Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken differieren

(Schirmer et al., 1987).

Die a-UE besteht aus 162 Aminosduren (AS), davon ein Cystein und 17 aromatische AS
(Tab. 1-2; Frank et al., 1978; Glazer 1973a, 1976; Williams & Glazer, 1978). Ihr MW betragt
mit Chromophor 16 kDa. An das Cystein 84 der Primérstruktur ist der Chromophor PCB
kovalent iiber Ring A gebunden (Abb. 1-4) (Schirmer et al., 1985; Byfield & Zuber, 1972;
Sidler, 1994; Glazer, 1973a). Die B-UE besteht aus 172 AS, ithr MW betrdgt mit den
Chromophoren 20 kDa. Sie besitzt drei Cysteine und 9 aromatische AS. An das Cystein 84
und 155 ist jeweils ein Chromophor PCB kovalent iiber Ring A gebunden (Abb. 1-4). Die
Sekundérstruktur beider UE besteht aus 8 a-Helices (X, Y, A, B, E, F, G, H: Globin
Nomenklatur Schirmer, 1985) und den verbindenden Loops. Die Helices machen dabei 62%
der Sekundérstruktur von PC aus (Schirmer et al., 1985) (Abb. 1-5, 1-6). Die Grofe und Lage
der Helices ist zwischen den UE zwar sehr dhnlich, aber es gibt doch gewisse Unterschiede.
Zum Beispiel ist die Chromophorbindungsstelle Cys-155 in der B-UE ein Teil der Helix H.
Die Helix H in der a-UE ist hingegen deutlich kiirzer. Es fehlt ihr das Cystein 155 und die sie
umgebenden AS. Die Chromophorbindungstellen Cys-a84 und Cys-384 befinden sich sowohl
in der a- als auch der B-UE in Helix E. In der Tertidrstruktur bilden sich aus 6 Helices (A, B,
E, F, G, H) je UE der Globin Teil dhnlich dem Myoglobin (Schirmer et al., 1985) und
zusitzlich aus den Helices X und Y ein Element, welches fiir das Zusammenlagern der o—
und B-UE zu den Monomeren (PC,ono) Verantwortlich ist (Abb. 1-6). Sie sind dabei nicht iiber
Disulfidbriicken stabilisiert (Bennett & Siegelman, 1979). Phycocyanin zeigt eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit mit Globinproteinen (Pastore & Lesk, 1990).



Abb. 1-5: Rontgenstruktur von PC,; aus Mastigocladus laminosus (Die Koordinaten sind unverdffentlicht. Dank
an R. Huber); PCy,on0 blau: a-UE hellblau, 3-UE dunkelblau, griin: a-UE hellgriin, B-UE dunkelgriin,
gelb-orange: a-UE gelb, B-UE orange; Chromophore: violett; innerer Durchmesser des PC Trimers 35
A, duBerer Durchmesser 110 A, Dicke 30 A (Schirmer et al., 1984).

Abb. 1-6: Schematische Darstellung der
Kristallstruktur vom PC ., (im Trimeren)
von Mastigocladus laminosus (Die
Koordinaten sind unverdffentlicht. Dank an
R. Huber). a-UE (m), B-UE (m),
Chromophore (m); Helices je UE: X, Y, A, B,
E, F, G, H (Schirmer et al., 1985, 1987),
wobei das Programm zur Darstellung der
Sekundaérstruktur in der B-UE nicht zwischen
Helix Y und A unterscheidet, dafiir in F und
F*, wie es in der Darstellung von Schirmer et
al., 1987 ebenfalls erfolgte. 62% von PC
besteht aus a-Helix, die Chromophore PCB
binden: Cys-a.84 und Cys-f84 in Helix E und
Cys-B155 in Helix H
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Absorptionsspektren der Chromophore und Energietransfer in PC
In der a-UE und der B-UE ist jeweils der gleiche Chromophor, PCB, gebunden (einmal in der

a-UE, zweimal in der B-UE, Tab. 1-1), trotzdem variieren die Absorptionsspektren der drei
Chromophore (Abb. 1-7, Tab. 1-2; Debreczeny et al., 1993, Demisov & Mimuro, 1995).
Durch  Tieftemperaturmessungen (77 K) konnten die Chromophore in den
Absorptionsspektren des Monomers und der B-UE differenziert werden (Debreczeny et al.,
1993). Der PCB-B155 Chromophor absorbiert und emittiert am kurzwelligsten (Tab. 1-2,
Abb. 1-7), gefolgt von PCB-a84 und anschlieBend PCB-84. Allein durch
Konformationsunterschiede zwischen den einzelnen Chromophoren konnen diese
Unterschiede nicht mehr erklart werden (Scharnagl & Schneider; 1989, 1990; Mimuro et al.,
1986; Siebzehnriibl et al., 1987). Zum Beispiel ist ein Absorptionsmaximum von PCB-a.84
bei 620 nm durch keine Geometrie erreichbar (Scharnagl & Schneider, 1989). Erst eine
Ausrichtung des Chromophors zum Protein, die die Absorption durch Interaktionen der
AS Reste mit dem Chromophor beeinflussen (Kap. 1.5.) ermoglicht eine entsprechende
Absorption. Ein weiterer Faktor ist die Protonierung des Chromophors, wie dies im nativen
Protein der Fall ist (Foerstendorf et al., 2001; Falk, 1989). Sie fiihrt ebenfalls zu einer
Erh6éhung und Blauverschiebung der Absorption (Kap. 1.5.). Bei den Untersuchungen der

: 1 {b ? — - B-UE, welche zwei Chromophore tragt, zeigt
RN EY T S ST SRR LSRR o

€103 ¥ | sich, dass hier zusétzlich zu den bereits
[cmM-] a-84 . .
100+ 4 angesprochenen Aspekten, die die

{! Absorption der Chromophore beeinflussen,
I eine Chromophor-Chromophor Interaktion
: auftritt (Scharnagl & Schneider, 1990). Dies
¢ ¥ “; bedeutet, die Absorption der B-UE ist nicht
‘012f nur die Summe von PCB-B155 und PCB-

B84. Allerdings gibt es dazu auch

kontroverse Meinungen, nidmlich, dass die

2t
X\ [(nm]
, Einzelspektren der Chromophore im Protein
Abb. 1-7: Absorptionsspektren des PCB-a84,
PCB-B84 und PCB-B155 Chromophor in PC aus addiert werden konnen (Demidov & Mimuro,

M. laminosus. Die Chromophorspektren sind relativ ) .

zu ihrem Beitrag im PC,,.,, normiert. Die PCB-B84 1995). Jedoch stellt die Absorption des
und PCB-B155 Chromophore wurden durch
Auflésung des Spektrums der B-UE berechnet.

(Details hierzu in und Grafik aus Sauer et al., 1987) (Debreczeny et al., 1993; Mimuro et al.,

1986, Glazer et al., 1973b), diese Aussage

Monomers eine Summe der UE dar
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steht auch nicht im Wiederspruch zu Demidov & Mimuro (1995).

Amax [nm] Arel F max [nm] (DF(rel)
B-155 598 0,89 623 1,0
-84 617 1 641 1
3-84 622 0,60 644 0,67
PCone® 611 2,43

Tab. 1-2: Lagen und Tonenstirken von Absorption und Emission der PCB Chromophore in PC aus M. laminosus,

mit Intensitdten normiert auf den PCB-a.84 Chromophor. (Daten aus Debreczeny et al., 1993; Sauer et
al., 1987; *Mimuro et al., 1986)

Bei der Aggregation der Monomere zu Trimeren kommt es zu einer leichten Rotverschiebung
(ca. 4 nm). Dass heif}t, es finden dabei sowohl bekannte (Kap. 1.5.) als auch nicht niher
definierte Interaktionen zwischen Chromophor und Protein statt, die die spektroskopischen
Eigenschaften des Chromophors verdndern. Nachdem PCB-155 keine Unterschiede in der
Absorption im Monomer zum Trimer zeigt, ist eine Verdnderung in der Absorption von
PCB-B84 Ursache der Rotverschiebung. Es wird entweder eine Interaktion, unabhédngig der
excitonischen Kopplung, zwischen der PCB-a84 und PCB-384 dafiir verantwortlich gemacht
und/oder eine Verdnderung in der PCB-a84/Protein Interaktion (Debreczeny et al., 1995b).
Die schwache excitonische Kopplung zwischen PCB-a84 und PCB-84 der zwei aneinander
gelagerten Monomere im Trimer wird als alleinige Ursache ausgeschlossen. Entsprechend der
unterschiedlichen Absorptions- und Emissionsspektren der drei in PC gebundenen PCB
Chromophore erfolgt der Energietransfer innerhalb eines PCy (Mimuro et al., 1986;
Debreczeny et al., 1995a und b; Scheer, 1981; Bennett & Siegelmann 1979; Sauer & Scheer,
1988; Schirmer et al., 1985, 1987). Dabei ist fiir die Kinetik entscheidend, in welchen
Abstinden und in welcher Ausrichtung die Chromophore zueinander angeordnet sind
(Debreczeny et al., 1995a; Schirmer et al., 1987). Der Hauptenergietransfer in PCy,p, erfolgt
von PCB-B155 zu PCB-384 und von PCB-a84 zu PCB—(84. In PCy; erfolgt der schnellste
Energietransfer zwischen den Monomeren, von der PCB-a84 des einen Monomers zu
PCB-B84 des nichstgelegenen Monomers. Der Abstand PCB-084 und PCB-B84 zwischen
zwei Monomeren im Trimer ist der kiirzeste Abstand zwischen Chromophoren in PCy;. Er
betrdgt 2,5 nm und damit ist eine excitonische Kopplung zwischen den Chromophoren
moglich und auch vorhanden (Sauer & Scheer, 1988), anders als z. B. in &dhnlicher
Konformation in APC (Sharkov et al., 1994). Abgesehen von dieser excitonischen Kopplung

lassen sich alle weiteren Energieiibertragungen im PC mit dem Forster-Transfer beschreiben.
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1.7. Proteinfaltung

Native Proteinstruktur

Die Primirstruktur eines Proteins bestimmt im Wesentlichen die Sekundirstruktur des
Proteins und deren Faltung in die Tertidrstruktur (Baker, 2000; Bieri & Kiethaber 1999;
Anfinsen, 1973; Baldwin, 1986; Creighton, 1988; Richards, 1991; Rupley et al., 1983). In
natiirlicher Umgebung sind gelegentlich Helferproteine daran beteiligt (Braig et al., 1994;
Agard, 1993; Georgopoulos & Welch, 1993), in vitro in verdiinnter wissriger Losung falten
sie normalerweise spontan. Die in der Regel nicht kovalenten Bindungen, die dabei
ausgebildet werden, und auch fiir die Bildung der Quartidrstruktur verantwortlich sind,
umfassen: Wasserstoftbriickenbindungen, Salzbriicken, =n-Bindungen und hydrophobe
Bindungen (Alberts et al., 1995). Als kovalente Bindungen kommen Disulfidbindungen
zwischen Cysteinen vor. Eine wesentliche Triebkraft bei der Faltung in die native
Konformation ist, die hydrophoben AS-Reste im Innern des Proteins zu bergen, und die
hydrophilen nach auflen ins Wasser zu exponieren (Alberts et al., 1995). Dabei erreicht das
Protein, hdufig innerhalb von Sekunden, einen thermodynamisch stabilen Zustand (Kyte,
1995; Amzel, 2000). Grundsétzlich erfolgt auch die Faltung und Entfaltung iiber einen oder
wenige thermodynamisch ausgezeichnete Wege und ist damit um viele GroBenordnungen
schneller, als sich durch bloBes Ausprobieren ergeben wiirden. Rechnerisch gidbe es dafiir
meist mehrere geeignete Wege (Nakamura & Sasai, 2001). Auch kann es auf dem sehr
komplexen Weg der Faltung zu thermodynamisch relativ stabilen Faltungszustinden kommen
(lokale Minima), die fiir die gesamte Tertidrstruktur nicht die vorteilhafteste sind
(Grantcharova et al., 2001). Ebenfalls sind bei der Faltung sterische Hinderungen méoglich, die
den thermodynamisch bevorzugten Weg behindern. Daraus wird auch klar, dass zwei Aspekte
bei der Faltung von Proteinen beachtet werden miissen. Zum einen die Kinetik, die durch die
Thermodynamik bestimmt wird und zum anderen, die, die durch die Struktur des Proteins
beeinflusst wird. Nach wie vor werden die Faltungsvorginge nur unzureichend verstanden

und sind nur in wenigen Proteinen detailliert untersucht.

Entfaltung eines Proteins: Denaturiertes und natives Protein im Gleichgewicht

Ein Ansatz, die Faltung von Proteinen zu untersuchen, ist das Studium der inversen Reaktion,
d. h. der Entfaltung. Im Idealfall entfaltet ein Protein in Faltungsexperimenten vollstindig und
liegt dann als random coil vor, d. h. in einer groBen Zahl unterschiedlicher, aber nahezu

isoenergetischer Zustdnde mit groBtmoglicher freier Beweglichkeit aller AS-Reste (Cantor &
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Schimmel, 1980). Davon ausgehend ldsst es sich idealerweise vollstindig riickfalten (Kyte,
1995; Utiyama & Baldwin, 1986). Wihrend der Entfaltung befindet sich nicht alles Protein in
einem einheitlichen strukturellen Zustand, sondern es existiert ein dynamisches
Gleichgewicht zwischen gefalteten (in dieser Arbeit immer als natives Protein (PC,,)
bezeichnet) und entfalteten (in dieser Arbeit immer als denaturiertes Protein (PCgepat)
bezeichnet) Proteinen (Cantor & Schimmel, 1980; Kyte, 1995; Utiyama & Baldwin, 1986;
Eftink & Shastry, 1997). Die wéhrend der Entfaltung bzw. Faltung auftretenden Intermediate
sind fiir kurze Zeit thermodynamisch stabile Zwischenzustinde und kennzeichnen den Weg
der Entfaltung bzw. Faltung. Dabei muss zwischen Gleichgewichtsmessungen und
kinetischen Untersuchungen unterschieden werden. Madgliche Intermediate dieser
Untersuchungen konnen, miissen aber nicht die Gleichen darstellen. Bei kinetischen
Entfaltungsversuchen kann es durch sterische Hinderungen zu Barrieren in der Entfaltung
kommen, bei der es zu einer signifikanten Anhdufung eines kinetischen Intermediates kommt,
welches aber kein thermodynamisch, stabiles Intermediat darstellt. Das heif3t, es handelt sich
hierbei um kinetische Intermediate, die sich in keinem thermodynamischen Minimum
befinden. Solche Anhdufungen ,,falscher Intermediate konnen zu Fehleinschitzungen des

Proteinfaltungs- bzw. -entfaltungsweges filihren.

Weiter muss bei der Verschiebung des Gleichgewichtes von nativ zu denaturiert bei Ent- und
Riickfaltungsexperimenten bedacht werden, dass bei jeder Messung der Proteinlésung (mehr
oder weniger) alle Zustdnde eines Proteins auf dem Weg der Entfaltung (oder auch Faltung)

erfasst werden:

fobs = fnat + fdenat + Zfl

Dabei ist fops das gemessene Signal, f,,,¢ der native Anteil, fyenae der denaturierte Anteil und Xf;
die Summe der Anteile der Faltungsintermediate des Proteins. Dadurch, dass das
Gleichgewicht aber flieBend zwischen diesen Zustinden verschoben werden kann, kdnnen
diese analysiert werden. Beim Vergleich verschiedener Messparameter kann davon
ausgegangen werden, dass unterschiedliche Intermediate bei verschiedenen physikalischen
Parametern unterschiedliche Signale aufweisen (Cantor & Schimmel, 1980; Kyte, 1995).
Daraus und aus errechneten Intermediaten der Kinetik der Entfaltung (Kap. 2) kann ein
Entfaltungsweg des Proteins unter Laborbedingungen postuliert werden. Bei dieser etwas

vereinfachten Darstellung darf nicht vergessen werden, dass bei der Proteinfaltung verzweigte
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und parallele Faltungswege ablaufen koénnen. Auch werden Missfaltungen beobachtet, die
wieder korrigiert werden (Krishna et al., 2003; Utiyama & Baldwin, 1986; Baldwin, 1994).
Dabei besteht hier genauso, wie bei den ,,falschen* Intermediaten (siche oben) die Gefahr,
dass diese Art der Missfaltungen als echte Faltungsintermediate interpretiert werden und

somit das Ergebnis verfalschen.

Harnstoff als Denaturierungsmittel

Es gibt verschiedene chemische und physikalische Methoden, um ein Protein zu entfalten. In
dieser Arbeit wurde Harnstoff als Denaturierungsmittel verwendet (Pace, 1986; Lapanje,
1978; Guard-Friar & MacColl, 1983; Santoro & Bolen, 1988; Moglich et al., 2004;
Schellmann, 2002). Der wesentliche Effekt von Harnstoff als Denaturierungsmittel ist, dass es
die Wasserstruktur des Losungsmittels zerstdrt und damit die Kapazitit von Wasser fiir
hydrophobe Gruppen erhoht (Lapanje, 1978), oder anders ausgedriickt: Der random coil des
Proteins ist in Harnstoff stabiler, als der native Zustand (Kyte, 1995). Ein weiterer Aspekt ist
die Interaktion von Harnstoff mit dem Protein, welcher aber in seinen Einzelheiten noch nicht
exakt verstanden ist (Moglich et al., 2004; Schellmann, 2002). Dies fiihrt in Folge zur
Entfaltung eines Proteins. Disulfidbindungen werden von Harnstoff nicht geldst. Die
Moglichkeit einer vollstindigen Riickfaltung von Proteinen mit Disulfidbriicken ist damit

erhoht.

1.8. ktroskopische M rameter

Es gibt verschiedene Messparameter, mit denen sich Entfaltungsvorgidnge in einem Protein
verfolgen lassen. Solche, die das Protein als Ganzes sehen und andere, die mit Hilfe von
Sonden bestimmte Aspekte und Bereiche eines Proteins widerspiegeln. Ein globaler
Parameter ist z. B. der CD im fernen UV (Sreeram & Woody, 1993, 1999, 2000; Unneberg et
al., 2001; Chen et al., 1974, Cantor & Schimmel, 1980; Jirgensons, 1973; Kelly & Price,
1996). Als lokale Sonden bieten sich in Biliproteinen die Chromophore an, welche mittels
Absorption, Vis-CD und Fluoreszenz komplementire Informationen zur Struktur und
Dynamik ihrer Umgebung liefern kénnen (Kap. 1.5). Die Verwendung der Chromophore von
PC ist, wie bereits angesprochen, in zweierlei Hinsicht interessant. Zum einen stellen sie
natiirliche Sonden dar, d. h. es erfolgt kein stérender Einfluss durch eine kiinstlich eingebaute
Sonde. Und zum anderen ist der Chromophor die funktionelle Gruppe von PC und insofern in

seinen Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften von Interesse. Die wesentlichen
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Unterschiede zwischen den Messparametern sind, dass sich im Vis-CD die Chiralitdt und
Verdrillung des Chromophors, in der Absorption seine Konformation allgemein und in der

Fluoreszenz seine Rigiditdt zeigt.

In den vorausgehenden Kapiteln wurde beschrieben wie die Absorption, der CD und die
Fluoreszenz im Protein bedingt werden. Im Folgenden werden zusammenfassend die
wesentlichen spektroskopischen Daten aus der Literatur aufgezeigt, welche als erste

Grundlage fiir die Untersuchungen dieser Arbeit dienen.

Protein

l:, Protein
0
8M urea H
desalting
coo~
CO Protein coo- denatured native
Structure 10a Structure 10b
A 4 Cyclic geometry A I’ Extended geometry
[a.u] [a.y4]
064
064
0.44
0.4
0.24 0.2
T T T T T T
700 600 500 400 700 600 500 400
A [om] — A[nm]

Abb. 1-8: Schematische Struktur der Chromophore (oben) und Absorptionsspektren (unten) von PC aus
Spirulina platensis. Links: Ringformigen Chromophor im entfalteten PC. Rechts: Gestreckter
Chromophor im gefalteten PC; jeweils bei gleicher Chromophorkonzentration. (Grafik aus Scheer,
1982).
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Die Absorptionsdaten (Tab. 1-3) von PCpy zu PCenat Amax [Dm] | € [M' cm™]
. . . PCli 618-620

verdndern sich bei der Entfaltung drastisch (Abb. 1-8, PC:‘nono 612 297.0007

2

Tab. 1. L i die Konformationsi PCenat 600 46.200

ab. 1-3), dabei ist die Konformationsidnderung des Vb o6 570007

Chromophors wesentliche Ursache (Scheer, 1982; Kap. | B-UE,u 604 164.000"

Tab. 1-3: Absorptionsspektroskopische
Daten von PC bei pH 7 und RT gemessen.
Anmerkungen: " nach Sauer et al. 1987;
Y nach Kufer, 1980; Daten sind
entnommen aus Siebzehnriibl, 1990.

1.5.; Abb. 1-8). Das langwellige Maximum nimmt ca.
6-fach ab und das kurzwellige ca. 2-fach zu. Demnach
zeigt das  Verhdltnis von kurzwelligem zu
langwelligem Maximum den Grad der Entfaltung des Proteins, nach den Kriterien der
Absorption, an. Dieses Verhiltnis wird als Q-Wert (Q = Ais/Anw; Scheer, 1982, 1977)
bezeichnet. Bei PC,, betrigt der Q-Wert =6-7, fiir PCgenat =0,4. Die Absorptionsspektren der
1-9, Tab. 1-3). Das

UE unterscheiden sich deutlich vom integralen PC (Abb.

Absorptionsmaximum der o-UE ist gegeniiber dem PC,yop, leicht blau verschoben und das der
B-UE rot (Siebzehnriibl, 1990; Tab. 1-3). Wie bereits erwihnt stellt das PCpono in der
Absorption eine Summe der UE dar (Debreczeny et al., 1993; Mimuro et al., 1986, Glazer et
al., 1973b). Das PCy; unterscheidet sich vom PCn, durch eine Rotverschiebung des
langwelligen Maximums (Debreczeny et al., 1995b; Siebzehnriibl, 1990; Tab. 1-3) und einer
Zunahme von ¢ (Tab. 1-3, MacColl & Guard-Friar, 1987; Siebzehnriibl, 1990).

Absorption Fluoreszenz
1.00, T 1.00
+. 7304 4+ 750
. 5004 . .S00
. 2504 4+ .2%0
ooo . 000
240, 344. 448 . 552. s=8. 780,

Wellanlaenga (nm)

Abb. 1-9: Normierte Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der a.- (——) und der B-UE (***') von
PC. Messbedingungen: 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7, Anregung fiir a-UE bei 615 nm, fiir
B-UE bei 610 nm, (Grafik aus Fischer, 1990)

Die Vis-CD Spektren unterscheiden sich zwischen dem PCy; (Abb. 1-10A) und dem PCon0
(Abb. 1-10B) im Wesentlichen durch die Schulter an der rechten Flanke des positiven

Extremums des PC;, welche beim PCon, nicht auftritt. Sie entsteht durch die Interaktion
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zwischen den Monomeren, wahrscheinlich (Siebzehnriibl, 1990) durch die excitonischen
Kopplung zwischen PCB-084 und PCB-B84 zweier benachbarter Monomere im Trimer
(Sauer & Scheer, 1988). Die Signalintensitit des PCgense ist deutlich geringer, als die des
PC,a, auch hier fehlt die Nebenbande (Abb. 1-12). Die Vis-CD Spektren der a und der B-UE
verlaufen dhnlich (Abb. 1-11), wie die des integralen PCs. Jedoch ist das positive Extremum

der B-UE deutlich rotverschoben gegeniiber der a-UE, und beiden fehlt, wie dem Spektrum

von PCono, die Nebenbande.

a

+ b +

A A B

a

g 5
£ £
g g |a
@ @
= L
8 g

a |
£ b

250.0 367.5 485.0 602.5 0.0 TG 5.0 7.5 720.0
A (nm) : A (nm)

Abb. 1-10: Vis-CD Spektren von PC aus M. laminosus, a ohne und b mit PCMS. a ist fiir diese Arbeit zu
beachten. A) PCy;, B) PC o0, (Grafiken aus Siebzehnriibl, 1990)

A ‘I.'—--“

+ 100 ) 0

- “=uy

)

L1 7

[

(8] x10° Degrees-c¢ % per decimole

“w Y] Y * = Y
Abb. 1-12: Vis-CD Spektrum (——) und
Absorptionsspektrum (=+--) von PC ey aus
Spirulina platensis. Messbedingungen: 0,05 M
Phosphatpuffer, pH 7, 8 M Harnstoff, RT,

35 % 25 v 00 Proteinkonzentration: 4 * 10 M. (Grafik aus

Lehner, 1983)

Wavelength (nm)

Abb. 1-11: Vis-CD Spektren der o- und der B-UE
von PC aus Synechococcus sp. (Anacystis nidulans)
Messbedingungen: 0,01 M Phosphatpufter, 0,005 M
B-Mercaptoethanol, pH 6,5;

Proteinkonzentration: B-UE = 2,53 * 10°, o-UE =
2,65 * 107 M, (Grafik aus Glazer, 1973b).
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Die Emissionsspektren von PCy; und PCpono (Abb. 1-13 A, B) zeigen kaum Unterschiede
(Pizarro & Sauer, 2001). Lediglich ist in diesem Beispiel das Maximum des PCpyono gegeniiber
dem PCy; um 5 nm, von 650 nm auf 645 nm, rot verschoben. Diese Verschiebung tritt nicht
immer auf (siche auch diese Arbeit). Bei der Emission der UE ist die a-UE (641 nm) in dem
dargestellten Beispiel (Abb. 1-9) gegeniiber der B-UE (649 nm) 8 nm rot verschoben. Wie
bereits erldutert (Kap. 1.5) ist in einem entfalteten Biliprotein keine Fluoreszenz mehr

sichtbar, dies gilt fiir das integrale PC genauso, wie fiir die UE.

F1(I)
80. «

azs.

3a40.

4.
17 t sam. L

svo. eis LT Yo 754 Bo0 10.0
) T Atnm ) ’ ' Y70, YT 62, 7o8. Fma. 800.

A (Am)

Abb. 1-13: Emissionsspektren von PC aus Mastigocladus laminosus. a ohne und b mit PCMS. a ist fiir diese
Arbeit zu beachten. A) PCy;, B) PC\,0n0. (Grafiken aus Siebzehnriibl, 1990)

Das UV-CD zeigt von PC,, eine klares a-Helix Spektrum, bei ca. 222 nm hat es bei Lehner
& Scheer, 1983 einen & von ca. 2,7"‘103 [M'1 cm'l]. Im PCgenat, bei dem keine
Sekundirstruktur mehr vorhanden ist, liegt der Wert nahe Null (Lehner & Scheer, 1983), wie
dies grundsitzlich fiir Proteine gilt (Cantor & Schimmel, 1980; Jirgensons, 1973; Kelly &
Price, 1996).

Jedoch muss dabei bedacht werden, dass die Messbedingungen, wie pH-Wert, Puffer,
Pufferkonzentration, Proteinkonzentration, verwendete Organismen etc. teilweise von den
Messbedingungen dieser Arbeit abweichen und sich zwischen den dargestellten Beispielen
unterscheiden. Deshalb ist ein uneingeschrinkter absoluter Vergleich der Messwerte nicht
moglich. Die Abhédngigkeit der Messergebnisse von Messbedingungen wird in dieser Arbeit

noch dargestellt.
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1.9. Auf nstellun

Ziel dieser Arbeit war es ein Entfaltungsmodell fiir PC zu entwickeln. Dafiir sollten sowohl
steady-state als auch kinetischen Messungen heran gezogen werden. Wie oben gezeigt,
existieren zwar eine Reihe von steady-state Entfaltungsversuchen an PC, jedoch sind diese
nicht uneingeschrankt als Grundlage fiir kinetische Experimente zu verwenden. Zum einen
wurden die Messungen bei unterschiedlichen, manchmal nicht genau definierten,
Bedingungen durchgefiihrt und PC aus verschiedenen Organismen verwendet (Kap. 1.8.).
Zum anderen fanden viele dieser Untersuchungen zu einer Zeit statt (siebziger Jahre) in der
die Existenz von Linkerproteinen noch unbekannt war und diese Ergebnisse somit von
unklarer Relevanz sind. Kinetische Entfaltungsversuche wurden an Biliproteinen bisher noch
nicht durchgefiihrt, lediglich einige bisher unverdffentlichte Riickfaltungskinetiken. Dies
bedeutet fiir diese Arbeit, dass a) die grundsitzlichen spektroskopischen Eigenschaften von
PC in Abhéngigkeit bestimmter Messbedingungen definiert werden mussten. b) steady-state
Entfaltungsversuche bei definierten Messbedingungen durchgefiihrt wurden und c) auf diesen
Grundlagen aufbauend kinetische Entfaltungsversuche mittels stop-flow Apparatur erfolgten.
AbschlieBend wurden sowohl aus den steady-state, als auch den kinetischen Messungen erste

Entfaltungsmodelle fiir PC entwickelt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material und Gerite
2.1.1. Material

Chemikalien und Losungsmittel wurden in der hochstmoglichsten Reinheitsstufe und

destilliertem bzw. bidestilliertem Wasser verwendet.

Kaliumphosphatpuffer (KPP) und Harnstoff wurden in unterschiedlichen Konzentrationen aus
Stammldsungen hergestellt. Alle weiteren verwendeten Materialien sind bei den jeweiligen

Methoden aufgelistet.

Stammldsungen

Kaliumphosphatpuffer | MpH7:  11von 1 M K,HPO4
0,5 Ivon1 M KH2P04

Harnstoff 9 M:

2.1.2. Gerate

Zentrifugation

Zentrifugen
Tischzentrifugen

Ultrazentrifuge
Padbergzentrifuge

Elektrophorese
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Elektrophoresekammer

Spannungsquelle

Isoelektrische Fokussierung

Elektrophoresekammer

Spannungsquelle

540,54 g/1 zu Hy04e5t oder KPP

Avanti™ J-25I, Beckmann, Krefeld
Centrikon H401 von Kontron, Eching
Sigma 3K18C von B.Braun, Melsungen
Biofuge fresco von Kendro, Hanau

Sorvall Discovery 90, Kendro, Hanau
Typ LE

Mini Protean II™ Dual Slab Cell, BioRad,
Miinchen

Constant Voltage Power Supply 1000/500,
BioRad, Miinchen

LKB 2117 Multiphor II, Pharmacia,
Karlsruhe

Electrophoresis Power Supply EPS 3500,
Pharmacia, Karlsruhe
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Sadulenchromatographie

FPLC
Fraktionensammler

Fotografie

Kamera fiir Fluoreszenzgele
Kamera fiir Coomassie Blau gefiarbte Gele

sonstige Geréte
Ultraschall

French-Press

Kryostat
Schiittler

Gefriertrocknung

Spektroskopie
Absorptionsphotometer 2-strahl

Absorptionsphotometer Dioden Array (DAD)
Fluoreszenzphotometer

Circular-Dichroismus-Photometer
Kombiniertes Photometer fiir Absorption,
Fluoreszenz und Circulardichroismus 1-strahl
Stop-Flow-Apparatur

2.2. Methoden zur Proteingewinnung

LKB-GP-10, Pharmacia, Karlsruhe
LKB-RediFrac, Pharmacia, Karlsruhe

CCD KP161, Hitachi, Maidenhead GB
Camedia C-1400XL, Olympus, Hamburg

Sonifier W-450, Branson Ultraschall,
Dietzenbach

SLM-Aminco®, SLM Instruments, Urbana
USA

K20/DC1, Thermo Haake, Karlsruhe
Gyrotory G2, New Brunswick Scientific,
Niirtingen

Micro Modulyo-230, Thermo Savant,
Waltham USA

Lambda 25, Perkin Elmer, Rodgau
UV-2401 PC, Shimadzu, Duisburg

Tidas Spektrometer "19, J&M, Aalen
Spex Fluorolog 1680, Horiba Jobin Yvon,
Miinchen

CD6, Horiba Jobin Yvon, Miinchen

MOS 450, BioLogic, Claix Frankreich

SFM-300, BioLogic, Claix Frankreich

Alle Arbeiten mit Biliproteinen erfolgen immer im Ddmmer- oder Griinlicht.

2.2.1. Aufzucht und Ernte von Mastigocladus laminosus (Fischerella PCC7603)

M. laminosus wurde bei 55 °C in Castenholzmedium (Castenholz, 1970) unter Griinlicht
angezogen. Die Anzuchtanlage bestand aus 12 x 2,5 I Anzuchtflaschen, welche in einem
thermostatisierten Wasserbad seitlich beleuchtet wurden. Der 12-stiindige Turnus des Tag-
/Nachtrhythmus war von 6 bis 18 Uhr bzw. von 18 bis 6 Uhr eingestellt. Den
Anzuchtflaschen wurde eine mit CO, angereicherte Pressluft zugefiihrt (2-3% CO;). Die
nach dem  Gehalt an  Biliproteinen bestimmt, welche

Erntezeit  wurde

absorptionsspektroskopisch ermittelt wurden. Dabei war das Verhéltnis der Biliproteinpeaks

22



(=575 nm fiir PEC, =637 nm fiir PC, =650 nm fiir APC) zu den Chlorophyllpeaks (=430 nm
und 670 nm) entscheidend. Der Biliproteinpeak zu Chlorophyllpeaks sollte 1:1 oder groBer
sein. Der Gehalt an Carotinoiden (=500 nm) sollte moglichst gering sein, ein hoher Gehalt
zeigt einen schlechten Zustand der Algen an (z. B. CO, Mangel). In der Regel betrug die
Wachstumszeit 4 bis 6 Wochen, und die Kultur erreichte dabei eine OD von 1,5 bis 2 em’ fiir

den PC-Peak.

Castenholzmedium: in HyOpigest, pH 7,6 [g/1]
NaCl 0,008
CaSO4 * 2 H,0 0,06
MgSO,4 * 7 H,0 0,10
TitriplexI
(Nitrilotriessigsdure) 0,10
KNO; 0,103
Na,HPO4 0,111
NaNO; 0,689
FeCls 0,2905
Mikroelementlésungsansatz: 0.5 ml/l Medium
CaSO4 * 5 Hy,0 0,025
NazMOO *2 Hzo 0,025
CoCL, * 6 H,O 0,045
ZnSO4 *7 HZO 0,50
H;BO; 0,50
MnSO,4 * H,O 2,28
H,SO4 (konz.) 0,5 ml

Das Medium wurde mit NaOH auf pH 8,2 eingestellt, beim Autoklavieren stellt sich der pH

auf 7,6 ein.

Die Algen wurden mit einer Padbergzentrifuge mit ca. 20.000 U/min abzentrifugiert und in

ca. 30 g Portionen bei -20° C, bis zum weiteren Gebrauch, tiefgefroren.

2.2.2. Isolierung der Biliproteine

Die Biliproteine wurden mit zwei unterschiedlichen Methoden isoliert. Die am Anfang
benutzte Methode I wurde spéter zu Gunsten der Methode II aufgegeben, da diese in der

Proteinanalyse (SDS-PAGE) ein PC mit hoherem Reinheitsgrad lieferte.
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Soweit nicht anders angegeben, erfolgten die Zentrifugationen bei 4 °C und es wurde auf Eis

gearbeitet.

2.2.2.1. Methode |
(modifiziert nach Fiiglistaller et al., 1981)
2.2.2.1.1. Zellaufbruch mit Ultraschall

Die aufgetauten Algen (ca. 30 g) wurden in 100 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP)
pH 7 aufgenommen und in ein Rosettenglas fiir den Ultraschall gegeben. Bei 350 W und 50%
Puls wurde die Algensuspension ca. 20 min, unter Eiskiihlung, beschallt, bis der Zellbrei
rétlich und fliissig war. Er wurde mit 35.000 * g abzentrifugiert, und mit dem Uberstand

weiter gearbeitet.

2.2.2.1.2. Fraktionierte Ammoniumsulfatfallung (ASF)

Die Fillung erfolgte auf Eis unter Magnetrithrung. Das gemahlene, feinkdrnig bis pulvrige,
Ammoniumsulfat (AS) wurde langsam eingetragen. Der Uberstand wurde zunichst mit 30%
AS gefillt und anschlieBend noch weitere 30 min geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung
mit 35.000 * g abzentrifugiert, und mit dem Uberstand weiter gearbeitet. Die AS
Konzentration wurde auf 70% erhoht, weitere 30 min geriihrt, und anschlieBend erneut mit

35.000 * g abzentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Dialyse
Das blaugriine Pellet, welches die Biliproteine enthidlt, wurde in 5 mM KPP, pH 7,

aufgenommen und drei Mal erschopfend gegen das 500-fache des Volumens in 5 mM KPP,

pH 7, bei ca. 8° C im Dunklen dialysiert und so weiter verarbeitet.

2.2.2.1.3. Auftrennung der Biliproteine Uber eine Anionenaustauschséule
(DEAE-Cellulose)

Das Saulenmaterial DEAE (Diethylaminoethyl Cellulose, DE 52 von Whatman) wurde auf
5SmM KPP, pH 7, equilibriert. Die Séule, auf die die Biliproteine im 5 mM KPP, pH 7,
aufgetragen wurden, wurde an eine FPLC angeschlossen. Mit einer Durchflussrate von

1 ml/min wurden die Biliproteine mit einem kontinuierlichen Gradienten von 5 bis 200 mM
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KPP, pH 7, innerhalb von 16 Stunden getrennt und in einem Fraktionensammler (je 10 ml)
aufgefangen. Die Biliproteine werden in folgender Reihenfolge von der Sédule eluiert: PEC
mit Linker, PEC ohne Linker, APC, PC. Die Fraktionen wurden absorptionspektroskopisch
identifiziert und entsprechend zusammengefasst. Bis zum weiteren Gebrauch wurden die

Proteine in 70% AS gefdllt und im Kiihlschrank unter Lichtausschluss aufbewahrt.

2.2.2.2. Methode Il
(modifiziert von Reuter, 1989 und Wiegand et al., 2002 nach Nies & Wehrmeyer, 1980)
2.2.2.2.1. Zellaufbruch mit der French-Press

Die aufgetauten Algen (ca. 30 g) wurden mit 900 mM KPP, pH 7, auf ca. 180 ml aufgefiillt
und bei 1100 * g 10 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde ein zweites Mal mit demselben
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde es in 900 mM KPP, pH 7, (1 ml/g Pellet)

aufgenommen und zweimal durch die French Press, mit 13,8 * 10° Pa, gepresst.

2.2.2.2.2. Inkubation und Reinigungszentrifugation

Abldsen der Phycobilisomen (PBS) von den Zellen
Die Algensuspension wurde mit 2% LDAO (N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid) versetzt und

ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur (RT) mit dem Magnetriihrer gertihrt.

1. Reinigungszentrifugation (Ultrazentrifuge)

Die Algensuspension wurde mit 47.000 * g bei 17 °C 20 min zentrifugiert; es wurde mit dem
Uberstand weitergearbeitet.

2. Reinigungszentrifugation

Der Uberstand wurde mit 150.000 * g bei 17 °C 30 min zentrifugiert; es wurde mit dem

Uberstand weiter gearbeitet.

2.2.2.2.3. Saccharose Dichtegradientenzentrifugation (15% und 25%)

Der Uberstand aus der 2. Reinigungszentrifugation wurde mit 15% Saccharose (w/v) versetzt.
900 mM KPP, pH 7, wurden mit 25% (w/v) Saccharose versetzt. Jedes Zentrifugenréhrchen
(Material: Pollyallomer) wurde mit 24 ml der 25%-igen Saccharoselosung, 900 mM KPP,
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pH 7, gefiillt und mit 12 ml der 15%-igen Saccharose-Algensuspension iiberschichtet. Die
Ultrazentrifugation erfolgte bei 300.000 * g, 17 °C, iiber 18 Stunden. Die sedimentierten PBS
wurde mit 900 mM KPP, pH 7, versetzt. Zur Reinigung wurde diese Losung bei 17 °C,
22.000 * g 17 Stunden zentrifugiert. Das Pellet wurde in H,Og4est aufgenommen, dabei
dissoziieren die PBS in die Phycobiliproteine. Die Phycobiliproteinlosung kann wahlweise
mittels Dialyse (gegen 5 mM KPP oder H;Ogest, pH 7) oder mit einer Entsalzungsséule
(Sephadex G25 von Amersham Pharmacia Biotech) entsalzt werden. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurde die Losung bei —20° C eingefroren.

Die weitere Auftrennung erfolgt, wie bei Methode I, iiber eine DEAE-Saule.

2.2.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(nach Lammli, 1970)

Ca. 100pl 3,5 M Biliproteine wurden mit einer Tischzentrifuge abzentrifugiert und mit ca.
150 pul SDS-PAGE-Auftragspuffer (4-fach Ldmmli-Puffer) versetzt, 10 min in einem
Wasserbad gekocht und mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) getrennt.
Das Mini-Gel, 0,75 mm dick, Laufstrecke 15 cm, bestand aus einem 5%-igen (w/v)
Sammelgel und einem 15%-igen (w/v) Trenngel. Die Laufzeit betrug zunichst fiir das

Sammelgel 30 min bei 50 V, dann fiir das Trenngel ca. 90 min bei 150 V.

Sammelgel (5%)

16,7% (v/v) rotiphorese® Gel 30 (Roth)
(29,2:0,8% w/w Acrylamid/Bisacrylamid)
125 mM Tris/HCI1 pH 6,8
0,1% (wW/v) SDS (Roth)
0,05% (w/v) APS (Roth)
0,05% (v/v) TEMED (Roth)
Trenngel (15%)
50% (v/v) rotiphorese® Gel 30 (Roth)
(29,2:0,8% w/w Acrylamid/Bisacrylamid)
375 mM Tris/HCI pH 8,8
0,1% (w/v) SDS
0,05% (W/v) APS
0,1% (v/v) TEMED
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Puffer

SDS-PAGE-Auftragspuffer 625 mM Tris/HCI pH 6,8
(4-fach Lammli-Puffer) 2% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerin

0,003 (w/v) Bromphenolblau (Serva)
5% (v/v) B-Mercaptoethanol

SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8,3
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

Zink-Féarbung auf Chromophor-tragende Biliproteine (nach Berkelman & Lagarias, 1986)
Unmittelbar nach der SDS-PAGE wurde das Gel 10-20 min in einer 10 mM ZnCl, Losung in

Wasser unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert, wodurch sich ein fluoreszierender
Zn**-Komplex des Chromophors bildet. AnschlieBend wurde es mit H,O gespiilt und unter
UV-Licht (365 nm) fotografiert.

Coomassie-Blau Farbung (Serva BlueR

Nach der Zink-Farbung wurde das Gel fiir ca. 0,5 Stunden in einer Coomassie-Blau Losung,
bei RT, unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel iiber mehrere
Stunden in einem Entfirber entfairbt und anschlieBend mit H,O gespiilt. Als
Molekulargewichtsmarker wurde SDS7 (Sigma) verwendet. Zu Dokumentationszwecken

wurde das Gel fotografiert.

Coomassie-Blau Losung: Entfarber:
40% (v/v) Methanol 10% (v/v) Methanol
10% (v/v) Essigsdure 10% (v/v) Essigsdure

0,15% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva)  80% (v/v) Hx0dest
50% (v/v) HyOdest

SDS-7 Marker: MW [kDa]
Rinderserumalbumin 66
Ovalbumin 45
GAPDH (Kaninchen) 36
Carboanhydrase (Rind) 29
Trypsin-Inhibitor (Rind) 24
Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 20,1
a-Lactalbumin (Rind) 14,2
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2.2.4. Sepharose-Saule: Entfernen der Biliproteinlinker

Das Biliprotein in der 70%-igen AS-Losung wurde mit 26.000 * g abzentrifugiert, in HyOgest
resuspendiert, und entweder durch Dialyse oder mittels einer Sephadex G-25 Saule entsalzt.
Die Biliproteinlosung wird auf 4 M Harnstoff gebracht und 1 Stunde bei RT unter Riihren
inkubiert. Das Sepharose-Sdulenmaterial (Amersham Pharmacia Biotech) wurde mit 5 mM
KPP, pH 7, equilibriert. Die Biliproteinlosung wurde auf die Sdule aufgetragen. Mit 5 mM
KPP, pH 7 wurden die Biliproteine von der Sdule eluiert und aufgefangen, wihrend die
Linkerproteine an die Sdule binden. Die von Linkern befreite Biliproteinlosung wurde entsalzt
(Dialyse gegen 5 mM KPP pH 7 oder iiber eine Sephadex-G25-Sdule) und mit 70% AS
gefillt. Bis zum weiteren Gebrauch wird das Protein unter ASF in einem lichtundurchlédssigen

Gefall im Kiithlschrank aufbewahrt.

2.2.5. Isoelektrische-Fokussierung: Untereinheiten Trennung

(modifiziert nach Kdst-Reyes et al., 1987)

Die gesamte Fokussierung findet im Dammer- oder Griinlicht statt. Die Fokussierapparatur
wird wéhrend der gesamten Fokussierung mit Argon begast, um Oxidation der Probe zu

vermeiden, und auf 4 °C gekiihlt. Das Gel ist 16 cm breit und hat eine Laufstrecke von 21 cm.

Gelvorbereitung:
6 g Ultrodex™ (Amersham Pharmacia Biotech) wurden in 200 ml 6 M Harnstoff (geldst in

H,O4est) eingeriihrt und 1. N. bei RT quellen gelassen. Von der fertig gequollenen,
abgesetzten Gelmasse, wurden 50 bis 60 ml iiberstehendes H,O abdekantiert. Die restliche
Gelmasse wurde mit 2 ml Servalyt pH 3-7 (Serva) verriihrt. Die Gelmasse wurde in eine
Saugflasche gefiillt und iiber eine Wasserstrahlpumpe entgast. In die Gelkammer wurden mit
6 M Harnstoff getrankte Filterstreifen (1-1,5 mm dick, 1 cm breit, Whatman Papier) sowohl
an der Kathoden, als auch der Anodenseite gelegt. AnschlieBend wurde die Gelkammer mit
der Gelmasse befiillt. Die Gelmasse muss durch Verdunsten (stehen lassen . N.) 20 bis 30%
an Gewicht verlieren (Gewichtskontrolle!), dabei konzentriert sich der 6 M Harnstoff auf 7
bis 8 M auf. Die Filterstreifen werden dann durch in Anodenpuffer und Kathodenpuffer

getrankte Filterstreifen ausgetauscht.
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Vorfokussierung:
Um den pH-Gradienten (pH 7 Anodenseite bis pH 3 Kathodenseite), auszubilden, wird die

Gelmasse vorfokussiert (1500 V, 40 mA, 15 W und 1100 V/h). Das Ende der
Vorfokussierung ist erreicht, wenn die Stromstérke (A) auf ein Drittel gesunken ist bzw. die

Stromspannung pro Stunde (V/h) den eingestellten Wert von 1100 V/h erreicht hat.

Probenvorbereitung:
20 bis 30 mg entlinkertes PC aus der 70% ASF wurden bei 26.000 * g abzentrifugiert, in

H,Ogest resuspendiert und gegen H,Oges dialysiert (drei Mal erschopfend gegen das 500-fache
des Volumens). Die vollig entsalzte Probe wurde gefriergetrocknet. Aus der
Fokussierapparatur wurde auf der Anodenseite ein 2 cm breiter Streifen {liber die gesamte
Breite der vorfokussierte Gelmasse entnommen. Die gefriergetrocknete Probe wurde mit 1 bis
2 ml 8 M Harnstoff (gelost in HyOgest) aufgenommen und mit der entnommenen

vorfokussierten Gelmasse ca. 15 min bei RT auf dem Magnetriihrer geriihrt.

Fokussierung:

Die vorbereitete Probe wurde in den freien Streifen Gelmasse (siche Probenvorbereitung)
gefiillt und bis zur Trennung der Untereinheiten (UE) fokussiert. Das Ende des Laufs ist
erreicht, wenn sowohl die a, als auch die B-UE ihren isoelektrischen Punkt (pI) auf dem pH
Gradienten erreicht hat: pI der a-UE: 6,10 £0,05 und der B-UE: 5,00 £0,05 (Kd&st-Reyes et al.,
1987) bzw. wenn die V/h Einstellung von 4000 erreicht ist. Einstellungen des Power Supply
waren: 1500 V, 40 mA, 15 W und 4000 V/h.

Untereinheitenisolierung aus dem Gel:

Nach Beendigung der Fokussierung wurden die jeweiligen gut sichtbaren blauen Banden der
o und B-UE (B-UE wandert aufgrund des geringeren plI Wertes auf dem pH Gradienten weiter
Richtung Kathode, als die a-UE) separat entnommen und jeweils ca. 15 min in etwa 15 bis
20ml 50 mM KPP pH 7 bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung iiber einen
Faltenfilter gegeben und mit 50 mM KPP gespiilt, bis die Gelmasse farblos war. Dabei stand
das Auffanggefill mit dem Filter auf Eis. Die filtrierte Probe wurde gegen 50 mM KPP pH 7
erschopfend dialysiert, wobei der ersten Dialyse 2 bis 4 mM [-Mercaptoethanol als
Oxidationsschutz zugegeben wurden. Zum Aufbewahren der Proben, wurden diese wiederum
mit ASF bis zu einer 70%-igen Sattigung versetzt und in einem lichtundurchldssigen Gefaf3

im Kihlschrank aufbewabhrt.
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2.3. Messreihen zur Proteinfaltung

2.3.1. Messreihen zu unterschiedlichen Kaliumphoshphatpuffer-
Konzentrationen

Stammldsungen:

PC Stammlsung: ¢ = 1,71 * 10° M in 1 mM KPP, pH 7
KPP: ¢ =1000 mM, pH 7
I'{ZOdeSt

Verdiinnungsreihe: Titration von PC mit 1,1 mM KPP bis 900 mM KPP; Verdiinnung 1:10

PC Stammlosung (1,71 * 107 M) KPP 1000 mM, pH 7 H50dest
1 Anteil 9 Anteile minus Anteile H04.4 9 Anteile minus Anteile KPP
Messung:

Gemessen wurden die Absorptions-, Vis-CD- und Emissionsspektren von PC bei
verschiedenen Pufferkonzentrationen. Die Pufferkonzentration nahm dabei von 900 mM KPP
bis 1,1 mM KPP schrittweise um je ca. ein Drittel ab. Die Messung erfolgt im jeweiligen
Spektrometer (Kap. 2.1) in 1 nm Schritten, in 1 cm” Quarzkiivetten. Bei den
Fluoreszenzmessungen erfolgte, sofern die Messungen im Spex Fluorolog 1680, Horiba Jobin
Yvon, Miinchen durchgefiihrt wurden, eine weitere Verdiinnung von 1:10. Weitere Details

der Geriteeinstellungen stehen an entsprechender Stelle im Ergebnisteil.

2.3.2. Extinktionskoeffizienten Bestimmungq

Der Extinktionskoeffizient (¢) des (quasi freien) PCB im entfalteten Protein in 8 M Harnstoff,
pH 1,9 und RT betrigt bei 660 nm 35,4 mM™ cm™ (Schluchter & Bryant, 2002). Es befinden
sich drei Chromophore in einem PCpnono (Kap. 1.4). Aus einer Stammldsung cpc = 1,54 * 107
M wurde je ein Aliquot von 300 pl fiir die interessierende Losung entnommen und 1:9 mit
50 mM KPP und/oder 9 M Harnstoff pH 7,7 verdiinnt. Die Referenzlésung wurde aus dem

Aligot mit 9 M Harnstoff pH 1,9 1:9 verdiinnt. Der jeweilige € errechnet sich daraus wie

Probe
Probe __ nm
xnm T ARef

60nm

% ~Ref
Eg60nm

folgt: ¢

Dabei ist gxm der Extinktionskoeffizient bei einer bestimmten Wellenldnge bzw. bei 660 nm
der Referenz, Ax,m die gemessene Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge bzw. bei

660 nm der Referenz.
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Alle weiteren Berechnungen fiir € von PC bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen bzw.
fiir die Untereinheiten erfolgen daraus mit der Formel: ¢ = A/c. Dabei ist A die

Absorptionsintensitit und ¢ die Proteinkonzentration.

2.3.3. Langzeitmessungen der Entfaltung von PC und Riickfaltung

Stammldsungen:

PC Stammldsung: ¢ = 1,54 * 10° M in 50 mM KPP, pH 7
KPP: ¢ =50 mM, pH 7
Harnstoff: ¢ =9 M in 50 mM KPP, pH 7

Verdiinnungsreihe: Titration von 4 bis 8 M Harnstoff; Verdiinnung 1:9

PC Stammlésung (1,54 * 10° M) KPP 50 mM, pH 7 Harnstoff 9 M in 50 mM KPP

1 Anteil 8 Anteile minus Anteile Harnstoff 8 Anteile minus Anteile KPP

Langzeitmessung:

Die Probenlésung wurde bei Raumtemperatur im Griinlicht verschlossen stehen gelassen und
in gewissen Zeitabstdnden absorptionsspektroskopisch gemessen. Die Messung erfolgte in

1 nm Schritten in 1 cm™ Quarzkiivetten.

Ruckfaltung:
Am Ende der Entfaltung bzw. Dissoziation wurde PC aus den 4, 5, 6, 7 und 8 M

Harnstofflosung riickgefaltet, indem die Losung fiir einen Tag gegen 50 mM KPP im
Kiihlschrank erschopfend dialysiert wurde. Der Anteil an riickgefaltetem Protein wurde dabei
quantitativ ermittelt indem die Menge des Dialysats gemessen und die Konzentration des

Proteins darin, spektroskopisch ermittelt wurde.

2.3.4. Statische Dissoziations- und Entfaltungsversuche von PC und den
Untereinheiten in Harnstoff, bei verschiedenen Pufferkonzentrationen

Stammldsungen:

KPP: ¢ =3 bzw. 50 bzw. 300 mM, pH 7
Harnstoff: ¢ =9 M in 3 bzw. 50 bzw. 300 mM KPP
PC und UE Stammlosung: ¢ = 1,54 * 10 M in 3 bzw. 50 bzw. 300 mM KPP
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Verdiinnungsreihe: 0 bis § M Harnstoff; Verdiinnung: 1:9

Stammldsung (1,54 * 10° M) KPP x mM, pH 7 Harnstoff 9 M in x mM KPP
1 Anteil 8 Anteile minus Anteile Harnstoff | 8 Anteile minus Anteile KPP
Messungen:

Gemessen wurde das Absorptions-, das Vis-CD, das Emissions- und das UV-CD Spektrum.
Die Messung erfolgt im jeweiligen Spektrometer (Kap. 2.1) in 1 nm Schritten. Fiir die
Absorption, das Vis-CD und die Emission in 1 cm’! Quarzkiivetten, fiir das UV-CD in einer
1 mm™" Quarzkiivette. Bei den Fluoreszenzmessungen erfolgte, sofern die Messungen im
Spex Fluorolog 1680, Horiba Jobin Yvon, Miinchen durchgefiihrt wurden, eine weitere

Verdiinnung von 1:10. Weitere Geriteeinstellungen stehen im jeweiligen Ergebnisteil.

Mathematische Auswertung:
Korrektur der Spektren:

e Vis-CD Spektren wurden nach der Adjacent Averaging Methode geglattet, je nach Stirke
des Rauschens der Messung mit 5 bis 11 Punkten.

e Beiden UV-CD Spektren wurden 3 bis 5 Messungen gemittelt und diese mit der Adjacent
Averaging Methode mit 3 Punkten geglattet.

Software: Origin Version 7 SRO (OriginLab Corporation)

Q-Wert Berechnungen:

Definition des Q-Wertes: Absorption des langwelligen Maximums geteilt zur Absorption des
UV-Nahen Maximums (Ayis/Anw); Er stellt ein Mall fiir den Grad der Entfaltung von
Biliproteinen dar (Scheer, 1982, 1977; Kap. 1.8.).

Q-Wert: PC =6-7, PCenat <0,4

Normierung der Signaldnderung wahrend des Reaktionsverlaufs:

Vis-CD und Emission: Angegeben ist das Verhiltnis des Signals im Maximum bei einer
bestimmten Harnstoffkonzentration, zum Signal des Monomers.

Axm
AmOnO

Dabei ist der Wert des Monomers auf 1 normiert. Yy =
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UV-CD: Angegeben ist das Verhiltnis des Signals bei 222 nm bei einer bestimmten
Harnstoftkonzentration zum Signal des PCyi. Dabei ist der Wert von PCy (0 M

Axm
Aom

Harnstoff) auf -1 normiert. y =

y entspricht dem Wert auf der y-Achse, A dem Messwert bei x M Harnstoff und Agy dem
Messwert bei 0 M Harnstoff, Aono dem Messwert von PCono.

Absorption: Angegeben ist der Q-Wert bei der jeweiligen Harnstoffkonzentration.

Berechnung des entfalteten Anteils des Proteins:

Ai_AxM

Berechnung des Anteils der Signaldanderung: Anteilentaitet = ,
A — Endwert

dabei ist Anteileniraier der nach dem Zwei-Zustands-Modell erwartete Anteil des Proteins im
entfalteten Zustand nach den jeweiligen Kriterien des Messparameters. A; der Wert des
jeweiligen Messparameters fiir das native Protein, Ay der Wert in Gegenwart von Harnstoff
in einer Konzentration von x-molar, und ,Endwert’ der Wert im entfalteten Zustand am Ende

der Entfaltungsreaktion.

Fit der Titrationskurven fiir die Pufferkonzentrationen 3, 50 und 300 mM:

Fiir den Verlauf der Titration von PC mit verschiedenen Harnstoffkonzentrationen wurden fiir
die Absorption entweder die langwelligen Maxima, kurzwelligen Maxima oder der Q-Wert,
fiir das Vis-CD positives Extremum, negatives Extremum oder Gesamtamplitude (Summe
negatives und positives Extremum), fiir die Emission die Amplituden und fiir den UV-CD der

Wert bei 222 nm, gegen die Harnstoffkonzentration aufgetragen.

Wann welcher Fit verwendet wurde steht bei den jeweiligen Ergebnissen im Ergebnisteil.

A —A,
+()°

Gefittet wurde der sigmoidale Verlauf mit der logistic Funktion: y = + A,

dabei ist A; der Anfangswert der Reaktion: Natives Protein; A, der Endwert: Entfaltetes
Protein; xo der Wendepunkt bei einer bestimmten Harnstoffkonzentration, x eine bestimmte

Harnstoffkonzentration (x-Achse) und p die Steilheilt der Kurve im Wendepunkt xo.
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—(x=x0)

Der exponentielle Verlauf wurde mit dem exp decay gefittet: y =y, +Ae ' ,

dabei ist yo der offset der y-Achse, A die Amplitude, x eine bestimmte Harnstoffkonzentration
(x-Achse), xo der Mittelwert von x und t die Zeitkonstante zur Amplitude A,
Software: Origin Version 7 SRO (OriginLab Corporation)

Sekundirstruktur-Berechnungen aus den UV-CD Spektren

Aus den UV-CD Spektren wurden die Sekundérstrukturanteile von PC und den UE bei der
jeweilige Harnstoffkonzentration berechnet. Die Analyse erfolgte nach Sreeram (Sreeram &

Woody, 1993, 1999, 2000) mit der Software CDPRO Version Juli 2001.

CDPRO beinhaltet drei Programme zur Analyse der Sekundérstruktur (Selcon3, CDSSTR
und CONTIN), aus deren Mittelwert das Endergebnis gewonnen wird. Als Referenzproteine
diente IBasis 7 nach Johnson at al., Keiderling et al., Yang et al., Sreeram et al. (keine
Jahresangaben, download aus dem Internet 2001). Die Eingaben in das Programm wurden
entsprechend der Anleitung ,,CDPRO User Manual“ von E. Bucci (download aus dem
Internet 2001) vorgenommen. Die einzugebenden Werte mussten von der Arbeitseinheit
Absorption: AE [mm™] bzw. Elliptizitit: ® [mdeg mm'] (AE = ©/33) auf den molaren

Extinktionskoeffizienten je = Aminosdure  Agas [M'1 cm'l] umgerechnet  werden:

AE dabei ist ¢ die Konzentration des Proteins [M], AS die Anzahl der

Ag=—"—"—_—;
c*AS *d

Aminosduren je Protein und d die Lange des Strahlenganges [cm].

Fit der Titrationskurve der Sekundérstruktur-Berechnung:

Aus den Ergebnissen (sowohl gefaltete Anteile, als auch ungefaltete; Details stehen im
Ergebnisteil) wurde eine Titrationskurve von 0 bis 8 M Harnstoff erstellt. Der sigmoidale Fit

A -A

erfolgte ebenfalls nach der logistic Funktion: y = ()
+ X
X

+ A, (sieche oben)

2.3.5. Kinetik der Entfaltung von PC, der o und der B-Untereinheit

Stammldsungen:

PCyi: ¢ = 1,54 * 10° M in 50 mM KPP, pH 7, 0 M Harnstoff
PCruono: € = 8,9 * 10° M in 50 mM KPP, pH 7, 4 M Harnstoff
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a-UE: ¢=2,13 * 10° M in 50 mM KPP, pH 7, 4 M Harnstoff (fiir Absorptions- und
Emissionsmessungen)
¢ =426 * 10" M in 50 mM KPP, pH 7, 4 M Harnstoff (fiir Vis-CD Messungen)
B-UE: 1,29 * 10 M in 50 mM KPP, pH 7, 4 M Harnstoff
Harnstoff: ¢ =9 M in 50 mM KPP, pH 7

Verdiinnung je Messung in der stop-flow Apparatur:

Endkonzentration von Harnstoff: 8§ M
= fiir PCyi: 1 Anteil Stammldsung plus 8 Anteile Harnstoff
= fiir PCppono, 0-UE und B-UE: 1 Anteil Stammldsung plus 4 Anteile Harnstoff

Messung:

Die Entfaltungskinetik des Proteins in 8 M Harnstoff, die bei einer Wellenldnge gemessen
wurde, erfolgte im Spektrometer MOS 450, mit einer stop-flow Apparatur SFM-300. Dabei
wurde die Signaldnderung der Absorption, des Vis-CDs, der Emission und des UV-CDs
wihrend der Entfaltung des Proteins, liber die Zeit erfasst. Die Messungen erfolgten bei
charakteristischen =~ Wellenldngen  (genaue @ Angaben in  Kap. 3.9.1.). Die
absorptionsspektroskopische Messung welche simultan den gesamten Wellenlédngenbereich
von 320 nm bis 850 nm erfasste, wurde in einem Dioden Array Spektrometer mit der gleichen

stop-flow Apparatur SFM-300 gemessen.

Spektrometer MOS-450 mit stop-flow Apparatur: Das Gesamtmessvolumen pro Messung lag,
je nach Messreihe, zwischen 202 und 225 pl, die Flussrate zwischen 5,4 und 7,4 ml/s, die
Totzeit betrug dabei 6,6 bis 8,5 ms. Die Time base war, sofern nicht anders angegeben, in drei
Bereiche unterteilt, sie stieg von ps bei Messbeginn zu s Intervalle am Ende der Messung an.
Die Schichtdicke betrug fiir die Absorption, das Vis-CD und die Emission 1 cm, fiir das
UV-CD 2 mm, in Quarzkiivetten.

