,Zeitaufgeldste Infrarot-Messungen zur Untersuchung
der Konformationsdynamik von Peptiden mit Laser-

Induziertem Temperatursprung*

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissentamaf

vorgelegt beim Fachbereich Physik
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurthdam

von
Carsten Krejtschi

aus Dresden

Frankfurt am Main 2007
(D 30)






vom Fachbereich der Physik der

Johann Wolfgang Goethe—Universitat als Dissertadimgenommen.

Dekan: Prof. Dr. W. ABmMus

Gutachter: JProf. Dr. K. Hauser

Prof. Dr. W. Méantele

Datum der Disputation: 17.12. 2007






PUBLIKATIONEN

VEROFFENTLICHUNGEN IN FACHZEITSCHRIFTEN

Krejtschi, C., Huang, R., Keiderling, T.A., Hauser, K.: ,Timespdved temperature-jump
infrared spectroscopy of peptids with well-defirstondary structure: a Trpzip beta-hairpin

variant as an examplelinter Revision bei Vibrational Spectroscopy

Hauser, K.Krejtschi, C., Huang, R., Keiderling, T.A.: ,Unfolding dynamicé a tryptophan
Zipper hairpin peptide variant. Site-specific rean kinetics using temperature-jump IR-
spectroscopy and isotopic labelingihter Revision bei Journal of the American Chemical

Society

Kopitz, A., Soppa, JKrejtschi, C., Hauser, K.: ,Differential stability of two TBP pteins

from archaea with different optimal growth temparas”,zur Veroffentlichung eingereicht

Huang, R.Krejtschi, C., Hauser, K., Kim, J., Keiderling, T.A. (2007): ,@mal unfolding
of a beta-hairpin studied with IR spectra enharimedite-specific isotope labelingBiophys.
J.,92, 208 A

Krejtschi, C., Hauser, K.: ,Subtraction of Temperature-Depend@viiter Absorption
Changes from Protein Infrared Spectigfgnuskript in Vorbereitung

K ONFERENZBEITRAGE UND POSTERPRASENTATIONEN

Krejtschi, C., Hauser, K. (2007): ,Folding stability of Polyghmic Acid Studied by IR-
Spectroscopy in Thermal Equilibrium and with Tengere-Jumps”; 12 European

Conference on the Spectroscopy of Biological MdlesuBobigny, France

Kopitz, A., Krejtschi, C., Soppa, J., Hauser, K. (2007): ,Thermoadaptioarohaeal TATA-
box-binding proteins studied by FTIR-spectroscopy?” European Conference on the

Spectroscopy of Biological Molecules, Bobigny, Fran



Hauser, K.,Krejtschi, C., Huang, R., Keiderling, T.A. (2007): ,Site-SpecifUnfolding
Dynamics of Beta-Hairpin Peptids Using Temperatiusp IR-Spectroscopy and Isotopic
Labeling”; 12" European Conference on the Spectroscopy of Bicéddilolecules, Bobigny,

France

Hauser, K., Krejtschi, C., Huang, R., Keiderling, T.A. (2007): ,Folding dyn&s of
isotopically labeled beta-hairpin peptids studiedthwT-jump IR-Spectroscopy”; 233
National Meeting of the American Chemical SocieBjvision of Physical Chemistry,
Symposium “Vibrational spectroscopy as a probe iofmolecular structure and dynamics:

theory and experiment” Chicago, USA

Huang, R., Wu, L., Kim, J., Hauser, Krejtschi, C., Keiderling, T.A. (2007): ,Role of
hydrophobic interactions and turn stability in bbe#arpin conformation studied by
equilibrium and dynamic (T-jump) IR-spectroscopy igbtopically labeled beta-hairpin
peptids®; 4" International Conference on Advanced Vibrationaé&roscopy, Corfu, Greece

Krejtschi, C., Rong, H., Keiderling, T.A., Hauser, K. (2006): gJging hairpin peptids
studied by laser-induced T-jumgynamics of beta- IR-spectroscopy”’; Jahrestagung de

Deutschen Gesellschatft fir Biophysik, Mainz, Gerynan

Rauscher, A.Krejtschi, C., Soppa, J., Hauser, K. (2006): ,Thermal stabibfyarchaeal
TATA-binding proteins studied by FTIR-spectroscopyJahrestagung der Deutschen

Gesellschaft fur Biophysik, Mainz, Germany

Krejtschi, C., Keiderling, T.A., Hauser, K. (2006): ,Peptide doig dynamics studied by
laser-induced T-jump IR-spectroscopy”; Gordon RedeaConference on “Vibrational

Spectroscopy*; Biddeford, Maine, USA

Krejtschi, C., Mantele, W., Hauser, K. (2005): ,Subtraction aiter absorption from protein
infrared spectra considering thermally induced geaty 11" European Conference on the

Spectroscopy of Biological Molecules, Aschaffenhusgrmany



Khani, V., Krejtschi, C., Méantele, W., Hauser, K. (2005): ,Development aigrocell for
rapid heating and IR studies of unfolding collageptids*; 11" European Conference on the

Spectroscopy of Biological Molecules, Aschaffenhugrmany

Krejtschi, C., Mantele, W., Hauser, K. (2004): ,IR-absorptiomba of water as an internal
thermometer of proteins”; Jahrestagung der Deuts€esellschaft fur Biophysik, Freiburg,

Germany






I NHALTSVERZEICHNIS

1 EINLEITUNG ..utiiiittiiaitie ettt e st ettt ettt et e s st e e nb e et e e et e e et e e nnae e e st e e emeeenes 1
1.1 UBEIDICK ...ttt ettt sttt eneene e reene e 1
1.2 Aufgabenstellung der Arbeit..........oooo oo 9

2 PHYSIKALISCHE  GRUNDLAGEN ....uuuuiiiiiieeeeeeeiieeieessnssiii s e e e e 11
21 INfrarotSPEKLIOSKOPIE ....ccoeieeiiiieieiee e st 11
2.2 Fourier-Transform-Infrarot-SpektroSKopie ....ccccceeooeevvveeeeeeieiicccee e 16
2.3 Laser-induzierter Temperatursprung und IR-Einzdbwneletektion................ 23
2.4 Circular-Dichroismus-SpektroSKOpi€........cocoeeeviieeeiviiiiiiiiie e, 38
3 BIOLOGISCHE GRUNDLAGEN .....coiitiiiiuiiiasiteeasineeaieessteeesnsessssessseessssessseessnnens 41
3.1 PrOTEINE L. e e 41
3.1.1 Hierarchie des Strukturaufbaus ............ccooov 41
3.1.2 Infrarot-Absorptionsspektren von Proteinen ..ooooeeeeeeveeeveevevniiinnnnnn. 42
3.1.3 Energieterme zur Stabilisierung der gefalteten pepyidstruktur.............. 43
3.14 Faltungsmodelle ..........eeeeii e 44
3.1.5 Zwei-Zustandsmodell der Faltung............ oo, 45
3.2 Experimentell analysierte Polypeptide...... .. ooovreeeeeeiiiiiiiiec e 8.4
3.2.1 RIDONUKIEASE A ..o 49
3.2.2 PolyglutamiNSAUNE ........coeeeeiiiiee e e 50
3.2.3 Tryptophan-Zipper-Peptide ... 2.5
4 MATERIAL UND METHODEN ...cciitiieiiiiiaitieiteeesteeessteeassseasseessssessnteeesnseesssneesnes 55
4.1 Entwickelte ANPasSUNgSPrOZEAUIEN ...........oummmmmsesessnnneeeeeeeeeeeerrememmmmmmmnnnnns 55
41.1 Algorithmus zur Temperatur-Anpassung unterschiedlidroben ............ 55

4.1.2 Prozedur zum spektralen Abzug von Lésungsmittelgdiemen ............... 57



4.2

4.3

5
5.1

5.1.1
5.1.2

5.1.3

5.1.4

5.1.5
5.2

5.2.1
5.3

5.3.1

5.3.2

5.3.3

5.3.4
5.4

5.4.1

5.4.2

Probenpréparation

Statische und zeitaufgeldste Studien der verwendgisungsmittel

mittels statischer und zeitaufgeldster Spektroskapi

Analyse der statischen FTIR- und CD-SpektréN. . .cooovveeeeeiiiiiiiiiiiiiiiinns

=] =1 =1 ST

Vergleich der Losungsmittelspektren bei konstamtmperatur.........

Temperaturabhangigkeit der Absorptionseigenschafven0, DO

Analyse der temperaturabhangigen Absorptionsanderuxon HO

[ aTo [l B © TR

Zeitaufgeldste Untersuchungen defEL 6sungsmittels mit der

Temperatursprung-ApPParatur ............oeevemmeeeeneeeeinee e eennns

Zusammenfassung der Untersuchung der Loésungsmittel.............

Thermischer Denaturierungsprozess von RibonuklaaseD,0 Losung

Zusammenfassung der Untersuchungen an Ribonukdease...........

Untersuchungen des Homopolymers Polyglutamins®E&Sj mittels

statischer und zeitaufgeloster Spektroskopi€.....c.....cooeeeeiiiiiiiiiiiinnnnns

pH-Abhangigkeit der Struktur von Polyglutaminsaure...................

CD- und FTIR-spektroskopische Untersuchungen von
Polyglutaminséure im thermischen Gleichgewicht imd
Abhangigkeit des pD-WEIES ............cevvvieemmmmreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanniinnns

Zeitaufgeldste Relaxationsdynamiken von Polyglutes@iure nach

Laser-induziertem TemperaturSprung ........cccccceeevreninnneeeeeeeeeeeeene
Zusammenfassung der Untersuchungen an Polyglutaoms..........

Untersuchungen eines isotopenmarkierten dsAidairpin-Peptids

CD-spektroskopische Untersuchung der Trpzip2C-Begtianten im
thermischen GleichgewiCht ...

FTIR-Absorptionsspektren der Trpzip2C-Peptidvaeanm
thermischen GleichgewiCht ...

e 2



5.4.3 Zeitaufgeloste Temperatursprung-Untersuchungen zur

Konformations-dynamik der Trpzip2C-Peptid-Varianten.................... 149
544 Zusammenfassung der Untersuchungen des isotopeientaink

B-Hairpin-Peptids ........oooeiiiiiiiiie e 159
6 ZUSAMMENFASSUNG ....iiittieieitaeeeti e eesi e eeti e e eeteeaeeesa e e e esa e e e et aeeeanaeeennnnas 134
T AINHANG .coeiiiiiii ettt e e e e e s sttt et ettt e e e e e e e e e e e e e e 163
7.1 Y= 1 1 163
7.1.1 Makro zur Automatisierung der FTIR-Messungen dukalsteuerung

des Wasserbades und Bewegung des Probenschlittens.................... 163
7.1.2 Algorithmus zur Berechnung der zeitaufgeldsten

ADSOrptioNSraNSIENIEN ........ueeiii e 165
7.1.3 Entwickelter Algorithmus zur Temperatur- und spakin Anpassung

unterschiedlicher Proben ..........oooo oo 170
8 LITERATURVERZEICHNIS .1iuuiiituiiiieitiie et seetieeeteestnsessssenaassesnsessnnessnsessneasnnaees 177






EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Uberblick

In der Biophysik sind Untersuchungen zur Strukturd uStabilitat von Proteinen von
grundlegendem Interesse. Proteine, die aus einainAnderreihung von Aminosauren
bestehen, die kovalent durch Peptidbindungen verfkrgind, falten sich spontan zu einer
genau definierten, durch die Sequenz der Aminosduoegegebenen Raumstruktur. Durch
die Ausbildung dieser hochorganisierten Struktukemfligen die Polypeptide Uber das
Potenzial, ganz spezifische Wechselwirkungen mdesn Molekilen auszubilden. Die
Stabilitat der Proteinstruktur muss einerseits getesch so ginstig sein, dass das Protein
seine native Konformation finden und diese dauérbainehmen kann. Andererseits muss
das Protein die Mdglichkeit zu konformellen Andegan oder Umordnung haben, da diese
Strukturdnderungen Bestandteil von Proteinaktiwitid -reaktionen sind.

Fehlgefaltete Proteine kdnnen ihre urspringlichenkEonen oft nicht mehr erfillen. Durch
die Fehlfaltung von korpereigenen Proteinen werlesnkheiten wie die Alzheimer’'sche
Krankheit, Creutzfeldt-Jakob, BSE oder die Trabamkheit (Scrapie) verursacht. Die
Untersuchung der molekularen Ursachen der Fehtig/tusowie das Verstandnis der
Proteinstabilitdt und des Faltungsprozesses sigkatle von allgemeinem Interesse.

Zur Beschreibung des Faltungsmechanismus und decheSunach der nativen,
funktionsfahigen Konformation wurden zahlreiche Hiyesen und Modelle entwickelt, auf
die in Kapitel 3.1.4 ndher eingegangen wird. In ihing 1 sind fur einen einleitenden
Uberblick drei mdgliche Faltungsmodelle dargestdik aktuell diskutiert werden. Prinzipiell
wird in den abgebildeten Modellen versucht, dietdra von Proteinen aus einer komplett
entfalteten Struktur bis hin zur nativen Konformatzu beschreiben.

Die Ausbildung einer nativ gefalteten Konformatiovird durch die Formierung von
Elementen der Sekundarstruktur, in charakteristiscWeise angeordneten lokalen
Strukturen, initiiert und bildet einen geschwindgklimitierenden Schritt bei der Faltung des
Proteins. Die Erforschung und Analyse dieser erdtaitungsprozesse ist deshalb von
grundlegender Relevanz. Bei der Untersuchung digsnigamechanismus kommen vor allem
kleine Peptide mit eindeutig ausgebildeten Sekwstdédturmotiven zum Einsatz. lhre

geringe GrofRRe und strukturelle Eindeutigkeit maclikese kleinen Peptide zu idealen
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Modellsystemen, um diejenigen Faktoren zu untersoichie die Proteinfaltung steuern und
beeinflussen. Viele grundlegende Prozesse deriRfatang, wie bspw. die Ausbildung von
Sekundarstrukturen, der hydrophobe Kollaps oderVdasserstoffbriickenbilduhgwurden

durch Untersuchungen an Modellpeptiden beobachtet.

Modelle der Proteinfaltung

(a) “Framework” Modell
(b) Modell des Hydrophoben Kollaps
(¢) Nukleation-Kondensationsmodell

Ausbildung von
Elementen der

@ Sekundir-

\ struktur

Anordnung der
Sekundéir-

> () Hydrophobe,r Wachstum der >
Kollaps Sekundérstruktur
gefaltete
Konformation

hierarchische

/ Nukleation-

Anordnung
© .
Kondensation
/ Faltungskeim
ungefalteter
Zustand

Abbildung 1: Modelle zur Proteinfaltung (nach Notiiund Andef).

Die Mdglichkeit eines schnellen Initiierens und Eldterens von Protein-Dynamiken ist von
wesentlicher Bedeutung, um die Mechanismen deemfattung und die Wechselwirkungen
zwischen unterschiedlichen Proteinen zu versteBgperimentelle Untersuchungen wurden
fur zahlreiche Proteine mit verschiedenen spekapisichen Techniken durchgefiihrt. Die
beobachtbaren Faltungsgeschwindigkeiten sind dalimrraschend heterogenEinige

Proteine erreichen ihre native Struktur innerhaln Willisekunden, wohingegen andere fir

den Faltungsprozess mehrere Stunden benétigen. \E&ranschaulichung der unterschied-
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lichen Zeitbereiche zur Ausbildung von Strukturedsten und zur Faltung in die native

Proteinkonformation zeigt Abbildung 2.

native Struktur |

Kollapsstruktur |:|
5,/) |:| B-Hairpin

Rqey |:| o-Helix
s [ ] []  TurnundLoop

7 -5 1 1 3

10° 10 10
Zeit (s)

10 10 10

Abbildung 2: Zeitskalen der Ausbildungen von Stiiétiementen der Proteinfaltung (nach
Bieri und Kiefhabet)

Zur Bestimmung von Enzym- und Proteinfaltungsdyr@miwird haufig die ,stopped-flow*
Technik eingesetzt, die auf dem sehr schnellen sehen von Reaktanten basiert. Dadurch
kann ein Protein in Losung schnell mit Reagenzienmengt werden, die chemisch die
Denaturierung des Proteins induzieren. Hohe Halfkstwzentrationen oder extreme
pH-Werte kdnnen bspw. erzeugt und die Auswirkungehdie Struktur oder Funktionalitat
des Polypeptids untersucht werden. Die beste Z&itaung bei ,stopped-flow"“-Messungen
liegt im Bereich von 1-10 ms, der ,Totzeit* einalchen Anlage. Somit kdnnen mit dieser
Technik schnellere Prozesse nicht untersucht werden

Die Faltungsreaktion kann im einfachsten Fall dueah Zwei-Zustandsmodell beschrieben
werden. Dabei geht man davon aus, dass die Protdingen des nativen und des
denaturierten Zustandes eine reversible Gleichdesreaktion eingehen. Durch die
Untersuchung der Dynamik dieser Reaktion koénnerrnmtbdynamische Parameter zur
Beschreibung der Stabilitat eines Proteins ermittekden. Eine genauere Beschreibung des
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Modelles und seiner Anwendung wird in Kapitel 3.gi¢ggeben. Fir die meisten Proteine ist
die Faltungsreaktion jedoch sehr komplex und bdiehaverschiedene kinetische
Zwischenschritte. Zusatzlich ereignet sich der Himilpder Konformationsanderungen im
Submillisekunden-Zeitbereich. Die Untersuchung Weektionen in diesem Zeitbereich ist
mit der ,stopped-flow"“-Technik jedoch nicht moglicks werden demnach andere Methoden
bendtigt, die die Denaturierungsbedingungen scanedrandern.

Prinzipiell kénnen Laser-induzierte Verdnderungenakroskopische Stérungen mit
ausreichender Geschwindigkeit und Anhaltedauerrsaolen. Ebenso wie bei den ,stopped-
flow“-Experimenten kdnnen mit dieser Methode bsplhemische Reagenzien Laser-induziert
freigesetzt (Photodissoziatidm)oder auch der pH-Wert der Losung verandert wérdeiir
diese Arbeit von besonderem Interesse sind dieriiadazierten Temperaturanderungen.
Dabei wird die Temperatur einer Probe durch Absompeiner intensiven Laserstrahlung
sprungartig erhoht. Dadurch kbnnen Temperaturengdr in wassriger Losung von bis zu
30 °C innerhalb der Pulsbreite des Lasers von 3fis 10 ns realisiert werden

Bei der Untersuchung der Faltungsmechanismen miteeperatursprung-Technik erweisen
sich kleine Modellpeptide als besonders vorteilhd#t durch sie der Zusammenhang der
Aminosauresequenz und der gefalteten Struktur amatywerden kann. Die anfanglichen
Studien fokussierten sich auf Peptide, die aus 8&mkturen eines nativen Proteins
abstammten und deren Aminosauresequenz aus demtgesaProteinsequenz heraus-
geschnitten wurde. Peptide aus Sequenzen von Téstdgnder B1 Domane des Proteins G,
Ubiquitin und Ferredoxin zeigten, dass sie in moen Form existieren konnten, ohne zu
aggregieren. Jedoch zeigten sie in den meistearFiéline Tendenz, einen gefalteten Zustand
ohne tertiare Kontakte auszubilden. Durch die Zegaim organischen Lésungsmitteln wurde
jedoch eine der nativen Struktur dhnliche Konfoioragebildet.

Neben diesen Peptiden, die aus einem Proteiniisaoligden, wurde eine Reihe vae novo
entworfenen Peptiden untersucht. Durch d@kenovoentwickelten Peptide kann der Einfluss
einzelner Aminoséauren innerhalb der Sequenzen ieuPdptidfaltung im Detail betrachtet
und die Sekundarstruktur des Peptids systematiscéindert werden. In Abbildung 3 sind

typische Peptidstrukturen veranschaulicht
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e 1DN3 i 1E0Q

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Strukikkeiner Peptide mit unterschiedlichen
charakteristischen  Sekundarstrukturmotiven. Linkshelikales Peptid (Quelle: PDB-

Datenbank 1DN3); Rechtsp3-Hairpin-Peptid (Quelle: PDB-Datenbank 1E0Q).

Generell werden verschiedene Sekundarstruktureliemanf unterschiedlichen, teilweise
tberlappenden Zeitskalen ausgebildet (siehe Utheraic Abbildung 2). Dennoch ist die
Faltungsdynamik von Peptiden, die das gleiche Sdkmstrukturmotiv ausbilden, nicht
einheitlich, sondern spezifisch fir das jeweilseustichte molekulare System, das durch
unterschiedliche Wechselwirkungen stabilisiert wird

Der Einfluss unterschiedlicher Aminosauresequenaehdie Stabilitdt und Dynamik der
Sekundarstrukturausbildung wurde mit der Tempesptung-Technik zunéchst an
a-helikalen Peptiden untersucht. Studien von Wilkaet aP’ zur Helix-Knauel-Faltung
wurden an Alanin-reichen Peptiden, mit der Sequedac-(Ak-(AAARA);-A-NH»
(Suc=Succinyl, A=Alanin, R=Arginin) durchgefuhrtabei wurde die Abnahme dasHelix-
Anteiles im infraroten Spektralbereich verfolgt uamhe bi-phasische Relaxation mit einer
schnellen Zeitkonstante von <10ns und einer kamgsen Zeitkonstante von 160 ns
bestimmt. Fluoreszenzuntersuchungen dieser Probesimar entsprechenden Fluoreszenz-
markierung am N Terminus MABA-(AXAAARA) 3-A-NH, zeigten, dass nur eine einzige
schnelle Relaxationszeit von ~20 ns gefunden wird&/eitere Untersuchungen zm-
helikalen Peptiden wurden @htArg-Peptiden, Ac-YGG(KAAAA}-CO-D-Arg-CONH, von
Huang et al’ durchgefiihrt. Auch dabei konnte gezeigt werderssdder beobachtete
Faltungsprozess in zwei Phasen stattfindet, eiclenedlen (< 20 ns) und einer langsameren

(~ 140 ns). Die Eigenschaftenhelikaler Peptide bei Anderung einer einzigen Awsiure

! Alle dargestellten Peptidstrukturen sind auf dest&in Daten Bank mit den angegebenen Identifizigsd
zeichen verfugbar. (http://www.rcsb.org/pdb/homedieado)
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und deren Auswirkungen auf die Relaxationsdynamikde mit einem Peptid mit der
Sequenz Ac-(AAXAA)GY-NH, von Gooding et a® untersucht, wobei X jeweils durch
positiv geladene Arginin (R) und Lysin (K), negatjgladene Glutaminsaure (E) oder neutrale
Seitenketten Glutamin (Q) ersetzt wurden. Die Raiaxszeiten lagen im Bereich von 117 ns
bis 194 n¥. Die schnellste Reaktionszeit wurde fiir die ndetr&Seitenketten bestimmt und
die langsameren Relaxationszeiten, die mit der &md& Gegenionen korrelieren, waren
Glutaminsaure, Arginin und Lysin. Damit konnte ggteverden, dass durch die Substitution
einer einzigen Aminosaure nicht nur die Helix-Shitdi sondern auch die Helix-Knauel-
Relaxation beeinflusst wurde. Die Auswirkungen vemterschiedlichen pH-Werten und
lonenkonzentrationen awi-helikale Peptide Ac-(A}(AAARA) 4A-NH, wurden von Ramajo

I® untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien zeidess auch die Relaxationszeiten

et a
diesera-helikalen Peptide im Bereich von 120 ns bis 180diegen. Jedoch wird in dieser
Arbeit'® explizit hervorgehoben, wie sensitiv diese Relaxetzeiten auf unterschiedliche pH-
Werte oder Salzkonzentrationen sind und beim Vagle@on unterschiedlichen Peptiden,
aber auch bei der Gegenuberstellung von deren &e@asraten bericksichtigt werden
missen. Alle untersuchtea-helikalen, Alanin-reichen Peptide haben gemeinssdaie
Relaxationszeiten im ns-Zeitbereich besitzen. Elbersicht der erwahnten unterschiedlichen

a-helikalen Peptide und ihrer Temperatursprung-inglten Faltungszeiten zeigt Tabelle 1.

Faltungszeiten voo-helikalen Peptiden

Name Sequenz Faltungszeit (ns) T (K) Referenz
Suc-Fs 21-Peptid  Suc-(AJAAARA) 5-A-NH, 160 300 ?
MABA Fs Peptid MABA-(AX-(AAARA) 3-A-NH, ~20t 303 1
D-Arg Peptid Ac-YGG(KAAAA)-CO-D-Arg-CONH, 140 300 1
AR Ac-(AARAA) ,GY-NH, 184 301 12
AK Ac-(AAKAA) 4GY-NH, 194 301 12
AE Ac-(AAEAA) ,GY-NH, 147 301 12
AQ Ac-(AAQAA) ,GY-NH, 117 301 12
AR4 Ac-(A)s-(AAARA) JA-NH, 128 — 150 297 14

Tabelle 1: Ubersicht der Faltungszeiten aus Temfpesprung-Experimenten verschiedener

a-helikaler Peptide, bestimmt durch Infrarot- odéfldoreszenzmessungen.

Neben deru-helikalen Peptiden wurde auch eine Reihe von Rgfistudien an Peptiden mit
B-Faltblattmotiv durchgefuhrt. Dabei ist die kleimgigliche Einheit einer selbstandigen
Faltblatt-Sekundarstruktur eprHairpin Peptid, bestehend aus einem Strang-Seh&ifang-
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Motiv? (siehe Abbildung 3, rechts). Bei der Ausbildungegisolchen Struktur ist dabei von
grundlegendem Interesse, welche Rolle die einzefnponenten, wie bspw. der Turn, die
Wechselwirkungen zwischen den Strangen, aber aecArdinosauresequenzen des Hairpin-
Peptids besitzen. Dass die Stabilitdt und FaltungseHairpin-Peptids von sein@Turn-
Sequenz abhangt wurde durch zahlreiche Studien ®etiman et at**® mit NMR-
Spektroskopie, aber auch Chen etallurch photoakustischer Kalorimetrie nachgewiesen.

Gai et af%?

zeigten anhand von Temperatursprung-Experimentan sagenannten
Tryptophan-Zipper-Peptiden (siehe Kapitel 0 und,5dass die Turn-Sequenz die endguiltige
Konformation des Peptids stark beeinflusst. Darlii@aus wurde festgestellt, dass ein
flexibler Loop aus einer NG-Sequenz (Asparagin-@h®equenz) besser die optimalen
Seitenkettenkontakte ausbilden lasst, als ein Ldepgine D-Pro-Sequenz (Asparaginsaure-
Prolin-Sequenz) enthaft Die Stabilitatseigenschaften eirfeéiairpin-Peptids werden jedoch
auch durch die unterschiedlichen Wechselwirkungeer d&beitenketten der beiden
gegenuberliegenden Aminosaure-Strange beeinfluSet. wirken sich bspw. Threonin-
Threonin oder Tyrosin-Threonin Paare auf gegeniggghden Strangen stabilisierend auf die
B-Hairpin-Struktur au$ Die Untersuchung voB-Hairpin-Peptiden unterschiedlicher Langen
und Sequenzen deutet diejenigen Faktoren an, diStaibilitdts- und Faltungseigenschaften
am starksten beeinflussen. Durch Peptide gleicl#mgée jedoch unterschiedlicher Sequenz
kénnen deren Veranderungen an den unterschiedlicHeaitungs-zeiteh und
thermodynamischen Parametern beobachtet wé&tden

Anhand dieser Resultate stellte sich heraus, das$wn von entscheidender Bedeutung fur
die Faltungsrate ist. Eine stabile Turn-Sequenzidkeéveine Zunahme der Stabilitat des
[B-Hairpin-Peptids, indem die Faltungsrate zunimnmeEstarke hydrophobe Wechselwirkung
zwischen den auf unterschiedlichen Strangen liegendiminosduren verursacht ebenfalls
eine Zunahme an Stabilitat, jedoch nimmt die Entfajsrate ab.

Die Untersuchungen def-Hairpin-Peptide sollen Faltungseigenschaften zgigam
hypothetische Modelle zum Faltungsmechanismus ekéii zu kénnen. Der Vergleich

unterschiedlicheB-Hairpin-Peptide zeigte, dass zwei mdgliche Modélie den Faltungs-

2 Im Vokabular zur Beschreibung von Sekundérstrigktuverden einige englische Fachausdriicke benutzt, a
dieser Stelle kurz erlautert und im Folgenden veded. Als ,Loop“ bezeichnet man eine schleifenartig
Struktur, wohingegen ein ,Turn“ eine kurze Kehre Belypeptidkette beschreibt.

% Prinzipiell kénnen bei Temperatursprung-Experiraemur Relaxationsraten bestimmt werden, die dencé
reversible Faltungsreaktion eines Faltungs- undalfnhgsprozesses entstehen. Die einzelnen Reakaitm
kdnnen jedoch durch eine thermodynamische Analgpargert und entkoppelt werden (siehe Kapitel 3.1.5
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prozess (siehe Kapitel 3.1.4) gegeben werden k&hri2as Weiteren wurde festgestellt, dass
der beobachtete Verlauf der Faltung nicht immerckuzrwei Konformationen beschrieben
werden kann sondern durch die Anwesenheit mehrBostande erklart werden muss.
Beispiele von Faltungseigenschaften vdiHairpin-Peptiden, die nicht durch ein
Zwei-Zustandsmodell charakterisiert werden konnevyrden bspw. bei der Kalte-
denaturierung beobachtét Eine Zusammenstellung der erwahnBeRairpin-Peptide, ihrer

jeweiligen Sequenzen und Faltungszeiten zeigt TaRel

Faltungszeiten vofd-Hairpin-Peptiden

Name Sequenz Faltungszeitis) T (K) Referenz
GB1 GEWTYDDATKTFTVTE 6,0 297 =
Trpzipl SWTWEGNKWTWK 6,31 296 2
Trpzip2 SWTWENGKWTWK 2,5 296 2
1,8t 296 2
Trpzip3 SWTWEPNKWTWK 1,7 296 z
0,8t 296 2
Trpzip3-l  SWTWDATKWTWK 52,2 296 2
Trpzip4 GWEWTWDDATKTWTWTE 14,9 297 2
5,4 318 2
Trpzipd-m1  GWEWTWADATKTWTWTE 46,9 318 2
Trpzip4-m2 GWEWTYDDATKTWTWTE 5,4 318 2
Trpzip4-m5 GWEWTWDAATKTWTWTE 5,6 318 2
Peptide | SESYINPDGTWTVTE 0,8 303 2
Ac-KKYTVSINGKKITVSI K ops ~ 5 <35°Cc #
Kobs ~ 2 >35°C  *
MrH1 KKYTVS-INGK-KITVSI !
MrH3a KKYTVS-INGK-KITVSA !
MrH4a KKLTVS-INGK-KITVSA !
MrH3b KKYTVS-IpGK-KITVSA !
MrH4b KKLTVS-IpGK-KITVSA !

Tabelle 2: Ubersicht der Faltungszeiten verschiedgfHairpin-Peptide untersucht mittels

Temperatursprung-Experimente durch IR- und Fluarazdetektiont.

Ein Vergleich von Tabelle 1 mit Tabelle 2 bestatdje in Abbildung 2 dargestellten
unterschiedlichen Zeitbereiche der Faltungsprozess@-Hairpin unda-helikalen Peptiden.
Mit der gegebenen Ubersicht wurde quantitativ ggizeiass die Ausbildung van-Helices in
einem Zeitbereich von ~ 10 erfolgt, wahrend die Faltung kleiner Hairpinsdrhalb von

~ 10° s ablauft’.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass die &lmtkung des Faltungsmechanismus von
B-Hairpin-Peptiden und der Eigenschaften, die diptiBstruktur stabilisieren, ein aktuelles

Feld der Forschung ist. Gerade der Austausch vorekien Aminosduren a-Hairpin-
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Peptiden gleicher Lange zeigt die unterschiedlichekuswirkungen auf die
Faltungsdynamiken. Um die Strukturdynamik innerhailiiesf3-Hairpin-Peptids jedoch lokal
aufldsen zu konnen, sollten im Rahmen dieser ArBeiptide mit"*C-isotopenmarkierten
Aminosauren, die in der Peptidsequenz an spezéis@tellen positioniert sind, untersucht

werden.

1.2 Aufgabenstellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Faltungsdynamiken RPeptiden und Proteinen anhand von
Laser-induziertem Temperatursprung und IR-Einzdeméingendetektion untersucht werden.
Dazu sollte ein bereits bestehender Grundaufbaes edpektrometers modifiziert, erweitert
und optimiert werden, so dass die Detektion vorelken im nspgs Zeitbereich méglich ist.
Des Weiteren sollte die Auswertung der zeitaufgeldsspektralen Daten konzipiert und
realisiert werden.

Die Grundlage zum Verstandnis von temperaturindtemeRelaxationsdynamiken soll die
Auswertung und Quantifizierung von statischen uedanfgeldsten temperaturabhéngigen
IR-Absorptionsmessungen des Losungsmittels, spearen D,O, H,O und deren
Vermischungen, schaffen. Statische Absorptionsnmggsuan Peptiden sollten zur Analyse
der Strukturveranderungen, der thermodynamischanker und der Identifizierung von
geeigneten Wellenlangen zur Bestimmung von Falaymmmiken verwendet werden. Ein
geeignetes Modellpeptid, dessen Faltungszeit im rddigkundenbereich liegt, ist
Polyglutaminséure und eignet sich im Rahmen didseeit zur Evaluierung der entwickelten
statischen und zeitaufgeldsten Experimente undyseakrfahren.