Dioden-Array Detektor mit stop-flow Apparatur: Das Gesamtmessvolumen pro Messung lag
bei 211 pl, die Flussrate bei 7,4 ml/s, die Totzeit betrug dabei 6,1 ms. Die Time base war in
drei verschiedene Messintervalle unterteilt, sie reichte von ms bei Messbeginn zu s Intervalle

am Ende der Messung an. Der Strahlengang betrug 1 cm in einer Quarzkiivette.

Die detaillierten Messangaben stehen bei den jeweiligen Messungen im Ergebnisteil.
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Mathematische Auswertung:
Faktorisierung der Absorptionsdaten des DAD:

Um die Messdaten auswerten zu konnen wurden sie in das Fitprogramm Specfit/32
importiert. Die Daten des DAD wurden dabei nach der Methode der ,,Singular Value
Decomposition (SVD)* faktorisiert (Binstead et al., 2000-2002).

Fit der Messkurven:

Die Messkurven wurden mit dem Modell einer Reaktionskinetik gefittet. Die verschiedenen
Modelle stehen im Ergebnisteil. Entweder erfolgte ein lokaler Fit. Dabei wurden die
Messkurven, welche bei einer Wellenldnge erfasst wurden, einzeln gefittet. Oder es erfolgte
ein globaler Fit. Dabei wurde die Absorptionsdaten des DAD {iber den gesamten gemessenen
Wellenlédngenbereich (=320 nm bis 800 nm) und Zeitbereich global gefittet. Und die Vis-CD
Messungen der einzelnen Wellenldngen zusitzlich zu den lokalen Fits, global gefittet. Details

zu den Auswertungen stehen zusétzlich an entsprechender Stelle im Ergebnisteil.

Das Ergebnis der mathematischen Analyse war je Reaktionsmodell:

e Ratenkonstanten k; [s']

e Amplituden A; der jeweiligen Komponenten (Einheit entsprechend des
Messparameters)

e Konzentrationsverlauf der einzelnen berechneten Komponenten des Fits

¢ Residuen: Differenz der Messkurve zum Fit

Fitprogramm: Specfit/32 Version 3.2 von Spectrum Software Associates (Binstead et al.,

2000-2002; Gampp et al, 1985a, 1985b, 1985c, 1986, 1987, 1988).

In welchem GroBenbereich die errechneten Ratenkonstanten noch eine realistische Grofle
darstellen hingt von der Messzeit und dem Messintervall ab. Generell gilt, dass filir eine
Ratenkonstante mindestens 5 Messpunkte vorhanden sein sollten und die Messzeit ca. das
10-fache der Halbwertszeit betrdgt. Davon abweichende Ratenkonstanten wurden zwar nicht

grundsétzlich verworfen, aber mit entsprechender Vorsicht unter Hinweis verwendet.

Berechnung der relativen Amplitude der Fitkomponenten:

Es gab zwei Varianten von relativen Amplituden (A rel.) (relative Ab- bzw. Zunahme des
jeweiligen Messparameters). Bei der einen bezieht sich die relative Amplitude immer auf den
Anfangswert der Reaktion, bei der anderen auf die jeweilige vorherige Komponente des
Fitmodells.
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A — A

bezogen auf den Anfangswert: Anat/gestel = —————;
A —Endwert

bezogen auf die jeweilige vorherige Komponente: Arit :i/Fit :i+1rel = % ,
dabei ist A; der Anfangswert der Reaktion (natives Protein). Ay der Amplitudenwert der
durch den Fit bestimmten Komponente der Entfaltungsreaktion, und Endwert der Wert,
welcher am Ende der Entfaltungsreaktion gemessen wurde. Die Unterschiede zwischen den

einzelnen Messreihen werden an entsprechender Stelle im Ergebnisteil angegeben.
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3. Ergebnisse
3.1. Phycocyanin: Beschreibung des Systems fiir Entfaltungsversuche

Die ersten Versuchsreihen dienten dazu, die Bedingungen fiir die Denaturierungsversuche fest
zu legen und erste Erkenntnisse iliber die Manipulierbarkeit des Systems Phycocyanin zu
erhalten. Dariiber hinaus erfolgte eine statische, spektroskopische Beschreibung des Systems,
welche als Grundlage fiir die kinetischen Messungen dient. Als konstante Parameter wurden,
falls nicht anders angegeben, pH-Werte von 7,3 bis 7,6 und Raumtemperatur verwendet.

Gepuffert wird das System mit Kaliumphosphat. (Reuter, 1989; Parbel, 1997).

3.1.1. Stammlosungskonzentration

2.5-
< 2.01 .
E 'E 2.0 /_/-
= 15 g e
S — 1.5
S, s B
§ 10-\\ / \“ S 10'
o ’ =
5 05 S 0.5
Q [%]
< 4 f:
0.0 ‘“/\TMW/_\;.\ .'// T ‘\,’ T 0.0 T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 6 1 2 3 4 5 6 7
Wellenlange [nm] Proteinkonzentration [mg/ml]

Abb. 3-1: PC Konzentration: A) die Absorptionsspektren in 1mm Kiivette, 50 mM KPP, pH =7,3, RT, B) OD in

1 mm Kiivette aufgetragen gegen die Proteinkonzentration [mg/ml] (——), theoretischer, linearer
Verlauf der Absorptionszunahme bei Proteinkonzentrationszunahme nach dem Lambert-Beerschen-
Gesetz ( ).

Da PC ein stark fluoreszierendes Protein ist, sind bereits bei relativ geringen Konzentrationen
Abweichungen vom Lambert-Beerschen-Gesetz moglich. Das Licht der Fluoreszenz, auch in
Vorwirtsrichtung ausgesandt, mindert die gemessene Absorption. Die Konzentration der
Messlosungen muss deshalb in dem Bereich liegen, in welchem die Absorption noch nicht
beeintrachtigt wird. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Photometern steigt die Absorption
bis zu einer Konzentration von 1,44 mg/ml, gemessen in einer Imm Kiivette, linear an und
ndhert sich dann der Séttigung (Abb. 3-1). Bei Messungen in 1 cm Kiivetten, welche fiir alle
Arbeiten auBler im fernen UV verwendet wurden, entspricht das einer maximalen
Konzentration von 0,144 mg/ml. Die Konzentrationen bei den Messungen liegt, sofern nicht

anders angegeben, beim integralen PC und teilweise bei den UE bei 0,06 mg/ml bzw.
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1,7%10° M, und liegt damit weit unterhalb dieser Grenze. Sie ergibt sich aus einer 1:9
Verdiinnung der Stammlosung (0,55 mg/ml bzw. 1,54*10” M). Die Abweichungen hiervon,
bei den kinetischen Messungen der UE, liegen zumeist in ihrem niedrigeren € gegeniiber dem
integralen PC begriindet. (Details siehe Kap. 1, 2 und Ergebnisteil fiir die UE). Die OD
befinden sich dabei ebenfalls deutlich unterhalb der Grenze, ab der das Lambert-Beersche-

Gesetz nicht mehr zutrifft.

3.1.2. Auswirkungen der Konzentration von Kaliumphosphatpuffer auf das
Trimer-Monomer-Gleichgewicht von PC

Das wasserldsliche Protein PC liegt in KPP gelost vor. Das Trimer-Monomer-Gleichgewicht
lasst sich sowohl durch die Proteinkonzentration, wie auch durch die Pufferkonzentration
verschieben (MacColl & Friar, 1987; Mac Coll et al., 1971). Die Auswirkungen des Puffers
auf das Trimer-Monomer-Gleichgewicht von PC wurden in einem Konzentrationsbereich von

1,1 bis 900 mM KPP gemessen.

3.1.2.1. Circulardichroismus

Vis-CD

Wie in Kapitel 1.8. gezeigt, unterscheidet sich das Spektrum des Trimers von dem des
Monomers durch die Schulter bei etwa 627 nm. Die 1. Ableitung des Vis-CD Spektrums stellt
ein sensibles Verfahren dar, um das Signal bei 627 nm zu verstirken (Abb. 3-3), eine weitere

Moglichkeit dazu bietet das Differenzspektrum von Trimer und Monomer (Abb. 3-4)
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Abb. 3-2: Vis-CD Spektren: PC in 900 mM KPP (——), 30 mM KPP (), 3,1 mM KPP (— ),
1,1 mM KPP (——).
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Abb. 3-3: 1. Ableitung der CD-Spektren von PC in 900 mM KPP (——), 30 mM KPP ( ),
6,1 mM KPP (——), 4,1 mM KPP ( ), 3,1 mM KPP ( ), 2,1 mM KPP (——),
1,1 mM KPP ( ), PCriono in 900 mM KPP und 4 M Harnstoff (——).

Mit abnehmender Pufferkonzentration verringert sich die Schulter bei =627 nm bis sie fast
vollig verschwindet (Abb. 3-2, 3-3), in Folge nimmt das positive Extremum zu (Abb. 3-2,
3-5). Das charakteristische s-formige Signal im Differenzspektrum von Trimer und Monomer
(Abb. 3-4) nimmt ebenso ab. In der 1. Ableitung des Spektrums (Abb. 3-3) ergibt die
Uberlagerung beim Trimer ein W-formiges Signal, welches bei abnehmender
Pufferkonzentration in eine breite, negative Bande iibergeht. Als Vergleich ist das Spektrum
in 4 M Harnstoff gezeigt, bei dem die Schulter bei 627 nm fehlt und somit kein Trimer mehr

gesehen werden kann. Das negative Signal bei etwa 643 nm der W-formigen Bande, ist bis zu
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einer Konzentration von 3,1 mM KPP vorhanden, bei niedriger konzentriertem Puffer
uneinheitlich blauverschoben. Das Signal bei etwa 615 nm der W-formigen Bande ist bei
allen Pufferkonzentrationen vorhanden, nur in seiner Intensitit pufferkonzentrationsabhéngig.
Jedoch zeigt auch das Spektrum einer 1,1 mM KPP Ldsung noch ein Signal in der
1. Ableitung, die auf Reste von Trimeren hindeutet. Das Vergleichsspektrum des Monomers
in 4 M Harnstoff hat, im Vergleich zu den Spektren ohne Harnstoff, ein um etwa 3 nm rot
verschobenes Signal bei 613 nm. Insgesamt ist die Bande der 1. Ableitung des Spektrums von
PC in 4 M Harnstoff schméler als bei den Banden ohne Harnstoff. Diese letzten beiden
Ergebnisse deuten darauf hin, das 4 M Harnstoff nicht nur die Trimere dissoziiert, sondern
eine Modifikation im Protein bewirkt, die zu den beschriebenen Verdnderungen im Spektrum
fiihren. Ein Phdnomen, welches noch in anderen Abschnitten auftaucht und in Kap. 3.6.

zusammenfassend diskutiert wird.

24 ‘ Differenz Maximum Minimum

Vis-CD A [a.u.]

T T T T T T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange [nm]

Abb. 3-4: Vis-CD Differenzspektren verschiedener PC-Losungen: PC,; minus PC,,0: (900 mM KPP, 4 M
Harnstoff): in 900 mM KPP ( ), 30 mM KPP (——), 6,1 mM KPP ( ), 4,1 mM KPP ( ),
3,1 mM KPP (——), 2,1 mM KPP ( ), 1,1 mM KPP ( )

Die Differenzspektren (Abb. 3-4) stiitzen diese Schlussfolgerung. Von der 900 mM KPP
Losung bis einschlieflich 4,1 mM KPP liegt ein eindeutiges Signal der excitonischen
Kopplung vor, das als Beweis fiir den trimeren Zustand von PC angesehen wird. Die
Intensitdt des Signals verringert sich zu niedriger konzentriertem Puffer hin (Abb. 3-4, 3-5),
nimmt aber bei weiterer Verdiinnung nicht mehr ab und geht in positive Banden iiber. Das
negative Signal ist gegeniiber dem Signal aus hochmolarer Losung von etwa 616 nm um 3 -

4 nm rotverschoben (Abb. 3-5).
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Abb.3-5: A) Abhidngigkeit des Vis-CD,,x von PC, von der KPP-Konzentration (——) und Angabe des
prozentualen Anteils des Trimersignals aus dem Differenzspektrum von PCy; und PC,o,, (Differenz
Maximum zu Minimum des Differenzsingnals (Abb. 3-4)) zum Vis-CD,,,, von PC ( )

B) Ausschnitt von A) bis 30.1 mM KPP

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ab etwa < 3,1 mM KPP zwar noch Trimere
vorhanden sind, aber nur noch in geringen Mengen. Eine genaue Mengenbestimmung fand

nicht statt.

Der Aggregationsgrad in Abhéngigkeit der KPP-Konzentration, wird liber zwei Parameter
verfolgt. Zum einen wird der prozentuale Anteil des Signals der excitonischen Kopplung
(Differenz negatives Signal zu positivem Signal des Differenzspektrums (Abb. 3-5)) zum
positiven Extremum des Vis-CD Signals aufgetragen, zum anderen die Intensitdt des
positiven CD-Extremums gegen die Pufferkonzentration (Abb. 3-5). Beide Kurven zeigen
zwar ein ziemliches Rauschen, jedoch ist im Bereich von 4,1 mM KPP bis etwa 30 mM KPP
eine deutliche Zunahme des Signals des Trimers gegeniiber dem des Monomers zu erkennen
und ab 30 mM KPP erfolgt ein Ubergang in die Sittigung. Ahnliches ist beim Verlauf des
positiven Extremums (Abb. 3-5) zu beobachten. Auch hier geht die Kurve ab 30 mM KPP in
die Sattigung iiber. Dies bedeutet, dass ab 30 mM KPP das Monomer-Trimer-Gleichgewicht

ganz auf der Seite der Trimere liegt.

Im UV-CD konnten keine Auswirkungen der unterschiedlichen Pufferkonzentrationen

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.2.2. Absorption

Die Aggregation wird bei der Absorption an Hand der Rotverschiebung des Maximums vom

Monomer (611 nm — 613 nm) zum Trimer (616 nm — 618 nm) verfolgt (Kap. 1.8.) Die
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Messung erfolgte in 1 nm Schritten. Der Unterschied der Extinktionskoeffizienten ist so

gering, dass er aufgrund der Messfehler und Pipettierungenauigkeiten nicht auswertbar ist.

Aufgrund der geringen Verschiebungen in den Wellenlédngen sind die Kurven zwar verrauscht
(Abb. 3-6, 3-7), zeigen aber eine dhnliche Tendenz wie die Vis-CD Daten (Kap. 3.1.3). Mit
zunehmender KPP-Konzentration verschiebt sich das Maximum von 613 nm auf 617 nm.
Von 1,1 mM bis einschlielich 4,1 mM KPP liegt das Maximum bei 613 nm, bis 20 mM KPP
verschiebt es kontinuierlich auf 615 nm. Ab 30 mM KPP bis zur maximal gemessenen
KPP-Konzentration von 900 mM liegt das Maximum bei 616/617 nm. Fiir das Monomer-
Trimer-Gleichgewicht heifit das, dass bei KPP > 6.1 mM KPP Trimere in der Absorption

sichtbar werden und ab etwa 30 mM KPP die Losung mit Trimeren gesittigt ist.

4.1 mM KPP: 613 nm 900.1 mM KPP: 617 nm

3.1 mM KPP: 613 nm / 30.1 mM KPP: 617 nm
1.0 -

Absorption normiert

0.0+

7' T T T T T T T T I ' 1
450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange [nm]

Abb.3-6: Absorptionsspektren im langwelligem Bereich (auf 1 normiert) von PC in 900 mM KPP (——),
30 mM KPP (——), 4,1 mM KPP ( ), 3.1 mM KPP (—).
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Abb. 3-7: Abhidngigkeit des Absorptionsmaximums (
KPP-Konzentration

) und Emmissionsmaximums ( ) von PC von der

3.1.2.3. Emission

Das Emissionsmaximum der PC Losung liegt bei einer Pufferkonzentration von 1,1 mM bis
6,1 mM KPP bei 647 nm und verschiebt zu hoher konzentriertem Puffer hin um ca. 2 nm rot
(Abb. 3-7). Damit folgt der Verlauf in etwa dem Verlauf der Absorption beim Ubergang vom
Monomer zum Monomer/Trimer Gemisch. Die Verschiebung ist aber insgesamt so gering,
dass sie nicht eindeutig auswertbar ist. Die Intensitdt nimmt hingegen deutlich ab, jedoch lasst
sich mit diesem Parameter der Ubergang von Trimer zu Monomer nicht eindeutig festlegen,
da keine charakteristische Verdnderung im Spektrum erfolgt. Dies deckt sich mit den

bekannten Daten aus der Literatur (Kap. 1.8.)

3.1.2.4. Zusammenfassung der verschiedenen spektralen Parameter

Der Vis-CD detektiert das Auftreten von Trimeren bei zunehmender Pufferkonzentration
etwas frither (3,1 mM KPP und weniger), als die Absorption (6,1 mM KPP), wéhrend der
Ubergang zur gesittigten Trimer-Losung bei beiden spektroskopischen Parametern bei
30 mM KPP zu beobachten ist. Die Emission folgt diesem Trend, eignet sich aber nicht zur
quantitativen Auswertung. Aufgrund dieser Daten wurde fir Messungen, welche vom

Trimeren ausgehen, eine Pufferkonzentration von 50 mM eingesetzt.
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3.2. Extinktionskoeffizienten

3.2.1. Extinktionskoeffizienten vom nativen und entfalteten PC

Ausgehend von dem bekannten Extinktionskoeffizienten £ = 354 mM"' c¢cm” vom Cystein
gebundenen PCB in saurem Harnstoff (8 M, pH < 1,9) (Schluchter & Bryant, 2002) wurde der
Extinktionskoeffizient von PCpono und PCgepnae bestimmt (jedes Monomer enthilt drei PCBs
(Kap. 1.4, 1.6). Dazu wurde das jeweilige Protein unter definierten Bedingungen mit einer
sauren Harnstofflosung entfaltet und die Absorptionsspektren verglichen (Kap. 2). Im

Gegensatz zu neutralen Bedingungen wird der Chromophor des entfalteten PCs unter sauren

Bedingungen stabilisiert.

€:292.000
300000

250000

200000

] ¢: 106.500
150000

je Monomer

1 &: 48.000 /
100000 //\

T T T T T T T T = 1
300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Extinktionskoeffizient [M™ cm™]

Abb. 3-8: Extinktionskoeffizienten je Monomer PC in 8 M Harnstoff pH 1,73 ( ), in 0 M Harnstoff
pH 7,7 (—), in 8 M Harnstoff pH 7,7 ( ) Alle Extinktionskoeffizienten beziehen sich auf ein

Monomer mit drei Chromophoren PCB und wurden relativ zu dem bekannten in saurem Harnstoff
(Schluchter/Bryant 2002) bestimmt.

Im sauren Milieu wird der Chromophor des denaturierten PCs protoniert und hat ein
Absorptionsmaximum bei 660 nm (Abb. 3-8). PC,y im neutralen pH Bereich hat ein
Absorptionsmaximum bei etwa 617 nm, wobei der genaue Wert vom Aggregationsgrad
abhingt (Monomer ~613 nm, Trimer =617 nm, Kap. 1.8., 3.1.2.2.). PCgenar im Neutralen hat
sein Absorptionsmaximum bei etwa 605 nm. Der Extinktionskoeffizient eines PC,, variiert
ebenfalls in Abhingigkeit der Aggregation (Kap. 3.2.2). Der gemessene &-Wert
(292.000 M™' cm™ bezogen auf drei Chromophore) dargestellt in Abb. 3-8 entspricht dem des
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Trimeren, d. h. 97.300 M em™! je Chromophor. Im PCyepat (48.000 M em™! bezogen auf drei
Chromophore) betrigt & etwa 1/6 von € PCy, d. h. je Chromophor 16.000 M cm™.

3.2.2. Extinktionskoeffizienten von PC in 0 bis 8 M Harnstoff

Ausgehend von dem ermittelten e-Wert fiir PCy; (292.000 M cm™, 50 mM KPP) wurden

anschlieBend die e-Werte fiir PC in demselben Puffer bei gleicher Proteinkonzentration in

Gegenwart von 1 bis 8 M Harnstoff berechnet.

Der berechnete Wert von ¢ (Abb. 3-9, Tab. 3-1) fiir PC in 8 M Harnstoff weicht um
-3.000 M cm™ von dem in Kap. 3.2.1 gemessenen &-Wert ab. Mit einer Abweichung von 7%
ist er prinzipiell noch im Bereich der Messungenauigkeit, da freie Chromophore im neutralen
sehr labil sind. Auch der hohere Extinktionskoeffizient von PC in 2 M Harnstoff gegeniiber
dem in 1 M Harnstoff liegt im Rahmen der Fehlergrenze. Ein kritisch zu bewertender Wert ist
€ gemessen in 5 M Harnstoff. In verschiedenen Messreihen gibt es zum Teil Abweichungen
von #+ 4.000 M cm™. Der Ubergangsbereich der Entfaltung von PC in der Titrationskurve
beschriankt sich auf einen Konzentrationsunterschied von etwa 2 M Harnstoff (Kap. 3.5., 3.7.).
5 M Harnstoff liegt weitgehend in der Mitte des Ubergangsbereiches der Titrationskurve, dies
hat zur Folge, dass bereits geringe Schwankungen in der Harnstoffzugabe, z. B. durch

Pipettierungenauigkeiten, sich verstarkt auswirken.

Harnstoff | & [M™' cm™]
M] pro PCono
300000 -
. 0 292.000
—, 1 280.000
H.'g 250000 2 289.000
S 3 278.000
S 2000004 4 272.000
B & 5 257.000
N o 6 73.400
£ § 150000 -
8= 7 52.100
Q.2 8 45.000
é 100000 +
= ] L Tab. 3-1:
< . . . .
] T~ Extinktionskoeffizienten je
50000 - . . .
B PCon0, d. h. je drei PCBs in
! T J J i J J ! 0 bis 8 M Harnstoff in
0 1 2 3 4 5 6 7 8 50 mM KPP

Harnstoff [M]

Abb. 3-9: Extinktionskoeffizient von PC je Monomer, in 0 bis 8 M Harnstoff in 50 mM KPP, pH 7.
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Die quantitativen Absorptionsspektren {iber den gesamten Wellenldngenbereich von 240 nm

bis 820 nm sind von PCy;, PCpono, den a— und B-UE in Kapitel 3.8. gezeigt.

Rickfaltung von P nd Langzeitm ngen der Entfal

3.3.1. Langzeitmessungen

In dieser Versuchsreihe wird der Fragestellung nachgegangen, wie lange es dauert, bis sich
bei einer Zugabe einer bestimmten Harnstoftkonzentration (Endkonzentration 5 bis 8 M) zur
PC Losung das Gleichgewicht der Entfaltungsreaktion eingestellt hat. Die Vorgehensweise ist

in Kap. 2 beschrieben.

—_— 0.6' — 0,5
= A = B
8, 0.5- S 04l

3 _ _ x

; 0.4 t,= 3 min ; 0.3
S in 6 M Harnstoff s 7 t,=86s
s B 02. in 8 M Harnstoff
2 5
< £ 01-

0,0 / T T T )
0 100 200 300 400
t[min] t[s]

Abb. 3-10: Kinetik der Gleichgewichtseinstellung bei der PC Entfaltung in 50 mM KPP, gezeigt in A) 6 M und
in B) 8 M Harnstoff; Absorptionsverlauf im langwelligem Maximum (——) und Baseline (——);

Harnstoff [M] | Endwert der Entfaltung | t, Beispielhaft wird die Entfaltung von PC in 6
Absorption [a.u.] [min]
5 0,33 10 und 8 M Harnstoff grafisch dargestellt (Abb.
6 0,14 3 . .
7 0.095 0,44 3-10). Als Messparameter dient die Abnahme
8 __ 0,076 0,14 des langwelligen Absorptionsmaximums iiber
Tab. 3-2: Halbwertszeiten fiir die PC Entfaltung in
5 bis 8 M Harnstoff die Zeit, welches in bestimmten Zeitabstinden

gemessen wurde (Kap. 2). Im Gleichgewicht der Reaktion bewirkt jede
Harnstoffkonzentration einen anderen Grad der Entfaltung. Die Halbwertszeit verringert sich
dabei drastisch mit zunehmender Harnstoftkonzentration, sie nimmt von 10 min (5 M
Harnstoff) auf 0,14 min (8§ M) ab (Tab. 3-2). Nach Erreichen des Gleichgewichtes nimmt die
Absorption zum Teil weiter linear ab, was ein Hinweis auf Ausbleichen oder Modifikationen
unbekannter Art, z. B. durch den Harnstoff, sein kann. Wie bereits im Kap. 3.2.2. erldutert, ist
das Ausmal3 der Entfaltung bei 5 M Harnstoff bereits durch geringe Abweichungen der

zugegebenen Harnstoffkonzentration stark beeinflussbar, welche im Rahmen von
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Pipettierungenauigkeiten erfolgen konnen. Der absorptionsspektroskopische Endwert der

Entfaltung (Tab. 3-2) fiir 6 M Harnstoff und vor allem fiir 7 und 8 M Harnstoff ist jedoch gut

reproduzierbar.

3.3.2. Reversibilitat der Harnstoffbehandlung von PC

Zwei Fragestellungen wird in dieser Versuchsreihe nachgegangen. Erstens, eine
Voraussetzung zur Durchfiihrung von Faltungsexperimenten ist, dass sich das zu
untersuchenden Protein nach der Entfaltung riickfalten ldsst (Utiyama & Baldwin, 1986; Kyte,
1995; Kap. 1.7). Inwieweit dies bei PC der Fall ist, soll hier quantifiziert werden (Kap. 2).
Zweitens, stellte sich wihrend der Entfaltungsversuche die Frage, ob sich PC im entfalteten
Zustand irreversibel chemisch verdndert, z. B. der Chromophor oxidiert wird (s. 0.). Auch

dann konnte es nicht reversibel riickfalten. Als Messparameter dient die Absorption.

0.6+ 618 nm 1.04 610nm __ __ 618 nm
- e N
— 9 o\
c:;' 0.5+ € 0.8-
—_— o
5 o4 610 nm S L6l
8 0.3 %
(@] = 0.4
D ] o
2 02 601 nm g2 .
0.1-/V\ < 0297
00— e 00— = S
300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm] Wellenlange [nm]

Abb. 3-11: Entfaltung und Riickfaltung von PC in Abb. 3-12: Riickfaltung von PC aus 8 M Harnstoff in
50 mM KPP (Kap. 2.3.4.); nativ ), 50 mM KPP (Kap. 2.3.4.), nativ (——)
riickgefaltet mittels Dialyse ( ) und in und riickgefaltet mittels Dialyse (——);

8 M Harnstoff ( );

Fiir die qualitative Reversibilitit aus 4, 5, 6 und 7 M Harnstoff ergibt sich ein fast gleiches
Bild, wie fiir 8 M Harnstoff, welche in den Abbildungen 3-11 und 3-12 exemplarisch
dargestellt ist. Nach der Riickfaltung hatte sich das langwellige Absorptionsmaximum auf
610/611 nm gegeniiber 618 nm im nativen, trimeren PC, verschoben. Aus 4 M Harnstoff, in
welchem PC nicht entfaltet, sondern nur monomerisiert wurde, hat sich das
Absorptionsmaximum auf 613 nm verschoben (Tab. 3-3). In beiden Féllen bedeutet dies, dass
PC zum Monomer riickfaltet (Maximum Monomer 611 bis 613 nm, sieche Kap. 3.1.2. und
1.8), aber nicht mehr zum Trimer aggregiert. Eine Ursache liegt in der Tatsache begriindet,

dass das Trimer-Monomer-Gleichgewicht proteinkonzentrationsabhédngig ist (Kap. 3.4.).
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Durch die Riickfaltung mittels Dialyse liegt PC nach der Riickfaltung in einer fast doppelt so
hohen Verdiinnung vor (Abb. 3-11). Diese erhohte Verdiinnung in 50 mM KPP verschiebt das
Gleichgewicht in Richtung Monomer. Jedoch ist die Verdiinnung nicht hoch genug, betrachtet
man die Ergebnisse von Kap. 3.4., um damit das vollstindige Fehlen von Trimeren zu
begriinden. Weiter ist aus dem Vergleich der Ergebnisse in 4 M Harnstoff und der
Riickfaltung aus hoheren Harnstoffkonzentrationen zu sehen, dass das Maximum eines
(teilweise) entfalteten (5 bis 8 M Harnstoff) und wieder riickgefalteten PCs um etwa 2 nm,
gegeniiber dem Monomer, aus 4 M Harnstoff riickdialysiert, blau verschoben bleibt (Tab.
3-3). Dies bedeutet, dass das PCyono, Welches stirker entfaltet wurde in nicht ganz den
gleichen Zustand riickfaltete, wie das PCyono, welches in 4 M Harnstoff nur monomerisiert
wurde. Bei der Berechnung der Q-Werte aus den Spektren des riickgefalteten PCs, ergab sich

fiir alle ein Q-Wert von etwa 6. Dies entspricht einem Monomer (sieche Kap. 3.8.).

Harnstoffkonzentration Eingesetzte PC Menge | PC Menge | Quantitative | Quantitative Amax
fiir PC Behandlung [M] PC Menge nach nach Ausbeute Ausbeute [nm]
[uM] Riickfaltung | Riickfaltung auf das auf das
auf das auf das Trimer Monomer
Trimer Monomer berechnet berechnet
berechnet berechnet [%] [%]
[uM] [uM]

8 4,93 3,70 3,98 75,0 80,1 610
7 4,93 3,83 4,11 77,7 83,3 610
6 4,93 3,29 3,53 66,7 71,6 611
5 5,10 3,71 3,98 72,8 78,1 611
4 4,93 4,01 4,30 81,3 87,2 613
PCyin 0 618

Tab. 3-3: Quantitative Bestimmung von PC nach der Riickfaltung aus verschiedenen Graden der Entfaltung
durch unterschiedliche Harnstoffkonzentrationen und Vergleich der Wellenldngen des Maximums im
Vis-Bereich nach der Riickfaltung.

Die quantitative Ausbeute der Riickfaltung liegt, je nachdem ob auf das Monomer oder
Trimer bezogen, durchschnittlich bei 75% % 6,6% (auf das Trimer bezogen) bzw. bei 80% *
8,5% (auf das Monomer bezogen) (Tab. 3-3). Im Kapitel 3.1.1. wurde deutlich, dass PC zum
Teil lange dem Harnstoff ausgesetzt ist, bis die Reaktionen ins Gleichgewicht kommen. Die
anschlieBende Dialyse erstreckt sich iiber einen ganzen Tag. Diese sehr lange
Behandlungszeit von PC mag eine wesentliche Ursache dafiir sein, dass 20% (bzw. 25%) des
Proteins anscheinend beschéddigt werden und somit nicht reversibel falten. Hierbei konnen
Proteolyse wiéhrend der Dialyse oder vor allem ein Ausbleichen des Chromophors

wesentliche Ursachen sein.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass PC nach der Entfaltung zum Monomer riickfaltet
und insofern fiir Faltungsexperimente geeignet ist. Wihrend der Entfaltungsversuche erfolgen
keine nennenswerten, chemischen Reaktionen. Ein Teil des Proteins geht zwar wihrend des
Versuches kaputt, insofern ist keine vollstindige quantitative Riickfaltung gegeben, jedoch

erfolgt eine vollstindige qualitative Riickfaltung zum Monomer.

3.4. Auswirkungen der Proteinkonzentration auf das Trimer-Monomer-
Gleichgewicht

Die Konzentrationsdnderung von PC verschiebt das Trimer-Monomer-Gleichgewicht (Kap.
1). Hohere Konzentrationen verschieben das Trimer-Monomer-Gleichgewicht in Richtung
Trimer und niedrigere Konzentrationen in Richtung Monomer. In welchem Ausmall dies bei
den verwendeten unterschiedlichen Messbedingungen der Fall ist, soll hier untersucht werden.
Als Messparameter dient wiederum die 1. Ableitung des Vis-CD Spektrums mit dem
charakteristischen Signal fiir Trimere bei 627 nm (Kap. 1.8., 3.1.). Die Untersuchungen
erfolgen in HyOgesr, um das Trimer-Monomer-Gleichgewicht bereits moglichst weit auf die
Seite des Monomers zu schieben (Kap. 3.1.). Die Verdiinnungsreihe erfolgte aus einer

Stammldsung mit ¢ = 1,58"‘10'5 M, mit einer Verdiinnung von: 1:9, 1:12, 1:15, 1:18 und 1:21.

0.3- Verdiinnung c c
T von PC [uM] | [mg/ml]]
02, 1:9 1,75 | 0,063
1 Signal der Schulter bei 627nm 1:12 1,30 0,047
— 014 1:15 1,06 | 0,038
s ] 1:18 0,89 | 0,032
@ 0,04 AN 1:21 0,75 0,027
-‘% 1 Tab. 3-4: PC Konzentrationen fiir
2 011 die Verdiinnungsreihe in H,O
i
8 -0,24
-0,3
0,4
500 5é0 6(I)O 6%0 7(I)0 7%0

Wellenlange [nm]

Abb. 3-13: 1. Ableitung des Vis-CD Spektrums von PC verschiedener Verdiinnungen in HyOgeq; 1:9 ( ),
1:12 ( ), 1:15 ( ), 1118 ( ), 1:21 ( ).

Bei dem hier verwendeten Losungsmittel Wasser ist das Trimer-Monomer-Gleichgewicht
schon zu Beginn der Messreihe erheblich auf die Seite des Monomers verschoben. Bei einer

Verdiinnung von 1:9 aus einer Stammlésung mit + 1,54 * 10° M (Kap. 3.1.2.) (in diesem Fall
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1,58 * 10° M, ergibt fir die Verdinnung 1:9 — 1.75 *10° M), wie sie fiir die meisten
Messungen in dieser Arbeit verwendet wird, ist noch ein ausgeprigtes Signal fiir Trimere
vorhanden (Abb. 3-13). Erst bei einer Verdiinnung von 1:21, d. h. bei einer Reduzierung der
Proteinkonzentration um etwa das 2,3-fache auf 7,5 * 107 M, ist kein Signal der Schulter bei
627 nm, mehr zu erkennen (Abb. 3-13, Tab. 3-4). Ein Fazit aus dieser Messreihe fiir spétere
Messungen, in welchen die Entfaltung von PC mit dem Monomer beginnen soll, ist, dass die
Verdlinnung ein ungeeignetes Mittel ist, Monomere fiir Messreihen herzustellen. Erstens kann
das dafiir benétigte Losungsmittel Wasser den pH-Wert nicht stabilisieren. Stirkere
Schwankungen des pH-Wertes verdndern das Protein (saures Losungsmittel flihrt zur
Protonierung, basisches greift den Chromophor an) und verfilschen somit die
Messergebnisse. Und zweitens muss sogar in Wasser die Konzentration an PC so gering sein,
dass das Signal/Rauschverhiltnis schlecht wird. Deshalb wird fiir Messungen, in denen PC als
Monomer vorliegen soll, die Losung mit 4 M Harnstoff versetzt (Kap. 3.1.2., 3.5., 3.7. und
3.8.).

3.5. Dissoziation und Entfaltung von PC mit Harnstoff bei unterschiedlichen
Pufferkonzentrationen

Bei diesen Messreihen wird der Fragestellung nachgegangen, welche Harnstoffkonzentration
zur Monomerisierung von PC fiihrt, ab welcher Konzentration die Entfaltung einsetzt bzw.
vollstindig ist und welchen Einfluss die Pufferkonzentration dabei hat. Die Titration erfolgt in

3 und 300 mM KPP, jeweils von 0 bis 8 M Harnstoft.

Der Verlauf der Titrationskurve wird fiir die Entfaltung sigmoidal gefittet (Kap. 2.3.4.). Fiir
die Bewertung und den Vergleich der sigmoiden Kurven werden dabei die Lage des
Wendepunkts (x¢) und die Steilheit der Kurve im Wendepunkt (p-Wert) heran gezogen. Fiir
die Messparameter, welche fiir die Dissoziation vom PCy; zum Monomer deutliche
Signaldnderungen zeigen (Vis-CD, Fluoreszenz), wird die Kurve erst ab dem Monomer (3 bis
4 M Harnstoff) gefittet. Bei den Parametern, bei denen dies nicht der Fall ist (Absorption,
UV-CD), wird die Kurve {liber den gesamten Harnstoffbereich gefittet.
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3.5.1. Vis-CD

Monomer-Trimer-Gleichgewicht

Die Dissoziation von PCy; zum Monomer in Abhédngigkeit der Harnstoffkonzentration wird
mittels der bereits beschriebenen (Kap. 1.8. und 3.1.) Parameter verfolgt, d. h. der Amplitude
des s-formigen Signals des CD-Differenzspektrums des Trimers, der 1. Ableitung der
CD-Spektren, durch welche das Signal bei 627 nm hervorgehoben wird, und der Zunahme des

positiven Maximums.

4o 5
- % 6
185 B -
31 5 4
4 g 3
24 S 2 . .
| 8, Amplitude Differenzspektrum
=
- 0
11 & oM 1M 2™

Vis-CD Ala.u.]

400 ' 4%0 ' 5(IJO ' 5é0 ' 6(IJO ' GéO ' 7(I)0 ' 7%0 ' 8(I)0
Wellenlange [nm]
Abb. 3-14: Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PC in 3 mM KPP. A) Differenzspektren von PC

(Trimer minus Monomer) in 0 M ( ), 1 M ( ) und 2 M Harnstoff ( ); B) Amplituden der
sigmoiden Differenzspektren (Minimum-Maximum).
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Amplitude Differenzspektrum

Amplitude Differenzspektrum
O R N Wb OO N

Vis-CD A [a.u.]

400 ' 4%0 ' 560 ' SéO ' 660 ' GéO ' 7(I)O ' 7é0 ' 860
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Abb. 3-15: Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PC in 300 mM KPP. A) Differenzspektren von PC

(Trimer minus Monomer) in 0 M ( ), 1 M ( ), 2 M ( ) und 3 M Harnstoff (——);
B) Amplituden der sigmoiden Differenzspektren (Minimum-Maximum).

0.4 5

CD 1. Ableitung [a.u.]

T T T T T T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750
Wellenlange [nm]

Abb. 3-16: 1. Ableitung des Vis-CD-Spektrums im 3 mM KPP, inO0 M (——), 1 M (——), 2 M (
3 M Harnstoff ( ).

) und
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Abb. 3-17: 1. Ableitung des Vis-CD-Spektrums im 300 mM KPP, inO0 M (——), I M (——), 2 M ( ),
3M( ) und 4 M Harnstoff ( ).

In 3 mM KPP verringert sich die ,Delle bei 627 nm mit zunehmender
Harnstoffkonzentration, bis sie bei einer Harnstoffkonzentration von 3 M nicht mehr
nachgewiesen werden kann (Abb. 3-16). In der Titrationskurve (Abb. 3-18) ist eine Zunahme
der Signalintensitét bis 3 M Harnstoff zu erkennen. Darin zeigt sich der gleiche Vorgang wie
bei der Abnahme der ,Delle“ bei 627 nm. Dass bedeutet, dass bei einer
Harnstoffkonzentration von 3 M das Trimer-Monomer-Gleichgewicht auf die Seite des
Monomers verschoben ist. Im Differenzspektrum (Abb. 3-14), welches das Gleiche wie die
Titrationskurve und die 1. Ableitung widerspiegelt, ist der Verlauf der Dissoziation deutlicher
zu erkennen. Er scheint eher sigmoid als linear. Die weitaus grofite Signalabnahme, und somit
Verschiebung des Trimer-Monomer-Gleichgewichts auf die Seite des Monomerens, findet

von 1 M auf 2 M Harnstoff statt (Abb. 3-14B).

In dem hoéher konzentrierten Puffer (300 mM) ist das Trimer stabiler, dort ist erst bei 4 M
Harnstoff in der 1. Ableitung kein Signal bei 627 nm mehr feststellbar (Abb. 3-17). Beim
Verlauf der Intensititen der positiven Extrema liegen zwar Schwankungen aufgrund von
Messungenauigkeiten vor, jedoch ist trotzdem die Zunahme der Gesamtamplitude bei
niedriger Harnstoffkonzentration bis +/- 4 M zu erkennen (Abb. 3-18). Im Differenzspektrum
(Abb. 3-15) zeigt sich das Ausmal} der Dissoziation noch klarer, die Titrationskurve scheint

wiederum sigmoid.
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Nachdem das Differenzspektrum fiir 3 M Harnstoff kein eindeutiges Trimer-Signal mehr zeigt
(Abb. 3-15), die 1. Ableitung aber noch ein deutliches, wenn auch kleines Signal bei 627 nm
(Abb. 3-17), ist davon auszugehen, dass die Harnstoffkonzentration, welche zu einer
vollstindigen Monomerisierung von PC in 300 mM KPP fiihrt, etwas unterhalb von 4 M
Harnstoff liegt.

Zusammenfassung

Die benétigte Harnstoffkonzentration zur vollstandigen Dissoziation von PC liegt in 300 mM
KPP um fast 1 M hoher (4 M), als in 3 mM KPP (3 M). Zwischen 0 M bis 1 M Harnstoff
findet in beiden Féllen die gleiche Reduktion des Signals des Differenzspektrums statt (20%);
die Stabilisierung von PC durch den hdher konzentrierten gegeniiber dem geringer
konzentriertem Puffer zeigt sich oberhalb einer Harnstoffkonzentration von 2 M. Der Verlauf

der sigmoiden Kurve im 300 mM KPP ist flacher, als im 3 mM KPP.

Entfaltung
Die Entfaltung von PC wird iiber die Abnahme der Gesamtamplitude (= Differenz des

positiven, langwelligen und des negativen, kurzwelligen Extremums des CD-Spektrums; Kap.
2.3.4.) (Abb. 3-18) verfolgt. Der Wert fiir das PCyono Wurde in der Titrationskurve auf 1
normiert (in 3 mM KPP bei 3 M Harnstoff, in 300 mM KPP bei 4 M Harnstoff; Kap. 3.5.1.).

1.1+

1.0+ ]

0.9 1

Monomer

0.8 u
0.7
0.6

0.5

Vis—CDxM/Vis—CD

0.4 T ]

0.3 1

Harnstoff [M]

Abb. 3-18: Gesamtamplitude des Vis-CD: Titrationsverlauf von PC,; in 0 bis 8 M Harnstoff mit sigmoidalen Fit
(Details Text und Kap. 2.3.4.) (ab 3 M im 3 mM KPP, ab 4 M im 300 mM KPP): in 300 mM
KPP(=), dazugehoriger Fit (---), in 3 mM KPP (®), dazugehoriger Fit (-===-).
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Die Titrationskurve von PC (Abb. 3-18) ist fiir beide Losungen (3 mM KPP und 300 mM
KPP) sigmoid. Im hoher konzentrierten Puffer ist der gefaltete Zustand stabilisiert. Der aus
der Fit-Kurve errechnete Wendepunkt (x¢) liegt in 300 mM KPP bei 6,2 M Harnstoff, in
3 mM KPP bei 5,4 M Harnstoff. Die Fit-Kurve ist im hoher konzentrierten Puffer zudem
signifikant steiler (Abb. 3-18, Tab. 3-5). Das heil}t, dass der Vorgang der Entfaltung im 300
mM KPP auf eine geringere Spanne an Harnstoffkonzentration ausgedehnt ist (etwa 5 — 7 M),
als im 3 mM KPP (etwa 4 — 7 M). Die Stabilisierung durch den héher konzentrierten Puffer
im Vergleich zum niedriger konzentrierten wirkt sich demnach vor allem bei niedrigerer
Harnstoffkonzentration aus. In 8 M Harnstoff betridgt das Signal im 300 mM KPP noch 49%
des Ausgangswertes, in 3 mM KPP 40%. Entweder ist PC im 300 mM KPP auch bei 8§ M
Harnstoff noch nicht véllig entfaltet, oder die Konformation des Chromophors, die durch das
CD-Differenzsignal erfasst wird, wird durch die Pufferkonzentration so verdndert, dass, trotz

entfaltetem Zustand, ein erhohtes Signal hervorgerufen wird (weiteres hierzu siche auch Kap.

3.6.).

3.5.2. Absorption

Bei den folgenden Versuchen wird die Dissoziation vom PCy; zum Monomer und die
Entfaltung iiber die Abnahme des Q-Wertes, d. h. des Absorptionsverhéltnisses der Vis- und
UV-Bande, verfolgt (siche: Kap. 1.8.,2.3.4.).

7 T [ ] |
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Harnstoff [M]

Abb. 3-19: Q-Wert der Absorption: Titrationsverlauf von PC; in 0-8 M Harnstoff mit sigmoidalen Fit: (Details
Text und Kap. 1.8., 2.3.4.) Q-Wert in 300 mM KPP (=), dazugehoriger Fit (-----) Q-Wert in 3 mM
KPP (m), dazugehoriger Fit (-===--- ).
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Im Gegensatz zum Vis-CD ist der Q-Wert bei der Monomerisierung empfindlicher gegen die
Schwankungen im Bereich der Mess- und Pipettierfehler (Abb. 3-19). Deshalb ist er nicht so
geeignet die Monomerisierung eindeutig zu verfolgen. Der Entfaltungsvorgang (ab 3 M
Harnstoff im 3 mM KPP und ab 4 M Harnstoff in 300 mM KPP) geht aber eindeutig daraus
hervor (Abb. 3-19). Es zeigt sich wiederum ein sigmoider Kurvenverlauf (Abb. 3-19). Bei
5 M Harnstoff sind in beiden Fallen, an Hand des kleiner werdenden Q-Wertes (5,7 in 3 mM
KPP bzw. 4,9 in 300 mM KPP) sichtbar, erste Entfaltungsvorginge zu erkennen. Bei 8 M
Harnstoff ist das Protein in beiden Fillen entfaltet (Q-Wert « 1). Im 300 mM KPP zeigt sich
wiederum die groBere Stabilitdt von PC gegeniiber der 3 mM KPP Losung. Im 300 mM KPP
liegt der errechnete Wendepunkt bei 6,3 M Harnstoff und in 3 mM KPP bei 5,5 (Abb. 3-19,
Tab. 3-5). Diese Werte entsprechen, im Rahmen der Fehlergrenze, den Ergebnissen aus dem
Vis-CD. Anders der Verlauf der Titrationskurve. In der Absorption verlduft die Kurve im
300 mM KPP signifikant flacher als im 3 mM KPP (Tab. 3-5), was die groBBere Stabilisierung
durch den hoher konzentrierten Puffer iiber die gesamten Harnstoffkonzentrationen
widerspiegelt. Dass heil3t, dass sich die Stabilisierung durch die hoéhere Pufferkonzentration
bei der Steilheit der Kurve in der Absorption gegenteilig zum Vis-CD auswirkt. Obwohl eine
Aussage bei den relative wenigen Punkten der Fits schwierig ist, deutet das darauf hin, dass

die beiden Parameter unterschiedliche Eigenschaften des Proteins erfassen.

3.5.3. Emission

Hier wurde die Intensitit der langwelligen Fluoreszenz bei der Titration mit Harnstoff
verfolgt. Der Wert fiir das Monomer, das bei einer Pufferkonzentration von 3 mM KPP in
3 M Harnstoff vorliegt, bzw. bei 300 mM KPP in 4 M Harnstoff (Kap. 3.5.1., 3.5.2.) wurde in
der Titrationskurve auf 1 normiert (Abb. 3-20).
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Abb. 3-20: Maximum der Emission: Titrationsverlauf von PCy; in 0-8 M Harnstoff mit dem Fit der Entfaltung
(sigmoidal) und Dissoziation (exponentiell) (Details Text und Kap. 2.3.4.): in 300mM (=),
dazugehdriger Fit der Entfaltung ( ), dazugehdriger Fit der Dissoziation (———-); in 3 mM KPP
(m), dazugehoriger Fit der Entfaltung (===~ ), dazugehdriger Fit der Dissoziation (—— ).

Wie bereits an anderer Stelle (Kap. 1.9., 3.1.) gesagt, ldsst sich der Vorgang der Dissoziation
vom PCy zum Monomer, wie er in der Absorption an Hand der Rotverschiebung des
langwelligen Maximums (Kap. 3.1.2.) und dem Vis-CD klar gezeigt werden konnte, mittels
Emissionsspektrum nur sehr bedingt verfolgen. Jedoch werden beim Vergleich des Verlaufs
der Titrationskurven zwei klar getrennte Reaktionsvorgénge sichtbar (Abb. 3-20). Ein erster,
eher exponentiell verlaufender bis 3 M bzw. 4 M Harnstoff, und ein zweiter, sigmoidaler ab

3 M bzw. 4 M Harnstoft.

Trimer-Monomer-Gleichgewicht

Der Ubergang vom Trimer zum Monomer kann exponentiell gefittet werden (Kap. 2.3.4.). Im
300 mM KPP sinkt die Fluoreszenzintensitit dabei um 32%, im 3 mM KPP um 26%. Bei
diesen Harnstoffkonzentrationen findet, zumindest auch, der Ubergang vom Trimer zum
Monomer statt, und dieser bietet eine mogliche Erklarung fiir die stirkere
Fluoreszenzabnahme in 300 mM KPP gegeniiber im 3 mM KPP. 300 mM KPP in einer 0 M
Harnstofflosung fiihrt zu einer Séttigung an Trimeren, wéhrend in einer 3 mM KPP nur ein
kleiner Anteil an Trimeren vorliegt (Kap. 3.1.), infolgedessen sind die Auswirkungen des
Harnstoffs auf die Dissoziation den 300 mM KPP grof3er als im 3 mM KPP. Bei der Emission
ist bereits bei geringer Harnstoffzugabe eine starke Auswirkung auf die Intensitit zu sehen
noch bevor die Dissoziation des Trimeres erfolgt (Kap. 3.5.1.). Dies ldsst vermuten, dass hier

eine Reaktion mit dem Harnstoff erfolgt, die, unabhidngig von der Dissoziation, zu einer
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starken Abnahme der Emission fiihrt. Worin diese Reaktion liegen konnte, wurde nicht weiter

untersucht. (siehe hierzu Kap. 1.7., 3.1. 3.6. und 4).

Entfaltung
Die Entfaltung ldsst sich mit einer sigmoiden Kurve fitten (Abb. 3-20). Der Wendepunkt x,

(Tab. 3-5) liegt im 300 mM KPP bei 6,3 M Harnstoff und im 3 mM KPP bei 5,4 M Harnstoff.
Diese Werte stimmen innerhalb der Fehlergrenze mit denen iiberein, welche iiber die
Auswertung des CD-Signals und der Absorption gefunden wurden, und auch hier ist die
benotigte Harnstoffkonzentration fiir die Entfaltung wiederum bei 300 mM KPP um etwa 1 M
hoher, als im 3 mM KPP. Der Verlauf der Kurve ist beim 300 mM KPP kaum flacher als
beim 3 mM KPP (Tab. 3-5). Im 300 mM KPP flacht die Kurve zum hoch konzentrierten
Harnstoff hin noch nicht vollig ab, jedoch zeigt die fehlende Emission im 8 M Harnstoff, dass
PC nach den Kriterien der Fluoreszenz (Kap. 1.8.) entfaltet ist, in 7 M Harnstoff hingegen
noch nicht, hier ist noch deutlich Emission messbar. Im 3 mM KPP tritt der vollstindige

Verlust der Emission als Indikator fiir die Entfaltung bereits bei 7 M Harnstoff ein.

3.5.4. UV-CD

Als letzter Parameter wird das CD-Signal bei 222 nm verwendet, welches die
Sekundérstruktur, insbesondere den Helix-Gehalt des Proteins, widerspiegelt und lediglich

maximal 10% Chromophoranteil (miindliche Mitteilung H. Scheer) beinhaltet.

Wie bereits im Kapitel 3.1. und spéter noch einmal zusammenfassend in Kap. 3.8. erldutert,
lisst sich im UV-CD der Ubergang vom Trimer zum Monomer nicht dokumentieren. Jedoch
kann die Entfaltung des Proteins oberhalb einer Harnstoffkonzentration von 3 M im 3 mM

KPP und von 4 M in 300 mM KPP beobachtet werden (Abb. 3-21).
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Abb. 3-21: UV-CD bei 222 nm: Titrationsverlauf von PCy; in 0-8 M Harnstoff mit sigmoidalen Fit (Details Text
und Kap. 2.3.4.): in 300 mM KPP (=), dazugehoriger Fit (*=**-) und in 3 mM KPP (m), dazugehdriger
Flt ( ....... )

Sowohl im 300 mM KPP, als auch im 3 mM KPP ist der Kurvenverlauf der PC Entfaltung
sigmoid (Abb. 3-21). Der Wendepunkt x¢ (Tab. 3-5) im 300 mM KPP liegt bei 6,6 M
Harnstoff, der im 3 mM KPP bei 5,6 M Harnstoff. Auch hier zeigt sich, dass 300 mM KPP
das Protein, im Vergleich zu 3 mM KPP soweit mehr stabilisiert, dass eine um 1 M hoéher
konzentrierte Harnstofflosung zur Entfaltung bendtigt wird. Die Steilheit (Tab. 3-5) der Kurve
im Ubergangsbereich ist allerdings zwischen den beiden Pufferkonzentrationen nicht
signifikant unterschiedlich. In 8 M Harnstoff bei 3 mM KPP ist keine Sekundarstruktur mehr
messbar und PC nach den Kriterien des UV-CDs entfaltet (Kap. 1.8.), wéhrend im 300 mM

Puffer noch eine Reststruktur vorhanden ist.

Zusammenfassung

Bei allen vier Messparametern zeigt sich eine Verschiebung der bendtigten
Harnstoftkonzentration, um den Wendepunkt x, zu erreichen, um 0,9 + 0,1, von
durchschnittlich 5,5 M Harnstoff im 3 mM KPP auf durchschnittlich 6,3 M Harnstoff in
300 mM KPP. Dabei ist der Wert im 300 mM KPP im UV-CD mit 6,6 M Harnstoff am
hochsten und weicht von den anderen etwas ab (Tab. 3-5). Eine dhnliche Verschiebung um
etwa 1 M Harnstoff zeigt sich auch bei der Dissoziation vom PCy; zum Monomer, von 3 M im
3 mM KPP auf 4 M in 300 mM KPP (Tab. 3-5). Weniger einheitlich ist der Punkt der
vollstindigen Entfaltung. Nach den Kriterien des Vis-CDs und der Absorption, bei denen im

Wesentlichen die Konfiguration des Chromophors und damit auch der ihn beeinflussenden
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Proteinumgebung, gesehen wird, zeigt sich ein unterschiedliches Bild. Nach den Kriterien der
Absorption (Q-Wert) ist PC in 8 M Harnstoff in beiden Pufferkonzentrationen vollstindig
entfaltet. 2% Abweichung fiir PC in 300 mM KPP liegen im Bereich der Fehlergrenzen (Tab.
3-5). Die gemessenen Endwerte (im 8 M Harnstoff) im Vergleich zu den berechneten
Endwerten aus dem sigmoidalen Fit, liegen ebenfalls im Bereich der Fehlergrenzen (die starke
Abweichung vom gemessenen und errechneten Wert im 300 mM KPP liegt im schlechten Fit
begriindet) (Tab. 3-5, Abb. 3-19), d. h., dass im 8 M Harnstoff, sowohl im 3 wie auch im
300 mM KPP, das Ende der Entfaltungsreaktion erreicht ist. Im Vis-CD bei 300 mM KPP in
8 M Harnstoff wird der zu erwartende Endwert, wie er in 3 mM KPP vorliegt, nicht erreicht
(15% Abweichung). Der gemessene Endwert stimmt aber zu 100% mit dem errechneten
iberein, der Kurvenverlauf befindet sich bereits in der Sattigung (Abb. 3-18), d. h. auch hier,
dass die Entfaltungsreaktion das Ende erreicht hat. Nimmt man deshalb an, dass das Protein
dabei bereits vollig entfaltet ist, deutet dies auf eine verdnderte Konformation des
Chromophors, gegeniiber im 3 mM KPP hin, bei der das Vis-CD Signal erhoht ist (Tab. 3-5).
Bei der Emission, die die Rigiditit des Chromophors und seiner Proteinumgebung
widerspiegelt (Kap. 1), zeigt sich fiir die vollstindige Entfaltung das gleiche Bild wie fiir die
Absorption. In 8§ M Harnstoff ist PC bei beiden Pufferkonzentrationen entfaltet, die
Abweichungen des gemessenen vom errechneten Endwert liegen im Bereich der

Fehlergrenzen.

Bei der Betrachtung der Sekundarstruktur, die im UV-CD sichtbar wird, wird deutlich, dass
lediglich bei 8 M Harnstoff in 3 mM KPP keine Sekundirstruktur mehr vorhanden ist, im
300 mM KPP hat PC noch deutlich messbaren Sekundérstrukturanteil (Abb. 3-21), gegentiber
dem Wert in 3 mM KPP 13% (Tab. 3-5). Das UV-CD Signal in 8 M Harnstoff, 300 mM KPP,
liegt zwar im Bereich der Fehlergrenzen des berechneten Endwertes fiir das UV-CD Signal,
jedoch ist die Fehlerabweichung um ein vielfaches grofler als der tatsdchliche Wert und kann
deshalb nicht ernsthaft in die Bewertung mit einbezogen werden. Der Kurvenverlauf, der
noch nicht in der Sittigung ist (Abb. 3-21), zeigt, dass die Entfaltungsreaktion in 8§ M
Harnstoff, 300 mM KPP, das Ende noch nicht erreicht hat.

Auf die Steilheit der Kurve, d.h. auf die Spannweite der benétigten Harnstoffkonzentration fiir
den Ubergangsbereich der Titrationskurve, wirkt sich die Pufferkonzentration fiir das Vis-CD
und die Absorption gegensitzlich aus (Tab. 3-5). Im Vis-CD ist die Kurve im hoher

konzentrierten Puffer steiler als im niedriger konzentrierten, d.h. der Puffer stabilisiert bei den
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niedrigeren Harnstoffkonzentrationen dahin gehend, dass das Vis-CD Signal lianger stabil
bleibt. Das Absorptionssignal legt dagegen nahe, dass der hoher konzentrierte Puffer iiber den
gesamten Bereich der Entfaltung das Protein mehr als der niedriger konzentrierte, stabilisiert
und die Kurve somit abflacht (Tab. 3-5). Bei der Emission und im UV-CD hat die
Pufferkonzentration keinen verdndernden Einfluss auf die Steilheit des Kurvenverlaufes. Die
vier Messparameter zeigen unterschiedliche Aspekte der Entfaltung, welche nicht gleich auf

die Harnstoffkonzentration und die Pufferkonzentration reagieren.

Fitparameter — A A, Xo p Abweichung (300 zu
Signalin8M |3 mM

Harnstoff %]*
Messparameter + Ajlr[r;/i]o zu  |[%]

¢ von KPP [mM] 3 300 3 300 3 300 3 300 3 300 300

Vis-CDamplituderet | 0,99 | 1,00 | 0,36 | 0,49 | 529 | 6,08 | 14,0 | 350 5,3 040 15
+0,03 | £0,00 | £0,03 | £0,01 | £0,12 | £0,02 | £3,66 | £9,35 | +5

Absorptiong.wer 6,60 | 6,58 | 0,38 | -0,96 | 546 | 6,29 | 20,0 | 6,97 3,7 19,4 2
+0,12 | £0,25 | £0,20 | £1,74 | £0,08 | £0,54 | £3,17 | £2,60 | £6,5 +23

Emissionma.rel 1,01 1,01 | -0,01 | -0,04 | 5,36 | 6,23 13,5 12,2 1,4 4,2 0
+0,01 | £0,02 | £0,01 | £0,03 | £0,03 | £0,05 | 0,74 | £1,05 | £1,2 +2,6
UV-CD2nmerel -1,01 | -0,93 | -0,02 | -0,01 | 5,58 | 6,57 13,7 10,1 -3,4 13,3 13

+0,02 | £0,02 | £0,04 | £0,14 | £0,09 | £0,27 | £2.33 | £290 | +4 +12,3

Tab. 3-5: Parameter der sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) der Titrationskurven von PC in 0 — 8 M Harnstoff in 3
und 300 mM KPP, aus den Abb. 3-18 — 3-21; *die Werte fiir 8 M Harnstoff in 3 mM KPP stellen fiir
alle Messparameter, nach den gegebenen Kriterien, den Wert fiir vollstdndige Entfaltung des
jeweiligen Messparameters dar (siehe Ergebnis Kap. 3.5.). Die prozentualen Abweichungen sind auf
den Wert dieser Messung bezogen.

Anmerkung: Aufgrund der geringen Anzahl an Messpunkten, haben die Fitparameter zum Teil relativ
groBe Standardabweichungen. Dies betrifft vor allem den p-Wert. Es wurden jedoch unterschiedliche
Fits durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt) und alle bestétigten die angegebenen Werte im Rahmen der
Fehlergrenzen.

3.6. Zusammenfassung und Schlussfolgerungen aus den Vormessungen

Parameter fir Dissoziations- und Entfaltungsvorgange

Folgende Parameter, die aus der Literatur (Kap. 1.8.) bereits bekannt waren, wurden in den
Vormessungen (Kap. 3.1. bis 3.5.) fiir die Dissoziation und Entfaltung von PC verwendet.
Gleichzeitig wurden sie auf ihre Tauglichkeit getestet und fiir die gegebenen

Versuchsdurchfiihrungen und Messbedingungen genauer definiert.

Parameter fir die Dissoziation von PCyi zu PCihono:

e Vis-CD: - Abnahme der Schulter bei etwa 627 nm

- Zunahme des positiven Extremums, in Folge der Abnahme der Schulter bei

627 nm
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- In der 1. Ableitung des Vis-CD Spektrums der Ubergang der W-formigen
Bande zu einer V-férmigen
- Abnahme der s-formigen Bande des Differenzspektrums von PCy; minus
PCrono (Kap. 3.1.)
e Absorption: - Ubergang des langwelligen Maximums von =616/617 nm auf ~612 nm
(Kap. 3.1.)
e Fluoreszenz: - Es sind keine charakteristischen Unterschiede zwischen den Spektren eines
PCyi zu einem PCy,ono vorhanden. Jedoch eine deutliche Abnahme in der
Intensitét. Der Verlauf der Abnahme der Intensitét bei der Titration mit
0 — 8 M Harnstoff zeigt eindeutig 2-Phasen an, die Phasen der Dissoziation
und der Entfaltung zeigen (Kap. 3.1., 3.5.3.).
e UV-CD: - Keine Dissoziation zu erkennen (Kap. 3.1.)

Parameter fir die Entfaltung von PC:

e Vis-CD: Abnahme des negativen und positiven Extremums um etwa die Hélfte

e Absorption: Abnahme des langwelligen Maximums und Zunahme des UV-Nahen
Maximums. In Folge eine Abnahme des Q-Wertes von ~6 auf ~0,4. (Kap.
1.8.und 3.5.)

e Emission: Abnahme der Emission, bis im entfalteten Protein keine mehr messbar ist (Kap.
1.5., 1.8.und 3.5.).

e UV-CD: Abnahme des Signals fiir a-Helix bis nahe Null im entfalteten Protein (Kap. 1.8.
und 3.5.).

Messbedingungen:
Proteinkonzentration: Fiir integrales PC und UE wurde sie auf 1,54*%10° M festgelegt.

Abweichungen hiervon (UE: Kinetische Messungen) werden an entsprechender Stelle
begriindet. Sie liegen aber immer deutlich unterhalb einer OD von ca. 1,2 pro mm, welche
etwa die Grenze fiir das Lambert-Beersche-Gesetz darstellt (Kap. 3.1.).

Pufferkonzentration: Es wurde gezeigt (Kap. 3.4.), dass die Pufferkonzentration einen
deutlichen FEinfluss auf die Entfaltung des Proteins hat. Die Sittigung an Trimeren, bei
gegebenen Messbedingungen (pH 7, RT, Proteinkonzentration 1,54 * 10° M) war ab ca.
30 mM KPP aufwirts gegeben. Alle weiteren Messungen werden bei 50 mM KPP
durchgefiihrt, man liegt damit deutlich in dem Pufferkonzentrationsbereich, bei der das

Trimer-Monomer-Gleichgewicht von PC ganz auf der Seite der Trimere liegt.
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Technische Schlussfolgerung fir die weiteren Auswertungen

Gelegentlich nicht zu vermeidende Triibungen in der Proteinlosung, durch ausgefallenes
Protein, wirken sich vor allem im UV nahen Bereich auf das Spektrum aus. Dies hat zur
Folge, dass die Ergebnisse fiir den Q-Wert und die Gesamtamplitude des Vis-CDs, wie sie
hier als Parameter fiir die Entfaltung verwendet wurden (s. o. und Kap. 2.3.4.), um den
Aussagegehalt tiber das gesamte Spektrum zu erhalten, einem deutlich hoheren Rauschen
unterliegen, als bei Verwendung lediglich des langwelligen Absorptionsmaximums im Vis-
Bereich und dem positiven Extremum des Vis-CD Spektrums. Deshalb wird bei den
folgenden steady-state Untersuchungen in 50 mM KPP normalerweise an Stelle des Q-Wertes
und der Gesamtamplitude des Vis-CDs nur das langwellige Absorptionsmaximum und das

positive Extremum des Vis-CDs verwendet.

Modifikationen von PC durch den Harnstoff

Im UV-CD kann ein PCy; von einem Monomer nicht unterschieden werden (Kap. 3.1., 3.5.).
Jedoch verédndert bereits die Zugabe von 1 M Harnstoff die Sekundérstruktur dahingehend,
dass die Signalintensitit des Spektrums insgesamt geringer wird (Abb. 7-1 im Anhang). Eine
weitere Zugabe an Harnstoff bis etwa 5 M fiihrt zu keiner wesentlichen Verdnderungen mehr,
bis bei hoher konzentriertem Harnstoff die Entfaltung einsetzt. Es scheint demnach, dass
schon eine geringe Zugabe an Harnstoff das Protein modifiziert ohne dass es dabei bereits
dissoziiert. Eine Modifikation durch den Harnstoff ist auch im Vis-CD zu beobachten. Beim
Vergleich der 1. Ableitungen der Spektren des Vis-CDs vom PCy in Harnstoff und in
Puffer (Abb. 1-3) bzw. in Wasser (Abb. 3-13) zeigt sich, dass die V-férmige Bande des
PCrono 1n Harnstoff deutlich schmiler ist, als die des PCuono in Wasser bzw. Puffer. Dies
bedeutet, dass auch hier wahrscheinlich eine Modifizierung durch den Harnstoff zu sehen ist,
welche nicht Dissoziation darstellt. Bei der Fluoreszenz, in der eine starke Abnahme der
Intensitdt bereits bei niedrigen Harnstoftkonzentrationen erfolgt und dabei die Titrationskurve
einen exponentiellen Kurvenverlauf hat (Abb. 3-20) ist ebenfalls nicht aus zuschlie3en, dass
eine Reaktion mit Harnstoff zu sehen ist, welche nicht die eigentliche Dissoziationsreaktion

anzeigt. Worin die Modifizierung im Detail besteht, ist nicht untersucht worden.

Aus der Literatur (Labhardt, 1986; Pace, 1986; Lapanje, 1978; Guard-Friar & MacColl, 1983;
Moglich et al., 2004) ist ebenfalls bekannt, dass Harnstoff zu Modifizierungen des Proteins
fiihrt und bei der Entfaltung eine zusitzliche Reaktion hervorrufen kann, die nichts mit der

eigentlichen Entfaltungs- bzw. Dissoziationsreaktion zu tun hat. Details hierzu sind noch

64



nicht gut verstanden (Mdglich et al., 2004). Generell haben Salze einen starken Einfluss auf

das Protein, sie konnen dabei sowohl stabilisierend, wie auch destabilisierend wirken (Vogel

& Siebert, 2002). Bei der Interpretation der Entfaltungskinetiken muss dies bedacht werden.

Wie im vorherigen Abschnitt (Kap. 3.6.) zusammenfassend gezeigt wurde, beeinflusst die
Phosphatpufferkonzentration die Dissoziation und Entfaltung von PC (Kap. 3.1.2.). Eine
Séttigung an Trimeren bei 0 M Harnstoff ist ab 30 mM KPP aufwirts gegeben. Deshalb

erfolgen alle weiteren Dissoziations- und Entfaltungsversuche in 50 mM KPP, pH 7, RT.

3.7.1. Definition von PC Monomer und PC entfaltet, in 50 mM KPP

In Kap. 3.6. wurde gezeigt, dass PC in 3 mM KPP bzw. 300 mM KPP in 3 M bzw. 4 M
Harnstoff als Monomer und in 8 M Harnstoff im 3 mM KPP, nach den Kriterien (Kap. 3.6.,
1.8.) der hier verwendeten Messparameter, vollstindig entfaltet vorliegt. Im Folgenden soll,
als Grundlage fiir alle weiteren Messungen, untersucht werden ab welcher
Harnstoftkonzentration PC in 50 mM KPP als Monomer vorliegt und ob es in 8 M Harnstoff
vollig entfaltet ist. Als Messparameter fiir die Dissoziation dient die Abnahme des Signals des
Vis-CD Spektrums bei 627 nm, verdeutlicht durch die 1. Ableitung. (Kap. 3.1., 3.6.). Als
Beleg fiir die Entfaltung in 8 M Harnstoff werden die Endwerte der 4 Messparameter (Q-Wert
der Absorption, Vis-CD, UV-CD und Emission) herangezogen und mit den Werten aus den
Messungen in 3 mM KPP, 8 M Harnstoff verglichen, in dem PC vollstindig entfaltet ist (Kap.
3.5).
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Abb. 3-22: 1. Ableitung der Vis-CD Spektren von PC in 50 mM KPP, pH7,inO0 M (——), 3 M (—),
4 M ( ) und 5 M Harnstoff ( ).

In 4 M Harnstoff, 50 mM KPP, ist in der 1. Ableitung des Vis-CD Spektrums bei 627 nm
keine Aufspaltung des negativen Signals mehr zu erkennen (Abb. 3-22), in 3 M Harnstoff ist
sie noch deutlich vorhanden. Dass heif3t, dass PC in 50 mM KPP, 4 M Harnstoff als Monomer

vorliegt.
Absorption: Vis-CDpax Emission,y UV-CD22um
Q-Wert [a.u.] [a.u.] [a.u.]
KPP [mM] 50 3 300 50 3 50 3 50 3
Messwert in 8 M Harnstoff 0,44 0,43 55 5,8 4.4 0 0 0,22 0,24

Tab. 3-6: Vergleich der Messwerte von PC in 8 M Harnstoff in 3 (300) und 50 mM KPP, wobei die jeweiligen
Werte in 3 mM KPP den Zustand des entfalteten PCs angeben (siehe Kap. 3.5.)

Beim Vergleich der Messwerte (Tab. 3-6) von PC in 8 M Harnstoff in 3 mM bzw. 50 mM
KPP zeigt sich, dass in der Absorption, der Emission und im UV-CD die gleichen Endwerte
erreicht werden. Der sigmoide Verlauf der Kurven (Abb. 3-23) zeigt sowohl fiir die
Absorption, als auch die Emission ein Auslaufen in die Sittigung, beim UV-CD ist dieser
Kurvenverlauf zwar noch nicht vollig erreicht, aber der Messwert bei 8 M Harnstoff zeigt
keine messbare Sekundarstruktur mehr an, d. h., dass fiir die Kriterien dieser drei

Messparameter PC in 8 M Harnstoff auch in 50 mM KPP entfaltet vorliegt.

Gesondert beurteilt werden muss der Vis-CD. Die sigmoide Kurve erreicht zwar bei 8 M
Harnstoff einen Sattigungswert, dieser ist jedoch groBer als der Vergleichswert von PC in

3 mM KPP. Im Rahmen der Fehlergrenzen ist er mit dem Wert von PC in 300 mM KPP
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vergleichbar (Tab. 3-6). Es gelten die gleichen Uberlegungen wie fiir die Ergebnisse der
Titration von PC mit 0 bis 8 M Harnstoff in 300 mM KPP (Kap. 3.5.). Namlich, dass die
Reaktion fiir diese Pufferkonzentration bereits das Ende der Entfaltungsmdoglichkeit erreicht
hat, dabei aber unklar bleibt, ob noch ein Rest an Proteinstruktur das erhohte Vis-CD Signal
bewirkt, oder ob eine andere Gleichgewichtsformation durch die erh6hte lonenstirke induziert
wird. Nachdem im UV-CD keine Sekundérstruktur mehr nachgewiesen werden kann, scheint
Letzteres sehr wahrscheinlich und es wird im Folgenden davon ausgegangen, dass PC in 8 M

Harnstoff in 50 mM KPP, pH 7 auch nach den Kriterien des Vis-CDs entfaltet vorliegt.

3.7.2. Dissoziation und Entfaltung von PC

Im Folgenden werden nicht mehr die Puffer- und Protein-Konzentrationen und deren Einfluss
auf PC und seine Entfaltung durch Harnstoff betrachtet, sondern bei definierten Bedingungen
(cpc = 1,7"‘10'6 M, 50 mM KPP, pH =7,3, RT; sieche Kap. 3.6.) der Einfluss der
Harnstoffkonzentration und die daraus resultierende Dissoziation und Entfaltung von PC. Die
verwendeten Messparameter sind wiederum die Selben wie in den vorangegangenen Kapiteln

(Kap. 1.8.,2.3.4.,3.6.).

3.7.2.1. Dissoziation vom PC Trimer zum Monomer

Im Uberblick (Abb. 3-23) zeigen die physikalischen Parameter (langwelliges
Absorptionsmaximum, Vis-CD positives Extremum, Emissionsmaximum und UV-CD bei
222 nm) einen qualitativ dhnlichen, aber quantitativ doch deutlich unterschiedlichen
Kurvenverlauf bei der Titration von 0 bis 8 M Harnstoff. Alle Titrationskurven, bei denen der
Chromophor als Sonde diente (Absorption, Vis-CD und Emission) lassen sich einigermallen
klar in zwei Bereich aufteilen: Von 0 bis 4 M Harnstoff findet die Dissoziation statt und von 4

bis 8 M Harnstoff die Entfaltung. Im UV-CD ist dies nicht moglich. (Kap. 3.1., 3.5., 3.6.)
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Abb. 3-23: Dissoziation und Entfaltung von PCy; in 50 mM KPP, pH 7: Verdnderung der Signalstéirke in
Abhingigkeit der Harnstoffkonzentration, jeweils normiert auf entsprechendenden Wert in 0 M
Harnstoff: Vis-CD . ( ), Absorptionysmax (——), Emission,, (——), UV-CDyppm (——)
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Abb. 3-24: Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PCy; in 50 mM KPP. A) Differenzspektren von

PC (Trimer minus Monomer) in 0 M (——), 1 M ( ), 2 M ( ) und 3 M Harnstoff (——);
B) Amplituden der Differenzspektren (Minimum — Maximum).

Die Dissoziation vom PCy; zum Monomer wird u. a. mittels des Trimer/Monomer
Differenzspektrums der Vis-CD-Spektren verfolgt (Abb. 3-24). Den am stirksten
dissoziierenden Einfluss auf PC hat die Zugabe von 0 auf 1 M Harnstoff. Wie im Kap. 3.1.2
gezeigt, hat die Verdnderung der Pufferkonzentration teilweise einen verdndernden Einfluss

auf das Kurvenprofil (z. B. abflachen oder steiler werden des Ubergangsbereiches der
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Titrationskurve), weshalb es im 50 mM KPP durchaus etwas von denen in 3 und 300 mM

KPP abweichen kann.

Die Abnahme der Fluoreszenz wihrend der Monomerisierung von PC von 0 bis 4 M
Harnstoff (Abb. 3-23, 3-25) ist wiederum (entsprechend im 3 und 300 mM KPP in Kap.

3.1.2.) exponentiell. Die Emission im Maximum

o

T 5 reduziert sich dabei um 37%. Wie bereits im
2 ig vorherigen Kapitel erwéhnt, scheinen sich bei der
< 1 LN

g 201 Reduzierung der Emission von 0 auf 4 M
S 25

é 301 \ Harnstoff, neben der Dissoziation noch weitere,
£ 35 \ emissionsreduzierende Vorginge zu zeigen. Bei
w 40

o 1 2 3 4 genauer Betrachtung des Kurvenverlaufs von

Harnstoff [M]
Abbildung 3-23, Emission, fillt auf, dass der
Abb. 3-25: Prozentuale Abnahme des

Emissionsmaximums von PCy; in 0 bis 4 M Ubergang in die sigmoide Kurve, welche den
Harnstoff in 50 mM KPP ( ) und 300 mM ) ) ]
KPP (=== Entfaltungsvorgang kennzeichnet, bereits bei 3 M

Harnstoff einsetzt und nicht erst bei 4 M, in
welchem PC nach den Kriterien des Vis-CD als Monomer vorliegt (Abb. 3-22). Bei 4 M
Harnstoft ist die Emissionskurve bereits in der beginnenden Entfaltung, anders als die Kurven
der Absorption, des Vis-CDs und des UV-CDs, bei welchen die begonnene Entfaltung erst ab
5 M Harnstoff sichtbar wird (Abb. 3-23). Ebenso fillt auf, dass die Signalabnahme,
verglichen mit den Werten aus den Messungen in 300 mM KPP, bis einschlie8lich 3 M
Harnstoff parallel verlaufen, aber bei 4 M Harnstoffzugabe die Signalabnahme im 50 mM
KPP vergleichsweise stdrker ist (Abb. 3-25). All diese Beobachtungen lassen erkennen, dass
im 50 mM KPP erste Entfaltungsvorgiinge mittels Fluoreszenz bereits im 3 M Harnstoff
gesehen werden konnen, deshalb wird der Fit fiir die Kurve der Entfaltung (siehe unten) fiir
die Emission bereits ab 3 M Harnstoff vorgenommen. Die Fluoreszenz, welche die Rigiditit
von PC widerspiegelt, reagiert offensichtlich empfindlicher auf Entfaltungsvorgédnge, die
bereits bei niedrigeren Harnstoffkonzentrationen beginnen (Der Ubergang vom Protein, zum

Proteingen, 1St bei reversibler Entfaltung immer eine Gleichgewichtsreaktion, Kap. 1.7.).

3.7.2.2. Entfaltung

Um die Daten der Abb. 3-23 besser vergleichen zu konnen, wurden die Werte aus dem

Bereich der Entfaltungsreaktion (4 bis 8 M Harnstoff, bei der Fluoreszenz 3 bis 8§ M
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Harnstoft, s. 0.) fiir jeden Messparameter auf einen Anfangswert von 0 und Endwert von 1
normiert (Abb. 3-26), so dass sie den entfalteten Anteil von PC fiir den jeweiligen
Messparameter angeben (Kap. 2.3.4.). Die sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) unterscheiden sich
dann nur noch im Wendepunkt x, und in der Steilheit des Ubergangs (p-Wert).

1.2
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Abb. 3-26: Grad der Entfaltung des PC,,,,,, berechnet aus den Werten von Abb. 3-23, gezeigt in Abhéngigkeit
zur Harnstoftkonzentration, mit sigmoidalen Fit (Kap. 2.3.4.); Vis-CD (V) mit Fit (**=*), Absorption
(%) mit Fit (--=-), Emission (m) mit Fit (----*), UV-CD (®) mit Fit (-==-).

Fitparameter — Ay A, Xo p
Messparameter J

Vis-CD 0,00 £0,03 1,02 0,02 5,44 +0,06 19,7 42,12
Absorptionyis max 0,00 £0,02 0,99 £0,02 5,53 £0,05 25,1 2,62
Emission,,y 0,02 £0,03 1,01 0,02 4,99 40,05 13,9 +2.56
UV-CD2250m 0,01 +0,01 1,04 +0,03 6,54 +0,05 16,0 +1,28

Tab. 3-7: Parameter der sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) der Titrationskurven von PC,,,,, in 0 — 8 M Harnstoff in
50 mM KPP, aus Abb. 3-26.

Die Wendepunkte x(, Harnstoffkonzentrationen, bei denen die Hélfte des Proteins entfaltet ist,
liegen im Bereich von 5 bis 6,5 M Harnstoff (Tab. 3-7), sie unterscheiden sich z. T.
signifikant. Es gilt folgende Reihenfolge: UV-CD>AbsorptionxVis-CD>Emission.
Offensichtlich gibt es keinen einheitlichen Entfaltungsvorgang: Die Sekundarstruktur, mittels
UV-CD erfasst, geht als letztes verloren. Die Strukturen, die die Konformation der
Chromophore beeinflussen und mittels Vis-CD und Absorption verfolgt werden, gehen
bereits deutlich frither in einen Endzustand iiber und entfalten als zweites. Und als erstes
nimmt die Rigiditdt des Chromophors, mittels Emission erfasst, ab. Dies ist ein Hinweis auf

das beginnende Aufweichen des Proteins in der Chromophorumgebung.
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Die p-Werte, mallgeblich fiir die Steilheit der sigmoiden Kurve, unterscheiden sich ebenfalls
teilweise signifikant, aber es ergibt sich eine andere Reihenfolge (Tab. 3-7): Absorption>Vis-
CD>UV-CD=Emission. Bei der Absorption ist die Harnstoffdifferenz, die fiir die Entfaltung
im Ubergangsbereich bendtigt wird, signifikant geringer, als fiir das Vis-CD, obwohl diese
sich in ithrem Wendepunkt x, nicht signifikant unterscheiden. Die Steilheit ist bei den UV-
CD- und den Emissionsspektren noch einmal signifikant geringer als die des Vis-CD, obwohl
die in ihren Wendepunkten signifikant differieren. Daraus kann gefolgert werden, dass sie,
obwohl sie die gleiche Steilheit haben, doch einen unterschiedlichen Aspekt der Entfaltung

zeigen.

Da alle vier Messparameter fiir verschiedene Harnstoffkonzentrationen einen
unterschiedlichen Entfaltungsverlauf von PC anzeigen (Abb. 3-26), kann daraus gefolgert
werden, dass die Entfaltung von PC nicht durch ein einfaches Gleichgewicht zwischen PCpono
zum PCgenae beschrieben werden kann. Es werden vier verschieden Ubergiinge gesehen, daraus

kann gefolgert werden, dass drei thermodynamisch stabile Intermediate vorliegen.

Aus den beschriebenen steady-state Untersuchungen wird fiir die Dissoziation und Entfaltung

von PCy; deshalb zunéchst folgendes Modell entworfen:

PCyi — PChono — bis zu 3 thermodynamisch stabile Intermediate — PCgepat

Dabei muss man beachten, dass das Monomer aus zwei Untereinheiten besteht, die sich

unterschiedlich verhalten konnen. Diese werden im Folgenden deshalb separat untersucht.

3.7.3. Entfaltung von PC Untereinheiten in steady-state Messungen (0 bis 8 M

Harnstoff)

Bei den bisherigen Messungen mit PC ist immer die Summer der UE betrachtet worden, im
Folgenden werden die isolierten Untereinheiten des PCione getrennt untersucht. Die
Messbedingungen und Verdiinnungsreihen sind die Selben wie fiir das integrale PC. Die
Titration von Harnstoff erfolgte ebenfalls von 0 bis 8 M Harnstoff. Da die UE bei geringer
Harnstoffkonzentration unspezifisch aggregieren (Fischer et al., 1990), wurde nur die
Entfaltungsreaktion ab 2 bzw. 3 M Harnstoff (je nachdem, ab welcher Harnstoffkonzentration
bei den einzelnen Messparametern die unspezifische Aggregation nicht mehr sichtbar war;

Daten nicht gezeigt) gefittet. Verwendet wurde der gleiche sigmoidale Fit, wie bei den
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vorherigen Titrationskurven (Kap. 2.3.4.). Auch hier wurden die Daten, damit sie besser
vergleichbar sind, fiir jeden Messparameter fiir den Anfangswert auf 0 und den Endwert auf 1
normiert (Kap. 2.3.4.). Damit geben sie in Abhédngigkeit der Harnstoftkonzentration den

jeweiligen Grad der Entfaltung fiir jeden Messparameter wider.

3.7.3.1. Entfaltung der PC a-Untereinheit

Die Wendepunkte x, der sigmoidalen Fits der Titrationskurven liegen fiir alle vier
Messparameter zwischen 4,8 und 5,9 M Harnstoff (Tab. 3-8, Abb. 3-27). Die Wendepunkte
unterscheiden sich dabei, aufer fiir die Emission und die Absorption, signifikant und reihen
sich dabei wie folgt: UV-CD>Emission~Absorption>Vis-CD. Dies bedeutet, dass auch hier
die Sekundarstruktur als letztes verloren geht (UV-CD), dass die Rigiditit (Emission) und die
Konformation des Proteins (Absorption) bereits frither abnehmen, und die Proteinstrukturen,

die den Chromophor in einer verdrillten Position halten (Vis-CD Signal) noch friiher.
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Abb. 3-27: Grad der Entfaltung der o-UE in Abhéngigkeit von der Harnstoffkonzentration mit sigmoidalen Fit
(Kap. 2.3.4.): Vis-CDyyux (V) mit Fit (----), Absorptionyis.max (m) mit Fit (----), Emission,y (®)
mit Fit (””), UV'CDZZan ( ) mit Fit ( )

Die Steilheit (p-Wert) der Kurven (Tab. 3-8, Abb. 3-27) unterscheiden sich wie folgt:
Emission~Absorption>UV-CD~Vis-CD; die p-Werte der Absorption und Emission sind dabei
sehr dhnlich, diese Parameter zeigen somit, genauso wie fiir die Wendepunkte, das gleiche

Verhalten. Dass der Ubergangsbereich der Entfaltung dem gleichen Harnstoffintervall
entspricht. Fiir das UV-CD und das Vis-CD ist der Ubergangsbereich der Entfaltung grofer,
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d. h. er erstreckt sich iiber einen groBeren Harnstoffbereich als fiir die Absorption und die
Emission (Abb. 3-27). Da sie sich aber in ithrem Wendepunkt signifikant unterscheiden,

zeigen sie trotzdem verschiedene Aspekte der Entfaltung.

Fitparameter — Ay Ay Xo p
Messparameter J

Vis-CD -0,03 £0,04 1,06 0,07 4,83 40,16 5,41 0,96
Absorptionyis max -0,01 £0,01 1,02 40,02 5,05 0,05 9,68 +0,85
Emissionpay -0,02 +0,03 1,01 0,03 5,07 £0,08 10,1 +1,59
UV-CD2mm -0,03 +0,06 1,12 40,15 5,88 0,29 6,31 +1,75

Tab. 3-8: Parameter der sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) der Titrationskurven der a-UE, in 0 — 8 M Harnstoff in
50 mM KPP, aus Abb. 3-27.

Da die vier Messparameter fiir drei Fille (Absorption und Emission sind in diesem Falle
gleich) bei gleicher Harnstoffkonzentration unterschiedliche Grade der Entfaltung zeigen,
d. h. drei unterschiedliche Ubergangsbereiche zeigen, kann von zwei thermodynamisch

stabilen Intermediaten ausgegangen werden.

3.7.3.2. Entfaltung der PC g-Untereinheit

Die Wendepunkte x, des sigmoidalen Fits der Titrationskurven, der vier Messparameter,
liegen zwischen 5,0 und 5,4 M Harnstoff (Tab. 3-9, Abb. 3-28). Dabei unterscheidet sich
lediglich der Wendepunkt der Kurve fiir das UV-CD, mit dem hochsten Wert von 5,42
signifikant von den anderen: UV-CD>Emission~Absorption=Vis-CD; Das Gleiche gilt fiir die
Steilheit der Kurven (p-Wert), auch hier unterscheidet sich nur die UV-CD Kurve signifikant
von den anderen und hat dabei den héchsten Wert (Tab. 3-9).

Die Messergebnisse zeigen, dass die Sekundérstruktur inklusive der Bereiche, die den
Chromophor nicht beeinflussen, als letztes aber dann auch am schnellsten verloren gehen. Da
von den vier verschiedenen Messparametern nur das UV-CD einen abweichenden Grad der
Entfaltung, bei bestimmten Harnstoffkonzentrationen, gegeniiber den anderen drei
Messparametern, zeigt, kann im Ubergangsbereich der Entfaltung von nur einem

thermodynamisch stabilen Intermediat ausgegangen werden.
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Abb. 3-28: Grad der Entfaltung der B-UE in Abhéngigkeit von der Harnstoffkonzentration mit sigmoidalen Fit
(Kap. 2.3.4.): Vis-CDyax (%) mit Fit (----), Absorptionis.ma (m) mit Fit (-----), Emission,, (V)
mit Fit (----), UV-CD2oum (A ) mit Fit ().

Fitparameter —> Ay Ay Xo p
Messparameter \

Vis-CDppax 0,01 £0,04 0,95 £0,05 5,04 £0,11 14,0 £5,63
Absorption,,, 0,03 £0,02 1,01 £0,02 5,12 £0,05 15,1 £2.51
Emission,,,y 0,01 £0,03 1,02 +0,04 5,13 £0,08 11,7 +£2,29
UV-CD22um 0,04 +0,02 0,99 0,02 5,42 0,07 24,0 £3.47

Tab. 3-9: Parameter der sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) der Titrationskurven der -UE, in 0 — 8 M Harnstoff in
50 mM KPP, aus Abb. 3-28

3.7.4. Vergleich der Entfaltung vom integralen PC, der a- und der B-
Untereinheit

Wie oben gezeigt, zeigen die Messergebnisse fiir die a-UE zwei mogliche thermodynamisch
stabile Intermediate im Ubergangsbereich der Entfaltung, die der B-UE einen und die fiir das
integrale PC drei. Dieses Ergebnis deutet an, dass beim integralen PC die Uberginge in den

UE iiberlagern, wird aber im weiteren Verlauf noch genauer analysiert.

Wendepunkte

Fiir die Wendepunkte x, gilt, dass sie fiir die a-UE iiber die einzelnen Messparameter breiter
gestreut sind (4,8 bis 5,8) als fiir die B-UE (5 bis 5,4), aber im gleichen Bereich liegen (Tab.
3-8, 3-9, Abb. 3-27, 3-28). Beim integralen PC liegt der Bereich etwas hoher (5 bis 6,5) (Tab.
3-7, Abb. 3-26). Soweit sich die Wendepunkte fiir die Messparameter fiir eine UE signifikant
unterscheiden  gilt  fiir  beide  UE die  gleiche  Reihenfolge (a-UE:
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UV-CD>AbsorptionEmission>Vis-CD, B-UE: UV-CD>AbsorptionEmission~Vis-CD).
Fiir das integrale PC kehrt sich die Reihenfolge von Vis-CD und der Emission, im Vergleich
zu den UE, um (UV-CD>AbsorptionxVis-CD>Emission). Beim Vergleich der Wendepunkte
der einzelnen Messparameter zwischen der a- und der B-UE zeigt sich, auBer fiir das UV-CD,
kein signifikanter Unterschied. Die Sekundarstruktur der a-UE geht bei einer signifikant
hoheren Harnstoffkonzentration verloren, als die der B-UE. Die Werte fiir das integrale PC
unterscheiden sich, auB3er fiir die Emission der a-UE, in allen Parametern signifikant und sind
dabei, auller fiir die Emission, hoher, als der entsprechende Wert der UE. Dies deutet darauf

hin, dass sich die UE gegenseitig stabilisieren.

Steilheit

Die Steilheit der Kurven der einzelnen Messparameter fiir die a-UE (p: 5,4 bis 10,1) (Tab.
3-8, Abb. 3-27) ist deutlich geringer, als die fiir die B-UE (p: 11,7 bis 24,0) (Tab. 3-9, Abb.
3-28), die Steilheit des integralen PCs liegt im Bereich der Werte fiir die B-UE (p: 13,9 bis
25,1) (Tab. 3-7, Abb. 3-26). Soweit sich die p-Werte der Messparameter signifikant
unterscheiden, zeigen die a-UE (Absorption/Emission>Vis-CD/UV-CD), die B-UE (UV-
CD>Absorption/Emission/Vis-CD) und das integrale PC (Absorption>Vis-CD>UV-
CD=~Emission) eine unterschiedliche Reihenfolge. Beim Vergleich der p-Werte der Kurven
der einzelnen Messparameter zwischen der o- und der B-UE zeigt sich fiir alle Parameter,
aufler der Emission, ein signifikanter Unterschied. Das heif3t, die a-UE hat fiir die Absorption,
das Vis-CD und das UV-CD einen signifikant breiteren Ubergangsbereich der Entfaltung, als
die B-UE. Fiir den Fall des UV-CDs ist dies sogar besonders stark ausgeprégt, die f-UE hat
einen 4-mal groBeren p-Wert, als die a-UE (a-UE: 6,3 B-UE: 24,0). Das integrale PC hat fiir
alle Messparameter, auller der Emission, einen signifikanten Unterschied zu den UE. Im Fall

des UV-CDs ist der Wert kleiner fiir das Vis-CD und die Absorption grof3er.

Zusammenfassend kann gesagt werden:
a) Die Entfaltung der a-UE unterscheidet sich deutlich von der, der 3-UE.
b) Die Werte des integralen PC stellen nicht einfach einen Mittelwert der UE dar, das
bedeutet, dass die Entfaltung des integralen PCs nicht nur eine Summe der Reaktionen

der UE ist, sondern eine eigene Dynamik besitzt.
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3.7.5. Entfaltung von PC und den Untereinheiten ermittelt an Hand der
Sekundarstruktur

(nach Sreeram, 1993, 1998, 2000; Kap. 2.3.4.)

Im Gegensatz zu den vorherigen Auswertungen der UV-CD Spektren wird im Folgenden
nicht nur das Signal bei 222 nm betrachtet, sondern das gesamte Spektrum von 190 bis
240 nm auf seine Sekundirstrukturanteile analysiert. Das Analyseprogramm CDPro (Sreeram,
2000, Kap. 2.3.4.) unterscheidet nach a-helix regular (H,), a-helix distorted (Hg), p-sheet
regular (S;), B-sheet distorted (Sq), turns (Trn) und unordered (Unrd). Je nachdem, inwieweit
die Harnstoffkonzentration eine Aufnahme des UV-CD Signals im kiirzerwelligen verhindert,
konnte nur ein Teil des Spektrums (maximal verkiirzt auf 220 bis 240 nm bei 8 M Harnstoft)
in die Auswertung einbezogen werden. Wie im Kapitel 2.3.4. beschrieben, wurde aus drei
Einzelanalysen ein Mittelwert fiir die einzelnen Strukturanteile gebildet. Auffillige
Abweichungen zwischen den Ergebnissen der Programme wurde lediglich bei ein paar
Messungen fiir das Protein in 5 M und 6 M Harnstoff beobachtet, der Konsistenz wegen
wurde trotzdem ein Mittelwert aus allen drei Analysen genommen. Wie aus der
Rontgenstruktur von PC bekannt (Schirmer, 1985, 1987; Kap. 1), beinhaltet PC keine
B-Faltblattstrukturen, die ermittelten Werte diesbeziiglich sind eine Fehlinterpretation des
Programms. Sie werden der Vollstindigkeit halber aufgelistet, aber nicht nach regular und
distorted unterschieden (Tab. 3-10). Der Verlauf der Entfaltung von 0 bis 8 M Harnstoff wird
an Hand der oa-Helix-Abnahme und der Zunahme der ,,unordered* Struktur grafisch
dargestellt. Es fallt auf (Tab. 3-10), dass bei Erhéhung der Harnstoffkonzentration, d. h. bei
Zunahme der Entfaltung, bei der Berechnung durch das Programm nicht nur die ,,unordered*
Anteile zunehmen, sondern auch die der Faltblattstruktur und teilweise auch die Turns. Dies
ist wahrscheinlich eine weitere Fehlinterpretation des Programms. Deshalb gibt es eine
weitere grafische Darstellung, in welcher alle nicht a-helicalen Anteile zusammengefasst und,
wie die anderen Kurven, entsprechend sigmoidal gefittet wurden (Abb. 3-29, 3-30, 3-31, Kap.
2.34).

3.7.5.1. Vergleich der berechneten Sekundérstrukturanteile aus den UV-CD
Spektren mit der der Réntgenstruktur

Basierend auf den Arbeiten von Schirmer (1985, 1987), wurde die Rontgenstruktur von

nativem PC mit den Ergebnissen aus den Sekundérstrukturanteilberechnungen (CDPro) aus
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den UV-CD Spektren fiir natives PC und den nativen Untereinheiten verglichen und

entsprechend bewertet (Tab. 3-10).

Strukturanteil
¢ Harnstoff [M] Protein H, Hy Hgesamt Sgesamt Trn Unrd
Rontgenstruktur Monomer 0,70 0,00 0,20 0,10
nativ o-UE 0,71 0,00 0,17 0,12
B-UE 0,69 0,00 0,23 0,08
oM Monomer 0,42 0,23 0,65 0,04 0,14 0,15
a-UE 0,36 0,22 0,58 0,05 0,14 0,20
B-UE 0,50 0,24 0,73 0,02 0,16 0,13
1M Monomer 0,37 0,21 0,58 0,04 0,17 0,20
a-UE 0,45 0,16 0,61 0,01 0,14 0,13
B-UE 0,48 0,24 0,72 0,03 0,10 0,13
2M Monomer 0,42 0,21 0,62 0,03 0,12 0,20
a-UE 0,30 0,20 0,50 0,07 0,14 0,23
B-UE 0,44 0,22 0,65 0,05 0,10 0,14
3IM Monomer 0,36 0,21 0,57 0,05 0,15 0,20
a-UE 0,29 0,20 0,49 0,04 0,17 0,22
B-UE 0,39 0,22 0,60 0,04 0,15 0,15
4 M Monomer 0,35 0,23 0,59 0,05 0,09 0,24
a-UE 0,30 0,18 0,48 0,09 0,15 0,21
B-UE 0,40 0,19 0,56 0,07 0,11 0,20
5M Monomer 0,30 0,19 0,49 0,09 0,15 0,18
a-UE 0,20 0,14 0,34 0,10 0,18 0,28
B-UE 0,23 0,14 0,36 0,08 0,19 0,28
6M Monomer 0,33 0,20 0,52 0,07 0,13 0,24
a-UE 0,19 0,07 0,26 0,15 0,11 0,33
B-UE 0,13 0,08 0,21 0,14 0,18 0,32
™ Monomer 0,04 0,05 0,09 0,13 0,18 0,45
a-UE 0,00 0,03 0,03 0,06 0,07 0,75
B-UE 0,04 0,03 0,07 0,12 0,15 0,55
8 M Monomer -0,01 0,01 -0,01 0,12 0,19 0,55
a-UE -0,01 0,01 0,00 0,20 0,24 0,38
B-UE 0,06 0,06 0,12 0,13 0,18 0,44

Tab. 3-10: Sekundarstrukturanteile von PC, a-UE und 3-UE aus der Rontgenstruktur (Schirmer, 1985, 1987)
und der Analyse der CD-UV Spektren mit CDPro (Sreeram, 2000, Kap. 2.3.4.). Erkldrung der Terme
sieche Text.

Wie bereits oben erwihnt, berechnet das Programm CDPro einen Faltblattstrukturanteil der
faktisch nicht vorhanden ist. Fiir das native PC und den gefalteten UE ist dieser Wert
vernachldssigbar (2 bis 4%). Der a-Helix Anteil wird von CDPro gegeniiber der
Rontgenstruktur fiir das PCpono um 5%, im Vergleich zur Gesamtstruktur, und fiir die a-UE
um 13% unterbewertet. Fiir die B-UE liegt eine Uberbewertung von 5% vor. Der Anteil an
Turns wird von der Sekunddrstrukturanalyse gegeniiber der Rontgenstruktur in allen drei
Féllen um 5,3% + 1,7%, unterbewertet, der Anteil an ,,Unordered* Struktur um 6% =+ 1%
tiberbewertet. Trotz dieser Abweichungen gibt die Analyse der Sekundérstukturanteile aus

den UV-CD Spektren ein einigermalBlen stimmiges Bild der Proteine wieder. Sie wird im
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Folgenden, mit dem Wissen um ihre Schwichen, weiter verwendet, um die Anderungen in der

Sekundérstruktur bei der Zugabe an Harnstoff zu verfolgen.

3.7.5.2. Entfaltung von PC und den Untereinheiten

Die bereits oben beschriebenen, offensichtlichen Fehlinterpretationen des Programms,
nahmen mit zunehmender Harnstoffkonzentration zu. Jedoch ist trotzdem bei dieser
mathematischen Analyse der UV-CD Spektren ersichtlich, wie die a-Helix Struktur bei héher
werdender Harnstoffkonzentration ab und der ,,unordered*- Anteil zunimmt (Abb. 3-29, 3-30,
3-31, Tab. 3-10, 3-11). Die Wendepunkte fiir die Analyse der gesamten Sekundérstruktur
liegen im gleichen Bereich (= 5 — 6 M Harnstoff), wie bei den Ergebnissen, bei welchen nur
die charakteristische Wellenldnge von 222 nm ausgewertet wurden (Tab. 3-7, 3-9, 3-10). Die
Steilheit der Titrationskurve fiir PC, gemessen bei 222 nm, liegt im unteren Bereich der
Fehlergrenze der Messung fiir die gesamte Sekundirstruktur. Die Steilheit der Kurve der
a-UE ist etwa doppelt so groB3, wie die fiir die Gesamtstrukturauswertung, ihre Fehlergrenzen
tiberlappen sich aber. Fiir die B-UE ist die Steilheit der Titrationskurve der Analyse der
gesamten Sekundirstruktur ca. dreimal so gering, wie fiir die Messung bei 222 nm. Im letzten
Fall konnte demnach keinerlei Ubereinstimmung gefunden werden (Tab, 3-8, 3-9, 3-10,

3-11).

Protein Fitparameter — Ay A, Xo p
Sekundirstrukturanteil ¥

PCriono a- Helix 0,59 +0,02 -0,01 +£0,06 6,57 0,19 23,9 48,72
unordered 0,19 +0,01 0,56 £0,04 6,68 £0,18 17,9 6,37
alle nicht a-Helix 0,38 0,015 0,87 £0,05 6,56 £0,16 19,3 £5,71

a-UE a- Helix 0,57 £0,03 -0,55 +1,03 7,69 +4.26 3,23 £1,70
unordered nicht fitbar
alle nicht a-Helix 0,40 +0,04 0,94 £0,25 6,01 £1,21 5,83 +4,30

B-UE a- Helix 0,69 10,03 0,04 £0,08 4,97 0,35 5,46 £1,76
unordered 0,14 +0,03 0,52 0,11 5,51 10,73 6,55 +4,44
alle nicht a-Helix 0,30 £0,02 0,81 +0,07 5,06 0,35 6,41 12,42

Tab. 3-11: Parameter der sigmoidalen Fits (Kap. 2.3.4.) der Titrationskurven von PC, in 0 — 8 M Harnstoff,
50 mM KPP. Aus den Berechnungen fiir die Sekundérstrukturanteile (Abb. 3-29, 3-30 und 3-31).

78




0.9 1
0.8 1
0.7 1

0.6 -

0.5- . "
0.4

0.2 S S—— °

Strukturanteil/Gesamtstruktur

0.1 n

0.0 -

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Harnstoff [M]

Abb. 3-29: Verdnderung der Sekundérstrukturanteile, bei der Entfaltung von PC, berechnet aus den UV-CD
Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); PC a-Helix (m) mit Fit (------), PC ,,unordered (®) mit Fit
(), PC Gesamtstruktur auBler a-Helix ( A ) mit Fit ( ).
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Abb. 3-30: Verdnderung der Sekundérstrukturanteile bei der Entfaltung von der a-UE, berechnet aus den
UV-CD Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); a-UE a-Helix (m) mit Fit (-----), a-UE
,unordered” (@) (verniinftiger Fit nicht moglich), a-UE Gesamtstruktur auBer a-Helix (A ) mit
Fit ( ).
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Abb. 3-31: Verdnderung der Sekundérstrukturanteile, bei der Entfaltung von der B-UE, berechnet aus den
UV-CD Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); B-UE a-Helix (m) mit Fit (-----), f-UE
,unordered* (@) mit Fit (----), B-UE Gesamtstruktur auBler a-Helix ( A) mit Fit ( ).

3.8. Zusammenfassende spektroskopische Charakterisierung von PC

Im Folgenden werden die Ergebnisse aus den vorausgegangenen Untersuchungen fiir die
definierten Zustinde von PCyi, PCiono, PCdenat, 0-UEqat, 0-UEgenat, P-UEna und B-UEgenat
zusammengefasst. Wie in den Untersuchungen deutlich wurde, haben die Messbedingungen
einen Einfluss auf die Messergebnisse, deshalb werden die Werte in Abhingigkeit zu ihren
Messbedingungen angegeben. Die Werte (entnommen aus Kap. 3.1., 3.2., 3.7.) fir die
definierten PC Zusténde gelten fiir Messungen in 50 mM KPP, pH 7, RT, Cprotein = 1,7 * 10°° M,
PCpono in 4 M Harnstoff (sofern nicht anders angegeben) und denaturiertes Protein in 8 M
Harnstoff. Weiter werden diese Ergebnisse als Vergleichswerte fiir die Interpretation der

kinetischen Messwerte fiir die Entfaltung von PC im Folgenden, heran gezogen.

3.8.1. Integrales PC

Monomeres Phycocyanin ist ein Heterodimer (o-und B-Untereinheit). In Losung liegt es in
einem Monomer-Trimer-Gleichgewicht vor. Die a-UE trigt einen Phycocyanobilin (PCB)

Chromophor und die B-UE zwei, jeweils kovalent iiber ein Cystein gebunden (Kap. 1).
Integrales PC liegt in 50 mM KPP, pH =7,3, RT als Trimer und in 50 mM KPP pH =7.3, RT,

4 M Harnstofflosung, als Monomer vor (Kap. 3.7.). Monomere und Trimere weisen
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spezifische Unterschiede in der Absorption (Abb. 3-32, Tab. 3-12) und im Vis-CD (Abb.
3-33, Tab. 3-12) auf. Das Maximum in der Absorption ist im Monomer, gegeniiber dem
Trimer, um 3 bis 4nm, von ~616 nm auf =612 nm, blau verschoben. Der
Extinktionskoeffizient fiir ein Monomer sinkt von 292.000 cm™ M im Trimer auf 276.000
cm” M im Monomer. Der Q-Wert (Avis/Anyy) verringert sich von ~6,8 auf ~6. (Abb. 3-32
Tab. 3-12) Das Vis-CD Spektrum des Trimers zeigt aufgrund der excitonischen Kopplung
zwischen den Chromophoren der aneinander gelagerten Monomere (Sauer & Scheer, 1988,
Kap. 1) eine deutliche Schulter bei 627 nm. Gleichzeitig nimmt im Monomer das Maximum
bei =600 nm gegeniiber dem Trimer, durch das Fehlen der excitonischen Kopplung, zu (Abb.
3-33A, Tab. 3-12). Im Differenzspektrum von Trimer und Monomer wird dieses Signal als s-
formige Bande sichtbar (Abb. 3-33B, Tab. 3-12). Die qualitativen Unterschiede von Monomer
und Trimer in der Fluoreszenz sind nur gering (Abb. 3-34, Tab. 3-12). Im Trimer liegt das
Emissionsmaximum zwischen 643 bis 650 nm (Abb. 3-34, Tab. 3-12), im Monomer ist es im
Vergleich dazu etwa 2 nm rot verschoben (vergleiche Kap. 3.1.2.), sofern die Losung keinen
Harnstoff enthilt. Im UV-CD Spektrum unterscheidet sich das Monomer vom Trimer durch
eine etwas geringere Intensitit des Signals (Abb. 3-35, Tab. 3-12). Eine Verdnderung in der
Form des Spektrums findet nicht statt, eine klare Differenzierung von Trimer und Monomer
ist nicht mdglich. Die Auswirkungen von Harnstoff, welche nicht zur Dissoziation oder

Entfaltung fithren, wurden bereits angesprochen (Kap. 3.6.).

Durch Erhéhung der Harnstoffkonzentration auf 8 M in 50 mM wird das Protein vollstédndig
entfaltet, dabei geht der Chromophor, welcher im nativen Zustand in gestreckter Form
gehalten wird in eine ringformige Konformation iiber, eine wesentliche Ursache, die seine
Spektren drastisch verdndern (Kap. 1). Das UV-CD Spektrum von PC in 8 M Harnstoff (Abb.
3-35) zeigt, dass PC in 50 mM KPP und 8 M Harnstofflosung vollig entfaltet vorliegt, es ist
keine Sekundéarstruktur mehr messbar. In der Absorption (Abb. 3-32) nimmt das langwellige
Maximum um etwa 84% ab und das Maximum im UV-Nahen Bereich um 174% zu. Der
Q-Wert verringert sich damit auf 0,4, was laut Definition einem entfalteten Zustand entspricht
(Kap. 1.8). Das negative Extremum im Vis-CD des Monomers nimmt um etwa 30% ab, das
positive Extremum um etwa 60%. (Abb. 3-33, Tab. 3-12). Die Fluoreszenz ist beim
entfalteten PC nicht mehr messbar. (Abb. 3-34, Tab. 3-12).

81



616 nm

300000 y/
612 nm

250000

200000 +
355 nm

mono

150000 -

\ 365 nm

pro PC

100000 605 nm

Extinktionskoeffizient [M™ cm™]

50000 !

~
T T T T T T T T T Y 1
300 400 500 600 700 800

Wellenlange [nm]

P

Abb. 3-32: Absorptionsspektren € [M™" cm™] von PCy; (——) (KPP 50 mM, pH ~7,3, RT), PCpono (——) (KPP

50 mM, pH =7,3, RT, 4 M Harnstoff), PCyenoe (——) (KPP 50 mM, pH =7,3, RT, 8 M Harnstoff); €
bezieht sich auf ein Monomer, d h. auf je drei PCB-Chromophore.
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Abb. 3-33: A) Vis-CD Spektren A € [M™" cm™] von PCyy; (——), PCrnono ( ), PCyenat (—); Bedingungen
wie in Abb. 3-32; B) Differenzspektrum (Trimer minus Monomer) im langwelligen Bereich;
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Abb. 3-34: Emissionspektren von PCy; (——), PCiyono ( ), PCyenat (—); Bedingungen wie in Abb. 3-32,
Anregung bei 400 nm;
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Abb. 3-35: UV-CD Spektren A € [M™ cm™] von PCy; (——), PCono ( ), PCyenat (——); Bedingungen wie
in Abb. 3-32.

Die bisher dargestellten Spektren sind jeweils die Summe der Untereinheiten, im Folgenden

werden diese separat dargestellt.

3.8.2. PC a-Untereinheit

Die a-UE triagt einen Chromophor PCB an Position 84 (Kap. 1). Im gefalteten Zustand liegt

das langwellige Absorptionsmaximum bei =619 nm mit einem Extinktionskoeffizienten von
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117.300 M cm™ je 0-UE, der Q-Wert betrigt ~7 (Abb. 3-36, Tab. 3-12). In 8 M Harnstoff ist
im UV CD keine Sekundarstruktur mehr messbar, das Signal ist bei Null (Abb. 3-39, Tab.
3-12), die Sekundérstruktur ist demnach aufgelost (Kap. 1.8). In diesem Zustand verschiebt
sich das langwellige Absorptionsmaximum um etwa 10 nm blau auf =599 nm und nimmt
dabei um ~84% auf € = 16.100 M cm™ ab. Die maximale Absorption im nahen UV Bereich
erhoht sich im entfalteten gegeniiber der gefalteten o-UE um =120%. Der Q-Wert verkleinert
sich dabei auf 0,4. damit ist das Protein per Definition entfaltet (Kap. 1.8.). Das positive
Extremum des Vis-CD Signals (Abb. 3-37, Tab. 3-12) liegt in der gefalteten UE bei ~620 nm.
In der entfalteten nimmt das Signal um ~60% ab und verschiebt dabei um =18 nm blau auf
~606 nm. Das negative Extremum des Vis-CD Spektrums verringert sich von der gefalteten
o-UE zur entfalteten um ~60%. Das Emissionsmaximum liegt bei =639 nm, in der entfalteten

UE ist keine Fluoreszenz mehr messbar (Abb. 3-38, Tab. 3-12).

619 nm

120000
100000

80000 -

pro a-UE

60000 -

40000

Extinktionskoeffizient [M™ cm™]

20000

0~

T T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abb. 3-36: Absorptionsspektren & [M™' cm™] der a-UE,,, (—) (KPP 50 mM, pH ~7.3, RT) und

0-UE genat ( ) (KPP 50 mM, pH =7,3, RT, 8 M Harnstoff); & bezieht sich auf eine o-UE, d. h. auf
einen PCB-Chromophor.
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Abb. 3-37: Vis-CD Spektren A & [M" em™] der at-UE 5 (——) und a-UEgeny (——); Bedingungen wie in
Abb. 3-36
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Abb. 3-38: Emissionsspektren der o-UE,; (

) und a-UEen,: (——); Bedingungen wie in Abb. 3-36.

85



2000
1500
1000 ~

500

pro a-UE

UV-CD a¢ [M™ cm™]
o
1 "

-500

-1000

T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250

Wellenlange [nm]

Abb. 3-39: UV-CD Spektren A & [M" ecm™'] der 0t-UE, 4 (
Abb. 3-36.

) und Q-UEgeq (—); Bedingungen wie in

3.8.3. PC B-Untereinheit:

Die B-UE tragt zwei PCBs an Position 84 und 155 (Kap. 1) Im gefalteten Zustand hat sie ihr
langwelliges Absorptionsmaximum bei 605 nm mit € = 194.500 M cm™ je B-UE und einen
Q-Wert von 5,3 (Abb. 3-40, Tab. 3-12). Wie im UV-CD Spektrum zu sehen ist (Abb. 3-43),
ist in 8 M Harnstoff keine Sekundérstruktur mehr messbar und die UE ist demnach aufgeldst
(Kap. 1.8). Das langwellige Absorptionsmaximum nimmt im entfalteten Zustand der UE um
~83% auf & = 33.900 M cm” ab. Das Maximum verschiebt dabei um ~3 nm rot auf
~608 nm. Das Absorptionsmaximum im nahen UV Bereich erhoht sich gleichzeitig um
~106%. Der Q-Wert verringert sich in Folge auf 0,5, per Definition fiir die Absorption (Kap.
3.6.) ist das Protein damit entfaltet (Kap. 1-8). Das positive Extremum im Vis-CD der
gefalteten B-UE liegt bei =583 nm (Abb. 3-41, Tab. 3-12), es verschiebt in der entfalteten UE
um =19 nm rot auf 602 nm. Die Signalintensitét verringert sich dabei um =56%. Das negative
Extremum verringert sich in der entfalteten B-UE gegeniiber der gefalteten deutlich weniger
(=10%) als in den bisher beschriebenen Fillen (PC und a-UE). Das Emissionsmaximum liegt
bei =644 nm und auch hier ist im entfalteten Zustand keine Fluoreszenz mehr messbar (Abb.

3-43, Tab. 3-12).
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Abb.3-40: Absorptionsspektren € [M'l cm’l] der B-UE,,; (——) und B-UEyen.: (—); Bedingungen wie in
Abb. 3-36; € bezieht sich auf eine B-UE, d. h. auf zwei PCB-Chromophore.
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Abb. 3-41: Vis-CD Spektren A & [M" cm™] der B-UE, o (——) und B-UEgens (——); Bedingungen wie in
Abb. 3-36.
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Abb. 3-42: Emissionsspektren der B-UE,,; (—) und B-UE4,, (—); Bedingungen wie in Abb. 3-36, Anregung
bei 540 nm.
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Abb. 3-43: UV-CD Spektren A [M'1 cm’l] der B-UE, ;s (——), B-UE jenat (——); Bedingungen wie in Abb. 3-36.

Die a- und die B-UE zeigen zum Teil deutlich unterschiedliche Messwerte fiir einzelne
physikalische Messparameter. Im nativen Zustand sind die langwelligen Absorptions- und
Vis-CD-Werte der B-UE gegeniiber der a-UE allgemein rot verschoben. Im denaturierten
Zustand verschieben sie, gegeniiber dem nativen, in der a-UE rot, dagegen in der f—UE blau.
Auftillig ist noch die vergleichsweise geringe Abnahme des Vis-CD Signals von der B-UE,

Zur -UEgenat, vor allem im negativen Extremum.
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68

Protein Absorption Vis-CD Emission

Maximumy;g Maximum,,, Q-Wert Positives Extremum Negatives Extremum Differenzspektrum A max [Nm]

Avis/Anuy Trimer - Monomer
A max [nm] € A max [nm] € A max [nm] Ag A min [nm] Ag A min [nm] A max [nm]
M'em™] M'em™] M em™] M ecm™]

PCy; 616-618 292.000 361 42.800 6,8 600-602 242 342-345 -194 613 637 643-650
PCrono 611-613 272.000 362 45.800 6,0 601/602 265 341/342 -196 642-647
PCenat 604/605 48.600 354-357 117.200 0,4 605/606 100 358-360 -106
o-UE, 4 619 117.300 375 16.800 7,0 619 93 341 -53 639
a-UEgenat 602-599 16.100 355/356 37.000 0,4 606 18 359 -23
B-UE 604/605 194.500 354/356 36.500 53 583 141 353 -86 644
B-UE genat 608/609 | 33.900 | 353/354 | 74.300 0,5 602 60 357 79

Tab. 3-12: Spektrale Daten fiir PCy;, PCono, PCenats 0- und B-UE nativ und denaturiert; (KPP 50 mM, pH =7,3, RT, PC,,,, in 4 M Harnstoff, denaturiertes Protein in 8 M
Harnstoff; die Werte stammen aus Kap. 3.1., 3.2., 3.7.). Beim integralen PC beziehen sich alle molaren Groen auf das PCy,qp, d. h. auf drei PCB-Chromophore. Bei
den UE jeweils auf die UE, d. h. auf einen PCB-Chromophor in der a-UE und auf zwei in der B-UE.




her Verlauf der Entfaltung von P n n Untereinhei

3.9.1. Einleitung
(siehe auch Kap. 2)

Die Kinetik der Entfaltung in 50 mM KPP, 8§ M Harnstoff, pH 7, von PC und den
Untereinheiten wurde mittels Absorption, Vis-CD, Emission und UV-CD, entsprechend den
vorausgegangenen steady-state Untersuchungen (Kap. 3.5. und 3.7.) verfolgt. Bei den steady-
state Messungen in Kap. 3.7. wurde deutlich, dass PC und die Untereinheiten in 50 mM KPP,

pH 7, bei einer Konzentration von 8 M Harnstoff vollstindig entfalten.

Die Absorptionsdnderung bei der Entfaltung vom integralen PC und den UE iiber die Zeit
wurde liber den gesamten spektralen Bereich von 320 nm bis 850 nm verfolgt und global
analysiert (Kap. 2.3.5.). Bei der Messung iiber den breiten spektralen Bereich und der
Auswertung mit einem globalen Fit erhilt man eine Aussage der spektralen Anderung
wihrend der Entfaltung iiber den gesamten gemessenen Wellenldngenbereich. Dabei konnen
aber Anderungen, insbesondere geringe, in engen Wellenlingenbereichen, unterdriickt
werden. Wie in Abb. 3-44 zu sehen, zeichnen sich fiir Messungen bei einzelnen Wellenldngen
lokale Unterschiede in der Kinetik der Entfaltung von PC deutlich ab. Deshalb erfolgten
zusitzlich monochromatische Messungen bei charakteristischen Wellenldngen (siche unten),
die mit einem lokalen Fit ausgewertet wurden (Kap. 2.3.5.). Die Ergebnisse der einzelnen

Wellenldngen wurden sowohl untereinander, als auch mit dem globalen Fit verglichen.
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Abb. 3-44: Normierte Absorptionsdnderungen (Ay =0, A.q = 1) (Kap. 2.3.5.), wihrend der Entfaltung von PCy;
(Abb. 3-52), bei verschiedenen Wellenldngen: 616 nm ( ), 613 nm (——), 600 nm ( ),
350 nm ( ) und 340 nm ( ).

90



Die spektralen Anderungen des Vis-CD Signals wihrend der Entfaltung vom integralen PC
und den UE wurden ebenfalls bei den einzelnen charakteristischen Wellenldngen gemessen.
Eine Messung iiber einen breiten spektralen Bereich ist in diesem Fall aus technischen
Griinden nicht moglich. Zusitzlich zu den lokalen Fits wurden die einzelnen
Wellenldngenmessungen global gefittet (Kap. 2.3.5.) und die verschiedenen Ergebnisse

miteinander verglichen. Es gelten die gleichen Uberlegungen wie fiir die Absorption.

Die charakteristischen Wellenlédngen fir die Absorptions- und Vis-CD Messungen
wurden wie folgt ausgewabhilt:

(siehe Kap. 3.8.)

Integrales Phycocyanin

340 nm: Negatives Extremum im Vis-CD des nativen PC
350 nm: Im UV-Nahen Maximum der Absorption ,,die Mulde®, des integralen, nativen PC
600 nm: Positives Extremum im Vis-CD des integralen nativen PC
Nahe dem langwelligen Absorptionsmaximum im PCgepat
613 nm: Langwelliges Absorptionsmaximum im nativen PCpono
616 nm: Langwelliges Absorptionsmaximum im nativen PCy;
627 nm: Schulter auf der langwelligen Seite des positiven Vis-CD Extremums im nativen

PCy;i (kein Ergebnis fiir PCy; Absorption)

PC a-UE

350 nm: Nahe dem negativen Extremum im Vis-CD der a-UE

575 nm: Linke Flanke des langwelligen Absorptionsmaximums vom nativen PC und den
UEnat

603 nm: Langwelliges Absorptionsmaximum der oi-UEgenat
(nur fiir die VIS-CD Messung)

605 nm: Positives Extremum im Vis-CD der a.-UE genat
(nur fiir die Absorptionsmessung)

617 nm: Langwelliges Absorptionsmaximum des PCy; und der a-UE; 5

PC B-UE
350 nm: Negatives Extremum im Vis-CD der B-UE4
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580 nm: Positives Extremum im Vis-CD der B-UE,
Linke Flanke des langwelligen Absorptionsmaximums vom nativen PC und den
UEnat

605 nm: Langwelliges Absorptionsmaximum der -UE,,

Die Kinetik im UV-CD wurde bei 222 nm, dem langwelligen der beiden charakteristischen

a-Helix Peaks, verfolgt.

Bei der Emission wurde folgendermafen angeregt: Integrales PC: 350 nm, a-UE: 580 nm,
B-UE 605 nm. Mittels eines Cut-off Filters (fiir integrales PC: 600 nm, a-UE: 600 nm, B-UE:
630 nm) wurden alle Wellenldngen unterhalb des Emissionsmaximums ausgefiltert. Die

Summe der Emission aller Wellenldngen oberhalb des Cut-off Filters wurde detektiert.

Allgemeines zur Vorgehensweise der Dateninterpretation:
Beim Fit der Messdaten wurden verschiedene Modelle der Entfaltung (Utiyama & Baldwin,

1986; Cantor & Schimmel, 1980) getestet, und diejenigen mit den geringsten
Fehlerabweichungen und physikalisch sinnvollen Aussagen in Erwidgung gezogen. Dabei
wurde, wenn die Auswahl nicht eindeutig war, meist das einfachere Modell vorgezogen

(Utiyama & Baldwin, 1986).

Nachdem ein geeigneter Fit flir eine Messreihe nach obigen Kriterien ausgewdhlt worden war,
wurde folgendermallen weiter verfahren. Den einzelnen, durch den Fit ermittelten
Komponenten, wurden (in alphabetischer Reihenfolge) Kleinbuchstaben zugeordnet. Wie sich
zeigte, entsprach die erste ermittelte Komponente nicht immer der tatséchlich ersten
Reaktionskomponente. Deshalb erfolgte eine Einordnung des Fits in den Ablauf der Reaktion
nach folgenden Uberlegungen: Die erste ermittelte Fitkomponente wurde an die Stelle des
Reaktionsverlaufes gesetzt, dem sie, soweit dies an dieser Stelle entschieden werden konnte,
am besten entsprach. Alle folgenden Werte wurden, ohne weitere Interpretation,
weiterlaufend aufgelistet. (Die weitergehende Zuordnung der Fitkomponenten zu
Proteinzustdnden erfolgte im nédchsten Schritt und fand noch keinen Eingang in die
tabellarische Auflistung, sieche unten). Dies fiihrte dazu, dass die einzelnen Messreihen besser
vergleichbar waren, als wenn alle ermittelten Fitkomponenten ohne Unterscheidung, ob
Artefakte vorliegen, oder der Beginn der Entfaltungsreaktion nicht erfasst wurde, gleich

nebeneinander gestellt worden wiren. Zum Beispiel wurde gelegentlich der ersten ermittelten
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Fitkomponente der Buchstabe ¢ zugeordnet. Damit wurde zum Ausdruck gebracht, dass die
Entfaltungsreaktion nicht von Anfang an erfasst wurde. Gelegentlich, z. B. wenn die
Messergebnisse ein komplettes stimmiges Bild der Entfaltung widerspiegelten, erscheint das
Einordnen der Fits trivial. Alles in allem erleichtert es aber, die Komponenten der einzelnen
Fits zu vergleichen und ein schliissiges Bild der Entfaltung von PC zu entwerfen. In weiteren
Uberlegungen wurden, wie bereits erwihnt, die Komponenten interpretiert und dem
Reaktionsverlauf vom nativen Protein zum entfalteten zugeordnet. Dabei dienten, wie bereits
im vorherigen Kapitel erwédhnt, die Werte aus den steady-state Messungen als
Vergleichswerte. Wiederholend soll an dieser Stelle noch einmal auf die wesentlichen
Kriterien fiir die Definition fiir bestimmte Proteinzustinde hingewiesen werden (Kap. 3.6.).
Der Unterschied zwischen PCyi und PCpyno, gemessen in der Absorption, liegt in einer
Rotverschiebung des langwelligen Maximums von =617 nm auf =612 nm; im Vis-CD bei
einer Zunahme des positiven Extremums bei gleichzeitiger Abnahme der Schulter (bei
~627 nm) auf der langwelligen Seite des positiven Extremums. PC und die UE sind,
gemessen in der Absorption, per Definition entfaltet wenn der Q-Wert bei 0,5 bis 0,4 liegt
(Kap. 1.8.). Nach den Kriterien des UV-CD (Kap. 1.8.) ist das Protein entfaltet, wenn die
Messwerte nahe Null liegen. Alle weiteren Vergleichswerte, an Hand derer die
Fitkomponenten interpretiert werden, stehen in Kap. 3.8. zusammengefasst. Es handelt sich
dabei um die Definitionen fiir PCyi, PCpono, PCeenat, @-UEnat, 0-UEdenat, B-UEnas und B-UEgenat,
wie sie fiir den jeweiligen Messparameter gelten. Es wird im einzelnen nicht mehr jedes Mal
betont werden, dass die Definitionen fiir die jeweiligen Proteinzustinde immer nur fiir den
jeweiligen Messparameter wirklich Giiltigkeit haben und fiir das gesamte Protein nur ein
Hinweis sein konnen (Kap. 1.8.). Wie im Einzelnen entschieden und vorgegangen wurde steht

bei der jeweiligen Interpretation des Fits.