Ziel dieser Arbeit war es, anhand der erarbeitédeandlagen die Faltungsdynamik und
Stabilitat von kleinenp-Hairpin-Modellpeptiden zu untersuchen. Die vorhemeh zu
untersuchendep-Hairpin-Peptidvarianten bestehen aus der glei¢kramoséuresequenz, die
an verschiedenen Positionen im Peptidriickdr& isotopenmarkiert sind. Durch diese
Isotopenmarkierung sollten im Infraroten lokal aléigt Konformationsanderungen detektiert
werden. Da die Kombination voh®C-isotopenmarkierten Peptiden und zeitaufgeldster
Temperatursprung-IR-Spektroskopie bisher ledigfishPeptide mitn-helikaler Struktuf®?°
realisiert wurde, stellen die im Rahmen dieser Arberchzufiihrenden Messungen die erste

Anwendung dieser Methode an isotopenmarkieftétairpin-Peptiden dar.
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Die vorliegende Arbeit ist folgendermal3en struldririlm Anschluss an die vorangegangene
Einleitung werden die Grundlagen der verwendetezkispskopischen Methoden sowie die
benutzten und selbst entwickelten Messapparatuesthioieben. Des Weiteren wird die
thermodynamische Analyse der zeitaufgelosten uasttsshen Absorptionssignale dargestellt.
Die Beschreibungen der verwendeten Polypeptideiefithlden Grundlagenteil ab. Im
darauffolgenden Abschnitt werden die zum spektréd@apassen von Absorptionssignalen
entwickelten Algorithmen sowie die Probenpréaparabeschrieben. AnschlieRend werden im
ersten Ergebnisteil die Losungsmittel@ H,O und ihre Mischungen temperaturabhangig, im
thermischen Gleichgewicht untersucht und anschhiélfger Abklhlvorgang zeitaufgelost
nach einem Laser-induzierten Temperatursprung kteaisiert. Zur Uberprifung des
Algorithmus zum Abzug von Loésungsmittelabsorptionaron Absorptionen einer
Proteinlosung werden Messungen am Modellprotein oRiklease A gezeigt. Die
anschlieBenden Studien von Polyglutaminsaure siod gegliedert, dass zuerst die
temperaturabhangigen Faltungseigenschaften im thelnen Gleichgewicht analysiert und
dann bei geeigneten Wellenlangen und pH-WertenEthgaltung zeitaufgeldst untersucht
werden. Eine gleiche Gliederung wird fur den aklis@@nden Ergebnisteil, der Studien des
untersuchten Tryptophan-Zipper-Peptids und seimerschiedlich®>*C-isotopenmarkierten
Varianten verwendet. Zum Abschluss dieser Arbeitdweine Zusammenfassung der

vorliegenden Arbeit und ihrer Resultate gegeben.
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2 PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

2.1 Infrarotspektroskopie

Mit der Beschreibung von Licht als elektromagnétestVelle konnen Wechselwirkungen der
Strahlung mit Materie erklart werden. Die Effekidie durch diese Wechselwirkungen
verursacht werden, hangen sowohl von der Welleeldalg auch von der Intensitat des
eingestrahlten Lichtes ab. Elastische Streuungdeesich die Energie und damit Frequenz
des eingestrahlten Lichtes beim Durchdringen deersnchten Materie nicht &ndert, kann
z.B. fur Rontgenkristallographie zur Strukturanalyon Proteinen verwendet werden. Dabei
wird RoOntgenstrahlung genutzt, um die auftretend®idBing an einem Proteinkristall zu
untersuchen. Bei der inelastischen Streuung wird Tedil der Energie des eingestrahlten
Lichtes auf die Materie Ubertragen bzw. von diddaterie Energie an die Strahlung wieder
abgegeben. Dieser Effekt wird als Raman-Streuurth die in ihrer Frequenz verschobene
Strahlung als Stokes- bzw. Anti-Stokes-Linien belzeet. Wird das gestreute Licht spektral
analysiert, so lassen sich mit dieser Methode Rindlisse auf die untersuchte Substanz
ziehen. Ist die Energie des einfallenden Lichtesichl der Energiedifferenz zwischen
Grundzustand und angeregtem Zustand des zu urttersden Materials, so nimmt dieses die
Energie des Photons auf und kehrt nach kurzendeder in seinen Ausgangszustand zurtick
(resonante Absorption/Emission). Dadurch lassem sie Absorptionseigenschaften der
untersuchten Substanzen bestimmen, die von eingealil von Parametern wie z.B. der
Temperatur und Wellenlange abhangig sind.

Fur die resonante Wechselwirkung zwischen der Binghund der zu untersuchenden
Substanz wird als Messgrof3e die Transmissiolh) Ti6 Abhangigkeit der jeweiligen
Wellenlange A bestimmt. Sie ist definiert als das Verhaltnis desn einer Probe
durchgelassenen Strahlungsintensitéinid der Strahlungsintensitatvor dem Eintritt in die
Probe.

Ir(D)
Iy(D)

Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 4 die Trarssian von Strahlung durch eine

T(A) =

(1)

Klvette.

11
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Abbildung 4: Transmission eines Lichtstrahls dueate Klvette der Schichtdicke d.

Beim Durchqueren der Klvette - mit einer optischegliinge d, gefullt mit einer Proben-

l6sung der Konzentration ¢ - nimmt die Intensités$ dlesslichtes exponentiell ab.
Ip(A) = Iy(2) - 107eW e 2)

Durch das Gesetz von Lambert Beer, siehe Gleich@Bhgwird der Zusammenhang von

Transmission und den die Intensitat des Messliokgesngernden Messgrolien beschrieben:

—log(T) = — logzg—g =e)-c-d=EQ) (3)
Die Extinktion E{) einer Probe, auch als Absorption eines Matebetzeichnét entspricht
dabei dem negativen dekadischen Logarithmus densmesion. Zusatzlich wird die
Proportionalitatskonstante der Extinktion zur Kamzation ¢ und zur optischen Weglange d
als molarer dekadischer Extinktionskoeffiziermmit der Einheit [I-mot-cmi*] bezeichnet.
Speziell in der Infrarot-Spektroskopie hat sich dessgréfie der Wellenzaldl mit der

Einheit cm® etabliert, die dem reziproken Wert der Wellenlahgmtspricht.

a:% )

Durch Infrarotstrahlung (IR) kénnen Molekulschwimgen und -rotationen angeregt werden.
Zur Anregung der Molekulschwingungen ist die eitigddte Energie normaler Weise so
gering, dass keine Elektronenibergdnge angeregtewewie es im ultravioletten (UV) und

sichtbaren (VIS) Spektralbereich der Fall ist. Ddrarote Spektralbereich erstreckt sich von

¢ Die in den Lehrbiichern als Synonyme verwendetegrifie der Absorption und Extinktion sollten genére
jedoch unterschieden werden. Die Absorption istribdas Lambert-Beer'sche Gesetz direkt mit dem
molekularen Prozess der Wechselwirkung von Licltt Materie verknipft. Als Extinktion wird der Antedler
Strahlung bezeichnet, der dem aus dem urspringlibtessstrahl entnommenen Anteil entspricht, unagigan
davon, ob durch Absorption oder durch ,scheinbapsdkption®, wie Lichtstreuung®

12
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13000 cn bis 10 crit. Dieser groRe Bereich wird in kleinere Regionetergiiedert, die in

Tabelle 3 zusammengefasst sind.

Wellenlange  Wellenzahl

Bereich A (um) 5 (cm’l)

nahes Infrarot 0,76 — 3,0 13000 — 3300
mittleres Infrarot 3,0 — 30 3300 - 330
fernes Infrarot 30 -1000 330-10

Tabelle 3: Ubersicht der verschiedenen spektral@giéhen im infraroten Bereich (nach
Lottspeich und Zorb&y.

Infrarote Strahlung kann jedoch nur dann absorlvigntden, wenn mit der Kernbewegung
eine Anderung des Dipolmoments im Molekil einhetgetd die zur Schwingungsanregung
passende Energie eingestrahlt wird. In diesem $gaicht man von Infrarot-Aktivitat. Die
Starke des Dipols ist malR3geblich fur die Absormieahrscheinlichkeit und damit fir die
Starke der Absorption.
Um die Schwingungsbewegungen in einem Molekil zcheeiben, bedient man sich eines
einfachen physikalischen Modells, bei dem alle Aeomls Massepunkte berticksichtigt
werden und durch masselose elastische Federniedah@mischen Bindungen reprasentieren,
zusammengehalten werden. Fir ein zweiatomiges Nblissen sich die auftretenden
Schwingungen durch einen harmonischen Oszillatechreiben. In diesem Modell lassen
sich die schwingenden Atome mit einer jeweiligensktam, die mit einer elastischen Feder
mit der Federkonstanten k verbunden sind, reatisi€dHooke'sches Gesetz). Zur besseren
Ubersichtlicheren Formulierung sind in dem Osalatodell bereits die Massen der
einzelnen Atome, die um den gemeinsamen Schwerpetkiingen, durch die reduzierte
Masseu = m; - m,/(m; + m,) zusammengefasst. Die mathematische Beschreibungg ei
eindimensionalen harmonischen Oszillators lautet:

d?x

Die zeitabhangige Losung dieser Differentialglempust eine periodische Funktion mit der

naturlichen Schwingungsfrequenz
x(t) = xq - cos(2mvt) (6)

Diese Schwingungsfrequenz des zweiatomigen Molaktitgegeben durch:

13
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1 k
=—. |= 7
v=oo (7)

Aus der quantenmechanischen Beschreibung des hechen Oszillators kommt die

Forderung, dass nur diskrete Energieniveaus mogiiah Sie werden erhalten durch:
1
E(v)=(n+§)-h-v (8)

Diese Schwingungsenergien beinhalten das Planak‘séhrkungsquantum h und die
Schwingungsquantenzahl n =0, 1, 2, 3 .... Der ddieke Gleichung beschriebene Oszillator
besitzt mit n = 0 die Nullpunktsenergie= 1/2 - h - v (Heisenberg'sche Unscharferelation).
Zusétzlich sind nach den Auswahlregeln nur Ubergémgm nachst benachbarten Niveau
maoglich, alscdAv = +1. Die Anregung einer solchen Schwingung kann jedaghgeschehen,
wenn die eingestrahlte Energie exakt der Enerdexéiiz der Schwingungsquantenzustande
entspricht.

Fir das Modell des harmonischen Oszillators sinkk differenzen zwischen den
benachbarten Energieniveaus aquidistant. Das Rateealer Molekile kann jedoch mit dem
Modell des harmonischen Oszillators nicht ausreidhdeschrieben werden. Die mit
zunehmender Annaherung starkere Abstol3ung der Kerdalie bei grolien Atomabstanden
auftretende Dissoziation von Bindungen werden im ddodell nicht beriicksichtigt. Diese
geforderten Schwingungseigenschaften konnen dum@f Modell des anharmonischen
Oszillators mit einem asymmetrischen Potenzial dregeschrieben werden. Mit dessen
Eigenschaften sind die Energieniveaus nicht mehuidé&ant, sondern werden zur
Dissoziationsgrenze hin immer kleiner. ZuséatzliCheergange mit\v = +2,43, ... sind nun
maoglich. Sie kénnen in Spektren als Obertonschwiggan der zwei- bis n-fachen Frequenz
der Grundschwingung beobachtet werden. Da die Rbpal dieser Schwingungszustande
jedoch gering ist, sind die Intensitaten im Spektentsprechend klein.

Die Anzahl der mdglichen Schwingungsbewegungenmehratomigen Molekilen lasst sich
durch die fur jedes einzelne Atom erforderlicheN-Baumkoordinaten beschreiben, wenn N
die Anzahl der Atome ist. Diese Anzahl der RaumiKowten werden als Freiheitsgrade
bezeichnet. Zieht man von diesen 3-N-Freiheitsgrallei Freiheitsgrade fir die Angabe der
Translation und drei Freiheitsgrade fir die Rotaties gesamten Molekuls ab, so verbleiben
fur ein nichtlineares Molekil 3-N-6 und ein lineamdolekil 3-N-5 mdgliche Schwingungs-

freiheitsgrade. Diese werden als Normalschwingurogisr auch Normalmoden bezeichnet.

14
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Es kdnnen jedoch nicht alle theoretisch moglichemnialschwingungsmoden eines Molekils
tatsachlich beobachtet werden. Neben der bereitdhsmiten Auswahlregel, dass nur solche
Schwingungen messbar sind, die eine Infrarot-Atdtviaufweisen, kénnen zusatzlich
einzelne Schwingungen miteinander koppeln. Dadukémnen die Frequenzen der
Normalmoden verandert werden. Aber auch Obertonsgungen, Vielfache der
Normalmoden, oder Resonanzeffekte konnen die taishen messbaren Absorptionsbanden
verandern.

Die gegenseitige Beeinflussung von Protein- undubgsmittelmoden sowie bspw. der
Einfluss von unterschiedlichen Temperaturen aufStawingungsmoden zeigen den hohen
Informationsgehalt eines Infrarotspektrums. Deshaillsden im Rahmen dieser Arbeit die
thermische Stabilitdét und die Faltung von Peptideit Hilfe der Infrarot-Spektroskopie
untersucht. Dazu wurde die Messtechnik der Fodnmansform-Infrarot-Spektroskopie
(FTIR) angewendet. Die Absorptionsmessungen wuraereils im thermischen Gleich-
gewicht der Probe vorgenommen. Um neben den diatiscErgebnissen dynamische
Aussagen zum Faltungsmechanismus zu erhalten, veimd®-Spektrometer entwickelt und
aufgebaut, mit dem an einzelnen Wellenlangen Megsurmit ns-Zeitauflésung maoglich
sind. Diese Messtechniken und Apparaturen werdefRdlgenden genauer beschrieben.

15
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2.2 Fourier-Transform-Infrarot-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Absorption im infraroten Spelkieaeich wurde ein kommerzielles
Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometer (Equinox 58ruker, Ettlingen) mit einem
Halbleiterdetektor (HgCdTe) verwendet.

Der wesentliche Bestandteil eines solchen Spektenneast das Interferometer. Von einer
spektral breitbandigen Lichtquelle, z.B. einem @igb wird die Strahlung in ein
Michelson-Interferometer gekoppelt (Abbildung 5)eBtrahlung der Lichtquelle wird darin
durch einen halbdurchlassigen Spiegel (engl.: ,bespfitter”) in zwei Teilstrahlen
aufgespaltet, jeweils an einem feststehenden umehrebeweglichen Spiegel reflektiert und
durch Rekombination zur Interferenz gebracht. Bieeschiebung des beweglichen Spiegels
verandert die optische Weglange in diesem Intenfeterarm, wodurch eine Phasendifferenz
zwischen den beiden Teilstrahlen und somit eine efundg der Interferenzamplitude
resultiert. Der Verlauf der Intensitdt am Detektor Abhangigkeit von der optischen
Wegdifferenz wird Interferogramm genafintEine Auswerteelektronik berechnet mit Hilfe
eines Fast-Fourier-Transform-Algorithmus (FFT-Aligfamus) aus dem aufgenommen
Interferogramm das Spektrum der im Strahlengangdéthen Probe.

Die am Detektor einfallende Intensitat I(x) wirdsaFunktion des Spiegelweges x
aufgenommen und beinhaltet den Phasenunterschiedbeiden Teilstrahlen. Um die
Fourier-Transformation, die vonwo< X < +o definiert ist, fur den endlichen Interfero-
meterweg auszufiihren, wird dem Integral eine weitéensterfunktionD (&) (oder auch
Apodisationsfunktion) hinzugeftigt, die innerhalbr deeobachtbaren Intensitaten eins und
aul3erhalb null ist.

I(x) = j D (5) cos(2ri) dx ()

Durch die Fourier-Transformation erhalt man scHigk3die wellenzahlabhéngige Intensitéat

1(D), ein Spektrum.
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feststehender Spiegel

| ——— ]
Lichtauell beweglicher Spiegel
ichtquelle l I
Strahlteiler [ ] Probe
Detektor ]

] Intensitit
1(x)

] -—

] Spiegelposition x

Fourier-

Transformation
‘— Computer

JIntensitit
I(v)

- -1
Wellenlinge (cm )

Abbildung 5: Schematische Darstellung des FTIR-Bpeleters.

Der Einsatz eines Fourier-Transform-Spektrometérgegeniber dispersiven Geraten eine

Anzahl von entscheidenden Vorteilen:

Multiplex- oder Fellgett-Vorteil:

Alle Wellenlangen werden im Interferometer gleidkigegemessen. Bei einer dispersiven
spektralen Aufspaltung durch einen Monochromatorrdee die Intensitaten der

unterschiedlichen Wellenlangen nacheinander det¢kBei gleicher Spektrenmesszeit kann
entsprechend der Zahl der zu messenden SpektraiemN=0 naV min)/AV fir das

Fourier-Transform-Spektrometer eine um den FaktorldNgere Messzeit pro Element

realisiert werden, womit der Rauschfaktor um dertWeN verringert wird.

Lichtleitwert- oder Jacquinot-Vorteil:

Um die spektrale Auflésung eines dispersiven Spekéters zu erhdhen, muss die Spaltbreite

des Monochromators verringert werden. Dadurch nigadoch auch die Intensitat des zu
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detektierenden Lichtes ab, wodurch das Signal-ReMschaltnis verschlechtert wird. Im
Fourier-Transform-Spektrometer hangt die spekttaiftdsung jedoch ausschliel3lich von der
Wegstrecke des beweglichen Spiegels und der Gewmauigder Bestimmung der
Spiegelposition ab. Durch den Einsatz von kreisfem Blenden wird eine hdhere
Lichtintensitdt auf den Detektor zugelassen. Im glgch des dispersiven und des
Fourier-Transform-Spektrometers wird beim Letztemne um den Faktor < 10 groRRere

Lichtintensitat und damit ein besseres Signal-Rawgerhaltnis erzielt.

Connes-Vorteil:

Zur Bestimmung der genauen Spiegelposition des dehen Spiegels, wird im
Fourier-Transform-Spektrometer ein Helium-Neon-ltagel hene=633nmM) im optischen
Strahlengang mitgefihrt. Das Interferenzmuster Helsum-Neon-Lasers wird als Mal3 der
Spiegelposition benutzt. Die Nulldurchgange derusidrmigen Laserintensitdt oder ein
Vielfaches dieser Intervalle definieren die optmthWegunterschiede, zu denen das
IR-Interferogramm digitalisiert wird. In der InfiatrSpektroskopie finden nur stabilisierte
Helium-Neon-Laser Verwendung. Durch die geringeregbenzschwankungen des Laser
kann ein sehr hohes Aufldsungsvermégen (<0.003) @rreicht werden. Diese Genauigkeit
der Frequenzkalibrierung des Fourier-Transform-8petketer geknipft an die Frequenz des
Helium-Neon-Lasers, der die interne Referenz figtege Interferogramm liefert, wird als
Connes-Vorteil bezeichnet.

Durch eine Reihe von Umbauten wurden notwendige ifikationen eingefihrt, die die
automatisierte Messung der Absorptionen von Losuitggsin, Peptiden und Proteinen bei
unterschiedlichen Temperaturen und unter Gleichgewedingungen moéglich machten.

Zur Reduzierung von Wasserdampf innerhalb des FpBktrometers, beispielsweise
beobachtbar anhand der infrarotaktiven Rotationgsgjungsbanden im Spektralbereich von
1800 cni* bis 1400 crit, wird dieses mit trockener Luft gespillt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Absorptionsmessumiggohgefihrt, wobei ein im Institut
entwickelter Probenhalter benutzt wurde. Dieserdeuauf einem beweglichen Schlitten
montiert, um somit fir die Absorption einer Probas dHintergrund- und Probenspektrum
madglichst zeitnah (~2 Minuten Unterschied) zu vessa® und die Proben in den IR-Strahl zu
schieben. Dadurch wird die Detektion der Wasserdlaamglen neben dem Spuilen der

Probenkammer mit Trockenluft zuséatzlich reduziert.
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Durch diese zeitnahe Messung von Hintergrund- urabéhspektrum wird aul3erdem eine
mogliche Intensitatsveranderung (= Dft)des Messlichtes minimiert, die neben sehr
minimalen Schwankungen der stabilisierten IR-Quelluptsachlich durch das
kontinuierliche Erwarmen des HgCdTe-Detektors \&aaht wird. Die Uberpriifung des
Erwarmens des durch flissigen Stickstoff gekuhlkgCdTe-Detektorelements und der
Stabilitat des Infrarotsignals wurde damit Uberpridfass das von einer Probentemperatur
unabhangige Globar-IR-Signal tber einen langeratrazen (bis zu 10 Stunden) detektiert
und analysiert wurde. Einzelkanalspektren, die rinakd eines Zeitintervalls von 5 Minuten
aufgenommen und in Absorptionsspektren umgerechngtien, zeigten dabei nur eine
geringe Offset-Verschiebung. Erst wenn mehr als mukén zwischen den einzelnen
Messungen liegen, ist eine Verschiebung bemerkbar.

Der benutzte Probenhalter (siehe Abbildung 6) wsalvohl fur die statischen FTIR-
Messungen als auch fur die zeitaufgelosten Tempsmung-Experimente (siehe Kapitel
2.3) benutzt. Er lasst sich zerlegen in Probenkogf Halter.

Abbildung 6: Abbildung des verwendeten thermosésbaren Probenhalters. Zur besseren
Ubersicht der einzelnen Komponenten wurde der Rrvbaker in seine einzelnen
Bestandteile zerlegt.
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Im Probenkopf wird eine Probe zwischen zwei plaalbele Cak-Fenster gegeben, die tber
einen Abstandshalter eine definierte Schichtdickeile Als Abstandshalter kdnnen dinne
Polyethylen-Folien benutzt werden, die eine Probeicktdicke von 1@um bis 100um
einstellbar machen. Fur sehr dinne SchichtdickemlemeCak-Fenster verwendet, die eine
Vertiefung besitzen (Dunnschichtklvetten), wodugdmnichtdicken im Bereich vonm bis

10 um realisierbar sind. Fur Absorptionsmessungen i Wurden zwei plane CafFenster
aufeinander gelegt, um damit eine noch geringereicBlicke von Jum bis 3um zu
erreichen. Der Probenkopf wird mit dem Halter veraabt, wodurch eine gute Warmeleitung
gewabhrleistet ist.

Der Halter selbst ist aus gut warmeleitendem MaltefAluminium bzw. Cu-Legierung)
gefertigt und wird Uber zwei Schlauchanschlisse mibhem Wasserbad (Ecoline
RE 306 & E 300, Lauda, Kdnigshofen) verbunden. &sprechend temperierte Flissigkeit
(Glysantin/Wasser-Gemisch) kann durch einen gebohKanal, der um den Probenkopf
herumreicht, den Probenhalter durchstromen undediegleichmal3ig erwarmen bzw.
abkuhlen. Damit kann die Temperatur einer Probénaert werden. Die Erwarmung einer
Probe mit einem Wasserbad liefert stabile Messlgeigen im thermischen Gleichgewicht.
Die Uberpriufung der Temperaturstabilitit wurde ngiinem Pt100-Temperaturfihler
umgesetzt, der mdglichst nahe am Probenort dirakPeobenkopf befestigt wurde.

Die FTIR-Experimente im thermischen Gleichgewichturden Uber eine Software
automatisiert angesteuert. Dazu wurde ein Makrddn zur Bedienung des Spektrometers
verwendeten Software OPUS (Bruker, Ettlingen) geebkn, um das Wasserbad und den
Probenschlitten anzusteuern und die Absorptionamess zu realisieren. Zur Veranschau-
lichung der Makroprozedur zeigt das folgende Flisgpamm (Abbildung 7) die
wesentlichen Programmschritte. Das entwickelte Kettgp Messmakro zur schrittweisen
Erwadrmung einer Probe und IR-Absorptionsmessungl win Anhang in Kapitel 7.1.1

wiedergeben.
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> T, setzen (Wasserbadtemperatur)

U

~ 7 Minuten warten (Equilibrierungszeit)

v

Temperatur am Probenort bestimmen

T messen
¢ ~ 1 Minute warten
* T, messen

¢ Vergleich von T, zu T,

mwenn T, # T, + 0,02 K, dann wird T, dgT: und Makro springt zuriick

mwenn T, = T, + 0,02 K, dann Absorptionsmessung starten

U

Absorptionsmessung

® Hintergrundmessung
® Probenschlitten bewegen, Probe in IR-Strahlengang schieben (Wartezeit 90 sec)
¢ Probenmessung und Absorptionsberechnung

®Probenschlitten bewegen, Probe aus IR-Strahlengang herausschieben

v

— Wasserbadtemperatur verindern, Makro springt zum Startpunkt zuriick

Abbildung 7: Flussdiagramm zur Programmstruktur datomatisierten FTIR-Messungen im
thermischen Gleichgewicht. Das Makro steuert dignAlme der Spektren, regelt die

Temperatur des Wasserbades und verandert die Boslés Probenschlittens.

Vor dem Start des Makros wird die jeweilige Ausgateqiperatur dia (typischer Weise

0 °C) im Wasserbad eingestellt. Das Einstellen edtieBemperatur bis zum thermischen
Gleichgewicht kann dabei bis zu 2 Stunden dauemmabh beginnt die in Abbildung 7
gezeigte Programmprozedur.

Zum Programmestart wird die Sollwerttemperatur deas®¢érbades angegeben. Diese sollte
nicht mehr als 4 °C von der festgelegten Ausgangs¢eatur des Wasserbadesiad
abweichen. Die darauffolgende Wartezeit von 7 WisMinuten dient dazu, dass die neue
Sollwerttemperatur, die mdoglicherweise von der ekém Wasserbadtemperatursgf

abweicht, im Wasserbad eingestellt und erreichd wir
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Anschlie3end wird die Temperatur am Probengrbdstimmt. Die darauf folgende Wartezeit
von ca. einer Minute entspricht derjenigen Zeit,der die IR-Messung erfolgt, und soll
gewahrleisten, dass wahrend der Messung die Tetmpeaiabil gehalten wird. Nach dem
Ablauf der Wartezeit wird die Probentemperatyr éfineut gemessen. Ein Vergleich der

beiden eine Minute auseinander liegenden Tempevatte gibt Auskunft Uber die

thermische Stabilitat. Ist diese nicht gegeben, idthl; = T, £ 0,02 K, so wird die zu diesem

Zeitpunkt bezeichnete Temperatus @ls neue Temperatur; Tumbenannt und zusatzlich
springt das Makro zu dem Programmschritt zurliclden die IR-Probenmesszeit abgewartet
wird. Diese Prozedur wird so lange wiederholt, diis thermische Stabilitéat innerhalb einer
Minute T; = T, £ 0,02 K betragt.

Anschlie3end wird die Absorptionsmessung initiiglinachst wird dazu das Hintergrund-
spektrum aufgenommen. Danach wird der Probensahiitt Bewegung gesetzt, um die Probe
in den IR-Strahlgang zu schieben. Dieser Vorgangmg dem vorhandenen benutzten
Probenschlitten nach ca. 90 Sekunden abgeschldsselnschluss daran wird das Proben-
spektrum aufgenommen und mit dem Hintergrundspekizu einem Absorptionsspektrum
verrechnet. Um den Probenschlitten wieder in disgamgsposition zu bringen, wird dieser
im Folgenden aus dem IR-Strahlengang herausgefali@n Kontrolle der Absorptions-
messungen wird vor der Hintergrundmessung und rdehProbenmessung jeweils die
Temperatur am Probenort bestimmt und in einer Tabahgegeben. Dadurch ist eine
Uberprifung der Stabilitat der Temperatur wahread Messung mdglich. Die Genauigkeit
der Temperaturangaben wird nach der Anzeigegenatigion 0,01 K des Wasserbades
beurteilt. Die Messgenauigkeit dieser Temperatlemagt dann 0,1 K und ist somit auch
wahrend der Absorptionsmessung gewahrleistet.

Nach der Messung der Absorption wird eine neue TEeatpr fir das Wasserbad gewahilt, die
sich um 1 °C bis 4 °C von der vorhergehenden Teatpeunterscheidet. Das Makro springt
dann zur anfanglichen Temperatur-Equilibrierungszertck und die Prozedur beginnt von
vorne.

Mit Hilfe dieser Programmstruktur lassen sich solwdds kontrollierte Erwarmen einer Probe
als auch das Abkuhlen verfolgen. Beide Vorgangenkankombiniert und auch mehrmals
hintereinander durchgefuhrt werden.
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2.3 Laser-induzierter Temperatursprung und IR-Einze  Iwellendetektion

Die in dieser Arbeit entwickelte Apparatur bestehtis verschiedenen einzelnen
Komponenten. In einer groben Klassifikation der tBedteile kann eine Aufteilung in die
Komponenten Messlicht und Anregungslicht vorgenommerden. Zur Veranschaulichung

der Apparatur zeigt Abbildung 8 eine stark verethta schematische Darstellung.

A—1 <g | rr

RS

BS

MCT Q
1 T

YAG

Sample

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Aufbaes demperatursprung-infrarot-

Spektrometers mit allen prinzipiellen Komponented 8trahlengédngen von Anregungs- und
Messlicht. YAG: gutegeschalteter Nd:YAG-Laser, R8man-Shifter, PP: Pellin-Broca-

Prisma, dispersives Element zur spektralen TrenmdgrgAnregungsfrequenz 1909 nm von
den anderen Raman-Linien, BS: Strahlteiler, DL: ahgtimmbaren Bleisalzlaserdioden,
M: Monochromator, S: optomechanischer Verschlus§TM HgCdTe Detektor, Sample:

Position der Probe.

Mess- und Anregungslicht werden auf jeweils unteestiichen Héhen 11,5 cm bzw. 10,5 cm
parallel zur Tischplatte Uber den optischen Auflgaleitet. Durch diese unterschiedlichen
Hohen soll vermieden werden, dass sich beide ®imgihhge Uberlagern. Erst in der Probe, in
der der Fokus des Messlichtes liegt, Uberlageimdie beiden Strahlengénge. Daflr wird die
Anregungsstrahlung nach oben gerichtet. Zusatztiéfih durch diese Ablenkung die durch

die Probe transmittierte Anregungsstrahlung nictitden gegeniberliegenden Spiegelhalter.

Diese wirde aufgrund der Intensitdt Schaden arHa#erung verursachen und durch ihre
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Divergenz Streulicht verursachen, das zum Detekteflektiert und als Storsignal
aufgenommen werden wiurde.

Das Messlicht entsteht durch Lasermoden in Bldmssdzdioden (siehe Seite 34). Die damit
erzeugte infrarote Laserstrahlung, die in einemk8akbereich von 1580 cbis 1700 crit
durchgestimmt werden kann und kontinuierlich Stragl (cw) emittiert, wird dann in einen
Monochromator (TLS 310, Mutek, Herrsching) geleitetl auf den Probenort fokussiert. Von
dort gelangt das Messlichtsignal Uber einen um Xa verlangerten Strahlweg uUber
paraboloide Spiegel zum HgCdTe photovoltaischemeket (20 MHz, KMPV-11-1-J2,
Kolmar Technologies, Newburyport, USA) mit integtéan Vorverstarker. Die Umwandlung
der analogen zeitaufgelosten Intensitatsverlaufe digitalen Signalen und deren
Abspeicherung erfolgt Uber eine Transientenrekdatée (30 MHz, 12 bit, T3012, Imtec,
Hochdorf). Die Auslosung der Transientenaufnahmed wiber eine externe autonome
Photodiode realisiert. Sichtbare Strahlung, deri-Stkes verschobenen Laserstrahlung
(siehe Raman-Shifter) wird durch diese Photodiagteldiert, die einen Spannungspuls an die
Transientenrekorderkarte weitergibt. Durch dieseird wdie Aufnahme der analogen
infraroten Intensitatssignale ausgelost. Mit demtigffen des Spannungspulses von der
Photodiode wird der zeitliche Nullpunkt t = 0 seer datenaufnahme und somit auch der
Zeitpunkt, an dem der Temperatursprung-induzieutde gesetzt.

Zur Justage der infraroten Laserstrahlung wirdtbate Strahlung eines Helium-Neon-Lasers
(633 nm, 1107P, JDS Uniphase Corporation, MilpitagdSA) benutzt, dessen
Strahldurchmesser durch einen Strahlaufweiter 8am Expander, Edmund Optics Inc.,
Karlsruhe) auf 15 mm aufgeweitet wurde und optigatallel zur infraroten Strahlung in den
Strahlengang eingekoppelt. Damit lasst sich deahngang durch den Monochromator
verfolgen. Zusatzlich kann eine Kalibrierung des ndchromators erfolgen, da das
Interferenzmaximum der 632,8 nm Strahlung in derQ@nung fur diesen Monochromator
1580,3 cril betragt.

Das Anregungslicht wird in einem gepulsten, gitebaketen Nd:YAG-Laser (SL454G,
Spectron, Rugby, Warwickshire, England) erzeuge. idDhdamentale Strahlung dieses Lasers
mit einer Wellenlange von 1064 nm, einer Pulsbredre ca. 10 ns, einer Taktfrequenz von
1 Hz und einer Energie von 650 mJ/Puls wird in eirfgaman-Shifter (Radient Dyes,

Wermelskirchen) eingekoppelt.

¢ Die Abkirzung ,cw“ entspricht ausgeschrieben: foamous wave“ und bedeutet, dass eine Strahlung
kontinuierlich emittiert wird.
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Der Raman-Shifter besteht aus einem 1 m langemstadiiohr, das mit 3-2®a H-Gas
befillt ist. Im Einlass wird die Strahlung durcmeiLinse, Brennweite 600 mm, fokussiert,
wodurch im Brennpunkt durch die unelastische Stiguiler Photonen an den Molekilen des
H,-Gases Raman-Linien erzeugt werden. Die Eigenfregudes im Raman-Shifter
angeregten Gases betragt ca. 4160 TrDadurch wird aus der fundamentalen Strahlung des
Nd:YAG Lasers bei 1064 nm eine Stokes-Linie (Freqwerschiebung durch
Vstokes= V1064 nmr 4160 cnt)’ bei 5238 crit bzw. 1909 nm erzeugt, und das Photon gibt seine
Energie an das Molekil ab. Des Weiteren sind Atik&s-Linien erkennbar (Verschiebung
der Anregungsfrequenz dur@fni.stokes= V1064 nm+ N-4160 cnf, n entspricht der Ordnung der
Obertone), die im sichtbaren Spektralbereich liegenl jeweils eine Wellenlange von
738 nm, 564 nm und 457 nm besitzen. In diesem ritalint das Photon Vibrations- oder
Rotationsenergie des angeregten Molekils auf. Risetfundamentale von 1064 nm und
einer Energie von 650 mJ erzeugt im Raman-Shiftex 8tokeslinie bei 1909 nm mit einer
Energie von ca. 50 mJ. Mit dieser Energie kann en Erobe ein Temperatursprung von
10 °C - 15 °C induziert werden. Des Weiteren bedtnsich hinter dem Raman-Shifter eine
Sammellinse (f=600 mm), um den divergent augsicka Strahl wieder parallel
auszukoppeln.