3.9.2. Kinetik der Entfaltung vom PC Trimer

Die Messzeit beim Verfolgen der Entfaltung vom PCy; betrug 300 s, die Auflosung lag, je
nach Messinstrument, im ms oder ps Bereich zu Beginn der Messung und verringerte sich auf
1 bzw. 2 s wihrend der Messung. Wie aus den Untersuchungen in Kap. 3.3.1. hervorgeht, ist
dieser Zeitraum ausreichend, um das Ende der Entfaltungsreaktion verfolgen zu kénnen. Die

Details der Messbedingungen stehen bei den einzelnen Messungen.
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3.9.2.1. Absorption

Globale Analyse

Der kinetische Verlauf der Entfaltung von PCgi gemessen in Absorption iiber den
Wellenldngenbereich von 320 nm bis 850 nm (Abb. 3-45), wurde mit einem globalen Fit
ausgewertet und unter der Annahme eines multiexponentiellen, irreversiblen
Reaktionsmodells analysiert. An Hand der Residuen bei 616 nm wird exemplarisch gezeigt,
wie die Auswahl eines Modells fiir den Entfaltungsweg erfolgte (Abb. 3-46 bis 3-51).
Generell gilt, dass sich flir ein verzweigtes Reaktionskinetikmodell keine Anhaltspunkte
zeigten. Auch wenn die Abweichungen fiir ein verzweigtes Modell geringe Werte ergaben (s.
Beispiel im Anhang Abb. 7-4), so waren die physikalischen Aussagen, wie negative oder mit
keiner bekannten Spezies vergleichbare e-Werte (s. Beispiel im Anhang, Abb. 7-5), unsinnig.

Insofern wird in dieser Arbeit ein lineares Modell des Entfaltungsweges favorisiert.
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0.15 4

Absorption [a. u.]

0.104

0.054 i

0.00 +— T — T T T T == T
400 500 600 700 800
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Abb. 3-45: Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsénderung bei der Entfaltung von PCy;
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,1 ms; Time base: 30 ms Messintervall bis 10 s
Messzeit, dann 300 ms bis 240 s und dann 2 s bis 300 s.

Als ein wesentliches Kriterium fiir die Auswahl eines passenden Fits fiir die Messwerte
wurden die Residuen heran gezogen. Die Residuen der verschiedenen Modelle bei
verschiedenen Wellenldngen (beispielhaft fiir 616 nm Abb. 3-46 bis 3-49) ergaben ein
Ergebnis mit den geringsten Fehlerabweichungen fiir das vierstufige Modell a>b>c>d>e. Die
quantitativen Absorptionsspektren erscheinen sinnvoll (Abb. 3-50): Sie zeigen die

schrittweise Abnahme von ¢ im langwelligen und die gleichzeitige Zunahme im kurzwelligen
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Absorptionsspektrum und folgen damit prinzipiell den spektralen Anderungen bei den
statischen Untersuchungen (Kap. 3.5. und 3.8.). Der e-Wert des globalen Fits (Abb. 3-50,
Tab. 3-13) fiir die Komponente a (303.900 M cm™ bei 616 nm) liegt in der GroBenordnung
fiir € PCyi (292.000 M ecm™), der Wert fiir b (254.300 M cm™ bei 616 nm) ist etwas kleiner
als fiirs PCpono (272.000 M cm'l) und der Wert fiir e (47.100 M em™ bei 616 nm) deckt
sich nahezu mit dem von PCena (48.000 M cm™) (Tab. 3-13). Der Q-Wert fiir e liegt bei 0,6.
Die Abweichungen von dem zu erwartenden Wert von 0,5 — 0,4 fiir entfaltetes PC (s. oben
und Kap. 1.8.) liegen im Rauschen der Messung im UV-Nahen Bereich begriindet. Im
Vergleich mit den Spektren aus den statischen Untersuchungen zeigt sich nicht nur eine gute
Ubereinstimmung mit & im langwelligen Absorptionsmaximum, sondern auch fiir den
gesamten spektralen Bereich (Abb. 3-50 und Abb. 3-32) fiir PCy; und PCgenyt. Der e-Wert von
d liegt ebenfalls nahe dem Wert fiir PCgenar (Tab. 3-13) mit einem Q-Wert von 0,6. Die
Spektren von d und PCgenat gleichen sich ebenfalls (Abb. 3-32 und 3-50). Dies bedeutet, dass
die Fitkomponente d, nach den oben beschriebenen Kriterien, ebenfalls bereits entfaltetes PC
darstellt. Der e-Wert fiir die Komponente c stellt den Wert fiir ein nicht ndher identifiziertes
Intermediat wéihrend der Entfaltung, dar. Der Verlauf der Konzentrationen der einzelnen
Komponenten a, b, ¢, d und e sind in Abb. 3-51 dargestellt. Wie in Kap. 1.7. beschrieben, ist
die Entfaltung eines Proteins in einem Denaturierungsmittel eine Verschiebung der
Gleichgewichte: PCyi <> PCyenat (liber alle Zwischenstufen). Dass heiflt, dass (mehr oder
weniger) alle moglichen Proteinzustinde gleichzeitig vorhanden sind, nur in
unterschiedlichen Konzentrationen. In der grafischen Darstellung des Verlaufs der
Konzentrationen fiir die einzelnen Zustinde wéhrend der Entfaltung (Abb. 3-51) werden diese
Ubergiinge von einem Intermediat zum nichsten deutlich. Am Ende der Reaktion liegt das
Gleichgewicht ganz auf der Seite von PCgenat, Zu Beginn sollte es ganz auf der Seite des PCy;
(Kap. 3.1.2.) liegen. Wie die Konzentrationsverteilung (Abb. 3-51) und die Originaldaten
(Abb. 3-45, aus der Konzentration des Messansatzes wire zur Zeit t = 0 eine Absorptiony, in
[a. u.] von 0,5 cm™ zu erwarten) zeigen, wird zu Beginn der Messung schon nicht mehr ganz
der Zustand erfasst, in dem das Gleichgewicht vollig auf der Seite vom PCy; liegt, da ein Teil
der Reaktion bereits wiahrend der Totzeit der Apparatur abgelaufen ist. Da es sich aber bei der
Entfaltungsreaktion immer um eine Verschiebung der Gleichgewichte handelt (Kap. 1.7.)
kann auch bereits bei fortgeschrittenem Reaktionsverlauf PCy; gemessen werden, solange es
in einer ausreichend hohen Konzentration vorliegt (Abb. 3-51). Die gute Ubereinstimmung

der quantitativen Spektren der Fitkomponente a und PCy; (Abb. 3-50, Abb. 3-32) bedeutet,
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dass wiahrend der Totzeit noch keine signifikante Reaktion stattgefunden hat und zum

Zeitpunkt t = 0 die Komponente PCy; erfasst wird.
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Abb. 3-46: Globaler zweistufiger Fit der

Residual A [a. u.]
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Absorptionsédnderungen bei der
Entfaltung von PCy; (Abb. 3-45).
Gezeigt sind die experimentellen
Daten (— ) und der Fit: Modell
a>b>c (——), gezeigt bei 616 nm.
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. 3-48: Residuen bei 616 nm des globalen
Fits aus Abb. 3-46 mit einem
dreistufigen linearen Model
a>b>c>d;

Residual ,, Afa. u]

0.004-
0.003+
0.002-
0.001+ [\\
0.000

T

-0.001

-0.002 : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300
t[s]

Abb. 3-47: Residuen bei 616 nm des globalen Fits
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aus Abb. 3-46 mit einem zweistufigen
linearen Model a>b>c;

0.004+
0.003+
0.002+
0.001+
o.oook\/h\ e

-0.0014

-0.002 T T T T T ,

0 50 100 150 200 250 300
ts]

Abb. 3-49: Residuen bei 616 nm des globalen Fits

aus Abb. 3-46 mit einem vierstufigen
linearen Model a>b>c>d>e;
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Abb. 3-50: Molare Absorptionsspektren des vierstufigen globalen Fits (Abb. 3-49) der Entfaltungskinetik von
PC,; (Abb. 3-46) Zuordnung der Fitkomponenten a (——), b (——), ¢ (——),d (——)und e (——)
siche Text und Tab. 3-13.
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Abb. 3-51: Konzentrationsénderungen der Fitkomponenten des vierstufigen globalen Fits (Abb. 3-49) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-46) gemessen mittels Absorption. A) Verlauf liber die gesamte
Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 15 s; Zuordnung der Komponenten a (——), b (——),
¢(—),d () und e (—) sieche Tab. 3-13 und Text.

Ein weiteres Ergebnis der Fits sind die Ratenkonstanten k [s"] (Kap. 2.3.5.) (Tab. 3-14) fiir
die einzelnen Uberginge wihrend der Entfaltung. Um ein sinnvolles Ergebnis fiir die ¢ Werte
zu erhalten, mussten die k-Werte in der Reihenfolge k; groBer k; etc. angeordnet werden. Eine

Ausnahme stellen in ein paar Féllen der Einzelwellenlingenmessung der letzte und vorletzte
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k-Wert dar. Hier konnte in Ausnahmeféllen der letzte k-Wert schneller als der vorletzte sein
und dabei noch sinnvolle Ergebnisse zeigen. Solche Modelle wurden in dieser Arbeit nicht
weiter Uberpriift. Ansonsten gilt, dass eine andere Anordnung oft mathematisch zwar gute
Ergebnisse (s. Beispiel im Anhang, Abb. 7-2) brachte, aber sich physikalisch unsinnige
Aussagen ergaben, wie negative oder mit keiner bekannten Spezies vergleichbare e-Werte (s.
Beispiel im Anhang; Abb. 7-2, 7-3). Im gezeigten Beispiel wurden fiir k die gleichen Werte
eingesetzt, wie sie sich fiir das Fitmodell ergaben, welches die Kinetik sinnvoll beschrieben
hat (Tab. 3-13, Abb. 3-49), allerdings in einer anderen Reihenfolge (k»>k;>ks>ks). Fiir das
passende Modell aus Abb. 3-49 liegt der schnellste Ubergang (a>b) bei mehreren reziproken
Sekunden (=9 s™), er hat nur eine geringe Absorptionsabnahme (=20%) im langwelligen
Absorptionsbereich (und eine Zunahme im UV-Nahen Bereich s. u.) (Abb. 3-50, 3-58 und
Tab. 3-13, 3-15). Der zweite Schritt ist 30-mal langsamer (=0.3 s™), hat aber eine wesentlich
groflere Absorptionsabnahme um weitere ~75% zur Folge. Der dritte Reaktionsschritt ist noch
langsamer (=0.1 s™'), die Absorption vermindert sich aber nur noch um weitere ~4%, und als
letztes folgt eine noch langsamere Reaktion (=0,03 s1), bei der die Absorption um das
restliche 1% abnimmt. Fiir den UV-Nahen Bereich wurden nur die Werte bei 350 nm
verwendet, da die Werte fiir 340 nm zu verrauscht sind (Grenzen der verwendeten Lampe des
Spektrometers erreicht). Der UV-Nahe Bereich unterscheidet sich vom langwelligen Bereich
darin, dass die Absorption nicht ab-, sondern zunimmt. Die Absorptionszunahme bewegt sich
dabei aber in den gleichen Groenordnungen, wie die Absorptionsabnahme. Ein wesentlicher
Unterschied ist beim letzten Reaktionsschritt zu beobachten. Hier nimmt die Absorption nicht
weiter zu, sondern wieder ab, allerdings auch mit einer ~ 1%-igen Anderung. Das bedeutet,
dass der Chromophor im letzten Schritt noch einmal eine Verdanderung erfahrt, die von der
Ringbildung des Chromophors wihrend der Entfaltung (Kap. 1), die im Wesentlichen zur
Absorptionsabnahme im langwelligen und zur Absorptionszunahme im UV-Nahen Bereich
fiihrt, abweicht. Dies deutet darauf hin, dass der letzte Reaktionsschritt keine Entfaltung mehr
nach den Kriterien der Absorption, darstellt und demnach eine Verdnderung im bereits
entfalteten PC ist. Diese Beobachtung deckt sich mit der Feststellung, dass die Fitkomponente
d, wie oben beschrieben, ebenfalls bereits entfaltetes PC darstellt. In Folge ist der Ubergang
d>e sowohl im UV-Nahen, wie im langwelligen Bereich, eine Verdnderung im bereits
entfalteten PC. Dieses Phidnomen wird im Folgenden noch ofters beobachtet und in der

Diskussion noch einmal aufgegriffen.
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Gemessene | [M™ cm™] der steady-state |& [M"' cm™] der Komponenten der kinetischen Messungen
Wellenlénge |Messungen
[nm] PCyi PCrono | PCoenat |2 b c d e f
340 41.900| 41.400| 101.800] 44.200| 51.500| 99.200| 103.600| 101.500
- 1350 43.900| 43.700| 115.600 88.000| 107.200| 121.300|117.400
'E 600 264.000| 248.000| 47.700 170.500| 61.500| 49.300| 47.700
< 613D 291.000| 272.000| 47.500] 299.400| 249.900| 174.100| 51.500| 48.000
< |613(2) 291.000| 272.000| 47.500] 299.500| 250.200| 196.500| 93.500| 50.300| 48.000
= 616 292.000| 269.000| 46.900] 285.000| 266.400| 159.200| 38.500| 37.300
5 [330 43.900| 43.700| 115.600] 34.600| 45.200| 76.500| 79.400| 76.600
= 600 264.000| 248.000| 47.700] 289.200| 244.300| 61.100] 49.300| 48.000
2 <613 291.000| 272.000| 47.500] 309.500| 259.600| 61.600| 48.900| 47.700
O =[616 292.000| 269.000| 46.900] 303.900| 254.300| 60.700| 48.200] 47.100

Tab. 3-13: Extinktionskoeffizienten der Komponenten der lokalen und des globalen Fits (Kap. 2.3.5.) der
Entfaltung von PCy;. und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen. (Details
siche Text)

Gemessene | Apcuin |k, [s-l] Apcrin |k, [s'l] Apcuire ks [s'l] Apcrina |k [s'l] Apcuire [ks[s"] | Apcuie
Wellenldnge |rel. rel. rel. rel. rel. rel.
[nm]
340 0,04 6,04 0,16 | 0,122 | 0,96 | 0,040 | 1,04 | 0,035 1
+0,07 +0,003 +0,092 +0,080
350 0,60 | 0,384 | 0,87 | 0,169 | 1,06 | 0,004 1
40,029 40,005 0,001
600 0,43 | 0,175 | 0,94 | 0,113 | 0,99 | 0,023 1
40,003 +0,008 0,002
613 (1) -0,04 | 7,66 0,17 | 0,770 | 0,48 | 0,247 | 0,99 | 0,054 1
- +0,04 40,032 40,002 +0,003
LE 613 (2) -0,04 | 7,74 0,17 1,10 | 0,39 | 0,366 | 0,81 | 0,227 | 0,99 | 0,045 1
< +0,06 40,28 40,135 40,021 0,005
< |616 0,03 23,9 0,10 1,33 0,52 | 0,468 | 0,99 | 0,003 1
— +0,28 +0,02 +0,001 +0,001
~ |320bis 850 | -0,05 | 8,61 0,16 | 0,271 | 0,95 | 0,101 | 0,99 | 0,030 1
-Lc'; (bei 616 40,95 (bei 616 40,007 (bei 616 +0,028 (bei 616 +0,006 (bei 616
-g nm) nm) nm) nm) nm)
o

Tab. 3-14: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Apcyiy rel., Kap. 3.2.5.) der lokalen
und des globalen Fits, der absorptionsspektroskopischen Messung der Entfaltung von PCy;, mit dem
Fitmodell: a—>h—*2 ¢

beziehen sich auf PC,; aus den steady-state Messungen (Kap. 3.2., 3.8.): Apcuix rel. ist die relative
Amplitude der Komponente x zu PCy;.

k4

k5

k3 )d

>e(

Absorptionsmessung bei einzelnen Wellenl&ngen

> f); die relativen Amplituden

Im Folgenden wird die Kinetik der Entfaltung bei einzelnen Wellenlédngen analysiert. Auch

hier werden die jeweiligen Messungen (Abb. 3-52) sequentiell gefittet (Kap. 2.3.5.).
Exemplarisch wird das Ergebnis des Fits bei 350 nm grafisch dargestellt (Abb. 3-53 bis 3-55),

alle weiteren Werte stehen in Tab. 3-13 und 3-14. Die Einordnung der Komponenten des Fits

in das lineare Modell a>b>c etc. erfolgt, wie beim globalen Fit, im Wesentlichen durch die

Korrelation von € der einzelnen Fitkomponenten mit den bekannten e-Werten. Der Wert fiir

die ,,relative Amplitude* (A rel.), (Tab. 3-14) berechnet aus den e-Werten (Kap. 2.3.5.) wurde

jeweils auf den bekannten e-Wert fiir PCy; (Kap. 3.2. und 3.8.) bezogen. Wie weiter oben
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beschrieben (Abschnitt: ,,Globale Analyse®), wird durch die Totzeit der Apparatur immer der
Anfang der Reaktion unterschlagen. Deshalb gibt es den Wert “A, rel.“ (Tab. 3-13), dieser

Wert entspricht der Abweichung des ermittelten Werts der ersten ermittelten Komponente

vom bekannten g-Wert fur PCy;.

0,40+
0,35—.
0,30—.
0,25—.

0,20\

0,15 1

0,05+

Absorption [a. u.]

0,00 T T T T T T T T T s T 1
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Abb. 3-52: Rohdaten der lokalen Absorptionsidnderungen bei der Entfaltung von PC; ; Messbedingungen:
Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,6 ms (fiir 616 und 613 nm) bzw. 8,5 ms (fiir 644, 600, 350 und
340 nm), Time base: 500 us Messintervall bis 2 s Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis
300 s; Messung bei 616 nm (——), 613 nm (——), 600 nm ( ), 350 nm (——) und
340 nm ( )

Einordnen der Fitkomponenten in das lineare Fitmodell a>b>c etc.

Fiir die Kinetik der Entfaltung, gemessen bei 340 nm, war der vierstufige lineare Fit, der mit
den geringsten Fehlerabweichungen und physikalisch sinnvollen Werten. Die 5 Komponenten
wurden folgendermallen in den linearen Reaktionsweg der Entfaltung eingefiigt (Tab. 3-14,
3-15): a>b>c>d>e; der e-Wert fiir a (44.200 M cm™) liegt in der GroBenordnung vom
e-Wert des PC,; (41.900 Mm! cm'l). Man konnte ihn aber auch dem g-Wert firs PCrono
zuordnen (41.400 Mm! cm'l), zumal der Wert b fiir ein PCyono €twas zu hoch ist, d. h. bereits
eine gewisse Entfaltung erfolgt sein muss. Beim Vergleich der Ratenkonstanten mit dem
globalen Fit und den lokalen Fits der einzelnen Wellenldngen (Tab. 3-14) und deren
Einordnung in den linearen Reaktionsweg der Entfaltung mittels € Werte (Tab. 3-13), zeigt
sich aber, dass die schnelle Ratenkonstante (k > 6 s™) (Tab. 3-14) hichstwahrscheinlich dem
Reaktionsschritt a>b zu zuordnen ist. Deshalb wird die erste Komponente dem
Reaktionsschritt a>b zugeordnet. Beim Reaktionsverlauf d>e zeigt sich, wie beim globalen Fit

auch, eine leichte Abnahme von & und es gelten die gleichen Uberlegungen wie dort
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(Abschnitt: Globale Analyse und Kap. 3.9.2.1.1.), dass hier eine Verdnderung im bereits

entfalteten Protein vorliegt.

Beim Verlauf der Entfaltung, gemessen bei 350 nm, wurde der dreistufige Fit als der mit
sinnvollen e-Werten und den geringsten Fehlerabweichungen gewéhlt (im Beispiel Abb. 3-53
bis 3-55 ausfiihrlich dargestellt). Hier liegt der erste ermittelte e-Wert (Tab. 3-13) weit iiber
dem fiir PC,; und PCy,ono, er wird demnach der Komponente ¢ zugeordnet, auBerdem ist der
als erste in der Reaktion vorkommende k-Wert von 20,4 s viel geringer ist, als der, welcher

dem Schritt a>b bisher zugeordnet wurde (Tab. 3-14).

0,20 0,00204
= S 0,0015; B
s, 0,194 S, 0,0010
2 <
& A g 0,0005-
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= S 0,0000M
IS S \
2 017 g -0,00051
<
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Abb. 3-53: Lokaler dreistufiger Fit der Absorptionsénderungen bei der Entfaltung von PCy; (Abb. 3-52), bei
350 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell c>d>e>f (
und in B) Residuen
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Abb. 3-54: Extinktionskoeffizienten aus dem dreistufigen lokalen Fit (Abb. 3-53) der Entfaltungskinetik von
PC,; (Abb. 3-52), bei 350 nm. Zuordnung der Komponenten c (&), d (=), ¢ (#) und f (=) siche Tab.
3-13 und Text.
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Abb. 3-55: Konzentrationsianderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-53) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52), bei 350 nm, gemessen mittels Absorption. A) Verlauf iiber

die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 40 s; Zuordnung der Komponenten
¢c(—),d(——),e(——)und f (——) sieche Tab. 3-13 und Text.

Bei der Messung bei 600 nm zeigt sich etwas dhnliches, wie bei der Messung bei 350 nm. Der
erste ermittelte e-Wert (Tab. 3-13) ist viel zu niedrig, um einem PC,; oder PCyono entsprechen
zu konnen, deshalb wird er der Komponente ¢ zugeordnet. Der erste k-Wert (20,2 s™) liegt

ebenfalls weit unterhalb der Grofe wie er fiir den Schritt a>b bisher angenommen wurde

(Tab. 3-14).

Fiir die Kinetik bei 613 nm wurden zwei mogliche Fits in Betracht gezogen, ein vier- und ein
fiinfstufiger. In beiden Fillen ist der erste e-Wert so grof3, dass er der Komponente a
zugeordnet wird (Tab. 3-13). Auch entspricht die Schnelligkeit von k (=8 s) (Tab. 3-14) dem
Ubergang a>b, so wie er bis jetzt angenommen wird. Der e-Wert fiir b ist geringer, als fiir

PCono zu erwarten wére, d. h. auch hier ist wahrscheinlich bereits etwas Entfaltung zu sehen.

Die Zuordnung bei 616 nm ist, nach dem bisher angewandten Schema, ziemlich eindeutig.
Der e-Wert fiir die erste Komponente (285.000 M cm™) liegt nahe bei dem des PCy;
(292.000 M' cm™) (Tab. 3-13). Der e-Wert der zweiten Komponente (266.400 M~ cm™) ist
im Einklang mit dem Wert vom PCpnono (269.000 M™' cm™). Auch der sehr schnelle Ubergang
von der ersten zur zweiten Komponente (k; ~ 24 s™) (Tab. 3-14) passt gut in das bisherige
Schema mit dem schnellen Ubergang fiir a>b. Der k-Wert ist in diesem Fall allerdings
deutlich hoher, als die k-Werte der anderen Fits, dies wird weiter unten noch einmal gesondert
aufgegriffen und interpretiert. In diesem Fall sieht es so aus, als sei bei der Komponente b im

Wesentlichen noch keine Entfaltung, sondern nur Dissoziation, erfolgt (Abb. 3-56). Die Werte
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von d und e weichen gegentiber PCgenyt nach unten ab. Dies lésst sich nur damit erkldren, dass

die mathematische Aufldsung in einzelne Reaktionsschritte ihre Grenzen zur Ermittlung der

tatsdchlichen Gegebenheiten hat.

realtive Ab- bzw. Zunahme von €

Abb.

relative Ab- bzw. Zunahme von €

Abb.

bezogen auf PC Trimer
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3-56: Auf PCy; normierte Absorptionsdnderungen der Fitkomponenten, der lokalen Fits der

bezogen auf PC Trimer
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Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52) beim vierstufigen Modell: a>b>c>d>e (Tab. 3-13 und 3-14);
Komponenten a (m), b (=), c (m), d (=) und e (); Vergleichswerte aus den steady-state
Untersuchungen: PC; (——), PCpono (—), PCenat ( ).
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gemessene Wellenlange

3-57: Auf PCy; normierte Absorptionsdnderungen der Fitkomponenten, der lokalen Fits der

Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52) beim fiinfstufigen Modell: a>b>c>d>e>f (Tab. 3-13 und
3-14); Komponente a (m), b (m), ¢ (m), d (=), e () und f (m); Vergleichswerte aus den steady-state
Untel‘SllChungem PCtri ( ), PCmono(—)a PCdena{ ( )

Interpretation der ermittelten Fitkomponenten
Die lokale Analyse bei einzelnen Wellenldngen ergibt bei 340 nm und 616 nm gute Fits fiir

ein vierstufiges Modell (Abb. 3-56 und 3-58, Tab. 3-13 und 3-14). Fiir 350 nm und 600 nm

fiir ein fiinfstufiges, wobei jedoch die ersten beiden Komponenten a und b bei der Messung
nicht mehr erfasst wurden (Abb. 3-57 und 3-58, Tab. 3-13 und 3-14). Fiir 613 nm ergeben das
vier- und flinfstufige Modell vergleichbar gute Fits (Abb. 3-56, 3-57 und 3-58, Tab. 3-13 und
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3-14). Beim Vergleich der Absorptionsinderungen des vierstufigen Fits zeigt sich fiir a>b bei
340 nm und 613 nm ein dhnlich groBer Schritt mit einer vergleichbaren Ratenkonstante. Dies
gilt auch im Vergleich zum globalen Fit (Tab. 3-13 und 3-14, Abb. 3-50 und 3-58). Im
Vergleich zur Absorptionsabnahme bei der Dissoziation vom PCyi zum PCpono ist diese
Verinderung zu groB3, um sie nur dem Ubergang vom Trimer zum Monomer zuzuordnen. Es
scheint, dass bereits ein Stiick Entfaltung enthalten ist. Anders bei 616 nm, hier entspricht die
GroBe der Absorptionsabnahme und auch die e-Werte, wie bereits oben beschrieben, dem
Ubergang vom Trimer zum Monomer. Die Ratenkonstante ist ebenfalls nicht mit denen von
340 nm, 613 nm und dem globalen Fit vergleichbar, sondern dreifach grofer. Es sieht so aus,
dass die Dissoziation von PC nur bei 616 nm klar zu sehen ist (Abb. 3-56) und dass diese sehr
schnell verlduft. In der etwas groferen Ratenkonstante des globalen Fits, im Vergleich zu
340 nm und 613 nm, macht sich der schnelle Schritt von 616 nm bemerkbar. Beim Ubergang
b>c bestehen sowohl fiir die Absorptionsdnderungen als auch fiir die Ratenkonstanten fiir
340 nm gegeniiber 613 nm und 616 nm sehr groler Unterschiede (613 nm und 616 nm weisen
nahezu die gleichen Amplituden auf) und in Folge auch bei ¢c>d. Die Ratenkonstanten bei
613 nm und 616 nm im b>c Schritt differieren etwas, sind aber im Vergleich zu den k-Werten
bei 340 nm um ein vielfaches groBer. Ahnliches gilt fiir den Ubergang ¢>d. Der schnellste ist
bei 616 nm, etwas langsamer der bei 613 nm, jedoch sind sie beide um ca. das zehnfache
schneller, als der bei 340 nm. Dies kann bedeuten, dass bei b>c und ¢>d bei 340 nm ein
anderer Vorgang gesehen wird, als bei 616 nm und 613 nm. Beim globalen Fit entspricht die
GroBe der Absorptionsédnderung der von 340 nm. Die Ratenkonstante k; ist mehr als doppelt
so grof3, wie die von 340 nm, und der kp-Wert liegt ebenfalls zwischen denen der lokalen Fits
bei 340 nm und von 613 nm bzw. 616 nm, auch hier spiegelt sich der Querschnitt der Analyse
iiber einen breiten spektralen Bereich wieder. Die Absorptionsidnderung d>e zeigt in allen
Fillen nur noch eine geringe Anderung. Nachdem die Anderung im UV-Nahen Bereich aber
eindeutig wieder zu einer Abnahme, nach der vorausgegangenen Zunahme, fiihrt, kann diese
Absorptionsdnderung nicht vernachldssigt werden. Die Ratenkonstante fiir den letzten
Reaktionsschritt ist in allen Fallen im Bereich 107 s (der k-Wert von 107 s™ bei 616 nm
liegt auBBerhalb der definierten Grenzen, (Kap. 2.3.5.), und ist deshalb nur ein Anhaltspunkt).
Hier scheint, wie bereits bei der Interpretation des globalen Fits beschrieben, eine langsame
Verianderung des Proteins im bereits entfalteten Zustand (der Q-Wert der Komponente d liegt
bei 0,4), stattzufinden, welche im UV-Nahen Bereich, durch die Absorptionsabnahme, am

deutlichsten zu sehen ist.
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Beim fiinfstufigen Entfaltungsweg (Abb. 3-57) ist die relative Absorptionsianderung fiir die
Komponente ¢ (von b nach ¢ kann nicht interpretiert werden, da fiir 350 nm und 600 nm die
erste ermittelte Komponente ¢ ist) bei 350 nm um ca. 20% groBer, als bei 613 nm und 600
nm. Die Ratenkonstanten fiir 613 nm und 350 nm sind aber fast gleich groB, die fiir 600 nm
ist etwas geringer (Abb. 3-58, Tab. 3-14). Nachdem fiir 600 nm und 350 nm keine Werte fiir
die Komponenten a und b erfasst werden konnten und die erste c darstellt, miissen diese
Werte mit mehr Vorsicht interpretiert werden. Der Reaktionsweg wurde sozusagen
»mittendrin®“ erfasst und deshalb interpretiert der verwendete Algorhythmus moglicherweise
Komponenten, die tatsdchlich so nicht vorhanden sind. Die weiteren Absorptionsédnderungen
und dazugehdrigen Ratenkonstanten variieren zwischen den einzelnen Wellenldngen. Der
letzte Schritt e>f bewirkt, wie der letzte Schritt beim vierstufigen Modell, wieder eine nur
geringe Absorptionsidnderung (ebenfalls Abnahme im UV-Nahen bei 350 nm, Q-Wert der
Komponente e liegt bereits bei 0,4, d. h. Komponente e zeigt entfaltetes PC) mit einer
langsamen Ratenkonstante ks ~ 107 s™" (der k-Wert von 10~ s™' bei 350 nm liegt auBerhalb der
definierten Grenzen (Kap. 2.3.5.) und ist deshalb nur ein Anhaltspunkt) und es gelten die
gleichen Uberlegungen wie beim vierstufigen Fit, dass es sich hierbei um eine Reaktion im
bereits entfalteten Protein handeln muss (Kap. 3.9.2.1.1.). Bei 613 nm wurden auch die
Komponenten a und b erfasst und sie lassen sich entsprechend dem vierstufigen Modell, als

Dissoziationsschritt mit begonnener Entfaltung, interpretieren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Schritt a>b wahrscheinlich der Dissoziation
entspricht, er aber nur bei 616 nm klar zu erkennen ist. Der letzte Schritt hat bei beiden Fits
die dhnliche Absorptionsdnderungen und Ratenkonstanten und zeigt somit den gleichen
Vorgang an. Der Unterschied zwischen dem vier- und fiinfstufigen Modell besteht darin, dass
im fiinfstufigen bei der Entfaltung des Monomers ein zusétzliches Intermediat auftritt. Die
Kinetiken der einzelnen Wellenldngen unterscheiden sich (Abb. 3-44 und Abb. 3-58). Der
deutlichste Unterschied ist bei 340 nm, im Vergleich zum langwelligen Bereich zu sehen. Bei
340 nm (350 nm lasst sich in diesem Fall, aufgrund der fehlenden Komponenten a und b nicht
interpretieren) wurden zum Teil rel. Ampl. und Ratenkonstanten gesehen (Tab. 3-14), die von
den Werten im langwelligen stark abweichen, was dahingehend interpretiert werden kann,

dass unterschiedliche Vorgiange der Entfaltung gesehen werden.
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Abb. 3-58: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionséinderungen bei der Entfaltung von PCy;
(Abb. 3-45 und 3-52). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@), k; (@), k;
(@), k4 (@) und ks (#). Die Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des
jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-13, 3-14). Fiir 613 nm sind der vier- (1) und der fiinfstufige (2)
Fit gezeigt.

Mit Vorsicht kann folgendes erstes Modell fiir die Entfaltung von PCy, gemessen mittels
Absorption, aufgestellt werden, wobei lokale Unterschiede bei den

Einzelwellenldngenmessungen zu erkennen sind:

k1 k2 k3 k3/k4 k4/k5
PCtri———— PChmono > 1 l( > | 2) >Us >Us ,

dabei ist PCy;, das trimere PC, PChono, das dissoziierte monomere, I, ein kinetisches
Entfaltungsintermediat, U (U: Unfolded, f: Fast) der schnell entfaltete Zustand und U

(s: Slow) der langsam entfaltete Zustand des Proteins.

3.9.2.1.1. Allgemeine Schlussfolgerung fiir die Dateninterpretation in der Absorption

Alle weiteren Auswertungen folgten dem im vorausgehenden Abschnitt erlduterten Vorgehen.
Als weiteres Kriterium fiir die Interpretation der Fitkomponenten wird, nach obiger
Auswertung, die Absorptionsabnahme im UV-Nahen Bereich genommen. Sie dient als
Hinweis fiir Verinderung im bereits entfalteten Protein. Liegt der Q-Wert fiir eine
Komponente bei etwa 0,5 bis 0,4, was per Definition (Kap. 1.7.) einem entfalteten Biliprotein

entspricht und es findet noch Verdnderung statt, wird dies ebenfalls einer Verdnderung im
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bereits entfalteten  Protein zugeschrieben. Bei zu  verrauschten- oder
Einzelwellenldngenmessungen wird stattdessen der e-Wert fiir das langwellige
Absorptionsmaximum heran gezogen. Der e-Wert der zu einem bestimmten Q-Wert gehort ist
aus den steady-state Messungen bekannt (Kap. 3.8., Tab. 3-12) und kann deshalb ersatzweise
fiir den Q-Wert verwendet werden. Bei den weiteren Untersuchungen wurden in der Regel

nur noch die Ergebnisse diskutiert.

3.9.2.2. Vis-CD

Problematik der Datenanalyse:

Die CD Messungen zeigten ein erhebliches Rauschen (Abb. | Integrationszeit | k [s]
der Messung

3-59), vor allem in den ersten Messsekunden mit kleiner | 2 mg 0,145 +0,008
. . . . . “ 5ms 0,151 £0,009
Integrationszeit (us). Dies und die geringe CD-Anderung zu 2 2
g (1s) gering g 10 ms 0,123 0,011
Beginn der Messung erschwerten es zundchst, die Daten | 50 ms 0,24 £0,028

zufrieden stellend zu fitten. Vorbereitend wurden deshalb ~Tab. 3-15: Ratenkonstanten zu den
einstufigen lokalen

Messungen mit unterschiedlichen Integrationszeiten (2 - 50  Kinetikmodellen: a>b. Die Analyse
] ] ) basiert aus den Daten der Vis-CD
ms iiber eine Messzeit von 14 s; Anhang Abb. 7-7) und Fits  Messungen iiber 14 s mit

iiber unterschiedliche Zeitbereiche (bis 2 - 80 s; Anhang Egitegfghriﬁ'lilgzgzrliﬁzzrgé:ﬁgrngeifn’
Abb. 7-6) mit unterschiedlichen linearen Modellen (2 — 4 und Fit sind im Anhang gezeigt.

stufig) gefittet. Um befriedigende Fitergebnisse, die auch die CD-Zunahme im langwelligen
Bereich, wihrend der Dissoziation von PCgj, wiedergaben, zu bekommen, wurde
folgendermallen vorgegangen. Bei den Messungen iiber 14 s, mit gleich bleibender Time base
aber unterschiedlichen Integrationszeiten, ergaben sich fiir ein einstufiges Modell nur relativ
langsame Ratenkonstanten (Tab. 3-15, Mittelwert: k = 0,165 s™'). Ein mehrstufiger Fit war
nicht stabil. Die einstufigen Fits gaben jedoch die zu erwartende CD-Zunahme im positiven
Extremum, hervorgerufen durch die Dissoziation von PCyi zu PCpyono, nicht wider. Deshalb
erfolgte zundchst ein zweistufiger lokaler Fit einer 3 s Messung (Abb. 3-60). Hier ist
ansatzweise bei frithen Zeiten eine CD-Zunahme bei 616 nm zu sehen, die mit einer
Ratenkonstante von k = 14 s gefittet wurde. Allerdings ist ein Fit iiber den ersten Zeitraum
der Entfaltungsreaktion mit Vorsicht zu interpretieren, da die Reaktion noch nicht in der
Séttigung ist und so leicht, vor allem fiir die spéteren Reaktionen, Fehlinterpretationen
aufgrund des verwendeten Programms erfolgen konnen. Deshalb wurden die oben fiir die
Anfangsphase ermittelten Ratenkonstanten (k = 14 s, k = 0,165 s™") zundchst in den Fit iiber

die gesamte Messzeit von 300 s als unverénderliche Zeitkonstante eingesetzt. Diese Fixierung
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wurde, nachdem sich der Fit stabilisierte, aufgehoben, und anschlieBend weiter bis zur
Stabilisierung der Parameter gefittet. Diese Vorgehensweise brachte, wie im Folgenden zu

sehen ist, Fits mit sinnvollen Ae-Werten und geringen Fehlerabweichungen.

Vis-CD [a. u.]

T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 250 300
t[s]

Abb.3-59: Rohdaten der lokalen CD-Anderung bei der Entfaltung von PC,;. Messbedingungen: Totzeit der stop-
flow Apparatur: 6,6 ms (fiir 350, 600, 613 und 628 nm) bzw. 8,5 ms (fiir 340 und 616 nm), Time
base: 500 pus Messintervall bis 2 s Messzeit, dann 100 ms bis 120s, dann 1 s bis 300 s; Messungen bei
600 nm (——), 613 nm ( ), 340 nm ( )und 350 nm (——)
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Abb. 3-60: Lokaler zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PC; bei 616 nm. Gezeigt sind in
A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell a>b>c ( ) in B) Residuen;
Messbedingungen: Messzeit 3 s, Integrationszeit 2 ms, Totzeit der stop-flow Apparatur 6,1 ms;

Auswertung der Entfaltungskinetik vom PC Trimer

Globale Analyse

Bei der globalen Analyse der Vis-CD Spektren der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59)
wurden die Messwerte bei allen Wellenlingen gemeinsam gefittet. Das Modell mit den

kleinsten Fehlerabweichungen und physikalisch sinnvollen Aussagen ist ein dreistufiger Fit
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(s. Beispiel Abb. 3-61). Die Ubereinstimmung der Ae-Werte der Fitkomponente a und b fiir
PCyi und PCpon ist nicht gut (Abb. 3-62, Tab. 3-16). Die Werte sind durchgingig geringer,
als die aus den steady-state Messungen erhaltenen. Vergleicht man jedoch die Verdnderungen
von Ag (Abb. 3-62, 3-68) wihrend der Entfaltung (zuerst CD-Zunahme, dann -Abnahme; die
Besonderheiten bei den einzelnen Wellenldngen werden unten noch einmal diskutiert), kann
aufgrund dieses Kriteriums, die Fitkomponente a dem PCy; und die Fitkomponente b dem
PCpono zugeordnet werden. Die Ag-Werte von d und PCgyenae decken sich im Rahmen der
Fehlerabweichungen. Warum bei der mathematischen Analyse der Messkurven die ersten
Fitkomponenten in ihrer Gro3e so unterbewertet werden, ist unklar. Folgende zwei Ursachen
sind zumindest daran beteiligt: Zum einen das hohe Rauschen, vor allem zu Beginn der
Messung und zum anderen, dass auch hier wihrend der Totzeit der Apparatur bereits ein Teil
der Reaktion abgelaufen ist (,,Burst” siche Kap. 3.9.1.2.) Die einzelnen Komponenten wie
PCyi und PCpyono sind zwar im Reaktionsgleichgewicht noch vorhanden, aber nicht mehr in
der Konzentration, wie zu Beginn der Messung. Dies zeigt sich auch beim
Konzentrationsverlauf der einzelnen Fitkomponenten (Abb. 3-63), Komponente a wird nur
noch zu ca. 60% erfasst. Moglicherweise fiihrt dies zu einer Fehleinschidtzung in der Grof3e

der Ae-Werte.

Im Schritt a>b nimmt das positive Extremum zu (die Besonderheiten bei 628 nm werden
weiter unten gesondert betrachtet). Da genau dies fiir den Ubergang von PCyi zu PCrono
charakteristisch ist, wurde diesem Schritt eine Monomerisierung zugeordnet. Dieser Ubergang
ist der schnellste Reaktionsschritt (=9 s™). Eine CD-Zunahme bei 340 nm und 350 nm bei der
Dissoziation von PCy;, deutet sich bei den steady-state Messungen lediglich an (Tab. 3-17,
Abb. 3-62), tritt aber beim globalen Fit der Kinetik deutlich in Erscheinung. Durch die hohe
Messgenauigkeit, hervorgerufen durch die sehr hohe zeitliche Auflésung der kinetischen
Messung (Messintervall pus bis 3 s Messzeit, siehe Abb. 3-59, 3-60) ist es moglich, dass eine
CD-Zunahme im negativen Extremum sichtbar wird, wéhrend bei den steady-state
Untersuchungen bereits geringe Pipettierungenauigkeiten o. 4. zwischen der Messung von
PCyi und PCpono, diese kleine CD-Anderung iiberlagern. Oder, dass kinetische Intermediate
auftreten, die bei den Gleichgewichtsmessungen nicht vorkommen. Der nichste
Reaktionsschritt b>c ist durch eine ca. 40-mal langsamere Kinetik gekennzeichnet (=0,2 s™)
und weist dabei die grofte CD-Anderung (Abnahme) auf. Der letzte Reaktionsschritt c>d ist
nochmals, ca. 20-mal langsamer und hat eine durchschnittliche CD-Abnahme von =20%. Die

CD-Anderungen zwischen den einzelnen Wellenlingen variieren, bis auf den Schritt ¢>d,
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zum Teil stark. Diese Unterschiede werden bei der Interpretation mittels lokalem Fit weiter

unten eingehend betrachtet.

20-
30-
— S 10 B
S 20- 5,
g A E
g 10 c—f O -Jamuipmtieitho
A ]
0 [ 3
(%]
S o ¢ 107
-10 : : : : : . -20 : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

t[s] t[s]

Abb. 3-61: Globaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCy; (Abb. 3-59). Gezeigt sind in

A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in B) Residuen;
gezeigt bei 613 nm

300+
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Abb. 3-62: Molarer Circulardichroismus (Ag) des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-61) der Entfaltungskinetik
von PCy; (Abb. 3-59). Vergleich der A & [M'1 cm"] der Fitkomponenten der einzelnen Wellenldngen,
mit den A g [M'1 cm’l] von PCy;, PCono und PCena. Zuordnung der Fitkomponenten a (=), b (m),
¢ () und d (m) siche Text und Tab. 3-16. Vergleichswerte aus den steady-state Messungen
(Kap 38) fuir PCtri (I)a PCmono (I)’ Pcdenat (I))
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Abb. 3-63: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-61) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59) gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf liber die gesamte
Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 5 s. Zuordnung der Fitkomponente a (

), d (——) siehe Text und Tab. 3-16, Abb. 3-62.
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Zusammenfassend kann aus den Werten des globalen Fits folgendes Entfaltungsmodell

angedacht werden:
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diese beiden moglichen Varianten konnen an dieser Stelle noch nicht unterschieden werden.

Gemessene A e [M™* cm™] der steady- A g [M" ecm™] der Fitkomponenten der kinetischen
Wellenldnge state Messungen Messungen
[nm] PCui PCrnono PCoenat a b Y d €
340 -194 -196 -106 -157 -119 -103
- 350 -183 -184 -128 -140 -157 -143 -132
= 600 242 265 100 207 226 137 101
% 613 187 235 99 164 243 209 114 86
24 616 171 215 95 122 149 98
— 628 143 115 89 109 84
340 -194 -196 -106 -152 -162 -123 -107
= 350 -183 -184 -128 -152 -160 -127 -111
% 600 242 265 100 190 205 136 115
E 613 187 235 99 169 220 122 104
i} 616 171 215 95 140 146 113 99
© 628 143 115 89 80 114 92 82

Tab. 3-16: Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten der lokalen und des globalen Fits (Kap. 2.3.5.)

der Entfaltung von PCy;, und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen

(Details siche Text);
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Gemessene | Apcuia k, [s'l] A rel. kz[s'l] Aperel. | ks [s'l] Agqrel. | ks [s'l] Ay rel.
Wellenlidnge | rel.
[nm]
340 0,41 0,106 0,42 0,008 0,18
40,020 40,007
350 0,84 7,64 -0,33 0,105 0,27 0,008 0,22
+2,88 +0,070 40,01
600 0,25 4,40 -0,13 0,364 0,63 0,005 0,26
+2.84 40,063 40,005
613 0,23 7,64 -0,78 3,27 0,34 0,167 0,94 0,003 0,28
+12,9 18,34 10,066 40,020
616 0,67 8,84 -0,37 0,159 0,70
+5,57 40,035
628 0,58 0,053 0,42
0,049
Globaler Fit 0,41 9,25 -0,12 0,243 0,54 0,012 0,17
(bei 600 +2.57 (bei 600 0,034 (bei 600 0,008 (bei 600
nm) nm) nm) nm)

Tab. 3-17: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx+ rel., Kap. 2.3.5.) aus den
lokalen und globalen Fits der Vis-CD Messungen der Entfaltung von PCy;, mit dem Fitmodell:
a—L sp—*2 c( K yd—X €); die Werte der Komponenten werden auf PCy; aus den
steady-state Messungen (Kap. 3.8.) bezogen, die zum Teil groen Fehler resultieren aus dem starken

Rauschen der Vis-CD Daten. Die relativen Amplituden beziehen sich jeweils auf den vorausgehenden
Ae-Wert.

Lokale Analyse

Bei der lokalen Analyse der Messungen bei den einzelnen Wellenlingen waren
unterschiedliche lineare Fitmodelle die am besten geeignedsten. An dieser Stelle soll vorweg
genommen werden, dass sich in den folgenden Analysen der erste Reaktionsschritt a>b
teilweise eine grofere relative Amplitude hat, als beim Ubergang PCyi und PCpone Zu
erwarten wire. Dies liegt, wenn keine anderen Griinde dafiir aufgefiihrt werden, daran, dass
die rel. Ampl. immer auf PCy aus den steady-state Messungen bezogen wird und die
Fitkomponenten in ihren Ae-Werten teilweise eine Unterbewertung erfahren (weitere

Erkldrungen hierzu stehen an gegebener Stelle im Text).

Bei 340 nm ergab ein zweistufiger Fit die geringsten Fehlerabweichungen bei sinnvollen
Ae—Werten. Nachdem der erste Ubergang beim zweistufigen Fit eine relativ groBe Abnahme
des CD-Signals (41%) zeigt (Tab. 3-17), kann er nach dem Wissen aus den steady-state
Messungen nicht den Ubergang von PCyi zu PCpono zugeordnet werden. Deshalb wird der
zweistufige Fit folgendermaBlen eingeordnet: b>c>d (Tab. 3-16); zu dieser Zuordnung passt
ebenfalls die GroBe der ersten Ratenkonstante (= 0,1 s™) (Tab. 3-17). Nach den bisherigen
Ergebnissen wire sie viel zu langsam, um die Dissoziation zu beschreiben, sie wird demnach
dem ersten Entfaltungsschritt zugeordnet. Der Schritt c>d ist um ein vielfaches langsamer (er

liegt auBerhalb der definierten Messgrenzen (Kap. 2.3.5.) und ist deshalb nur ein
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Anhaltspunkt.) Die zugehorige CD-Abnahme ist nur noch halb so grofl, wie die des

vorangehenden Schritts.

Bei 350 nm zeigte ein dreistufiger Fit die besten Ergebnisse. Die CD-Anderung im ersten
Schritt war positiv (33%) (Tab. 3-17). Aus den steady-state Messungen ist fiir die
Dissoziation keine wesentliche CD-Anderung bei 350 nm zu erwarten (Tab. 3-16).
Allerdings, wie bereits beim globalen Fit erldutert, ist es gut moglich, dass bei den steady-
state Messungen diese Feinheiten unterdriickt werden, bei der kinetischen Messung, mit der
hohen zeitlichen Auflésung aber in Erscheinung treten. Oder, dass bei der Kinetik
Intermediate auftreten, die bei den Gleichgewichtsmessungen nicht vorkommen. Ein
Entfaltungsschritt hétte ein negatives Vorzeichen. Deshalb wird der Schritt a>b der
Dissoziation zugeordnet (Kap. 3.5., 3.7., 3.8.). Die Ratenkonstante von ~8 s spricht ebenfalls
fiir den schnellen Dissoziationsschritt. Die Schritte b>c und c¢>d haben &hnliche
CD-Abnahmen (27 bzw. 22%), sind aber mit unterschiedlichen Ratenkonstanten gekoppelt. k;
ist ca. 70-mal langsamer (=0,1 s™), als k;, k3 ist noch einmal um ca. das 10-fache langsamer
(er liegt auBerhalb der definierten Messgrenzen (Kap. 2.3.5.) und ist deshalb nur ein
Anhaltspunkt).
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Abb. 3-64: Lokaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCyg; (Abb. 3-59), bei 600 nm.
Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in
B) Residuen
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Abb. 3-65: Konzentrationsdnderung der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-64) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59), bei 600 nm, gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf iiber die
gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitomponenten a ( ),

) siehe Text, Tab. 3-16 und Abb. 3-66.
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Abb. 3-66: Molarer Circulardichroismus (Ag) der lokalen Fits (Abb. 3-64) der Entfaltungskinetik von PCy;
(Abb. 3-59). Vergleich der Ae [M™' cm™'] der Fitkomponenten der einzelnen Wellenlidngen mit den Ae
M em™] von PCyj, PCpyono und PCgeny. Zuordnung der Fitkomponenten a (=), b (m), ¢ (), d (=) und
¢ (m) siche Text und Tab. 3-16. Vergleichswerte aus den steady-state Messungen (Kap. 3.8.) PCy; (I),
PCmono (#)9PCdenat (I)5

Im langwelligen Bereich wird beispielhaft die lokale Analyse der Messung bei 600 nm
grafisch gezeigt (Abb. 3-64 — 3-66). Hier hatte das dreistufige Fitmodell, bei sinnvollen Ag
Werten, die geringsten Fehlerabweichungen (Tab. 3-16). Der erste Ubergang zeigt eine
CD Zunahme (13%), wie sie aus den steady-state Messungen fiir die Dissoziation erwartet

wird. Die Ratenkonstante (=4 s™) ist vergleichsweise klein, entspricht aber in etwa noch
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dieser Reaktion (Tab. 3-17). Der Fit wird demnach folgendermallen in das lineare
Entfaltungsmodell eingegliedert: a>b>c>d (Tab. 3-16). Die Reaktion b>c, mit einer um
12-mal geringeren Ratenkonstante (=0,4 s, hat die grofite CD-Abnahme (63%) in diesem
Reaktionsmodell. Es schlieit sich ein sehr langsamer Schritt mit etwa halb so groRer
CD-Abnahme (26%), an. (der bereits aullerhalb der Messgrenzen liegt (Kap. 2.3.5.) und
deshalb nur einen Anhaltspunkt darstellt).

Bei 613 nm, anders als bei allen anderen Wellenlidngen, ergab ein vierstufiges Modell den
besten Fit (Tab. 3-16). Ein dreistufiger erfasste die langsame Verdnderung am Ende der
Reaktion nicht und gab schlechte Residuen (Daten nicht gezeigt). Im ersten Reaktionsschritt
(=7 s7) erfolgt eine vergleichsweise groBe CD-Zunahme von 78% (Tab. 3-16, 3-17). Er
wurde aufgrund der Zunahme wiederum der Dissoziation zugeordnet. Im Differenzspektrum
von PCygui zu PChono (Kap. 3.8., Abb. 3-33) zeigt sich fiir die excitonische Kopplung ein
Spektrum, bei dem bei 613 nm das negative Extremum liegt. Dieses Signal verschwindet bei
der Dissoziation. Dies bedeutet, dass die Dissoziation bei dieser Wellenldinge besonders gut
sichtbar ist. (Das zugehdrige positive Extremum bei 637 nm, liegt in einem
Wellenlidngenbereich, der aufgrund der Verbreiterung der CD-Bande bei der Entfaltung von
PC schlecht interpretierbar ist.). Der Fit wird demnach folgendermaBlen eingegliedert:
a>b>c>d>e (Tab. 3-16); Der Schritt von b>c ist mit einer CD-Abnahme (34%) verbunden, er
ist deutlich schneller (=3 s™), als bei den anderen Wellenldngen (Tab. 3-17). Der Schritt c>d
zeigt eine sehr grofle (die grofite in dieser Messreihe) CD-Abnahme (94%) mit einer
dhnlichen Ratenkonstante (=~ 0,17s") fir den ersten Entfaltungsschritt wie bei 340 nm,
350 nm und 628 nm. Als letztes folgt auch hier eine langsame Reaktion (er liegt auBerhalb der
Messgrenzen (Kap. 2.3.5.) und kann deshalb nur als Anhaltspunkt dienen) mit geringer CD-
Abnahme (28%). Im Vergleich zu den Ergebnissen bei 600 nm zeigt sich, dass die
Ratenkonstante bei 600 nm von 0,4 s™' bei b>c ebenfalls leicht erhoht gegeniiber den anderen
Ratenkonstanten der anderen Wellenldngen ist. Eventuell wiirde sich bei einer weiteren
Aufspaltung der Kinetik in ein vierstufiges Modell auch bei 600 nm noch ein schneller

Entfaltungsschritt zeigen.

Fiir 616 nm gibt ein zweistufiges Modell bereits einen guten Fit. Der erste Ubergang zeigt
eine CD-Zunahme (37%), d. h. auch hier ist wieder die Dissoziation zu sehen. Die
Ratenkonstante (=8,8 s™') passt ebenfalls zu diesem Schritt (Tab. 3-17). Daraus ergibt sich
folgende Zuordnung: a>b>c (Tab. 3-16). Der Schritt b>c zeigt eine CD-Abnahme (70%), die
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ghnlich der bei 600 nm bei diesem Reaktionsschritt ist, mit einer Ratenkonstant (=0,16 s™),
die dhnlich auch bei anderen Wellenldngen gefunden wurde. Eine langsame Reaktion mit

geringer CD-Anderung ist bei dieser Wellenléinge nicht zu sehen.

Die Messung bei 628 nm stellt eine Besonderheit dar. Bei ca. 628 nm zeigt sich die
excitonische Kopplung im PCy; durch eine Schulter in der langwelligen Flanke des positiven
Extremums (Kap. 3.8.). Wie die steady-state Messungen zeigen (Kap. 3.7.), nimmt sowohl bei
der Dissoziation als auch bei der Entfaltung der CD ab (Tab. 3-16). Dies bedeutet, dass hier
dhnlich wie bei 613 nm, Dissoziation deutlich sichtbar sein sollte. Ein stabiler Fit der
Messung bei 628 nm war allerdings nur einstufig moglich. Dabei betridgt die CD-Abnahme
42% und konnte demnach sowohl der Dissoziation, als auch der Entfaltung zugeordnet
werden. Der Ae-Wert fiir die zweite Fitkomponente stimmt aber mit dem Ag-Wert von PCgenat
iiberein. AuBBerdem kann aufgrund der Tatsache des Bestehens einer Totzeit der stop-flow
Apparatur davon ausgegangen werden, dass der erste Schritt der Messung nicht erfasst wird
und nicht einer der folgenden. Aus diesen Griinden wird der einstufige Fit b>c zugeordnet
(Tab. 3-16). Mit einer Ratenkonstante von ~0,05 s™ ist er langsamer als die Ratenkonstanten
bei den anderen Wellenldngen und wire somit fiir den Dissoziationsschritt auch deutlich zu
langsam (Tab. 3-17). Insofern fehlt die schnelle Dissoziation bei dieser Analyse, deshalb
wurden weiter verschiedene lokale Analysen (Abb. 3-67, Tab. 3-18) durchgefiihrt. Drei
Varianten eines vierstufigen Fits {iber unterschiedliche Zeitspannen (bis 2 s, bis 10 s und bis
50 s Messzeit) brachten das Ergebnis, dass der CD zuerst zunimmt, dann abnimmt, wieder
zunimmt um dann endgiiltig ab zu nehmen. Der zweite Test erfolgte iiber die ersten 2 s
Messzeit mit einem zwei- und einem dreistufigen Fit. Auch hier brachten beide Ergebnisse
ein dhnliches Bild, erst CD-Zunahme, dann Abnahme und beim dreistufigen wieder Zunahme.
Die Ratenkonstanten (vor allem k; und k;) in diesem Zusammenhang waren in allen Fallen
schnell und in der GréBenordnung, wie sie fiir die Dissoziation bisher immer auftraten (Tab.
3-17). Allerdings weisen die Fits, wahrscheinlich aufgrund des starken Rauschens der
Messung, extrem groB3e Fehler auf, dass sie eigentlich nicht mehr auswertbar wiren. Da ihr
Ergebnis aber mit Beobachtungen bei der Analyse des globalen Fits, bei 628 nm,
tibereinstimmen, werden sie doch nicht verworfen, sondern mit entsprechender Vorsicht
verwendet. Im globalen Fit, der dreistufig ist, zeigte sich bei 628 nm als erster Schritt
ebenfalls eine CD-Zunahme (Abb. 3-62, Tab. 3-16). Moglicherweise ist hier der Dissoziation

ein Prozess vorgelagert, der zundchst zu einer Verstirkung des Signals fiihrt. Oder der
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Dissoziationsprozess selbst flihrt zu kurzzeitiger Signalverstirkung, was nur in kinetischen

Messungen deutlich wird. Dieses Phinomen wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
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Abb. 3-67: Verschiedene lokale Fits der CD-Anderung bei 628 nm, bei der Entfaltung von PCy; der Messung in
Abb. 3-59. A) Vierstufige Fits iber unterschiedliche Zeitspannen: Bis 2 s Messzeit ( ), bis
10 s (——), bis 50 s ( ); B) verschieden stufige Fits iiber die ersten 2 s Messzeit:

Zweistufig (——), dreistufig ( );
Fitmodell bei 628 nm ki [s'] ks [s7] ks [s] ks [s]
Vierstufig/2 s Messzeit 4,1 £82 5,571 2,0£19 0,15 +0,17
Vierstufig/10 s Messzeit 3,2 432 6,5 £28 0,83 £36 0,59 £23
Vierstufig/50 s Messzeit 2,9 £55 4,2 +49 1,3+15 0,33 £1
Zweistufig/2 s Messzeit 8,817 3,345,8
Dreistufig/2 s Messzeit 6,9 +45 3,5 +56 1,0 +27

Tab. 3-18: Ratenkonstanten der verschiedenen Fitmodelle der Entfaltungskinetik von PC;, bei 628 nm aus Abb.
3-67; die zum Teil sehr grolen Fehlerabweichungen resultieren aus dem starken Rauschen der
Messung, durch die hohe zeitliche Auflosung der ersten Messzeit (Abb. 3-59).

103 . . @
. 8,
1

‘. °

~ 014

i g @ ° ®
: L

1E-3

340 nm
350 nm
600 nm
613 nm
616 nm+
628 nm
global Fit+

Abb. 3-68: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen, bei der Entfaltung von PC,; (Abb.
3-59). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@), k, (@), k; (o) und k, (®). Die
Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes
(Tab. 3-16., 3-17).
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass auch beim CD die schnellste Komponente der
Dissoziation zugeordnet werden kann. Die Anderungen sind bei 613 nm wegen der
excitonischen Kopplung besonders ausgepriagt (Abb. 3-68, Tab. 3-16, 3-17). Anschliefend
konnen (auBer bei 628 nm) zwei weitere Entfaltungsschritte gesehen werden, wobei an dieser
Stelle noch unklar bleibt, ob der letzte Reaktionsschritt noch Entfaltung darstellt, oder eine
Verinderung des Chromophors im bereits entfalteten Zustand des Proteins. Im Vergleich mit
den Ergebnissen der steady-state Untersuchungen scheint letzteres wahrscheinlich (Kap. 3.5.,
3.7., 3.8.). Das Ergebnis bei 613 nm deutet darauf hin, dass in einem sensiblen Messbereich

noch ein dritter, schneller Entfaltungsschritt gesehen werden kann.

Von 628 nm abgesehen, gibt es, im Gegensatz zur Analyse bei der Absorption, keine
Hinweise darauf, dass bei den verschiedenen Wellenldngen teilweise unterschiedliche
Vorginge gesehen werden, sondern, dass die gleichen Entfaltungsvorginge unterschiedlich
ausgepragt sichtbar werden (Abb. 3-68, Tab. 3-17). Folgende Modelle konnen vorerst

aufgestellt werden:

PCri—~" s PCrora— K25 1, K2 >(12 ks »)U oder

PCui ki > PChono k2 )(l ks >)Uf K 4oders >Us

Es enthélt eine spidte Komponente mehr, als der globale Fit.

3.9.2.2.1. Allgemeine Schlussfolgerung fiir die Dateninterpretation im Vis-CD

Da fiir das Vis-CD keine ganz eindeutige Definition vorliegt bei welchen Werten das Protein
vollstindig entfaltet ist, ist fiir das Vis-CD eine Zuordnung zum Reaktionsschritt Ug>Ug nicht
so eindeutig moglich, wie fiir die Absorption (Kap. 3.9.2.1.1). Aber iiber den Vergleich der
definierten Zusténde fiir entfaltetes Protein aus der Absorption, der Fluoreszenz und dem
UV-CD wurden Riickschliisse fiir Ae-Werte die dem entfalteten Protein entsprechen bereits in
den steady-state Untersuchungen gemacht (Kap. 3.7.). Daraus resultierend kann eine
Ableitung fiir die rel. Amplituden erfolgen, die dem Us>Uf Schritt entsprechen kdnnen. Die
maflgeblichen Vergleichswerte fiir Ae sind in Tab. 3-12 in Kap. 3.8. aufgelistet. Die
Zuordnung muss in diesem Fall aber immer etwas spekulativer bleiben, als flir die

Absorption.
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3.9.2.3. Emission

Bei der Fluoreszenzsmessung wurde die gesamte Emission oberhalb des Cut-off Filters, ohne

nachgeschalteten Monochromator detektiert (siche Kap. 3.9.1.). Angeregt wurde bei 350 nm.