Mit einem Laserpuls der Wellenlange von 1909 nm gewiigender Energie lasst sich sowohl
in HO als auch BO ein Temperatursprung erzeugen. Dieser Effekt Ittedu aus
Absorptionsbanden der Oberton der Biegeschwingumy kO bei 5170 cnt und dem
Oberton der Streckschwingung von.@ bei 5080 crii®’. Ihre jeweiligen molaren
dekadischen Extinktionskoeffizienten sind sehr mgerimit 1,05 M* cm® fir H,O und
0,18 M* cm* fur D,O. Dadurch wird eine homogene Warme- und Temperaitigilung
innerhalb der Probe erzeugt. Durch Verwendung étn2sAG-Lasers, der eine fundamentale
Wellenlange von 2940 nm besitzt, kdnnte ebenfatisTemperatursprung in einer wassrigen
Lésung induziert werden. Mit der Er:YAG-Laser-Fundmtalen kdnnte die OH-Streck-
schwingung bei 3404 chanregt werden. Aufgrund des hohen Extinktions-fmiehten
dieser Absorptionsbande wirde die Probe jedocheistghélRig erwdrmt werden, was zu
einem Temperaturgradient innerhalb der Probe neseit wirde. Die Verdnderung der zum

" Zusammenhang zwischen Frequenz f und Wellenlahgeam Beispiel der Stokes-Verschiebung:
fStokes=fAnregung TEigenfrequenss ~ S€tZt  man  nun  far die  Frequenzf=c/A, so folgt daraus

C/)"Stokcs = C/)"Anrcgung - C/)‘Eigcnfrcqucnz = 1/)"Stokcs = 1/)"Anrcgung + 1/)"Eigcnfrcquan! in der Ublicheren Schreibweise
der Wellenzahlen mii=1/A folgt: siokes=D Anregung “DEigenfrequenz
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Temperatursprung notwendigen Anregungswellenlarsgeauch durch die Variation der
Gasbefiullung des Raman-Shifters moglich. So wuRkaman-Shifter mit B oder auch Cht
Gas befiillt, wodurch Raman-Linien von 186°**°und 1,54um*®* erzeugt wurden. Auch
mit diesen Wellenlangen wirden OH-Obertonschwingangngeregt werden. Ein Vergleich
der unterschiedlichen Gasbefullungen des Ramarneshizeigt, dass Temperatursprung-
Experimente mit allen drei durchgeftihrt werden lk@mnDurch die geringe Absorption der
OH-Obertonschwingung bei 1,54m bzw. 1,56 um, werden nur Proben mit groRRer
Schichtdicke (~ 2 mm) untersu¢ht® Da die Absorption von ¥D bzw. O dann im fiir das
Protein spezifischen Amid | Bereich zwischen 1660'aund 1700 crit jedoch zu groR ist
und Amidbandenanderungen nicht mehr beobachtetendtdnnen, werden bei den 1 5
bzw. 1,56um induzierten Temperatursprung-Experimenten dieorelszenzrelaxationen
untersucht. Fur geringere SchichtdickerilQOum) wird die H-Gas-Beflllung des Raman-
Shifters mit einer resultierenden Wellenlange v809.nm verwendet. Um IR-Absorptionen
der Peptide und Lésungen untersuchen zu konnerdewior Rahmen dieser Arbeit die-H
Gas-Befillung des Raman-Shifters verwendet.

Da zum Erzeugen eines Temperatursprunges® ldder DO-L6sung nur die Stokes-Linie
mit 1909 nm bendétigt wird, missen sowohl die Aritk®s-Linien als auch die Nd:YAG-
Fundamentale spektral separiert werden. Daflr wimddispersives Prisma, ein Pellin-Broca-
Prisma, verwendet. Zusatzlich sind die in der Appareingebauten dichroitischen Spiegel
(Laser Components, Olching) speziell fur 1909 niftexes und transmittieren sichtbares
Licht und 1064 nm Strahlung zum grof3ten Teil. Daburist, zusatzlich zum
Pellin-Broca-Prisma, eine spektrale Auftrennung Baman-Linien und die Isolierung der
1909 nm Anregungsfrequenz gegeben. Hinter dem nPRtbca-Prisma trifft der
Anregungspuls auf einen Strahlteiler (Laser ComptmeOlching), der ~50 % der Strahlung
transmittiert und ~50 % reflektiert. Dadurch wirerd\nregungspuls auf zwei Strahlwege mit
jeweils etwa gleicher Intensitat geteilt. Beide aBtengdnge werden Uber die bereits
genannten dichroitischen Spiegel in die Probenkangegihrt, um die Probe zu erwéarmen.
Die Energie der Anregungsstrahlung wurde direktenislem Pellin-Broca-Prisma bestimmt
und betragt ~50 mJ. Durch die weitere Strahlfugruiber die dichroitischen Spiegel
resultieren aufgrund der nicht 100 %-igen Reflakimgenschaften jedoch auch Intensitats-
verluste. Diese fuhren dazu, dass einer der vergiendStrahlwege eine Intensitat von

~ 24 mJ und der andere eine Intensitat von ~ 2benilzt. Beide Intensitatswerte wurden am
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Probenort bestimmt. Durch die Umlenkung des Anrggatrahls gehen also ca. 10 % der
Energie der 1909 nm Anregungsstrahlung verloren.

Neben der energetischen Aufspaltung der Anreguragdsng, wird einer der Strahlengange
zusatzlich um ca. 3 m verlangert. Dadurch erremclh eine zeitliche Verzégerung der Pulse
am Probenort von ca. 10 ns. Es wird also gewéaketeidass der verzégerte Puls erst dann die
Probe erreicht, wenn der nicht verzogerte Pulsedikschdrungen hat. Zusatzlich werden die
beiden zeitlich verzdgerten Laserpulse von untéesitichen Richtungen von vorn und hinten
auf die Probe geleitet. Durch die Anwendung diesggegen gerichteten Pulse von ungefahr
gleicher Intensitat (~ 24 mJ bzw. ~ 21 mJ) wird lkeomogeneres Aufheizen durch die Zelle
gewahrleistéf*®% und Storsignale vermindert. Des Weiteren wird &9 nm Strahlung
jedes einzelnen, unterschiedliche gerichteten Anrggstrahls so fokussiert, dass diese die
Probe erst durchdringt, bevor sie ihren Brennpenigicht. Damit wird auf einer Flache von
ca. 1 mm Durchmesser in der Probe der Temperaturgpnduziert. Der Durchmesser der
Messlichtstrahlung, die auf die Mitte der thermismhgeregten Flache fokussiert ist, ist
dahingegen mit einem Durchmesser von 0,5mm Kkleilde Uberlappung garantiert
ebenfalls eine homogene Ausleuchtung.

Das Ziel der zeitlichen Puls-Verschiebung und dekussierung der entgegengesetzten
intensitatsgleichen Pulse hinter die Probe ist Riegluzierung von zu hoher Energiedichte
innerhalb der Probe und die Homogenisierung derbéfrerwarmung. Bei zu hoher
Energiedichte kann sonst die Probe zerstort, zuesingedoch kodnnen innerhalb des
Lésungsmittels Luftblaschen (engl.: ,cavitatioh&rzeugt werden, die groRe Stdrsignale im
Zeitbereich von 0 bis 20@s verursachen und somit die Aufnahme von Absorpsigmalen
der Probe verhindern.

Zur Reduzierung von elektronischen Stérsignalee, lipw. durch die Guteschaltung des
Nd:YAG-Lasers verursacht werden, wurde um den Detekin Faradaykafig errichtet.
Streustrahlung der Anregungsstrahlung 1909 nmbpédie Durchdringen der Probe entsteht,
wurde durch Anbringen von Apparturblenden auf demmal®yveg zwischen Probenort und
Detektor minimiert. Aber auch die thermische Sclakarperstrahlung, die beim Erwarmen
einer Probe entsteht, musste reduziert werden. rDafiirde ein schmalbandiger
Bandpassfilter (Laser Components, Olching), deranote Strahlung im Bereich von
1550 cn bis 1750 crit durchlasst, direkt vor dem Detektor platziert. Dath lasst sich das
thermische Warmesignal zwar nicht beseitigen, jbdsx stark reduzieren, dass es mit Hilfe

einer Leermessung subtrahiert werden kann.
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Die Anderung der Schwarzkorperstrahlung entspdentAnderung der Temperatur z.B. beim
Erwarmen einer Probe. Zur Aufnahme dieser Strahlung dem hier benutzten
HgCdTe-Detektor, muss das Messlicht, das durcHPdobe fallt, ausgeblendet werden. Aus
diesem Grund wurde zwischen den Bleisalzdioden dexd Probe ein optomechanischer
Verschluss zum Blockieren des Messlichtes installRieser besteht aus einer Metallplatte,
die an einem Hebel befestigt ist und durch eineektEdbmagneten bewegt wird. Dieser
Verschluss wird im Folgenden auch als ,Shutter” diganet. Ein Verschluss an dieser
Position bewirkt, dass sowohl mit als auch ohnett8hum Strahlengang bei gleicher
Probentemperatur am Detektor immer die gleiche dfgnund-Warmestrahlung der Probe
gemessen wird, wenn das Messlicht zur Uberprifimggschaltet ist. Beim Verschieben des
Shutters zwischen Probenort und Detektor wirde tseims Unterschied in Form einer
Intensitatsverdnderung (Offsetverschiebung) benzerkiserden. Diese Offsetverschiebung
wirde dadurch verursacht, dass einmal die Inteand@é\Warmestrahlung der im Strahlweg
befindlichen Metallplatte des Shutters detektiertd unach deren Entfernung aus dem
Strahlweg eine andere Warmestrahlung, namlich elidamperierten Probe gemessen wirde.
Mit der Positionierung eines optomechanischen \frdusses an der beschriebenen Stelle
(siehe Abbildung 8), kann also das verbleibendecldwlen Bandpassfilter nicht vollends
beseitigte Warmesignal bei der Induzierung des Eeatprsprunges innerhalb der Probe
detektiert werden, wenn das Messlicht ausgeblemdet. Bei Messung der Intensitats-
anderung an einer bestimmten Wellenlange (alsemgeblendetem Messlicht) wird sowohl
die Transmissionsanderung als auch das Uberlappgéadeesignal zusammen gemessen.
Das verwendete Shutter-System besteht neben ihesghanischen Komponente zum
Blockieren des Messlichtes auch aus einer eigensickelten elektronischen Schaltung.
Diese ist auf die Taktfrequenz des Nd:YAG-Lasera oHz abgestimmt und sorgt dafr,
dass der Elektromagnet zur Bewegung der Metalgpigthchronisiert zum Laserpuls an- bzw.
ausgeschaltet wird. Dafur wird hinter dem Ramarft&heine Photodiode positioniert, die
auf die Anti-Stokes-Linien reagiert und einen zuasérpuls synchronen Puls liefert. Dieser
Puls wird in die elektronische Schaltung gegebem, 500 ms verzdgert und schaltet
anschlieRend den Elektromagneten an, wodurch dialldiatte in den Strahlengang bewegt
und das Messlicht blockiert wird. Beim nachstendrpals des Nd:YAG-Lasers wird, nach
erneut 500 ms Verzdgerung, der Elektromagnet wiadsgeschaltet. Zur Veranschaulichung
dieses Schaltrhythmus dient Abbildung 9.
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Abbildung 9 : Veranschaulichung der Synchronisigruder einzelnen Komponenten des
~Shutter*-Systems. Die Verzogerung zwischen demabider Photodiode und der Schaltung
des Elektromagneten wird Uber eine Elektronik geste Unten: Zeitabhangiges Signal der
Photodiode; Oben: Zeitabh&ngiges Schalten des iEleltgneten.

Neben dieser Photodiode wird eine zweite bereitsilente Photodiode benutzt. Diese zweite
Photodiode startet die Datenaufnahme der Transierkerderkarte unmittelbar nachdem der
Nd:YAG-Laserpuls registriert wurde. Infolgedessémien Signale mit und ohne Messlicht
aufgenommen werden. Diese beiden Photodioden symckeren somit die Datenaufnahme
und das Ausldsen der Schaltung des ElektromagaetarBlockieren des Messlichtes mit der
Taktfrequenz des Nd:YAG-Lasers.

Die Datendetektion erfolgt, wie bereits erwahnt,ctieine Transientenrekorderkarte. Die zur
Ansteuerung der Karte verwendete Software InsigBt50c (IMTEC GmbH, Backnang,
Deutschland) speichert die zeitaufgelosten Intétssignale in einem binaren fur diese
Software spezifischen Dateiformat (xxx.sdf). Zuritereen Verwendung der abgespeicherten
Daten wurde ein Algorithmus in der ProgrammierspeaMatlab, Version 7,0 (Release 14,
The MathWorks Inc., Munchen) entwickelt, der sowatile bindren Daten in ein
ASCIl-Format umwandeln, als auch die detektiertgparfiungs- in Absorptionssignale
umrechnen kann. Der hier benutzte Algorithmus ist Anhang in Kapitel 7.1.2
wiedergegeben.

Eine Analyse der Signale und die erforderliche Bleneing der Absorptionsdnderungen
werden im Folgenden beschrieben. Nach dem Gesatzambert-Beer, siehe Gleichung (3),

gilt fir die Absorption einer Probe fir eine fegtellenlange:
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Ip
A= —1og1— (10)
0

Dabei ist § die Intensitat des eingestrahlten Messlichteskmitstanter Intensitat ung die
Intensitat des Lichtes, die nach dem Durchdringen robe noch detektiert wird (siehe
Abbildung 4). Werden zwei Absorptionen einer Prabigeinander verglichen, die sich in
ihrer Probentemperatur unterscheiden, so hat deseperaturunterschied nur Auswirkungen
auf die Intensitat. Dabei seiildie Intensitat der Probe mit Temperatyruhd b, diejenige
mit Temperatur 7 Um die Anderungen der Absorption; Anit T; nach A mit T, zu

bestimmen, wird die Differenz der Absorptionen lolreet.

I I |
AA=A,—A, = —logﬂ+logﬂ=logE 11D
Iy Iy Ip1

Zur Bestimmung des Absorptionsunterschiedes istndem die Kenntnis der Messlicht-
intensitat, bevor diese durch die Probe lauft, neforderlich, sofern diese konstant ist. Die
unterschiedliche Temperatur der Probe bewirkt einterschiedliche Transmission. Beide

Intensitaten stehen somit Uber einen IntensitésschiedAl im Verhaltnis zueinander mit:
IPZ = IPl + AI (12)

Damit ergibt sich eine Gleichung zu der Bestimmutgg Absorptionsunterschiedes von

Temperatur Tzu To:

Al
AA = log <1 + —) (13)
Ipq

Diese Formel zur Berechnung des Absorptionsuntezdel wird zur Auswertung der
experimentell gewonnenen IntensitatstransienterutaenAllerdings muss dazu zum Einen
der genaue Wert der Intensitat durch die Prebédstimmt werden. Zum Anderen muss die
Intensitatsdnderung, die nach der Probe durch dempé&ratursprung beobachtet wird,
ebenfalls genau bestimmt werden.

Aus diesem Grund wurde in der Apparatur der berbi#schriebene optomechanische
Verschluss installiert. Dieser ermdglicht es, dagsMicht fur jeden Laserimpuls des
Anregungslichtes abwechslungsweise an und aus geésichvird. Dadurch werden kurz
hintereinander zeitabhangige Intensitatsverlaufe Ate&kihlung einer Probe mit ;) und
ohne (bm) Messlicht aufgenommen. Jede einzelne Transientd wu einer weiteren

Bearbeitung abgespeichert. Jeweils zwei zeitablg@nginterschiedliche Intensitatsverlaufe
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werden kurz hintereinander, innerhalb von zwei $&dkn, aufgenommen. Aus ihnen wird,
wie im Folgenden dargestellt, die Absorptionsandg\A berechnet.

Die Berechnung der Absorptionsanderung wird mit izwenerhalb von 2 Sekunden
aufeinander folgenden Intensitatstransienten dwféigt. Dadurch wirken sich die Uber
mehrere Stunden (3-5 Stunden) beobachteten Irdiés®inahmen der jeweiligen absoluten
Messsignalegly und by, nicht auf den absoluten Wert der Intensitat desdiichtes aus. Das
die Bleisalz-Laserdiode Uber Stunden eine gleichbfede Messlichtintensitat erzeugt und
aber dennoch eine Veranderung der absoluten Mesdésigletektiert wird, wird diese
Verschiebung den individuellen Eigenschaften de€dite-Detektors zugeschriefén

Die dargestellte Analyse (Abbildung 10 und Abbildguil) ist an einer D Probe mit einer
Schichtdicke von 10Qm gezeigt. Die zeitaufgeltsten Transienten wurderiner Wellen-
lange von 1638,8 cth) mit einer Anfangstemperatur von 20 °C und miteeideitaufldsung
von 33 ns gemessen. Die Hohe des Temperaturspruvigiesnit 13 °C abgeschatzt (siehe
Kapitel 5.1.4).

Nachdem ein Temperatursprung-induziert wurde, welskide Transienten,l; und by zur
Berechnung der Absorptionsanderufsy verwendet. In jeder einzelnen Transiente werden
einige Intensitatswerte vor dem Ereignis des Teatpesprunges (Zeitverlauf mit negativem
Vorzeichen, ,Pretrigger) aufgezeichnet. Diese veerdzur Bestimmung der Grol3e der
Intensitat des Messlichtes durch die Probe benlrizéinem Zeitintervall von bspw. -56
bis -10us, also vor der Induzierung des Temperatursprungasl in den jeweiligen
Transientenphy und by der arithmetische Mittelwert gebildet. Der Mittewt wird berechnet,
um Fluktuationen der Laserstrahlung sowie eleksdmes Rauschen des Detektors, die eine
exakte Wertbestimmung verhindern, zu reduzierem.lBtensitatsunterschied der jeweiligen

Mittelwerte entspricht der Intensitat des Messkshdurch die Probeil
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Abbildung 10: Zeitabhangiger Intensitatsverlauf gl (blau) und ohnegly (oliv) Messlicht.
Zum Zeitpunkt t = 0 s wird der Temperatursprungeegt. Links: Experimentell gemessene
Transienten. Der Unterschied der Intensitat zwischg, und by vor dem T-Sprung liefert
die Intensitdt des Messlichtes durch die Probe bei konstanter Ausgangstemperatur.
Rechts: Zeitabhangige Intensitatsverlaufl, und 4dl,y, deren Offset auf Null korrigiert

wurde.

Die dargestellten Intensitatsverlaufgslund by (Abbildung 10, links) werden anschliel3end
um ihren jeweiligen, auf dem begrenzten Zeitintkrisgarechneten Mittelwert, der hier als
,offset* bezeichnet wurde, verschoben. Die daraesultierenden Transienten werden als
Almv und Algy bezeichnet. Durch den Abzug des Intensitatsvestaohne MesslichAlgy,
der durch die detektierbare Warmestrahlung ayftvitim Intensitatsverlauf mit Messlicht
Almyv, an dem sich wellenlangenspezifisch die Anderunigeler Probe verfolgen lassen, lasst
sich Gleichung (13) umschreiben zu:

Al — AIoM>

AA = log (1 +
Ipq

(14)

Mit dieser Gleichung kann die Absorptionsanderd#g (siehe Abbildung 11) einer Probe

bestimmt werden, die dann unabhangig von der littgrdes Messlichtes ist.
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Abbildung 11: Zeitaufgeloste AbsorptionséanderuiAdt) von DO berechnet nach Gleichung
(14). Links: 4A(t) bestimmt aus den beiden Intensitatstransientam Abbildung 10, einer
einzigen Sequenz vafi und dlyy. Rechts: Gemittelte zeitaufgeldste Abkihlungsdinam

aus 2000 einzelnen Absorptionstransienten.

Aus der Sequenz der beiden zeitaufgelGsten Intgagédrlaufe mit und ohne Messlicht wird

eine Transiente der zeitaufgelosten Absorptions@mgdeberechnet. Fir eine Verbesserung
des Signal-Rausch-Verhaltnisses werden ca. 200@elem zeitaufgeltste Absorptions-

transienten bei der jeweils ausgewahlten Welledangl Ausgangstemperatur gemittelt. Das
entspricht 4000 sequentiell und in alternierenderh&nfolge aufgenommenen Intensitats-
signalen, mit&lynv) und ohnefloy) Messlicht.

Um die Anfangstemperatur eines Temperatursprungefixgntes einer Probe zu verandern,
wird die Probe in einem thermostatisierten Probkehésiehe Abbildung 6) platziert, der mit

einem Wasserbad verbunden ist. Bei der Durchfihrdeg Experimentes muss darauf
geachtet werden, dass sich die Probe vor dem leduzides T-Sprunges im thermischen
Gleichgewicht bei der gewéhlten Anfangstemperagdindet.

Peptid- oder Proteinproben, die mittels der Tentpesprung-Apparatur untersucht werden
sollen, missen in wassriger Losung oder Suspengidiegen, um Oberschwingungen des
Losungsmittels durch den Anregungspuls mit eineflénge von 1909 nm anzuregen. In
den zeitaufgeldsten Absorptionstransienten sincemeder Peptiddynamiken deshalb auch
Losungsmittelbeitrage beobachtbar. Um die Dynanek Eeptide untersuchen zu konnen,

33



PHYSIKALISCHE GRUNDLAGEN

mussen deshalb die Lésungsmittelbeitrage abgezegeden. Zum Abzug benutzen einige
Forschergruppéent'*°komplette zeitaufgeldste Transienten des jewsiliggsungsmittels bei
identischen Versuchsbedingungen, wie gleicher Wkllge, gleicher Anfangstemperatur
und gleicher optischer Weglange. Die Gruppe um Vetkal*®* modellieren ihre zeitauf-
geldsten Absorptionsanderungen mit einer mono-expiigllen Zerfallsfunktion und ziehen
diese Funktion von ihren experimentellen Peptiddyikan ab. Diese Art der Anpassungs-
funktion, die auf die Losungsmitteltransiente angeslt wird, ist jedoch auf wenige Mikro-
sekunden begrenzt. Auf langeren Zeitskalen erstheinAbkihlprozess des Losungsmittels
stark nicht-exponentiéfl. Dieser nicht-exponentielle Verlauf kann durch iérmediffusion
des die erwdrmte Probe umgebenen Materials wie .bdmvCak-Fenster oder die nicht
erwarmte Probe erklart werden (siehe Kapitel 5.1.4)

Die hier verwendete mathematische Funktion zur Besicung des zeitlichen
Intensitatsverlaufes wurde auf einem Zeitintervadn 500 ns bis 18Qs angepasst. Sie
beschreibt sowohl das Abkihlen des LosungsmittelS Bls auch die Peptiddynamik mit
einer bi-exponentiellen Zerfallsfunktion. Die urdehniedlichen exponentiellen Beitrage
kénnen anschlieRend aufgrund ihrer Zerfallszeit Bebenkomponenten zugeordnet werden.
Das Zeitintervall direkt nach dem Temperaturspriirg0 sec bis zu 500 ns ist noch von
elektronischen und optischen Storungen Uberladextsomit eine direkte Beobachtung von

Peptiddynamiken in diesem Zeitbereich verhindern.

Bleisalz-Laserdioden, die verwendete IR-Laser-Quedl

Halbleiterlaser auf der Basis von halbleitenden biretungen der Elemente Blei, Zinn,
Schwefel, Selen und Tellur, die als Blei- (Zinnfalkogenide bezeichnet werden, sind von
grof3em Interesse flr die Peptid- und Protein-IRkBpskopie, da sie Strahlung im mittleren
Infrarotbereich zwischen 8m und 30um emittieren. Bleisalz-Laserdioden sind &ahnlich
aufgebaut wie konventionelle p-n-Injektionslaser.

Wird ein stark dotierter n-Halbleiter in engen Kakitmit einem p-Halbleiter gebracht und in
Durchlassrichtung Strom angelegt, so kénnen Elakmound Locher in der Grenzschicht
(wenige um dick) rekombinieren. Die Rekombinationsenergiegdwin Form von Licht
ausgestrahlt. Der Spektralbereich der spontanesdtoni kann durch die geeignete Wahl des

Halbleitermaterials und der jeweiligen Dotierungeipusst werden. Die Laserintensitat
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eines Halbleiters nimmt oberhalb eines materiaifigeren Schwellstromes mit dem Strom
stark zu. Unterhalb dieser Grenze erhélt man vayanid spontane Emission grof3er spektraler
Breite. Oberhalb dieser Schwellstromgrenze istefagtierte Licht viel starker gerichtet und
die spektrale Breite ist wesentlich schmaler. B&i Hrzeugung der induzierten Emission ist
die Ausbreitung der Laserstrahlung innerhalb delbleigers senkrecht zur Ebene des p-n-
Uberganges groRer als die Dicke der aktiven Schibhtdas Licht aus einer wenigen
breiten Zone (20 — 5Am) emittiert wird, erfolgt die Abstrahlung des Liek in einem stark
divergenten Kegel mit einem Offnungswinkel von bis 50°**. Senkrecht zu der aktiven
Zone des Lasers ist der Offnungswinkel geringer,s wau einem ellipsenférmigen
Intensitatsprofil des Laserstrahls fiffirt

Die Bleisalz-Laser kdonnen nur bei tiefen Tempeetuil < 150 K betrieben werden. Bei
einer gegebenen Zusammensetzung des Halbleiterekdur WellenlAngendurchstimmung
alle moglichen Parameter ausgenutzt werden, die Heargieabstand zwischen den
Energieniveaus der p- und n-Halbleiter andern. diérverwendeten Bleisalz-Laser wurde
eine Temperaturanderung des Diodenmaterials Ubhenanit flissigen Stickstoff gekihlten
,Kihlfinger* mit einer Abstimmbarkeit von < 1 bisetri’/K benutzt, und zusatzlich eine
Feinabstimmung mittels Variation des Diodenstrongesvahlt, um eine Wellenlangen-
verschiebung zu bewirken. Um die Dioden auf diéskern Temperaturen von unter 100 °K
abzukuhlen, sind diese in einem Dewar eingebaut.D@svar wird mit flissigem Stickstoff
(T ~ 77 K) gekuhlt. Durch den Stickstoff und einitdement wird die bendtigte Temperatur
an der Diode eingestellt. Am Dewar ist schlieRNar der Diode ein Infrarot-durchlassiges
Fenster angebracht, durch das die Laserstrahlusgekappelt wird. Der in dieser Arbeit
benutzte Bleisalz-Laser wurde im Dauerstrom (cwntiomus wave) betrieben. Eine
schematische Darstellung des Lasers ist in AbbddL® wiedergegeben. Da der gréfite Teil
des abgebildeten Diodenlasers den Kiuhlkorper daysted der Halbleiter separat vergro3ert
schematisch veranschaulicht. Bei der Montage dess&k-Lasers wird der Halbleiter mit
einem Streifenkontakt und einem Kupferblockkontdkt, Warmesenke bzw. einem Kuhlstift,
Uber eine weiche Indiumschicht mit beiden Mategmalikontaktiert, elektrisch verbunden.
Diese Indiumschicht ist notwendig, um Spannungemleisalz-Kristall beim Abkihlen bzw.
Aufwarmen zu verhindern. Mittels Doppelheterostanktier Bleisalz-Laserdiode, bei der
mehrere Schichten unterschiedlichen Halbleitermatemit unterschiedlichen Brechungs-

indices benutzt werden, wird die aktive Zone, in die Emission entsteht, eng begrenzt und
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zusatzlich die vertikale Laserintensitat stark esmpt. Das fiihrt dazu, dass sowohl héhere
Ladungstragerkonzentrationen als auch Betriebsteatypen erreicht werden kdnnen.

Dadurch wird auRerdem eine drastische Reduktiosdewellstromdichte erreicht.

Streifenkontakt
aktive Zone
~200 um ~0.5 um
Halbleiter Kiihlstift
(b)

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Blealzerdiode. Links: Nachbildung der
Bleisalz-Laserdiode in ihrem Kuhlkérper. Die Abmeggen des Kiuhlkérpers betragen
15 x 6,5 mm, Rechts: Skizze der Montage des Haltdei

Durch die Temperaturabstimmung ist jedoch keinetikarerliche Wellenlangenabstimmung
maoglich, da sowohl der Brechungindex des Materdéddsauch der Energieabstand und die
damit verbundene Resonatorlange temperaturabhaimify. Bei der Temperaturanderung
wird im Wesentlichen das Verstarkungsprofil entlashgy Frequenzachse verschoben. Es
schwingt dabei immer diejenige Resonatoreigenmaogelia die hdchste Verstarkung erfahrt.
Durch simultanes Verschieben von Verstarkung urgeffrequenz des Resonators wirde
immer die gleiche Mode oszillieren. Fir ein solci&zenario ware eine kontinuierliche
Wellenlangenabstimmung moglich. Die Resonatoreigepfenzen verschieben sich bei
Temperaturanderung jedoch nur um wenige Bruchtdde longitudinalen Moden. Das
Maximum des Verstarkungsprofils verschiebt sich ralveesentlich starker als die
Resonatorfrequenz. Somit wird bei der Temperattirabsung eine benachbarte Mode eine
groRere Verstarkung erfahren und die Laserosziaduf diese Mode springen (engl.: ,mode
jumping®). Der kontinuierliche Abstimmbereich einginzelnen Mode ist sehr klein und liegt
im Bereich von maximal 5 cth

Um die Emissionseigenschaften einer Laserdiode barpiifen, wurden Modenkarten bei
verschiedenen Temperaturen aufgenommen. Fir jewwits feste Temperatur der Dioden
wird dazu der Diodenstrom schrittweise variiert. j[@dem Stromwert wird ein Emissions-

spektrum aufgenommen. In einer zweidimensionalerstebung der Modenkarte kann dann
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der Intensitatsverlauf der Moden abgelesen werdiemach Form des Verstarkungsprofils ist
das Anschwingen mehrerer Moden maoglich. Bei eirestimmten Temperatur und einem
bestimmten Injektionsstrom wird Licht verschieden®ellenlangen emittiert. Durch die

Verwendung eines Monochromators konnen die aufidete Nebenmoden unterdriickt
werden und die Emission der Diode spektral prazestimmt werden. Eine so experimentell
bestimmte Modenkarte ist exemplarisch in Abbilddrgy(links) dargestellt. Das beigefugte
Modenprofil (Abbildung 13, rechts) verdeutlicht diotwendigkeit der Verwendung eines

Monochromators, um die Nebenmoden zu unterdricken.
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Abbildung 13: Experimentell bestimmte Modenkartev@ewendeten Bleisalzlaserdiode. Bei
einer festen Temperatur (~95 K) wird der Diodenstreariiert. Mit einem Monochromator

wurde das spektrale Emissionsverhalten der Diodsiinent. Links: Modenkarte, durch die
unterschiedliche Farbintensitat wird Starke der &asoden der Diode in Abhangigkeit des
angelegten Stromes und der Wellenlange veransatmuRechts: Modenprofil, Intensitat der
Moden in Abhangigkeit der Wellenlange bei eineo@starke (530,4 mA).
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2.4 Circular-Dichroismus-Spektroskopie

Das im Rahmen dieser Arbeit zur Verfigung steherdenmerzielle erhaltliche
Circular-Dichroismus-Spektralpolarimeter (J-720scta Tokio) wurde mit einem ahnlichen
temperierbaren Probenhalter ausgestattet, wierdbeseits bei den in Kapitel 2.2 erwahnten
FTIR-Messungen zu Einsatz kommt. Eine automatssi@rsteuerung konnte mit Hilfe der
von der Firma Jasco bereitgestellten Software (Bpédanager) realisiert werden, die ein
Wasserbad (F25 & ME, Julabo, Seelbach) ansteuert.

Bei der Circular-Dichroismus—Spektroskopie (CD-Spmtkopie) wird die Polarisation von
Licht ausgenutzt. Linear polarisiertes Licht bestets der Uberlagerung von rechts- und
links-zirkular polarisiertem Licht. In optisch akéin Substanzen ist die Lichtgeschwindigkeit
fur rechts- und links-zirkular polarisiertes Liamterschiedlich gro3. Nach dem Durchlaufen
einer solchen Substanz tritt eine Polarisationslampte gegentber der anderen verzogert
auf. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass eitiscbpaktive Substanz fur unterschiedliche
Polarisationen des Lichtes unterschiedliche Bregbumlices n und rk besitzt. Zusatzlich zu
dieser Eigenschaft wird bei der Circular-Dichroissw8pektroskopie die unterschiedliche
Absorption der rechts- und links-zirkular polarisésm Komponente ausgenutzt. In Anlehnung
ein den molaren Absorptionskoeffizienterwerden die Absorptionskoeffizienten fur rechts-
und links-zirkular polarisiertes Lichg( undeg) unterschieden. In der CD-Spektroskopie wird

deren DifferenzAe=¢_ -egr gemessen und als ElliptizitAtangegeben.
0(A) = const.- (e, —eg) - c-d (15)

Dabei bezeichnet d die Schichtdicke der Kivette andie Konzentration der Probe. Die
Abhangigkeit der Elliptizitd® von der Wellenlang& wird als CD-Spektrum aufgezeichnet.
Die wichtigste Anwendung der CD-Spektroskopie igt dnalyse von Proteinsekundar-
strukturen. Diese werden in einem Spektralbereari 360 bis 250 nm untersucht. In diesem
Spektralbereich liegen die elektronischemm und die 1 Ubergangé der Peptid-

bindung, die im Absorptionsspektrum nur schwach wod allem Uberlappt vorliegen.

" Die elektronischen Ubergange werden nach denliggéési Molekiilorbitalen klassifiziert. Im Grundzasid
werdeno-, T= und n-Orbitale unterschieden. Besetzte einfacdndeo-Orbitale bilden Einfachbindungen und
besetzter-Orbitale die Mehrfachbindungen eines Molekiils. Bleteroatomen wie Stickstoff oder Sauerstoff
kommen nichtbindende n-Orbitale vor, die von einsantElektronenpaaren besetzt werden. Von diesen
Orbitalen des Grundzustandes kann ein Elektrondnegren antibindenden Orbitale des angeregtetad@dss
angehoben werden. Die energetisch hochliegeden*- und n—o*-Ubergénge sind fiir die Spektroskopie
von Biomolekilen nicht von Interesse, sondern diehmher Wahrscheinlichkeit auftretenden->1*- und die
energetisch am niedrigsten liegendenamt-Ubergéange™.
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Aufgrund der Chiralitat, also unterschiedlichen édtierung der Drehspiegelachsen dieser
Strukturen, ist aber das CD-Spektrum eines Pephésonders empfindlich fur seine
Sekundarstruktur. Beispielhafte Spektren eines ifeptnit unterschiedlicher Sekundar-

struktur sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Circular-Dichroismus-Spektren von YratLysin in a-helikaler, S-Faltblatt

und ungeordneter Knauel-Konformation (nach Greéafiz al*°)

Die unterschiedliche Form der Absorptionsbanden dglitht eine Unterscheidung der
jeweiligen Sekundarstrukturen (siehe auch Kapitdl.13. So kann ungeordnete Struktur
(Knauelstruktu?) aufgrund der positiven Absorptionsbande bei 2h2umd negativen Bande
bei 195 nm identifiziert werdeifs-Faltblattstrukturen besitzen hingegen eine negadiande
bei 218 nm (t—>1*) und eine positive Bande bei 196 nm—m*). Die am deutlichsten
ausgepragte Spektrenform resultiert von ddrelix. Diese Sekundarstruktur besitzt eine
negative Bande bei 222 nm-41t*) und eine zweite negative Bande bei 206 ms(*). Des
Weiteren gehort zur Spektrengestalt eiadflelix eine positive Bande bei 196 nm$1r*).
Die in Abbildung 14 dargestellten Spektren zeigetiogh klar definierte Sekundarstruktur-

motive eines Polypetides aus einer Aneinanderrgijaweils einer einzelnen Aminosaure

8 Die Knaulstruktur wird im Folgenden auch als ,ramcoil* Konformation bezeichnet.
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(Poly-L-Lysin). Fur ein gesamtes Protein, das sueledliche Sekundarstrukturmotive
beinhaltet, kann jedoch eine Uberlagerung der déetieen Spektren beobachtet werden.
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3 BioLoGISCHE GRUNDLAGEN

3.1 Proteine

Proteine sind biologische Makromolekile, die mafalijje Aufgaben und Funktionen
besitzen. Sie dienen beispielsweise zur Katalyse Reaktionen, kénnen Transport- und
Speicherungsfunktionen besitzen, werden in biotdgia Systemen als Stitz- und Gerust-
bausteine benutzt oder Ubernehmen spezielle Aufgatie die Immunabwehr oder die
Detektion von Licht als Signalrezeptoren.