Fir die Emission war ein vierstufiger Fit (Abb. 3-69), der mit den geringsten
Fehlerabweichungen und sinnvollen Amplituden (Abb. 3-70). Ein Fit mit weniger
Komponenten unterschlug die ersten Amplitudendnderungen (deutlich sichtbar in den
Residuen; Daten nicht gezeigt), ein hoherstufiger brachte keine Verbesserung. Die
Eingliederung in das Schema a>b>c etc. ist bei der Emission nicht so eindeutig, da keine
Fluoreszenz Quantenausbeute als absolute Vergleichswerte vorliegen. Allerdings spricht
einiges dafiir, die Griinde werden in der folgenden Interpretation der Daten erldutert, dass die
Reaktion zu Beginn erfasst wurde und nichts, was das Gegenteil belegt. Deshalb wurde der
Fit a>b>c>d>e eingeordnet (Tab. 3-19). Aus Ermangelung absoluter Vergleichswerte fiir
bestimmte PC Zustdnde wurden in diesem Fall die relativen Amplituden (Tab. 3-19) auf die

Gesamtamplitude a>e bezogen.
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Abb. 3-69: Rohdaten und vierstufiger Fit der Emissionsénderung bei der Entfaltung von PC,;. Messbedingungen:
Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,6 ms; Time base: 500 ps Messintervall bis 2 s Messzeit, dann
100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s, Anregung bei 350 nm, Cut-off Filter bei 600 nm. Gezeigt sind
in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell a>b>c>d>e (——) und in B) Residuen;
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Abb. 3-70: Emissions Amplituden des vierstufigen Fits der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-69). Zuordnung
der Komponenten a (m), b (=), ¢ (m), d (=) und e (=) siche Tab.3-19 und Text.
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Abb. 3-71: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen Fits (Abb. 3-69) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-69) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber die gesamte

Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 5 s; Zuordnung der Fitkomponenten a ( ), b (—),
c(—),d( ) und e (——) siche Text und Tab. 3-19.
k; [s’l] A,y rel. k, [s'l] Ay rel. ks [s’l] Agqrel. k, [s'l] Ay rel.
18,6 +1,60 0,17 6,5 0,32 0,11 0,55 +0,04 0,44 0,26 +0,004 0,28

Tab. 3-19: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel., Kap. 2.3.5.) aus der
Emissionsmessung der Entfaltung von PCy;, mit dem Fitmodell:

a—<L sh—*2 s 5d—K se ; die relativen Amplituden bezichen sich auf die
Gesamtamplitude a>e (siche Text).

Die ersten beiden Reaktionsschritte a>b und b>c zeichnen sich durch sehr schnelle
Ratenkonstanten (Tab. 3-19) aus, wobei k; noch 3-mal schneller (= 18,6 s'l), als ks (= 6,5 s™)
ist. Die Abnahme der Amplituden sind die kleinsten im Reaktionsverlauf und machen

zusammen =~ 28% der Gesamtamplitude aus (Tab. 3-19, Abb. 3-69). Der dritte Schritt c>d ist
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ca. 10-mal langsamer (20,55 s') als der zweite und weist mit 44% die groBte
Amplitudenabnahme auf. Der vierte und letzte Schritt ist demgegeniiber etwa halb so schnell
(0,26 s™), mit einer restlichen Amplitudenabnahme von ~28%. Dieser Schritt ist deutlich
schneller, als die letzten und langsamen, wie sie in der Absorption und dem Vis-CD

beobachtet wurden, entsprechende Komponenten fehlen bei der Fluoreszenz.

Interpretation der Daten

Die erste Ratenkonstante ist sehr schnell (= 18,6 s Tab. 3-19) und liegt in einer GroBe, wie
sie bei der Absorption und dem Vis-CD bisher nur bei der Dissoziation beobachtet wurden
(Tab. 3-14, 3-17). Wie aus der Analyse der Absorptions- und Vis-CD-Messung bekannt ist,
ist wahrend der Totzeit der stop-flow Apparatur das Gleichgewicht PCyi <> PCiono <> PCenat
bereits etwas nach rechts verschoben und PC,; wurde bei diesen Messungen nur noch zu ca.
50 bis 70% des urspriinglichen Anteils erfasst (vergleiche Abb. 3-51, 3-55, 3-63, 3-65). Im
Fall der Emission liegt die erste Komponente zum Zeitpunkt des Messbeginns mit noch ca.
40% vor (Abb. 3-71). Es zeigt sich damit, dass auch hier bereits ein Teil der Reaktion
wiéhrend der Totzeit der stop-flow Apparatur abgelaufen ist. Wurden die Komponenten der
Entfaltungsreaktion bei der Absorption und dem Vis-CD erst ab b oder c erfasst, lag deren
berechnete Konzentration weit hoher, bei fast 100% (Abb. 3-55). Aus diesen Griinden wird
die erste ermittelte Fitkomponente dem Beginn der Reaktion, d. h. PCy;, zugeordnet. In den

folgenden Messungen, wird diese Vermutung iiberpriift werden.

Wie bereits bei den steady-state Messungen beschrieben, reagiert die Fluoreszenz auf die
Rigiditit des Molekiils, d. h. bereits ein beweglicher werdendes Protein flihrt zur Abnahme
der Emission, wahrend eine Verdnderung in der Signalstirke bei der Absorption und dem
Vis-CD eine Verdnderung in der Struktur des Chromophors voraussetzt. Sowohl die Tatsache,
dass zu Beginn der Messung PCy; nur zu 40% (Abb. 3-71) und nicht zu 50 bis 70%, wie in der
Absorption und dem Vis-CD (siehe oben), erfasst wurde, als auch ein Vergleich mit den
steady-state Messungen (Kap. 3.7.) spiegelt dies wider. Hier findet bei 1 bis 4 M Harnstoff
bereits eine deutliche Abnahme der Emission statt. Allerdings muss bedacht werden, dass
moglicherweise eine nicht niher definierte Reaktion des Harnstoffes mit dem Protein, die
nichts mit der eigentlichen Dissoziation zu tun hat (Kap. 1.7., 3.5., 3.6.), die Fluoreszenz von
PC herab setzt. Fiir die weitere Interpretation der Daten sind folgende weitere vorausgehende
Uberlegungen wichtig. Weder in der Absorption, noch im Vis-CD ist die Dissoziation der UE

zu sehen, solange beide UE noch gemeinsam in der Losung vorhanden sind. Hingegen kann
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es sein, dass die Dissoziation der UE in der Fluoreszenz sichtbar wird. Bei der Trennung der
UE ist die Zunahme der Flexibilitit der UE gut mdglich, diese wiirde sich in einer
Fluoreszenzabnahme widerspiegeln. Ein weiterer Unterschied zur Absorption und zum
Vis-CD besteht darin, dass PC im entfalteten Zustand keine messbare Emission mehr aufweist
(Kap. 1.8. und 3.8.). Dies hat zur Folge, dass Reaktionen im bereits entfalteten Protein, wie
sie aufgrund der Absorption und dem Vis-CD postuliert wurden, nicht mehr messbar sind.
Dies deckt sich mit der Feststellung, dass bei der Emission keine langsame Reaktion

(k < 107 s™), wie sie Up-U, zugeordnet wurde, gefunden wurde.

Das Fitmodell a>b>c>d>e kann vorerst folgendermaf3en interpretiert werden:

e a>bist die Dissoziation von PCyi zu PCpono, danach folgen drei Entfaltungsschritte:

PCtriL) PCono k2, I

e oder b>c zeigt, da der Schritt sehr schnell ist, noch keine Entfaltung an, sondern
signalisiert das instabiler werden des Proteins vor dem eigentlichen Entfaltungsschritt,
d. h. a>b>c spiegelt die Dissoziation von PCy; differenzierter wieder, als es in der

Absorption und dem Vis-CD gesehen wurde:

k1 k2 k3 k4
PCui > | > PCrmono > | >U

e oder a>b zeigt die Dissoziation von PCy; nach PCy,0no an und b>c die Trennung der UE:

PCti— 5 PCmono—>— PCue — | —** sU

Diese drei Moglichkeiten sollen durch die Untersuchungen der UE im Kap. 3.9.4. weiter

analysiert werden.

3.9.2.4. UV-CD

Im UV-CD Spektrum wird die Verdnderung der Sekundérstruktur wéihrend der Entfaltung
von PC verfolgt. Diese Messung unterscheidet sich grundsétzlich von den vorausgehenden, da
siec vom Chromophor weitgehend unbeeinflusst ist. Der Beitrag des Chromophors zum
UV-CD betriagt weniger als 10% (miindliche Mitteilung H. Scheer) Die Ergebnisse konnen

sich demnach deutlich von den Ergebnissen der anderen Messungen unterscheiden.

Wie bereits gezeigt (Kap. 3.1.2., 3.8.) ist im UV-CD Spektrum ein PC,ono von einem PCy;
nicht eindeutig zu unterscheiden. Zwar ist das Spektrum der a-Helix in 4 M Harnstoff
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gegeniiber 0 M Harnstoff (Abb. 3-35 und Anhang Abb. 7-1) etwas schwiécher, dabei blieb
aber unklar, ob das Monomer dieses niedrigere Signal aufweist, oder ob Modifikationen
anderer Art durch den Harnstoff, diese Signalreduktion bewirken. Harnstoff fiihrt unabhingig
von der Dissoziation zu einer nicht ndher untersuchten Modifikation des Proteins (Kap. 3.6.).
Deshalb wird bei der Entfaltungskinetik von PCy;, gemessen im UV-CD, die Dissoziation als

nicht sichtbar angenommen. Es wird lediglich von einem gefalteten PC ausgegangen.
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Abb. 3-72: Rohdaten und zweistufiger lokaler Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCy; bei 222 nm.;
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,1 ms, Time base: 500 pus Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s. Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( )
und Fit: Modell a>b>c (——) und in B) Residuen.
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Abb. 3-73: Molarer Circulardichroismus (Ag) des zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PC; (Abb. 3-72),
bei 222 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (=) und c (m) siche Tab. 3-20 und Text.

123



1,0+

k) ]

£ 0,9 _

5 o 1.0+

c 0,8 N
= 0.9-

— E c

S 97 S 08 B

N ' ©

N ] = 0.7
2 0,64 g T 06

S ' = € 05
o n o . T

& 0°7 £ 5 04

c s £

S 041 £ 5 031
E : 2 " 0.2
£ 0,34 g8  01]

[} 1 £

S god S 0.0 - . . . . . .
g ] 2 0O 2 4 6 8 10 12 14
S 01- t[s]
X i

010 T I I I I 1
0 50 100 150 200 250 300
t[s]
Abb. 3-74: Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen lokalen Fits (Abb. 3-72) der

Entfaltungskinetik von PCy; bei 222 nm, (Abb. 3-72) gemessen mittels UV-CD. A) Verlauf iiber die
gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 15 s; Zuordnung der Fitkomponenten a (——),

b(——)und ¢ ( ) siche Tab 3-20 und Text.
Ag [M™ cm™] der steady-state Messungen bei 222 Ae [M™' em™] der Fitkomponenten der kinetischen
nm Messung bei 222 nm
PCuyi PCin4M PCeenat a b c
Harnstoff
-1960 -1680 40 * -1600 -350 -70

Tab. 3-20: Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des lokalen Fits der Entfaltung von PCy; und
kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen. Wie gezeigt wurde, kann die
Dissoziation von PCy; mittels UV-CD nicht unterschieden werden, deshalb wird PC in 4 M Harnstoff
hier nicht als PC,,,, definiert (ndheres siehe Text); * der Wert fiir PCyep,¢ betrdgt laut Literatur
(Lehner & Scheer, 1983, Kap. 1.7.) anndhernd Null, die Abweichung von 2% liegt im Rahmen der
Messungenauigkeit.

Apcuiarel. ky [s7] Agprel. ks [s7] Ay rel.

0,19 5,35 0,66 0,07 0,15

Tab. 3-21: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx4 rel., Kap. 2.3.5) aus dem

lokalen Fit der UV-CD Messung der Entfaltung von PCy;, mit dem Fitmodell: a—k1—> b L) C;
die relativen Amplituden beziehen sich auf PCy; aus den steady-state Messungen (Kap. 3.8.).

Beim Vergleich der Ae-Werte der steady-state Messungen mit den Komponenten des Fits
(Tab. 3-20) zeigt sich, dass der fiir die erste Komponente ermittelte Wert, sich mit dem Wert
fiir PC in 4 M Harnstoff gut deckt. Dies bedeutet, dass in dieser Messreihe bereits eine
Reaktion mit Harnstoff wihrend der Totzeit der stop-flow Apparatur (Abb. 3-72) erfolgt ist.
Trotzdem wird aus obigen Uberlegungen heraus der Fit folgendermaBen in den linearen

Entfaltungsweg einsortiert: a>b>c (Tab. 3-20). Der Ubergang a>b hat eine groBe CD-
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Abnahme (=66%) und dabei eine schnelle Ratenkonstante (=5 s, Tab. 3-21). Der Schritt b>c
hat nur noch eine CD-Abnahme von =<15% mit einer um ca. 77-mal langsameren
Ratenkonstante (=0,07 s™). Der Wert fiir ¢ weicht etwas von dem erwarteten Wert null, fiir
entfaltetes Protein (Kap. 1.7.) ab, liegt aber noch im Rahmen der Fehlergrenzen. Nachdem im
UV-CD keine Dissoziation gesehen werden kann und eine mogliche, nicht ndher definierte
Reaktion mit Harnstoff (sieche oben) anscheinend bereits wéhrend der Totzeit der stop-flow
Apparatur abgelaufen ist, stellt der Schritt a>b Entfaltung dar. Nachdem fiir die Komponente
b noch deutlich Sekundirstruktur gemessen wurde, stellt auch b>c noch ein Auflésen der

Sekundarstruktur dar.

Vergleich mit den Absorptions-, Vis-CD und Emissionsmessungen

Der erste Schritt des Auflosens der Sekundarstruktur ist viel schneller, als die Entfaltung der
Proteinstrukturen, die den Chromophor sowohl in seiner Konformation als auch seiner
Stabilitdt (Kap. 1) beeinflussen (Kap. 3.9.2.1. bis 3.9.2.3.). Der zweite Schritt hat eine
Ratenkonstante in der GroBenordnung, wie sie bei der Absorption und dem Vis-CD (noch mit
Vorbehalt) einer Reaktion im bereits entfalteten PC zugeschrieben wurden. Nachdem in der
UV-CD Messung fiir die Komponente b aber noch deutlich messbare Sekundirstruktur
(=20%) gefunden wurde, kann der zweite und langsame Schritt hier nur dem zweiten
Entfaltungsschritt zugeordnet werden und nicht einer moglichen Reaktion im bereits
entfaltetem PC. Der zweite Entfaltungsschritt der Sekundérstruktur ist demnach langsamer als
der, der den Chromophor sowohl in seiner Konformation als auch seiner Stabilitét beeinflusst.
Dies zeigt deutlich, dass in der Absorption, dem Vis-CD und der Emission andere
Entfaltungsvorgédnge gesehen werden, als im UV-CD. Das Ergebnis zeigt auch, das die
Sekundérstruktur die Konformation des Chromophors nicht, oder nur gering, direkt

beeinflusst.

Folgendes Modell wird vorerst aufgestellt: PC—.— | —2 U

3.9.3. Kinetik der Entfaltung von PC Monomer

Vorbehandlung der Probenlésung

Um die Dissoziation klarer von Entfaltungsreaktionen zu separieren, wurden
Entfaltungsexperimente ausgehend vom Monomeren durchgefiihrt. Es gibt verschiedene

Moglichkeiten das Trimer-Monomer-Gleichgewicht von PC auf die Seite des Monomers zu
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verschieben (Kap. 3.1.2., 3.4., 3.7.1). Fiir diese Messreihe wurde die PC Stammldsung auf
4 M Harnstoff in 50 mM KPP, pH 7, gebracht. Die Griinde fiir diese Wahl sind in Kap. 3.4.
bereits dargestellt worden. Sie sollen hier noch ergidnzt werden. Die Moglichkeit, durch eine
sehr geringe Pufferkonzentration oder durch die Verwendung von reinem Wasser als
Losungsmittel das Gleichgewicht auf die Seite des Monomers zu verschieben, hat mehrere
Nachteile. Einer ist, dass das System sehr labil wird und dann moégliche pH-Wert
Schwankungen nicht mehr oder nicht mehr ausreichend gepuffert werden und somit die
Entfaltung unkontrolliert beeinflussen konnen. Ein weiterer Nachteil ist, dass die
Pufferkonzentration einen Einfluss auf die Kinetik der Entfaltung hat (Kap. 3.5.) und ein
Vergleich mit Messergebnissen in 50 mM KPP, Bedingungen wie sie bei den bisherigen und
folgenden kinetischen Messreihen verwendet wurden, nicht mehr gut moglich wiren. Eine
weitere Moglichkeit, das Gleichgewicht auf die Seite des Monomers zu verschieben, ist, eine
entsprechend geringe Proteinkonzentration in Ldsung zu bringen (Kap. 3.4.). Die
Proteinkonzentration miisste dabei aber sehr gering sein, zumal wenn das Protein in 50 mM
KPP und nicht in einer niedrigeren KPP Konzentration vorliegt. Vorversuche (Daten nicht
gezeigt) haben gezeigt, dass unter diesen Bedingungen die Messsignale zu schwach und das
Hintergrund Rauschen zu gro8 werden, um die Daten noch auswerten zu konnen. Fiir die
Verwendung einer 4 M Harnstofflosung in 50 mM KPP spricht, dass die Messbedingungen
fiir PCono mit denen fiir PCy und die Untereinheiten weitgehend {ibereinstimmen und bereits
ausfithrlich begriindet wurde (Kap. 3.6.), dass die Messbedingungen zwischen den
Messreihen soweit als moglich gleich bleiben sollen, um sie untereinander vergleichen zu
konnen. Die Verschiebung des Gleichgewichtes auf die Seite des Monomers mittels 4 M
Harnstoff ist in dieser Arbeit ausfiihrlich charakterisiert (Kap. 3.5. und 3.7.). Allerdings gibt
es auch Nachteile bzw. Probleme, wenn die Proteinlosung in 4 M Harnstoff erstellt wird. Es
wurde gezeigt und ist auch aus der Literatur bekannt, dass Harnstoff zu einer spektroskopisch
messbaren Reaktion mit dem Protein fiihrt, die nichts mit der eigentlichen Dissoziations- bzw.
Entfaltungsreaktion zu tun hat (Kap. 3.6.). Bei der Auswertung der Messdaten zeigte sich fast
durchgédngig (nicht beim UV-CD, sieche unten) ein Artefakt in der Form, dass die zuerst
ermittelte Fitkomponente einen physikalisch nicht sinnvollen Wert darstellt, wie z. B.
negative oder extrem hohe Extinktionskoeffizienten, wie sie fiir keine bekannte Spezies von
Biliproteinen existieren oder Ae-Werte mit Vorzeichen, die an dieser Stelle fiir Biliproteine
nicht erkldrbar sind usw. (siehe unten). Diese Artefakte sind ziemlich sicher auf die
Vorbehandlung mit Harnstoff zuriickzufiihren. Die Vorbehandlung mit Harnstoff ist die

einzige Verdnderung im Vergleich zu den Messbedingungen bei der Entfaltung von PCy;,
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Nachdem bei den Messungen von PCy; keine derartigen Artefakte beobachtet wurden (Kap.
3.9.2.) scheint es wahrscheinlich, dass die Vorbehandlung mit Harnstoff zu den erwihnten
Artefakten fithrt. Moglicherweise lduft parallel zur eigentlichen Entfaltungsreaktion eine
Reaktion, hervorgerufen durch die Modifikation des Proteins mit Harnstoff, ab. Eine weitere
mogliche Ursache fiir die Artefakte ist eine Schlierenbildung durch das Mischen zweier

relativ stark viskoser Losungen (4 M und 8 M Harnstoff).

Um die gleichen Endkonzentrationen des Proteins (1,7 * 10°® M) und des Harnstoffs (8 M)
wie bei den Messreihen von PCy; (Verdiinnung von 0 auf 8 M Harnstoff = 1:9) zu erhalten,

wurde die Proteinlosung in 4 M Harnstoff entsprechend konzentriert gelost (8,9 * 10° M;
Details siehe Kap. 2.3.5.)

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Entfaltungskinetik von PCyon, gestraffter dargestellt
als fiir PCyj, da die Entfaltung von PCyqp bereits in der Analyse von PCy; enthalten ist. Bei
dieser Messreihe geht es primédr darum, die Vermutung zu tberpriifen, ob es sich bei der
Dissoziation um den ersten und schnellen Reaktionsschritt bei der Entfaltung von PCy
handelt. Deshalb sollte in der Regel jede Messreihe mit dem x-stufigen Fit, abziiglich des
Schrittes fiir die Dissoziation vom Trimer zum Monomer, erfolgen. Da aber (bis auf ganz
wenige Ausnahmen) als erste Komponente ein Artefakt ermittelt wurde, musste dies
kompensiert werden. Um fiir die eigentliche Entfaltung von PC,o0 genauso viele Schritte zur
Verfiigung zu haben, wie Entfaltungsschritte bei der Entfaltung vom Monomer bei der
Entfaltung von PCy; ermittelt wurden, wurde jede Messreihe mit dem x-stufigen Fit
analysiert, wie er fiir PCy; bei der gleichen Wellenldinge ausgewihlt wurde. Nur so ist ein
direkter Vergleich moglich (Ausnahmen: Nicht extra gefittet wurde entsprechend PCyy
613 (2), zusitzlich gefittet wurde Vis-CD 628 nm (2) und mit einem niedriger-stufigen Fit

wurde die Emission gefittet; Erklarung siehe dort).

Absorption

Mit den Absorptionsmessungen von PCpon im Dioden Array, war ein stabiler Fit nicht
moglich. Die Griinde hierfiir konnen in den Modifikationen des Proteins durch Harnstoff

liegen (Erklarung dazu siehe oben und Kap. 3.6.).

Bei der lokalen Analyse, wie in Tab. 3-22 und 3-23 und beispielhaft fiir die Messung bei

616 nm in Abb. 3-75 bis 3-77 gezeigt, hat die erste Komponente a, einen extrem hohen
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Extinktionskoeffizienten. Im Maximum bei 616 nm liegt er bei 10° M cm™ (Abb. 3-76, Tab.
3-22), das ist etwa 10-mal so hoch wie fiir die Biliprotein-Chromophore von M. laminosus
und deshalb physikalisch unsinnig. Ahnliches ist bei den anderen Wellenlingen zu
beobachten (Tab. 3-22). Da diese Abweichung konstant bei allen Messungen und zugleich
diese Komponente in nur geringsten Konzentrationen auftritt (beispielhaft Abb. 3-77) und alle
weiteren Werte fiir die Komponenten b bis e physikalisch sinnvoll sind, wurde sie
vernachldssigt. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass durch das starke Signal des
Messartefaktes das Signal eines Entfaltungsschrittes von PC iiberdeckt wird. Nachdem PC
bereits als Monomer vorlag stellt der Schritt von b>c einen Entfaltungsvorgang dar. Der
Schritt d>e hat eine geringe Absorptionsinderung mit einer langsamen Ratenkonstante.
Hervorzuheben ist dabei die e-Abnahme bei 340 nm und 350 nm. Aus diesen Griinden wird
sie, wie in Kap. 3.9.2.1. ausfiihrlich begriindet, einer langsamen Reaktion im bereits
entfalteten Zustand zugeschrieben. Die Zuordnung der Komponenten des vierstufigen
Fitmodells in den linearen Entfaltungsweg erfolgt demnach folgendermaflen (Tab. 3-22): b
hat fiir die Wellenldnge bei 613 nm und 616 nm bereits eine deutliche Abnahme der
Absorption gegeniiber PCpyono erfahren ( 40% bei 613 nm und 37% bei 616 nm). Insofern ist
es sehr wahrscheinlich, dass die Komponente b bereits ein Entfaltungsintermediat darstellt
und in der Burstphase und/oder dem Schritt a>b noch, zumindest ein, Entfaltungsschritt
verborgen ist. Bei 340 nm und 600 nm ist von PCy,0n zu b kaum eine Absorptionsdnderung
erfolgt (in beiden Féllen 7%). Im Rahmen der Fehlerabweichungen kann deshalb bei 350 nm
und 600 nm davon ausgegangen werden, dass in Komponente b PCyon, erfasst wurde. Bei 350
nm fand eine Absorptionszunahme von 25% statt, danach sollte b ebenso ein
Entfaltungsintermediat sein. Die GroBe der Ratenkonstante (~0,3 s™', Tab. 3-23) im Vergleich
zur entsprechenden Ratenkonstante bei 340 nm (=1,6 s™', Tab. 3-23) weist ebenfalls darauf
hin, dass es sich um ein Entfaltungsintermediat handelt. Fitkomponente c zeigt, im Vergleich
der Ae-Werte mit den Ergebnissen der steady-state Untersuchungen (Tab. 3-12), ein
Entfaltungsintermediat an und Fitkomponente d PCgepa. Zur Fitkomponente e findet
wiederum leichte Absorptionsabnahme statt. Der e-Wert von e deckt sich noch besser als der
Wert von d mit dem e-Wert von PCgenar. Dass heifit, nachdem sowohl d, als auch € PCgenat
entspricht, in d>e ein Vorgang im bereits entfalteten PC gesehen wird, d entspricht Ur und e
Us. Etwas abweichend muss das Ergebnis bei 616 nm bewertet werden (Tab. 3-22). Hier
macht die Absorptionsabnahme d>e noch 4% aus. Dies und die Tatsache, dass die
Fitkomponente d gegeniiber PCgenat noch einen 16%-igen héheren Extinktionskoeffizienten

hat, deutet darauf hin, dass hier nicht oder nicht nur der Ubergang von U; nach U, gesehen
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wird, sondern noch ein Rest an Entfaltung. Grundsitzlich sind alle Uberginge ab

Komponente b deutlich langsamer, als sie bei der Analyse der Entfaltung von PCy; der

Dissoziation zugeordnet wurden (Kap. 3.9.2.)
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Abb. 3-75: Rohdaten und vierstufiger lokaler Fit der Absorptionsdnderung bei der Entfaltung von PC,o,0, bei
616 nm,; Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base: Messintervall
500 ps bis 2 s Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s; Gezeigt sind in A) experimentelle
Daten (——) und Fit: Modell a>b>c>d>e ( ) und in B) Residuen.
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Abb. 3-76: Extinktionskoeffizienten des vierstufigen lokalen Fits der Entfaltung von PC,,,, (Abb. 3-75), bei
616 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), c (m), d (=) und e (m) siche Text und Tab. 3-22.
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Abb. 3-77: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-75) der
Entfaltungskinetik von PC,o0 (Abb. 3-75), bei 616 nm gemessen mittels Absorption. A) Verlauf
liber die gesamte Messzeit von 300s, B) Ausschnitt der ersten 20 s; Zuordnung der Fitkomponenten

a( ), b ( ), ¢ ( ), d ( ) und e (——) siehe Text und Tab. 3-22.
Gemessene e[M*cm™] der steady- | € [M"' em™] der Komponenten der kinetischen Messungen
Wellenldngen state Messungen
[nm] PCrono PCenat a b c d €
340 41.400 | 101.800 2*10° 46.000 61.400 103.000 102.000
350 43.700 | 115.600 -1%10° 59.000 95.000 116.500 103.000
600 248.000 47.700 8§*10" 233.000 209.000 51.000 48.000
613 272.000 47.500 2*10° 181.400 177.700 51.000 46.500
616 269.000 46.900 1*10° 187.000 183.000 56.000 47.000

Tab. 3-22: Extinktionskoeffizienten der Komponenten der lokalen Fits (Kap. 2.3.5.) der Entfaltung von PC,,,0
und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen (Details siche Text);

Gemessene ki [s7] k> [s7] ks [s7] ks [s7]
Wellenldnge [nm]

340 12,1 +0,12 1,62 +0,075 0,148 £0,0003 0,005 £0,0005
350 5,12 0,06 0,348 £0,011 0,141 +0,002 0,0001 £0,0013
600 15,6 20,001 0,769 £0,004 0,140 +0,0003 0,025 +0,001
613 5,24 £0,06 0,833 £0,023 0,100 £0,0003 0,041 0,001
616 4,91 £0,08 0,637 £0.017 0,089 +0,002 0,056 £0,002

Tab. 3-23: Ratenkonstanten der lokalen Fits, der absorptionsspektroskopischen Messungen der Entfaltung von

PCono mit dem Fitmodell: a

k1

sh—*2 s¢

k3 )d k4

>€, (Kap. 2.3.5.).

Zusammenfassend kann folgendes Modell aufgestellt werden: PCyono— 11— (1,—)Us—Us.

Dabei kann der Ubergang von PCpono zu I} nur bei 340 nm und 600 nm sicher ausgemacht

werden, bei den anderen Wellenléngen ist er hinter dem Artefakt und eventuell in der Totzeit
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der stop-flow Apparatur verborgen. Ob dieser Schritt oder Schritte eine schnelle
Ratenkonstante haben, kann nicht analysiert werden. Insofern wird die Aussage bei der
Entfaltung von PCy;, dass die schnelle Reaktion die Monomerisierung von PCy; darstellt nicht

widerlegt, teilweise sogar gestiitzt, aber nicht sicher belegt.

Vis-CD

Die Komponente a, mit den dazugehorigen schnellen Ratenkonstanten, hat auch hier
physikalisch unsinnige Ae-Werte (Tab. 3-24, Abb. 3-79) und kommt nur fiir eine kurze Zeit in
einer ganz geringen Konzentration vor (beispielhaft Abb. 3-80). Eine Ausnahme zeigt die
lokale Analyse von 350 nm und 628 nm (1). Hier ist die erste ermittelte Fitkomponente
physikalisch sinnvoll und wird deshalb, um direkt mit den anderen Messungen verglichen
werden zu konnen, b zugeordnet (Tab. 3-24). Die Komponenten b bis e lassen sich, beim
Vergleich mit den Ae-Werten der steady-state Messungen (Tab. 3-24), gut in den linearen
Entfaltungsweg von PC einsortieren. Komponente b hat beim globalen Fit bei 616 nm um fast
25% gegeniiber PCyono abgenommen. Das deutet darauf hin, dass in diesem Fall bereits ein
Entfaltungsintermediat gesehen wird. Durch den Artefakt, welcher in Komponente a deutlich
wird, ist nicht auszuschlieen, dass auch Komponente b davon noch etwas betroffen ist. Das
ist moglicherweise der Grund fiir die Uberbewertung der Komponente b bei 340 nm, 350 nm
und 600 nm (bei 340 nm: 26%, 350 nm: 35% und 625 nm: 36%). Bei den Wellenlédngen
340 nm, 350 nm, 628 nm und sicher bei 600 nm und 613 nm (Tab. 3-24) ist aufgrund der
Hohe der Ae-Werte (Tab. 3-24) davon auszugehen, dass in der Fitkomponente b PCiono
erfasst wurde. Ab Komponente b sind alle nachfolgenden Entfaltungsschritte mit einer um ca.
10-mal langsameren Ratenkonstante assoziiert, wie sie der Monomerisierung von PCy;
zugeordnet wurden (Kap. 3.9.2.2.) (Tab. 3-25). Dass heiflit, dass ein schneller
Entfaltungsschritt nicht ermittelt werden konnte. Hinter der Reaktion a>b mit einer schnellen
Ratenkonstante (Tab. 3-25), verbirgt sich ziemlich sicher (sieche oben) kein friiher
Entfaltungsschritt von PCpno. Eine Ausnahme diesbeziiglich kann die Reaktion bei 616 nm

darstellen.

Bei der lokalen Analyse findet vor allem bei 350 nm fiir die Fitkomponente b eine
Uberbewertung statt (46% Zunahme gegeniiber PCpono). Bei 616 nm hat das CD von b
gegeniiber PCpono bereits um 26% abgenommen. Es gelten fiir die beiden vorherigen
Feststellungen die gleichen Uberlegungen, wie im globalen Fit. Bei 613 nm wurde ein

vierstufiger Fit, entsprechend der Analyse der Entfaltung von PCy; durchgefiihrt. Dabei stellt
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nicht nur Komponente a (Tab. 3-24) einen physikalisch unsinnigen Wert dar, sondern auch
der Wert flir b macht an dieser Stelle der Entfaltungsreaktion keinen Sinn. Im Vergleich zu
PCrono hitte bereits zu 50% Entfaltung statt gefunden, gefolgt von Komponente ¢, die im
Rahmen der Fehler aber PCi,ono zugeordnet werden kann (Tab. 3-24). Ein Vorgang der
Riickfaltung kann aber in 8 M Harnstoff, wie allgemein bekannt, ausgeschlossen werden. Bei
c>d findet eine CD-Abnahme, wie sie der Entfaltung entspricht, statt. Aufgrund des mehrfach
beschriebenen Mess- und Analyseproblems ist davon auszugehen, dass bei der Fitkomponente
b bei 613 nm ein Artefakt vorliegt und erst bei Komponente ¢ PCy,ono (A€ bei c: 220 M cm'l,
bei PCorono: 235 M cm'l, Tab 3-25) erfasst wird. Fiir die lokale Analyse bei 628 nm wurden
zwei Fits analysiert. Wie aus Kap. 3.9.2.2. hervorgeht, stellt die Vis-CD Messung bei 628 nm
eine Besonderheit dar. Zum einen wurde ein einstufiger Fit durchgefiihrt, der dem Fit {iber
300 s bei PCyi, entspricht, zum anderen ein zweistufiger Fit. Die Fitergebnisse des einstufigen
Fits bei PCy,ono decken sich im Rahmen der Fehlergrenzen sehr gut mit den Ergebnissen des
einstufigen Fits bei PCy; (Kap. 3.9.2.2.). Dies weist darauf hin, dass in beiden Féllen das
Gleiche gesehen wird und zwar die Entfaltung und nicht die Dissoziation von PC. Beim
zweistufigen Fit von PC,oy ergibt sich fiir die erste Komponente ein physikalisch unsinniger

Wert, bei dem unklar bleibt, ob noch ein frither Entfaltungsschritt dahinter verborgen ist (Tab.
3-24).
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Abb. 3-78: Rohdaten und dreistufiger globaler Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PC,,n, bei 600 nm;
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 500 us Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s. Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——)
und Fit: Modell a>b>c>d (——) und in B) Residuen.
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Abb. 3-79: Molarer Circulardichroismus (Ag) des globalen dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PC,o,0
(Abb. 3-78). Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), ¢ (m) und d (=) siche Text und Tab. 3-24.
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Abb. 3-80: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-78) der
Entfaltungskinetik von PC,,,,, (Abb. 3-78) gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf iiber die gesamte
Messzeit von 300 s; B) Ausschnitt der ersten 30 s; Zuordnung der Fitkomponenten a ( ),
b ( ), ¢ (——)und d( ) sieche Text und Tab. 3-24.

Zusammenfassung fir die Vis-CD Messungen
Bei der lokalen Analyse gilt das Gleiche, wie bei der globalen, dass, auler bei 616 nm, hinter

der Fitkomponente a und dem Schritt a>b kein frither Entfaltungsschritt verborgen ist. Beim
Vergleich der Ratenkonstanten (Tab. 3-25) zeigt sich, dass bei der vorgelegten Interpretation
der Daten kein schneller Reaktionsschritt fiir die Entfaltung ermittelt wurde. Ab Komponente
b sind die Ratenkonstanten um etwa zwei GrdéBenordnungen geringer, wie bei dem
Reaktionsschritt, der beim PCy; der Monomerisierung zugeordnet wurde (Kap. 3.9.2.2.).
Insofern wird die beim PCy; getroffene Aussage unterstiitzt, dass die Monomerisierung am
schnellsten Schritt beteiligt ist. Grundsétzlich kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass im

Burst oder dem Messartefakt noch zumindest ein schneller Reaktionsschritt steckt, obwohl
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dies bei der Vis-CD Messung unwahrscheinlich erscheint, da weitgehend PC,,n, erfasst

wurde.
Gemessene As[M?* cm™] der Ae [M™ em™] der Fitkomponenten der kinetischen
Wellenlédngen | steady-state Messungen
[nm] Messungen

PCrono PCenat a b c d e

340 -196 -106 -850 2211 -137 -105
350 -184 -128 -210 -153 -127

- 600 265 00| -1*10° 275 116 102

= 613 235 9 -8*10° 162 220 111 97

= 616 215 95| -3*10° 182 91

5 628 (1) 115 89 117 91

— 628 (2) 115 89 -664 136 93
340 -196 -106 204 -220 -129 -106

= 350 -184 -128 203 -212 -127 -105

= 600 265 100 -213 264 143 114

% 613 235 99 -169 223 117 92

= 616 215 95 -211 187 123 105

© 628 115 89 -185 125 98 87

Tab. 3-24: Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des globalen und der lokalen Fits (Kap. 2.3.5.)
der Entfaltung von PC,o,, und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Messungen (Details
sieche Text).

Gemessene ki [s] ks [s7] ks [s7] ks [s7]

Wellenldngen

[nm]

340 4,12 +421 0,143 £0,036 0,010 £0,005

350 0,325 +0,088 0,019 £0,007

600 15,9 £0,02 0,134 £0,030 0,012 +£0,027

613 18,2 £0,0001 0,921 £1,30 0,084 £0,061 0,017 £0,053

616 18,0 £0,0003 0,061 £0,011

628 (1) 0,052 £0,029

628 (2) 2,95 +1,94 0,188 £0,136

Globaler Fit 2,88 £0,89 0,139 £0,021 0,017 £0,006

Tab. 3-25: Ratenkonstanten der lokalen und des globalen Fits, der Vis-CD Messungen der Entfaltung von PC,,

mit dem Fitmodell: (@

k4

k1 >)b k2

>C(

k3 >d(

>€)) (Kap. 2.3.5.).

Emission

Bei der Analyse der Entfaltungskinetik von PCpono war lediglich ein dreistufiger Fit moglich,
ein Fit mit mehr Komponenten war nicht stabil (Abb. 3-81). Bei der Entfaltung von PCy;
wurde ein vierstufiger Fit durchgefiihrt (Kap. 3.9.2.3.). Die erste Komponente a, assoziiert mit
einer schnellen Ratenkonstante (Tab. 3-26), hat eine physikalisch nicht sinnvolle Amplitude.
Im Vergleich mit den Ergebnissen von PCyi und weiteren Kontrollmessungen (Daten nicht
gezeigt) ist die Amplitude um ca. 3 Grofenordnungen zu hoch (Abb. 3-82) und zudem in nur
geringster Konzentration (Abb. 3-83) vorhanden. Ausgehend von Komponente b wird
deutlich, dass der schnelle (k; =19 s bei der Entfaltung von PCy;) Reaktionsschritt fehlt. Da

die Dissoziation vom Trimer zum Monomer in dieser Versuchsreihe ausgeschlossen wurde,
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deutet dies darauf hin, dass der Dissoziation vom PCy; zum Monomer die schnelle Reaktion
zugeordnet werden kann. Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich hinter der

Fitkomponente a und in der Burstphase noch ein Entfaltungsschritt verbirgt.

1,0 0.015,
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2 2 .0.005-
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Abb. 3-81: Rohdaten und dreistufiger Fit der Emissionsédnderung bei der Entfaltung von PCpe:
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 500 us Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s; Anregung bei 350 nm, Cut-off Filter bei 600 nm.
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in B) Residuen.
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Abb. 3-82: Emissions Amplituden des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PC,,,,, (Abb. 3-81).
Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), c (m) und d (=) siehe Text.
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Abb. 3-83: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik von
PCliono (Abb. 3-81) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s;

B) Ausschnitt der ersten 30 s; Zuordnung der Fitkomponenten a (——), b ( ), ¢ ( ) und

d( ) siche Text.
k; [s"] 9,62 +0,08 Wie oben erwidhnt, war ein vierstufiger Fit, wie er
ky [s] 0,198 +0,003 _ . , :
K [s1] 0.094 £0.006 vergleichbar mit der Analyse von PCy; gewesen wire, nicht

Tab. 3-26: Ratenkonstanten des Fits

“0: A : machbar. In Folge dessen fehlt im Ergebnis des dreistufigen
der Emissionsédnderung bei der

Entfalmlllg von PCpon, mit dem Fits von PCono, die zweite schnelle Ratenkonstante (k =7 s
Fitmodell:

a—K yp_k2 o K3 4 1, Tab. 3-19) mit der entsprechenden Amplitude, wie sie fiir
(Kap. 2.3.5). PC,; ermittelt wurde. Folgende Uberlegungen sind, im

Vergleich mit den Ergebnissen fiir die Entfaltung von PCy;, fiir die Interpretation der Daten
moglich. Ein vierstufiger Fit ist nicht mdglich, da a>b>c beim PCy; tatsichlich die
Dissoziation, wie es als Moglichkeit diskutiert wurde, von PCy; beschreibt (Kap. 3.9.2.3.) und
dieser Vorgang bei der Entfaltung von PC,on, nicht vorhanden ist. Eine andere Mdglichkeit
ist, dass ein vierstufiger Fit deshalb mathematisch nicht auflosbar ist, da durch die Reaktion
des Proteins mit Harnstoff (sieche oben), welche nicht zur Entfaltungsreaktion gehort, die
Messergebnisse soweit verdndert werden, dass sie mit den fiir die mathematische Analyse der
Entfaltung zu Grunde liegenden linearem Reaktionsmodel nicht mehr zu fitten sind. Dies
wiirde bedeuten, dass die Ergebnisse bei PCy; doch dahingehend interpretiert werden miissen,
dass nur der Ubergang a>b die Dissoziation beschreibt und b>c bereits Entfaltung, eventuell
gemeinsam mit der Untereinheitentrennung. Auch mit den Ergebnissen der Messung der

Entfaltung von PCpono ldsst sich deshalb dieses Problem nicht weiter auflésen. Die
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Untersuchungen an den Untereinheiten sollen u. a. iiber das Problem der Dissoziation der
Untereinheiten, wie sie bei der Emission angesprochen wurde, weiteren Aufschluss ergeben.
Eventuell kann dabei ein Hinweis gefunden werden, welche der moglichen Interpretationen

des Reaktionsverlaufs von PCy; die wahrscheinlichere ist.

UV-CD

Bei der lokalen Analyse der Entfaltungskinetik von PCpono bei 222 nm, ergab ein zweistufiger
Fit (Abb. 3-84), wie er auch fiir PCy; (Kap. 3.9.2.4.) durchgefiihrt wurde, fiir alle drei
Fitkomponenten Ae-Werte, die gut mit den Ae-Vergleichswerten aus den steady-state
Messungen iibereinstimmen (Tab. 3-27). Die endlichen Werte fiir die Komponente c, die fiir
PCenat steht und demnach ein Ae = 0 haben miisste (Kap. 1.8.), liegen im Rauschen der
Messung begriindet (Abb. 3-84A). Die erste, schnelle Ratenkonstante, wie sie fiir PCy (k =5
s'l, Tab. 3-21) ermittelt wurde, wurde auch fiir die Entfaltung von PC,,oy, erfasst (Tab. 3-28).
Wie bereits in den Kapiteln 3.1.2., 3.6., 3.8. dargestellt, kann im UV-CD ein Monomer nicht
von einem Trimer unterschieden werden, d. h. der Ubergang von PCy; zu PCpono ist UV-CD
inaktiv. Diese Aussage bestdtigt sich in den Messergebnissen der Entfaltung von PCi,on0, die

vergleichbar mit den Ergebnissen der Entfaltungskinetik von PCy; sind (Kap. 3.9.2.4.).
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Abb. 3-84: Rohdaten und zweistufiger lokaler Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCqy,, bei 222 nm.
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base: 500 pus Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s, Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( )
und Fit: Modell a>b>c ( ) und in B) Residuen
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Abb. 3-85: Molarer Circulardichroismus (A¢) des zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PC,n, (Abb.
3-84), bei 222 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m) und ¢ (m) siche Text und Tab. 3-27.
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Abb. 3-86: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen Fits, der Entfaltungskinetik von
PCliono (Abb. 3-84) bei 222 nm gemessen mittels UV-CD. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von

300 s; B) Ausschnitt der ersten 8 s; Zuordnung der Fitkomponenten a (——), b (——) und ¢ ( )
siche Text und Tab. 3-27.

Ag [Mt em™] der steady- | Ae [M™ cm™] der kinetischen Messung Ratenkonstanten

state Messungen bei bei 222 nm

222 nm

PC PCenat a b c Kk [s'] Kk [s]

-1960 40* -1800 -690 -60 4,00 +1,88 0,0079 +£0,012

Tab. 3-27: Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des
lokalen zweistufigen Fits der Entfaltung von PC,,,, und kursiv die
Vergleichswerte aus den steady-state Messungen (Details siche
Text) *die Abweichungen von 2% von dem zu erwartenden Wert
Null (Kap. 1.7.) liegen im Rauschen der Messung begriindet und
liegen noch im Rahmen der Fehlergrenzen.
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Tab. 3-28: Ratenkonstanten des
lokalen Fits bei 222 nm, der UV-
CD Messung der Entfaltung von
PCono mit dem Fitmodell

a k1 )b k2
235).

>C, (Kap.




Zusammenfassung

Die Ergebnisse der Vis-CD-, der Absorptions- und der Emissionsmessungen an Monomeren
sind kompatibel mit der Aussage, die fiir die Entfaltung von PCy; getroffen wurde, dass die
Dissoziation den schnellen Reaktionsschritt bei der Entfaltung von PCy; darstellt. Viele
Ergebnisse, vor allem der Vis-CD Messung, bei der weitgehend PC,ono erfasst wurde, stiitzten
sogar diese Aussage (siehe oben). Es wurde kein mit der Dissoziation vom Trimer zum
Monomer vergleichbar schneller Reaktionsschritt gefunden. Aufgrund des bei den meisten
Messungen auftretenden Artefaktes der ersten Fitkomponente kann aber nicht ganz
ausgeschlossen werden, dass sich dahinter noch ein eventuell schneller Entfaltungsschritt
verbirgt. Die Ergebnisse der UV-CD Messung sind analog zu denen bei Entfaltung von PCy;:
Auf der Ebene der Sekundarstruktur wird ein schneller (k ~4 s bis 5 s™) Entfaltungsschritt
gesehen, gefolgt von einem zweiten, langsamen Schritt. Man kann deshalb davon ausgehen.
dass die Auflésung der Sekundirstruktur nicht von dem Aggregationsgrad des

Ausgangsproduktes abhingt.

3.9.4. Kinetik der Entfaltung der Untereinheiten

Messbedingungen

Bei den kinetischen Messungen der Entfaltung der UE traten zwei Probleme auf. Die
Messbedingungen mussten deshalb etwas verdndert werden. Die problematischere der

Untereinheiten war dabei die o-UE.

Bei Messungen mit UE in Stammldsungsansitzen entsprechend denen des PCy (0 M
Harnstoff, 50 mM KPP, pH 7) ergaben sich Messkurven, die Drift, Schwankungen, Rauschen
etc. aufwiesen. Wie bereits bekannt (Fischer, 1989), neigen die UE, vor allem die a-UE, im
isolierten Zustand zur Aggregation. Dies fithrt wahrscheinlich zu den beschriebenen
Messartefakten und die daraus resultierenden Messkurven sind nicht mehr sinnvoll zu
interpretieren. Um diese Aggregation zu verhindern, wurden den Stammldsungsansétzen der
UE Harnstoff zugesetzt. Nachdem eine Zugabe von bis zu 4 M Harnstoff in 50 mM KPP noch
nicht zur Entfaltung fithrt (Kap. 3.7.), wurden Testreihen mit Stammldsungen durchgefiihrt,
die 1, 3 und 4 M Harnstoff enthielten. Eine Stammldsung von 4 M Harnstoff brachte die
besten Messergebnisse, deshalb wird die Stammlosung fiir die Entfaltungskinetik der UE in
4 M Harnstoff angesetzt. Jedoch fiihrt die Vorbehandlung mit Harnstoff gelegentlich auch
hier, wie bei den Experimenten mit PCpono (Kap. 3.9.3.), zur Artefaktbildung. In diesen Féllen
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muss die erste ermittelte Fitkomponente mit unsinnigen physikalischen Werten unbeachtet

bleiben. Details und Erlduterungen zu diesem Thema stehen im Kap. 3.6. und 3.9.3.

Die B-UE besitzt zwei, die a-UE einen Chromophor (Kap. 1). Beim Ansetzten einer
Stammlosung der UE mit der gleichen Proteinkonzentration wie flir das integrale PC,
reduziert sich damit die Signalstdrke fiir die 3-UE auf ca. 2/3 und die der a-UE auf ca. 1/3 der
Signalstirke vom integralen PC. Die Folge waren Messergebnisse, welche zu verrauscht und
zu gering in der Signalstirke waren um noch gut auswertbar zu sein. Nach verschiedenen
Versuchen wurden Proteinkonzentrationen gewihlt, die die gleiche (OD = 4,5 cm™) oder eine
hohere optische Dichte aufwiesen, wie sie fiir die Messungen mit PCy; verwendet wurden.
Dies bedeutet fiir die o-UE eine Proteinkonzentration von 3,8 * 10° M und fiir die p-UE
2,3 * 10° M. Fiir die o-UE waren die Messergebnisse im Vis-CD auch bei dieser
Konzentration noch zu verrauscht und die Stammldsung fiir die Vis-CD Messungen wurde
auf eine OD von 9 cm™ gebracht, was einer Proteinkonzentration von 7,6 * 10 M entspricht
(Kap. 2.3.5.). Ein Vergleich der Kinetiken von den UE und dem integralen PC stellt trotzdem
kein Problem dar, da die Entfaltung des Proteins unabhéngig von der Proteinkonzentration ist,
anders als die Dissoziation. Da durch die Zugabe von Harnstoff eine Aggregation der UE
verhindert wird, ist in Folge eine Dissoziation von aggregierten UE bei der kinetischen

Messung ausgeschlossen.

Aufgrund der Erfahrungen der kinetischen Messungen von PCy; und PCyono wurden fiir die
UE-Messungen lidngere Messzeiten (600 s) angesetzt. Bei vielen Messreihen wire eine
deutlich kiirzere Messzeit zwar ausreichend gewesen, um aber die Werte besser vergleichen
zu konnen, wurde eine Auswertung der Messung iiber 600 s fiir alle nachfolgenden
Messreihen durchgefiihrt (Ausnahme: Bei der UV-CD Messung der 3-UE war, aufgrund eines

Messdrifts, eine Auswertung nur iiber die ersten 100 s moglich und auch ausreichend).
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3.9.4.1. PC o-Untereinheit
3.9.4.1.1. Absorption

Globale Analyse
Bei der globalen Analyse der Entfaltungskinetik (Abb. 3-87) der a-UE war der dreistufige Fit

(Abb. 3-88) der geeignedste. Ein zweistufiger Fit hatte schlechtere Residuen und groBere
Fehlerabweichungen, ein vierstufiger brachte keine Verbesserung mehr. Der Fit wurde
a>b>c>d eingeordnet (Tab. 3-29). Beim Vergleich der e-Werte der Fitkomponenten mit denen
aus den steady-state Messungen (Tab. 3-29), welche, wie beim integralen PC, als
Vergleichswerte dienen, zeigte sich, dass die erste Komponente vergleichbar mit der der
nativen o-UE ist. Der Messbereich bei 350 nm war zu verrauscht (Abb. 3-87), um
ausgewertet werden zu konnen. Beim Vergleich der relativen Amplituden mit den
dazugehorigen Ratenkonstanten (Tab. 3-29, 3-30; Abb. 3-95) zeigt sich, dass der erste Schritt
ein schneller (=7 s') mit der groBten Absorptionsabnahme (Tab. 3-29, 3-30; Abb. 3-89) ist.
Der zweite Schritt ist halb so schnell (=3 s™) und weist immer noch eine starke Abnahme der
Absorption auf. Der letzte Schritt mit einer noch langsameren Ratenkonstante (=1 s™') hat nur
noch eine ganz geringe relative Amplitude. Der Reaktionsverlauf mit den iiberwiegend
schnellen Ratenkonstanten spiegelt sich auch im Verlauf der Komponentenkonzentration
(Abb. 3-90) wider. Die letzte ermittelte Komponente, d, ist bereits nach ca. 13 s zu 100%
vorhanden. Die Fitkomponenten konnen folgendermallen interpretiert werden: a entspricht
o-UE,,, darauf weist nicht nur der e-Wert hin, sondern das gesamte Spektrum der
Komponente a (Abb. 3-89) ist dem der a-UE,,; aus den steady-state Messungen sehr dhnlich
(Abb. 3-36). Komponente b entspricht einem Intermediat, ¢ ist weitgehend entfaltet und d
vollstindig entfaltet (Tab. 3-29, 3-30; Abb. 3-89). Inwieweit der Ubergang c>d eine
Verianderung des Chromophors im bereits vollig entfalteten Protein darstellt kann an dieser
Stelle nicht entschieden werden. Die Reaktion ist jedoch relativ schnell (0,99 s™), so dass es
sich wahrscheinlich noch um eine Entfaltungsreaktion handelt. Dieses Problem wird in der

Diskussion noch einmal aufgegriffen.
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Abb. 3-87: Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsédnderung bei der Entfaltung der o-UE.
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,1 ms; Time base: 5 ms Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 600 s;
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Abb. 3-88: Globaler dreistufiger Fit der Absorptionsénderung bei der Entfaltung der a-UE (Abb. 3-87). Gezeigt

sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell a>b>c>d (——) und in B) Residuen.
Bei 617 nm
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Abb.3-89: Molare Absorptionsspektren des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-88) der Entfaltungskinetik der
a-UE (Abb. 3-87). Zuordnung der Fitkomponenten a (—), b (——), ¢ ( )und d (——) siehe Text

und Tab. 3-29.
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Abb. 3-90: Konzentrationsénderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-88) der
Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-87) gemessen mittels Absorption. A) Verlauf iiber die gesamte
Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitkomponenten a ( ),
b(—),c( ) und d (——) siche Text und Tab. 3-29.
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Gemessene | ¢ [M™ cm™] der & [M™" cm™] der Fitkomponenten der kinetischen Messungen

Wellenlénge | steady-state

[nm] Messungen

0-UEnst | 0-UEgenat | @ b c d e f

. 350 15.300 36.400 13.200 31.200 36.100 37.100 37.800 36.200
= 580 63.500 14.800 47.400 26.600 12.700 14.300 14.800
4 = | 605 99.000 15.700 62.900 16.000 10.900 13.600 15.600
= = |617 116.600 15.500 99.300 80.800 31.900 15.800 15.700
5 350 15.300 36.400 *
= 580 63.500 14.800 64.000 30.400 16.200 14.400
2 = | 605 99.000 15.700 97.000 42.400 18.700 15.800
O &= 617 116.600 15.500 99.800 42.800 18.100 15.000

Tab. 3-29: Extinktionskoeffizienten je UE, der Komponenten der lokalen und des globalen Fits (Kap. 2.3.5.) der
Entfaltung der a-UE und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen (Details
siche Text); * die Werte fiir 350 nm aus dem globalen Fit konnten wegen des starken Rauschens der
Messung nicht ermittelt werden, siche Abb. 3-87.

Gemessene Aa-UEnat/a kl [S_I] Aa-UEnat/b k2 [S_I] Aa-UEnat/c k3 [S_I] Aa-UEnat/d k4 [S_l] Aa-UEnat/e k5 [S_l] Aa-UEnat/f
Wellenldnge| rel. rel. rel. rel. rel. rel.
[nm]
350 -0,10 10,5 0,76 3,11 0,99 0,27 1,04 0,04 1,08 0,003 1
10,06 10,03 +0,01 0,002 +0,0001
580 0,33 10,0 0,76 4,90 1,04 0,61 1,01 0,007 1
10,25 10,03 10,006 10,0001
605 0,43 10,4 0,99 3,48 1,06 0,89 1,02 0,04 1
10,05 +0,09 +0,02 10,0002
617 0,17 34,6 0,35 5,17 0,84 2,55 0,99 0,052 1
+1,00 10,03 10,01 0,004
Globaler Fit| 0,16 7,06 0,73 3,20 0,97 0,99 1
(bei 617 +0,90 (bei 617 +0,52 (bei 617 +0,29 (bei 617
nm) nm) nm) nm)

Tab. 3-30: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Aq ygnayx rel., Kap. 2.3.5.) des
globalen und der lokalen Fits, der absorptionsspektroskopischen Messungen Entfaltung der a-UE, mit

dem Fitmodell: a—4—>b—*2 sc—8 5 d(— 5 e(—
beziehen sich auf die native o-UE aus den steady-state Messungen (Kap. 3.8.).

> T)) ; die relativen Amplituden

Lokale Analyse
Bei den lokalen Analysen der Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-91) war, im Gegensatz zur

globalen Analyse, durchgiingig Fits mit mehr als vier Komponenten sinnvoll (Tab. 3-29).

Die lokale Analyse bei 350 nm erforderte einen flinfstufigen Fit (Tab. 3-29, 3-30). Ein Fit mit
weniger Komponenten ignorierte die Absorptionsabnahme in der letzten Phase der Reaktion.
Der Fit wurde a>b>c>d>e eingeordnet. Im Vergleich der e-Werte ergab sich folgende
Interpretation der Fitkomponenten. Die erste Fitkomponente entspricht im Rahmen der
Fehlergrenze weitgehend der der a-UE,, aus den steady-state Messungen (Tab. 3-29). Der
mit Abstand grofite Entfaltungsschritt mit einer Absorptionszunahme von 86% ist der erste,
assoziiert mit einer schnellen Ratenkonstante (=10 s™) (Tab. 3-30, Abb. 3-95). Der zweite ca.

dreimal langsamere Schritt (=3 s, hat eine Absorptionszunahme von 23%. Es folgen noch
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zwei weitere mit sehr geringer Absorptionszunahme wund deutlich langsameren
Ratenkonstanten. Der letzte Schritt e>f, mit sehr langsamer Ratenkonstante (sie liegt
auBBerhalb des definierten Messbereiches (Kap. 2.3.5.) und ist deshalb nur ein Anhaltspunkt)
bringt eine Absorptionsabnahme mit sich. Dies wird einer Verdnderung im Chromophor
zugeschrieben, die nichts mehr mit der Entfaltung zu tun hat (Details sieche Kap. 3.9.2.1.),

sondern einer langsamen Reaktion im bereits entfalteten Protein darstellt.
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Abb. 3-91: Rohdaten der lokalen Absorptionsidnderung bei der Entfaltung der a-UE; Messbedingungen: Totzeit
der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 500 us Messintervall bis 2 s Messzeit, dann 20 ms bis
60 s, dann 1 s bis 600 s; Messungen bei 580 nm (——), 605 nm (——), 617 nm ( ) und
350 nm ( ).

Die lokale Analyse im langwelligen erforderte jeweils nur einen vierstufigen Fit. Sowohl bei
580 nm, als auch bei 605 nm erfolgte nach der anfanglichen Abnahme der Absorption wieder

eine leichte Zunahme (Tab. 3-29, 3-30).

Bei 580 nm (Abb. 3-92 bis 3-94) ist bereits wihrend der Totzeit der stop-flow Apparatur eine
deutliche Abnahme von 33% der Absorption, bezogen auf den Vergleichswert der a.-UE,,; aus
den steady-state Messungen, erfolgt (Tab. 3-29). Jedoch weist die erste schnelle
Ratenkonstante (=10 s™) auf einen friihen Entfaltungsschritt hin (Tab. 3-30). Aus diesen
Grinden wird die erste ermittelte Fitkomponente b zugeordnet, = b>c>d>e>f. Ein
vergleichbarer k-Wert wurde fiir den ersten Entfaltungsschritt bei 350 nm und in der globalen
Analyse gefunden (der bei 617 nm ist noch einmal deutlich schneller), wobei er hier a>b
zugeordnet wurde und nicht b>c. Die Komponente b wird zu Beginn der Messung noch mit

ca. 60% erfasst (Abb. 3-94). Die Analysen der Entfaltung von PCy; (Kap. 3.9.2.) zeigten, dass
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auch 60% Ausgangskonzentration einer Komponente nach dem Burst geniigen, um sie und
den dazugehorigen Entfaltungsschritt sicher zu bestimmen. Auffillig ist die bislang nicht
beobachtete Absorptionszunahme ab Komponente d bis e, die mit langsameren
Ratenkonstanten assoziiert sind (ks ~0,6 sk =0,01 s'l). Wie bereits in der Einleitung
dargestellt, geht der Chromophor bei der Entfaltung des Proteins von der gestreckten
Konformation in eine eher ringformige Konformation iiber, was wesentlich zur
Absorptionsabnahme im langwelligen Bereich beitriagt (Kap. 1). Bei der Absorptionszunahme
am Ende der Entfaltungsreaktion konnte es sich um eine leichte Streckung des Chromophors,
im bereits entfalteten Protein, handeln. Auf jeden Fall zeigt die GroB3e der e-Werte von d, e
und f, dass der Chromophor quasi frei ist und das Protein somit nach den Kriterien der

Absorption entfaltet vorliegt (Kap. 1)

Der vierstufige lokale Fit bei 605 nm erfasst die erste Komponente ebenfalls nur noch zum
Teil (Tab. 3-29). Wiéhrend der Totzeit der stop-flow Apparatur erfolgte bereits 43%
Absorptionsabnahme im Vergleich zur a-UE,, aus den steady-state Messungen (Tab. 3-29).
Auch hier deutet die erste ermittelte schnelle Ratenkonstante (=10 s') darauf hin, dass ein
frither Entfaltungsschritt analysiert werden konnte (Tab. 3-30). Aus diesen Beobachtungen
heraus wird auch dieser Fit einem Modell b>c>d>e>f zugeordnet. Wie bei 580 nm erfolgt
auch hier eine Absorptionszunahme ab Komponente d. Es gelten die gleichen Uberlegungen
wie dort (siehe oben), d. h., d>e>f sind Reaktionsschritte im bereits entfalteten Protein (Tab.

3-29, 3-30;).

Bei 617 nm liegt der e-Wert fiir die erste ermittelte Fitkomponente, des vierstufigen Fits, im
Rahmen der Fehlergrenze bei dem Wert der a-UE,, aus den steady-state Messungen. Hier
konnte weitgehend der Beginn der Entfaltungsreaktion erfasst werden (Tab. 3-29, 3-30),
deshalb wurde der Fit a>b>c>d>e einsortiert (Tab. 3-29). Der erste Schritt hat eine
Absorptionsabnahme von 18% und ist mit einer sehr schnellen Ratenkonstante, ca. dreimal so
schnell wie die schnellsten Ratenkonstanten der anderen lokalen Analysen bzw. der globalen
assoziiert (=35 s™') (Tab. 3-30; Abb. 3-95). Der zweite Schritt, um ca. ein siebenfaches
langsamer (=5 s') weist, mit 49% Absorptionsabnahme, die grofite Amplitude auf. Es folgt
ein immer noch schneller Reaktionsschritt (=2,5 s™) mit einer Absorptionsabnahme von 15%.
Der letzte Schritt hat um ca. eine 50-fache langsamere Ratenkonstante (0,05 s™) mit nur
noch einer ganz geringen Absorptionsabnahme von 1%. Das Maximum der a-UE,, liegt bei

617 nm, demnach ist die Absorptionsabnahme durch die Entfaltungsreaktion hier besonders
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ausgepragt zu sehen. Entweder kann durch die stirkere Absorptionsabnahme bei 617 nm, im
Vergleich zu 580 nm und 605 nm der gleiche Entfaltungsschritt mathematisch in kleinere
Schritte der Entfaltung aufgeteilt werden. Oder es werden bei 617 nm andere Prozesse
beobachtet wie bei 580 nm und 605 nm. Die ermittelte Kinetik bei 617 nm unterscheidet sich

demnach deutlich von diesen (Abb. 3-95).
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Abb. 3-92: Lokaler vierstufiger Fit der Absorptionsianderung bei der Entfaltung der a-UE (Abb. 3-91), bei 580
nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell: a>b>c>d>e; (——)
und in B) Residuen.
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Abb. 3-93: Extinktionskoeffizienten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-92), der Entfaltungskinetik der o.-UE
(Abb. 3-91) bei 580 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), ¢ (m) d (=) und e(m) siche Text
und Tab. 3-29;
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Abb. 3-94: Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-92) der
Entfaltungskinetik der a-UE (3-91) bei 580 nm gemessen mittels Absorption. A) Verlauf iiber die
gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitkomponenten a (——),
b( ), c(——)d( ) und e (——) siehe Text und Tab. 3-29.
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Abb. 3-95: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionsédnderungen bei der Entfaltung der o-UE
(Abb. 3-87 und 3-91). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@), k; (@), k;
(®), kq (®) und ks (#). Die Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des
jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-29, 3-30)

Zusammenfassung und Vergleich der lokalen und globalen Analysen
Beim Vergleich der lokalen Fits zeigt sich, dass im UV-Nahen Bereich (350 nm) die

Absorptionsidnderung des ersten Reaktionsschrittes a>b deutlich grofler ist, als bei 617 nm
und dem globalen Fit (Abb. 3-95, Tab. 3-29 und 3-30). Bei der Annahme, dass sowohl bei
580 nm, als auch bei 605 nm noch ein nicht erfasster fritherer Entfaltungsschritt vorliegt,
konnte das bedeuten, dass auch die Absorptionsabnahme hier, entsprechend wie bei 350 nm,
in zumindest zwei anstatt in einem Schritt erfolgen konnte. Allerdings unterscheiden sich die

Ratenkonstanten von 350 nm ebenfalls deutlich von denen der anderen Wellenldngen. Die
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weiteren Entfaltungsschritte haben nur noch eine geringe Absorptionszunahme. Ob es sich
dabei, zumindest zum Teil, um eine Anderung im bereits entfaltetem Protein handelt, oder um
noch restliche Entfaltung, kann nicht definitiv entschieden werden (siehe Kap. 4). Der Schritt
e>f bei 350 nm kann, wie bereits oben geschehen, wegen der Absorptionsabnahme einer
Reaktion im bereits entfalteten Protein zugeordnet werden. Die Analysen bei 580 nm und
605 nm zeigen fiir die Entfaltung ein fast gleiches Verhalten, sowohl was die Grofle der
Amplituden, als auch die dazugehdrigen Ratenkonstanten anbelangt. Zwei Entfaltungsschritte
b>c>d gefolgt von zwei Reaktionsschritten d>e>f im entfalteten Protein. Die Analyse bei
617nm deutet dagegen einen anderen Entfaltungsweg an. Der Verlauf der
Absorptionsabnahme mit den dazugehdrigen Ratenkonstanten bei 617 nm weicht deutlich von
dem bei 580 nm und 605 nm ab. Dies bedeutet, dass bei 580 nm und 605 nm die gleiche
Entfaltungskinetik gesehen wird, jedoch bei 617 nm eine andere und die Kinetik bei 350 nm
weicht wiederum ab. Hier erfolgt ein Splitten in Schritte mit kleinen Absorptionsdnderungen

von b nach e, wenn das Protein schon weitgehend entfaltet ist.

Der globale Fit ist dementsprechend eine Mittelung aus den lokalen Fits. Weder die Extreme

im UV-Nahen noch die bei 617 nm werden deutlich.
Folgende Entfaltungsmodelle scheinen sinnvoll:
350 nm:

Fitkomponente a entsprich a-UE,,, b, ¢, d je einem I, e Ugund f U;

k2

k1 k4 k5
= a—UEna > |1 > |2 > |3 Us >Us

wobei I, und/oder I; eventuell bereits entfaltetes Protein darstellen (siehe oben)

580 nm und 605 nm:
Fitkomponente b und c stellt je ein I dar, d, e und f verschiedene Zustédnde im entfalteten

Protein.

s — s 1, %2 s U —3 U —* 5Usa

= o —UEna

617 nm:

Fitkomponente a stellt a-UE,, dar, b und ¢ je ein I, d Urund e Us.

k1

k k4
= o —UEna > | >1,— S 5 Us >Us
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globale Analyse:
Die Komponente a wird ebenfalls als a-UE,, interpretiert, b als I, bei ¢ ist es unklar ob es
noch ein I darstellt oder bereits als entfaltet angesehen werden muss (Uy), d ist entfaltetes

Protein.

k1 k2

k3 k1 k2 k
= a —UEnat > |1 > |2 >U oder o —UEnat > | > Us > 5Us

3.9.4.1.2. Vis-CD

Die Auswertung der Vis-CD Daten fiir die Entfaltung der a-UE war zum Teil problematisch,
da meist nur die spiteren Entfaltungsschritte gut analysiert werden konnten. Wie auch schon
bei der Entfaltung von PC,,o,0 aufgetreten, ergaben sich auch hier beim Fitten der Messkurven
als erste Fitkomponenten zum Teil physikalisch unsinnige Werte, wie weiter unten im
einzelnen gezeigt wird. Diese Artefakte sind wahrscheinlich, wie beim entsprechenden
Artefakt bei der Entfaltung von PCione, auf die Vorbehandlung mit Harnstoff zuriick zu
fiihren (Kap. 3.6. und 3.9.3). Fiir die Auswertung bedeutet dies, dass jeweils diese erste
Fitkomponente nicht beriicksichtigt werden kann. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass
moglicherweise ein frither Entfaltungsschritt durch diesen Messartefakt iiberdeckt wird.
Aufgrund dieses Artefaktes musste auch die Darstellung der relativen Amplituden (Tab. 3-32)
auf anderem Weg erfolgen, als sie fiir die Vis-CD Messung der Entfaltung von PCy;. erfolgte.
Die relative Amplitude wurde fiir jeden Entfaltungsschritt auf die a-UE,, bezogen (Kap.
2.3.5.). Bei einer Darstellung der relativen Amplituden des jeweiligen Schrittes (a>b, b>c etc.)
zur Gesamtamplitude, wie fiir das Trimer geschehen, kdme fiir die Komponente b bei

fehlerhaften a Werten, falsche Ergebnisse zustande.
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Abb. 3-96: Rohdaten der lokalen CD-Anderungen bei der Entfaltung der a-UE. Messbedingungen: Totzeit der
stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base: 10 ms Messintervall bis 30 s Messzeit, dann 100 ms bis
300 s, dann 1 s bis 600 s; Messungen bei 575 nm ( ), 603 nm ( ), 617 nm (——) und
350 nm ( );

Globale Analyse
Bei der globalen Analyse der Vis-CD Daten (Abb. 3-96) wurde ein zweistufiger Fit

durchgefiihrt, ein dreistufiger brachte keine wesentliche Verbesserung mehr (Abb. 3-97).
Beim Vergleich der Ae-Werte der ersten ermittelten Fitkomponenten ergaben sich fiir die
Messungen bei 350 nm, 575 nm und 603 nm physikalisch unsinnige Werte. In allen drei
Féllen ist der Ae-Wert der ersten Fitkomponente geringer, als der Endwert. Grundsitzlich ist
dieser Wert damit nicht physikalisch unsinnig. Jedoch zeigen sich im Vergleich mit den
steady-state Messungen (Kap. 3.5., 3.7. und 3.8.) keinerlei Anhaltspunkte, dass derart geringe
Ae-Werte bei noch nicht vollstindig entfaltetem PC auftreten. Deshalb wird davon
ausgegangen, dass es sich bei diesen Werten um Artefakte handelt, die wahrscheinlich durch
die Harnstoffbehandlung im Vorfeld der Messung entstehen (Kap. 3.6. und 3.9.3). Der Wert
fiir die erste ermittelte Fitkomponente bei 617 nm stellt dagegen im Vergleich mit den steady-
state Messungen, einen realistischen Ae-Wert fiir die a-UE dar (Tab. 3-31). Allerdings ist der
Ae-Wert bei 617 nm fiir die erste Fitkomponente (=45 M ¢cm™) nur etwa halb so grof3, wie
der fiir die a-UE,, (88 M cm'l). Damit deutet sich an, dass auch hier in der Burstphase
bereits viel an Reaktion erfolgt ist. Jedoch wurde bereits bei den Vis-CD Messungen bei der
Entfaltung von PCy; ein entsprechendes Missverhiltnis in der GroBe der Ae-Werte fiir die
ersten Fitkomponenten vorgefunden. Trotzdem (Begriindung siehe Kap. 3.9.2.2.) wurden die
ersten Fitkomponenten bei der Analyse der Entfaltung vom PCy; dem nativen PCy;

zugeordnet. Die Ursache dieses Fehlers konnte nicht sicher geklart werden. Ein Faktor der
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sicherlich dazu beitrdgt, ist das hohe Rauschen der Messung, vor allem in den ersten
Sekunden der Messung. Unbeachtet bleiben kann ebenfalls nicht die Totzeit der stop-flow
Apparatur, in der das Gleichgewicht der Entfaltungsreaktion bereits ein Stiick in Richtung
Entfaltung verschoben wurde. Deshalb kann im Fall der Entfaltung der a-UE nicht sicher
entschieden werden, ob die Fitkomponente a bei 617 nm die a-UE,, darstellt, oder bereits ein
Entfaltungsintermediat ist. Zweiteres scheint aber wahrscheinlich, da auch bei den anderen
Wellenldngen in der Burstphase bereits entscheidendes passiert ist (Abb. 3-98, Tab. 3-31).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei der globalen Analyse kein schneller
Entfaltungsschritt a>b ermittelt werden kann. Es besteht aber die Wahrscheinlichkeit, dass
sich hinter dem Artefakt von a und in der Totzeit der stop-flow Apparatur ein
Entfaltungsschritt verbirgt. Die niedrigen Ae-Werte fiir die Komponente a zeigen ebenfalls,
dass bereits frithere gro3e Entfaltungsschritte abgelaufen sein miissen. Im zweiten langsamen
Schritt (=0,009 s') erfolgt noch ein Rest Entfaltung oder eine Verinderung im bereits

entfalteten Protein.
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Abb. 3-97: Globaler zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der a-UE (Abb. 3-96). Gezeigt sind in
A) die experimentellen Daten (: ) und der Fit: Modell a>b>c ( ) und in B) Residuen; gezeigt
bei 350 nm.
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Ag[MTcm™]
pro a-UE

Abb. 3-98: Molarer Circulardichroismus (Ag) des zweistufigen globalen Fits (Abb. 3-97) der Entfaltungskinetik
der 0-UE (Abb. 3-96). Vergleich der Ac [M™' cm™'] der Fitkomponenten der einzelnen Wellenléingen
mit den Ag [M"' em™] der a-UE,, und 0t-UEgepy. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (=) und
¢ (m) sieche Text und Tab. 3-31. Vergleichswerte aus den steady-state Messungen (Kap. 3.8.) fiir
a UEnat (I) und 0L‘[JEdenat (#)9
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Abb. 3-99: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen globalen Fits (Abb. 3-97) der
Entfaltungskinetik der o-UE (Abb. 3-96) gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf iiber die gesamte
Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitkomponenten a ( ), b ( )
und ¢ (——) siche Text und Tab. 3-31.
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Gemessene As [M* cm™] der steady- Ae [M™' em™] der Fitkomponenten der kinetischen
Wellenldnge | state Messungen Messungen
[nm] -UEy @-UEgen |2 b c d
g 350 -51 -20 -10 -25 -20
< 575 41 16 16 24 17
<5 = | 603 71 18 10 21 20
= =617 88 17 47 27 23 18
5 350 -51 -20 -16 -25 -20
Ei 575 41 16 11 24 18
2 < | 603 71 18 20 22 23
O =617 88 17 43 24 20

Tab. 3-31: Molarer Circulardichroismus (Ag) je UE, der Komponenten der lokalen und des globalen Fits(Kap.
2.3.5.) der Entfaltung der a-UE; und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Messungen.
(Details siche Text);

Gemessene | A ugnava ki [s7] Aq UEnatb ks [s7] Aq UBnave ks [s7] Aq UBnavd
Wellenldnge | rel. rel. rel rel.
[nm]
350 1,32 3,6 £0,3 0,84 0,14 1
10,0006
575 1,04 0,72 £0,05 0,71 0,008 1
10,0004
603 1,20 6,3 £1,8 0,98 0,62 +0,28 1
617 0,58 4,1+0,6 0,87 0,71 £0,18 0,92 0,007 1
+0,0005
Globaler Fit 0,66 2,1+0,08 0,94 0,009 1
(bei 617 nm) (bei 617 nm) 40,0003 (bei 617 nm)

Tab. 3-32: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Aq ygnayx rel., Kap. 2.3.5.) des
globalen und der lokalen Fits der Vis-CD Messungen der Entfaltung der o.-UE mit dem Fitmodell:

4K _sp_k N k3
steady-state Messungen (Kap. 3.8.);

> d) ; die relativen Amplituden beziehen sich auf die o-UE,,; aus den

Lokale Analyse

Wie bereits beim globalen Fit erldutert, stellt die jeweils erste Fitkomponente (auBler bei
617 nm) einen physikalisch unsinnigen Wert dar, fiir die lokalen Analysen gilt dabei die
gleiche Argumentation, wie fiir die globale (siche oben). Wie ebenfalls bei der globalen
Analyse erldutert, konnte es sein, dass die Ae-Werte filir die ersten Fitkomponenten (a, b,
ausgenommen die physikalisch unsinnigen) aus messtechnischen Griinden, zu gering gewertet
wurden (Kap. 3.9.2.2.). Nachdem es aber bei der Entfaltung der a-UE, im Gegensatz zur
Entfaltung von PCy;, dafiir keine stichhaltigen Belege gibt, werden die Ae-Werte aus den

steady-state Messungen als direkte Vergleichswerte heran gezogen.

Bei der lokalen zweistufigen Analyse bei 350 nm stellt die erste Fitkomponente, wie oben
beschrieben, einen unsinnigen Wert dar, erst die zweite Fitkomponente zeigt einen fiir die
Entfaltungsreaktion, sinnvollen Ae-Wert (Tab. 3-31). Dabei hat das CD bereits um 84%

gegeniiber o-UE;, abgenommen. Der zweite Schritt, mit einer CD-Abnahme mit den
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restlichen 16% ist mit einer langsamen Ratenkonstante (~0,14 s™') assoziiert (Tab. 3-32).
Aufgrund der Stirke der CD-Abnahme von 16% bzw. einem Ae-Wert von -25 M em™]
gegeniiber -20 [M'1 cm'l] fiir PCenat (Tab. 3-31) kann nicht sicher entschieden werden, ob sie
noch Entfaltung oder eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein darstellt.

Moglicherweise ist beides enthalten.

Bei 575 nm stellt die erste Fitkomponente der zweistufigen lokalen Analyse, ebenfalls einen
unsinnigen Wert dar (siche oben) und erst die zweite Fitkomponente zeigt eine physikalisch
realistische GroBe fiir die Entfaltungsreaktion (Tab. 3-31). Die CD-Abnahme der
Fitkomponente b im Vergleich zur a-UE,,, betrdgt 71%, d. h. auch hier ist bereits der grofBite
Teil der Entfaltungsreaktion abgelaufen. Der zweite Schritt hat noch eine deutliche CD-
Abnahme von 29%, assoziiert mit einer sehr langsamen Ratenkonstante (0,008 s) (Tab.
3-32). Die GroBe der CD-Abnahme im zweiten Schritt zeigt deutlich noch einen
Entfaltungsvorgang des Proteins an, obwohl die sehr langsame Ratenkonstante fiir eine

Verdnderung im bereits entfalteten Protein spricht.

Bei 603 nm wiederholt sich die Situation von 350 nm und 575 nm insofern, dass die erste
Fitkomponente einen physikalisch unsinnigen Wert darstellt (sieche oben) (Tab. 3-31). Die
CD-Abnahme von o-UE,, zur Fitkomponente b betrdgt 98%, d. h. die Entfaltung ist in
diesem Schritt so gut wie abgeschlossen. Die restlichen 2% CD-Abnahme sind mit einer, im
Vergleich zu den bisherigen Messergebnissen fiir eine geringe Amplitudendnderung am Ende
der Entfaltungsreaktion, schnellen Ratenkonstante (~0,6 s™') assoziiert (Tab. 3-32). Die GroBe
der CD-Anderung weiBt auf eine Veriinderung im bereits entfalteten Zustand des Proteins hin,

die Schnelligkeit der Ratenkonstante, so wie dieser Vorgang bisher interpretiert wurde, nicht.

Die Messergebnisse bei 617 nm erforderten fiir eine mdglichst geringe Fehlerabweichung
einen dreistufigen Fit (Abb. 3-100 bis 3-102). Einen Schritt mehr, als bei den bisherigen
Analysen dieser Messreihe. Die erste Fitkomponente erbrachte in diesem Fall einen
sinnvollen Ag-Wert. Im Vergleich zur a-UE,, ist sie aber etwa halb so grof3 (Tab. 3-31) wie
diese. Dies legt nahe, dass bereits ein erheblicher Teil der Entfaltungsreaktion in der Totzeit
der stop-flow Apparatur abgelaufen ist. Betrachtet man den Verlauf der
Komponentenkonzentration (Abb. 3-102), wird deutlich, dass die erste ermittelte Komponente
mit 80% erfasst wird. (Die bisherigen Erfahrungen aus den Analysen waren, dass

Fitkomponenten, die in so hoher Ausbeute zu Beginn der Messung erfasst wurden bereits ein
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Entfaltungsintermediat darstellen.) Die Ratenkonstante fiir diesen ersten Schritt (=4 s™) ist
schnell, was auf einen frithen Entfaltungsschritt hinweist (Tab. 3-32). Der zweite Schritt hat
eine CD-Abnahme von weiteren 5%, mit einer langsamen Ratenkonstante (0,7 s). Der
letzte und langsamste Reaktionsschritt hat noch deutlich CD-Reduktion von 8%, d. h. auch
hier ist wahrscheinlich noch Entfaltung zu sehen. Sollte es einen Ug>Ug Schritt geben, ist er

darin enthalten. Die geringe Ratenkonstante weist darauf hin.
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Abb. 3-100: Lokaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der a.-UE (Abb. 3-96), bei 617 nm.

Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (. ) und der Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in B)
Residuen;

Ag Mt em?]
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Abb. 3-101: Molarer Circulardichroismus (Ag) des lokalen Fits (Abb. 3-100) der Entfaltungskinetik der a.-UE

(Abb. 3-96) bei 617 nm. Zuordnung der Fitkomponenten: a (m), b (m), c (m) und d (=) siche Text
und Tab. 3-31.
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Abb. 3-102: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fit (Abb. 3-100) der
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Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-96), bei 617 nm gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf iiber
die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitkomponenten
a(—),b( ), ¢ ( )und d ( ) siche Text und Tab 3-31.

T T T T T
350 nm 575nm 603nm 617 nm globaler Fit

Abb. 3-103: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen bei der Entfaltung der a.-UE

(Abb. 3-96) Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@), k, (¢) und k; (®). Die
Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes
(Tab. 3-31, 3-32)

Zusammenfassung und Vergleich der lokalen und globalen Analyse

Wie bei der Interpretation der einzelnen Fits gesehen werden konnte, ist in dieser Messreihe

die Zuordnung der einzelnen Fitkomponenten zu einem Entfaltungsschritt schwierig. Die

Daten weisen eine sehr groBe Burstphase auf, wonach erst der spite Teil der

Entfaltungsreaktion beobachtet wird. Trotzdem kdnnen folgende Aussagen gemacht werden.

Bei der lokalen Analyse zeigt sich ein schneller, Entfaltungsschritt a>b bei 617 nm. Im

Vergleich der Ae-Werte der Fitkomponenten und der Vergleichswerte aus den steady-state
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Messungen zeigt sich, dass die erste ermittelte Fitkomponente bereits ein Intermediat darstellt.
Bei 350 nm, 575 nm und 603 nm konnte kein entsprechender Wert ermittelt werden. Wie
bereits mehrfach beschrieben, kann jedoch nicht ausgeschlossen und muss in diesem Fall
sogar davon ausgegangen werden, dass sich hinter dem Artefakt der Komponente a noch ein
oder mehrere Entfaltungsschritte verbergen. Komponente b hat in allen drei Fallen gegentiber
a-UE,, stark abgenommen, d. h. es erfolgte eine weitgehende Entfaltung. Um wie viele
Entfaltungsschritte es sich dabei in der Burstphase handelt und mit welcher Ratenkonstante
diese assoziiert sind, ldsst sich nicht sagen. Der Verlauf der Entfaltungskinetik, soweit er
erfasst werden konnte, zeigt bei 350 nm 575 nm und 603 nm unterschiedliche Prozesse an, die
k, Werte differieren deutlich zwischen den Wellenldngen (Tab. 3-32, Abb. 3-103). Bei 617
nm, dem positiven Extremum im Vis-CD Spektrum der a-UE,,, ist die Entfaltungsreaktion
besonders ausgeprigt sichtbar. Dies flihrt dazu, dass mehr Schritte unterschieden werden
konnten, als bei den anderen Wellenldngen. Im Vergleich des globalen Fits mit den lokalen
zeigt sich, dass der globale Fit die lokalen Unterschiede nicht erkennen ldsst und auch bei der

Anzahl der Entfaltungsschritte weniger differenziert ist (Abb. 3-103).

Folgende Modelle konnen unter Einbeziehung vorangegangener Messungen, liberlegt werden:

617 nm:

a>b entspricht einem frithen schnellen Entfaltungsschritt, aber hochstwahrscheinlich nicht
dem ersten; b>c entspricht einem weiteren Entfaltungsschritt und c>d beinhaltet eventuell
eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein. Im Burst geht die a-UE,, in das
Entfaltungsintermediat I, (entspricht der Komponente a) iiber, mit wie vielen Schritte bleibt

unklar.

kx k1

> Ix S I 1—<2 SUr / Ix s 20— 5Us/U

= a —UEnat

575 nm, 603 nm, 350 nm und dem globalen Fit:

Fitkomponente b ist der erste eindeutig zur Entfaltungsreaktion zuordenbare Ae-Wert (Iy).
Auch hier wird der Ubergang von o.-UE,,: zu I nicht erfasst und/oder ist vom Messartefakt
iiberlagert. Wie viele unbekannte Entfaltungsschritte in der Totzeit der stop-flow Apparatur
und im Schritt a>b stecken bleibt unbekannt. Komponente b wurde dabei fiir die

unterschiedlichen Analysen unterschiedlich interpretiert, I oder Uy.

= a —UEnat —%—> | /Ut —*2 35U /Us
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3.9.4.1.3. Emission

Fiir die Analyse der Emissionsdaten der a-UE war ein dreistufiger Fit der passendste (Abb.
3-104). Ein zweistufiger Fit hatte groBere Fehlerabweichungen, ein mehr als dreistufiger Fit
ist nicht mehr stabil moglich. Die relativen Amplituden a>b, b>c etc. beziehen sich auf die
Gesamtamplitude (Kap. 2.3.5.). Die entfaltete a-UE hat keine messbare Emission mehr. Es
wurden kinetische Vergleichsmessungen, Verdiinnung in KPP ohne Harnstoff, durchgefiihrt.
Die ermittelte Intensitit ist dhnlich, wie die der Fitkomponente a (~10°), deshalb wurde die

Fitkomponente a als natives Protein in die Entfaltungskinetik einbezogen.

0.15-
8_
0.101
S 64 S 0.05 ®
S, A S U
c ] <
% 4 z 0.00 s
z S -0.05;
w [)
X -0.101
01 -0.15
0 10 20 500 600 0 100 200 300 400 500 600

t[s] t[s]

Abb. 3-104: Rohdaten und dreistufiger Fit der Emissionsénderung bei der Entfaltung der a-UE,
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 500 us Messintervall bis 2 s
Messzeit, dann 20 ms bis 60 s, dann 1s bis 600 s; Anregung bei 580 nm, Cut-off Filter bei 630 nm.
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( ) und Fit: Modell a>b>c>d (——) und in
B) Residuen;
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Abb. 3-105: Emissions Amplituden des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik der o.-UE (Abb. 3-104).
Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), ¢ (m) und d (=) siche Text.
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Abb. 3-106: Konzentrationsénderung der Fitkomponenten des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik der a-UE
(Abb. 3-104) gemessen mittels Emission. A) Verlauf liber die gesamte Messzeit von 600 s;
B) Ausschnitt der ersten 7 s; Zuordnung der Fitkomponenten a (——), b ( ), ¢ (——) und
d( ) siche Text.

ki [s] Aprel. ks [s7] Ay rel. ks [s] Agqrel.

5,22 20,009 0,947 2,04 +0,03 0,050 0,07 £0,005 0,003

Tab. 3-33: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel. etc., Kap. 2.3.5.) der Analyse
der Emissionsmessungen der Entfaltung der o.-UE mit dem Fitmodell:

a—<L sh—*2 yc—8 5 , die relativen Amplituden beziehen sich auf die vorherige
Fitkomponente im Verhéltnis zur Gesamtamplitude (siche Text);

Im ersten Schritt, a>b, mit einer schnellen Ratenkonstante (=5 s') erfolgt eine
Amplitudenabnahme von ~95% (Tab. 3-33, Abb. 3-105). Der zweite und immer noch
schnelle Schritt (=2 s™) hat nur noch eine geringe Amplitudenabnahme von ~5%. Der letzte
Schritt mit noch einer minimalen Amplitudenabnahme von =0,3%, ist um ca. das 28-fache
langsamer, als der vorherige (20,007 s@). Der Verlauf der Komponentenkonzentration
(Abb. 3-106) zeigt, dass die Reaktion nach ca. 100 s abgeschlossen ist. Nachdem in der
Emission keine Verdnderung im bereits entfalteten Protein gesehen werden kann, da
entfaltetes PC keine messbare Emission mehr aufweist (Kap. 1.8., 3.8., 3.9.2.3.), stellt auch
der letzte Schritt, c>d eine Entfaltung dar. Im Verhéltnis scheint diese geringe
Amplitudenabnahme fast zu gering, um noch als Entfaltungsschritt interpretiert werden zu
konnen. Jedoch ist die Emissions Amplitude fiir ¢ fiir sich genommen noch so ausgeprigt

vorhanden, dass sie nicht als Rauschen abgetan werden kann. Die Messdrift, welche fiir die
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angebliche Emission der Komponente d (Abb. 3-105) verantwortlich ist, tritt erst zu einem
Zeitpunkt auf, zu dem die Komponente c bereits wieder verschwunden ist (Abb. 3-106).
Folgende Interpretation der Fitkomponenten ist moglich: a entspricht der a-UE,,, b und c je
einem Intermediat und d der entfalteten UE.

Folgendes Reaktionsmodell wird aufgestellt: o —UEnat—<— I > 12 >U

UV-CD

Fir den UV-CD liegen keine auswertbaren Messwerte vor. Wie bereits oben bei der
Absorptions- und Vis-CD Messreihe zu sehen ist, ergeben sich bei der isolierten a-UE,
aufgrund ihrer Klebrigkeit, schnell Artefakte. Die Zugabe von Harnstoff mindert dies zwar,
fiihrt aber seinerseits wieder zur Artefaktbildung. Im UV-CD fiihrte dies zu unauswertbaren

Messwerten.

3.9.4.2. PC pUntereinheit
3.9.4.2.1. Absorption

Globale Analyse

0.30
0.25+
0.20 1

0.15+

Absorption [a. u.]

0.10

0.05 Wt

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abb. 3-107: Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsédnderung bei der Entfaltung der

B-UE; Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 5 ms Messintervall
bis 2 s Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 600 s;
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Bei der globalen Analyse der Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-107) war ein fiinfstufiger
Fit (Abb. 3-108) noétig, um die Fehlerabweichung, vor allem in den ersten Sekunden der
Messung, gering zu halten. Ein Fit mit noch mehr Komponenten brachte keine wesentliche
Verbesserung mehr, obwohl die Residuen gezeigt bei 605 nm (Abb. 3-108B) noch
systematische Abweichungen zeigen. Der Vergleich der Extinktionskoeffizienten (Tab. 3-34)
und der gesamten Spektren (Abb. 3-109 und 3-40) der Fitkomponenten mit den
Vergleichswerten aus den steady-state Messungen, ergab, dass die erste Fitkomponente im
Rahmen der Fehlerabweichungen der nativen -UE entspricht (die Abweichungen fiir 350 nm
liegen im starken Rauschen der Messung im UV-Nahen Bereich begriindet, Abb. 3-107).
Deshalb wird der Fit a>b>c>d>e>f (Tab. 3-34) eingeordnet. Das Spektrum und die
Extinktionskoeffizienten der Fitkomponente f decken sich, im Rahmen der
Fehlerabweichungen, mit denen der B-UEgen,. Die Fitkomponente e (Vergleich Spektren und
Extinktionskoeffizienten) stellt die 3-UE ebenfalls bereits im weitgehend entfalteten Zustand
dar. Das bedeutet, dass der Schritt e>f eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein
widerspiegelt. Die Komponenten b, ¢ und d sind demnach Entfaltungsintermediate. Der erste

Schritt a>b ist sehr schnell (=28 s™), der zweite um ca. ein fiinffaches langsamer (Tab. 3-35).

0,301 0,002-
5 0,25 S 0,001
< S, -
i 0,20' A 4 O,OOO'MM mef"\m,w
& 0,151 =5 0,001
S 0,10-L 3 0,002 B
a ()
2 0051 X -0,003-
0,00 . . S -0,004 —
0 50 100 500 600 0 100 200 300 400 500 600

t[s] t[s]

Abb. 3-108: Globaler flinfstufiger Fit der Absorptionsdanderung bei der Entfaltung der B-UE (Abb. 3-107).
Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell a>b>c>d>e>f (
in B) Residuen. Gezeigt bei 605 nm.

) und
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Abb. 3-109: Molare Absorptionsspektren des fiinfstufigen globalen Fits (Abb. 3-108) der Entfaltungskinetik der
B-UE (Abb. 3-107). Zuordnung der Fitkomponenten a (—), b (—), ¢ ( yd(—)e( )
und f (——) siehe Text und Tab. 3-34.
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Abb. 3-110: Konzentrationsianderungen der Fitkomponenten des flinfstufigen globalen Fit (Abb. 3-108) der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-107) gemessen mittels Absorption. A) Verlauf {iber die
gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s; Zuordnung der Fitkomponenten
a( ), b (—), ¢ ( ), d ( Ye ( )und f( ) siche Text und Tab. 3-34.

Die relative Absorptionsabnahme im langwelligen Bereich (und die allerdings stark
verrauschte Zunahme im UV-Nahen Bereich) sind in den Schritten a>b und b>c dhnlich grof3

(Abb. 3-109; Tab. 3-34). Der darauf folgende Schritt ¢>d hat eine etwas groBere
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Absorptionsabnahme im langwelligen mit einer etwa dreimal kleineren Ratenkonstante

(=1,8 s™"). Die Fitkomponente d ist bereits weitgehend entfaltet, aber nicht vollstindig (Q-
Wert =2, allerdings bei hohem Rauschen in der Messung fiir den UV-Nahen Bereich, Abb.

3-107). Der Rest an Entfaltung d>e ist noch mit deutlicher Absorptionsabnahme im

langwelligen Bereich zu erkennen. Die dazugehorige Ratenkonstante ist dabei um ca. 25-mal

geringer (=0,08 s). Die vermutliche Verinderung im bereits entfalteten Protein, Schritt e>f,

dauert ca. noch einmal 4-mal so lange wie der vorausgehende Schritt (=0,02 s) mit noch

einer geringen Absorptionsabnahme im langwelligen Bereich. Entsprechend zeigt sich bei der

Betrachtung der Konzentrationsdnderung der Fitkomponenten (Abb. 3-110), dass die

Reaktion nach erst ungefahr 350 s abgeschlossen ist.

Gemessene | ¢ [M™ cm™] der g [M"' cm™] der Fitkomponenten der kinetischen Messungen
Wellen- steady-state
linge [nm] | Messungen
SUEna | FUEgenat |2 b C d e f g
Lokaler |350 37.200| 73.900] 42.600| 51.600| 68.300| 71.400| 74.700| 73.700
Fit 580 149.400| 30.600 116.000| 92.800| 70.500| 43.000| 36.600| 30.900
605 194.500| 33.800 109.600| 90.100| 46.300| 40.600| 33.700
Globaler |350* 37.200| 73.900] 12.900| 18.600| 21.500| 28.700| 31.200| 31.100
Fit 580 149.400| 30.600] 140.000| 111.000| 82.000| 46.400| 34.500| 32.500
605 194.500| 33.800] 182.100| 143.100| 103.000| 53.400| 36.700| 34.000

Tab. 3-34: Extinktionskoeffizienten je UE, der Fitkomponenten der lokalen und des globalen Fits (Kap. 2.3.5.)

der Entfaltung der B-UE; und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen,

(Details siehe Text). * die Werte fiir 350 nm aus dem globalen Fit weichen wegen des starken
Rauschens der Messung stark von den Vergleichswerten ab, siche Abb. 3-111.

Gemessene | Ap |k [s] Ap |k [s] Ap |k [s'] Ap. ks [s"] Ag ks [s"'] Ap |ke [s"'] Ag.
Wellenlﬁnge UEnat/a UEnat/b UEnat/c UEnat/d UEnat/e UEnat/f UEnat/g
[nm] rel. rel. rel. rel. rel. rel. rel.
350 0,15 40,4 | 0,39 | 2,61 | 0,85 | 1,22 | 0,94 | 0,059 | 1,03 | 0,002 1
+1,71 +0,025 10,026 +0,000 +0,000
3 2
580 0,28 243 | 048 | 499 | 0,67 1,79 | 0,90 | 0,14 | 0,95 | 0,04 1
+0,35 +0,13 +0,007 +0,002 +0,000
2
605 0,53 12,8 | 0,65 | 2,19 | 0,92 | 0,20 | 0,95 | 0,052 1
+0,086 +0,002 +0,003 +0,000
2
Globaler Fit 0,08 27,5 1032 | 525 | 0,57 | 1,79 | 0,88 | 0,077 | 0,98 | 0,020 | 1 (bei
(bei 605 | 12 59 |(bei 605| 4+ 46 |(bei 605| +(0_ 02 |(bei 605 [+ 002 |(bei 605+ 001|605 nm)
nm) - nm) | ’ nm) | ’ nm) | ’ nm) | ’

Tab. 3-35: Ratenkonstanten mit dem dazugehdrigen relativen Amplituden (Ag_ugnavx, Kap. 2.3.5.) des globalen

und der lokalen Fits der absorptionsspektroskopischen Messungen der Entfaltung der B-UE mit dem
k3 d k4

Fitmodell: a

k1 \b

k2

>C

>e

k5
> f

( ko6

Amplituden beziehen sich auf B-UE,,; der steady-state Messungen (Kap. 3.8.).
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Zusammenfassend kann folgendes Modell aufgestellt werden:

k1 k2 k3 k4 k5
f —UEna > 11 > 12 > 13 >Ur >Us

Lokale Analyse

Bei der lokalen Analyse der Entfaltung der B-UE (Abb. 3-111) bei 350 nm (Abb. 3-112 bis
3-114) war ein fiinfstufiger Fit notwendig, um die Absorptionsabnahme, die der anfédnglichen
Zunahme folgt, zu erfassen. Anders als beim globalen Fit zeigten die Residuen dabei keine
systematischen Abweichungen mehr (Abb. 3-112B). Ein Fit mit noch mehr Komponenten
brachte keine weitere Verbesserung. Der Extinktionskoeffizient der Fitkomponente a hat
gegeniiber dem Extinktionskoeffizienten der B-UE,, aus den steady-state Messungen bereits
um 15% zugenommen. Im Rahmen der Fehlerabweichungen kann der e-Wert fiir a (Tab.
3-34) aber noch B-UE,, zugeordnet werden. Die sehr schnelle Ratenkonstante fiir den ersten
ermittelten Schritt (=40 s™') spricht ebenfalls fiir einen ersten Entfaltungsschritt, deshalb wird
der Fit a>b>c>d>e>f eingeordnet (Tab. 3-34). Sie entspricht einer Absorptionszunahme von
24%. Die grofte Verdanderung in der Absorption findet man im zweiten Schritt (b>c) mit einer
weiteren 46%-igen Zunahme. Die Ratenkonstante, obwohl immer noch recht groB (22,6 s™),
ist 15-mal geringer (Tab. 3-35). Der dritte Schritt ¢c>d, assoziiert mit etwa einer halb so
grofien Ratenkonstante (=1,2 s™), geht mit einer 9%-igen Absorptionszunahme einher. Im
vierten Schritt d>e nimmt die Absorption, mit einer um etwa 20-mal geringeren
Ratenkonstante (=0,06 s'), um noch einmal 9%, zu. Als letzten Schritt e>f, erfolgt eine
Absorptionsabnahme von 3%, die auch nach 600 s Messzeit noch nicht abgeschlossen ist
(Abb. 3-114). ks ist dementsprechend unsicher. Dieser Ubergang kann aufgrund der
Absorptionsabnahme einer Verdnderung im bereits entfalteten Protein zugeschrieben werden.
Alle vorherigen Ubergiinge stellen, nach den bisher angewandten Kriterien Entfaltungsschritte

dar, d. h. a entspricht -UE,, b, c und d einem I, e Ugund f Us.
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Abb. 3-111: Rohdaten der lokalen Absorptionsénderungen bei der Entfaltung der B-UE; Messbedingungen:
Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms; Time base: 500 us Messintervall bis 2 s Messzeit, dann
20 ms bis 60 s, dann 1 s bis 600 s; Messungen bei 580 nm (——), 605 nm (——) und

350 nm (—).
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Abb. 3-112: Lokaler fiinfstufiger Fit der Absorptionsdnderung bei der Entfaltung der B-UE (Abb. 3-111) bei
350 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit:
Modell a>b>c>d>e>f (——) und in B) Residuen.
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Abb. 3-113: Extinktionskoeffizienten des fiinfstufigen lokalen Fits (Abb. 3-112) der Entfaltungskinetik von der
B-UE (Abb. 3-111) bei 350 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (=), ¢ () d (=) ¢ (m) und
(m) siehe Text und Tab. 3-34.
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Abb. 3-114: Konzentrationsdanderungen der Fitkomponenten des flinfstufigen lokalen Fits (Abb. 3-112), der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-111) bei 350 nm gemessen mittels Absorption. A) Verlauf
tiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 8 s; Zuordnung der Fitkomponenten
a( ), b ( ), ¢ ( )d( Ye( ) und f( ) siche Text und Tab. 3-34.

Bei 580 nm sorgte ebenfalls eine fiinfstufige Analyse fiir die besten Fitergebnisse (Tab. 3-34
und 3-35). Der erste ermittelte Schritt ist mit einer sehr groBen Ratenkonstante assoziiert
(=24 s™") und hat dabei eine Absorptionsabnahme von 20%. Die GroBe der Ratenkonstante
wiirde auf einen ersten Entfaltungsschritt hindeuten. Dagegen spricht aber die deutlich
geringere Absorption der ersten Fitkomponente gegeniiber B-UE,. (28% geringer). Es gibt
zwel Moglichkeiten die Daten zu interpretieren. Entweder erfolgt die Orientierung an der

GroBe der Ratenkonstanten, damit miisste die Abweichung der Ae-Werte der Fitkomponenten
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zu den Ae-Werten aus den steady-state Messungen, ignoriert werden. Oder der Fit wird an
Hand der Ae-Werte eingeordnet, wie bisher normalerweise geschehen. Nachdem bei
unterschiedlichen Wellenldngen durchaus verschiedene Prozesse beobachtet wurden, konnte
dies auch hier der Fall sein und die Gréfe der Ratenkonstanten fiir die einzelnen
Entfaltungsschritte bei den unterschiedlichen Wellenlingen voneinander abweichen.
AuBerdem kann davon ausgegangen werden, dass die Ae-Werte vertrauenswiirdig sind und
die erste Fitkomponente bereits ein Entfaltungsintermediat darstellt, deshalb wird der Fit
b>c>d>e>f>g eingeordnet. Im zweiten Schritt nimmt die Absorption um weitere 19% ab und
ist dabei mit einer um ca. 5-fach langsameren Ratenkonstante assoziiert (=5 s™). Der néchste
Schritt, um ca. dreimal langsamer (=1,8 s™), hat eine Absorptionsabnahme von 23%, gefolgt
von einem Entfaltungsschritt mit weiteren 5% Absorptionsabnahme, mit einer ca. 13-mal
langsameren Ratenkonstante (<0,14 s™). Der letzte Reaktionsschritt, etwa dreimal langsamer
(~0,04 s™), hat ebenfalls noch eine Absorptionsabnahme von 5%. Die Fitkomponente f kann
aufgrund ihres Extinktionskoeffizienten als weitgehend entfaltet angesehen werden. Die
geringe Grofe der Ratenkonstante ke spricht ebenfalls, so wie sie bisher meist interpretiert
wurde, fiir eine Verdnderung im bereits entfaltetem Protein. Mit Gewissheit kann dies jedoch

nicht belegt werden.

Die lokale Analyse bei 605 nm war mit einem vierstufigen Fit ausreichend, mehr
Komponenten brachten keine Verbesserung mehr (Tab. 3-34 und 3-35). Der erste ermittelte
Reaktionsschritt hat eine groe Ratenkonstante (~13 s™), im Vergleich zu bei 580 nm und vor
allem 350 nm, ist sie aber deutlich geringer (Tab. 3-35, Abb. 3-115). Die Absorption der
ersten Fitkomponente ist gegeniiber B-UE,. 53% geringer. Es gelten die gleichen
Uberlegungen wie bei 580 nm und es kann davon ausgegangen werden, dass diese
Fitkomponente bereits teilweise einem entfaltetem Intermediat entspricht, deshalb wird der Fit
b>c>d>e>f eingeordnet. Die Absorption im Schritt b>c reduziert sich um 12%. Bei c>d
reduziert sie sich um weitere 27%, assoziiert mit einer etwa 6-mal kleineren Ratenkonstante
(=2 s). Gefolgt wird dieser Schritt von nur noch einer geringen Absorptionsabnahme um 3%,
mit einer zehnfach kleineren Ratenkonstante (0,2 s™). Der letzte Schritt e>f ist 4-mal
langsamer als der vorherige (=0,05 s'), mit noch 5% Absorptionsabnahme. Auch hier

entspricht die vorletzte Fitkomponente bereits dem weitgehend entfalteten Protein.
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Abb. 3-115: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionsédnderungen bei der Entfaltung der 3-UE
(Abb. 3-107 und 3-111). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@), k, (@), k;
(@), k4 (@), ks () und k¢ (®). Die Fldche der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.)
des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-34, 3-35).

Vergleich der lokalen und globalen Analysen

Davon ausgehend, dass bei der Wellenlinge 580 nm und vor allem 605 nm als erste
Fitkomponente bereits ein Entfaltungsintermediat analysiert wurde zeigt sich, dass bei 350 nm
andere Prozesse als bei 580 nm und 605 nm gesehen werden (Abb. 3-115, Tab. 3-34). Der
schnellste erfasste Schritt bei 580 nm und 605 nm ist demnach der zweite (oder ein noch
spaterer) Entfaltungsschritt, und damit 5 bis 10-mal schneller als k; bei 350 nm (Abb. 3-115,
Tab. 3-35). Auch die k-Werte 3-5 sind bei 350 nm deutlich geringer als bei 580 nm und 605
nm. Wie bereits beschrieben sind die Groflen der rel. Amplituden ebenfalls anders verteilt
(Abb. 3-115, Tab. 3-35). Da bei 580 nm und 605 nm offensichtlich noch, zumindest ein,
frilher Entfaltungsschritt im Burst verborgen ist, heifit das, dass bei 605 nm zumindest
genauso viele Stufen der Entfaltung gesehen werden, wie bei 350 nm und dem globalen Fit.
Bei 580 nm ist zumindest ein Entfaltungsschritt mehr zu sehen. Dieser zusétzliche Schritt ist
im ersten Drittel des Reaktionsverlaufes angesiedelt (Tab. 3-35: Vergleich der rel.
Amplituden bei 580 nm und 605 nm). Im Vergleich der rel. Amplituden und der
Ratenkonstanten wird deutlich, dass dieses zusétzliche Intermediat den einzigen Unterschied
zwischen 580 nm und 605 nm darstellt. Da aber die erste ermittelte Fitkomponente bei
605 nm um 25% geringer gegeniiber B-UE,, ist als die bei 580 nm, ist nicht auszuschlief3en,
dass bei 605 nm das zusitzliche Intermediat, wie es bei 580 nm erfasst wurde, bei 605 nm im

Burst steckt.
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Fiir die lokale Analyse kann folgendes Modell aufgestellt werden:

k1 k2 k k4 k k6/
S —UEna > 11 >1—2 513 (14— ) Ur —2 5 Us

wobei im langwelligen zumindest teilweise andere Prozesse beobachtet werden, als im

kurzwelligen.

Beim Vergleich des lokalen und globalen Fits zeigt sich, dass die Unterschiede bei den
verschiedenen Wellenldngen beim globalen Fit unberiicksichtigt bleiben. Dies wird auch in
den systematischen Abweichung der Residuen, gezeigt bei 605 nm des globalen Fits deutlich
(Abb. 3-108B). Er zeigt, dass die Entfaltung des Proteins ein komplexerer Vorgang ist, um
ihn als nur einen konzertierten Proteinentfaltungsweg zu beschreiben (ndheres dazu siehe in

der Diskussion).

3.9.4.2.2. Vis-CD

Ein globaler Fit fiir die Vis-CD Messungen bei der B-UE war aus software-technischen
Griinden nicht mdglich. Die Baseline der Messung bei 605 nm (Abb. 3-116) musste
gegeniiber denen bei 350 nm und 580 nm etwas modifiziert werden um gute Messergebnisse
zu erhalten. Aufgrund der unterschiedlichen Baselines war es aber nicht mehr mdglich, alle
drei Messkurven gemeinsam in das Analyseprogramm Specfit zu laden und somit global
auszuwerten. Das Auftreten von unsinnigen physikalischen Werten (Begriindung erfolgt bei
der Analyse der Daten unten) fiir die erste Fitkomponente, wie sie bei den Vis-CD Messungen
der a-UE und bei der Entfaltung von PC,yp, aufgetreten sind, ist auch bei dieser Messreihe
wieder teilweise der Fall. Mogliche Ursachen fiir diesen Artefakt sind im Kapitel Kap. 3.6.
und 3.9.3. ausfiihrlich dargestellt. Die Rohdaten sind in Abb. 3-116 gezeigt.
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Abb. 3-116: Rohdaten der lokalen CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE. Messbedingungen: Totzeit der
stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base: 10 ms Messintervall (20 ms bei 605 nm) bis 30 s Messzeit,
dann 100 ms bis 300 s, dann 1 s bis 600 s; Messungen bei 580 nm ( ), 605 nm (——) und
350 nm ( );

Bei der lokalen Analyse bei 350 nm wurde ein zweistufiger Fit durchgefiihrt (Tab. 3-36 und
3-37). Bei einem dreistufigen Fit ergab sich keine Verbesserung. Um den Verlauf der
Entfaltung mit den Ergebnissen von 580 nm und 605 nm direkt vergleichen zu kénnen, wurde
der Fit b>c>d (siehe Tab. 3-36) eingeordnet, da bei 580 nm als erste Fitkomponente a ein
unsinniger physikalischer Wert ermittelt wurde (siehe unten). Beim Vergleich der Ae-Werte
der Fitkomponenten (Tab. 3-36) mit den Vergleichswerten aus den steady-state Messungen
zeigt sich, dass der Ae-Wert fiir die Fitkomponente b gegeniiber B-UE,,; erhoht ist. Da die
erste Fitkomponente bei den Messungen im Vis-CD teilweise auch bei den anderen
Messreihen (PCyi, PCiono, 0i-UE) stérker als bei der Absorption oder dem UV-CD abweichen,
wird die Fitkomponente b im Rahmen der Messungenauigkeit als -UE,, angenommen. Es
folgen zwei Entfaltungsschritte: Der erste Schritt ist auffillig langsamer (=0,9 s, Tab. 3-37),
als die mittels Absorption und Emission sichtbaren Prozesse. Er hat eine CD-Abnahme von
41% (Tab. 3-37). Der zweite Schritt c>d (0,012 s™) ist 75-fach langsamer. Er liegt dabei in
einem Zeitbereich bei dem bisher meist nur noch Verédnderungen im bereits vollstindig
entfalteten Protein angenommen wurden. In diesem Fall reduziert sich der CD noch um 59%

und muss deshalb einem Entfaltungsschritt zugeordnet werden.

Bei der lokalen Analyse bei 580 nm (Abb. 3-117 bis 3-119), ist ein dreistufiges Modell
erforderlich, um die Entfaltung der B-UE mit mdglichst geringer Fehlerabweichung zu fitten.

Dabei stellt die Fitkomponente a aufgrund des negativen Ae-Wertes, (Tab. 3-36, Abb. 3-118)
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und des ungewohnlich ansteigenden Kurvenverlaufs zu Beginn der Messung (Abb. 3-117A)
einen unsinnigen physikalischen Wert dar. Deshalb muss der erste Reaktionsschritt
unbeachtet bleiben. Der Fit wird demnach a>b>c>d eingeordnet (Tab. 3-36, Abb. 3-118).
Auch hier zeigt sich beim Vergleich der Ae-Werte der Fitkomponenten mit den
Vergleichwerten aus den steady-state Messungen (Tab. 3-36), dass mit Fitkomponente b die
B-UE,a erfasst wurde. Der Ae-Wert der Fitkomponente b ist zwar gegeniiber B-UE,, erhoht,
kann aber im Rahmen der Messungenauigkeit (siche oben) der B-UE,, zugeordnet werden.
Anschlieffend folgen zwei Reaktionsschritte: Der erste Entfaltungsschritt b>c hat ebenfalls
eine auffillig kleine Ratenkonstante (=0,8 s, Tab. 3-37) im Vergleich zu den mittels in der
Absorption und der Emission erfassten Vorgédnge. Der CD reduziert sich hierbei um 89%. Der
zweite Schritt ist etwa 52-mal langsamer (=0,016 s™) hat aber noch eine CD-Abnahme von
11% und wird deshalb ebenfalls der Entfaltung zugeordnet. Grundsétzlich kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich hinter dem Artefakt der Komponente a noch ein
Entfaltungsschritt verbirgt. In diesem Fall kann aber die Komponente b sehr eindeutig der [3-
UE,.: zugeordnet werden, so dass nicht davon auszugehen ist, dass sich hinter dem Artefakt

noch Entfaltungsreaktionen verbergen. Die Entfaltungsreaktion ist nach ca. 600 s

abgeschlossen (Abb. 3-119).
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Abb. 3-117: Lokaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE (Abb. 3-116), bei 580 nm.
Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in
B) Residuen.
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Abb. 3-118: Molarer Circulardichroismus (Ag) des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-117) der Entfaltungskinetik
der B-UE (Abb. 3-116) bei 580 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), ¢ (m) und d (=)
siche Text und Tab. 3-36.
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Abb. 3-119: Konzentrationsénderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-117) der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-116), bei 580 nm gemessen mittels Vis-CD. A) Verlauf {iber
die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 8 s; Zuordnung der Fitkomponenten
a(—),b( ), ¢ (—) und d () siche Text und Tab. 3-36.

Bei 605 nm wurde der zweistufige Fit, als der geeignete ausgewihlt, um die Entfaltung zu
beschreiben (Tab. 3-36 und 3-37). Der dreistufig Fit (Daten nicht gezeigt) schien ebenfalls,
unter den bekannten Kriterien, gut geeignet zu sein, die Messkurve zu analysieren. Er brachte
eine Differenzierung des ersten Entfaltungsschrittes. Jedoch fiihrte er zu keiner wesentlichen
Reduzierung der Fehlerabweichungen, deshalb wurde der zweistufige Fit verwendet. Die erste
Fitkomponente ist in ihrem Ag-Wert gegeniiber B-UE,,, erhoht (Tab. 3-36), wird aber,
entsprechend der Analyse bei 350 nm und der zweiten Fitkomponente bei 580 nm, der
B-UE,. zugeordnet. Ein physikalisch unsinniger Wert tritt hier nicht auf. Um die

Entfaltungskinetiken der drei Wellenldngen direkt vergleichen zu kénnen, wird der Fit b>c>d
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(Tab. 3-36) =zugeordnet (Begrindung entsprechend der bei 350 nm). Der erste
Entfaltungsschritt hat eine dhnlich grofie Ratenkonstante (~0,7 s, Tab. 3-37) wie bei 350 nm
und 580 nm und ist damit ebenfalls um ein Vielfaches langsamer als der erste gemessene
Entfaltungsschritt in der Absorption und der Emission. Der CD reduziert sich dabei um 62%.
Der zweite Schritt, mit einer CD-Abnahme von weiteren 38%, stellt dabei noch deutlich

Entfaltung dar. Er ist mit einer kleinen Ratenkonstante (=0,008 s!) assoziiert.

Gemessene Ag [M cm™] der steady- Ae [M™' ecm™] der Fitkomponenten der kinetischen Messungen
Wellenldnge state Messungen

[nm] SBUE SUEgenat a b c d

350 -85 -76 -93 -86 -76
580 143 52 -48 176 67 54
605 93 60 103 77 61

Tab. 3-36: Molarer Circulardichroismus (Ag) je UE, der Fitkomponenten der lokalen Fits (Kap. 2.3.5.) der
Entfaltung der B-UE; und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state Messungen (Details siche

Text).

Gemessene | Ap upnava ki [s] Ap UEnath ks [s] Aye ks [s] Acq

Wellenlidnge

[nm]

350 -0,89 0,90 +0,26 0,78 0,012 1,1
0,001

580 2,1 13,8 £1,50 -0,34 0,83 £0,03 1,2 0,016 0,15
0,002

605 -0,31 0,66 0,81 0,008 0,5

40,085 +0,0001

Tab. 3-37: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx+ rel., Kap. 2.3.5.) der lokalen Fits
der CD Messungen bei der Entfaltung der B-UE mit dem Fitmodell:

(a Kl >)b K2 yc—* 5d . Die relativen Amplituden beziehen sich auf die B-UE,, aus den
steady-state Messungen (Kap. 3.8.).

Vergleich der lokalen Analyse der einzelnen Wellenl&ngen:

Bei allen drei gemessenen Wellenldngen wurden zwei Entfaltungsschritte analysiert und es
konnte keine Verdnderung im bereits entfalteten Protein gesehen werden (Abb. 3-120, Tab.
3-36, 3-37). Die GroBe der Ratenkonstanten ist bei den jeweiligen Schritten etwa gleich gro8.
Dies deutet darauf hin, dass bei allen drei Wellenldngen die gleichen Prozesse der Entfaltung
gesehen werden. Die unterschiedliche Ausprigung der CD-Abnahme zeigt, dass sich die
einzelnen Schritte bei den verschiedenen Wellenldngen unterschiedlich stark auswirken.
Abweichend von den bisherigen Ergebnissen ist, dass die Ratenkonstante in der
Gréfenordnung von 102 s in diesem Fall noch der Entfaltung und nicht einer Verinderung

im bereits entfalteten Protein zugeordnet wird.
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Abb. 3-120: Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen bei der Entfaltung der B-UE (Abb.
3-116). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (@) und k, (). Die Fliche der
Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-36,
3-37).

Folgendes Modell kann aufgestellt werden: £ —UEnat( ki Ix) k2 | LU

3.9.4.2.3. Emission

Bei der Entfaltungskinetik der B-UE, gemessen mittels Emission (Abb. 3-121), war ein
fiinfstufiger Fit (Abb. 3-121) nétig. Die erste Fitkomponente a wurde aufgrund der Grofle
ihrer Fluoreszenz (Abb. 3-122) und der sehr groBen Ratenkonstante (=37 s, Tab. 3-38) fiir
den Schritt a>b, der B-UE,, zugeordnet. Die relative Amplitude a>b betrdgt 39%, der etwa
5-mal langsamere (~7 s') zweite Schritt hat eine deutlich geringere Emissionsabnahme von
12% (Tab. 3-38). Der dritte und immer noch vergleichsweise schnelle Entfaltungsschritt
(=2 57 weist die grofite Emissionsabnahme mit 41% auf. Die letzten beiden Schritte sind viel
langsamer mit nur noch einer geringen Amplitudenabnahme. d>e (=0,17 s™') nimmt um
weitere 4,5% ab und e>f (0,05 s™) um 3%. Da in der Emission keine Verinderung im bereits
entfalteten Protein gesehen werden kann, stellt auch der Schritt e>f noch Entfaltung dar, auch
wenn e bereits weitgehend entfaltet ist. Aufgrund ihrer geringen Amplitude (Abb. 3-122)
spiegelt die Komponente d die B-UE ebenfalls in bereits stark entfaltetem Zustand wider. Die
Fitkomponente f, die nach Fluoreszenzkriterien dem vollig entfalteten Zustand des Proteins

darstellt, liegt nach etwa 150 s (Abb. 3-123) zu 100% vor.
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Folgendes Modell kann aufgestellt werden:

ki k2 k3 k4 ks
S —UEna > |1 > 12 > 13 > |4 >U

5] 0.08]
_. 0.06
5 4 A > 004 B

£ 34 = 0.02]
.% 5] g 0.00
I ‘5 -0.02-
L 1-L & -0.04]
0. -0.061

T T T 1 '0.08 T T T T T 1

0 50 100 500 600 0 100 200 300 400 500 600

t[s] t[s]

Abb. 3-121: Rohdaten und fiinfstufiger Fit der Emissionsidnderung bei der Entfaltung der B-UE;

Abb
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Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base: 500 us Messintervall {iber
2 s Messzeit, dann 20 ms iiber 60 s, dann 1 s iiber 600 s; Anregung bei 605 nm, Cut-off Filter bei
630 nm. Gezeigt sind in A) die Daten (——) und der Fit: Modell a>b>c>d>e>f (——) und in

B) Residuen
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. 3-122: Emissions Amplituden des fiinfstufigen Fits der Entfaltungskinetik der 3-UE (Abb. 3-121).

Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (m), ¢ (m), d (=), e (m) und f (m) siche Text.
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Abb. 3-123: Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des flinfstufigen Fits der Entfaltungskinetik der
B-UE (Abb. 3-121) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s,
B) Ausschnitt der ersten 6 s; Zuordnung der Fitkomponenten a ( ), b ( ), c(—),d(—),
e(—)und f( ) sieche Text.

ki[s'] | Awrel. |k [s'] | Agerel. | ky[s'] | Acarel. | ky[s'] | Agerel. | ks[s'] | Agsrel

37,3 0,39 7,05 0,12 2,04 0,41 0,17 0,045 0,05 0,03
+1,05 +0,48 +0,006 0,005 +0,0008

Tab. 3-38: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel. etc., Kap. 2.3.5.) des Fits der
Emissionsdnderung bei der Entfaltung der B-UE mit dem Fitmodell:

a—lsh—2 5c— 5d—* 5e—* 5 f . dierelativen Amplituden beziehen sich auf die

vorherige Fitkomponente im Verhéltnis zur Gesamtamplitude (siche Text).

3.9.4.2.4. UV-CD

Bei der lokalen Analyse der Entfaltung der B-UE, gemessen bei 222 nm, war ein zweistufiger
Fit der geeignedste (Abb. 3-124). Ein mehrstufiger Fit war nicht stabil, ein einstufiger hatte
eine groflere Fehlerabweichung. Der CD der Fitkomponente a hat gegeniiber B-UE,, bereits
um 27% abgenommen (Tab. 3-39). Es ist demnach anzunehmen, dass ein friiher
Entfaltungsschritt in der Burstphase steckt. Der Schritt a>b, mit einer groen Ratenkonstante
assoziiert (%12 s™, Tab. 3-40), hat eine CD-Abnahme von 50% (Tab. 3-39) und stellt damit
den groBten Entfaltungsschritt dar. Der Schritt b>c, mit einer 8-fach geringeren
Ratenkonstante (=1,5 s™), fithrt zu der restlichen CD-Reduktion von 23% und stellt damit
noch deutlich Entfaltung dar.
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Folgendes Modell fiir die Entfaltung der 3-UE wird aufgestellt:

L —UEna(—— ) —> 11— >U
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Abb. 3-124: Rohdaten und zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE, bei 222 nm.
Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 6,1 ms, Time base: 500 us Messintervall {iber

2 s Messzeit, dann 20 ms iiber 60 s, dann 1 s iiber 600 s. Gezeigt sind in A) die Daten ( ) und
der Fit: Modell a>b>c (——) und in B) Residuen.

Fitkomponenten
a b c

0 —_

-200
Ll
o}

& -400
o
o

g -600 -
=

s -8004

-1000

Abb. 3-125: Molarer Circulardichroismus (Ag) des lokalen zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik der 3-UE

(Abb. 3-124), bei 222 nm. Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (=) und c (m) siche Text und
Tab. 3-39.
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Abb. 3-126: Konzentrationsianderungen der Fitkomponenten des zweistufigen lokalen Fits der Entfaltungskinetik
der B-UE (Abb. 3-124), bei 222 nm gemessen mittels UV-CD. A) Verlauf iiber die gesamte
Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 3 s; Zuordnung der Fitkomponente a (——), b ( )
und ¢ (—) siehe Text und Tab. 3-39.

As [M* em™] der steady-state Messungen

bei 222 nm
BUEw

S-UEenat

Ag [M™' em™] der Fitkomponenten der kinetischen Messung bei

222 nm
a

b

C

-1320

-200*

-960

-308

4

Tab. 3-39: Molarer Circulardichroismus (A €) je UE der Komponenten des lokalen Fits der Entfaltung der B-UE
und die Vergleichswerte aus den steady-state Untersuchungen (Kap. 3.8.); * der Wert fiir entfaltetes
Protein betrégt laut Literatur (Lehner & Scheer, 1983; Kap. 1.7., 1.8.) Null, die Abweichung von 15%
liegt im Fehlerbereich;

AB-UEngt/a rel.

ki [s]

Aa/b rel.

Kk, [s']

Ay rel.

0,27

11,9 £10,7

0,50

1,53 £0,55

0,23

Tab. 3-40: Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A4 rel., Kap. 2.3.5.) des lokalen Fits
der CD Messung bei der Entfaltung der -UE bei 222 nm, mit dem Reaktionsmodell:

a

k1 >b

k2

Messungen (Kap. 3.8.)

>C . Die relativen Amplituden beziehen sich auf B-UE,,, aus den steady-state
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4. Diskussion
4.1. Vergleich der Messungen der Entfaltungskinetiken von PC

4.1.1. Zusammenfassender Vergleich zwischen der globalen und lokalen
Analyse

Sowohl in den Absorptions-, als auch die Vis-CD-Daten (Ausnahme B-UE Kap. 3.9.4.2.2.)
wurden jeweils lokal und global analysiert (Kap. 2.3.5. und 3.9.). Die Unterschiede zwischen

beiden Analysen sollen hier noch einmal zusammenfassend diskutiert werden.

Protein Messparameter | Gefittete Wellenldngen [nm]
340 350 575/ 600 605 613 616/ 628 | global
580 617
PCi Absorption 5 6 6 5-6 5 4
Vis-CD 3 4 3 4 2 2 3
a-UE Absorption 5 4-5 4-5 4 3
Vis-CD >2 >2 >2 >4 >2
B-UE Absorption 5 6 5 5
Vis-CD 2 >2 2 keine*

Tab. 4-1: Vergleich zwischen der lokalen und globalen Analyse der Entfaltungskinetik von PC, in der
Absorption und dem Vis-CD, beziiglich der Anzahl der analysierten Reaktionsschritte, (Analysen siehe
Kap. 3.9.). ,,Von bis“- und mindestens-Angaben erfolgten bei Analysen, die nicht ganz eindeutig
waren. * siche Kap. 3.9.4.2.2.