Alle Proteine sind aus den gleichen Grundbestaledtaufgebaut, den tber Peptidbindungen
miteinander verbundenen Aminosauren. Es gibt 26raahiedliche natlrliche Aminoséauren,
deren Seitenketten sich z.B. bezuglich Grol3e, Lgdumd Polaritat unterscheiden und die
durch ihre jeweilige Eigenschaft fur die einziggeti Funktion der nativ gefalteten

Polypetidkette verantwortlich sind.

3.1.1 Hierarchie des Strukturaufbaus

Die Struktur der Proteine wird auf vier Ebenen ekgarisiert. Man unterscheidet die Primar-,
Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur. Als Pristduktur wird die Sequenz der Amino-
sauren des Proteins bezeichnet. In der hierarcmscihst hdheren Ebene werden lokale
Strukturmotive dieser Aminosaurekette als Sekunditsir zusammengefasst. Beispiele
dafur sinda-Helices, B-Faltblatter, Schleifen (Turns) oder ungeordneté@t (,Random
Coail*). Eine weitere in dieser Arbeit untersuchteu®tur ist dasB-Hairpin. Diese Struktur
besteht aus einer einzigen Aminosauresequenzwdieantiparallele Strange bildet, die tber
einen Turn miteinander verbunden sind. Die Verbingdder Sekundarstrukturmotive und ihre
raumliche Anordnung zueinander wird als Tertidtduiu bezeichnet. Bestehen Proteine aus
mehreren Polypeptidketten, so ordnen sich diese Wis$ereinheiten eines grol3eren
Proteinkomplexes an. Die Anordnung der Untereimmedtefiniert die Quartarstruktur.
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3.1.2 Infrarot-Absorptionsspektren von Proteinen

Aufgrund der grof3en Anzahl von Normalschwingungsemoth einem Polypeptid werden die

Schwingungen in sogenannte Gruppen- und Gerustaghwgen unterteilt. Dabei werden die
Annahmen gemacht, dass ein Molekul in einzelne @@opund Bindungen zerlegt wird, die

in erster Naherung voneinander unabhangig schwikgenen. Jede Gruppe oder Bindung
schwingt aufgrund der Atommassen und Kraftkonstamtét einer typischen Frequenz in

verschiedenen Moden und kann deswegen im Infraektspm in einem bestimmten Bereich

lokalisiert werden. Innerhalb dieser Bereiche i 8chwingungsfrequenz dieser Gruppe
dann abhangig von der Anbindung an den Rest desKilal. Bei Proteinen liefern folgende

Schwingungsmoden Beitrage zum Infrarotspektrum:

e Polypeptidrickgrat

* Aminosaureseitenketten

» eventuell vorhandene Cofaktoren

» Lo6sungsmittelbeitrage (z.B. Detergens, Lipide, Véass

Das Polypeptidriickgrat der sich repetierenden Bgptppe tragt im IR-Absorptionsspektrum
eines Proteins am starksten zu den Absorptionsbdneie Deren Schwingungsmoden werden

als Amidbanden bezeichnet und sind in einer UblersicTabelle 4 zusammengestellt.

Bezeichnung  Wellenzahl / é¢m Zusammensetzung

Amid A ~ 3300 NH (100 %)

Amid B ~ 3100 NHs (100 %)

Amid | ~ 1650 CQ(~80 %), CN, CCNy

Amid I ~ 1550 NH, (~ 60 %), CN (~ 40 %)

Amid Il ~ 1300 CN (40 %), NH, (30 %), CG (30 %)

Tabelle 4: Schwingungsmoden der Peptidbind®iffg®

Von diesen Schwingungsmoden lasst sich vor allemAdnid | Mode, die hauptsachlich aus
der C=0-Streckschwingung hervorgeht, fir die Anmalger Sekundarstruktur verwenden.
Durch verschiedene Verfahren, wie z.B. Bildung deriten Ableitung oder Bandenzer-

legung (engl.: ,deconvolution®) lassen sich versdeine Beitrdge von Sekundarstruktur-
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elementen bestimmen. Einen Uberblick lber diesschédenen spektralen Bereiche, in

denen die einzelnen Strukturen absorbieren, gibellas.

Bandenposition in BD / cni*

Sekundarstruktur Durchschnittswert ~ Absorptionsloérei
a-Helix 1652 1642-1660
B-Faltblatt 1630 1615-1638
1679 1672-1694
Turns 1671 1653-1691
Ungeordnete Struktur 1645 1639-1654

Tabelle 5: Bandenzuordnung der Sekundarstrukturethdéen im Amid | Bereich in 1D
Lésung basierend auf experimentellen Daten (nacbr®aghtigh, E. et &°).

Diese Zuordnung kann jedoch nur als grobe Oriamtigr zur Interpretation der
unterschiedlichen Absorptionsbanden dienen. Bdispéise wurden von Gooding et *al.
Absorptionsbanden kleiner-helikaler, auf Alaninen basierender Peptide, dié&iO gelost
wurden, bei einer Position von 1630 tridentifiziert. Die beobachtbare Aufspaltung der
Absorptionsbanden dep-Faltblattstruktur resultiert aus einer Ubergangsbioment-
kopplung (engl.: ,transition dipole coupling®*® Dennoch ist im Absorptionsspektrum ein
Trend zwischen aggregiertem und nativig+Raltblatt erkennbar. Absorptionsbanden eipes
Faltblattes mit einer niederfrequenten Bande ~168Hund einer hochfrequenten Bande bei
~1685 cm kdnnen mit einer aggregierten Proteinstruktur zigso werden, wohingegen bei

einer nativer-Faltblattstruktur die niederfrequente Absorpti@i 61630 crit liegt®

3.1.3 Energieterme zur Stabilisierung der gefaltete  n Polypeptidstruktur

Zur Stabilitat und Faltung der Polypetidkette zativen funktionsfahigen Struktur tragen
unterschiedliche Energieterme bei. Elektrostatiséechselwirkungen beeinflussen am
meisten langreichweitige Wechselwirkungen mit aaderProteinen. Van-der-Waals-
Wechselwirkungen sind hauptsachlich an der Stadmiliag der Proteinstruktur beteiligt.
Auch Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe R8&wirkungen von unpolaren

Aminosaureseitengruppen spielen dabei eine Rolle.
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3.1.4 Faltungsmodelle

Wie bereits erwahnt, wird die Proteinstruktur dumbht kovalente Wechselwirkungen —
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische--deaWaals und hydrophobe Wechsel-
wirkungen — zusammengehalten. Jede einzelne dM&sahselwirkungen hat nur einen
kleinen Anteil an der Stabilitat der Proteinstrukfedoch wird durch die grof3e Anzahl dieser
Wechselwirkungen die hohe Stabilitat der gefalte®ruktur erreicht. Die Energie des
gefalteten Zustandes ist groRer als die Summe dergien der beteiligten schwachen
Wechselwirkungen.

Um die Faltung eines Proteins zu beschreiben, wueieige theoretische Faltungsmodelle
vorgeschlagen (siehe auch Abbildung 1).

Dabei argumentierte bereits Levinthal 1968, dass &iillkirliche Suche nach der nativen
Faltungsstruktur durch alle moglichen Strukturenbste fir sehr kleine Proteine eine
unrealistisch lange Zeit bendtigen wirde (LevirfPatadoxon). Diese lange Faltungszeit
widerspricht jedoch den experimentell beobachtétaltungsdynamiken. Dementsprechend
wird der Faltungsprozess nicht durch eine willkdivé Suche, sondern durch andere Prozesse
gesteuert.

1961 wurde unter anderem durch Lifson et’alersucht, die Faltung durch ein Modell, die
.Helix-Knduel Theorie®, zu beschreiben. Darin wirdas Zusammenwirken zwischen
Nachbarn einer Polypeptidkette beschrieben. Einiddemm hat demnach eine hdhere
Neigung in einer helikalen Konformation zu sein,nwebereits sein Nachbar innerhalb der
Sequenz in einer helikalen Anordnung ist. Wenn @inemige benachbarte Aminosauren eine
helikale Konformation durch ein Zufallsereignis angmmen haben, kann sich dadurch eine
Helix schnell bilden. Das ,framework mod&P**> beschreibt einen schrittweisen
Mechanismus, um die Konformationssuche anzunatigsnbeinhaltet einen hierarchischen
Zusammenbau, wobei lokale Sekundarstrukturelementach ihrer Primarsequenz, jedoch
unabhangig von der Tertiarstruktur, gebildet werdeie Sekundarstrukturelemente breiten
sich aus bis sie aneinander stofRen und verbindem &ann, um die Tertiarstruktur
auszubilden. Ein anderes Faltungsmodell, das ,atiole model®°>*’ beschreibt den Ablauf
des Prozesses als Bildung der Tertiarstruktur afertigge Konsequenz der Bildung der
Sekundarstruktur. Dabei findet die Bildung der Swkirstrukturelemente dber die

Ausbildung von ,Sekundarstruktur-Keimen“ von nurnigen beteiligten Residuen (z.B. ein
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B-turn oder eine erste Schleife eimeHelix) statt. Die gesamte Sekundarstruktur bikieh
dann aus diesen Keimen heraus. Die Hypothese debkqgpphobic collapse model“ besteht
darin, dass sich die native Proteinkonformationcdudie Neuordnung einer kompakten
zusammengefallenen Struktur, dem ,molten globuddtiet. Dieser hydrophobe Zusammen-
bruch, um den ,molten globule“-Zustand auszubildstellt somit einen friihen Schritt im
Faltungsweg dar.

Der Vergleich der Modelle zeigt, dass sowohl imagirework model” als auch im
.hydrophobic collapse model“ die Bildung eines kisehen Zwischenzustandes beschrieben
werden kann, wohingegen dieses Entstehen nichthddes ,nucleation model” erklart
werden kann.

Alle beschriebenen Modelle haben jedoch gemeinstass der limitierende Schritt fur die
Faltungsraten mit der Entstehung der Sekundarstreikimente verknipft ist. Durch die
genaue Kenntnis der Dynamik der Ausbildung deredimen Strukturen, wie-Helix oder
B-Faltblatt, ware eine Beschreibung der Faltunggh=ssamten Proteins mdglich. Aus diesem
Grund ist die Untersuchung der Faltung von Modstisyen, die explizit nur aus diesen

Sekundarstrukturelementen bestehen, von entscliEd&edeutung.

3.1.5 Zwei-Zustandsmodell der Faltung

Eine Faltungsreaktion eines Proteins kann im ehd@n Fall durch ein Zwei-Zustandsmodell
beschrieben werden. Dabei gibt es den nativen Awgsgaistand i, in dem das Protein
funktionsfahig eine bestimmte Faltungsstruktur gmmt und den denaturierten Endzustand f,
in dem das Protein nicht mehr funktionsfahig istl leine andere Faltungsstruktur als im
nativen Zustand besitzt. Die Geschwindigkeit desl#ldung eines Produktes; (k) bei einer
Faltungsreaktion, wie sie in Abbildung 15 dargdstelrd, kann durch die Gleichung (16)

mathematisch beschrieben werden:
ki-s = (kgT/h) - exp(—AG;_;/RT) (16)

Dabei ist Is = 1.3807-18° J K* die Boltzmannkonstante, h = 6,6261340 s die Planck‘sche
Konstante, T die absolute Temperatur in Kelvin, 83145 J mot K die molare Gas-

konstante undG;; die freie Aktivierungsenergie.
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Abbildung 15: Ubergangszustandsmodell, Der Ubergangtand besitzt die hochste Energie
entlang des Reaktionspfades der vom Anfangszudi@ndhdzustand) zum Endzustand
(Produkt) fuhrt. Die Hohe der Ubergangszustandsieser bestimmt die GroRe der

Reaktionsgeschwindigkeit des Uberganges (nachngdi et af®).

Die Anderung der freien Gibbs-Energi&(Gy;, steht im Zusammenhang mit der Gleich-
gewichtskonstanten der Reaktion, kKdem Gleichgewichtsverhaltnis von End- zu Ausgangs

produkt durch die Relation:
AGy_; = AHp_; — TASy_; = —RT - In(K;_;) (17)

Dabei istAH;; die Anderung der Enthalpie ud$:; die Anderung der Entropie der Reaktion.
Um die Ratengleichung eines reversiblen Zwei-Zwddéherganges zwischen den Zustand A
und E herzuleiten, dient das folgende Reaktionsthode

kq
—
-

A E

k4

Die Zerfallsgeschwindigkeit eines Ausgangszustanflest proportional zur Anzahl der
Ausgangszustande. Umgekehrt gilt auch, dass di@alBgeschwindigkeit der Produkte E
(Endzustande) proportional zu den Endzustanden ist:

d[E]

Tk ki - [A] —k_y - [E] (18)
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% = k1 - [E] = ky - [A] (19)
Dabei werden mit [A] und [E] die Konzentrationennvé und E, k die vorwartsgerichtete
Reaktionsrate, .k die rickwartsgerichtete Reaktionsrate und alsrRater t die Zeit wieder-
gegeben. Bericksichtigt man, dass die Gesamtkaatiemt wahrend der Reaktion erhalten

bleibt, [AE] = [A] + [E], so lasst sich die Gleichung (18) umformen zu:

% = —(ky+k_y) - [E] + ky - [AE] (20)

Eine Losung dieser Differentialgleichung (20) istch eine Exponentialfunktion gegeben:
[E](t) = C; - exp(—(ky + k_1) - t) + C;, (21)
Dabei kénnen die Konstanten nd G wie folgt bestimmt werden:

k
Cy = [Bo] = [AE] - — = (22)

kq
C, = [AE] Ttk (23)

Wobei hier [E] die Konzentration von [E] am Start der ReaktinB. zum Zeitpunktt=0s
darstellt. Mit [A](t) = [AE] — [E](t) wird mit der Lésung von [E](t) auch Gleichung (19)
erfullt. In der Praxis lassen sich somit zeitaubged Absorptionsénderungen, die einen mono-

exponentiellen Zerfall beschreiben, durch die foltgeGleichung mathematisch formulieren:
A(t) = Ao+ Ay - exp(—kops - t) (24)

Die darin enthaltene beobachtbare Ratengeschwiadidk,s ist somit, im Vergleich zu

Gleichung (21), die Summe aus Hin- und Ruckreaktion
kobs = ky + k_y (25)

Folglich kann die Dynamik einer reversiblen Faltsiggktion, der ein Zwei-Zustandsmodell
zu Grunde liegt, mittels einer mono-exponentiellEunktion mit einer beobachtbaren
Reaktionsrate s beschrieben werden. Zum Anpassen dieser mathematisFunktionen
wurde die Software Microcal Origin, Version 5,0 @vbcal Software, Inc., Northhampton,
USA) benutzt.

Um die beobachtbaren Reaktionsgeschwindigkeitenusanalysieren, dass man schlief3lich
thermodynamische Parameter erhélt und somit Aussélger die Stabilitdt eine Reaktion zu
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treffen, kann Gleichung (16) benutzt werden. DuBildung des natirlichen Logarithmus

erhalt man:

Ink = In(kzT/h) — AG/RT (26)
Durch Einsetzen der allgemeinen Beziehd®= AH + T - AS erh&lt man schlief3lich die
Eyring-Gleichung:

ky  AH 1 kg\  AS 27)
ln(T>__R T+1n<h)+R

Durch eine graphische Darstellung von In(k/T) ged@éh kann mit dieser Gleichung durch

eine lineare Regression die Aktivierungsenthaliie in Form der resultierenden Steigung,
aber auch die Aktivierungsentropie in Form desltiesanden Ordinatenabschnittes bestimmt
werden.

Die Temperaturabhangigkeit der Geschwindigkeitstarien vieler Reaktionen wird haufig

auch mit der Arrhenius-Gleichung beschrieben:

__E (28)
Ink = RT+lnA

Dabei beschreibt Fie Aktivierungsenergie der Reaktion.

Ein Vergleich der Arrhenius-Gleichung (28) mit deyring-Gleichung (27) zeigt, dass die
Aktivierungsenergie Eund die Aktivierungsenthalpi&H bzw. In(A) und die Aktivierungs-

entropieAS analoge Grof3en sind. Fur Reaktionen in Losurfiestéeie Aktivierungsenergie

Ea und die AktivierungsenthalpisH in linearer Beziehunig
E, = AH + RT (29)

Dadurch unterscheiden sich die Aktivierungseneugi@ die Aktivierungsenthalpie innerhalb
des Temperaturbereiches von 273 K bis 373 K unk2soi* bis 3,1 kJ mot.

3.2 Experimentell analysierte Polypeptide
Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei unterschiedliPlolypeptide untersucht, Ribonuklease

A, Polyglutaminsdure und Trypthophan-Zipper-Peptidere Eigenschaften sollen im
Folgenden in einem kurzen Uberblick beschrieberdamr
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3.2.1 Ribonuklease A

Ribonuklease A aus dem Rindankreas (RNase A) ist ein Miath untersuchtes, g
charakterisierte kleines globulares Enzym, « aus 124 Aminosaur: (Molekularmasse
~ 14 kDa) besteft®2 Es beinhaltet 19 der 20 natiirlichvorkommendenAminosauren,
wobei die fehlende Aminosaure Tryptophan ist. RN&sevar 1960dasdritte Protein
Uberhaupt (nach Insulin und Hamoglobin), fir das Aliminoséduresequerund 1967 bereits
das vierte Proteinlnach Myoglobin, Lysozym und Carboxypeptidase, dessen drei-
dimensionale Struktur durch Réntkristallographie bestimmt wurffe®. Eine Darstellung
der Struktur von Ribonuklease ist in Abbildung 16 gezeigt.

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Struktur von Riboragdde A (Quelle
PDB-Datenbank, 1BEL). Zur Veranschaulichung der Sekistdikturelemente sin
Bereiche mitz-Faltblatt blau, a-helikale Bereiche rot und Disulfidbricken der Cystegelb

dargestellt.

Die gesamte Sekundarstruktur von Ribonuklease Aebesu 3 % aus (-Faltblatt (in
Abbildung 16 durch blaue Pfeile gekennzeichnet) und z1 % ausa-helikalen Anteilen
(durch rote Spiralen veranschaulicht). Zur Staieitisng dieser nativen Struktur trag
besonders die vier Disulfidbriicken bDer Austauscleines einzelnen Cystes durch ein
Alanin oder Serin reduziektereit: die thermische Stabilitat des Enzyf<Zusatzlich tragen
zwei derDisulfidbricken (Cys2-Cys84 und Cysb5&ys110) zwischen einea-Helix und
einemp3-Faltblatt starkezur thermischen Stabilitat bei als die anderen Zwsulfidbricken
(Cys40-Cys95 und Cys6Bys72°2
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RNase A eignet sich hervorragend als Modellsystemneue spektroskopische Methoden zu
entwickeln und zu optimieren. Damit wurden berd&8tabilitats- und Faltungseigenschaften
der RNase A mit NMR®>® CD-° aber auch der FTIR-SpektroskdBi& " "°untersucht.
Daher stellt Ribonuklease A im Rahmen dieser Arbeitgeeignetes Modellsystem dar, um
aus den bekannten thermischen Eigenschaften einesnefluswerteverfahren zur
Spektrenanalyse zu etablieren (siehe Kapitel #Mit)dieser Prozedur werden die temperatur-
abhangigen Absorptionsbanden des Losungsmittelslandmid | Bande separiert, wodurch

eine einfache Auswertung der Sekundarstrukturamgermn moglich ist.

3.2.2 Polyglutaminsaure

Polyglutaminséure (PGS) ist ein Homopolymer, das ainer Aneinanderreihung einer
einzigen, sich wiederholenden Aminosaure, Glutaéns (Glu, E), besteht. Glutaminséure,
deren chemische Strukturformel in Abbildung 17 éatgllt ist, besitzt einen gkWert zur
lonisierung der Seitenkette von 4,1. Bei einem pErWinter 4,1 werden die Seitenketten der
Polyglutaminséure protoniert. Zusatzlich nimmt tthiermische Stabilitét des Polymers ab und

fuhrt bei dessen Erwarmung zur Aggregation.

O«. .0
o

Abbildung 17: Struktur der Glutaminsaure. Links:dgnfische Strukturformel (deprotonierte
Form). Rechts: Dreidimensionale Anordnung der Amséuwe in protonierter Form (N-blau,

C-dunkelgrau, H-hellgrau, O-rot).

Polyglutaminséure ist ein gut untersuchtes Modsisy, das durch pH-Wechsel des

Lésungsmittels eine Konformationsénderung erfdhrstatischen Messungen konnte gezeigt
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werden, dass das Polymer bei niedrigem pH-Wert Eielex-Konformation und bei hohem
pH-Wert eine Knauel-Konformation einnimmt. In dem bedgangsbereich dieses
Konformationswechsels, der im pH-Wertbereich vdnss6 liegt, sind die einzelne Segmente
der Aminoséaurekette teilweise in einarhelikalen und teilweise in einer ungeordneten
Knauel (,random coil*) Struktdr.

Auch die Dynamik des Helix-Knauel-Uberganges wurllereits mit verschiedenen
zeitaufgeldosten Methoden untersucht. Beispielswenrselen durch Ultraschall-Absorptions-
messungen an Polyglutaminsdure fur pH-Werte groB8& oder kleiner 4,6 keine
Helix-Kn&uel-Strukturiibergange beobacHtetnnerhalb dieser pH-Region konnten diese
Strukturveranderungen beobachtet und Ubergangsiagéreiner Temperatur von 37 °C
bestimmt werden. Dabei wurde eine pH-Abhangigkeit Relaxationszeiten festgestellt. Die
langste Relaxationszeit var= (1,0 = 0,1)us liegt demnach bei einem pH-Wert von 5,21.
Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes wimdoeachtlicher Anteil von Protonen von
den Carboxyl-Gruppen der Seitenketten freigeSet2te daraus resultierende lonisierung der
Seitenketten verursacht eine Konformationsanderading,zeitaufgeldst untersucht werden
kann. Cummings et &f. beobachteten durch die schnelle Veranderung eingglegten
elektrischen Feldes (E-Feld-Sprung) eine Relaxatieit des Helix-Knauel-Uberganges von
T=17us (pH59und T = 24 °C).

In neueren Arbeiten wurde mit Laser-induzierten $pftingen bei verschiedenen
pH-Startwerten die Entstehung deHelix untersuctt Bei einem pH-Sprung von 6,7 nach
~ 5,8 wurde eine Relaxationszeit vor 0,625us bestimmt. Zusatzlich wurde gefolgert, dass
die Geschwindigkeit der Helixausbildung vom demelntler gefaltetem-Helix abhangt, der
bereits zu Beginn des Experiments vorhanden ist.

Des Weiteren wurde in T-Sprung-Experimenten dash&fegn von Polyglutaminsaure bei
unterschiedlichen pH-Werten bestiriAuch darin wurde festgestellt, dass die Relaxatio
geschwindigkeiten am Helix-Knauel-Ubergang, im Behreon pH 5-6, am groRten sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde PolyglutaminsaureMidslellsystem gewéhlt, um mit dem
aufgebauten Temperatursprung-IR-Spektrometer Dykemim Mikrosekundenbereich zu

untersuchen.
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3.2.3 Tryptophan-Zipper -Peptide

Die Untersuchung von Prot-Fragmenten oder kunstlich entworfenen Pep mit

definierter Sekundarstruktur wurden in einer Vielzaon Experimenten benutzt, um «
Anfangsphasen der Proteinfaltung zu erforschen.eDatellte sich heraus, dass sich

Faltung vona-helikalen Peptiden unterschiedlicher Gro3e und Sexwauf dr Submikro-
sekundenzeitskala ereighé&t'32% "8 Einige Untersuchungen wurden bereitsp-Hairpin-
Peptiden durchgefilif?#?®®#  |nsbesondere die Arbeit von Cochran e€®! in der die
Synthese vorB-HairpinPeptiden beschrieben wurde, die durch Trypto-Tryptophan-
Wechselwirkungen stabil in wassriger Losung voeigginitiierte eine Reihe von Arbeite
um deren Faltungseigenschaften zu untersuchenSuktul einer Variante dieser Peptic
die als Tryptophan-Zippdpeptide (Trpzip) bezeichnet werden, wurde durch I-Spektros-
kopie aufgeltst. Es konnte gezeigt werden, dassTdas-Peptid in wassriger Losung ei

B-HairpinKonformation einnimmt. Eine solcheruktur ist in Abbildungl8 dargestellt.

Abbildung 18 Modell der NME-Struktur des Peptids Trpzip2 in wassriger Losi(Quelle:
PDB-DatenbanKk LE1); DasSHairpin ist in blau und die zur Stabilisierung br@gender

Tryptophane sind in dunkelrot veranschauli

Die Struktur deg3-Hairpins wird durch die Tryptoph-TryptophanPaare zwischen beid:
Strangen stabilisiert. BiTrpzif-Peptide sind in bis zu millimolaren Konzentrationwasser-
|6slich und formen untereinander keine Komplexe, bilden a®nomere-Hairpin-Peptide
aust.

Unterschiedliche Untersuchungen B-Hairpin-Systemen unterstitzen die Hypothese, !
die Aminosauresequenz der Peptide entscheidenddlugsi auf die Faltungsdynamik .

Dennoch ist ihr Faltungmechanismus immer noch #ksid-orschungsthema. Dabei w
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diskutiert, ob die Faltung dg$Hairpins mit der Ausbildung des Turns beginnt wich
danach in einer Art Rei3verschluss (engl.: ,zippeatie 3-Strange formieren oder ob ein
hydrophober Kollaps den Faltungsprozess startéBei einem hydrophoben Kollaps
gruppieren sich alle hydrophoben SeitengruppenAaeinosauren spontan zusammen. Zur
Veranschaulichung dieser zwei mdglichen Faltungeweggigt Abbildung 19 eine

schematische Darstellung dieser beiden HypothasenFaltungsmechanismus.

A. ReiBverschlussartiger Mechanismus (Zipper Mechanism)

S/q (Lﬁ
R

B. Hydrophober Kollaps (Hydrophobic Collaps Mechanism)

Abbildung 19: Schematische Darstellung zweier Medebem Reil3verschluss- oder

Hydrophober-Kollaps-Mechanismus, zur Veranschaulighdes Faltungsprozesses eifes
Hairpins (nach Mufioz et &f). Diese Modelle zeigen die ungefaltete Aminosaupesnz
violett, bereits gefaltete Strukturen rot und hyalrobe Gruppen blau. Die grinen
Verbindungslinien symbolisieren Wasserstoffbriickehingen zwischen den beiden
Strangen, wahrend die blauen Linien Van-der-WaatssWgelwirkungen zwischen hydro-

phoben Residuen veranschaulichen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Untersuchungseli@-Hairpin-Peptide mit statischer
FTIR-Spektroskopie und mit zeitaufgeloster Tempesgrung-IR-Spektroskopie durch-
gefihrt werden, um deren Faltungseigenschaften Dgdamiken zu charakterisieren.
Zusatzlich in die Struktur eingebrachtdC=0 Isotopenmarkierungen einzelner selektiv

ausgewahlter C=0-Gruppen im Peptidrickgrat gebenMbglichkeit, lokale strukturelle
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Informationen uber die Kopplung der Schwingungen'd@=0 Amid | Banden zu erhalten.
Anhand dieser Banden lassen sich die Veranderudegep-Hairpin-Struktur lokal verfolgen

und nachweisen.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Entwickelte Anpassungsprozeduren

Um die Stabilitatseigenschaften von Proteinen sotdren zu kdnnen, wurden temperatur-
abhéangige Absorptionsmessungen der Polypeptide &ssmger Losung durchgefihrt.
Zusatzlich wurden die spektralen Komponenten deweedeten Losungsmittel .8, D,O
und deren Mixtur KHO/D,O einzeln vermessen. Um Absorptionsspektren vorerunt
schiedlichen Messungen und Proben miteinander eielgin zu kénnen, muss ihr jeweiliger
Temperaturunterschied minimal s&if. Dazu wurde ein Algorithmus entwickelt, der die
Temperaturunterschiede der zu vergleichenden Prabieein zehntel Grad Celsius reduziert.
Zusatzlich wurde ein weiterer Algorithmus entwidkemit dem Spektren voneinander
abgezogen werden kdonnen, um z.B. das Lésungsmdtekeiner Proteinlosung abzuziehen.
Die entwickelten und benutzten Algorithmen werdem praktischen Gebrauch zu einer

Gesamtprozedur zusammengefasst, die im Anhangpitef&.1.3 gezeigt ist.

4.1.1 Algorithmus zur Temperatur-Anpassung untersch iedlicher Proben

Die temperaturabhangigen Absorptionsmessungenideeleen Proben wurden unabhangig
voneinander durchgefuhrt. Zu jeder Messung, wie Kapitel 2.2 beschrieben, wird die
Temperatur des Wasserbades verdndert und anscidiefle Temperatur am Probenort
bestimmt. Bedingt durch auf3ere Einflisse, konnealb bei gleicher Wasserbadtemperatur
Temperaturvariationen am Probenort zwischen deersctiiedlichen Proben auftreten. Durch
die unterschiedlichen Temperaturen werden nebesngittitsunterschieden auch Banden-
verschiebungen hervorgerufen, die in dem Algoriteyaer Absorptionsspektren voneinander
abziehen soll, berticksichtigt werden mussen.

Zunéchst wird mit Hilfe eines Algorithmus eine ttmsche Angleichung einer spektralen
Komponente A§,T;) zu einer spektralen KomponentevBl,) durchgefiihrt, so dass nach der
Angleichung die Komponente A bei der gleichen Terape wie Komponente B vorliegt,
also A,T,). Diese Temperaturanpassung ist moglich, da sithder monoton steigenden

bzw. abfallenden Probentemperatur auch die Absorpstetig andert. In der folgenden
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Abbildung 20 ist ein Flussdiagramm dieses Algoritisnaur Veranschaulichung der einzelnen
Prozedurschritte dargestellt.

Experimentelle Daten:
Absorptionen bei unterschiedlichen Temperaturen|

A(T). A(T,). A(Ty). ... A(Ty)

0 Teesucln
Temperaturintervall mit
Tlntelvnll :Tgemchl + 3OC

U
Fur alle A(Tlnlcl\:zlll)
Offsetkorrektur im Spektralbereich
5700 cm™ bis 5800 cm™

i

Linecare Regression pro Wellenlinge v,
ﬁir allc A(Tlnlclvn""")
12]% T i3
1.1
2
~10 AA
< n
AT .
0.94 =
8 12 16
T /°C
O U
Absorption Steigung
A(Tgesuclihv) AA/AT(Tgtsuc]]H\’)

Abbildung 20: Flussdiagramm zum Algorithmus der peratur-Angleichung eines
Absorptionsspektrums AT) zu einer Temperaturgdsucne ZU der kein Spektrum experimentell

bestimmt wurde.

Am Beispiel einer Temperatur der Komponente B £TTgesucr) Wird der Algorithmus
beschrieben. Im ersten Schritt werden aus den terypabhangigen Absorptionsspektren der
Komponente A¢,Ta) alle Spektren zusammengetragen, die innerhalkseifemperatur-
intervalles von Tieval = Tgesuchit 3 °C liegen. AnschlieRend wird eine Basisliniemektur
(,Offsetkorrektur®) der ausgewahlten Spektren dgefiihrt. Als Kriterium dient dazu der
Spektralbereich von 5700 ¢hbis 5800 crit, da in diesem Bereich keine Absorptionsbanden
der verwendeten Lésungsmitteb® bzw. DO liegen und die Intensitat null sein sollte. Im

nachsten Schritt werden die Absorptionsintensitien Wellenlangev aus den einzelnen

56



MATERIAL UND METHODEN

Spektren extrahiert. AnschlielBend wird eine lineRegression der temperaturabhangigen
Intensitaten innerhalb des kleinen Temperatuririésvdurchgefihrt. Danach wird die
Intensitat an der gesuchten Temperatysdcaus den angepassten Parametern interpoliert.
Dieser Vorgang wird fur jede Wellenlange wiederhaibdurch sich wieder ein Spektrum
ergibt, AQ, Tgesuch). Dieser Vorgang lasst sich auf alle Temperatufgaer Komponente B
anwenden, sodass W{,) berechnet werden kann, sofern in der KomponengeAigend
Spektren (geschatzte Minimalanzahl von 3) innerlddb Temperaturintervalls vorhanden
sind.

Der vorgestellte Algorithmus liefert jedoch nichtrrdie Berechnung der Absorptionsspektren
an einer experimentell nicht bestimmten Temperaandern zusatzlich die Anderung der
Absorption bei der Anderung der Temperatur als Eonkder Wellenlange und Temperatur
AA/AT(v,T). Dieser Wert wird durch die Steigung der jewgeih Regressionsgerade

berechnet.

4.1.2 Prozedur zum spektralen Abzug von Lésungsmitt  elabsorptionen

Das Ziel dieses Algorithmus ist eine Subtraktiorr dénzelnen spezifischen ,reinen®
Absorptionskomponenten, wie z.B.,®, D,O oder HDO von ihren jeweiligen Mixtur-
l6sungen, wie z.B. von #0/D,0O Mixturen oder von wassrigen Polypeptid-Lésunggm
jedoch von einem Absorptionsspektrum einer PolydepsO-Losung sowohl BD als auch
HDO abziehen zu kdnnen, muss man zunachst das Hi2®8m aus dem Absorptions-
spektrum der Mixtur von ¥0/D,O bestimmen.

Im Folgenden wird der daftr entwickelte Algorithmdgssen Prozedurschritte in Abbildung
21 veranschaulicht sind, naher beschrieben. UmAdesihern von Absorptionsintensitaten
durchzufiihren, muss in einem ersten Schritt gewétett sein, dass die Temperaturen der zu
vergleichenden Komponenten gleich sind. Genereltdeudeshalb der in Kapitel 4.1.1
beschriebene Algorithmus der Temperaturangleichbegutzt. Die Absorptionsspektren
werden dabei an die Temperatur derjenigen Prober Hie Mixtur von HO/D,0,

angeglichen, mit der die ,reinen* Komponenten vietgth werden sollen.
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Auswahl der zu vergleichenden Absorptionsspektren
bei gleicher Temperatur von
A(Mixtur aus H.O/D.O), A(H.O).A(D.O)

=
=]
L

=
(=)
L

ot
W
1

Absorption / OD

o
o
|

6000

4500 3000 1500

Wellenzahl / cm"/ \
4 X

Auftetlung in Spektralbereiche
Offsetbercich Bereich Bereich H.O-Bande Bereich D.O-Bande
5940 cm” bis 5950 em™ | 1646 cm™ bis 1654 em™ | 1205 em™ bis 1213 cm™
Mixtur ,
A(HO/D.0) M, M. M,
AH.O) H, H. H,
A(D.O) B; D D,
Faktorensuche zum Lésen der Gleichungen:
H x+D;x-P=0
H.-x,+D.x.-P-=0
H.x,+D;x.-P.=0
gleichzeitige iterative Suche nach:
xund x
A(HDO)=A(Mixtur)-x; A(H.O)-x-A(D.O)

Abbildung 21: Flussdiagramm zum Algorithmus deksden Angleichung von Absorptions-
spektren. Dargestellt ist die allgemeine Vorgehaissv der simultanen spektralen
Angleichung der Absorptionsspektren vosOHund DO an eine Mixtur aus ¥D/D,O bei

gleicher Temperatur. Nach Abzug der angepasstenrptignen erhélt man das Absorptions-

spektrum von HDO (siehe Kapitel 5.1).

Nach der Temperaturangleichung werden aus den ptisosspektren drei Bereiche gewahlt,
die charakteristisch fur die entsprechenden Kompigmesind. Eine Basislinienkorrektur der
Absorptionen wird im Bereich um 5800 ¢ndurchgefiihrt, da in diesem Bereich keine
Lésungsmittelabsorptionsbanden beobachtet werdee. Absorptionsbanden von .8

werden im Bereich von 1646 ¢mbis 1654 cnt und die DO Banden im Bereich von
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1205 cnt bis 1213 crit an die Banden der Mixtur von,8/D,O angenahert. Eine genaue
Beschreibung der #0 und DO Absorptionsbanden wird in Kapitel 5.1 gegebenwitd nun
fur das jeweilige HO und DO Spektrum ein Faktor gesucht, der die Absorpticaerdie
Mixtur von H,O/D,O auf allen ausgewéhlten spektralen Bereichen eigleDa sich die
Absorptionen gegenseitig Uberlagern, muss die Surdwh beiden Faktoren gleichzeitig
erfolgen. Die Annéaherung an die jeweiligen Faktaegolgt durch eine iterative Anpassungs-
prozedur. Das endgiltige Absorptionsspektrum vorOHEhalt man, indem vom gesamten
Absorptionsspektrum der Mixtur g@/D,0O) die mit ihren Faktoren (x x;) gewichteten
Absorptionsspektren von @ und BO subtrahiert werden (vergleiche Gleichung (30)).

A(HDO)=A(Mixtur)-x ;- A(H,0)-x,- A(D,0) (30)

Der Abzug des Ldsungsmittels vom Gemisch aus Prgeliost in DO erfolgt analog wie flr
das HO/D,O-Mixtur-Spektrum beschrieben. Die auftretenden kaaren Unterschiede
werden im Folgenden dargestellt.

Zum Abzug des Absorptionsspektrums eines Losungssivon dem eines Polypetides in
wassriger Lésung wurden bereits einige Algorithmesrgestell#®”. Dousseau et &f.
benutzten die Region von 2800¢nbis 1700 crit, um ihre Subtraktionsprozedur zu
optimieren und passten die Intensitat der Absongbande von pD bei ~ 2125 cm an.
Powell et af* berichteten iber erfolgreiche Resultate ihres Aflgmus, der den Spektral-
bereich von 1990 cihbis 1790 crit zerteilt und an jedes Teilstiick eine Gerade anpsss
dass in beiden Geraden eine Steigung von Null erabird. Dong et &t beriicksichtigen
bei ihrem Wasserabzug zusatzlich AbsorptionsbaddenNasserdampfes. Das Kriterium zur
Beurteilung des erfolgreichen Wasserabzuges ish duer eine gerade Linie auf einem
Spektralbereich von 2000 ¢hbis 1750 crit. In der Arbeit von Wang et &.werden zwei
unterschiedliche Algorithmen vorgestellt, von derener beispielsweise zu dem Wasser-
spektrum einen Skalierungsfaktor multipliziert, deif iterative Art bestimmt wurde, bis eine
flache Basislinie zwischen 1950 ¢mnd 1750 crif erreicht wird.

Der in dieser Arbeit zum Abzug angewandte Algoritisnbeinhaltet einige Elemente aus den
bereits erwahnten Anpassungsprozeduren. Zum Einémd yedoch nicht nur das
Absorptionsspektrum von X an eine wassrige JD-Proteinldsung angepasst, sondern
zusatzlich auch der unterschiedliche HDO-Gehallen Losung beriicksichtigt. Es missen
also die Faktoren;xund % gefunden werden, damit das folgende Gleichungssysfelost

werden kann:
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A(Protein)=A(Protein, BO, HDO)-x-A(D,0)-X,-A(HDO) (31)

Des Weiteren werden die Spektren nicht im erwahi@pektralbereich von 2800 €rbis

1700 cnt angepasst, sondern bandenspezifisch je nach asamer Komponente fiir HDO
bei ~ 3404 crit und DO bei ~ 3840 ci. Ahnlich wie im beschriebenen Algorithmus zum
Erstellen des HDO Spektrum werden die Skalierukgsfan der beiden Komponenten
simultan und iterativ bestimmt. Zusatzlich wird @afr geachtet, dass im Bereich von
1850 cni* bis 1750 crit eine flache Basisline entsteht. Eventuell auftré¢e Basislinien-

verschiebungen werden zum Abschluss der Anpasstomspur in dem genannten

Spektralbereich minimiert.

4.2 Analyse der statischen FTIR- und CD-Spektren

Die Beschreibung der Absorptionsdaten, die im tlsrhen Gleichgewicht beim Erhitzen
einer Probe die Entfaltung eines Peptids oder Proteiedergeben, kann im einfachsten Fall
Uber ein Zwei-Zustandsmodell (vgl. Kapitel 3.1.5pkgen. Dabei wird ein Modell benutzt,
das jeweils die Absorptionen und ihre minimalen afglerungen im nativen bzw.
denaturierten Zustand durch eine lineare Funktieschreibt, die Uber eine Sigmoidal-
funktion miteinander verbunden sind. Die Breitegi@ing und der Mittelpunkt dieser
Sigmoidalfunktion sind ein MaR fir die Anderung derthalpieAH,, der Warmekapagzitat
AC und der Ubergangstemperatyy des untersuchten Peptids. Eine solche Beschreibumg
thermodynamischen Analyse eines Faltungs- bzw.aEuaitfgsprozesses kann sowohl mit den
FTIR- als auch CD-Daten durchgefuhrt werden. Sieatd3erdem universell einsetzbar zur
Beschreibung von Absorptionsanderungen bei eireefieWellenlange und von Frequenz-
verschiebungen.

Allgemein kann die folgende Funktion zur Beschraipuer thermischen Entfaltung eines
Peptids genutzt werden, wol8%ir) ein Signal bei der Temperatur T darstellen:soll

Keq(T)

0(T)=(Y1+m1-T)+(Y2 +m2-T)-1+K—(T)
eq

(32)

Dabei beschreiben zwei Geraden mit ihrem jeweili@edinatenschnittpunkt ;ybozw. Y, und

die dazugehorigen Steigungen; nbzw. mp die linearen Verlaufe im nativen bzw.
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denaturierten Zustande. Der Sigmoidalanteil wir@ritie Gleichgewichtskonstante.KT)

beschrieben.

(33)

AG(T)>

Keq(T) = exp (— T

Abbildung 22 zeigt zur Veranschaulichung den tempgabhangigen Messsignalverlauf und

die einzelnen Komponenten der in Gleichung (32¢lmesbenen mathematischen Funktion.

Gerade 2:
g2, =(Y,+m,T)

A Messdaten I

Signal(T)

gesamte Kurve:
Signal(T)=g, + g;l\'\.l‘i'l V(1 + K\_\‘(‘I'))

Gerade 1:
g = YI + ml-T

85 300 315 30 345
Temperatur / K
Abbildung 22: Veranschaulichung des Modells ausidBleng (32) zur thermodynamischen

Analyse von temperaturabhangigen Messsignalen.

Durch die Freie Energie, beschrieben durch die &HMelmholtz-Gleichung, werden die
EnthalpieanderungH,, die Anderung der Warmekapazits€ an der Ubergangstemperatur
und die Ubergangstemperatuy Beschrieben:

AH,, T
AG(T) =AHm+AC-(T—Tm)—T-<—+AC-ln—) (34)
T, T,

Insgesamt miussen mit dem hier beschriebenen MadelAnpassung des in Abbildung 22

dargestellten temperaturabhéngigen Signalverlaiéegn Parameter ermittelt werden.

Zur thermodynamischen Analyse kann auch die Abigtwer Absorptionen nach der

Temperaturdi—(TT) angewandt werden. Die Berechnung der Absorptiaimilmgen—di(:) aus

den experimentell zuganglichen Absorptioém) erfolgt nach einem einfachen Prinzip, das

unter anderem auch in Kapitel 4.1.1 erklart wiréfid werden alle Absorptionsdaté(r),
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die innerhalb eines gewéhlten TemperaturbereiclzeB, +3 °C um eine bestimmte
Temperatur 7T liegen, extrahiert. Anschlieend wird mit dieseemperaturabhangigen

IntensitaterB(T, = 3 °C) eine lineare Regression berechnet, deteigug der Absorptions-

anderung‘% entspricht.

Eine Madglichkeit diese temperaturinduzierten Absiornsanderungen mit einer mathe-
matischen Funktion zu beschreiben, kann Uber diéeithing aus der Gleichung (32)
hergeleitet werden. Dafir muss jedoch auch die iAlrlg der Gleichgewichtskonstanten
Ke(T) gebildet werden. Das Zusammenfassen aller Faktalie von T abhéngig sind, ergibt:

1
[(AHm +AC —InTp) + (AC - Ty + AHp) - =+ ACIn T]) (35)

1
Keq(T) = exp (— R

Durch Anwendung der Produktregel kann die Ableitbegechnet werden:

dKeo(T)  AC (AC - T, + AH,,)

dT R-T ea(T) + R-TZ2

+ Kog (T) (36)

Mit diesem Zwischenresultat und durch Anwendung @aotientenregel bei der Ableitung

erhalt man fur die Ableitung der temperaturabhaegimtensitaten:

d
do(T) My« [Keq(T) + Keg(T)?] + (Y + m, - T) ‘Kfl+m

ar — ™ (1+ Keq(T))z

(37)

Eine Veranschaulichung der aus den temperaturaid€n&ignalen berechneten Ableitungs-
daten und der mathematischen Funktion, die duraicking (37) beschrieben wird, ist in
Abbildung 23 dargestellt.
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0.8 -

A  Messdaten

0.6 ——— Modell

0.4 4

dSignal(T)/dT

0.0

w5 300 315 330 345

Temperatur / K
Abbildung 23: Veranschaulichung des mathematiscMadells zur Beschreibung der
Ableitung der Messdaten nach der Temperatur.

Der Vorteil der Beschreibung der temperaturabh'e’mgigbsorptionsénderungedég liegt

. . ao(r : . .
darin, dass ein Parameter zur Anpassung—\éél# weniger (sechs Parameter), ndmlich kein

Ordinatenabschnitt iYder Geraden, die den nativen Zustand beschreilstinfrat werden
muss, wie bei der Beschreibung der temperaturaligp@mgignale (sieben Parameter). Diese
Gerade ist ein kritischer Punkt bei der Beschregbdes Denaturierungsprozesses. Allen und
Pielal® veranschaulichten die Auswirkungen der Reduzieruwtey experimentellen
Messpunkte, die mit dem nativen Zustand identiftzigerden, auf die thermodynamischen
Parameter. Um diese Einfliisse zu reduzieren, zeigtdn und WeeRY dass durch eine
Beschreibung ohne diese Gerade eine entscheidegllerduelle der Analyse minimiert
werden wuirde. lhre mathematische Beschreibung elmpératurabhdngigen Messsignale
wurde ebenfalls auf der Grundlage eines Zwei-Zwsarodelles gegeben.

d(Signal)

i =A-f-(1—f) T? (38)

Darin wird f als Anteil der denaturierten Proteineschrieben, die tUber die Gleichgewichts-
konstante K{T) definiert wird.
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Keq(T)

T Keg(T) + 1 (39)

In dieser Gleichung wird die Gleichgewichtskonstali{(T) durch die van't Hoff Enthalpie
AH,; und die Ubergangstemperatuy, Testgelegt. Es wird lediglich der Einfluss einer

Anderung der Warmekapazitat an der Ubergangstetyperaiier Acht gelassen.

Keq () = exp (AH”” (- 3)) (40)

Durch Einsetzten der Gleichung (39) in(38), erhd@an eine Gleichung, in der alle

anzupassenden Parameter stecken.
d(signal) 4 Keq(T)
ar 2
(1+ Keq(D)

2

(41)

Diese Gleichung besitzt zwar nur drei anzupass&atameter (AAH,4 und AC), ist aber
eine durch die Autoren John und Weeks empirisclurgfne Formel. Ein Vergleich mit
Gleichung (37), bei der alle Terme, d¥ enthalten, entfernt wurden (od&€=0 gesetzt

wurde), liefert:

oy e [Keg( 4 Keqz(T)Z]
ar (1+ Keq(m))

(42)

Dadurch wuirde sich die Anzahl der anzupassendesmi®der zwar auf vier verringern, eine
quadratische Abhangigkeit von der Temperatur, wi€leichung (41) beschrieben, ist jedoch
nicht offensichtlich.

In dieser Arbeit wurde die Analyse der temperathéagigen spektralen Signale und die ihrer
Ableitung simultan durchgefiihrt. Die Parameter, Gikeichung (32) und (37) verbinden,
wurden bei deren Bestimmung miteinander verknUgdt,dass bei der Anpassung eines
temperaturabhéngigen Intensitatsverlaufes und dgelorigen Ableitung 7 anstelle von 13
verschiedenen Parametern ermittelt wurden. Diesbemaatische Anpassung wurde mit der
Software IGOR Pro, Version 5.0.3.0 (WaveMetrics;. IrOregon, USA) durchgefuhrt, da
damit eine Verknipfung der Parameter bei der Anpagsler Datenpunkte mit verschiedenen
mathematischen Funktionen durch den Programmtéih& Fit“ moglich ist.

Abschlie3end bleibt zu erwahnen, dass die hieragaefte Methode zur Analyse von thermo-

dynamischen Parametern streng genommen nur flrsibeeentfaltende Systeme verwendet
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werden darf. Sie basiert auf einem Zwei-Zustandsihodas eine Gleichgewichtsreaktion
zwischen nativ gefalteten und denaturierten Zustaimsks Proteins beschreibt. Bei der
Auswertung von irreversiblen Faltungsprozessen,dereAggregation eines Peptids wird als
bestmdgliche Naherung ebenfalls das Zwei-Zustandstheerwendet und zur Beschreibung
der Gleichgewichtsdaten benutzt.

4.3 Probenpraparation

Ribonuklease A aus dem Rinderpankreas (Type I|-Aydewuvon Sigma (Taufkirchen)
erworben, ohne weitere Aufreinigung untersucht dadu in einem 10 mM Phosphat@
(Reinheit 99,9%, Euriso-Top GmbH, Saarbriicken) &ufiit einem pD-Wert von 6.7 geldst.
Zum kompletten HD-Austausch von RNase A igCBLOsung wurde das Protein vor der
Untersuchung zunéchst auf 60 °C fiir 20 Minuten emtd®® Bei dieser Temperatur ist die
strukturelle Stabilitdt und Rigiditat des Protebeseits erniedrigt und die Wasserzugéanglich-
keit erhoht, so dass ein Austausch von den an datei gebundenen Protonen mit
Deuteronen stattfinden kann. Danach wurde die Pt6&ing lyophilisiert (gefriertrocknet).
In einem letzten Schritt wurde wieder so vieJ(DPufferldsung hinzugegeben, dass eine
Proteinkonzentration von 20 mg/ml in Losung untenswerden konnte. Durch diese Art der

Probenpréparation wurde versucht, den HDO-GehalPd#be zu minimieren.

Polyglutaminsédure mit einer Molekularmassenventglwon 50.000-100.000 g/mol wurde
ebenfalls von Sigma (Taufkirchen) erworben. In eiReptidbindung betragt die molare
Masse von Glutaminsaure {fsNO3z) nach Abspaltung eines Wassermolekils ~ 128 g/mol.
Das somit untersuchte Homopolymer besteht demnacls &90-780 Residuen.
Polyglutaminsdure wurde in einer,@-Losung bei neutralem pD geldst. Durch langsame
Zugabe von DCI und NaOD (Euriso-Top GmbH, Saarbetigkwurde der gewilnschte
pD-Wert eingestellt. Dieser wurde mit einer pH-Eiele, die durch BD-Pufferlésungen
geeicht wurde, bestimmt. Um aus dem mit der verwtsrd Elektrode gemessenen pH-Wert
den pD-Wert zu erhalten, wurde ein Wert von 0,4iextfd.

pD-Wert = pH-Wert + 0,4 (43)
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Die untersuchten Trpzip-Peptide wurden am ReseResources Center der University of
lllinois at Chicago in der Arbeitsgruppe von Proimothy A. Keiderling synthetisiert, indem
FMOC Standardtechniken benutzt wurden. Die Aufmring der Proben wurde durch
HPLC-Verfahren und MALDI MS bestatigt. Um die réstlen Trifluoroacetat (TFA)
Gegenionen zu entfernen, die nach der Peptidsyatimsh am Peptid verblieben sind, wurde
die jeweilige Peptidprobe in 0,1 M DCI geldst undsehlieRend lyophilisiert. Dieser
Praparationsschritt wurde drei Mal wiederholt, wathunicht nur TFA vom Peptid geldst
wurde, sondern auch ein HD-Austausch erfolgte.dirtén Lyophilisierungsschritt wurde das
Peptid mit der bereits erwahnten DCI-Losung vetsstz dass eine Peptidkonzentration von
20 mg/ml untersucht werden konnte. Der pH-Wertldisung wurde mit einer pH-Elektrode

bestimmt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Statische und zeitaufgeloste Studien der verwen  deten Losungsmittel

Um Absorptionsbanden eines biologischen Makromdtekidn denen des L&sungsmittels
unterscheiden zu kénnen, werden zunéachst die Ebaefien des Losungsmittels,®, DO

und deren Mixtur untersucht. Dabei soll zunachst Wdeterschied der Absorptionsspektren
der Substanzen bei einer festen Temperatur undhiéedend die Veranderungen in den

Absorptionsspektren beim Erhitzen dieser Proberigewerden.

5.1.1 Vergleich der Losungsmittelspektren bei konst  anter Temperatur

Uber die Absorptionsbanden und ihre jeweiligen Sngungsmoden soll hier zunéchst ein
ganz allgemeiner Uberblick gegeben werden. Dazd dia Absorptionsspektren von®,
D,O und einer Mixtur aus 70 %,D und 30 % HO bei gleicher Temperatur gemeinsam in
Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Absorptionsspektren vonH(blau), O (rot) und einer Mixtur von 70 %
D,0 und 30 % HO (grun) bei gleicher Temperatur von 14 °C.
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Die in Abbildung 24 dargestellten Absorptionsspektrder Losungsmittel wurden bei
unterschiedlichen Schichtdicken bestimmt. Die n@gfiche Schichtdickenbestimmung
wurde mit dem Gesetz von Lambert-Beer nach Gleigh@y und den molaren Extinktions-
koeffizienten, die in Tabelle 6 zusammengestefitlsdurchgefuhrt. Zur Analyse wurden die
Absorptionen der Banden bei 3404tnund 2505 crit verwendet. Die so ermittelten
Schichtdicken sind fur ¥ 1,8um, fur DO 2,5um und fur die Mixtur 3,5um.

Die jeweils auffalligste Absorptionsbande im Spekirvon HO bzw. DO, dargestellt in
Abbildung 24, entstehen durch die OH- bzw. OD-$sebwingungen und einer Oberton-
schwingung der OH- bzw. OD-Biegeschwingung derpetshenden Molekiile bei 3404 ¢m
fir H,O und 2505 cil fir D,O. Im Spektrum der Mixtur sind die Banden, die das—OH
und —OD -Streckschwingung entstehen, jeweils getrefoneinander an den benannten
Positionen zu erkennen.

Kleinere Banden, die durch die Kombination von hiiwn und Biegeschwingung entstehen,
sind im Absorptionsspektrum vorn,® bei 1550 cit und von HO bei 2129 crit bemerkbar.
Die jeweilige Absorptionsbande, die sich nur dudik entsprechende Biegeschwingung
bildet, wird fiir DO bei 1209 cit und fiir HO bei 1645 cnt offensichtlich. Der auffalligste
Unterschied des Absorptionsspektrums der Mixtuden jeweiligen reinen Spektren entsteht
durch die HDO-Biegeschwingung und wird durch einsszzzliche Bande bei 1457 ¢m
erkennbar. Durch das Auftreten zusatzlicher Absongbanden in der Mixtur von D mit
H,O lasst sich schlussfolgern, dass weitere spektkaenponenten von HDO-Moden
auftreten. HDO kann nicht als chemisch reine Sulzsisoliert werdet{®2 Es existiert nur in
Mixturen von QO und HO, die HDO durch Austauschreaktionen beinhalten. tas
Absorptionsspektrum von HDO zu bestimmen, musserbdsorptionsspektren vor,O und
H,O von der Mixtur abgezogen werden. Davor muss jedsichergestellt sein, dass alle
miteinander zu verrechnenden Spektren die gleig@mepEratur aufweisen. Das kann mit dem
weiter oben beschriebenen Algorithmus zur spekiraleemperaturangleichung (siehe
Kapitel 4.1.1) erreicht werden. Das Kriterium flinen optimalen Spektrenabzug ist die
simultane spektrale Anpassung der Absorptionsbarttn1209 crit fir D,O und bei
1640 cni fiir H,0.

Ein so erhaltenes HDO-Absorptionsspektrum ist irbillung 25 dargestellt. Neben den
Absorptionsbanden von HDO selbst erkennt man daestbeitrage der Absorptionsbanden

der ,reinen” DO und HO Komponenten mit negativer Intensitat. Diese ehtst aufgrund
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einer Positionsverschiebung der Absorptionsbandechdden Isotopeneffekt und kbénnen bis
zu 10 cm' betragef?.
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Abbildung 25: Absorptionsspektrum von HDO bei 14 °6achdem von einem

Absorptionsspektrum einer Mixtur aus 70 %CDund 30 % HO (Schichtdicke von 7,&m)

die jeweiligen Anteile der ,reinen* Komponenten siahiert wurden.

Im dargestellten Absorptionsspektrum sind drei raat& Absorptionsbanden erkennbar. Die
groRte Intensitat weist die Bande der —OH-Streakssugung bei 3411 cih auf, gefolgt von
der —OD-Streckschwingung bei 2515tmnd der noch kleineren Bande der HDO-Biege-
schwingung bei 1456 ch Des Weiteren kdnnen zwei in ihrer Intensitat sativere Banden
erkannt werden. Zum einen die Absorptionsbande 2945 cnt, die aus der Oberton-
schwingung der HDO-Biegeschwingung entsteht und znmderen die breite Bande bei
1861 cni', die ihren Ursprung in der Kombination von Libeats- und Biegeschwingung hat.
Eine Ubersicht der groRten Absorptionsbanden va®©,HD,O und HDO und ihrer

zugehdrigen molaren Extinktionskoeffizienten isTabelle 6 zusammengestellt.
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H,O HDO DO
Vo €0 Vo €o Vo €o

(cm™) (Mtemt) (cm™) (Mtemt) (cm®) (Mtemt)
Kombination von N .
Streck- ¢3) und 3840 0.74
Biegeschwingung 3830t 0.671
(v2)

3404 99,9* | 3385(-OD)t 2504@1+2v,+vg)* | 71,5%

* -
Streckschwingung (V1+2v,+v3) 3410¢-OD)t | 62,51 2540 §1+2vy)t 59,82t
(symmetrischv,+ )
asymmetriscivs) + 3280 54,54t | 24900-OH)% 2450 @31 55,21t
Oberton der
2
(2v2) 3490 0t | 62,7t | 2930 (@)t
2920 (2y)t 4,34%
Kombination von . . . .
Librations- und 2127 3,5 1850% 1555 191
Biegeschwingung | ) o5+ 3,231 1840t 3,361 1555t 1,74t
(va+vy)
. . 1643* 21,8* 1450% 1209* 17,4*

Biegeschwingung
(v2) 1645t 20,8t 1460t 20,7t 121571 16,11

Tabelle 6: Positionen und molare Extinktionskoedfilren von Absorptionsbanden von
Wasser (HO, D,O und HDO) im Spektralbereich von 4000-1000'chei 25 °C (nach

*Venyaminov et ai?, tBayly et af* und fLibnau et af®)

5.1.2 Temperaturabhangigkeit der Absorptionseigensc

und HDO

haften von H ,O, D,O

Bei der Variation der Temperatur einer wassrigersung verandern sich Position und

Intensitat der jeweiligen Absorptionsbanden. Dakiekt sich die Anderung der Temperatur

unterschiedlich stark auf die jeweilige Absorptibasde aus. Es gibt dennoch vergleichbare

qualitative Tendenzen der Absorptionsveranderungen

Abbildung 26 veranschaulicht werden sollen.
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Abbildung 26: Absorptionsspektren von(H(oben) und BO (unten) bei unterschiedlichen
Temperaturen beim Erwdrmen des Ldsungsmittels BotC2auf 85 °C (Schichtdicke: B
2 tm und DO 5,64m). Die Richtungen der durch die Temperaturverandgrverursachten

Positionsverschiebungen und Intensitatsanderungehdurch Pfeile angedeutet.

Beim Erhitzen der LOsungen verschiebt sich die tRwsider Absorptionsbanden der
jeweiligen Streckschwingung vorb© (2500 cnit) und HO (3404 cnt) zu héheren Wellen-

zahlen, wahrend gleichzeitig ihre Intensitat abntmim Unterschied dazu verlagert sich das
Maximum der Absorptionsbande der Kombination ausdtions- und Biegeschwingung von
D,O (1550 crif) und HO (2129 crif) zu niedrigeren Wellenzahlen. Simultan dazu
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vermindert sich die Intensitat der jeweiligen BanBes Weiteren wurde beobachtet, dass
sich die Veranderungen der Absorptionsbanden daresitsprechenden Schwingungsmoden
von H,0O, DO und HDO gleichen. Im Falle der Biegeschwingunglsiie Verdnderungen
jedoch sehr klein. Dennoch ist die Tendenz der Bapdsitionsverschiebung von,©@
(1209 cm') und HO (1645 cr) zu niedrigeren Wellenzahlen und das gleichzeitige
Ansteigen der Absorptionsintensitat erkennbar.

Die gleichen beschriebenen qualitativen Tendenzen jeweiligen Schwingungsmoden
treffen auch fur die Absorptionen von HDO zu, dieAbbildung 27 zur Vervollstdndigung
der Temperaturabhangigkeit der untersuchten Losoitigs dargestellt sind.
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Abbildung 27: Absorptionsspektren von HDO bei wtbredlichen Temperaturen beim

Erwarmen von 25 °C auf 85 °C nachdem der jeweifg¢eil an DO und BO abgezogen

wurde (Schichtdicke 7,8m). Die durch das Erhitzen verursachten Positiorssid@ebungen

und Intensitadtsanderungen der Absorptionsbandeth @gimch Pfeile angedeutet.

5.1.3 Analyse der temperaturabhangigen Absorptionsd  nderungen von H ,0
und D,O

Die Moglichkeit einer zusatzlichen Analyse der temgiurabhangigen Absorptions-

anderungenAA/AT(T) ist durch die Berechnungen, der zur Tempeaagleichung der

Absorptionsspektren benutzten linearen Regressiod,speziell durch die damit bestimmte
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Steigung gegeben. Der Wert der Steigung an eingtinbten Wellenzahl- Position im
Spektrum bei einer Temperatur T kann als Absorp@ioderund\A(v,T) beim Erwéarmen der
Probe um 1 °C interpretiert werden.

Die AA/AT(v,T) Spektren von BD und BHO sind exemplarisch flr jeweils drei verschiedene
Temperaturen in Abbildung 28 dargestellt. Die Wadtl dargestellten spektralen Region zeigt
die Bereiche, in denen auch Schwingungsmoden vatidea und Proteinen zu erwarten
sind. Die Bandenzuordnung kann dadurch erfolgenss denan temperaturabhangige

Veradnderungen im Absorptionsspektrum mit lokalertr&mwerten imAA/AT-Spektrum

vergleicht.
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Abbildung 28:4A/AT(v,T) Spektren von # (links) und DO (rechts) veranschaulichen die
Anderung der Absorption beim Erwarmen um 1 °C lmschiedenen Temperaturen. Die
dargestellten Spektren sind normiert aufiatt Schichtdicke. Zum Vergleich sind die

Positionen der jeweiligen Absorptionsbanden im Absonsspektrum kursiv dargestellt.

Im dargestellten spektralen Bereich von 2800-1180 ¢on H0 (2100-1100 cf von D,0O)
konnen zwei Absorptionsbanden untersucht werdam Alestieg der Temperatur verursacht,
wie bereits erwahnt, eine Intensitdtsabnahme deiter Absorptionsbande bei 2127tm
(1550 cmt'), der Kombination von Librations- und Biegeschwing im Absorptionsspektrum
von H,O (D;O) und verschiebt dessen Frequenz (vergleiche édmhildung 26). Dieser
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Effekt bewirkt, dass in\A/AT(v,T) Spektrum ein Minimum bei 2160 €n{(1597 cnit) und
ein Maximum bei 1950 cth (1443 cn) beobachtbar ist. Eine ahnliche, jedoch starker
ausgepragte spektrale Verdnderung ist fir die skehmddsorptionsbande der Biege-
schwingung bei 1645 cm(1209 cnt) erkennbar. Die Frequenzverschiebung und Intessita
anderung fihren zu einem deutlichen Minimum bei 5168* (1240 cm') und einem
Maximum bei 1636 cih (1206 cnt) im AA/AT(v,T) Spektrum. Die beobachtete
Absorptionsénderung bei 1443 ¢nim AA/AT(v T) Spektrum von BO kann eindeutig der
Biegeschwingung von HDO zugeordnet werden, des&sotionsbande bei 1456 Criiegt
und das in geringen Anteilen in,O vorhanden ist. Zur Erganzung bleibt, dass eiriéfer
Kurvenverlauf vomAA/AT(v,T) mit einem Minimum und Maximum jeweils links umechts
von der Frequenzposition der Bande des Absorptpakssims fur die Streckschwingung von
H,O und DO im jeweiligen Spektralbereich von 3700-2900%crand 2800-2100 cth
beobachtet wird (Daten nicht gezeigt).

In Ubereinstimmung mit Rahmelow et ®l.und Libnau et al® bleibt das Profil des
temperaturabhangigeAA/AT(v,T) Spektren von BD im untersuchten Temperaturbereich
erhalten. Die gleiche Aussage trifft auch auf j&#dAT(v,T) Spektren von BD zu. Jedoch
wird ersichtlich, dass durch Erwarmen der ProbeAthsolutwerte voiAA/AT (v, T) erniedrigt
werden. Im Unterschied zu den Ergebnissen der em@ahAutoren sind die gezeigten
Absorptionsanderungen nicht konstant. Man kannrstgatlich erkennen, dass die Anderung
der Absorption bei Temperaturen von 25 °C gro3ealssdiejenigen bei 82 °C.

Ein Vergleich derAA/AT(v,T) Spektren von BD und HO zeigt ein fast identisches
Kurvenprofil der Spektren. Sie unterscheiden sachdlich durch eine Frequenzverschiebung,

die aufgrund des Isotopeneffektes auftritt.

5.1.4 Zeitaufgeloste Untersuchungen des D ,0O-L6sungsmittels mit der
Temperatursprung-Apparatur

Um eine Probe innerhalb von ca. 10 ns zu Erwarnarss die dazu notwendige Energie
aufgenommen, d.h. absorbiert werden kénnen. Umrdafleeine moglichst grol3e spektrale
Trennung von Anregungslicht und Messlicht (160000 cni’) zu erreichen, wurde deshalb
die Obertonschwingung des Losungsmittels bei ~ 520bangeregt. Die Wellenzahl fiir die

Anregung des Temperatursprunges betragt 5238 Bxamit lassen sich sowohbD als auch
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H,O Losungen erwarmen. In Abbildung 29 sind tempeadfodngigen FTIR-Absorptions-
spektren von BD im hier betrachteten spektralen Bereich dardestelese abgebildete
Absorptionsbande von £ entsteht aus dem Oberton der Streckschwingung?2Wie
bereits gezeigt, ist die Bandenposition stark teatpeabhangig. Bei 5°C liegt ihr
Absorptionsmaximum bei 5030 ¢hund wird dann zu héheren Wellenzahlen verschoben,
sodass bei 85 °C das Maximum der Absorption beRE6" liegt. Die Absorptionsbande
von H,O entsteht aus einer Kombination von Streck-, Biagel Torsionsschwingung und
besitzt ihr Absorptionsmaximum bei 5160°tHi. Dadurch lasst sich auch in® mit der hier

benutzten Anregungswellenzahl von 5238'cein Temperatursprung induzieren.
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Abbildung 29: Absorptionsspektren vonbei einer konstanter Schichtdicke von 199

und bei unterschiedlichen Temperaturen von 5 -@5 Die Wellenlange, bei der die

Anregung des Temperatursprunges erfolgt (1909238 crt), ist eingezeichnet.

Zur Beurteilung der GrolRe des Laser-induzierten pamatursprunges wurden
Untersuchungen in Bezug auf dessen Schichdicked- Temperaturabhangigkeit durch-
gefuhrt. Vergleicht man Proben, die sich in ihrgtischen Schichtdicke unterscheiden,
jedoch bei gleicher Anfangstemperatur liegen, salwin Temperatursprung-induziert, der
unabh&ngig von der Schichtdicke der Probe ist umdér die gleiche GroRe besifztNach

dem Gesetz von Lambert-Beer und aus experimentsigischen IR-Absorptionsdaten geht
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hervor, dass die Absorption bei 5238 tivei einer gréReren Schichtdicke starker ist als be
kleineren Schichtdicken. Das resultiert daher, daser Probe mit der groReren Schichtdicke
mehr Molekdle in dem durchstrahlten Probenvolumed.sledes einzelne Molekil absorbiert
jedoch immer die gleiche Menge an Energie, sofeemiigend Anregungsenergie zur
Verfigung steht. Dadurch ist der Temperaturspruinrgdfe untersuchten geringen Schicht-
dicken von 1Qum bis 100um schichtdickenunabhéngig. Um diesen Effekt expemi@il zu
belegen, wurden Temperatursprung-Experimente derschiedlichen Schichtdicken, jedoch

mit gleicher Anfangstemperatur durchgefihrt.
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=l |
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Abbildung 30: Temperatursprung-Experimente zur Uuntehung der zeitaufgelosten
Absorptionsanderungen vorn,® bei verschiedenen Schichtdicken und identisciméarfys-
temperatur. Links: Experimentell bestimmte Absorpiransienten von J®, Rechts:

Absorptionstransienten des Losungsmittels, digraafjeweilige Schichtdicke normiert sind.