Die Analysen der kinetischen Messungen zeigen, dass es sowohl bei der Absorption, als auch
im Vis-CD, zum Teil deutliche lokale Unterschiede zwischen den einzelnen Wellenldngen bei
der Entfaltung von PC und den UE gibt (Kap. 3.9.2. und 3.9.4.). Fiir die einzelnen
Wellenldngenmessungen brachten unterschiedlich stufige Reaktionsmodelle oft die beste
Anpassung (Tab. 4-1). Dabei ergaben sich ebenfalls hédufig Unterschiede in den
Reaktionskonstanten (Abb. 4-1). Beim globalen Fit wurden die Reaktionskonstanten und die
Zahl der Reaktionsschritte fiir alle gemessenen Wellenldngen gekoppelt. Es ergibt sich daraus
die Frage, inwieweit signifikante Unterschiede der einzelnen Wellenldngen durch die
Kopplung im globalen Fit unterdriickt werden oder in ihm eine Entsprechung finden. Wiirden
im globalen Fit die lokalen Unterschiede sichtbar werden, wiren fiir den globalen Fit
zumindest so viele Reaktionsschritte zu erwarten, wie sie der maximalen Anzahl an
Reaktionsschritte bei einem lokalen Fit entspricht. Dies ist in keinem Fall gegeben (Tab. 4-1).
Entweder entspricht die Anzahl Schritte im globalen Fit in etwa dem Mittelwert aus den
lokalen Messungen (z. B. PCy;: Vis-CD Tab. 4-1) oder liegt um 1 bis 2 Schritte darunter (z. B.
o-UE: Absorption, Tab. 4-1).
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Wie bei der Analyse der kinetischen Daten (Kap. 3.9.) gezeigt wurde, gibt es zwischen den
einzelnen Wellenldngenmessungen nicht nur Unterschiede in der Anzahl der
Reaktionsschritte, sondern auch deutliche Hinweise darauf, dass bei den einzelnen
Wellenldngen teilweise unterschiedliche Vorgidnge beobachtet werden konnen. Z. B. zeigt
sich ein lokaler Unterschied bei allen Absorptionsmessungen darin, dass im kurzwelligen
Bereich eine andere Kinetik gesehen werden kann, als im langwelligen. Dariiber hinaus gibt
es noch viele einzelne Unterschiede, welche bei der Analyse im jeweiligen Ergebnisteil
aufgefiihrt sind. Ansatzweise sind diese Unterschiede fiir die e-Werte und Ae-Werte im
globalen Fit zu erkennen (Kap. 3.9). Zusammenfassend muss aber trotzdem gesagt werden,
dass sich im globalen Fit die lokalen Unterschiede der einzelnen Wellenlédngen nicht wieder
finden. Im Gegenteil scheint ein Mitteln aus den lokalen Unterschieden zu erfolgen und
teilweise sogar noch eine weiter gehende Vereinfachung. Der globale Fit gibt demnach keine
Summe der lokalen Analysen wieder, sondern eine eigene Gesamtsicht {iber die Entfaltung
des Proteins bei dem lokale Unterschiede unterdriickt werden. Aber als Gesamtsicht {iber
einen breiten spektralen Bereich hat er seine Berechtigung. Und deshalb wird er auch im
Folgenden fiir die Vergleiche zwischen den Messparametern und den untersuchten Proteinen

(integrales PC und UE) heran gezogen.

4.1.2. Vergleich der Messparameter der Entfaltung von PC

Wenn nicht anders angegeben, wird zum Vergleich zwischen den Messparametern fiir die
Absorption und dem Vis-CD {iiberwiegend die globale Analyse heran gezogen. Die lokalen
Unterschiede bei den einzelnen Wellenldngen wurden bei der Analyse der einzelnen
Parameter heraus gearbeitet und sind aufgrund ihrer Differenziertheit nicht so gut fiir einen

Gesamtvergleich geeignet, wie die globale Analyse.

41.2.1. PC o-UE

Kinetische Messungen

Bei der globalen Analyse der Absorptionsdaten ergab sich ein guter Fit mit einem dreistufigen
Reaktionsmodell (Tab. 4-2, 4-3; Abb. 4-1). Ob es sich dabei im letzten Schritt noch um einen
Entfaltungsschritt handelt oder um einen anderen Reaktionsverlauf im bereits entfalteten
Protein kann nicht mit Sicherheit entschieden werden, ersteres ist aber wahrscheinlich

(Erklarung siehe globale Analyse Kap. 3.9.4.1. und 4.2.2.). Im Vis-CD (Tab. 4-2, 4-3;
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Abb. 4-1) wurden zumindest zwei Reaktionsschritte gefunden, jedoch verdeckt die grof3e
Burstphase relativ groBe Anderungen zu Beginn der Reaktion. Dem letzten Reaktionsschritt
kann entweder einer Verdnderung Ug>Us (nach den Kriterien in Kap. 3.9.2.1.1.) zugeordnet
werden oder ein letzter Entfaltungsschritt (sieche Kap. 3.9.4.1.2. und 4.2.2.). Er ist etwa
100-mal langsamer, als der letzte Schritt in der Absorption (Tab. 4-4). Das Ende der
Gesamtreaktion, gemessen in der Absorption, wird sehr frith nach bereits ca. 13 s (Tab. 4-2)
erreicht, im Vis-CD erst nach ca. 600 s (Tab. 4-2), d. h. nach einer ca. 85-mal ldngeren
Reaktionszeit. Geht man aber von der Wahrscheinlichkeit aus, dass im globalen Fit der
Absorption kein Up>U; Ubergang gesehen wird, im Vis-CD dagegen schon, dann sind die
Reaktionen im letzen Schritt nicht vergleichbar. Sollten aber beide im letzten Schritt
gleichermaflen Entfaltung oder eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein zeigen, dann
wire hier ein grofer Unterschied in den Kinetiken zu sehen. Aufgrund der Analyse in Kap.
4.2.2. wird aber erstere Annahme favorisiert. Dadurch, dass die ersten Entfaltungsschritte im
Vis-CD nicht erfasst werden konnten, ist hier ein Vergleich nicht moglich. Die lokalen
Unterschiede (Kap. 3.9.4.1.) sind bei der Absorption stirker ausgeprigt, als im Vis-CD
(soweit dies mit diesem Datensatz ausgesagt werden kann; Kap. 3.9.4.1.1.). Es gibt dort lokal
qualitative Unterschiede, d. h. bei den Messungen der verschiedenen Wellenlingen in der
Absorption werden teilweise unterschiedliche Entfaltungsvorgédnge, vor allem zwischen dem
UV-Nahen und dem langwelligen Bereich, gesehen. Die Anzahl der Reaktionsschritte ist
lokal ebenfalls unterschiedlich, was aber nicht unbedingt auf qualitative Unterschiede
hinweisen muss (Kap. 3.9.4.). Zudem erfordert die lokale Analyse in der Absorption jeweils
ein bis zwei Entfaltungsintermediate mehr als die globale (Tab. 4-1). Die Emission dagegen
zeigt die gleiche Anzahl Reaktionsschritte (Tab. 4-1, 4-3; Abb. 4-1) wie die globale Ananlyse
der Absorption, jedoch spiegelt sie einen anderen zeitlichen Verlauf wider (Tab. 4-2, 4-4,
Abb. 4-1). Da die Emission keine Anderungen im bereits entfalteten Protein zeigt (Kap. 1.8.,
3.8.), ist der langsamste und letzte Reaktionsschritt (0,07 s™', Tab. 4-4) noch Entfaltung. Die
Gesamtreaktionszeit betrdgt dabei 170 s. Mit der Annahme, dass der letzte Reaktionsschritt in
der Absorption noch Entfaltung darstellt (siche oben) heilit dies, dass die Reaktion in der
Emission 13-mal linger dauert, als in der Absorption (Tab. 4-2). Die Ratenkonstanten (Abb.
4-1, Tab. 4-4), vor allem k3, sind in der Emission, gegeniiber der Absorption entsprechend
langsamer. Jedoch hat der erste Entfaltungsschritt in der Emission eine wesentlich grof3ere
Amplitude (95% im Maximum Tab. 3-33-3, Abb. 3-105) als in der Absorption (57% im
Maximum, Tab. 3-32, Abb. 3-33), in beiden Fillen machen sie aber den groBten
Entfaltungsschritt aus (Abb. 4-1). Folglich sind die verbleibenden Anderungen in der
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Emission kleiner, als in der Absorption. Die Emission reagiert vor allem auf die Rigiditét des
Chromophors, die Absorption auf Konformationsdnderungen des Chromophors und/oder des
Proteins. Demzufolge wiirde man erwarten, dass die Emission frither und schneller abnimmt,
als die Absorption. Es ist aber auch der Fall vorstellbar, dass zuerst eine
Konformationsdnderung in einem Proteinbereich stattfinden muss, der die Absorption des
Chromophors herunter setzt, damit die Rigiditdt des Chromophors und somit die Fluoreszenz
abnimmt. Fiir den letzen Reaktionsschritt kann dies z. B. folgendermaBlen aussehen: Die
Ratenkonstante fiir den letzten Reaktionsschritt in der globalen Analyse der Absorption
betragt 0,99 s, in der Emission 0,07 s und ist damit etwa 14-mal langsamer (Tab. 4-4, Abb.
4-1). Dies bedeutet, dass zwei unterschiedliche Prozesse gesehen werden. Dabei konnte der
schnellere in der Absorption zuerst ablaufen, gefolgt von dem langsameren, der in der
Emission gesehen wird. Dass heiflit, dass zuerst eine Konformationsinderung des

Chromophors erfolgt und in Folge eine Abnahme seiner Rigiditét.

Vergleich der Entfaltungskinetik mit der steady-state Entfaltung

(Gleichgewichtsmessung)
Bei der Entfaltung der a-UE durch Titration mit Harnstoff (Kap. 3.7.3.1.) wird fiir die

Absorption und die Emission ein fast identisches Verhalten gefunden (fast gleiche
Wendepukte x, und Steilheit (p) im Wendepunkt; Tab. 3-8). Dass heif3t, die Unterschiede wie
sie bei den kinetischen Messungen zu Tage treten (Abschnitt Kinetik oben), werden bei den
steady-state Messungen nicht deutlich. Die Anderungen im kinetischen Verlauf im Vis-CD
erfolgen deutlich langsamer als in der Absorption und auch der Emission. Dagegen ist in den
steady-state Messungen der Wendepunkt fiir den Vis-CD signifikant frither erreicht, als bei
der Absorption und der Emission (Tab. 3-8). Jedoch ist die Steilheit signifikant kleiner und
damit der Ubergangsbereich der Entfaltung in Bezug auf die Harnstoffkonzentration groBer.
Dieser flachere Kurvenverlauf weist auf eine groBere Heterogenitit bei der Entfaltung

gemessen im Vis-CD im Vergleich zur Absorption und Emission hin.

Die Ergebnisse der Titration zeigen, dass mindestens zwei thermodynamisch stabile Zustdnde
im Ubergangsbereich bei den Gleichgewichtsmessungen bestehen. Bei den kinetischen
Messungen werden fiir die Absorption und die Emission (die Vis-CD Ergebnisse konnen
aufgrund ihrer bedingten Aussagefdhigkeit in diesem Fall nicht verglichen werden) je vier
analysiert (lokal im Absorptionsmaximum sogar flinf, das Maximum entspricht der
gemessenen Wellenldnge fiir die Titrationskurve entspricht). Grundsitzlich kann nicht davon

ausgegangen werden, dass die Intermediate der Gleichgewichtsmessungen die Gleichen wie

183



die kinetischen Intermediate sind (Kap. 1.7.). In einigen Féllen kann dies aber ausgeschlossen
werden. Andert sich z. B. die Reihenfolge der Messparameter fiir den Grad der Entfaltung bei
verschiedenen Messreihen, so kann ausgeschlossen werden, dass gleiche Intermediate
vorliegen. Der auffilligste Fall ist hierbei das UV-CD wie im Folgenden ausfiihrlich
diskutiert wird. Auch kann mit diesen Untersuchungen oft nicht mit Sicherheit gesagt werden,
ob ein Intermediat, welches in der Absorption auftritt z. B. das Gleiche ist, welches im
Vis-CD gesehen wird. Es konnen nur Moglichkeiten und Wahrscheinlichkeiten diskutiert
werden, wie dies im Ergebnisteil bereits begonnen wurde und hier in der Diskussion noch
weiter ausgefiihrt wird. Da, wie gezeigt wurde und weiter unten noch diskutiert wird,
verschiedene Messparameter bei den kinetischen Messungen zumindest teilweise
unterschiedliche Intermediate zeigen, wird dadurch die Zahl der Intermediate bei der

Entfaltungskinetik der o.-UE (und auch der B-UE und dem integralen PC) drastisch erhdht.

4.1.2.2. PC FUE

Kinetische Messungen
In Ermangelung (siche Kap. 3.9.4.2.2.) eines globalen Fits fiir die Vis-CD Messung fiir die

Entfaltung der B-UE wurde der lokale Fit bei 580 nm heran gezogen. Er entspricht dem
positiven Extremum des Vis-CD Spektrums der B-UE. Nachdem die drei gemessenen
Wellenldngen (350 nm, 580 nm und 605 nm) ein weitgehend einheitliches Bild der Entfaltung
der B-UE wiedergaben (Kap. 3.9.4.2.2.), reprdsentieren die Ergebnisse bei 580 nm auch

weitgehend die anderen Wellenldngen.

Bei der globalen Analyse der Entfaltung der B-UE, gemessen mittels Absorption, wurde eine
fiinfstufige Reaktion gefunden. Der letzte Schritt wurde dabei einer Reaktion im bereits
entfalteten Protein zugeordnet (Begriindung siche Kap. 3.9.4.2.1.). Im Vis-CD wurde
lediglich eine zweistufige Entfaltung analysiert (Tab. 4-2). Im entfalteten Protein konnte keine
Reaktion mehr nachgewiesen werden. Absorption und Vis-CD reagieren (siche Kap. 1) auf
Konformationsédnderungen des Chromophors, welche indirekt vom umgebenden Protein
bestimmt werden. Im Vis-CD wird dabei die Konformation in Bezug auf ihre Verdrilltheit
gesehen. Bei dieser (Vis-CD) Betrachtungsweise zeigen sich demnach deutlich weniger
Entfaltungsintermediate als bei der, die die Konformationsdnderung im allgemeinen
(Absorption) zeigt. Im letzten Schritt weisen die Absorption und das Vis-CD zwar eine

dhnlich groBe Ratenkonstante auf (Abb. 4-1, Tab. 4-4), aber mit dem wesentlichen
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Unterschied, dass dieser Schritt, nach den Kriterien in Kap. 3.9.2.1.1. und 3.9.2.2.1. in der
Absorption einer Verdnderung im bereits entfalteten Protein entspricht und im Vis-CD ein
Entfaltungsschritt postuliert wurde (Tab. 4-5). Die Ratenkonstante, die jeweils dem ersten
Entfaltungsschritt zugewiesen wurde, ist in der Absorption gegeniiber dem Vis-CD ca. 32-mal
schneller (Abb. 4-1, Tab. 4-4). Sogar k; und ks sind in der Absorption deutlich grofer, als k;
im Vis-CD. Allerdings ist das Ende der Gesamtreaktion in der Absorption nach 595 s erreicht
und im Vis-CD nach 600 s (Tab. 4-2), d. h., in diesem Punkt haben diese beiden
Messparameter quasi identische Ergebnisse. In der Emission wird, wie in der Absorption, ein
fiinfstufiger Reaktionsweg gefunden. Obwohl in der Emission keine Verdnderung im bereits
entfalteten Protein gesehen werden kann, erfordert ein Fit der Daten die gleiche Anzahl
Schritte, wie in der Absorption und drei mehr als der Vis-CD. Die k;-ksWerte sind, wie in der
Absorption, gegeniiber dem Vis-CD deutlich groBer, sie sind auch groBer, als in der
Absorption (Abb. 4-1, Tab. 4-4). Die Verteilung der relativen Amplituden differiert zwischen
der Absorption und der Emission dahingehend, dass die Amplituden in der Emission im
ersten und dritten Schritt stirker abnehmen, als die Absorption. Im zweiten und vierten nimmt
die Absorption gegeniiber der Emission stirker ab (im letzten Schritt ist kein wesentlicher
Unterschied zwischen Emission und Absorption zu sehen) (Abb. 4-1). In der Emission
betrachtet man im Wesentlichen die Rigiditit des Chromophors, diese kann bereits reduziert
sein, ohne dass schon merklich Konformationsdnderungen eingetreten sind (Absorption). In
diesem Fall reagiert die Emission schneller auf Verdnderungen im Chromophor, als die
Absorption. Dies zeigt sich in den groferen Ratenkonstanten der Emission gegeniiber der
Absorption und der kiirzeren Dauer der Gesamtreaktionszeit. Das Ende der Gesamtreaktion,
gemessen mittels Emission, ist nach etwa 260 s (Tab. 4-2) erreicht. Es dauert damit etwa halb
so lange wie fiir die Absorption und dem Vis-CD. Dieses Verhalten ist deutlich
unterschiedlich von der a-UE, bei der zunichst die Konformation geéndert wird, ehe die

Rigiditét abnimmt.

Diese Vergleiche zeigen, dass die Entfaltung der B-UE, wie die der a-UE, nicht einfach in
mehr oder weniger viele Entfaltungsintermediate aufgeteilt werden kann, sondern dass dies
davon abhingt, welcher Aspekt betrachtet wird: Die Konformation, die Konformation in
Bezug auf Verdrilltheit oder die Rigiditit des Chromophors. Molekulare Details der
Interaktion von Chromophor und Proteinumgebung (Kap. 1.5.) kénnen fiir die verschiedenen
Messparameter ohne gezielte Verdnderungen aber derzeit noch nicht unterschieden werden.

Dies heif3t, je nach Messparameter werden drei, teilweise sehr unterschiedliche Vorgénge der
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Entfaltung gesehen. Ein dhnlich komplexes Verhalten wurde bereits im Vergleich der lokalen

Analysen gefunden (Kap. 3.9.4.2.).

Der UV-CD ist weitgehend unabhingig vom Chromophor (maximal 10% des UV-CD Signals
stammen vom Chromophor, miindliche Mitteilung H. Scheer) und spiegelt direkt die
Sekundérstruktur, die in der B-UE ausschlieBlich aus a-Helices (Kap. 1.6.) besteht, wider.
Hier wird eine zweitstufige (eventuell > dreistufige, siche Kap. 3.9.4.2.4.) Entfaltung des
Proteins gesehen (Tab. 4-2). Der UV-CD weist im Vergleich zum Vis-CD zumindest genauso
viele Reaktionsschritte auf. Diese Schritte sind im UV-CD aber mit wesentlich grofleren
Ratenkonstanten assoziiert als im Vis-CD (Abb. 4-1, Tab. 4-4). Nach diesen Kriterien erfolgt
demnach der globale Verlust der Sekundirstruktur sehr viel schneller, als sich der
Chromophor und somit seine Umgebung verdndert. Diese Reaktion ist bereits nach etwa 8 s
abgeschlossen und damit um ein vielfaches (+ 75-mal schneller gegeniiber der Absorption
bzw. dem Vis-CD und etwa 30-mal schneller gegeniiber der Emission, Tab. 4-2) schneller, als

die vom Chromophor abhéngigen Messungen.

Vergleich der Entfaltungskinetik mit der steady-state Entfaltung
(Gleichgewichtsmessung)

Bei den steady-state Messungen zur Entfaltung der B-UE (Kap. 3.7.3.2.) wurden sowohl fiir
die Wendepunkte x¢ als auch der Steilheiten p keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Messparametern, die in Abhéingigkeit des Chromophors messen (Absorption, Vis-CD und
Emission), ermittelt. Lediglich die Werte des UV-CDs unterscheiden sich signifikant (Tab.
3-9): Die Auflosung der Sekundirstruktur tritt wesentlich spiter ein, und erstreckt sich iiber
einen signifikant geringeren Harnstoffbereich, was auf eine geringere Heterogenitit der
beobachteten Entfaltung hinweist. Es zeigt sich, dass die Differenziertheit und Komplexitéat
der Entfaltung der B-UE, wie sie sich in den kinetischen Messungen (siehe oben, Abb. 4-1)
zeigt, hier nicht deutlich wird. Gegensitzlich ist, wie gerade beschrieben, das Verhalten der
Sekundérstruktur in den kinetischen und Gleichgewichtsmessungen. Beim FEinsatz
verschiedener Harnstoffkonzentrationen 16st sich die Sekundirstruktur als letztes auf,
allerdings dann auch mit dem schirfsten Ubergang. Bei den kinetischen Experimenten mit
einer Harnstoffkonzentration von 8 M, geht sie dagegen als erstes verloren (Tab. 4-2, 4-4). Im
Kap. 4.1.2.4. wird dhnliches fiir PCy; beschrieben, dort erfolgt ein Erklarungsversuch, der fiir
die B-UE genauso gilt. Es handelt sich im UV-CD und den Chromophor abhingigen

Messungen offensichtlich um zwei, zumindest weitgehend, unabhingig voneinander
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ablaufende Entfaltungsvorginge. Die globale Sekundéarstruktur hat anscheinend keinen oder

nur einen geringen Einfluss auf die Konformation des Chromophors.

Protein Anzahl Reaktionsschritte der Entfaltungskinetik | Gesamtreaktionszeit [s]
Absorption | Vis-CD Emission |UV-CD Absorption | Vis-CD Emission |UV-CD
PCu;i 4 3 4 2 270 >300 (96% 50 175
erreicht
o-UE 3 2% 3 keine 13 600 170 keine
Analyse Analyse
B-UE 5 2 5 2-3%* 595 600*** 260 8
(bei 580
nm)

Tab. 4-2: Links: Stufigkeit der Modelle, mit denen die Anderungen der verschiedenen Messparameter bei der
Entfaltung gefittet wurden. Rechts: Dauer der Gesamtreaktion. *hier wurden mindestens zwei
Reaktionsschritte gefunden, da der erste Teil der Entfaltungsreaktion nicht erfasst wurde, kann eine
hdhere Zahl an Schritten nicht ausgeschlossen werden (siehe dazu auch Text). ** Erklarung siehe Text;
*** hier erfolgte kein globaler Fit (Kap. 3.9.4.2.2)

Definition filr das Ende der Gesamtreaktionszeit: Das Ende der Reaktion ist erreicht, wenn beim Fit
der Daten fiir die Komponentenkonzentration fiir die letzte Fitkomponente 99% erreicht wurden
(Abb. 3-51, 3-63, 3-71, 3-74, 3-90, 3-99, 3-106, 3-110, 3-119, 3-123 und 3-126).

4.1.2.3. Vergleich der Untereinheiten

Absorption

In der globalen Analyse der Absorption zeigen sich in der B-UE zwei Reaktionsschritte mehr
(5) als in der a-UE (3) (Tab. 4-2, 4-3; Abb. 4-1). Beim Vergleich der lokalen Analysen (Kap.
3.9.4.) zeigt sich, dass bei beiden UE qualitative Unterschiede zwischen der beobachteten
Entfaltung im UV-Nahen und langwelligen Absorptionsbereich bestehen. In der a-UE werden
im langwelligen Absorptionsbereich zusitzlich qualitative Unterschiede in der Entfaltung bei
den einzelnen Wellenldngen festgestellt (Kap. 3.9.4.1.1.) (wobei hier einschrinkend
festgestellt werden muss, dass in der a-UE im langwelligen drei und in der -UE nur zwei
Wellenldngen gemessen wurden). Bei der a-UE wurden bei 580 nm und 605 nm zwei
Reaktionsschritte im bereits entfalteten Protein festgestellt, was in dieser Arbeit einzigartig ist
(Kap. 3.9.4.1.1.). Dies spiegelt sich im globalen Fit, wie bereits beschrieben, nicht wider
(Kap. 4.1.2.1.). Das Ende der Gesamtreaktionszeit tritt fiir die a-UE bei der globalen Analyse
ca. 45-mal schneller (13 s, Tab. 4-2) ein, als fiir die B-UE (595 s, Tab. 4-2).

Vis-CD

In der Analyse des Vis-CDs (Abb. 4-1) zeigt sich in der B-UE keine Verdnderung im bereits

entfalteten Zustand wéhrend es im Gegensatz dazu in der a-UE (Tab. 4-3) diskutiert wird. Ein

Vergleich iiber die Anzahl der Reaktionsschritte ist hier nicht moglich, da der Datensatz fiir
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die a-UE eine zu groBe Burstphase aufweist (Kap. 3.9.4.1.2.). Beim Vergleich der lokalen
Analysen zeigt sich (Kap. 3.9.4.), dass bei der B-UE keine bei bestimmten Wellenldngen
auftretende qualitativen Unterschiede der Entfaltung zu sehen sind, anders als in der a-UE.
Hier weichen bei verschiedenen Wellenlédngen die beobachtenden Kinetiken lokal zum Teil

voneinander ab. Die Gesamtreaktionszeiten sind fiir beide Fille dhnlich lang (Tab. 4-2).

Emission

Bei der Analyse der Entfaltungskinetik in der Emission zeigen sich in der B-UE zwei
Entfaltungsschritte mehr (5), als in der a-UE (3) (Tab. 4-2, 4-3; Abb. 4-1). Wobei die erste
der B-UE um ein mehrfaches schneller ist, als die anderen schnellen Ratenkonstanten (Tab.
4-4). Die Dauer der Gesamtreaktion der B-UE ist dabei etwa 1,5-mal so lange, wie die der

o-UE (a-UE =170 s, B-UE =260 s, Tab. 4-2).

Fiir den UV-CD ist kein Vergleich moglich, da fiir die a-UE keine Messwerte vorliegen (Kap.
3.9.4.1.3)).

Ursachen der Unterschiede zwischen der o und der B-UE

Ein wichtiger Unterschied zwischen der a- und der B-UE besteht darin, dass in der B-UE zwei
PCB-Chromophore gebunden sind und in der a-UE nur einer (Kap. 1, Schirmer et al., 1985;
Scharnagl & Schneider, 1989, 1990). Trotz Sequenzunterschieden besteht zwischen den UE
eine hohe Homologie (Kap. 1, Schirmer et al., 1984, 1985; Sidler, 1994; Frank et al., 1978;
Glazer et al., 1973b; Glazer, 1976). Fiir die Tertidrstrukturen gilt das Gleiche, sie sind, bis auf
den Bereich Cys-B155, ebenfalls sehr dhnlich (Abb. 1-5, 1-6, Kap. 1.6.). Dadurch, dass bei
der Messung der B-UE zwei Chromophore gleichzeitig gesehen werden (Debrezceny et al.,
1993; Sauer et al., 1987), und nicht nur einer wie in der a-UE, kommt es zu wesentlichen
spektroskopischen Unterschieden (sieche oben). Zwei Aspekte sind beim Vorhandensein von
zwei Chromophoren zu differenzieren. Ersterer ist wesentlich messtechnisch begriindet. In der
B-UE wird eine Uberlagerung von zwei Chromophoren gemessen, aber nicht in der o-UE.
Und zum zweiten werden in der B-UE, trotz Uberlagerung, zwei Bereiche des Proteins
wihrend der Entfaltung beobachtet in der a-UE nur einer. Zudem interagieren in der B-UE
der PCB-155 und PCB-84 Chromophor (Scharnagl & Schneider, 1990) miteinander, was in
die spektroskopisch beobachtete Kinetik ebenfalls mit hineinflieBt. Dass in der B-UE zwei

Bereiche des Proteins bei der Entfaltung beobachtet werden und womdglich auch die
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Interaktion zwischen den Chromophoren mag eine Erklarung dafiir sein, dass in der -UE
durchgédngig mehr kinetische Intermediate gefunden werden, als in der a-UE (Kap. 3.9., Tab.
4-3). Gegenteilig stellt sich die Entfaltung in den Gleichgewichtsmessungen (siehe oben und
Kap. 3.7.) dar, hier ist sie fiir die a-UE differenzierter, als fiir die f-UE. Hier scheint es, dass
das Vorhandensein von zwei Chromophoren zu einer Vereinfachung des Entfaltungsprofils
fiihrt. Dies ist womdglich auf die Uberlagerung der Spektren zuriick zu fiihren. Bei der
globalen Analyse fiihrt dies dazu, dass in der a-UE diskretere Schritte der Entfaltung gesehen
werden als in der B-UE, die eindeutig dem Bereich der Chromophorumgebung zugeordnet
werden konnen (Abb. 1-5 und 1-6). Was mit diesen Untersuchungen nicht gesagt werden
kann, ist, was genau zu diesen Chromophorumgebungen zu rechnen ist. Fiir
Lochbrennversuche wurde ein Radius der Wechselwirkungslinge von Protein und
Chromophor von nur 5 A ermittelt (Lesch et al.,, 2004). Ein direkter Vergleich mit der
Versuchsanordnung dieser Arbeit ist zwar nicht moglich, jedoch stellt es einen ersten
Anhaltspunkt dar, der darauf hinweist, dass sich die Wechselwirkungen von Protein und

Chromophor auf einen eher kleinen Radius beschrinken.

Bei der lokalen Absorptionsmessung der B-UE im langwelligen Maximum bei 605 nm wird
im Wesentlichen der PCB-B155 und dessen Umgebung erfasst (Abb. 1-6, Debrezceny et al.,
1993). Dass heiit es wird damit eine Stelle des Proteins erfasst, welche die groBten
Unterschiede zwischen den UE darstellt (siehe oben und Kap. 1.6.). Bei den Messungen im
langwelligen Absorptionsmaximum der o-UE bei 617 nm wird im Absorptionsbereich von
PCB-a84 gemessen, welcher an einer anderen Stelle im Protein liegt, als PCB-B155
(vergleiche dazu Abb. 1-6). In der B-UE wird bei 605 nm zumindest ein Reaktionsschritt
mehr (5, Tab. 3-35, Abb. 3-115) als bei 617 nm in der a-UE (4, Tab. 3-30, Abb. 3-95)
analysiert. Der zusitzliche Schritt in der B-UE stellt einen langsamen Entfaltungsschritt gegen
Ende der Reaktion dar. In der a-UE weicht die Kinetik bei 617 nm von den Kinetiken der
anderen Wellenldngen qualitativ ab (Kap. 3.9.4.1.1.). In der B-UE deutet sich lediglich ein
qualitativer Unterschied zum UV-Nahen Bereich an. In der globalen Analyse der Kinetik
zeigten sich die Unterschiede im Wesentlichen darin, dass in der 3-UE mindestens (aufgrund
der Burstphase konnte der oder die ersten Intermediate nicht detektiert werden, Tab. 3-34) 5
Reaktionsschritte (Tab. 3-35), in der a-UE hingegen nur 4 (Tab. 3-30) analysiert wurden. Der

zusitzliche Schritt in der B-UE ist ebenfalls ein kleiner Entfaltungsschritt gegen Ende der
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Reaktion (k4: 0,20 s™', Tab. 3-35). Eine lokale Messung die auf den PCB-B84 ausgerichtet ist
(Abb. 1-7), welcher direkter vergleichbar mit PCB-a84 wire, wurde nicht durchgefiihrt.

Bei den kinetischen Emissionsmessungen wurde die Summe der Emission oberhalb des
Cut-off Filters (B-UE: 630 nm, a-UE: 600 nm Kap. 3.9.1.) detektiert und nicht bei einer
bestimmten Wellenldnge. Jedoch ist aus der Literatur bekannt dass PCB-84 aus
M. laminosus bei 644 nm fluoresziert und PCB-155 bei 623 nm, d. h. PCB-B84 ist in der
B-UE der fluoreszierende Chromophor (Tab. 1-2, Debrezceny et al., 1993, Sauer et al., 1987).
Das Emissionsmaximum der B-UE liegt bei den Messbedingungen dieser Arbeit bei 644 nm
(Tab. 3-12). Demnach wird bei den kinetischen Messungen direkt das Emissionsverhalten von
PCB-B84 und nur indirekt das von PCB-155 gesehen. Im Gegensatz dazu wird in der a-UE
nur der PCB-a84 gesehen. Laut Literatur hat er sein Emissionsmaximum bei 641 nm (Tab.
1-2), was sich mit den Messungen dieser Arbeit deckt (639 nm, Tab. 3-12). Dies bedeutet,
dass zwar bei beiden UE gleichermaflen PCB an Position 84, und damit eine vergleichbare
Proteinumgebung beobachtet wird, sie in der B-UE aber noch indirekt dem Einfluss von
PCB-B155 unterliegt. Mit diesen Messungen ist nicht zu unterscheiden worin der Einfluss von
PCB-B155 genau besteht, wie oben beschrieben scheint er aber dazu zu fiihren, dass in der
B-UE mehr Entfaltungsschritte gesehen werden. Es scheint eher unwahrscheinlich, dass die
B-UE im Chromophorbereich von PCB-384 tatsdchlich mehr Intermediate aufweist, als die
a-UE, da sie beide sehr homolog sind (Kap.1 und oben). Ausgeschlossen werden kann es aber
derzeit noch nicht. Des weiteren ldsst sich mit der Tatsache, dass die B-UE {iiber den
Chromophor PCB-84 fluoresziert erkliren, warum in der B-UE eine Verschiebung der
Wellenldnge des langwelligen Absorptionsmaximums von =605 nm um ca. 40 nm auf
~639 nm Emissionsmaximum erfolgt, wéhrend der shift in der a-UE nur ca. 20 nm von
~619 nm auf =639 nm betridgt. Die Absorption der B-UE stellt eine Summe aus den beiden
langwelligen Absorptionsmaxima der PCBs dar (PCB-B155: 598 nm, PCB-84: 622 nm, Tab.
1-2), wihrend die Emission hauptsidchlich von PCB-B84 stammt. In der a-UE, in der nur der
PCB-084 vorkommt, absorbiert und emittiert dieser. Fiir die Emission heifit das, dass in

beiden Fillen PCB an Position 84 emittiert, was ihr fast identisches Emissionmaximum

erklart (Tab. 3-12).
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Messparameter | Protein Reaktionsmodelle
Absorption o-UE a —UEnat ki > 11 k2 > 12 ks >U oder
a—UEnt—K 51— K2 s K3 s,
p-UE B—UEna—Kl K2y, K3 oy ke gy ks
PCui PCuri —X" 5 PCmono —<2—> 11 — K3 5y —K4 s
Vis-CD a-UE a —UEnat —> lx + 1 >U oder
a — UEnat — &5 Ur —K2 5,
P-UEsu™ B UBnat( 19 —K2 5 ks 5
PCy ki k2 ks
PCtri——— PCmono ———— s l1——> U oder
PCiri — X' PCrrano — > Ut —<> 5 U ;
Emission a-UE o~ UBna—KL s 1 —K2 5, K3 5y
p-UE /8 —UEnat NP - N PR < N T 2N PR SN
PCu PCuri —K 5 PCrrono —< 25 11 —X3 5 1, K4 s oder
PCui— 51— K2 5 pCrono—K3 51 — K4 5y oder
PCuri —K' 3 PCrnono —<2 > PCue —K2 5 1 — K4 5
UV-CD a-UE keine Daten
p-UE B — UEnar(—K s 1y —KL 5 1, —K2 5y
PCu peHx KLy K2 o

Tab. 4-3: Vergleich der Entfaltungsmodelle aus den kinetischen Messungen (3.9.). Aufler fiir B-UE Vis-CD
(*bei der kein globaler Fit durchgefiihrt werden konnte, Kap. 3.9.4.2.2.) wurde fiir die Absorption
und das Vis-CD der globale Fit herangezogen. **In der UV-CD Messung kann nicht nach Trimer
und Monomer unterschieden werden, Erlduterung siche Kap. 3.9.2.

4.1.2.4. PC Trimer

Kinetische Messungen

Bei der globalen Analyse der Entfaltungskinetik von PCyi, gemessen mittels Absorption,
wurde ein vierstufiger Reaktionsweg gefunden (Tab. 4-2, 4-3, Abb. 4-1; Kap. 3.9.2.). Dem
ersten Schritt konnte die Monomerisierung von PCy; zu PCiono zugeordnet werden, dem
letzten Schritt eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein (nach den Kriterien in Kap.
3.6.,3.9.2.1.1. und 3.9.2.2.1.). Im Vergleich dazu wurde fiir die Entfaltung im Vis-CD global
stellt der erste Schritt

nur ein dreistufiger Reaktionsweg analysiert. Auch hier
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Monomerisierung dar (Tab. 4-2, 4-3, Abb. 4-1, Kriterien Kap. 3.6.). Die Ratenkonstanten sind
dabei im Rahmen der Fehlergrenzen gleich (Abb. 4-1; Absorption: 8,61 +0,95 s, Vis-CD:
9,25 +2,57 5!, Tab. 4-4). Beim letzten Schritt bleibt fiir den Vis-CD unentschieden, ob er
noch Entfaltung oder eine Verdanderung im bereits entfalteten Protein darstellt, wobei letzteres
wahrscheinlicher erscheint (sieche Kap. 3.9.2.2. und Kap. 4.2.2. und Kriterien in Kap.
3.9.2.2.1.). Der letzte Schritt gemessen im Vis-CD (0,012 +0,008 s'l, Abb. 4-1, Tab. 4-4)
dauert ca. 2,5-mal so lange, wie in der Absorption (0,030 0,006 s'l, Abb. 4-1, Tab. 4-4), sie
liegen dabei aber beide in der GréBenordnung 107 s™ und dhneln sich damit im Vergleich zu
den anderen Ratenkonstanten sehr. Sollte der letzte Schritt gemessen im Vis-CD eine
Verdnderung im bereits entfalteten Protein darstellen, wére bei dieser Messung kein
Faltungsintermediat, im Gegensatz zur Absorption, detektierbar. Die Gesamtreaktionszeit
(Tab. 4-2) ist in der Absorption nur geringfiigig kiirzer (270 s) als im Vis-CD (>300 s), sie
liegen damit im Rahmen der Fehlergrenzen zusammen. Im Vergleich der lokalen Analysen ist
davon auszugehen, dass im Vis-CD lokal keine qualitativen Unterschiede der Reaktion zu
erkennen sind (Kap. 3.9.2.2.). Etwas abweichend hiervon sind die Ergebnisse bei der
Wellenldnge 628 nm. Sie zeigen die Monomerisierung etwas differenzierter, und es gibt
Unterschiede in der Auspridgung wahrscheinlich gleicher Entfaltungsvorgénge (Kap. 3.9.2.2.).
In der Absorption hingegen gibt es lokal qualitative Unterschiede, vor allem zwischen dem
UV-Nahen Bereich und dem langwelligen (Kap. 3.9.2.1.). Dies bedeutet, dass bei der
Betrachtung der Konformationsinderung des Chromophors im allgemeinen (Absorption)
mehr Entfaltungsschritte gesehen werden, als bei der Betrachtung der Verdrilltheit des
Chromophors (Vis-CD), bzw. die Protein-Chromophor- und Chromophor-Chromophor-
Interaktion in der Absorption differenzierter, als im Vis-CD deutlich wird. In der Emission
wurde, wie in der Absorption, eine vierstufige Reaktion gefunden (Tab. 4-2, 4-3; Abb. 4-1),
welche aber bereits nach 50 s (Tab. 4-2) abgeschlossen ist. In der Emission handelt es sich,
zumindest zum Teil, um von in der Absorption abweichende Vorgénge. In der Emission
konnen keine Verdnderungen im bereits entfalteten Protein gesehen werden, welcher bei der
Absorption Bestandteil des vierstufigen Reaktionsweges ist. Zudem sind die Auspriagungen in
den relativen Amplituden {iber die Reaktionsschritte anders verteilt, als in der Absorption
(Abb. 4-1). Die Geschwindigkeiten der Reaktionen der einzelnen Reaktionsschritte sind in der
Emission durchgingig deutlich schneller, als in der Absorption und auch dem Vis-CD

(Tab. 4-4, Abb. 4-1).
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Im UV-CD, in der die Auflosung der Sekundéarstruktur gesehen wird und die, wie mehrfach
beschrieben, weitgehend unabhidngig vom Chromophor ist, zeigt einen zweistufigen
Entfaltungsweg (Kap. 3.9.2.4., Abb. 4-1). Dabei wird weder die Monomerisierung noch eine
Verianderung im bereits entfalteten Protein gesehen. Die Gesamtreaktionszeit betragt 175 s
(Tab. 4-2, 4-3, Abb. 4-1). Sie dauert damit ca. 3-mal ladnger, als die gemessene in der
Emission, ist aber viel kiirzer als die Reaktionszeit in der Absorption oder dem Vis-CD
(Abb. 4-1; Tab. 4-2). Auch hier zeigt sich, wie bei der B-UE, dass die Chromophorumgebung
langsamer entfaltet als sich die globale Sekundéarstruktur auflost. Der Unterschied zur B-UE
besteht darin, dass dort sogar die Emission viel langer vorhanden war als das UV-CD Signal.
Bei PCy; nimmt die Rigiditdt hingegen noch deutlich vor der Auflésung der Sekundéarstruktur
ab. Moglicherweise stabilisieren sich die UE auf der Ebene der Sekundérstruktur im PCy;

gegeniiber der isolierten -UE.

Vergleich der Entfaltungskinetik mit der steady-state Entfaltung
(Gleichgewichtsmessung)

Bei den Gleichgewichtsmessungen von PCy; in Harnstoff (Kap. 3.7.2.) zeigte sich, dass jeder
spektroskopische Parameter (Absorption, Vis-CD, Emission und UV-CD) einen signifikant
anderen Reaktionsweg darstellt (Wendepunkte (xo), Steilheit in x0 (p), Tab. 3-7), d. h., dass
zumindest drei thermodynamisch stabile Intermediate vorliegen. Zusétzlich erfolgt noch die
Dissoziation von PCyi. Am dhnlichsten verhalten sich dabei die Absorption und das Vis-CD,
die beide die Konformation, allerdings mit unterschiedlichen Aspekten des Chromophors
widerspiegeln (Kap. 3.7.2.). Im Vergleich dazu ist die analysierte Anzahl von
Reaktionsschritten bei den kinetischen Messungen gering (2-4 je Messparameter, Tab. 4-2,
4 3, Abb. 4-1). Nachdem aber fiir jeden Messparameter bei der Kinetik der Entfaltung von
PCyi, wie auch der UE, voneinander abweichende Entfaltungswege mit zumindest teilweise
verschiedenen Intermediaten gefunden wurden, erhoht sich die Anzahl verschiedener
Intermediate bei den kinetischen Messungen. Es kann aber nicht genau gesagt werden, wie
viele und welche der Entfaltungsvorgédnge aller spektroskopischer Messparameter zusammen
genommen dabei die Gleichen sind, dies ist nur teilweise moglich und bediirfte weiterer
Untersuchungen. Im Vergleich der Kinetik im UV-CD mit der Absorption und dem Vis-CD
zeigt sich, wie die Reaktion im UV-CD deutlich schneller als in der Absorption und dem
Vis-CD ist, obwohl es bei der steady-state Titration als letztes reagiert. Bei einer direkten
Gegeniiberstellung der Messparameter der Gleichgewichtsmessungen (Kap. 3.7.2.) und der

kinetische Daten (Kap. 3.9.2.) kénnen folgende Schema aufgestellt werden:
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e Gleichgewichtsmessung: Emission>Vis-CD>Absorption>UV-CD, d. h. die Rigiditdt
nimmt am schnellsten ab, gefolgt von der Konformatiosinderung des PCBs, wobei die
Verdrilltheit des Chromophors zuerst reduziert wird. Als letztes 10st sich die
Sekundirstruktur auf.

e Kinetische Messung: UV-CD>Emission>Vis-CD=Absorption, d. h. die Sekundérstruktur
16st sich bei den kinetischen Messungen als erstes auf, gefolgt von der Abnahme an

Rigiditdt der Chromophore, als letztes verdndert sich die Konformation der Chromophore.

Der entscheidende Unterschied besteht darin, dass sich bei den Gleichgewichtsmessungen die
Sekundérstruktur als letztes, bei den kinetischen Messungen aber am schnellsten auflost. Ein
moglicher Erkldrungsansatz hierfiir ist, dass bei den Gleichgewichtsmessungen eine variable
Konzentration an Harnstoff (0 — 8 M) verwendet wird, wéhrend in der Kinetik immer mit 8 M
Harnstoff gearbeitet wird. Es wird eine Konzentration von 8 M Harnstoff bendtigt um die
Sekundérstruktur, bei gegebenen Messbedingungen, vollstindig auf zu 16sen, wahrend die
vollsténdige Entfaltung fiir die Emission, dem Vis-CD und der Absorption bereits bei ca. 7 M
Harnstoff erfolgt (Kap. 3.9.2.4., Abb. 3-26). Ist die Hiirde, die Sekundirstruktur aufzuldsen
aber einmal genommen, und die Kinetik findet in 8 M Harnstoff statt, 16st sich die
Sekundérstruktur schneller auf, als die Chromophorumgebung. Damit zeigt sich das Gleiche,
wie bei der B-UE, ndmlich, dass die Entfaltung der Struktur, die den Chromophor beeinflusst

und die der Sekundirstruktur, zumindest weitgehend, unabhéngig voneinander sind.

4.1.2.5. Vergleich des PC-Trimers mit den Untereinheiten

Absorption
Beim Vergleich der Entfaltungskinetik von PCy; und den UE ist zu bedenken, dass der erste

Schritt, die Monomerisierung von PCyi bei den UE nicht vorkommt. Genauso ist beim
Vergleich zu bedenken, dass, wie bei den Messungen dieser Arbeit zu sehen und aus der
Literatur bekannt ist, die Absorptionsspektren von PCpgn eine Summe der UE sind
(Debreczeny et al., 1993; Mimuro et al., 1986, Kap. 1). Dies bedeutet, dass die UE Trennung
in der Absorption nicht gesehen werden kann. Nach den vorliegenden Messergebnissen zeigt
sich, dass beim globalen Fit sowohl in PCy;, als auch der B-UE der Up>Us Schritt detektiert
wurde, er aber in der globalen Analyse der a-UE hochstwahrscheinlich nicht gesehen wird
(Kap. 4.2.2.) (anders in den lokalen Analysen, Kap. 4.2.2.). Die Entfaltung der UE ist in mehr

und in liberwiegend wesentlich schnellere Reaktionsschritte unterteilt, als die von PCy; (Abb.
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4-1, Tab. 4-4). Beim Vergleich der relativen Amplituden (Abb. 4-1) und der
Extinktionskoeffizienten (Abb. 3-50, 3-89 und 3-109) sieht es so aus, als wiirden die zwei
Entfaltungsschritte (nicht Dissoziation und nicht UgUg) von PCyi aus je  drei
Entfaltungsschritten der a-UE und der vier (nicht Up>Us) der B-UE bestehen. Insgesamt
wiren damit 7 Entfaltungsschritte in den zweien von PCy; verborgen. Wenn dies durch eine
Uberlagerung der Spektren entstehen wiirde, wire zu erwarten, dass die dazugehdrigen
Ratenkonstanten (Abb. 4-1, Tab. 4-4) der UE im Mittel denen von PCy; entsprachen, dies ist
aber nicht der Fall (Mittelwerte: o-UE: 3,8 s"l, B-UE: 8,7 s, PCui: 0,19 s'l). Die
Ratenkonstanten fiir die Schritte der Entfaltung sind fiir PCy; ca. um eine GréBenordnung
langsamer. Daraus ldsst sich ableiten, dass, auch wenn bis zu einem gewissen Grad das
Ergebnis von PCy; aus einer Uberlagerung der Daten der UE resultiert und dies zu einer
Vereinfachung des Entfaltungsprofils von PCy; fiihrt, doch ein wesentlicher Faktor darin
besteht, dass sich die UE anscheinend gegenseitig stabilisieren und PCy; eine eigene Dynamik
bei der Entfaltung entwickelt. Bereits beim Vergleich der steady-state Messungen von PCy;
und der UE zeigt sich, dass PCy; nicht nur die Summe der UE darstellt, sondern ein eigenes
Entfaltungsverhalten zeigt (Kap. 3.7.4.). In Studien mit GFP zeigte sich ebenfalls, dass die
Quartidrstruktur einen wichtigen stabilisierenden Faktor fiir das Protein darstellt. Das
Tetramer war deutlich stabiler, d. h. entfaltete langsamer, als das Dimer oder Monomer

(Stepanenko et al., 2004).

Vis-CD

Im Vis-CD sind die Datensitze nicht so eindeutig und weisen bei den UE gro3e Burstphasen
auf. Was sich aber andeutet, ist, dass sich die Entfaltung von PCy; anscheinend nicht in so

viele kleine Entfaltungsschritte in den UE aufteilen lisst, wie in der Absorptionsmessung.

Emission

Fiir die Entfaltung von PCy;, gemessen mittels Emission, wurden drei verschiedene mogliche
Entfaltungsmodelle aufgestellt (Tab. 4-3, Kap. 3.9.2.3.). Im Vergleich mit den Ergebnissen
der Kinetik der Entfaltung von PCpoo (Kap. 3.9.3.) wurde das Modell
PCyi—1—>PCpono—I—U als wahrscheinlich erachtet. Bei der Analyse des Datensatzes,
ausgehend von einem PC,,o, konnte nicht nur der erste und schnellste Reaktionsschritt von
PCyi nicht mehr analysiert werden, sondern auch der zweite und zweitschnellste nicht. Dies
kann dahingehend interpretiert werden, dass die ersten beiden Schritte von PCy; der

Dissoziation zu zuordnen sind, was dem Modell PCyi—I—PCpono usw. entspriache (Kap.

195



3.9.3.). Mit den Ergebnissen aus den UE Messungen konnen die verschiedenen Modelle nicht,
wie zunéchst erhofft, weiter eingeengt werden und es miissen weiterhin andere Modelle als
moglich erachtet werden, auch wenn obiges favorisiert werden kann. Sollte dieses Modell
(PCi—I—PCpono—I1—U) das stimmige sein, dann wéren in den beiden Entfaltungsschritten
von PC,on drei Entfaltungsschritte der a-UE und fiinf der B-UE enthalten. Wie sich dabei die
UE Trennung auswirkt bleibt unklar. Ansonsten gilt das Gleiche wie fiir die
Absorptionsmessungen. Die Ratenkonstanten fiir die o.-UE und die der B-UE sind fiir das zu
erwartende Modell (oben) im Mittel groBer, als die von PCy (Mittelwerte o-UE: 2,4 5™,
B-UE: 9,4 s favorisiertes Modell PCy;: 0,4 s'l). Dass heif3t, auch hier sieht es so aus, dass
PCy; eine eigene Dynamik bei der Entfaltung entwickelt und eine mdgliche Uberlagerung der
Spektren der UE bestenfalls nur zum Teil die Ergebnisse von PCy; bestimmt. Wie in der
Absorption zeigt sich auch in der Emission bereits bei den steady-state Messungen, dass PCy;
nicht nur die Summe der UE darstellt, sondern eine eigene Dynamik bei der Entfaltung
entwickelt (Kap. 3.7.4.). Auffillig ist, dass die letzten Ratenkonstanten (ks von PCy, k3 der
o-UE und k4 und ks der B-UE) der UE langsamer sind, als die von PCy;.

C

V-C

)

Fiir PCy; wurden zwei Entfaltungsschritte analysiert, fiir die B-UE zwei oder mehr (Kap.
3.9.4.2.4.), fiir die a-UE liegen keine Daten vor. Die Ergebnisse zeigen, dass die Entfaltung in
der B-UE schneller ablduft, als in PCy; (Abb. 4-1, Tab. 4-4). Nachdem fiir die a-UE keine
Daten vorliegen, kann nicht diskutiert werden, ob eine Uberlagerung der Daten der UE
vorliegt oder PCyi, genauso wie in der Absorption und der Emission, eine eigene Dynamik
durch gegenseitige Stabilisierung der UE, bei der Entfaltung hat, was aber wahrscheinlich

erscheint.

Zusammenfassende Schlussfolgerung

Wie bereits mehrfach beschrieben scheinen sich die UE im integralen PC gegenseitig zu
stabilisieren und sich daraus eine eigene Entfaltungskinetik vom integralen PC zu ergeben, die
nicht nur die Summe der Kinetiken der UE ist. Die UE zeigen meist schnellere und mehr
Entfaltungsschritte, als das integrale PC. Moglicherweise stellt dabei die Dissoziation der UE
einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Im PCyone konnen die UE intensiv
interagieren und sich im Verlauf der Entfaltung am stérksten stabilisieren. Dies wiirde dann
zu der langsameren Entfaltung im integralen PC gegeniiber den UE fiihren, wie dies gemessen

wurde. Folgendes Reaktionsmodell scheint aufgrund dieser Uberlegungen sinnvoll:
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Damit steht auch die Feststellung, dass die Ratenkonstanten der letzten Reaktionsschritte der

UE in der Emission langsamer sind, als die von PCyi nicht im Widerspruch. Im bereits

entfalteten Protein erfolgt die Stabilisierung der UE, wie sie in PCy,no durch den intensiven

Kontakt stattfinden kann, nicht mehr. In Folge reagiert das integrale PC nicht mehr

zwangsldufig langsamer, als die UE. Die Frage, warum der Vorgang aber in der UE

langsamer und nicht gleich schnell ablduft muss offen bleiben.

Messparameter Protein Ratenkonstanten zu den Reaktionsmodellen in Tab. 4-3
ki [s'] ko [s] ks [s] ke [s] ks [s]
Absorption a-UE 7,06 3,20 0,99
B-UE 27,5 5,25 1,79 0,077 0,020
PCy 8,601 0,271 0,101 0,030
Vis-CD o-UE 0,009
B-UEsgo* 0,83 0,016
PCy 9,25 0,243 0,012
Emission a-UE 5,22 2,04 0,07
B-UE 37,3 7,05 2,04 0,17 0,05
PCy 18,6 6,5 0,55 0,26
UV-CD o-UE
B-UE 11,9 1,53
PCyi 5,35 0,07

Tab. 4-4: Vergleich der Ratenkonstanten aus den kinetischen Messungen der Entfaltung von PC und den UE
(Kap. 3.9.). Sie gehoren zu den Reaktionsmodellen in Tab. 4-3. Fiir das Vis-CD (*bei der B-UE fiir
580 nm Begriindung siche Kap. 3.9.4.2.2.) und die Absorption sind jeweils die Ergebnisse des globalen
Fits angegeben. Aufgefiihrt sind die Ratenkonstanten, die in die Reaktionsmodelle aufgenommen
wurden (Tab. 3-14, 3-17, 3-19, 3-21, 3-30, 3-32, 3-33, 3-35, 3-37, 3-38 und 3-40). Die Zuordnung k;,
k; etc. gilt nur fiir das jeweilige Protein mit dem jeweiligen Messparameter, sie kdnnen zwischen den
einzelnen Messreihen nicht gleich gesetzt werden. Die Interpretationen hierzu stehen in Tab. 4-3, Kap.

3.9. und im Text unten.
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Abb. 4-1: Vergleich der relativen Amplituden und k-Werte der Fits (Kap. 3.9.) der Entfaltungskinetik von PC
und den UE und der verschiedenen Messparameter. PCy; (¢); a-UE () (fiir den UV-CD gibt es keine
Messwerte) und B-UE (e). Die Flache der Punkte stellt die relative Grof3e der Amplituden der
einzelnen Reaktionsschritte zur Gesamtamplitude dar. Aufgrund des Burst zu Beginn der Messung
konnten teileweise die ersten Reaktionsschritte nicht erfasst werden, deshalb ist die Summe der
Flachen nicht immer 100% der Gesamtreaktion. Die k-Werte sind folgendermaBen angeordnet: k;
groBer k, grofer k; ete (Tab. 4-4). Fiir die Absorption und dem Vis-CD wurde der globale Fit
aufgetragen (Ausnahme Vis-CD B-UE siehe Text und Tab. 4-3)

4.2. Entfaltetes PC

4.2.1. Zustand des entfalteten Proteins

Es werden verschiedene Zustinde von entfaltetem Protein diskutiert (Dobson, 1992). Dabei
wird davon ausgegangen, dass nicht immer der ideale Zustand eines random coils vorliegt,
sondern, dass es sich durchaus auch um kompaktere entfaltete Zustinde handeln kann. Diese
konnen teilweise sogar noch Sekundirstruktur beinhalten. Bei der Entfaltung von PC gilt als
ein wesentliches Kriterium fiir den entfalteten Zustand, wie bereits erldutert (Kap. 2.3.5. und
1.8.), dass der Q-Wert ca. 0,5 bis 0,4 betrigt, d. h., dass die Chromophore quasi frei sind und
in anndhernder Ringform vorliegen (Kap. 1.). Die kinetischen Ergebnisse dieser Arbeit
zeigten jedoch, dass das Schmelzen der Sekundirstruktur ein weitgehend eigenstdndiger
Entfaltungsvorgang ist, der die Konformationsidnderungen der Chromophore nicht oder
unwesentlich beeinflusst. Dies bedeutet, dass mit dem Q-Wert keine Aussage iiber den Grad

der Entfaltung der Sekundirstruktur getroffen werden kann, d. h. demnach auch nur bedingt
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iiber den gesamten Zustand der Entfaltung des Proteins. Dass PC bei dieser Arbeit vollstindig
entfaltet, inklusive der Sekundarstruktur, zeigen erst die Ergebnisse des UV-CDs bei denen
keine Sekundirstruktur mehr gemessen werden konnte (Kap. 3.7. und 3.8.). Demnach liegt
PC und die UE im entfalteten Zustand hochstwahrscheinlich als random coil (Kap. 1.7,
Cantor & Schimmel, 1980) vor.

4.2.2. Veranderung im bereits entfalteten Protein, Reaktionsschritt: Ui—Us

Absorption und Vis-CD deuten auf einen Ug>U; Reaktionsschritt bei der Entfaltung von PC
hin (Tab. 4-3). Die Kriterien dafiir sollen hier noch einmal zusammenfassend dargestellt
werden. Ganz wesentliche Faktoren waren der Q-Wert (sieche Kap. 3.6.) und die
Absorptionsabnahme im UV-Nahen Bereich (Kap. 3.9.2.1.1.). Daraus wurde berechnet bei
welchen e-Werten und relativen Amplituden ein Up>U; Ubergang nach den Kriterien der
Absorption vorhanden ist. Im Vergleich der Messdaten wurden daraus fiir das Vis-CD die
Ae-Werte und relativen Amplituden fiir einen mdglichen Ug>U, Ubergang gefolgert (Kap.
3.9.2.2.1.). Absolute Kriterien liegen flir die Vis-CD Messung aber nicht vor und deshalb
kann ein solcher Ubergang fiir die Vis-CD Messung nicht mit solcher Sicherheit postuliert
werden, wie fiir die Absorption. AnschlieBend erfolgte ein Vergleich der Grofen der
Ratenkonstanten, dabei wurde auch die Emission heran gezogen, in der ein Up>U, Ubergang
nicht gesehen werden kann (Kap. 1, 3.8.). Im Folgenden werden die kinetischen Daten des
letzten Reaktionsschrittes der Absorption und des Vis-CDs noch einmal verglichen, und in

den unklaren Fillen ein moglicher Up>Ug Ubergang diskutiert.

Messparameter Protein Ugr—U, Ubergang rel. Amplitude des Ratenkonstante [s]
vorhanden, nicht letzten
vorhanden, unklar Reaktionsschrittes
Absorptiongigbal PC; vorhanden 0,01 0,030 +£0,006
a-UE unklar 0,03 0,99 £0,29
B-UE vorhanden 0,02 0,020 £0,001
Vis-CDgobal PCy; unklar 0,17 0,012 +0,008
a-UE unklar 0,06 0,009 +£0,0003
Vis-CDsgo* B-UE nicht vorhanden 0,15 0,016 +£0,002

Tab. 4-5: Vergleich der letzten Reaktionsschritte der globalen Entfaltungskinetik von PC, gemessen in der
Absorption und dem Vis-CD. Diskussion siche Text. *Erkldrung warum hier kein globaler Fit
genommen wurde steht bei der Analyse der Daten Kap. 3.9.4.2.2.

In Tab. 4-5 und Kap. 3.9. zeigt sich, dass die Ratenkonstanten fiir den letzten
Reaktionsschritt, sowohl fiir die lokale, als auch die globale Analyse, wenn er UpgUg

zugeordnet wurde, durchgingig in der GroBenordnung von. 107 — 107 s liegen
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(Besonderheit bei der lokalen Analyse der Absorption in der o-UE bei 580 nm und 605 nm.
Kap. 3.9.4.1.1. und unten).

Fiir die a-UE im globalen Fit der Absorption ist die Ratenkonstante ca. 2-3 Gré3enordnungen
groBer, als die, welche bei den bisherigen Analysen dem Ug>U Ubergang (siehe oben)
zugeordnet wurden (Kap. 3.9., Tab. 4-5). Dies und die folgenden Tatsachen, deuten stark
darauf hin, dass im globalen Fit der a-UE in der Absorption keine Verdnderung im bereits
entfalteten Protein gesehen wird, sondern ein, wenn auch kleiner, Entfaltungsschritt. Die
Gesamtreaktionszeit betrdgt nur 13 s (Tab. 4-2), in der lokalen Analyse, bei der ein Ug>Us
Ubergang gesehen wurde (Kap. 3.9.4.1.1.), dauern sie wesentlich linger (>600 s in Abb.
3-94). Die Emission klingt ca. 14-mal langsamer ab (Tab. 4-2) wie die globale Absorption.
Dies ist der einzige Fall, in welchem die Emission nicht die kiirzeste Reaktionszeit aufweist.
(Der UV-CD wird hier nicht verglichen, da er als einziger Messparameter weitgehend
unabhingig vom Chromophor ist. Nach den bisherigen Analysen zeigt er eine von den
anderen Messparametern unabhingige Kinetik. Tab. 4-2). Gleichzeitig ist die Emission der
einzige Parameter, bei welchem, wie schon 6fters beschrieben, keine Verdnderung im bereits
entfalteten Protein gesehen werden kann, sie sollte deshalb kiirzer leben, als Reaktionen, die
einer Anderung UpU, entsprechen. Die Absorptionsabnahme der o-UE im letzten
Reaktionsschritt ist zwar gering, hat aber im Vergleich mit den letzten Reaktionsschritten bei
PCyi und der B-UE, die grofte relative Amplitude (Abb. 4-1). Auch bei der Betrachtung der
Spektren fiir die Absorptionsintermediate der a-UE (Abb. 3-89) scheint es durchaus moglich,
dass der letzte Schritt noch einen kleinen Entfaltungsschritt darstellt (Q-Wert nicht kleiner 1).
Zusammenfassend heiflt dies, dass der letzte Reaktionsschritt in der globalen Analyse der
a-UE mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit keinen Ug>Ug Ubergang darstellt. Im Vis-CD der
a-UE deutet die geringe relative Amplitude (Tab. 4-4), die sehr lange Gesamtreaktionszeit
(600 s), deutlich langer, als die der Emission (Tab. 4-2), und die sehr geringe Ratenkonstante
(0,0009 £0,0003 s'l, Tab. 4-5, Abb. 4-1) auf eine Ug>U Reaktion hin.

Fiir die Entfaltung von PCyj, gemessen im Vis-CD, bestand ebenfalls noch Unklarheit
dartiber, ob es sich im letzten Reaktionsschritt noch um Entfaltung handelt oder nicht. Bereits
bei der Analyse im Ergebnisteil wurde die UgpUg Version als die wahrscheinlichere
angesehen (Kap. 3.9.2.2.). Die Linge der Gesamtreaktionszeit (300 s, Tab. 4-2), welche
ebenfalls deutlich linger ist, als die der Emission (30 s, Tab. 4-2) und die GrofBe der
Ratenkonstante von 0,016 +0,002 s (Tab. 4-4, Abb. 4-1) deuten ebenfalls stark auf einen
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Up>U, Ubergang hin. Nur die GroBe der relativen Amplitude (0,17 Tab. 4-4) lisst Zweifel

daran.