In den experimentell bestimmten Absorptionstrarteier{Abbildung 30, links) erkennt man

deutlich, dass fiur die groRere Schichtdicke eirdegkste Absorptionsanderung beobachtet
wird, als fur die kleinere. Dieser Effekt ist durdas Lambert-Beer Gesetz erklarbar, bei dem
die Absorption proportional zur Schichtdicke eiReobe ist. Um eine Aussage uber eventuell
gleich grof3e Temperaturspringe zu treffen, werderbeobachteten Absorptionsédnderungen
auf die Schichtdicke normiert, indefxA durch die Schichtdicke geteilt wird. Dann erkennt

man (Abbildung 30, rechts), dass die nun schick&fianabhéngigen Absorptionstransienten
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kurz nach dem Temperatursprung tatsachlich einerchglgroRen Wert aufweisen. Das
bestétigt die Annahme, dass die Grol3e des Tempgpainges schichtdickenunabhangig ist.
In Abbildung 30 erkennt man jedoch auch, dass dktAlprozess schichtdickenabhangig ist.
Je dicker die Schichtdicke ist, desto langsameltklié Probe wieder ab. Die erwdrmte Probe
wird jeweils durch die Materialien ihrer Umgebungkaltes® Lésungsmittel und die
Cak-Fenster abgekihlt. Dieser Abkilhlprozess, verutsdanch Warmeleitung, ist umso
starker, je kleiner die Schichtdicke der erwérnfeobe ist. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass die Warmeleitung uber die Flachen der beidgneazenden ,kalten® Komponenten,
D,O und CakFenster, erfolgt. Durch die Abnahme der Probemrsttlicke, nimmt auch die
Flache der BO-Komponente und somit deren Einfluss auf den Ahkidlzess ab. Dadurch
steigt der Einfluss der CalKomponente.

Theoretische Betrachtungen der Abkuhlung beschmeiden Prozess damit, dass die
erwarmte Probenzone von seiner Umgebung, dem kali@sungsmittel und dem
CaFk-Fenster durch Warmeleitung abgekihlt wird. ZurdBesibung dieses Prozesses werden
die folgenden Annahmen gemacht. Die Intensitat daserstrahls und somit auch die
Verteilung der durch das LOsungsmittel aufgenommerignergie entspricht einem
Gauss’schen Strahlprofil. Deshalb wird die gesaspizifische Energie Q als eine Funktion
des Ortes r beschrieben durch:

_ B (2007 44
Q) = ool (44)

Die Breite der Verteilung wird mit, die Dichte des Losungsmittels npit die Schichtdicke
mit L und die durch die vom Losungsmittel aufgencene, gesamte Energie mit E
bezeichnet. Mit dieser Energieverbreitung ist edeschreibung der Temperaturverteilung
innerhalb der Probe ogTdirekt nach dem Temperatursprung moéglich, bei dech die
spezifische Warmekapazitay Gerticksichtigt ist.

_ e (45)
-

To

AuBBerhalb der durch den Laserpuls erwarmten Prolbems die Anfangstemperatur des
D,O-Cak-Systems mit dem thermischen Gleichgewichtswertreibe der Uber den
Probenhalter eingestellt wird. Die achsensymmétesteitabhéngige Gleichung der Wéarme-

leitung kann in Zylinderkoordinaten folgenderma®eschrieben werden:
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oT 0°T 10T 0°T
o _ . (9F Lor o7 (46)
ot or? ror 0z2
mit:
a=k/pC, (47)

Dabei wird die Diffusionsfahigkett beschrieben durch die Warmeleitfahigkeit k, dieHde

p und die spezifische Warmekapazitdt Ourch das Losen dieser Warmeleitungsgleichung
gaben Wray et dleine Beschreibung des zeitlichen Temperaturalsfaiieerhalb einer Probe
durch die Warmeleitung nach einem TemperatursprBrgyzu einem bestimmten Zeitpunkt
nimmt dabei die Temperatur innerhalb der Probe eitlich gleicher Art und Weise ab,
unabhangig von der Schichtdicke der erwdrmten PrBb& ab dem berechneten Zeitpunkt
wirkt sich die unterschiedliche Schichtdicke aué @tarke des Abkuhlprozesses aus. Durch
ihre theoretische Analyse zeigten Wray et al. urdaderem, dass Temperatursprung-
Experimente von Lésungen fiir 1Qén Schichtdicke innerhalb einer Zeit von 2,04* &0 fiir
50pum Schichtdicke innerhalb von 5,116 und fiir 2Qum Schichtdicke innerhalb von
8,13-1¢ s beobachtet und ausgewertet werden kénnen. Ziokatrde festgestellt, dass die
Dauer des Temperatursprunges invers proportional\Vearmeleitfahigkeit des benutzten
Fenstermaterials ist. Indem also diese Warmelegkait halbiert werden wirde, kénnte die
Dauer der experimentell auswertbaren Zeit verdappeiden.

Die theoretischen Beschreibungen des zeitlichenbitatsverlaufes nach einem Temperatur-
sprung werden durch die hier gezeigten experiment&rgebnisse bestétigt. Der Prozess der
Abklhlung einer Probe verlauft fur kleine Schichkdin schneller als fir grof3e (Abbildung
30).

Werden nun Absorptionen mit gleicher optischer &udgicke, jedoch unterschiedlicher
Temperatur (siehe Abbildung 29) verglichen, so fttrifdie Argumentation der
unterschiedlichen Anzahl von Lésungsmittelmolekihécht mehr zu. Ausschlaggebend fir
die Grol3e des Temperatursprunges ist dann die ptisorder Energie der Laserstrahlung bei
5238 cmt'. Der durch die Erwarmung verursachte Effekt derseleiebung der Absorptions-
bande zu héheren Wellenzahlen ist an der Absormie@nzum Temperatursprung benutzten
Anregungsfrequenz bemerkbar. Der Vergleich der Afimn bei 5238 cil verdeutlicht,
dass diese fur 5 °C geringer ist als fiur 85 °C. l8#eren Temperaturen kann also mehr der

eingestrahlten Energie absorbiert werden als beferen Temperaturen. Fir einen
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theoretischen T-Sprung von 10 °C bei einer Anfagrggeratur der Probe von 5 °C und einer
Absorption von 11 % erhalt man bei einer Anfanggteratur von 85 °C, bei der die
Absorption 18 % betragt, einen Temperatursprungi&a °C.

Zur Bestimmung der effektiven Grof3e des Temperpturgges konnen didA/AT(v,T)-
Spektren (siehe Abbildung 31) benutzt werden. Diisdkptionsdnderung pro 1 °C ist nach
dem Gesetz von Lambert Beer proportional zur S¢tlicke. Fir eine allgemeine Aussage
wird deshallAA/AT (v, T) auf eine Schichtdicke vonim normiert.

0.0
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Abbildung 31: Anderung der Absorption pro 1°C vBaO im Amid | Bereich bei
verschiedenen Temperaturen. Zum Vergleich der Wdbéede sind die Absorptions-
anderungen bei der Wellenzahl von 1661*¢mot) und 1626 ci (blau) markiert.

Durch Abbildung 31 wird der bereits in Kapitel R1lerwahnte Effekt der grol3eren
Absorptionsanderungen bei tieferen Temperaturemewglicht. In der Darstellung wird
offensichtlich, dass die dargestellte Absorptionsiang bei der Probenerwarmung um 1 °C
bei 26 °C groRer ist als bei 82 °C. Des Weiterdemmt man, dass bei gleicher Temperatur,
z.B. 26 °C,AA/AT(v,T) fiir die Wellenzahl von 1620 ¢hebenfalls gréRer ist als fiir die
Wellenzahl von 1660 cth Zur Bestimmung der GroRe eines Temperatursprusies
demnach sowohl die Anfangstemperatur der Probawadk die Wellenlange des Messlichtes
entscheidend.
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Generell kann aus den dargestellten Daten abgeleseten, dass bei der Erwarmung der

Probe um 1°C bei einer Wellenzahl von 1626'cmnd Temperatur von 26 °C die
D

m.

Williams et af

Absorptionsanderung -O,O’Lofc% betragt und bei 1661 C?n-O,OZZO?Z

gehen hingegen bei der Kalibrierung ihres Tempesptunges von einer nahezu linearen

Anderung der Absorption bei Temperaturanderung @us geben fir den Bereich von

1700 cmt* bis 1632 crit eine Absorptionsanderung von -O%ﬂm bis -0,04072an an.
Causgrove et dlschatzen den erzeugten Temperatursprung von f ft@er DO-Probe mit
-3,9"2—? fur eine Schichtdicke von 1Qn ab.

Diese an den statischen, im thermischen Gleichdewiestimmten Absorptionseigenschaften
von D,O lassen sich auch anhand von kinetischen Daterpiiilien. In Abbildung 32 sind
Transienten von gD bei verschiedenen Anfangstemperaturen, jedoclthgle optischer
Schichtdicke (ca. 10Am) dargestellt. Um mdglichst grol3e Absorptionséadgen verfolgen
zu koénnen, wurde eine Wellenlange des Messlichtes1626 crit gewahlt. Wie bereits im
Methodenteil erwahnt (Kapitel 2.3) werden zur Baremg eineAA-Transiente immer zwei
zeitabhéangige Intensitatsdnderungsverlant@) aufgenommen. Eine Intensitatsanderung
resultiert daher, dass das Messlicht durch diedgaht, dort vom Anregungslicht Gberlagert
wird und danach zum Detektor lauft. Das zweite 8lgentsteht, indem das Messlicht
blockiert wird, und nur das Licht der thermischetraBlung der Probenerwdrmung am
Detektor registriert wird. Dieses letztere Signank zur Identifizierung unterschiedlich

grolBer Temperaturspriinge bei unterschiedlichengsi@mperaturen verwendet werden.
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Abbildung 32: Zeitaufgeloste Temperatursprung-Dyikam von DO. Links: Absorptions-
anderung von BO (100zm) bei 1626 cih und verschiedenen Anfangstemperaturen. Rechts:
Intensitatsdnderungen bei jeweils identischen Agdggamperaturen wie links (gleiche
Farbmarkierung), aber blockiertem Messlicht, so slasir die durch die Erwarmung der

Probe resultierende Warmestrahlung detektiert werkinn.

Wie in Abbildung 32 (links) erkennbar ist, ist ballen dargestellten unterschiedlichen
Anfangstemperaturen die jeweilige Absorptionsandgrgieich gro3. Daraus kénnte man die
Schlussfolgerung ziehen, dass, weéxh fur alle Anfangstemperaturen gleich grol3 ist,hauc
der TemperatursprundT gleich grol3 sein musste, falSA/AT fur alle Temperaturen
konstant ist. Wenn jedoch, wie in Abbildung 31 dgizedie Anderung der Absorption pro
1 °C bei 25 °C groRRer ist als bei 85 °C, uxAl fir alle Anfangstemperaturen gleich grol} ist,
so muss der Temperatursprufg fur 25 °C kleiner sein als fir 85 °C. Beurteilamdie
dargestellten Intensitatsanderungen, die rein ausWwkrmestrahlung der Proben entstehen
(Abbildung 32, rechts), so sieht man, dAs&ir eine Temperatur von 25 °C kleiner ist als flr
85 °C. Das untermauert die gewonnene Erkenntngs dar Temperatursprung bei niedrigen
Anfangstemperaturen kleiner ist als bei hohen Teatpeen.

Bei der Induzierung eines Temperatursprunges wecEtergie der Laserstrahlung wahrend
eines Zeitintervalls von bis zu 20 ns (zwei Mal drelsbreite, entsprechend den zwei
entgegen gerichteten Laserpulsen durch die Probegrhalb des BD Losungsmittels

absorbiert. Sowohl die Anregung dep Schwingung als auch die thermische Diffusion
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geschehen auf einer Zeitskala von wenigen Pikosian ®® Die Zeitauflosung der
Apparatur ist jedoch auf 33 ns begrenzt. Dadureinkaur das Abkuhlen der,D-Absorption

zeitaufgeldst verfolgt werden.

t/ ms
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Abbildung 33: Absorptionsanderung von,® bei 1638,8 cih (optische Schichtdicke
100m), detektiert mit unterschiedlicher Zeitauflosumgit 33 ns (blau) und 2s
(dunkelcyan) und in unterschiedlichen Abszissereaddialierungen: linear (oben),

logarithmisch zur Basis 10 (unten).

Die in Abbildung 33 dargestellte zeitabhangige Apsonsanderung zeigt den
Abklhlprozess einer I Probe von 10Qm Schichtdicke bei einer Messwellenlange von
1638,8 cnit und einer Anfangstemperatur von 20 °C. Zum Zeikpuh=0s wird ein
Temperatursprung von ca. 13 °C initie3mOD = 1 °C). Sofort ist eine Absorptions-
anderung von -41 mOD detektierbar. Nach dieser gldm Erwarmung ist lediglich das
Relaxieren der Kinetik, das dem Abkihlen der Prefspricht, beobachtbar. Es ist auRerdem
erkennbar, dass nach einer Zeitspanne von 100 enBrdbe noch nicht vollstandig wieder
auf 20 °C abgekuhlt ist. Die Darstellung der Kiketnit einer linearen Abszissenachsen-

skalierung verdeutlicht den exponentiell-ahnlichidokiihlprozess. Durch Abszissenachsen-
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skalierung in logarithmischer Form wird verdeuttickdass in den ersten 108 die
Temperatur nahezu konstant ist. Nachus(Qst die Absorption um 1,7 % gefallen, was einer
Temperaturanderung von ca. 0,2 °C entspricht. [sofption ist nach 10@s auf 5,8 % des
Ausgangswertes abgesunken. Das entspricht eingpdrataranderung von ca. 0,8 °C.

Um den Prozess der Abkiihlung zu untersuchen, werdzditabhangige Absorptionsverlauf
mathematisch analysiert. Versucht man die Zeitadpigheit des Abkuhlprozesses durch ein
Zwei-Zustandsmodell, von warm zu kalt, zu besclamejbso sollten die experimentellen
Daten durch eine mono-exponentielle Zerfallsfunki@amgepasst werden kénnen. Dazu ist ein

solcher Anpassungsprozess in Abbildung 34 besdamieb

0
3
-6 T v =59 MS
- (1/2)-exp
-0 4
8 <132 _ \ Modellfunktion:
5 15 N Y(O=(yFAexp(-t,)
_ T Time =215 ms
< -18 - y, = (-1.88 = 0,003) mOD
a 21 - A = (23,02 £ 0,006) mOD
_24_' t, = (13,19 + 0,008) ms
27 4 a
=30 T T T T T T T T T T
4 -
2
0
B
. T T T T T T T T T T

t / ms

Abbildung 34: Absorptionsanderung von@ bei 1634,4 cih (optische Schichtdicke von
100 4m) und einer Anfangstemperatur von 23 °C. obeneERrpentelle Daten (schwarz) und
Annaherung der experimentellen Daten durch monmmeeptielle Zerfallsfunktion (rot),

unten: Differenz von experimentellen Daten und aagster Funktion (oliv).

Wie man in der Abbildung 34 (oben) gut erkenntst@sch der Abkuhlungsprozess nicht mit
einer mono-exponentiellen Zerfallsfunktion anpasdeass diese mathematische Funktion
nicht den tatsachlichen Kurvenverlauf wiedergibghs man deutlich in Abbildung 34

(unten), in einer Transiente, die keinen geradenlaué aufweist. Die darin abgebildete
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Transiente beinhaltet die Information Uber den Uthuleied von der mathematisch
angepassten Funktion zu den experimentell ernattefbsorptionen. Wirde die dargestellte
Transiente einen linearen Verlauf darstellen, sodeidas verwendete Modell den zeitlichen
Verlauf der experimentellen Daten beschreiben. kvéa jedoch erkennt, trifft das nicht zu.
Des Weiteren stimmen die durch die Anpassung dehenaatischen Funktion gefundenen
Werte der vermeintlichen Halbwertszeit von 9,15maeht mit der augenscheinlich ablesbaren
Halbwertszeit von 7,5 ms, bei der die Intensitdt die Halfte abgesunken ist, Gberein.
Schlussfolgernd bleibt, dass der Abkuhlprozess tnigber ein einfaches exponentielles
Zwei-Zustandsmodell Uber den gesamten Zeitbereah &/ bis 60 ms beschrieben werden
kann.

Wie bereits festgestellt, wurde tragen zum ProzissAbkihlung mehrere Komponenten,
D,O und Cak, bei. Jedoch kann auf einem begrenzten, schidadabhangigen Zeitbereich
der Abkiihlprozess des Lésungsmittels beschrieberdede Diese Temperaturstabilitat
konnte auch experimentell gezeigt werden (AbbilduB8). Eine mono-exponentielle
Funktion kann jedoch nur auf den ersten p80angewandt werden um die beobachtbaren

Absorptionsanderungen mathematisch zu beschreiben.

5.1.5 Zusammenfassung der Untersuchung der Losungsm ittel

Im vorangegangenen Kapitel wurden die spektralegerischaften von # und DO
untersucht. Durch Anwendung einer Anpassungsprozé&danten aus der Mixtur von
H.O/D,O Absorptionsspektren von HDO bestimmt werden. #lish wurden die
Absorptionsdnderungen der Losungsmittel bei Tentperariation analysiert. Durch
Anwendung des Algorithmus zur Temperaturangleich(sighe Kapitel 4.1.1) konnte auf
einfache Art und Weise ein temperaturabhanglg®&\T-Spektrum bestimmt werden. Damit
konnte gezeigt werden, dass die Anderung der Alisoroei Temperaturvariation nicht
linear ist (wie das z.B. von Williams et %abeschrieben wurde), sondern mit zunehmender
Temperatur kleiner wird.

Fur alle Untersuchungen mit dem in dieser Arbeitrwemndeten Laser-induzierten
Temperatursprung ist die Gegenwart eines Losunggmivie HO oder DO in der Probe
notwendig. Nur durch die Absorption der Lasererefgti ~5200 ci durch das jeweilige
Losungsmittel kann die Temperatur erhéht werden.

84



ERGEBNISSE

Temperatursprung-Experimente kdnnen bspw. m@® HIs Lésungsmittel induziert werden.
H.O als Losungsmittel besitzt im Amid | Bereich jedoeine Absorptionsbande, die eine
direkte Untersuchung von Anderungen in der Sekuwstditur der Peptide erschwert. Aus
diesem Grund wurden alle Temperatursprung-Expetienenit dem Losungsmittel JO
durchgeflhrt.

In umfangreichen Studien wurden TemperatursprungeBmente mit RO als Lésungsmittel
analysiert. Bei der Induzierung des Temperaturggearwird die Temperatur des Losungs-
mittels erhoht. Damit Gberlagert die zeitaufgeld&besorptionstransiente des Losungsmittels
beim Abkuhlprozess jedoch auch immer die Dynamik ulgersuchten Peptids. Des Weiteren
wurde festgestellt, dass die GroRe des Temperaturges von der jeweiligen Anfangs-
temperatur der Probe abhangig ist. FlUr die Beurtgikiner Peptiddynamik ist die Beschreib-
barkeit der Losungsmittelumgebung von entscheidermRigevanz. Fir Proben in,DO-
Lésungsmittel und einer Schichtdicke von 100 ist der Abkihlprozess des® innerhalb
der ersten 1Qis fast vernachlassigbar und auf einem Zeitbereioh bis zu 20Qs
mathematisch beschreibbar. Dementsprechend kongeanidken von Peptiden innerhalb
der ersten 20Qls nach der Induzierung eines Temperatursprungésufgelost beobachtet

und analysiert werden.
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5.2 Thermischer Denaturierungsprozess von Ribonukle ase Ain D,0 Lbésung

Anhand des Modellproteins der Ribonuklase A solFoigenden der Prozess der Faltung und
Entfaltung, ausgelost durch Temperaturveranderungetersucht werden. Zur Bestimmung
der Stabilitat eines Proteins wird dieses im Losumtiel belassen, um einen moéglichst guten
Vergleich vonin vivo und in vitro Umgebungen zu erhalten. Das dadurch entstehende
Absorptionsspektrum beinhaltet eine Uberlagerung footein- und Losungsmittelbanden
und soll zur genaueren Analyse in diese Bestaredieith spektral zerlegt werden.

Um direkt im Absorptionsspektrum Veranderungen =tersuchen, die aufgrund von
Strukturveranderungen im Protein auftreten, sallee Uberlagerung der Amid | Bande mit
Absorptionsbanden des Lésungsmittels minimiert werdVie in Kapitel 5.1 bereits erwahnt,
Uberlagert die Absorptionsbande der Biegeschwingumg HO mit ihrem Absorptions-
maximum bei 1645 cth den spektralen Bereich der Amid | Bande. Zus#izkind die
beobachtbaren Absorptionsanderung@AT von HO, die durch das Erhitzen der Probe
entstehen (siehe dazu Abbildung 28), zu berickgeht Im Vergleich zu den Absorptions-
anderungen im Protein, das im Gegensatz ZD id sehr geringer Konzentration vorhanden
ist, sind die Absorptionsanderungen vonOHbeim Erwéarmen signifikant und nicht zu
vernachlassigen. Durch den Austausch des Losungsni,O mit D,O wird die intensive
Absorptionsbande der Biegeschwingung, aufgrund uhéerschiedlichen Isotope, aus dem
Amid | Bereich herausgeschoben. Dennoch wird derdAinBereich von der Schulter einer
breiten Bande des-D berlagert, die ihr Maximum bei 1555 ¢resitzt. Ein Vergleich der
molaren Extinktionskoeffizienten von Absorptionsdan von HO und DO (siehe Tabelle 6,
S. 70 und Abbildung 24, S. 67) belegt, dass duiehV&rwendung von ED als Lésungs-
mittel groRere Schichtdicken der Probenzelle algrhitbenutzt werden konnen. Aus diesem
Grund werden IR-Faltungsstudien an Proteinen inRigel in BO-LOsungen durchgefuhrt.
Bereits ohne Abzug der ;D-Absorption kénnen strukturelle Veranderungen béiaiten
bzw. Entfalten der Proteine spektral verfolgt werdals Beispiel sind in Abbildung 35 die

temperaturabhangigen Absorptionsspektren von Rikdease A in RO-L6sung dargestellt.
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Abbildung 35: Absorption und deren Veranderungem Ribonuklease A in Phosphat Puffer
in DO (pD 6,7) bei unterschiedlichen Temperaturen vdn°Q@ bis 85 °C und einer
Schichtdicke von 50m. Oben: Temperaturabhangige Absorption A(T). Unfemperatur-
abhangige AbsorptionsanderungdA/AT(T).

Man erkennt (Abbildung 35, oben) drei Absorptionsten, die aus verschiedenen Amid-
Schwingungen des Proteins entstehen. Die Amid ld#ist von ca. 1550 ¢hin H,O zur
Amid II' nach ca. 1450 cih aufgrund des Isotopeneffekts verschoben. Wie tseegivahnt,
Uberlappen die Absorptionsbanden des Proteins immoeh die Absorptionsbanden des
Lésungsmittels, hier mit fD- und HDO-Absorptionsbanden. Aus diesem Grund siied
beobachtbaren Absorptionsbanden der Amid | und AitModen von fast gleich grol3er

Intensitat. Trotz dieser Uberlagerung lasst sictdém temperaturabhéngigen Absorptions-
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spektren AY,T) eine spektrale Veranderung im Amid | Bereich &2 °C beobachten. Diese
kann als thermische Denaturierung des Prot&fhadentifiziert werden. Dariiber hinaus sind
keine weiteren spektralen Veranderungen in den ditiemsspektren A(T) erkennbar.
Betrachtet man aber die in Kapitel 4.1.1 einge&MfNA/AT (v, T)-Spektren, so kénnen daraus
offensichtlich auch ohne Abzug des Losungsmittehimspektrale Informationen erhalten
werden als aus den Absorptionsspektren (siehe éinfg 35, unten). Wie im Absorptions-
spektrum ist auch hier die Strukturverdnderung lil@wioe spektrale Veranderung bei 62 °C
erkennbar. Dariberhinaus beobachtet man noch weesfgektrale Einzelheiten im Amid |
Bereich. Bei 62 °C erkennt man jeweils eine Absorszunahme bei 1690 émund
1667 cnt und eine Absorptionsabnahme bei 1632'cm

Wie bereits durch Yamamoto et®dlbeschrieben wurde, resultiert die Zunahme den#itét
bei 1690 crit und 1667 cif aus der Intensitdtszunahme einer einzigen breéibsorptions-
bande, die ihr Maximum zwischen 1600tmnd 1700 cii besitzt. Die Abnahme der
Intensitat der schmalen Bande bei 1680'cwird von der breiten positiven Intensitéts-
zunahme Uberlagert, wodurch das Abbild der Intétsdatinahme von zwei Absorptions-
banden erzeugt wird. Zusammenfassend bleibt feslizuh) dass eine Intensitatsvermin-
derung bei 1632 cth und 1680 crit als Abnahme einef-Faltblattstruktur und die
gleichzeitige Absorptionszunahme bei 1667'cals Zunahme der ungeordneten Struktur
interpretiert werden kann.

Aul3erhalb des Amid | Bereiches sind in d&®/AT(v,T)-Spektren in Abbildung 35 (unten)
bei 62 °C kleinere Absorptionsanderungen bei 15@1 c1454 cnt, 1424 crit und
1359 cmi* erkennbar, die im AbsorptionsspektrumvA{) nicht bemerkbar sind. Diese
spektralen Veranderungen werden durch unterscbiedbchwingungsanderungen im Peptid
verursacht und kénnen bspw. aus Beitragen derrieitien, wie z.B. Glutamatentstehen.
Diese Absorptionsanderungen werden genau bei dempd@eatur beobachtet, bei der das
Protein denaturiert. Wie schon an deWAT(v,T)-Spektren der Lésungsmitteb® und DO
gezeigt wurde, kdnnen diese Veranderungen nichtdouch das Entstehen sondern auch
durch das Verschieben von Positionen der beteiligtesorptionsbanden entstehen.

Da die temperaturabhangigen Absorptionsanderungendsungsmittels viel grol3er sind als
diejenigen, die durch die Strukturveranderungen Eleseins verursacht werden, ist eine
sorgfaltige Methode zum Abzug des Absorptionsspeksr eines Losungsmittels £&(v,T)
von dem Absorptionsspektrum der Mischung des Losomitels mit dem Protein

88



ERGEBNISSE

Anix(ALss(V,T),AproteidV,T)) notwendig. Dabei missen jedoch auch die indieilen
Temperaturabhangigkeiten der Lésungsmittel- bzvetdinspektren bericksichtigt werden.
Die Anwendung des bereits erwahnten Subtraktionsifitgnus (Kapitel 4.1.2) liefert dann
nur noch die temperaturabhangige Absorption deeelPAboei{V,T). IN Abbildung 36 sind

die Absorptionsspektren von Ribonuklease A nach désungsmittelabzug dargestelit.
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Abbildung 36: Absorption und deren Verdnderungem WRibonuklease A bei unter-
schiedlichen Temperaturen von 25 °C bis 85 °C nAblaug der jeweiligen temperatur-
abhangigen Losungsmittelspektren. Oben: Temperbhinagige Absorption A(T). Unten:
Temperaturabhangige Absorptionsédnderungen beimtZahdA/AT(T).

89



ERGEBNISSE

Ein Vergleich der Absorptionsspektren ohne (Abhkigu35) und nach (Abbildung 36)
Losungsmittelabzug veranschaulicht die Notwendigller Abzugsprozedur. Allgemein gilt,
dass die Intensitdt der Amid II' Mode von Proteindeiner ist als diejenige der Amid |
Bande. Das kann ohne Wasserabzug nur dann erzelew, wenn hochreines,©®
verwendet wird und die Probenpraparation in einassgrdampffreien Umgebung erfolgt,
was experimentell schwer durchzuflhren ist. Diet@&ktion der Absorption des Losungs-
mittels kann daflr genutzt werden, das korrektensitatsverhaltnis von Amid | zu Amid I’
Bande wiederzugeben und thermisch induzierte Stru&tanderungen anhand von
Absorptionsanderungen auch in der Amid II' Bandéeabachten.

Auch in denAA/AT(v,T) Spektren (siehe Abbildung 36, unten) ist dienidiierung von
Losungsmittelbeitragen unter Beibehaltung aller édmdgen der Amidbanden nachweisbar.
Des Weiteren kann Uuberprift werden, ob der Algariie der Subtraktionsprozedur
artifizielle Absorptionsbanden erzeugt. Das istoghl nicht der Fall. Die Anderungen der
Amidbanden zeichnen sich in defA(v,T)-Spektren hingegen deutlicher ab als im
Absorptionsspektrum A(T). Insbesondere in der Amid II' Region, mit ihrekbsorptions-
maximum um 1450 cth ist die Uberlappung mit der HDO Absorptionsbhandduziert.
Dadurch kdnnen auch die kleineren Absorptionsamigmu des Proteins in diesem Spektral-
bereich untersucht werden.

Neben dem markanten Faltungstibergang konnen awthweitere Absorptionsanderungen
aul3erhalb der Temperatur von 62 °C untersucht werDe AA/AT(v,T) Spektren geben
dann einen Einblick in die jeweiligen temperatutingrten Absorptionsanderungen der
Proteine in ihrer nativen bzw. denaturierten Konfation. In Abbildung 37 sind reprasen-
tative AA/AT(v,T) Spektren mit und ohne Wasserabzug dargestiditjeweils charakter-
istische und reprasentative Spektren aus den Tetupexgionen 25 — 58 °C und 70 - 85 °C
zeigen. Zusatzlich wird zu diesen Spektfg AT (v, T) das Losungsmittel {» dargestellt.
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Abbildung 37:4A/AT(v,T) Spektren von Ribonuklease A (SchichtdickemdPaul3erhalb der
Ubergangstemperatur bei 30 °C (blau) und 84 °C)(aitne (links) und nach (rechts) dem
Losungsmittelabzug. Zur besseren Vergleichbarlgtitein AA/AT(v,T) Spektrum von f®
(gepunktete Linie) beiden Abbildungen hinzugeflugt.

In denAA/AT(v,T) Spektren ohne Wasserabzug (siehe Abbildungjré) sind zwei Banden
besonders auffallig. Bei 30 °C wird ein Minimum H&i27 cm' und bei 84 °C ein Minimum
bei 1641 crit beobachtet. Der Vergleich der Intensitatswertesiveine groRere Absorptions-
anderung bei 1627 ¢hauf als bei 1641 cth Die hochfrequente Komponente dgsalt-
blattes ist bei 1677 cmnur sehr marginal erkennbar. Positive Absorptiodséungen
kénnen im Amid | Bereich nicht beobachtet werdens&zlich sind in der Amid I Region
keine positiven Absorptionsanderungen ersichtliéfinlich zu den Absorptionsspektren
A(v,T) und denAA/AT(v,T) Spektren (vergleiche Abbildung 35) sind ohnesld@gsmittel-
abzug auRRerhalb der Amid | Region keine spektrélaeterschiede erkennbar. In diesem
spektralen Bereich sind die Intensitaten der Altsmmpadnderungen des Proteins sind im
Vergleich zu den starken Absorptionsanderungenn und HDO sehr klein und kénnen
ohne Losungsmittelabzug nicht aufgelost werden.

Nach dem Losungsmittelabzug konnen &&/AT(v,T) Spektren des Proteins genauer
untersucht werden. Wie in Abbildung 37 (rechts)earkar ist, sind die grol3ten Absorptions-
anderungen, die Position des jeweiligen Minimumszingehérigen Spektrum auf 1627 tm

und 1642 crit verschoben. Nun kénnen auch positive Absorptiosderungen beobachtet
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werden. Zusatzlich ist die Intensitat des Minimupes 1627 crit geringer als diejenige bei
1642 cni. Durch den Abzug des Lésungsmittels hat sich déoVerhaltnis der Intensitaten
der Minima umgekehrt.

Ein Vergleich derAA/AT(v,T) Spektren mit den zugehoérigen Absorptionsspekééy,T)
verdeutlicht, dass die groRten beobachtbaren Absogénderungen nicht mit den
Absorptionsmaxima der &(T) Spektren Ubereinstimmen. Wahrend die MaximaAiw,T)
Spektrum von Ribonuklease A (Abbildung 36) bei 1680 fir 30 °C und bei 1650 cifiir

84 °C liegen, werden die grofdten Absorptionsandgunim AA/AT(v,T) Spektrum bei
1627 cn* fur 30 °C und bei 1642 cinfiir 84 °C beobachtet. In Analogie AA/AT(V,T) in
den Ldsungsmittelspektren, sind die im Protein bebteten Absorptionsanderungen auf

Bandenverschiebungen zurtckzufihren.
5.2.1 Zusammenfassung der Untersuchungen an Ribonuk lease A

Im vorangegangenen Kapitel wurden FTIR-Untersuckangur thermischen Entfaltung und
Stabilitat von Ribonuklease A vorgestellt. Anhandsdr Messergebnisse konnte die
Notwendigkeit des Losungsmittelabzuges durch digviekelten Algorithmen (Kapitel 4.1)
und die Auswirkungen auf die Analyse der Daten ggzeerden.

Vor allem die Spektren der temperaturabhangigenodti®nsanderungemA/AT(v,T)
zeigten hier ihr Einsatzpotenzial. Ohne Losungstatizug konnten sogar aul3erhalb des
Amid | Bereiches Absorptionsdnderungen beim theth@a Entfalten der RNase A
beobachtet werden. Da die Berechnung dieser Spelirdach ist, konne®\A/AT(v,T)
Spektren allgemein zu einer objektiven Beurteilung spektralen Verdnderungen standard-

maf3ig benutzt werden.
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5.3 Untersuchungen des Homopolymers Polyglutaminsau re (PGS) mittels

statischer und zeitaufgeloster Spektroskopie

Polyglutaminséure (PGS) ist ein bereits hervorrdgenarakterisiertes Homopolymer und
dient im Rahmen dieser Arbeit zur Uberprifung unébBerung der hier entwickelten
Messmethode, der Laser-induzierten Temperatursgi$pektroskopie. Bevor jedoch der
Prozess der Faltung bzw. Entfaltung der Peptidamiysch untersucht werden kann, gibt eine
Analyse statischer CD- und FTIR-Spektren Aufschlubsr vorhandene Sekundarstruktur-
elemente. Zusatzlich werden sowohl die pH-Abhangiigils auch die jeweilige thermische
Stabilitat gezeigt. Anhand dieser Ergebnisse werdarschlieBend an ausgewahlten
pH-Werten, Temperaturen und Wellenlangen Tempespatung-Experimente zur Entfaltung

von a-Helices préasentiert.

5.3.1 pH-Abhéangigkeit der Struktur von Polyglutamin saure

Die unterschiedlichen Ladungszustande der ioniarerb Seitengruppen der Polyglutamin-
saure verursachen verschiedene Konformationen eedB. Bei neutralem oder basischem
pH ist Polyglutaminsaure geladen. Innerhalb digddsBereiches besitzt PGS ebenso wie
Polylysin eine Kn&uel-Struktur, die aber teilweeordnet erscheint, ahnlich einer ausge-
dehnten helikalen Konformatitf. Der pH-abhangige Ubergang von der Knauelkonfor-
mation zu einen-helikalen Struktur ist gut ausgepragt. Dieser kamttels CD- und FTIR-
Spektroskopie beobachtet werden, wodurch eine mesing der jeweiligen Konformation
des Peptids mdglich ist. Aus diesem Grund werdenacst die CD-Spektren (siehe
Abbildung 38) von Polyglutaminsaure analysiert. gimen Vergleich mit den FTIR-Daten zu
erhalten, wurden alle benutzten Proben y©Mo6sungen bei gleicher Peptidkonzentration
untersucht. Deshalb werden auch alle gemessenéWgriteé der Losungen nach Gleichung
(43) umgerechnet und im Folgenden als pD-Werteiblezet. Um die hohen Peptidkonzen-
trationen mit der CD-Spektroskopie untersuchendmnkn, wurden Dinnschichtkivetten mit
einer Schichtdicke von 1jim verwendet und in einem baugleichen Probenhaltes, er

bereits in Abbildung 6 dargestellt wurde, im Steadgang positioniert.
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Abbildung 38: pD-Abhangigkeit der Struktur von Rplfaminsdure untersucht mit
CD-Spektroskopie. Alle dargestellten CD-Spektremdesu bei gleichen Messbedingungen
(Probenkonzentration ~ 20 mg/ml, Schichtdickeid) Raumtemperatur, in JD-LOsung)
durchgefuhrt. Links: Die je nach pD-Wert unterschiehe Form der CD-Spektren deutet auf
verschiedene Sekundarstrukturen. Rechts: CD-Signadler fir a-Helix typischen Wellen-
lange von 222 nm fir unterschiedliche pD-Werte.dbugine einfache sigmoide Boltzmann-

Funktion wird der Strukturiibergang vanHelix nach ungeordnetem Knauel beschrieben.

Anhand der in Abbildung 38 (links) dargestellten -Spektren ist ein Unterschied der
pD-abhangigen Proben offensichtlich. Bei pD-Wertemischen 4,1 bis 5,4 &hneln die
Spektren von Polyglutaminséure einander. Die Bam@er 196 nm, ~ 206 nm und ~ 222 nm
weisen auf diex-helikale Sekundarstruktur hin. Im Kontrast dazhst die CD-Spektren fur

den pD-Bereich 5,8 bis 8,5. Sie weisen eine Bandle@gativer Intensitat bei ~ 195 nm und
eine positive Bande mit sehr geringer Intensitat~b215 nm auf. Aufgrund dieser Spektren
kann davon ausgegangen werden, dass Polyglutamensénerhalb des neutralen und
basischen pD-Bereiches eine ungeordnete KnauekiStrainnimmt. Das bei dem pD-Wert

von 5,6 beobachtete CD-Spektrum kann als eine @bgsgtruktur interpretiert werden, bei
der sowohbi-Helices als auch ungeordnete Knauel-Sekundarsterktvorhanden sind. Diese
pH-abhangigen Untersuchungen von Polyglutamins@lumeh CD-Spektroskopie wurden

unter anderem bereits von Bordi ef ‘aflurchgefiihrt. Auch sie berichten von einem durieh d

lonisierung der Seitenketten getriebenen Strukengdng.
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Um den Ubergang von ungeordnetem Kn&uelettelix zu analysieren, wurde die Intensitat
bei der fura-helikale Strukturen typischen Bande bei 222 nmegéger dem jeweiligen
pD-Wert aufgetragen (siehe Abbildung 38, rechts)it Miner einfachen sigmoiden
Boltzmann-Funktion ist es moglich, diesen Ubergangbeschreiben. Als Mittelpunkt des
pD-abhangigen Strukturiiberganges wird ein pD-Wert %,55 mit einer Ubergangsbreite
von 0,08 festgestellt. Anhand der experimentelleD-$pektren und den durch die
Boltzmann-Funktion beschriebenen Parametern wisctlgtich, dass es einen sehr kleinen
pD-Bereich gibt, der als Ubergang varHelix nach ungeordnetem Knauel interpretiert wird.
Diese Beobachtung wurde durch Barksdale und Stuedbenfalls gezeigt, die die
pH-Abhangigkeit des a-helikalen Peptidanteiles untersucht haben. Ihr bbebteter
Mittelpunkt des Strukturiiberganges geschieht beerai pH-Wert von 5,21, wobei ihre
Untersuchungen in 4#0-Losung und bei 37 °C durchgefiihrt wurden. Appetl wyandg®
zeigten in ihrer Studie, dass durch die Anderung ple-Wertes Strukturveranderungen an
Polyglutaminséaure beobachtet werden kénnen, defeerdang in einer ED-Losung bei
pD 5,4 und in HO-LGsung bei pH 4,8 liegen.

Zu weiteren Untersuchungen von Polyglutaminsauredere FTIR-Absorptionsspektren
gemessen. Um diese besser miteinander vergleiahédrmen, werden die Losungsmittel-
absorptionen von dem jeweiligen Spektrum des ¥ [@elosten Peptids abgezogen. Um
zusatzliche kleine Unterschiede der Peptidkonzgotraund optischen Schichtdicke zu
unterdriicken, wird die Absorption des Amid | Behawis in allen in Abbildung 39

dargestellten Spektren auf eins normiert.
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Abbildung 39: Normierte pD-abhéangige FTIR-Absorptispektren von Polyglutaminséure in
D,O nach Loésungsmittelabzug. Alle Spektren wurdennalitezu identischen Messbedin-
gungen aufgenommen (Probenkonzentration ~ 20 mg&uohichtdicke ~ 1@m, Raum-

temperatur ~ 20 °C).

Die in Abbildung 39 dargestellten Absorptionsspektvon Polyglutaminsaure weisen starke
pD-abhéangige Absorptionsbanden sowohl im als auerdnalb des Amid | Bereiches auf.
Dabei fallen vor allem diejenigen Banden auf, digcti die Carboxyl-Gruppen verursacht
werden. lonisierte Carboxyl-Gruppen —CO@bsorbieren bei ~ 1563 ¢mund entstehen
durch die anti-symmetrische Streckschwingung. Dietgmierte Form —COOH besitzt ein
Absorptionsmaximum bei ~ 1710 énder C=0-Doppelbindungsstreckschwing(it§>% Je
nach pD-Wert andert sich die Intensitat der jeweih Carboxyl-Gruppen-Banden. Wéahrend
bei niedrigem pD von 4,4 die Absorptionsbande b&7+0 cni ihren Maximalwert besitzt,
ist die Intensitat der Absorptionsbande bei ~ 1663 minimal. Die Amid | Bande besitzt bei
diesem pD-Wert ihr Absorptionsmaximum bei ~ 1639*amd wird alsa-Helix interpretiert.
Zusétzlich werden zwei weitere Banden bei ~ 1732 amd ~ 1599 ci beobachtet, die als
aggregiertep-Faltblattstruktur interpretiert werden. Die Intexfation dieser Absorptions-
banden als Aggregationsbanden wird durch die Arguatien von Itoh et a® unterstiitzt.

Sie beobachteten bei der Untersuchung von Polygiatiure in BO-Suspensionen mit
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geringer Schichtdicke (Filmprobe) eine temperatiuirierte Aggregation des Peptids, die im
Infraroten die typischen Absorptionsbanden bei 1618 und 1681 crif aufweist und als
B1-Struktur bezeichnet wurde. Itoh et'&.untersuchten die Langzeitwirkung (von bis zu 90
Stunden) der Erwarmung auf das Peptid und beoliachtdabei die Entstehung der
Absorptionsbanden bei ~ 1732 ¢rand ~ 1599 ci und gleichzeitig die Intensitatsabnahme
bei 1616 crit und 1681 cnl. Sie schlussfolgerten daraus, dass es sich um zwei
unterschiedliche Aggregationsstrukturen handelg ol einander uUberfihrt wurden. Sie
bezeichneten die Konformation mit den weit ausadediegenden Absorptionsbanden als
B.-Struktur. Diese Absorptionsbanden bei ~ 1732'camd ~ 1599 cm sind in den hier
gezeigten Spektren von Polyglutaminsaure bei pDledeits bei Raumtemperatur zu
beobachten. Die Argumentation von zwei untersclibdh Konformationen konnten
ltoh et al'® durch Réntgenbeugungsdaten belegen. Die daduncitteite 3,-Struktur deutet
auf eine sehr dicht gepackte antiparallele Faldttatktur hin, die eine noch kompaktere
Konformation als ,normale” antiparallef-Faltblattstruktur ausweist. In dieser Strukturdsin
die Carboxyl- und die Hydroxyl-Gruppen der Seitdtde optimal orientiert. Dabel
verursachen Wechselwirkungen zwischen wasserstoffvekten Peptidgruppen eines
Aminosaurestranges und den Carboxyl-Gruppen deer@guppen, des benachbarten Amino-
saurestranges eine sehr kompakte Konformation.idsed Struktur ist die Entfernung des
Carbonyl-Sauerstoffes in der Peptidgruppe und deydrdkyl-Sauerstoff der Carboxyl-
Gruppe mit 3,3 A sehr gering.

Des Weiteren ist in Abbildung 39 erkennbar, dasssteigendem pD-Wert die Intensitat der
Absorptionsbande bei ~ 1710 ¢nsinkt, wahrend die Intensitat der Bande bei ~ 1563
steigt. Zusatzlich wird eine Frequenzverschieburey Amid | Bande beobachtet, die
zwischen pD 5,4 und 6,2 stattfindet. Dieser pD-Aighigkeiten sind in Abbildung 40 gezeigt.
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Abbildung 40: Ausgewahlte pD-abhangige FTIR-Absornstsignale von Polyglutaminsaure.
Die zur qualitativen Beschreibung angepassten Rankh sind gestrichelt dargestellt. Links:
Absorptionsintensitaten der symmetrischen C=O &s®twingung bei 1710 émund
antisymmetrischen COOStreckschwingung bei 1563 ¢mder Carboxyl-Gruppen in
Abhangigkeit des pD-Wertes der Probe. Die zugekdarignterschiedlichen Abszissenachsen
sind in der gleichen Farbe dargestellt, wie die gdigen Datenpunkte (blau: 1563 €prot:
1710 crit). Rechts: pD-abhangige Verschiebung der Amid IdBarverfolgt am Maximum
der Amid | Absorption.

Wie bereits erwahnt und in Abbildung 40 erkennlisarkt die Intensitat der Absorption bei
~ 1710 crit wahrend beim Wechsel des pD-Wertes einer ProbePoljtglutaminsaure von
sauer nach basisch die Intensitat bei ~ 1563 staigt. Die ermittelten Datenpunkte kénnen
nicht durch einen Titrationskurve nach Hendersosddlbach beschrieben werden. Das liegt
maoglicherweise daran, dass die Zugéanglichkeit derteBketten fur die in Ldsung
befindlichen Protonen vom Strukturzustand des Hepdébhangt. Zur qualitativen Veran-
schaulichung des Intensitatsverlaufes der Absamphianden wurden die experimentellen
Daten dennoch jeweils durch eine Gerade beschrieben

Die Positionsverschiebung der Amid | Bande (Abhkilgwi0, links) wurde, in Analogie zu
den pD-abhangigen CD-Daten, durch eine sigmoidetzBalnn-Funktion mathematisch
beschrieben, die auf der Annahme eines Zwei-Zustandells basiert. Zur Beschreibung der

Positionsveranderungen vor und nach dem strukéurdllbergang wurden qualitativ zwei
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Geraden angepasst. Dabei wurden ein Mittelpunkt pi2sbhangigen Strukturiberganges
von 5,77 und eine Breite des Uberganges von 0,0&telt. Aufgrund der fehlenden Mess-
daten ist die Breite des Uberganges nicht exakiiresar. Die hier angegebenen Werte
geben lediglich die Parameter wieder, mit der naser einfachen mathematischen Funktion
die experimentellen Daten beschrieben werden konnte

Die pD-abhangigen Strukturanderungen konnen alsgolsio mit CD- als auch FTIR-
Spektroskopie beobachtet werden. Mit beiden spsgkbmischen Untersuchungstechniken
wurde durch Erhdhung des pD-Wertes ein Struktugdrgy vona-Helix nach ungeordnetem
Knauel beobachtet. Der strukturelle Ubergang wineiebeiden Methoden an ungefahr dem
gleichem pD-Wert festgestellt, bei 5,55 (CD-Spedtapie) bzw. bei 5,77
(FTIR-Spektroskopie). Die bestimmten Werte liegenRahmen des Fehlers, der z.B. durch
Ungenauigkeiten beim Einstellen des Proben-pH-V¥edem Titrieren mit NaOD und DCI
und damit mit der Messgenauigkeit der zur pH-Megsterwendeten Elektrode auftritt.
Dennoch kann an dieser Stelle aus den Messdatesalduss gezogen werden, dass der
beobachtete Ubergang schmaler ist als fiir eineactief pH-Titration erwartet wird. Die
Anderung des Strukturanteils ist dabei nicht prtpoal zur Anderung des Protonierungs-
grades der Seitenketten. Das spricht fur einend&@dpen Prozess beim Strukturibergang.
Unter Berucksichtigung der genannten Messfehleratin die hier ermittelten pD-Werte des
strukturellen Uberganges vanHelix nach ungeordnetem Knauel auch mit dem vopehp

und Yand® bestimmten Wert von 5,4 {iberein.

5.3.2 CD- und FTIR-spektroskopische Untersuchungen von Polyglutaminsaure

im thermischen Gleichgewicht und in Abhangigkeit de s pD-Wertes

Neben dem pD-Wert oder der Salzkonzentration blesistf auch die Temperatur die
Stabilitat des untersuchten Peptids. Dazu werden Bigebnisse der Untersuchungen von
Polyglutaminséure bei unterschiedlichen pD-Werted beim Erwarmen gezeigt. Um die
CD-Daten mit den FTIR-Daten vergleichen zu konnemurden alle Messungen mit
identischer Peptidkonzentration durchgefuhrt. Lechgdie Schichtdicke wurde zwischen den
beiden spektroskopischen Messtechniken verandetiemalle CD-Messungen bei ~ futh
und alle FTIR-Messungen bei ~ fth Schichtdicke durchgefiihrt wurden. Fur einen bresse
Uberblick werden die Resultate so gegliedert, dagsst die Daten bei saurem pD (pD 4,4
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und pD 4,8), dann bei pD 5,4 und anschliel3end DBeb,@ und basischem pD 8,5 dargestellt
und analysiert werden. Die Bestimmung des jeweiligeD-Wertes wurde bei Raum-
temperatur mit einer Elektrode durchgefuihrt. Zurdbellung der strukturellen Anderungen

des Peptids wurde die Absorption de©EL6sungsmittels von allen IR-Spektren abgezogen.

pD 4.4 und pD 4,8

Zunachst wird Polyglutaminséaure beim Erwarmen 0 D.6sung mit saurem pD mit FTIR-

und CD-Spektroskopie untersucht. Die jeweiligenkiesa sind in Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: CD- (untere Reihe) und FTIR-Spekii@rere Reihe) von Polyglutaminsaure
beim Erwérmen von 4 °C (violett) bis 90 °C (rot) pP 4,4 (linke Spalte) und pD 4,8 (rechte
Spalte).
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Bei pD 4,4 sind in den IR-Absorptionsspektren (siébbildung 41, links oben) bei niedriger
Temperatur (4 °C bis 30 °C) die AbsorptionsbandenAmid | Bande bei 1639 ¢hund die
Bande der protonierten Carboxyl-Gruppen bei ~ 1664 offensichtlich. Dagegen ist die
Absorptionsbande der ionisierte Carboxyl-Gruppen-~b&560 crit nur mit sehr schwacher
Intensitat beobachtbar. Beim Erwarmen der Probel yédoch auf einem eng begrenzten
Temperaturbereich (~ 50 °C) eine deutliche Veramigder Absorptionsspektren ersichtlich.
Diese ist an der Intensitdtsabnahme der Amid | Bagrttennbar, wahrend bei der gleichen
Temperatur die Absorption der Bande bei 1602 emd bei 1731 cfhansteigt. Diese beiden
Absorptionsbanden bleiben beim Abkluhlen der Probalen (Daten nicht gezeigt). Daraus
folgt, dass die beobachtete Entfaltung @ddelix zu einer Aggregation fihrt.

In den CD-Spektren (siehe Abbildung 41, links utedie beim gleichem pD bestimmt
wurden, wird ebenfalls eine Veranderung bei ~ 5M&0Bbachtet, deutlich erkennbar durch
eine veranderte Spektrenform. Die bei tiefen Tempeen (unter ~ 40 °C) charakteristischen
negativen Banden fur die-helikale Struktur bei 210 nm und 224 nm und disijpee Bande
bei 192 nm werden teilweise in ihrer Intensitatuzadrt. Schliel3lich wird nur noch eine
einzige negative Bande bei 208 nm und eine posiBande bei 192 nm bei hohen
Temperaturen (ab ~ 60 °C) beobachtet. Diese Spajdstalt ist vergleichbar mit der eines
antiparallelenp-Faltblatts (siehe Kapitel 2.4) und zeigt ebense die IR-Spektren eine
aggregierte Peptidstruktur.

In den IR-Absorptionsspektren von PolyglutaminséeiepD 4,8 (siehe Abbildung 41, rechts
oben) hat im Vergleich zu pD 4,4 bereits die Int@&hsler ionisierten Carboxyl-Gruppen bei
~ 1565 crit zugenommen. Man kann bei diesem pD-Wert von eimiakten a-helikalen
Peptidstruktur ausgehen. Das macht sich daran learerdass bei niedriger Temperatur
(unter ~ 30 °C) das Maximum der Amid | Bande bel@&m" liegt. Beim Erwarmen dieser
Probe wird eine Anderung der Absorptionen beobactte im Vergleich zu dem Ubergang
bei pD 4,4 nicht so eng begrenzt, sondern Ubemndineiteren Temperaturbereich stattfindet.
Dennoch wird ab ca. 35 °C eine Abnahme der Absmmpintensitdt der Amid | Bande
beobachtet, wahrend ab ca. 45 °C eine Intensitdaéune einer Absorptionsbande bei
1599 cm* erkennbar ist. Auch hier ist in den Spektren mithérer Temperatur eine
Absorptionsbande bei 1730 ¢ribemerkbar. Im Vergleich zu den Absorptionsinteisit bei
pD 4,4 sind jedoch diese als Aggregation des Pephtkrpretierten Banden bei pD 4,8
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wesentlich kleiner. Es kann also angenommen weidkess nur ein Teil der Peptidstrukturen
aggregiert.

Die temperaturabhéangigen CD-Spektren von Polyglutsaure bei pD 4,8 (siehe Abbildung
41, rechts unten) wechseln ebenfalls ihre Formesmém im Vergleich zu pD 4,4 breiten
Temperaturbereich. Die charakteristischehelikale Spektrenform (negative Banden bei
210 nm und 223 nm und positive Bande bei 191 nmgchevindet beim Erwéarmen der Probe.
Dabei wird das Minimum einer negativen Bande vof @t nach 207 nm verschoben, bis
schlie3lich ab ca. 52 °C die endgultige Form dezk8pen entsteht, die eine negative Bande
bei 211 nm und eine positive Bande bei ~ 191 nnweist. Diese Bandenverschiebung kann
klar gezeigt werden, wenn die Veranderung der Posides Minimums der CD-Spektren
gegeniber der Temperatur graphisch dargestellt (&iobildung 42).

®
®
- 2117 ® o>
g &@
g0l & %
b= & & .
2 & s1°Cc &
S 2091 (g
S A
E s | @
2 > | o
2 208
3] & @
>
)
20 40 60 80

Temperatur / °C

Abbildung 42: Verschiebung eines Minimum in denpenaturabhangigen CD-Spektren von
Polyglutaminsaure bei pD 4,8. Die Richtungséanderwey Verschiebung wird bei 51 °C
beobachtet.

Aufgrund dieser in Abbildung 42 veranschaulichtegrd¢hiebung des Bandenminimums und
deren Richtungsadnderung kann angenommen werdes\ndasn deni-helikalen Struktur bei
tiefen Temperaturen und der aggregierten Struktir lmhen Temperaturen ein weiterer

Strukturibergang bis zu einer Temperatur von ~G$tattfindet. Dieser Zwischenzustand ist
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jedoch nicht sehr stabil und fuhrt letztendlichnbeieiteren Erwadrmen der Probe zu der
aggregierten Struktur.

Neben den deutlich erkennbaren Absorptionsandenynig@gnnen durch die Analyse der
temperaturabhangigen Intensitatsverlaufe die St@isitigenschaften der Peptide detaillierter
beschrieben werden. Zuséatzlich zur Auswertung @®peraturabhangigen Signale wird, wie
in Kapitel 4.2 beschrieben, auch die Ableitung 8gmale nach der Temperatur benutzt. Eine
mathematische Beschreibung der experimentellennDaitel durch Gleichung (32) und (37)
gegeben. Des Weiteren werden die temperaturabrémdgsggnale und abgeleiteten Daten
gleichzeitig angepasst. Durch diese Art der sinmaita Anpassung (,Global Fit®)
verschiedener Intensitatsverlaufe durch die gleidh@ameter werden die Werte dieser freien
Parameter der beiden Funktionen eingeschrankt. didurch schliel3lich gefundenen
Parameter beschreiben dann beide Kurvenverlaufetetaperaturdbhéngigen Signalverlauf
und den temperaturdbhangigen Verlauf der Ableituhgs Signales. Neben dieser
Anpassungsmethode werden zur Analyse der Intesss@@fiufe zusatzlich absolute
Temperaturen verwendet. Dadurch kénnen durch dighaneatische Funktion reelle

thermodynamische Parameter des Strukturibergangesedt werden.
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Abbildung 43: Analyse der temperaturabhéngigennsitétsverlaufe der CD- (untere Reihe)
und FTIR-Spektren (obere Reihe) (vergleiche dazulding 41) bei pD 4,4. Die Spektren
werden an einigen fir Sekundarstrukturen charaktesthen Wellenlangen im Infraroten bei
1639 crit (rot) und 1599 ci (blau) und im UV durch die CD-Daten bei 224 nmeusiicht.
Rechts: Temperaturabhangige Intensitaten. Linksteibngen der temperaturabhéngigen
Intensitatsverlaufe. Unten: Tabelle der durch diertnodynamischen Analyse bestimmten
Parameter beim gleichzeitigen Anpassen der expetgliebestimmten Intensitaten und
Ableitungen an Gleichung (32) und (37).

Zunachst werden die experimentellen Daten untetsdahbei pD 4,4 bestimmt wurden. Die

IR-Daten werden an zwei Wellenlangen analysiertiemeAbsorptionsanderung auf die
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Abnahme dem-helikalen Konformation (1639 ¢ und das Entstehen der Aggregations-
struktur(1599 cnl) hinweist. Bei der Analyse der temperaturabhangitfe-Absorptionen
(Abbildung 43, links oben) ist ein markanter sigdesi Kurvenverlauf fur beide Wellenlangen
beobachtbar. Bedingt durch diesen sigmoiden Abmorpterlauf weisen die Ableitungen
einen deutlichen Extremwert auf (Abbildung 43, tecloben). Bei der gleichzeitigen
Anpassung der Gleichung (32) und (37) an die d&liesn Intensitaten und Ableitungen
wurde fiir die Wellenzahl von 1639 &neine Enthalpieéanderung von (238,7 + 5,9) kJ'mol
und eine Ubergangstemperatur von (319,2 + 0,1)iitelt, wahrend bei 1599 cheine
Enthalpieanderung von (245,2 +5,0) kJ tholund eine Ubergangstemperatur von
(321,2 £ 0,1) K festgestellt wurde. Diese leicht&bweichungen der thermodynamischen
Parameter entstehen dadurch, dass die beobacbsmiptionsbanden von umliegenden
Banden Uberlagert werden bzw. sich gegenseitighbessen.

Die Untersuchung der CD-Spektren wurde bei 224 nmchdyefuhrt, um auch hier die
Abnahme dera-helikalen Struktur zu untersuchen (Abbildung 48tem). Der sigmoide
Kurvenverlauf ist dabei nicht so ausgepragt wiedem FTIR-Daten. Mit den dargestellten
CD-Daten wurde eine Enthalpieanderung von (2245}kJ moft und eine Ubergangs-
temperatur von (313,8 + 0,2) K ermittelt.

Diese im Vergleich zu den IR-Daten um ca. 6 K tidfegende Ubergangstemperatur ist
offenbar ein Ergebnis einer nicht optimalen mathésohen Beschreibung dej;e—, Daten

(Darstellung in Abbildung 43, rechts unten). Fig dibweichung der Enthalpieanderufg
der CD- von den FTIR-Daten gilt ebenfalls, das$ sic den jeweiligen Spektren Banden
uberlagern und beeinflussen kénnen. Die Abweichormtge Anderungen der Warmekapazitat
AC sind in allen Ergebnissen so grol3, dass sieialg reell angesehen werden. Generell
bleibt festzustellen, dass die markante spektraidefung bei einem pD von 4,4, die als
Veradnderung der Struktur interpretiert wird, mihex grof3en Enthalpiednderung von ca.
236 kJ mol' (gemittelter Wert) verbunden ist und bei einer Pematur von ca. 318 K
(gemittelter Wert) zu beobachten ist.

Wie bereits in den Absorptionsspektren ersichtlgthist der temperaturinduzierte spektrale
Ubergang bei pD 4,8 breiter als bei pD 4,4. Die lgs@ der temperaturabhangigen
Strukturveranderungen bei pD 4,8 wird analog zu4® im Infraroten bei 1639 ¢hmund
1599 cnt* und im UV mit CD-Spektroskopie bei 224 nm durclidet.
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Abbildung 44: Analyse der temperaturabhéngigennsitétsverlaufe der CD- (untere Reihe)
und FTIR-Spektren (obere Reihe) (vergleiche dazbilddng 41) bei pD 4,8. Links:
Temperaturabhangige Intensitaten an ausgewahltetieiN@ngen. Rechts: Ableitung der
links dargestellten Intensitaten. Unten: Ubersithibelle der angepassten thermo-

dynamischen Parameter.

Bei der Analyse der Intensitdtsanderungen im lofer (siehe Abbildung 43, oben) wurde
fur 1639 cmt eine Anderung der Enthalpie von (73,9 +1,6) ki'tnabei einer
Ubergangstemperatur von (324,7 +0,6) K ermitt®ie Untersuchung der temperatur-
induzierten Absorptionszunahme bei 1599'cnlieferte eine Enthalpieanderung von
(109,1 + 2,6) kJ mdl und eine Ubergangstemperatur von (334,0 + 0,6Dkéser deutliche

Unterschied lasst den Schluss zu, dass zwei uhteddiche Prozesse bei der Entfaltung des
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Peptids beobachtet werden. Zuerst wird alieelikale Struktur des Peptids gelockert, bis ab
einer bestimmten Temperatur eine aggregierte Strudmtsteht. Die schmalere Breite der
spektralen Veranderung bei 1639trfiihrt zu eine geringeren Enthalpiednderung als bei
1599 cnf.

Die Auswertung der CD-Daten bei pD 4,8 und eineflgWénge von 224 nm (Abbildung 44,
unten) ergibt eine Enthalpieanderung von (148,83} mol' bei einer Ubergangs-
temperatur von (318,0 + 0,3) K. Im Vergleich zu deermodynamischen Daten, die durch
die Analyse der FTIR-Daten ermittelt wurden, is Einthalpiednderung der CD-Daten gréf3er
und die Ubergangstemperatur kleiner. Diese Ergebriiestarken die Annahme, dass bei der
temperaturinduzierten Entfaltung von Polyglutamurea bei pD 4,8 kein einfacher

Zwei-Zustandsprozess beobachtet wird. Alle Datenseve jedoch darauf hin, dass die

a-helikale Struktur bis ca. 310 K, also ~ 40 °Chdtsst.

pD 5.4

Im Anschluss an die Analyse von Polyglutaminsauee gD 4,4 und pD 4,8 werden die

temperaturinduzierten IR-Absorptionsanderung undi@Pnsitaten von Polyglutaminsaure

bei pD 5,4 untersucht.
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Abbildung 45: CD- (rechts) und FTIR-Spektren (linkson Polyglutaminsaure beim
Erwéarmen von 4 °C (violett) bis 90 °C (rot) bei pl.
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Im IR-Absorptionsspektrum von Polyglutaminsaure i@i5,4 (siehe Abbildung 45, links) ist
die Absorptionsbande der ionisierten Carboxyl-Gerppei ~ 1565 cthmarkant. Daran kann
beim Erwarmen der Probe die Verschiebung zu hoheveiienzahlen bis zu 1569 ¢m
(85 °C) und ihre Intensitatszunahme beobachtet everdie Amid | Bande mit ihrem
Absorptionsmaximum bei 1638 émwird durch die Temperaturerhthung sogar um ca.
12 cm' zu 1650 crit verschoben, wéhrend die Intensitat der Bande abhinDiese
Verschiebung und Intensitatsanderung geschieht ngffetlich schon bei tieferen
Temperaturen, wahrend ab einer Temperatur vondcaC@lieser Prozess stagniert.

Die Temperaturabhangigkeit der Stabilitat der Riptuktur bei pD 5,4 wird auch in den
CD-Spektren von Polyglutaminsaure (siehe Abbilddbgrechts) ersichtlich. Dia-helikale
Struktur, die bei niedrigen Temperaturen ihre mat&aSpektrengestalt in Form zweier
negativer Banden bei 209 nm und 223 nm und eingitipen Bande bei 191 nm verursacht,
verschwindet mit zunehmender Temperatur. Sie wedatgr Spektrengestalt, die weder der
einer aggregierten Struktur noch der einer ungedastmKnauel-Struktur ahnelt, sondern eher
einer Uberlagerung beider Spektren. Diese Fornsekt flach, besitzt wenig Intensitéat und
zeigt keine ausgepragten Extrema. Lediglich beir@@lkann eine Bande geringer Intensitat
beobachtet werden.

Bei der folgenden Auswertung der temperaturindteiieAbsorptionsdnderungen werden die
spektralen Daten (Abbildung 45) an ausgewahltearadtteristischen Wellenlangen, analog

zu pD 4,4 und pD 4,8 untersucht.
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Abbildung 46: Untersuchung der CD- (untere Reiheyl FTIR-Spektren (obere Reihe)
(vergleiche dazu Abbildung 45) bei pD 5,4: Im Imért@n bei 1640 cih (blau) und durch die
Verschiebung der Amid | Bande (rot), im UV (CD-$mek bei 222 nm. Links:
Temperaturabhangige Intensitatsdnderungen und Feegwerschiebung. Rechts: Ableitung
der links dargestellten temperaturinduzierten Ve&mingen. Unten: Ubersichtstabelle der

angepassten thermodynamischen Parameter.

Im Infraroten wird sowohl die beim Erhitzen indutée Absorptionsdnderung bei der festen
Wellenzahl von 1640 cthals auch die Positionsverschiebung der Amid | Baadalysiert
(siehe Abbildung 46, oben). Die Enthalpieanderund die Ubergangstemperatur, ermittelt
durch die Absorptionsanderung bei 1640%cmbetragt (40,9 + 3,9) kJ mibl bzw.
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(323,9+2,4) K. Fur die Positionsverschiebung damid | Bande wurde AH mit
(54,4 +2,6) kI mat bei einer Ubergangstemperatur von (307,2 + 1,5dstimmt. Die
Abweichung der thermodynamischen Parameter zwisdeeositionsverschiebung und der
Intensitatsdnderung bei einer festen Wellenlangasdhr grol3. Sie kann damit interpretiert
werden, dass die Amid | Verschiebung die tatsabbliGruppenschwingung darstellt. Die
Analyse der Intensitatsveranderung bei der festelemage wird durch die auffallend grof3e
Verschiebung der Amid | Bande um 12treeinflusst und fiihrt zu einer Verfalschung der
tatsachlichen thermodynamischen Parameter.

Bei der Analyse der CD-Daten bei pD 5,4 bei derl&dhnge von 222 nm (siehe Abbildung
46, unten) wird eine Enthalpieanderung von (631163 kJ mof und eine Ubergangs-
temperatur von (314,0 £ 2,8) K bestimmt. Besondauffallend an der Kurvenform der
temperaturabhéngigen Intensitaten (Abbildung 46emunink) ist, dass keine Basislinie

existiert, die den nativen Zustand des Peptids Hvedat. Trotzdem kénnen mit der hier
angewandten Methode der simultanen Anpassun@{¢Bh und%(TT) die thermodynamischen
Parameter bestimmt werden. Entscheidend dafidasts zur mathematischen Beschreibung
der Ableitung %(TT) durch Gleichung (37) keine Basislinie zu Charakierung des
Intensitatsverlaufes im nativen Zustand bendtigdwi

Diese thermodynamischen Parameter, die anhand ddda@en ermittelt wurden, stimmen
qualitativ mit den Parametern Uberein, die beiAl®id | Verschiebung ermittelt wurden. Sie
werden somit fur eine weitere Analyse der zeitalifgien Entfaltungskinetiken benutzt (siehe
Kapitel 5.3.3). Zusatzlich bleibt festzuhalten, slake jeweils ermittelten Anderungen der
WarmekapazitadteAC sowohl der FTIR- als auch CD-Daten sehr gerind.dDie ermittelten

Werte sind dabei fast genauso grof3 wie ihre Feblier Angabe eines exakten Wertes ist aus

diesem Grund nicht moglich.

pD 6,2 und pD 8,5

Erganzend zu den bereits beschriebenen untersichied|temperaturabhéngigen Stabilitats-
eigenschaften bei pD 4,4, pD 4,8 und pD 5,4 weragem die temperaturinduzierten

Absorptionsanderungen bei pD 6,2 und 8,5 erlautert.
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Abbildung 47: CD- (untere Reihe) und FTIR-Spekii@rere Reihe) von Polyglutaminsaure
beim Erwéarmen von 4 °C (violett) bis 90 °C (rot) pB 6,2 (linke Spalte) und pD 8,5 (rechte
Spalte).