Fiir die Absorption muss als Besonderheit noch die lokale Analyse bei 580 nm und 605 nm
bei der a-UE diskutiert werden. Sie zeigt jeweils zwei Schritte fiir Verdnderungen im bereits
entfalteten Protein. Die GroBe der Ratenkonstante fiir den letzten Schritt (580 nm: 0,007 s
und 605 nm: 0,04 s') entspricht der GroBe, wie sie allgemein fiir den letzten
Verianderungsschritt im entfalteten Protein (Tab. 4-4, Kap. 3.9.) gefunden wurde. Der
vorletzte Schritt, welcher in diesem Fall (Begriindung siehe Kap. 3.9.4.1.1.) aber ebenfalls als
Veridnderung im bereits entfalteten PC interpretiert wurde, ist deutlich schneller (580 nm:
0,61 s, 605 nm: 0,89 s™). Eine Begriindung fiir diesen Unterschied ist beim gegenwirtigen

Stand der Untersuchungen noch nicht moglich.

Zusammenfassend soll hier noch einmal darauf hingewiesen werden, dass mit den Kriterien
der Absorption (Kap. 3.6. und 3.9.2.1.1.) eine Verdnderung im bereits entfalteten Protein
ziemlich sicher belegt werden kann. Im Vis-CD dagegen miissen Aussagen dariiber
spekulativer bleiben. Was in keinem Fall sicher gezeigt werden kann, ist, ob es sich bei der
Anderung im bereits entfalteten Protein um eine Verinderung nur im Chromophor handelt,
um eine Strukturbildung im Protein, welche bewirkt, dass der Chromophor nicht mehr ganz
frei und ringformig ist oder es durch Protein-Chromophor Interaktion bzw. Chromophor-
Chromophor Interaktion (Kap. 1) zu einer Verdnderung in der Absorption bzw. dem Vis-CD
kommt. In vergleichbaren Untersuchungen an Lysozym wurde gezeigt, dass auch im vollig
entfalteten Protein lokale Interaktionen zwischen AS-Resten erfolgen (Bachmann et al.,
2002). Es gibt Untersuchungen, die aber ausschliefen, dass im entfalten Protein im
Losungsmittel die Energien der AS-Reste die Diffusion der AS-Reste bewirken, sondern dass
dies durch das Losungsmittel selbst geschieht (Hagen et al., 2001). Ein viel diskutierter
Reaktionsschritt im bereits entfalteten Protein ist die cis/trans Isomerisierung von Prolin
(Brandts et al., 1975; Brandts & Lin, 1986; Schmid, 1986; Kiethaber et al., 1990). Dabei stellt
sie vor allem fiir die Faltung einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar. Prolin ist die
einzige AS, welche im nativen Protein auch in der nicht planaren cis-Form vorkommen kann
(Brandt & Lin, 1986). In der Rontgenstruktur von PC (Kap.1.6.) konnte kein Prolin in der cis-
Form nachgewiesen werden. Jedoch kann die cis/trans Isomerisierung von Prolin als Beispiel
fiir eine Rotation um eine partielle Doppelbindung gelten, wie dies auch im freien

Chromophor an einer Methinbriicke der Fall sein kann (Abb. 4-2, 4-3, Falk, 1989; Kap. 1.5.).
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Rotation um die Methinbriicke im Chromophor

Wie bereits in der Einleitung erldutert, fiihrt eine Torsion der Methinbriicke im Chromophor
zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums (Falk & Hollbacher, 1978; Cullen et al.,
1979; Bonfiglio et al., 1982), die in der Regel blau ist, solange der Brunings-Corwin Effekt
(Brunings et al., 1942) bei Torsionswinkel unter 30° nicht zum Tragen kommt.
Moglicherweise findet eine solche Rotation im quasi freien Chromophor im entfalteten PC
statt (Abb. 4-3). Die GroBenordnung der Ratenkonstanten, wie sie dem Vorgang im bereits
entfalteten Protein zugeordnet wurden (107 s™' bis 10° s, Kap. 3.9.) bewegen sich in dem
GroBenbereich, wie sie bei der Rotation an der partiellen Doppelbindung bei der cis/trans
Isomerisierung von Prolin gefunden wurden (Abb. 4-2, Brandt et al., 1975). Aulerdem konnte
im nativen PC eine photochemische Reaktion in Form einer Z/E Isomerisierung des
Chromophors nachgewiesen werden (Siebzehnriibl, 1990). In PEC aus M. laminosus wurde
eine entsprechende Rotation der C-D Methinbriicke zugeordnet (Kneip et al., 1998). Beides
sind Hinweise darauf, dass eine Rotation um die Methinbriicke im quasi freien Chromophor
im entfalteten PC die beobachtete Verdnderung im bereits entfalteten Protein darstellen

konnte.

trans cis

Abb. 4-2: Schematische Darstellung einer cis/trans [somerisierung von Prolin.

HN

FO N
NH D — etc.
N N

Abb. 4-3: Schematische Darstellung eines Ausschnittes des PCB Chromophors und einer, von mehreren
moglichen, Rotationen um die Methinbriicke.
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4.3. Verlauf der Entfaltung von PC

In einer zusammenfassenden Interpretation der Ergebnisse der Entfaltungsversuche von PC
und den UE scheinen folgende Vorgédnge bei der Entfaltung von PC wahrscheinlich. Zuerst
erfolgt die Dissoziation des PCyi zu PCpono. Hierbei geschieht noch keine sichtbare
Verdnderung der Konformation des Chromophors, sondern lediglich eine Verdnderung in der
Interaktion von Chromophor und Proteinumgebung bzw. der Chromophor-Chromophor
Interaktion, was zu entsprechender Signalverdnderung fiihrt (Kap. 1.5.). Anschlieend
entfaltet PCy,ono. Bei diesem Vorgang erfolgt auch die UE-Trennung, die jedoch nicht isoliert
zu erkennen ist. Trotzdem scheint es, wie in Kap. 4.1.2.5. begriindet, dass die Dissoziation

von PCpone in die UE, ein geschwindigkeitsbestimmender Schritt ist.

Wie bereits mehrfach beobachtet ist der Vorgang der Auflosung der Sekundérstruktur mit den
Messparametern, die die Verdnderung des Chromophors als Sonde messen, nicht zu sehen
(Absorption, Vis-CD, Emission). Im UV-CD wird eine andere Kinetik nachgewiesen wie bei
der Absorption, dem Vis-CD und der Emission. D. h. die Verdnderung des Chromophors ist
nicht oder zumindest unwesentlich von der Konformation der Sekundirstruktur beeinflusst,
demnach sind dafiir mallgeblich lokale Strukturen in der Chromophorumgebung
verantwortlich. Inwieweit es sich dabei noch um Tertidrstruktur handelt kann gegenwirtig
noch nicht gesagt werden. Wie weiter unten noch detailierter diskutiert wird, kann der
Vorgang der Entfaltung sehr komplex sein und nach neueren Erkenntnissen durchaus von der
klassischen Sichtweise abweichen, dass zuerst die Tertidrstuktur entfaltet sein muss, bevor

sich die Sekundirstruktur auflost. Es konnen auch gewisse Vorgénge parallel verlaufen.

Bei der Absorptionsabnahme wihrend der Entfaltung ist davon auszugehen, dass es sich dabei
wesentlich um die Verdnderung der Konformation des Chromophors handelt. Jedoch ist auch
bekannt, dass die Deprotonierung des Chromophors zu einer starken Absorptionsabnahme
fiihrt (Kap. 1.5., 1.6.). Diese Unterscheidung wére sehr relevant, um die Entfaltungsvorginge
besser verstehen zu konnen (Staniforth et al., 1999), ist aber mit den verwendeten
spektroskopischen Techniken nicht moglich. Eine Entscheidung konnte mittels Raman

Resonanz moglich sein (Sawatzki et al. 1990; Siebert et al. 1980, Siebert, 1984).

Der Entfaltungsvorgang von PC und den UE ist sehr differenziert mit womdglich

verschiedenen parallel ablaufenden Vorgéngen. Dies zeigt sich sowohl im Vergleich der
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Kinetik von PC mit den UE (Kap. 4.1.2.5.). Dort wird deutlich wie sich in der
offensichtlichen Kinetik des integralen PCs teilweise differenziertere Entfaltungsvorgédnge der
UE verbergen. Als auch in den zum Teil unterschiedlichen Kinetiken der einzelnen
Messparametern (Absorption, Vis-CD, Emission) je Proteinspezies (integrales PC, UE) und
den Abweichungen zwischen den lokalen Analysen der Absorption und dem Vis-CD. Diese
Komplexitit zeigt sich aber erst im Vergleich der einzelnen Messreihen. Fiir den kinetischen
Verlauf bei nur einem Messparameter konnte keine verzweigte Reaktion gefunden werden

(Kap. 3.9.2.1.).

In den steady-state Messungen 16st sich die Sekundérstruktur als letztes auf. Dies bedeutet,
dass es ein Intermediat gibt, bei welchem die Tertidrstruktur bereits weitgehend entfaltet ist,
wiahrend die Sekunddrstruktur noch weitgehend kompakt vorhanden ist (besonders beim
integralen PC ausgeprégt) (Abb. 3-26, bei 6 M Harnstoff), dies deutet auf die Mdglichkeit
eines ,,molten globule* hin (Mizuguchi et al., 1998; Ptitsyn et al., 1995). Der ,,molten
globule* ist typisch fiir Globinproteine, Phycocyanin zeigt eine hohe strukturelle Ahnlichkeit
mit diesen (Pastore & Lesk, 1990). Bei den kinetischen Messungen tritt dieser Zustand nicht
auf (Kap. 4.1.2.4.). Nach dem ,framework®“ Modell (Kim & Baldwin, 1982) wurde
vorausgesagt, dass ein Protein in zwei hauptsichliche Intermediate faltet (Ptitsyn, 1973,
1987), zuerst in ein Intermediat in dem es Regionen mit Sekundéarstruktur gibt, anschliefend
in einen wesentlich kompakteren Zustand, den ,,molten globule*“(Dolgikh et al., 1981, 1984;
Baldwin, 1993; Jennings & Wright, 1993). Auch wenn die Faltungsvorginge in einem Protein
mittlerweile oft als wesentlich komplexere Vorgidnge beschrieben werden, wurde bei dem hier
untersuchten Protein gezeigt, wie sich die Sekundirstruktur in ihrer Auflésung von der
Entfaltung, die im Wesentlichen der Tertidrstruktur und vergleichbaren lokalen Strukturen der
Chromophorumgebung zugewiesen wurden (siche oben) kinetisch deutlich unterscheidet. Ein
Verhalten, dass mit der Bildung eines ,,molten globule* iibereinstimmen wiirde. Der ,,molten
globule* entsteht iiblicherweise bei milderen Entfaltungsbedingungen (Ptitsyn, 1992), dies
konnte eine mdgliche Erklarung dafiir sein, warum bei 6 M Harnstoff (Abb. 3-26) Hinweise
zu einem ,,molten globule* gefunden werden, wihrend bei den kinetischen Studien, bei denen

eine hohere Harnstoffkonzentration (8 M) verwendet wird, dieser nicht auftritt.

Der globale Vorgang der Sekundirstrukturauflosung stellt sich in den kinetischen Messungen
bei weitem nicht so differenziert dar, wie die lokale Sturkturauflosung in der

Chromophorumgebung. Er findet hochstwahrscheinlich in nur zwei Schritten statt (Abb. 4-1,
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Tab. 4-3). Der Ablauf scheint fiir die Auflésung der a-Helices insgesamt zu gelten und in der
B-UE (a-UE keine Daten) keine weitere wesentliche Differenzierung zu zeigen (Kap.
4.1.2.5.). Aufgrund der schnellen Entfaltung der Sekunkérstruktur, die anscheinend bereits
erfolgt bevor alle anderen Strukturen vollstindig entfaltet sind, sieht es so aus, dass der
,hydrophobische Kollaps* vor bzw. wihrend der Sekundéarstrukturbildung erfolgt und nicht
nach ihr (Akiyama et al., 2000), wie im ,,framework* Modell postuliert. AuBBerdem sind, wie
auch andere Untersuchungen zeigen, sowohl thermodynamisch als auch kinetisch bei ein und
demselben Protein oft verschiedene Faltungs- und auch Entfaltungswege moglich (Cannone et
al., 2005) welche auch parallel ablaufen konnen (Grantcharova et al., 2001; Nakamura &
Masaki, 2001). Im Vergleich der Messung des integralen PCs mit denen der UE und im
Vergleich der globalen und lokalen Analyse zeigte sich, dass durchaus hinter einem einfacher
scheinenden Entfaltungsweg differenziertere Vorgidnge stehen konnen. Bei Ribunuclease A
wurde vergleichbares gefunden. Ein Mitteln der Messwerte flihrte zu nur einem
Entfaltungsweg, hinter dem sich aber mehrere verzweigte verbargen (Juneja & Udgaonkar,
2002). Selbst die Riickfaltung von Ribunuclease A zeigte wiederum einen von der Entfaltung
abweichenden Weg (Hagerman et al., 1979). Die Verdnderung im bereits entfalteten Zustand
von PC ist der letzte und langsamste Vorgang und er wirkt sich nicht auf die Sekundarstruktur
aus. Dies ist auch nicht zu erwarten, falls es sich dabei tatsdchlich um eine Torsion der
Methinbriicke im Chromophor handelt, wie oben diskutiert (Kap. 4.2.2.). Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass die Entfaltung von PC ein sehr komplexer Vorgang mit vielen
verschiedenen Vorgédngen und Intermediaten ist. Um diese, sowohl die Vorgénge, als auch die

Intermediate, weiter zu bestimmen, sind weitere Untersuchungen notig.

Folgende weitergehende Untersuchungen wiirden sinnvoll erscheinen. Der langsame Ug>Us
Ubergang, sollte, wie bereits erwihnt, von den schnellen Entfaltungsschritten separiert
werden um dann noch einmal analysiert zu werden. Der Chromophor sollte direkt auf eine
mogliche Rotation der Methinbriicken hin untersucht werden. In der B-UE wire es sinnvoll zu
unterscheiden, welche Vorginge im PCB-B155 oder 84 gesehen werden. Dafiir miissten
Faltungsexperimente mit Mutanten mit jeweils nur einem Chromophor verwendet werden,
wie sie bereits hergestellt wurden (z. B. Zhao et al., 2004). Als Vergleich, inwieweit der
Chromophor selbst einen Einfluss auf die Entfaltung hat, konnte eine Mutante der a.-UE ohne
Chromophor untersucht werden (z. B. Zhao et al., 2006). Wie im Fall von Lysozym gezeigt
wurde, hat eine funktionelle Gruppe durchaus einen Einfluss auf die Entfaltung des Proteins

(Mizuguchi et al., 1998). Um den Vorgang der Dissoziation vom Trimer sicherer zu belegen,
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sollte PCyono ohne Harnstoff hergestellt werden um Messartefakte, wie sie in dieser Arbeit
auftraten (Kap. 3.9.3.) aus zuschlieBen. Sollte dabei mittels einer geringen
Proteinkonzentration das Monomer hergestellt werden sollten Messparameter gewdhlt
werden, bei denen ein geringeres Signal/Rauschverhiltnis gegeben ist, als bei den hier
verwendeten (Kap. 3.4.). Allerdings muss bedacht werden, dass die Messbedingungen,
welche, wie gezeigt (Kap. 3.6.) einen wesentlichen Einfluss auf die Messwerte haben, dabei
verdandert werden. Wie in der Diskussion deutlich wurde, wire es sinnvoll noch einige
Einzelwellenlingen Messungen bei Wellenldngen vor zunehmen, die der Absorption oder der
Fluoreszenz eines bestimmten Chromophors zugeordnet werden konnen. Die Verwendung
eines schnelleren Mixgerites, als die hier verwendete stop-flow Apparatur, mit noch sensibler
auf Verdnderung reagierenden Messparametern konnte eventuell zu einer noch weiteren
Differenzierung der Entfaltungskinetik fithren (Teilum et al., 2002; van Amerongen & van
Grondelle, 1995). Wie oben bereits flir die Protonierung gesagt, wére es sinnvoll zu
unterscheiden, welche der in Kap. 1.5. aufgefiihrten Moglichkeiten, die das Spektrum vom PC
verdndern, im FEinzelfall gesehen werden und welche Strukturen des Proteins, welchen
Einfluss auf die Stabilitdt und die Entfaltungskinetik haben (Allen et al., 2001; Kim et al.,
2001).
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5. Zusammenfassung

Das Protein Phycocyanin (PC), ein Biliprotein aus dem Antennenkomplex Phycobilisom von
Mastigocladus laminosus, tragt Phycocyanobiline (PCB) als Chromophore. Die Konformation
und Interaktion von Chromophor und Chromophorumgebung éndert sich bei der Entfaltung
des Proteins, was sich in deutlichen Verdnderungen seiner spektroskopischen Eigenschaften

zeigt. Dies zeichnet PC fiir Faltungs- und Entfaltungsexperimente aus.

Als spektroskopische Messparameter zum Studium der Entfaltung von PC und den
Untereinheiten (UE) wurde die Absorption, das Vis-CD, die Emission und der UV-CD
verwendet. Die Absorption, das Vis-CD und die Emission messen den Chromophor als
natiirliche Sonde (ca. 240 nm bis 820 nm). Dabei unterscheiden sie sich im Wesentlichen
darin, dass die Absorption die Konformation des Chromophors detektiert. Dieser geht
wihrend der Entfaltung von einer gestreckten, verdrillten Form in eine ringartige liber. Der
Vis-CD misst diese Verdrilltheit und die Emission gibt die Rigiditét des Chromophors wieder.
Der UV-CD (190 nm bis 250 nm), weitgehend unabhingig vom Chromophor, misst die

Sekundarstruktur, die im Fall von PC ausschlieBlich aus a-Helices besteht.

Es wurde gezeigt und ist teilweise aus der Literatur bekannt, dass sich die Pufferkonzentration
in zweierlei Hinsicht auf PC auswirkt. Zum einen beeinflusst sie mafigeblich das Trimer-
Monomer-Gleichgewicht. Bei > 30 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP) liegt das Gleichgewicht
auf der Seite des Trimers. Und zum anderen beeinflusst sie den denaturierenden Effekt von
Harnstoff. In niedriger konzentriertem Puffer (3 mM KPP) dissoziiert und entfaltet PC um ca.
1 M Harnstoff frither, als in hoher konzentriertem (300 mM KPP). Dabei wirkt sich die
Verdnderung der Pufferkonzentration bei den verschiedenen spektroskopischen Parametern

z. T. unterschiedlich aus.

In 50 mM KPP, pH 7, RT wurden die spektroskopischen Eigenschaften von trimeren PC
(PCyi), monomeren PC (PCiono), entfaltetem PC (PCgenar), nativer a-UE (a-UE,), entfalteter
o-UE (0-UEgenat), nativer B-UE (B-UE,,) und entfalteter B-UE (B-UEgena) bestimmt. Dabei
liegt PC in 0 M Harnstoff als PCy; bzw. die UE nativ vor, in 4 M als PCpp und in 8 M
Harnstoff ist das Protein (PC und UE) entfaltet. Die Absorption reagiert auf die
Monomerisierung von PCy; mit einer geringen Signalabnahme (¢ = 292.000 M cm™ auf

272.000 M cm™) und leichten Rotverschiebung im langwelligen Maximum (=617 nm auf
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~613 nm). Und auf die Entfaltung mit einer sehr starken Signalreduktion um ca. das 6-fache
im langwelligen Maximum (¢ = 48.600 M cm™). Das Vis-CD zeigt die Monomerisierung
von PCy; durch eine Signalzunahme des positiven Extremums an (Ae = 242 M em™ auf
265 M' cm'), die Entfaltung zeigt sich durch eine ca. 2,5-fache CD-Abnahme
(Age = 100 M' cm™). Die Emission reduziert bei der Monomerisierung ihr Maximum (bei ca.
645 nm) um etwa ein Drittel jedoch zeigen die Spektren keinen qualitativen Unterschied
zwischen PCyi und PCpono. Im UV-CD ist die Monomerisierung nicht sichtbar. Entfaltetes
Protein zeigt keine Emission und keinen UV-CD mehr. Die Spektren der UE unterscheiden
sich vor allem darin, dass sich das langwellige Maximum der Absorption der B-UE um ca. 10-
12 nm gegeniiber PCy und der o-UE blau verschiebt und das Signal bei gleicher
Proteinkonzentration um ca. 1/3 reduziert (2 PCBs im Gegensatz zu 3 im PCy;). In der a-UE
reduziert sich die Signalintensitit um ca. 2/3 (1 PCB). Das positive Extremum im Vis-CD ist
fiir die a-UE um ca. 20 nm rot gegeniiber dem integralen PC verschoben und bei der 3-UE
um ca. 17 nm blau. Bei der Entfaltung zeigen beide eine dhnlich starke Abnahme an

Signalintensitit wie das integrale PC.

Bei Titrationsmessungen von PCy; in 0 bis 8 M Harnstoff (Messbedingungen wie oben) zeigte
sich, dass die vier Messparameter in unterschiedlicher Weise auf die Entfaltung reagieren. Die
Emission reagiert bei zunehmender Harnstoffkonzentration als erstes, gefolgt von der
Absorption und dem Vis-CD, die sich dhnlich verhalten. Als letztes reagiert der UV-CD. Dass
heiit es liegen bei der Entfaltung (zusitzlich zur Monomerisierung) zumindest drei
Intermediate vor. Bei der a-UE gibt es keinen Unterschied in der Emission und der
Absorption, die gleichermallen als erstes reagieren, gefolgt von der Vis-CD-Abnahme. Der
UV-CD reagiert auch hier als letztes. Dass heifit, es liegen zumindest zwei verschiedene
Intermediate vor. Bei der B-UE reagiert ebenfalls der UV-CD bei der hochsten
Harnstoffkonzentration. Die Absorption, die Emission und der Vis-CD unterscheiden sich
nicht. Es liegt demnach zumindest ein Intermediat vor. Diese Messergebnisse werden
dahingehend interpretiert, dass das integrale PC nicht nur die Summe der Reaktionen der UE

darstellt, sondern eine eigene Dynamik entwickelt.

Die kinetischen Entfaltungsexperimente fanden bei den gleichen Messbedingungen und mit
den gleichen spektroskopischen Messparametern wie die steady-state Messungen statt. Die
Entfaltung mittels stop-flow Apparatur, mit einer Totzeit von 6 ms, einer Zeitauflosung von

us bzw. ms zu Beginn der Messung bis zu s zum Ende der Messung, erfolgte {iber 300 bzw.
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600 s Messzeit. In der Absorption und dem Vis-CD wurden sowohl globale Analysen als auch
lokale bei einzelnen Wellenldngen durchgefiihrt. Bei der Fluoreszenz wurde die gesamte
Emission oberhalb eines Cut-off Filters detektiert und im UV-CD wurde bei 222 nm

gemessen.

Fir verschiedene Messparameter wurden bei einer Proteinspezies (PC, UE) haufig
unterschiedliche Kinetiken detektiert; dabei reagierte der UV-CD generell am schnellsten. Bei
den Messparametern, denen der Chromophor als Sonde dient (Absorption, Vis-CD und
Emission) reduzierte sich zumeist zuerst die Emission, gefolgt von Absorption und Vis-CD.
In der Absorption wurden tendenziell mehr Intermediate gemessen, als im Vis-CD. Auch
zeigen sich zwischen den lokalen Wellenldngenmessungen bei der Absorption iiberwiegend
mehr qualitative Unterschiede, als im Vis-CD. Dabei konnten folgende Reaktionsschritte von
PCy; unterschieden werden. Eine schnelle Monomerisierung von PCy; zu PCpono, gefolgt von
einer langsameren Entfaltung zu PCyenar, die je nach Messparameter eine unterschiedliche
Zahl an Intermediaten aufweist. In vielen Féllen wurde noch eine Reaktion im bereits
entfalteten PC analysiert, dies gilt auch fiir die UE. Der wesentliche Unterschied zu den
Messungen an den isolierten UE besteht darin, dass bei den UE mehr und deutlich schnellere
Entfaltungsschritte gemessen wurden. Dies ldsst die Interpretation zu, dass sich die UE im
integralen PC gegenseitig stabilisieren und dies zu einer eigenen Dynamik in der Entfaltung
von PCy; fiihrt (dhnliche der steady-state Messungen). Eventuell stellt die Dissoziation der
UE, die mit diesen Messparametern nicht direkt gemessen werden kann, einen
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt bei der Entfaltung dar. In der Emission zeigt sich die
Monomerisierung von PCy; durch eine ausgeprigte Signalabnahme. Im UV-CD wird lediglich
Entfaltung gemessen, auch hier zeigt sich, dass sich die UE im integralen PC stabilisieren.
Generell zeigt der UV-CD eine deutlich abweichende Kinetik von den anderen

Messparametern.

Zusammenfassend lassen die Daten noch folgende weitere Interpretationen zu: Die
Konformationsdnderung des Chromophors ist, zumindest weitgehend, unabhingig von der
Sekundarstruktur. Es gibt Hinweise auf einen ,,molten globule®. Fiir die Reaktion im bereits
entfalteten Protein wird eine Rotation an einer Methinbriicke im Chromophor diskutiert. Fiir
jeweils einen Messparameter gibt es keinen Hinweis auf ein verzweigtes Reaktionsschema.
Im Vergleich der verschiedene Messparameter sieht es aber so aus, dass die Entfaltung von

PC und den UE ein komplexer Vorgang ist, bei dem verschiedene Vorgénge parallel ablaufen.
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7. Anhang

UV-CD von PCq;in 0 bis 8 M Harnstoff

251
20 1
15 1

10

UV-CD [a. u.]

-15 T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250
Wellenlange [nm]

Abb. 7-1: UV-CD Spektren von PCy;: Titration von 0 — 8 M Harnstoff in 50 mM KPP, pH 7; (Messbedingungen
Kap. 2.3.4.); in 0 M Harnstoff (——), | M (——), 2 M ( ), 3M(—), 4 M ( ), SM ( ),
6 M ( ), TM (——)und 8 M ( );
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Kinetik der Entfaltung vom PC Trimer

Absorption
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Abb. 7-2: Globaler vierstufiger Fit der Absorptionsdnderung bei der Entfaltung von PCy;.(Abb. 3-45) Gezeigt
sind in A) die experimentellen Daten (— ) und der Fit Modell a>b>c>d>e ( ) und in B) Residuen;
gezeigt bei 616 nm. k folgt nicht der Reihenfolge k; > k; etc., sondern k,>k,>ks>k; siehe Kap. 3.9.2.1

500000

-500000

je Monomer

-1000000

Extinktionskoeffizient [M™ cm™]

-1500000

T T T T T T T T T
400 500 600 700 800
Wellenlange [nm]

Abb. 7-3: Molare Absorptionsspektren des vierstufigen globalen Fits (7-2) der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb.
3-45). Zuordnung der Fitkomponenten steht in Kap. 3.9.2.1. Komponente a (——), b (——), ¢ ( ),
d(—),e( ), dabei folgt k nicht der Reihenfolge k; > k, etc., sondern k,>k;>ks>ks,
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Abb. 7-4: Globaler verzweigter vierstufiger Fit der Absorptionsianderung bei der Entfaltung von PCy; (Abb.

3-45). Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit: Modell a>g>e ( ) und in
B) Residuen. Gezeigt bei 616 nm
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Abb. 7-5: Molare Absorptionsspektren des verzweigten vierstufigen globalen Fits (Abb. 7-4) der
Entfaltungskinetik von PCy;; (Abb. 3-45). Zuordnung der Fitkomponenten steht in Kap. 3.9.2.1.
Komponente a (——), b ( ), ¢ ( ),d(—), e ( ). Dargestellt ist das verzweigte Modell:
a—b—e ; mit k;:0,03 s, k4,557, k3: 3,257, kg 0,37
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Abb. 7-6: Verschiedene Fits der Vis-CD Daten der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59) A) lineares,

Vis-CD,, [a. u]

Vis-CD,, [a. u]

zweistufiges Kinetikmodell bei 600 nm. Gezeigt der Ausschnitt der ersten 3 s; Fitbereich: bis

300 s ( ), bis 50 s ( ) und bis 2 s ( ); B) lineares dreistufiges Kinetikmodell bei 350 nm.
Gezeigt der Ausschnitt der ersten 5 s; Fitbereich bis 300 s ( ) und bis 50 s (——). (siche Kap.
3922)
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Abb. 7-7: Vis-CD der Entfaltung von PCy; bei 616 nm. Messungen mit verschiedenen Integrationszeiten. jeweils
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einem einstufigen Fit. Daten ( ), Fit (——); Messbedingungen: Messzeit 14 s, Totzeit der stop-
flow Apparatur: 6,1 ms. (siche Kap. 3.9.2.2.)
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Ratenkonstanten der verschiedenen Fitmodelle der Entfaltungskinetik von PCy;, bei
628 nm aus Abb. 3-67;

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel., Kap. 2.3.5.) aus

der Emissionsmessung der Entfaltung von PCy;, mit dem Fitmodell:

k1 k2 k3 k4
a >b >C >d >€;

Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des lokalen Fits der Entfaltung von
PCii.

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx+ rel., Kap. 2.3.5)
aus dem lokalen Fit der UV-CD Messung der Entfaltung von PCy;, mit dem Fitmodell:
a k1 b k2 C :

Extinktionskoeffizienten der Komponenten der lokalen Fits (Kap. 2.3.5.) der Entfaltung
Von PCanl’lO.

Ratenkonstanten der lokalen Fits, der absorptionsspektroskopischen Messungen der
Entfaltung von PC,,,,, mit dem Fitmodell: a Koyh—*2 58 5d—* e,

Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des globalen und der lokalen Fits
(Kap. 2.3.5.) der Entfaltung von PC,,p,.

Ratenkonstanten der lokalen und des globalen Fits, der Vis-CD Messungen der
Entfaltung von PC,,,,, mit dem

Fitmodell: (a ——)b—2 > c(— > d(—>e)).

Ratenkonstanten des Fits der Emissionsdnderung bei der Entfaltung von PC,,,, mit dem
Fitmodell: a——>b—*2 sc—* (Kap. 2.3.5).

Molarer Circulardichroismus (Ag) der Komponenten des lokalen zweistufigen Fits der
Entfaltung von PC,,p,.

Ratenkonstanten des lokalen Fits bei 222 nm, der UV-CD Messung der Entfaltung von
PCono mit dem Fitmodell a KLy b k2 >C.

Extinktionskoeffizienten je UE, der Komponenten der lokalen und des globalen Fits
(Kap. 2.3.5.) der Entfaltung der o-UE.

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden
(AqUEnavx Tel., Kap. 2.3.5.) des globalen und der lokalen Fits, der
absorptionsspektroskopischen Messungen Entfaltung der a-UE, mit dem Fitmodell:

a k1 )b k2 N k3 \d( k4 >e( k5 \f)),

Molarer Circulardichroismus (Ag) je UE, der Komponenten der lokalen und des globalen
Fits(Kap. 2.3.5.) der Entfaltung der a-UE;

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden
(AgUEnavx rel., Kap. 2.3.5.) des globalen und der lokalen Fits der Vis-CD Messungen der

Entfaltung der a-UE mit dem Fitmodell: a oyh—X2 s c( LSRN d);

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel. etc., Kap. 2.3.5.)
der Analyse der Emissionsmessungen der Entfaltung der o.-UE mit dem Fitmodell:

a—L sp—*2 sc—K 54d.

Extinktionskoeffizienten je UE, der Fitkomponenten der lokalen und des globalen Fits
(Kap. 2.3.5.) der Entfaltung der 3-UE;

Ratenkonstanten mit dem dazugehdrigen relativen Amplituden (Ag.ygnavx, Kap. 2.3.5.)
des globalen und der lokalen Fits der absorptionsspektroskopischen Messungen der
Entfaltung der B-UE mit dem Fitmodell:

a—lshb—25c— 5d—K e85 f(—*5q).
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Molarer Circulardichroismus (A¢) je UE, der Fitkomponenten der lokalen Fits (Kap.
2.3.5.) der Entfaltung der B-UE; und kursiv die Vergleichswerte aus den steady-state
Messungen (Details siche Text).

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx+ rel., Kap. 2.3.5.)
der lokalen Fits der CD Messungen bei der Entfaltung der -UE mit dem Fitmodell:

(a—'5)h—25c—5d.

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (A, rel. etc., Kap. 2.3.5.)
des Fits der Emissionsidnderung bei der Entfaltung der B-UE mit dem Fitmodell:

a k1 )b k2 C k3 )d k4 e k5 )f.

Molarer Circulardichroismus (A €) je UE der Komponenten des lokalen Fits der
Entfaltung der B-UE.

Ratenkonstanten mit den dazugehorigen relativen Amplituden (Ayx+ rel., Kap. 2.3.5.)
des lokalen Fits der CD Messung bei der Entfaltung der B-UE bei 222 nm, mit dem
Reaktionsmodell: a——>b—*2 5.

Vergleich zwischen der lokalen und globalen Analyse der Entfaltungskinetik von PC, in

der Absorption und dem Vis-CD, beziiglich der Anzahl der analysierten
Reaktionsschritte, (Analysen siche Kap. 3.9).

Links: Stufigkeit der Modelle, mit denen die Anderungen der verschiedenen
Messparameter bei der Entfaltung gefittet wurden. Rechts: Dauer der Gesamtreaktion
(Definition siche unten).

Vergleich der Entfaltungsmodelle aus den kinetischen Messungen (3.9.).

Vergleich der Ratenkonstanten aus den kinetischen Messungen der Entfaltung von PC
und den UE (Kap. 3.9.). Sie gehoren zu den Reaktionsmodellen in Tab. 4-3.

Vergleich der letzten Reaktionsschritte der globalen Entfaltungskinetik von PC,
gemessen in der Absorption und dem Vis-CD.
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Schematische Darstellung des Photosynthesesystems eines Cyanobakteriums mit dem

Grundtypus des hemidiscoidalem Phycobilisoms (Bryant, 1994). 1
Modell des Phycobilisoms von M. laminosus; 3
Absorptionsspektren von isolierten, trimeren PEC (-~ ), PC (=——)und APC (——)

aus Mastigocladus laminosus (normiert). 4
Struktur der gebundenen Chromophore in den nativen Phycobiliproteinen wie sie in

M. laminosus vorkommen (Scheer, 2003). 5
Rontgenstruktur von PCy; aus Mastigocladus laminosus 10

Schematische Darstellung der Kristallstruktur vom PC,o,0 (im Trimeren) von
Mastigocladus laminosus 10

Absorptionsspektren des PCB-a84, PCB-$84 und PCB-155 Chromophor in PC aus
M. laminosus. Die Chromophorspektren sind relativ zu ihrem Beitrag im PC 040
normiert 11

Schematische Struktur der Chromophore (oben) und Absorptionsspektren (unten) von

PC aus Spirulina platensis. Links: ringféormigen Chromophor im entfalteten PC. Rechts:
gestreckter Chromophor im gefalteten PC; jeweils bei gleicher

Chromophorkonzentration. (Grafik aus Scheer, 1982). 16

Normierte Absorptions- (links) und Emissionsspektren (rechts) der a- ( ) und der
B UE (---) von PC. Messbedingungen: 100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7, Anregung

fiir o-UE bei 615 nm, fiir B-UE bei 610 nm, (Grafik aus Fischer, 1990) 17
Vis-CD Spektren von PC aus M. laminosus, a ohne und b mit PCMS. a ist fiir diese
Arbeit zu beachten. A) PCy;, B) PCpyono. (Grafiken aus Siebzehnriibl, 1990) 18

Vis-CD Spektren der a- und der B-UE von PC aus Synechococcus sp. (Anacystis

nidulans) Messbedingungen: 0,01 M Phosphatpuffer, 0,005 M B-Mercaptoethanol, pH

6,5; Proteinkonzentration: B-UE = 2,53 * 107, o UE = 2,65 * 10° M, (Grafik aus

Glazer, 1973b). 18

Vis-CD Spektrum (——) und Absorptionsspektrum (-=*=) von PCyepy. aus Spirulina
platensis. Messbedingungen: 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7, 8 M Harnstoff, RT,
Proteinkonzentration: 4 * 10 M. (Grafik aus Lehner, 1983) 18

Emissionsspektren von PC aus Mastigocladus laminosus. a ohne und b mit PCMS. a ist
fiir diese Arbeit zu beachten. A) PCy;, B) PCpon0. (Grafiken aus Siebzehnriibl, 1990) 19

PC Konzentration: A) die Absorptionsspektren in Imm Kiivette, 50 mM KPP, pH =7,3,
RT, B) OD in 1 mm Kiivette aufgetragen gegen die Proteinkonzentration [mg/ml]

( ), theoretischer, linearer Verlauf der Absorptionszunahme bei
Proteinkonzentrationszunahme nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz ( ). 38
Vis-CD Spektren: PC in 900 mM KPP (——), 30 mM KPP ( ), 3,1 mM

KPP (——), 1,1 mM KPP (——). 40

1. Ableitung der CD-Spektren von PC in 900 mM KPP (——), 30 mM KPP ( ),
6,1 mM KPP (—), 4,1 mM KPP (——), 3,1 mM KPP ( ), 2,1 mM KPP (——),
1,1 mM KPP ( ), PCiiono in 900 mM KPP und 4 M Harnstoff (——). 40

Vis-CD Differenzspektren verschiedener PC-Losungen: PCy; minus PCy,o,0: (900 mM

KPP, 4 M Harnstoff): in 900 mM KPP (——), 30 mM KPP (——), 6,1 mM

KPP (—), 4,1 mM KPP ( ), 3,1 mM KPP (——), 2,1 mM KPP ( ), 1,1 mM

KPP (—) 41

A) Abhéangigkeit des Vis-CDy,,x von PC, von der KPP-Konzentration (——) und

Angabe des prozentualen Anteils des Trimersignals aus dem Differenzspektrum von

PCy; und PC,,op, (Differenz Maximum zu Minimum des Differenzsingnals (Abb. 3-4))

zum Vis-CDy,x von PC (——) B) Ausschnitt von A: bis 30.1 mM KPP 42
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3-15

3-16

3-17

3-18

3-19

3-20

3-21

3-22

3-23

3-24

Absorptionsspektren im langwelligem Bereich (auf 1 normiert) von PC in 900 mM KPP
(—), 30 mM KPP (——), 4,1 mM KPP ( ), 3.1 mM KPP (——).

Abhingigkeit des Absorptionsmaximums (
PC von der KPP-Konzentration

) und Emmissionsmaximums (——) von

Extinktionskoeffizienten je Monomer PC in 8 M Harnstoff pH 1,73 (
Harnstoff pH 7,7 (——), in 8 M Harnstoff pH 7,7 ( ).

3-9: Extinktionskoeffizient von PC je Monomer, in 0 bis 8 M Harnstoff in 50 mM KPP,
pH7.

), in0 M

Kinetik der Gleichgewichtseinstellung bei der PC Entfaltung in 50 mM KPP, gezeigt in
A) 6 M und in B) 8 M Harnstoff; Absorptionsverlauf im langwelligem Maximum (—)
und Baseline ( );

Entfaltung und Riickfaltung von PC in50 mM KPP (Kap. 2.3.4.); nativ (——),
riickgefaltet mittels Dialyse (——) und in 8 M Harnstoff ( );

Riickfaltung von PC aus 8 M Harnstoff in50 mM KPP (Kap. 2.3.4.), nativ (——) und
rickgefaltet mittels Dialyse (——);

1. Ableitung des Vis-CD Spektrums von PC verschiedener Verdiinnungen in HO geg;

Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PC in 3 mM KPP.

A) Differenzspektren von PC (Trimer minus Monomer) in 0 M ( ), | M (——) und
2 M Harnstoff ( ); B) Amplituden der sigmoiden Differenzspektren (Minimum-
Maximum).

Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PC in 300 mM KPP. A)
Difterenzspektren von PC (Trimer minus Monomer) in 0 M (——), I M (——),

2M ( ) und 3 M Harnstoff (——); B) Amplituden der sigmoiden Differenzspektren
(Minimum-Maximum).

1. Ableitung des Vis-CD-Spektrums im 3 mM KPP, inO0 M (——), | M (——),
2M ( ) und 3 M Harnstoff (——).

1. Ableitung des Vis-CD-Spektrums im 300 mM KPP, inOM (——), 1 M (—),
2M ( ), 3 M ( ) und 4 M Harnstoff (——).

Gesamtamplitude des Vis-CD: Titrationsverlauf von PCy; in 0 bis 8 M Harnstoff mit
sigmoidalen Fit (Details Text und Kap. 2.3.4.) (ab 3 M im 3 mM KPP, ab4 M im
300 mM KPP).

Q-Wert der Absorption: Titrationsverlauf von PCy; in 0-8 M Harnstoff mit sigmoidalen
Fit: (Details Text und Kap. 1.8., 2.3.4.): Q-Wert in 300 mM KPP (=), dazugehoriger Fit
(=== Q-Wert in 3 mM KPP (®), dazugehoriger Fit (=== ).

Maximum der Emission: Titrationsverlauf von PCy; in 0-8 M Harnstoff mit dem Fit der
Entfaltung (sigmoidal) und Dissoziation (exponentiell) (Details Text und Kap. 2.3.4.): in
300 mM (m), dazugehoriger Fit der Entfaltung ( ), dazugehdriger Fit der
Dissoziation (-———); in 3 mM KPP (®), dazugehdriger Fit der Entfaltung (------ ),
dazugehériger Fit der Dissoziation (-——-).

UV-CD bei 222 nm: Titrationsverlauf von PCy; in 0-8 M Harnstoff mit sigmoidalen Fit
(Details Text und Kap. 2.3.4.): in 300 mM KPP (m), dazugehdriger Fit (---*-) und in
3 mM KPP (m), dazugehoriger Fit (---==-).

1. Ableitung der Vis-CD Spektren von PC in 50 mM KPP, pH 7,in0 M (——),
3M (——),4 M (——) und 5 M Harnstoff ( ).

Dissoziation und Entfaltung von PC; in 50 mM KPP, pH 7: Verénderung der
Signalstirke in Abhidngigkeit der Harnstoffkonzentration, jeweils normiert auf
entsprechendenden Wert in 0 M Harnstoff: Vis-CDp,x ( ), Absorptionyis max (——),
Emissionx (——), UV-CDapm (——)

Effekt von Harnstoff auf die Vis-CD Spektren von PCy; in 50 mM KPP.

A) Differenzspektren von PC (Trimer minus Monomer) inO0 M (——), 1 M (——),2 M
( ) und 3 M Harnstoff (——); B) Amplituden der Differenzspektren (Minimum —
Maximum).
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Prozentuale Abnahme des Emissionsmaximums von PC,; in 0 bis 4 M Harnstoff in 50
mM KPP (——) und 300 mM KPP (-===-=- ).

Grad der Entfaltung des PC,0, berechnet aus den Werten von Abb. 3-23, gezeigt in
Abhingigkeit zur Harnstoffkonzentration, mit sigmoidalen Fit (Kap. 2.3.4.); Vis-CD
(V) mit Fit (---*), Absorption (%) mit Fit (-=-), Emission (m) mit Fit (=), UV-CD (e)
mit Fit (===).

Grad der Entfaltung der a-UE in Abhdngigkeit von der Harnstoftkonzentration mit
sigmoidalen Fit (Kap. 2.3.4.): Vis-CDyy.x (V) mit Fit (), Absorptiony;s.max (m) mit
Fit (-----), Emission,,, (®) mit Fit (—--), UV-CDyypm (A) mit Fit ().

Grad der Entfaltung der B-UE in Abhéngigkeit von der Harnstoffkonzentration mit
sigmoidalen Fit (Kap. 2.3.4.): Vis-CD,,,x (%) mit Fit (), Absorptionyis may (@) mit
Fit (-----), Emission,,, (V) mit Fit (----), UV-CDappm (A) mit Fit ().

Veranderung der Sekundérstrukturanteile, bei der Entfaltung von PC, berechnet aus den
UV-CD Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); PC a-Helix (m) mit Fit (-—---),
PC ,,unordered” (@) mit Fit (----), PC Gesamtstruktur auller a-Helix ( A ) mit Fit ( ).

Verdnderung der Sekundérstrukturanteile bei der Entfaltung von der a-UE, berechnet
aus den UV-CD Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); a-UE a-Helix (m) mit

Fit (------), a-UE ,,unordered” (®) (verniinftiger Fit nicht moglich), o.-UE Gesamtstruktur
auBer a-Helix (A) mit Fit ( ).

Verdnderung der Sekundérstrukturanteile, bei der Entfaltung von der B-UE, berechnet
aus den UV-CD Spektren mit CDPro (Kap. 2.3.4. und s. 0.); B-UE a-Helix (m) mit

Fit (—--), B-UE ,,unordered* (®) mit Fit (), B-UE Gesamtstruktur auler o.-Helix (A)
mit Fit ( ).

Absorptionsspektren € [M™' ¢cm™] von PCy; (—) (KPP 50 mM, pH ~7,3, RT),
PCoono (———) (KPP 50 mM, pH ~7,3, RT, 4 M Harnstoff), PCyena ( ) (KPP

50 mM, pH =7,3, RT, 8 M Harnstoff); € bezieht sich auf ein Monomer, d h. auf je drei
PCB-Chromophore.

A) Vis-CD Spektren A & [M™' cm™] von PCy; (——), PCpono ( ), PCenat (—);
Bedingungen wie in Abb. 3-32; B) Differenzspektrum (Trimer minus Monomer) im
langwelligen Bereich;

Emissionspektren von PCy; (——), PCiiono ( ), PCyenat —); Bedingungen wie in
Abb. 3-32, Anregung bei 400 nm;

UV-CD Spektren A & [M™' em™] von PCy; (——), PCono ( ), PCenat (—);
Bedingungen wie in Abb. 3-32

Absorptionsspektren € [M™' cm™] der ai-UE, ( ) (KPP 50 mM, pH =7,3, RT) und
0-UE gepae (—) (KPP 50 mM, pH =7,3, RT, 8 M Harnstoff).

Vis-CD Spektren A € [M™ cm™] der 0-UE, 5 (——) und o-UEena: (——);

) und 0-UEgenat (—);

UV-CD Spektren A ¢ M cm™] der a-UE, ( ) und a-UEgepa (—);
Absorptionsspektren € [M™' cm™] der B-UE, . (—) und B-UEgenat (———);
Vis-CD Spektren A € [M™' cm™] der B-UE, . (——) und B-UE genar (——);
Emissionsspektren der B-UE,,; (—) und B-UEgeqa (—);

UV-CD Spektren A & [M" em™] der B-UE,y (——), P-UEgenat (——);

Emissionsspektren der o-UE, (

Normierte Absorptionsianderungen (Ag =0, Aeq = 1) (Kap. 2.3.5.), wihrend der
Entfaltung von PCy; (Abb. 3-52), bei verschiedenen Wellenlédngen: 616 nm (
613 nm (——), 600 nm ( ), 350 nm ( ) und 340 nm ( ).

),

Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsédnderung bei der
Entfaltung von PCy;,
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Globaler zweistufiger Fit der Absorptionsianderungen bei der Entfaltung von PCy; (Abb.

3-45). Gezeigt sind die experimentellen Daten (— ) und der Fit: Modell a>b>c (
gezeigt bei 616 nm.

)!

Residuen bei 616 nm des globalen Fits aus Abb. 3-46 mit einem zweistufigen linearen
Model a>b>c;

Residuen bei 616 nm des globalen Fits aus Abb. 3-46 mit einem dreistufigen linearen
Model a>b>c>d;

Residuen bei 616 nm des globalen Fits aus Abb. 3-46 mit einem vierstufigen linearen
Model a>b>c>d>e;

Molare Absorptionsspektren des vierstufigen globalen Fits (Abb. 3-49) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-46).

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen globalen Fits
(Abb. 3-49) der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-46) gemessen mittels Absorption.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 15 s.

Rohdaten der lokalen Absorptionsdnderungen bei der Entfaltung von PCy;;

Lokaler dreistufiger Fit der Absorptionsdnderungen bei der Entfaltung von PCy; (Abb.
3-52), bei 350 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit:
Modell c>d>e>f ( ) und in B) Residuen

Extinktionskoeffizienten aus dem dreistufigen lokalen Fit (Abb. 3-53) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52), bei 350 nm.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-53)

der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52), bei 350 nm, gemessen mittels Absorption.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 40 s;

Auf PCy; normierte Absorptionsédnderungen der Fitkomponenten, der lokalen Fits der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52) beim vierstufigen Modell: a>b>c>d>e
(Tab. 3-13 und 3-14);

Auf PCy; normierte Absorptionsédnderungen der Fitkomponenten, der lokalen Fits der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-52) beim fiinfstufigen Modell: a>b>c>d>e>f (Tab.
3-13 und 3-14);

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionsénderungen bei der
Entfaltung von PCy; (Abb. 3-45 und 3-52). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen
Reaktionsschritte: k; (®), k; (@), ks (@), k4 (@) und ks (¢). Die Flache der Punkte
entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab.
3-13, 3-14).

Rohdaten der lokalen CD—Anderung bei der Entfaltung von PCy;.
Lokaler zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCy; bei 616 nm.

Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit: Modell a>b>c (——)
in B) Residuen;

Globaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PCy; (Abb. 3-59).
Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d ( ) und in B) Residuen; gezeigt bei 613 nm.

Molarer Circulardichroismus (Ag) des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-61) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59).

Konzentrationsdanderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits
(Abb. 3-61) der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59) gemessen mittels Vis-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 5 s.

Lokaler dreistufiger Fit der CD—Anderung bei der Entfaltung von PCy; (Abb. 3-59), bei
600 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d (——) und in B) Residuen.
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Konzentrationsédnderung der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-64)
der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59), bei 600 nm, gemessen mittels Vis-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s;

Molarer Circulardichroismus (Ag) der lokalen Fits (Abb. 3-64) der Entfaltungskinetik
von PCy; (Abb. 3-59).

Verschiedene lokale Fits der CD-Anderung bei 628 nm, bei der Entfaltung von PC; der
Messung in Abb. 3-59. A) Vierstufige Fits iiber unterschiedliche Zeitspannen: bis 2 s
Messzeit ( ), bis 10 s (——), bis 50 s ( ); B) verschieden stufige Fits tiber die
ersten 2 s Messzeit: zweistufig ( ), dreistufig ( );

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen, bei der Entfaltung von
PCyi (Abb. 3-59). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (e), k,
(®), k; (®) und k4 (®). Die Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap.
2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-16., 3-17).

Rohdaten und vierstufiger Fit der Emissionsédnderung bei der Entfaltung von PCy;.
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell a>b>c>d>e (
in B) Residuen;

) und

Emissions Amplituden des vierstufigen Fits der Entfaltungskinetik von PCy;
(Abb. 3-69).

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen Fits (Abb. 3-69) der
Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-69) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber die
gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 5 s;

Rohdaten und zweistufiger lokaler Fit der CD—Anderung bei der Entfaltung von PC,; bei
222 nm.; Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell a>b>c ( )
und in B) Residuen

Molarer Circulardichroismus (A¢) des zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PCy;
(Abb. 3-72), bei 222 nm.

Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen lokalen Fits (Abb. 3-
72) der Entfaltungskinetik von PCy; bei 222 nm, (Abb. 3-72) gemessen mittels UV-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s, B) Ausschnitt der ersten 15 s;

Rohdaten und vierstufiger lokaler Fit der Absorptionsanderung bei der Entfaltung von
PCliono, bei 616 nm; Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( ) und Fit: Modell
a>b>c>d>e (. ) und in B) Residuen

Extinktionskoeffizienten des vierstufigen lokalen Fits der Entfaltung von PC,o,, (Abb.
3-75), bei 616 nm.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-75)
der Entfaltungskinetik von PC,,,,, (Abb. 3-75), bei 616 nm gemessen mittels
Absorption. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300s, B) Ausschnitt der ersten
20s;

Rohdaten und dreistufiger globaler Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung von PC,,,p,,
bei 600 nm; Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell
a>b>c>d ( ) und in B) Residuen.

Molarer Circulardichroismus (Ag) des globalen dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik
von PCyyon, (Abb. 3-78).

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits
(Abb. 3-78) der Entfaltungskinetik von PC,,,,, (Abb. 3-78) gemessen mittels Vis-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s; B) Ausschnitt der ersten 30 s;

Rohdaten und dreistufiger Fit der Emissionsédnderung bei der Entfaltung von PC,op,.
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten (——) und Fit: Modell a>b>c>d (——) und in
B) Residuen.

Emissions Amplituden des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik von PCp,qp,
(Abb. 3-81).
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3-90

3-91
3-92

3-93

3-94

3-95

3-96

3-97

3-98

3-99

3-100

3-101

Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen Fits der
Entfaltungskinetik von PCy,on (Abb. 3-81) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber
die gesamte Messzeit von 300 s; B) Ausschnitt der ersten 30 s;

Rohdaten und zweistufiger lokaler Fit der CD—Anderung bei der Entfaltung von PC,,,p,,
bei 222 nm. Messbedingungen: Totzeit der stop-flow Apparatur: 8,3 ms, Time base:
500 pus Messintervall bis 2 s Messzeit, dann 100 ms bis 120 s, dann 1 s bis 300 s,
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( ) und Fit: Modell a>b>c ( ) und in
B) Residuen

Molarer Circulardichroismus (Ag) des zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik von
PCiiono (Abb. 3-84), bei 222 nm.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen Fits, der
Entfaltungskinetik von PC,o (Abb. 3-84) bei 222 nm gemessen mittels UV-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 300 s; B) Ausschnitt der ersten 8 s;

Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsédnderung bei der
Entfaltung der a-UE.

Globaler dreistufiger Fit der Absorptionsédnderung bei der Entfaltung der a-UE (Abb.
3-87). Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d (——) und in B) Residuen. Bei 617 nm

Molare Absorptionsspektren des dreistufigen globalen Fits (Abb. 3-88) der
Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-87).

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen globalen Fits
(Abb. 3-88) der Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-87) gemessen mittels Absorption.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s;

Rohdaten der lokalen Absorptionsdanderung bei der Entfaltung der a-UE;

Lokaler vierstufiger Fit der Absorptionsdanderung bei der Entfaltung der a-UE
(Abb. 3-91), bei 580 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der
Fit: Modell: a>b>c>d>e; ( ) und in B) Residuen

Extinktionskoeffizienten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-92), der
Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-91) bei 580 nm.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des vierstufigen lokalen Fits (Abb. 3-92)
der Entfaltungskinetik der a-UE (3-91) bei 580 nm gemessen mittels Absorption.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s;

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionsédnderungen bei der
Entfaltung der a-UE (Abb. 3-87 und 3-91). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen
Reaktionsschritte: k; (®), k; (@), ks (@), k4 (@) und ks (¢). Die Flache der Punkte
entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes
(Tab. 3-29, 3-30).

Rohdaten der lokalen CD-Anderungen bei der Entfaltung der o-UE

Globaler zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der a.-UE (Abb. 3-96).
Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit: Modell a>b>c (
und in B) Residuen; gezeigt bei 350 nm.

)

Molarer Circulardichroismus (Ag) des zweistufigen globalen Fits (Abb. 3-97) der
Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-96).

Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des zweistufigen globalen Fits
(Abb. 3-97) der Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-96) gemessen mittels Vis-CD. A)
Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s.

Lokaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der a-UE (Abb. 3-96), bei
617 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d (——) und in B) Residuen;

Molarer Circulardichroismus (Ag) des lokalen Fits (Abb. 3-100) der Entfaltungskinetik
der a-UE (Abb. 3-96) bei 617 nm.

136

137

138

138

142

142

143

143
145

147

147

148

148

151

152

153

153

156

156



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

3-102

3-103

3-104

3-105

3-106

3-107

3-108

3-109

3-110

3-111
3-112

3-113

3-114

3-115

3-116

3-117

3-118

3-119

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fit (Abb. 3-
100) der Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-96), bei 617 nm gemessen mittels
Vis CD. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s;

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen bei der Entfaltung der
o-UE (Abb. 3-96) Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (e), k,
(®) und k; (®). Die Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.)
des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-31, 3-32)

Rohdaten und dreistufiger Fit der Emissionsénderung bei der Entfaltung der a-UE,
Gezeigt sind in A) experimentelle Daten ( ) und Fit: Modell a>b>c>d ( ) und in
B) Residuen.

Emissions Amplituden des dreistufigen Fits der Entfaltungskinetik der a-UE
(Abb. 3-104).

Konzentrationsdnderung der Fitkomponenten des dreistufigen Fits der
Entfaltungskinetik der a-UE (Abb. 3-104) gemessen mittels Emission. A) Verlauf iiber
die gesamte Messzeit von 600 s; B) Ausschnitt der ersten 7 s; Zuordnung der
Fitkomponenten a ( ), b ( ), ¢ (——)undd ( ) sieche Text.

Faktorisierte Rohdaten (Kap. 2.3.5.) der globalen Absorptionsédnderung bei der
Entfaltung der B-UE;

Globaler fiinfstufiger Fit der Absorptionsdnderung bei der Entfaltung der B-UE (Abb.
3-107). Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d>e>f (——) und in B) Residuen. Gezeigt bei 605 nm.

Molare Absorptionsspektren des flinfstufigen globalen Fits (Abb. 3-108) der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-107).

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des fiinfstufigen globalen Fits (Abb.
3-108) der Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-107) gemessen mittels Absorption.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 10 s;

Rohdaten der lokalen Absorptionsédnderungen bei der Entfaltung der -UE;

Lokaler fiinfstufiger Fit der Absorptionsédnderung bei der Entfaltung der 3-UE (Abb.
3-111) bei 350 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (——) und der Fit:
Modell a>b>c>d>e>f (——) und in B) Residuen

Extinktionskoeffizienten des fiinfstufigen lokalen Fits (Abb. 3-112) der
Entfaltungskinetik von der B-UE (Abb. 3-111) bei 350 nm.

Konzentrationsédnderungen der Fitkomponenten des fiinfstufigen lokalen Fits

(Abb. 3-112), der Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-111), bei 350 nm gemessen
mittels Absorption. A) Verlauf {iber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der
ersten 8 s;

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der Absorptionsénderungen bei der
Entfaltung der B-UE (Abb. 3-107 und 3-111) Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen
Reaktionsschritte: k; (@), k; (@), ks (@), k4 (®), ks (¢) und k4 (®). Die Flache der Punkte
entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab.
3-34, 3-35).

Rohdaten der lokalen CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE.

Lokaler dreistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE (Abb. 3-116), bei
580 nm. Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der Fit: Modell
a>b>c>d (——) und in B) Residuen

Molarer Circulardichroismus (Ag) des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-117) der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-116) bei 580 nm.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des dreistufigen lokalen Fits (Abb. 3-
117) der Entfaltungskinetik der $-UE (Abb. 3-116), bei 580 nm gemessen mittels Vis-
CD. A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 8 s;
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3-120

3-121

3-122

3-123

3-124

3-125

3-126

4-2
4-3

7-1
7-2

7-3

7-4

7-6

7-7

Vergleich des globalen und der lokalen Fits der CD-Anderungen bei der Entfaltung der
B-UE (Abb. 3-116). Gezeigt sind die k-Werte der einzelnen Reaktionsschritte: k; (®)
und k; (®). Die Flache der Punkte entspricht relativ den Amplituden (Kap. 2.3.5.) des
jeweiligen Reaktionsschrittes (Tab. 3-36, 3-37).

Rohdaten und fiinfstufiger Fit der Emissionsidnderung bei der Entfaltung der 3-UE;
Gezeigt sind in A) die Daten ( ) und der Fit: Modell: a>b>c>d>e>f (——) und in
B) Residuen

Emissions Amplituden des fiinfstufigen Fits der Entfaltungskinetik der B-UE (Abb.
3-121). Zuordnung der Fitkomponenten a (m), b (=), ¢ (m), d (=), ¢ (m) und f (=) siche
Text.

Konzentrationsdnderungen der Fitkomponenten des fiinfstufigen Fits der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-121) gemessen mittels Emission. A) Verlauf tiber
die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 6 s;

Rohdaten und zweistufiger Fit der CD-Anderung bei der Entfaltung der B-UE, bei 222
nm. Gezeigt sind in A) die Daten ( ) und der Fit: Modell: a>b>c (——) und in
B) Residuen.

Molarer Circulardichroismus (Ag) des lokalen zweistufigen Fits der Entfaltungskinetik
der B-UE (Abb. 3-124), bei 222 nm.

Konzentrationsdanderungen der Fitkomponenten des zweistufigen lokalen Fits der
Entfaltungskinetik der B-UE (Abb. 3-124), bei 222 nm gemessen mittels UV-CD.
A) Verlauf iiber die gesamte Messzeit von 600 s, B) Ausschnitt der ersten 3 s;

Vergleich der rel. Ampl. und k-Werte der Fits (Kap. 3.9.) der Entfaltungskinetik von PC
und den UE und der verschiedenen Messparameter.

Schematische Darstellung einer cis/trans Isomerisierung von Prolin.

Schematische Darstellung eines Ausschnittes des PCB Chromophors und einer, von
mehreren moglichen, Rotationen um die Methinbriicke.
UV-CD Spektren von PCy;: Titration von 0 — 8 M Harnstoff in 50 mM KPP, pH 7,

Globaler vierstufiger Fit der Absorptionsédnderung bei der Entfaltung von PCy;.
(Abb. 3-45) Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten (— ) und der Fit Modell
a>b>c>d>e (. ) und in B) Residuen; gezeigt bei 616 nm. k folgt nicht der
Reihenfolge k; > k; etc., sondern k,>k,;>k,>k; siehe Kap. 3.9.2.1

Molare Absorptionsspektren des vierstufigen globalen Fits (7-2) der Entfaltungskinetik
von PCy; (Abb. 3-45). Zuordnung der Fitkomponenten steht in Kap. 3.9.2.1.
Komponente a ( ), b ( ), ¢ ( ), d ( ), e ( ), dabei folgt k nicht der
Reihenfolge k; > k; etc., sondern ky>k;>ks>ks,

Globaler verzweigter vierstufiger Fit der Absorptionsédnderung bei der Entfaltung von
PC,;i (Abb. 3-45). Gezeigt sind in A) die experimentellen Daten ( ) und der
Fit: (——) und in B) Residuen. Gezeigt bei 616 nm

Molare Absorptionsspektren des verzweigten vierstufigen globalen Fits (Abb. 7-4) der
Entfaltungskinetik von PCy;; (Abb. 3-45).

Verschiedene Fits der Vis-CD Daten der Entfaltungskinetik von PCy; (Abb. 3-59).

A) lineares, zweistufiges Kinetikmodell bei 600 nm. Gezeigt der Ausschnitt der ersten

3 s; Fitbereich: bis 300 s (——), bis 50 s (——) und bis 2 s ( ); B) lineares
dreistufiges Kinetikmodell bei 350 nm. Gezeigt der Ausschnitt der ersten 5 s; Fitbereich
bis 300 s ( ) und bis 50 s ( ). (sieche Kap. 3.9.2.2.)

Vis-CD der Entfaltung von PCy; bei 616 nm Messungen mit verschiedenen
Integrationszeiten. jeweils einem einstufigen Fit.
Daten (—), Fit (—);
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