In den in Abbildung 47 (links oben) dargestellt€&Absorptionsspektren bei pD 6,2 ist die
Absorptionsbande der protonierten Carboxyl-Gruppen 1711 crit nur noch als kleine
Schulter, also mit sehr niedriger Intensitat, erikear. Die Bande der ionisierten Form bei
1564 cni* ist bereits intensiver als die Amid | Bande be#3@ni'. Beim Erwarmen der
Probe wird das Maximum der Bande ionisierter Cayb@&cuppen von 1564 cthbei 4 °C zu
héheren Wellenzahlen nach 1568 threi 85 °C verschoben. Auch in der Amid | Bandedwir
eine Positionsveranderung um ca. 4'cwon 1645 crit zu 1649 cit beobachtet. Im
Vergleich zu der Verschiebung der Amid | Bande fhii5,4 von ca. 12 cthvon 1638 crit

zu 1650 crit ist diese jedoch gering. Zusatzlich ist erkennbass die temperaturinduzierten
Veranderungen im Absorptionsspektrum kontinuierliohd ohne erkennbaren sigmoiden

Verlauf erfolgen.
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Die Untersuchung der CD-Daten bei pD 6,2 (sieheildbhg 47, links unten) zeigt, dass das
Peptid bereits zum groRten Teil eine ungeordnetéduhKonformation eingenommen hat.
Bezeichnend daflr ist die negative Bande bei 197unch die positive Bande mit geringer
Intensitat bei 218 nm. Beim Erwdrmen der Probe tsoiik Intensitét der beobachteten
Banden. Dieser Intensitatsabfall verlauft im uniergen Temperaturbereich kontinuierlich.
Die IR-Absorptionsspektren bei pD 8,5 zeigen kemesorptionsbande der protonierten
Carboxyl-Gruppen mehr. Die Absorptionsbande derisierten Carboxyl-Gruppen bei
1563 cm* ist wesentlich intensiver als die Amid | Bande b8#4 cnt. Beim Erwarmen der
Probe wird ebenso wie bei pD 5,8 die Position dand&n kontinuierlich verandert, zum
einen von 1563 cthnach 1568 ciund zum anderen von 1644 ¢mach 1649 ci.

Analog zu den CD-Spektren gleicht die Spektrenfarom Polyglutaminsaure bei pD 8,5
derjenigen bei pD 6,2. Durch die vorhandene ungexiedKnauel-Struktur sind zwei Banden
ersichtlich, eine Bande mit negativer Intensitdt b8 nm und eine Bande mit positiver,
geringerer Intensitdt bei 218 nm. Die Intensitd¢sdr Banden nimmt mit zunehmender
Temperatur kontinuierlich ab, wobei sich zusatzlidie Position der negativen Bande
minimal von 196 nm nach 198 nm verschiebt.

Anhand der Intensitatsveranderungen sollte eineawgme Analyse der Temperatur-
abhéangigkeiten von Polyglutaminsaure bei den pDt¥ve6,2 und 8,5 ihre Stabilitats-
eigenschaften besser wiedergeben. Jedoch konnteinefereits genannten kontinuierlichen
Veranderungen keine zuverlassigen, reproduzierbatleermodynamischen Parameter
bestimmt werden. Zur Veranschaulichung dieser Egeaften sind sowohl die Verschie-
bungen der Amid | Bande, die Veranderungen der Adtigm bei der festen Wellenzahl von
1644 cmi im Infraroten, als auch die Anderung der Intengigr Bande im UV (CD-Daten)
bei 196 nm in Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 48: Analyse der CD- (untere Reihe) undR-$pektren (obere Reihe) (vergleiche
Abbildung 47) bei pD 6,2 (links) und pD 8,5 (reght®ie temperaturinduzierten Ver-
anderungen, die in den FTIR-Spektren beobachtetiemgrsind jeweils bei der Wellenzahl
von 1644 cit (blau) und an der Verschiebung der Amid | Bands)(untersucht. Bei den
CD-Spektren wird die Intensitatsabnahme bei 19Gnalysiert.

Bei pD 6,2 wird in den IR-Daten sowohl bei der \&iigbung der Amid | Bande als auch der
Absorptionsabnahme bei 1644 ¢neine nahezu lineare Veranderung beobachtet. Dadurc
kénnen mit der hier verwendeten Analysemethode ekélermodynamischen Parameter
bestimmt werden. Die Intensitatsdnderung der 196Bande im UV, bestimmt durch

CD-Messungen, verlauft ebenfalls nahezu linearodedkonnten durch die Ermittlung der
Ableitung % thermodynamische Parameter bestimmt werden. Sot&oeine Enthalpie-

anderung von (45,7 + 8,2) kJ rifobei (312,7 + 8,6) K bestimmt werden. Diese Enttealp
anderung ist sehr gering und kann durch den seditebr Ubergang erklart werden. Die
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ermittelte Ubergangstemperatur von ca. 40 °C istraehr niedrig, stimmt aber im Vergleich
mit den Daten, die bei pD 5,4 bestimmt wurden, gnilddnungsmaliig tberein.

Analog zu den Daten bei pD 6,2 kénnen im Infrarotezi pD 8,5 keine eindeutigen
thermodynamischen Parameter bestimmt werden. Zvkanet man in Abbildung 48, dass
die Intensitatsabnahme bei 1644 tab ca. 70 °C stagniert, fiir die Positionsveranuigder
Amid | Bande wird jedoch ebenfalls eine lineare 3fhiebung beobachtet. Aus den
CD-Daten ist eine lineare Intensitatsabnahme b&int® ersichtlich. Dadurch konnten weder

fur die FTIR- noch fur die CD-Daten thermodynames&rarameter bestimmt werden.

Zusammenfassend wird ein Vergleich alle thermodyselmen Daten, die aus den

CD-Spektren bei unterschiedlichen pD-Werten bestimuorden, in Tabelle 7 gezeigt.

pD 4,4 pD 4,8 pD 5,4 pD 6,2
AH / kJ mol* 224,2 + 6,6 148,8+3,3] 63,1+1,6 45,7+8,2
AC /J mof* K | 3781,7 + 1256,3 557,5 + 547,8 3,8 + 169,5 24,2 + 166,0
Tu /K 313,8 +0,2 318,0+0,3] 314,0+2,812,7+8,6

Tabelle 7: Zusammenstellung der thermodynamischeifi€h aus temperaturabhéngigen
CD-Spektren von Polyglutaminsaure bei unterschibeéin pD-Werten.

Man erkennt daran, dass bei pD 4,4 die Struktundsréduing auf einem sehr engen
Temperaturbereich begrenzt ist. Mit dieser Struddranderung ist auch die grofdte
Enthalpiednderung verbunden. Mit der Verbreiterdeg sigmoiden Kurvenverlaufes beim
Erhéhen des pD-Wertes nimmt die Enthalpiednderubg Bei der Bestimmung der
Ubergangstemperatur kann kein eindeutiger Trenthdstellt werden. Die Temperaturen
schwanken zwischen 312,7 K und 318,0 K.

Zur Beurteilung der Stabilitdt der Peptidstruktdeilt festzuhalten, dass eine bestimmte
Menge an ionisierten Carboxyl-Gruppen vorhandem seuss, damit diex-Helix durch
Erwarmen in eine ungeordnete Struktur Ubergeht niotdt aggregiert. Andererseits muss
auch eine bestimmte Menge an protonierten Carb@Gxyppen vorhanden sein, damit die
a-Helix gebildet wird und das Peptid nicht bereits Raumtemperatur eine ungeordnete
Knauel-Konformation einnimmit.

Weitere Untersuchungen der TemperaturabhangigkeitRolyglutaminsaure bei pD-Werten

unter 4,8 wurden nicht durchgefiihrt. Im Rahmeneatiégbeit war nur bedingt von Interesse,
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welchen Einfluss die Heizrate auf die Temperatnegistrukturellen Uberganges auf langen
Zeitbereichen (langer als eine Sekunde) hat odersigh eine bereits aggregierte Struktur bei
einem zweiten Heiz-/Kihlzyklus verhélt. Es sollielmehr die Reversibilitat des temperatur-
induzierten Entfaltungsprozesses der Polyglutamimeséntersucht werden, welche Voraus-
setzung dafur ist, die hier entwickelte Tempergusg-Technik anwenden zu kdnnen. Die
CD- und FTIR-Messungen im thermischen Gleichgewd#igten, dass Polyglutaminsaure
bei einem pD-Wert kleiner als 4,8 teilweise aggeeigind nicht reversibel ruckfaltet.
Prinzipiell kdnnte bei der Erwarmung beim Prozess BEntfaltung des Peptids auch eine
Anderung des pH-Wertes auftreten. Das wéare moglitd, durch die Entfaltung die
Lésungsmittelzugénglichkeit der protonierbaren &dietten und somit die Anzahl der in
Lésung befindlichen Protonen verandert wird. Dieswirkungen einer pH-Wertéanderung
konnte man direkt an der Absorptionsanderung in iSpektren an den Banden der
protonierten bzw. ionisierten Carboxyl-Gruppen lsabiten. Die bei unterschiedlichen
pD-Werten durchgefuhrten Untersuchungen zur Pdpbdigét (pD 4,4 und pD 4,8 siehe
Abbildung 41, pD 5,4 siehe Abbildung 45 und pD 6rl pD 8,5 sieh Abbildung 47) zeigten
jedoch keine markanten Intensitatsanderungen B&l8 cn bzw. ~ 1563 cm, die auf eine
Anderung des Protonierungsgrades des Peptids deDierbei der Entfaltung des Peptids
dem Losungsmittel zugénglichen und somit ionisiegbaSeitengruppen haben demnach
keinerlei, mit dieser Untersuchungsmethode erkemnBaiswirkung auf den pH-Wert des

Losungsmittels.

5.3.3 Zeitaufgeloste Relaxationsdynamiken von Polyg lutaminsdure nach

Laser-induziertem Temperatursprung

Anhand der im vorherigen Kapitel bestimmten Sté&digieigenschaften der Polyglutaminséure
wurde die Relaxationsdynamik des Strukturiiberganvgesa-Helix zu einer ungeordneten

Struktur bei einem pD-Wert von 5,4 untersucht. &&s Temperatursprung-Experiment ist es
notwendig, die einzelnen Wellenlangen und Anfanggperaturen zu bestimmen, an denen

Absorptionsanderungen zu erwarten sind.
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Abbildung 49: AA/AT-Spektren von Polyglutaminsaure bei pD 5,4 bestinanrs den
Absorptionsdaten aus Abbildung 45.

Dazu wurden die in Abbildung 49 dargestelli#&A/AT-Spektren aus den in Abbildung 45
gezeigten Absorptionsspektren beim Erwarmen vonydgRgbminsaure im jeweiligen
thermischen Gleichgewicht berechnet. Eventuelleubhgsmitteleffekte konnen in dieser
Abbildung vernachlassigt werden, da die Absorptiodes DO-L6sungsmittels bereits im
Absorptionsspektrum des Peptids abgezogen wurdedemnAA/AT-Spektren ist besonders
auffallig, dass bei Temperaturen um ca. 20 °C 380Icm'® eine negative Bande (blau
dargestellt) und an der gleichen Temperatur bei0186" eine positive Bande (rot
abgebildet) beobachtet wird. Diese Banden entstahsereiner Abnahme bzw. Zunahme der
Absorption beim Erwarmen der Peptidprobe. WahremdsedAA/AT-Banden spektral eng
begrenzt sind, ist der Temperaturbereich, innerldaiésen diese spektralen Verdnderungen
beobachtet werden, auf circa 20 °C verbreitert. Aiessem Grund werden die folgenden
Temperatursprung-Experimente an zwei Wellenzahkin-t630 crit und ~ 1660 cm mit
verschiedenen Anfangstemperaturen im Bereich v Bis 40 °C durchgefihrt.

Wie bereits erwahnt wird bei den TemperatursprurgelEimenten das thermische Gleich-
gewicht einer Probe Laserpuls-induziert sehr s¢hveeéindert. Die Erwé&rmung des L6sungs-
mittels erfolgt innerhalb der Pulsbreite des Lasksgs. Der darauf folgende beobachtete

Prozess resultiert aus der Abkihlung des LosungsmiD,O und der Relaxation des Peptids
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bis zum anfanglich vorherrschenden thermischen c8gmwichts. Die Abkuhlung des
Losungsmittels, wie bereits in Kapitel 5.1.4 besten, erfolgt bei einer Schichtdicke von
100um auf einer Zeitskala langer als 100 ms, also amérelangeren Zeitskala als die
Peptiddynamik, die im ngs Bereich erfolgt. Dabei bleibt die Temperatur désungsmittels
D,O innerhalb der ersten 13 nahezu konstant (vergleiche Abbildung 33). Obwaéx
Abkuhlvorgang von BO komplexer verlauft, lasst sich die dadurch réstdhde Transiente
innerhalb der ersten 1Q® durch eine mono-exponentielle Funktion beschreibggl.
Kapitel 5.1.4). Untersucht man also Peptiddynamikennsyus Zeitbereich, so kdnnen die
beobachteten Prozesse, die AbklUhlung dgS Binerseits und die Relaxation des Peptids

andererseits, sehr gut separiert werden.

-10 1 1659,1 cm”

AA / mOD
S
1

=30 -

1631,8 em”
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=5 I 0 ' 5 | 10 I 15 l 20
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Abbildung 50: Zeitabh&ngige Absorptionstransienten Polyglutaminsaure in J®-L6sung
mit pD 5,4 bei gleicher Anfangstemperatur von 15j&@doch unterschiedlicher Wellenlange:
1631,8 crit und 1659,1 cin

In Abbildung 50 sind Absorptionstransienten von yigbltaminsdure in BD-LOsung bei
pD 5,4 dargestellt, die an zwei verschiedenen Wkifgen 1631,8 cth (blau) und
1659,1 crit (rot) bestimmt wurden. Die Daten vor dem Zeitnufigt entsprechen der
Absorption vor der Temperatursprung-Anregung, lezi die Probe im thermischen Gleich-
gewicht ist. Die nach der Induzierung des Tempesatunges folgenden zeitaufgeltsten

Absorptionsanderungen konnen in zwei getrennte dPhasine sehr schnelle und eine
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langsamere, gegliedert werden. In der ersten Pmasent die Absorption fur beide
untersuchte Wellenlangen sehr schnell ab und kahmen vorhandenen Apparatur zeitlich
nicht aufgelost werden. Sie resultiert fast aussBhth aus der Absorptionsabnahme des
Losungsmittels BO. In der langsameren zweiten Phase ist zu erkendass fur die
Wellenlange von 1631,8 chdie Absorption in einem Zeitbereich bis ca.pKweiter abfallt,
wahrend die Absorption bei 1659,1 ¢rwieder ansteigt. Zur mathematischen Beschreibung
dieser zeitabhangigen Absorptionsanderung wird i@anvdrhandene Absorptionstransiente

eine bi-exponentielle Funktion angepasst.

() bt -20
{ angepasste Funktion:
8 244 A(t)=y,FA exp(-t/t )+A rexp(-t/t,)
H
~ -28 1
-10 1 < L e——
= 3 ' i
(@) -324 P [ | [ (SR
z 11
-~ 0 WWWMWM . ‘ Ak
<<Ij: 20 7 _l ] T T T

40 60 80 100
‘\ Zeit / us

<
(5]
o

0 -5.0-1(;0-15.0-200
Zeit / us

Abbildung 51: Repréasentative Absorptionstransiemb@ Polyglutaminsaure bestimmt bei
1631,8 crit und einem Temperatursprung von 3°C nach 13 °Ge Dinamik wird

mathematisch durch eine bi-exponentielle Funktieschrieben. Rechts oben: Vergrol3erte
Detailansicht der Absorptionsanderungen, die ala@yik der Strukturanderung des Peptids
bzw. als Abkihlen des Losungsmittels interpretietden (blau: experimentelle Daten, rot:
angepasste Funktion). Die verbleibende TransiendehnSubtraktion der angepassten
Funktion von der zeitaufgeldsten experimentell #ettén Absorptionsanderung ist in der

Detailansicht dargestellt.
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Zur mathematischen Beschreibung der zeitaufgelosMasorptionsdaten wurde eine
bi-exponentielle Funktion, siehe Gleichung (48).eamem Zeitintervall von 0,fs bis 20Qus
angepasst (siehe Abbildung 51 Detailansicht, reaibés).

A(T) = Ay + Ay - exp(—t/11) + A, - exp(—t/T,) (48)

Fur die Beschreibung des in Abbildung 51 dargdstellAbsorptionsverlaufes wurden
folgende Parameter ermittelt:oA& -25,6-1F¢, A; = 9,2:10°, 1, = 4,0ps, A =-6,1-1C° und

Tp = 213,2s.

Diese bestimmten Parameter kdnnen sowohl dem Ab&igdng des Losungsmittels als auch
der Peptiddynamik zugeordnet werden. Diese Zuomgnist aufgrund ihres zeitlichen
Unterschiedes in den Dynamiken moglich. Der Abkdhdang wird durch eine Relaxations-
zeit von 213,21s beschrieben, wahrend die Absorptionsénderundetsvachteten Dynamik
des Peptids viel schneller, mit 448, ablauft.

Innerhalb des Zeitbereiches der ersten ca.pB00ach Induzierung des Temperatursprunges,
wird das neue thermische Gleichgewicht der Probdeena konstant gehalten, das bei ca.
13 °C liegt. Dazu wurde bei einer Anfangstemperatur 3 °C ein Temperatursprung von ca.
10 °C induziert. Die Relaxationsreaktion von Palyghminsaure zur neuen Gleichgewichts-
temperatur von 13 °C wird durch die Absorptionsd@ndg verfolgt und kann mit einer
Zeitkonstante von 4,0s oder einer Rate von 2,5°1€} beschrieben werden.

Wie bereits erwahnt, kann die Dynamik des Abklldamges des Losungsmittels innerhalb
des zur Anpassung benutzen Zeitintervalles voru®,bis 20Qus gut von der beobachteten
Dynamik des Peptids getrennt werden. Deshalb éegiAbzug der durch die mathematische
Anpassung bestimmten Losungsmitteldynamik von @samten Absorptionstransiente nahe.
Als Resultat bleibt dann die Absorptionstransiedes Peptids zurtick, die sowohl ihre
Dynamik in Form der Reaktionszaitals auch ihre Absorptionsdnderung A beinhaltet. Zu
Veranschaulichung zeigt Abbildung 52 die Kinetikemn Polyglutaminsdure, nachdem die
angepassten Losungsmitteltransienten subtrahiedemu Diese Art der Darstellung wird an
den beiden untersuchten Wellenldangen von 16318 amd 1659,1 cth und bei unter-

schiedlichen Anfangstemperaturen gezeigt.
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Abbildung 52: Zeitaufgeloste Absorptionstransientesn Polyglutaminsaure bei unter-

schiedlichen Anfangstemperaturen, detektiert b&8iLj%crit (blau) und bei 1659,1 cin(rot)
nach Trennung und Abzug der Transienten des Abkghhrozesses von,O. Mit steigender
Anfangstemperatur nimmt die beobachtete Geschvkedigler Reaktion zu, wobei die

Intensitatsabnahme bei 1631,8tomd -zunahme bei 1659,1 ¢rarkennbar ist.

Die Transienten in Abbildung 52 weisen den durch sliatischemMA/AT-Spektren (siehe
Abbildung 49) beschriebenen gleichen Intensitatauér auf, der durch die positive
Absorptionsanderung bei 1659,1 ¢mnd die negative Absorptionsanderung bei 1631,8 cm
bei niedrigen Temperaturen (< 30 °C) beobachted.vidie positive Absorptionsdnderung bei
1659,1 crit wurde durch die negative Absorptionsanderung disuhgsmittels tiberlagert.
Dadurch gleichen sich die Amplituden der Absorpgi@mderungen des Peptids und des
Lésungsmittels fast vollstandig aus und fuhren neah10us zu einem im Vergleich zur
Amplitude bei 1631,8 cih sehr geringen Absorptionssignal (siehe Abbildu®y. 3n den
Absorptionstransienten in Abbildung 52 ist des \&feih ersichtlich, dass die Reaktionszeiten
mit zunehmender Anfangstemperatur schneller weré€in. eine bessere Vergleichbarkeit
wurden in der Darstellung Transienten ausgewalmt,beéi ungefahr identischen Anfangs-
temperaturen bestimmt wurden. Aul3erdem fallt in detaufgeldsten Transienten auf, dass

die Amplituden der Peptidkinetiken mit steigendefagstemperatur gréf3er werden.
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Um einen besseren Vergleich der Reaktionsgeschgkeden bei unterschiedlichen
Anfangstemperaturen zu erhalten, sind fiir beidersnthten Wellenlangen 1631,8 tmnd

1659,1 cnit die analysierten Reaktionszeiten in Tabelle 8 mmangefasst dargestellt.

Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von @evgiligen Anfangstemperatur,
beobachtet an zwei unterschiedlichen Wellenlangen

1631,8 cnf 1659,1 crit

Temperatur [°C]| Zeitkonstante|is] Temperatur [°C]| Zeitkonstante|ls]
3,0 4,07 £ 0,03 3,1 3,87+0,11
6,5 2,93 £0,02 7,7 2,67 + 0,06
11,0 2,17 £ 0,01 11,3 1,99 £ 0,05
15,0 1,62 + 0,01 16,0 1,60 £ 0,04
19,6 1,23+0,01 19,8 1,21 £ 0,04
23,4 0,94 +£0,01 23,7 0,96 £ 0,04
27,4 0,70+ 0,01 28,1 0,76 £ 0,04
31,8 0,56 +£0,01

Tabelle 8: Temperaturabhé&ngige Reaktionsgeschwkedign der Entfaltung von Poly-
glutaminséure bei pD 5,4 und unterschiedlichenl&&ngen’

Durch einen Vergleich der Reaktionszeiten wird ligli@a Tabelle 8 eindeutig erkennbar, dass
die Reaktionsgeschwindigkeiten mit zunehmender Agdtemperatur schneller werden.
Dieser Effekt wird sowohl fir die Wellenzahl von 3168 cnmi* als auch fiir 1659,1 ¢

beobachtet. Des Weiteren erkennt man, dass sicliReaktionszeiten von beiden Wellen-
langen bei identischen Anfangstemperaturen &hnéin.einer graphischen Auswertung
werden deshalb die in den Kinetiken analysierteitkdestanten der Peptiddynamik in

Abhangigkeit von ihrer jeweiligen Anfangstemperatargestellt.

° Die in der Tabelle angegebenen Fehler der Zeitkoitsn entsprechen dem Fehler, der im Fit gefumdede,
jedoch nicht den realen Messfehlern.
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Abbildung 53: Abhangigkeit der Relaxationszeit wvier Anfangstemperatur von Poly-
glutaminséure bei pD 5,4, untersucht bei 1631,8 ¢btau) und 1659,1 cth(rot).

In Abbildung 53 erkennt man, dass sowohl die Relarazeiten bei 1631,8 chals auch bei
1659,1 crit den gleichen Verlauf haben. Man erkennt eine Abmahder Reaktions-
geschwindigkeiten mit zunehmender Anfangstemperatig sich fur beide untersuchten
Wellenlangen uberlagern und fast identisch siné. liobachteten Prozesse der Absorptions-
abnahme bei 1631,8 ¢hund -zunahme bei 1659,1 ¢nerfolgen demnach simultan. Da an
diesen Wellenlangen das Entstehen ungeordneter Hew.Zerfall a-helikaler Struktur
beobachtet wird und diese Prozesse gleichzeitiguédsh, kann eine weitere Analyse zur
Bestimmung der Faltungs- bzw. Entfaltungsraten lilgetiihrt werden. Zur Beschreibung des
Faltungsprozesses kann aufgrund der simultan bhtéian Absorptionsanderungen ein
Zwei-Zustandsmodell benutzt werden. Die aus denematrhaltene Zeitkonstanteps
entspricht dem Kehrwert der Reaktionsrajig & Tons”, die aus der Summe der Raten der Hin-

und Rickreaktion, also hier der Faltung und Enifadt besteht.
Kops = ks + Ky (49)

Zusatzlich wurde durch die Analyse der statischgrek8en die temperaturabhangige
Gleichgewichtskonstante (i{T) bestimmt, die proportional zum Verhéltnis degaRtions-
raten von Faltung und Entfaltung ist.
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Kk, (50)

Dadurch, dass sowohlel{T) bereits aus den Absorptionsmessungen im thehars Gleich-
gewicht bestimmt (siehe Kapitel 5.3.2) und dasshadie Reaktionsrate kT) ermittelt
wurde, kdnnen die Faltungs- und Entfaltungsratexhd&insetzen der Gleichung (49) in (50)

bestimmt werden.

k kobs (51)
T e+ 1)
k _Keq kobs (52)
b (Keg+1)

Mit diesen Beziehungen werden die temperaturabhgangRaten der Faltung und Entfaltung
berechnet. Die Bestimmung der Gleichgewichtskonstig(T) erfolgt durch Gleichung (35)
und dem Einsetzen der aus den statischen IR-Dat@ormen thermodynamischen Parameter
von AH = 54,45 kJ mét, AC =10,0J motK™* und T, =307,2 K. Zur Auswertung der
beobachteten Reaktionsgeschwindigkeiten wird disolabe Temperatur nach der Laser-
Anregung benutzt, die innerhalb des Zeitbereichs ®a. 1Qus stabil ist. Dafir wird der
Temperatursprung anhand der beobachtete Absorptiensitaten mit einer Gro3e von 15 °K
angendhert. Anhand der Absorptionsanderungen wigskgestellt, dass der Temperatur-
sprung fur die hier analysierte Peptidprobe gréfdar als derjenige, der in Abbildung 51
dargestellt wurde. Obwohl sich, wie in Kapitel 8.beschrieben, die Grol3e des Temperatur-
sprunges beim Erwarmen der Probe leicht erhohiéimiiese Anderungen des Temperatur-
sprunges im Bereich von 0 °C bis 30 °C auf ca. idgrenzt werden. Die unterschiedlich
grof3en Temperaturspriinge werden unter anderem \aurctschwankungen der Laserpuls-
energie beeinflusst, die bei einer prazisen Bestingnder Gro3e des Temperatursprunges
bertcksichtigt werden mussten. Zur Analyse der twatprabhéangigen Reaktionszeiten
wurde deshalb zu jeder experimentell bestimmteraAg$temperatur 15 K hinzuaddiert, d.h.
eine Grol3e des Temperatursprunges von (15 + 1)gkgaben.

Zu einer graphischen Darstellung werden die durébsed Auswertung bestimmten
Reaktionsraten in einer Arrhenius-Darstellung (femius Plot“) abgebildet. Dabei werden
die Raten in logarithmischer Form gegen 1000/T ewégen. AnschlielRend werden diese

Reaktionsraten durch die Arrhenius-Gleichung (28thematisch beschrieben, um die
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Aktivierungsenergie des beobachteten Faltungspsezezu ermitteln. Fir eine anschau-
lichere Darstellung werden aus den Raten die Rmadkdeiten berechnet und gegen die
Temperatur aufgetragen. Dadurch werden Unterschiedien Faltungs- und Entfaltungs-

zeiten in Korrelation zur jeweiligen Temperaturest§ichtlicher.
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Abbildung 54: Analyse der temperaturabhangigen ralansraten von Polyglutaminsaure
bei pD 5,4. Links: Arrhenius-Darstellung der beobtsten Relaxationsratenyds und
berechneten Faltungs-; k und Entfaltungsraten ;k Rechts: Temperaturabhangigkeit der
Relaxationszeiten. Die eingezeichneten Linien iddre Darstellungen sind mathematische
Beschreibungen der experimentellen Daten mittelsr dArrhenius-Gleichung:
In(k) = In(A) - E/RT, wobei Edie Aktivierungsenergie ist.

In Abbildung 54 (links) sind die logarithmierten tea gegen 1000/T aufgetragen. Man
erkennt deutlich einen Unterschied der aus den #ismstransienten bestimmten
Reaktionsraten und den berechneten Faltung- unthlemgsraten. Die letzteren kreuzen
einander in der Ubergangstemperatys. Die Steigung der durch die Datenpunkte der
Entfaltung gelegten Ausgleichsgeraden ist auf3erdentlich kleiner als die Steigung der
Gerade durch die Faltungsdaten. Durch die Analysesed Datenpunkte mit der
Arrhenius-Gleichung werden die Aktivierungsenergiamd In(A)-Werte bestimmt und in

Tabelle 9 dargestellt.
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Parameter bestimmt durch die Arrhenius-Gleichung

Es / kJ mol' In(A)
Kobe 51,69 £ 0,87 33,83+0,34
Ky 27,26 £1,46 23,53 £ 0,58
Ks 81,69 £1,45 44,84 + 0,57

Tabelle 9: Ubersicht der Aktivierungsenergien, ais den temperaturabhangigen Reaktions-

raten ks k, und k durch die Arrhenius-Gleichung bestimmt wurden.

Durch die Zusammenstellung der Aktivierungsenergreabelle 9 kdnnen deren Werte
miteinander verglichen werden. Der niedrigste Vdert Aktivierungsenergien wurde fur den
Entfaltungsprozess bestimmt. Die grof3te Veranderaonden Reaktionsraten und somit der
grofite Wert der Aktivierungsenergie wird fur didtéiag bestimmt. Die Aktivierungsenergie
der aus den Kinetiken direkt ermittelten Ratg(kfgsy ist grof3er als die der Entfaltung(l),
jedoch kleiner als diejenige der Faltungky, zusammenfassendy(E,) < Ex(Kob9 < Ea(ks).
Prinzipiell kann aus den Aktivierungsenergiegkg) und E(ks) auch die Enthalpieanderung
AHeq bei der Ubergangstemperatur, die bereits zur Bergty der Reaktionsraten lnd k,
benutzt wurde, bestimmt werd&nDabei wird die Aktivierungsenthalpie aus der Bézing
AH = E, — RT berechnet, um durch die Aktivierungsenthalpie deitung AH; und
EntfaltungAH, die AktivierungsentahlpiAHeq zu erhalten.

AH,, = AHy — AH,, = 79,13 k] mol™" — 24,71 k] mol™ = 54,42 k] mol~?

Dieser Wert (54,42 +2,06) kJ mblstimmt mit (54,45 + 2,57) kJ mibl der Enthalpie-
anderung, die aus den IR-Daten im thermischen Kemwicht ermittelt wurde, sehr gut
uberein.

Aufgrund der unterschiedlich groRen Werte der Aktingsenergien konnen bereits
Aussagen uber die Anderung der GeschwindigkeitRisaktionen getroffen werden. Durch
den kleinen EWert der Entfaltung wird sich die Reaktionsratel Vangsamer veréndern als
diejenige der Faltung, die einen ca. vierfach gréff&Vert der Aktivierungsenergie besitzt.
Berechnet man durch Anwendung von Gleichung (28)dmr Aktivierungsenergie vonk
die Aktivierungsenthalpie bei der Ubergangstemperadbn (307,2 + 1,5) K, so betragt diese:
AH = E; — RT = (49,14 4+ 0,87) k] mol~t. Im Rahmen der Messgenauigkeit und der
Fehler, die beim Anpassen der experimentellen Datémeten, ist diese Enthalpie durchaus
mit der Enthalpieanderung von (54,45 + 2,57) kJ'thalie aus den statischen IR-Daten
ermittelt wurde, vergleichbar. Zusatzlich beinhalteder Summand In(A) der
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Arrhenius-Gleichung Terme der Aktivierungsentropks. Diese kdnnen jedoch nicht

hinreichend genau separiert und fehlerfrei bestimerde®*

Zur Beurteilung der Faltungseigenschaften wird ¥®iergleich der Reaktionszeiten bei

verschiedenen Temperaturen durchgefuhrt. Diese riEbgestellung ist graphisch in

Abbildung 38 (rechts) und in Tabelle 10 mit exakWerten an ausgewahlten Temperaturen

dargestellt.

Temperaturabhangigkeit der Faltungs- und
Entfaltungsreaktionszeiten

T/K Tobs/US | Ty/MS Ti / US

290 4,14 4,91 17,34
300 2,03 3,37 5,60
307 1,25 2,61 2,60
310 1,04 2,34 1,95
320 0,56 1,70 0,72

Tabelle 10: Vergleich von Reaktionszeiten des HRgkprozesses an ausgewahlten
Temperaturen, die mit den Parametern der angepasAtehenius-Gleichungen bestimmt

wurden.

Man erkennt in Abbildung 54 und Tabelle 10, dass Haltungs- und Entfaltungszeiten
langsamer ablaufen als die Reaktionszeiten, diekdivei der Anpassung der Absorptions-
transienten ermittelt wurden. Zusatzlich ist beditlaar, dass alle Reaktionszeiten mit
steigender Temperatur sinken und somit die Realsibmeller wird. Des Weiteren ist offen-
sichtlich, dass bei niedrigen Temperaturen dieulRgltwesentlich langsamer ablauft als die
Entfaltung. Die Abnahme der Faltungszeiten istketdals die Abnahme der Entfaltungs-
relaxation. Das fuhrt schlieBlich dazu, dass beildlsergangstemperatur von ~ 307 K beide
Prozesse, die Hin- und die Ruckreaktion, die gkei@eschwindigkeit besitzen. Bei htheren
Temperaturen beobachtet man, dass die Entfaltunygdener ablauft als der Faltungsprozess.
Aus diesen Ergebnissen kann der Schluss gezogeastemedass unterhalb der Ubergangs-
temperatur die Ruckfaltung der geschwindigkeitdienende Schritt ist, wahrend oberhalb
der Ubergangstemperatur die Entfaltung die gesaReaktionsgeschwindigkeit zeitlich
eingrenzt.

Die beschriebenen Temperatursprung-Untersuchungedew bei einem pD-Wert von 5,4
durchgeflihrt. Wie jedoch schon an den statischenu®D FTIR-Spektren erkennbar ist, sind

Strukturveranderungen und Veranderungen der Sttbdes Homopolymers Polyglutamin-
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saure stark pD-abhangig. Aus diesem Grund wurdemp&eatursprung-Experimente bei
verschiedenen pD-Werten durchgefiihrt und jeweills dimer Wellenldnge von 1631 ¢ém
untersucht. In Abbildung 55 sind die jeweiligen Re@nsraten bei verschiedenen pD-Werten

in Abhangigkeit ihrer Temperatur aufgetragen.
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Abbildung 55: pD-Abhéngigkeit der Temperatursprumgddzierten Reaktionsraten bei der
Konformationsanderung von Polyglutaminsaure in Reta zur Temperatur. Links:

Arrhenius-Darstellung der Relaxationsraten, besttmmaus den zeitaufgelosten
IR-Absorptionen, gegen 1000/T. Die durchgezogene hirurde durch eine mathematische
Anpassung der Arrhenius-Gleichung ermittelt. Rechismperaturabhangige Relaxations-

zeiten nach dem Temperatursprung von jeweils caC15

Die Relaxationszeiten weisen bei allen pD-Werteme eTemperaturabhangigkeit auf. Sie
nehmen mit steigender Temperatur ab. Die Ander@ngRaten ks und somit die Steigung
der durch die Datenpunkte angepassten Ausgleicidger steht durch die Arrhenius-
Gleichung (28) in Zusammenhang mit der Aktivierugergie. Die somit bei verschiedenen
pD-Werten bestimmten Aktivierungsenergien gebenhad fur die unterschiedlich starke
Variation der Reaktionsraten wieder. Zum bessereergich sind die durch die

Arrhenius-Gleichung bestimmten Aktivierungsenerdigin Tabelle 11 zusammengetragen.
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Parameter bestimmt durch die Arrhenius-Gleichung

pD-Wert E / kJ mof' In(A)
52 44,47 + 0,81 31,08 £ 0,32
54 53,30 £1,04 34,46 £ 0,41
5,6 64,23 + 2,33 38,78 £ 0,92
5,8 107,01 £ 6,22 56,76 £ 2,51

Tabelle 11: Ubersicht der Aktivierungsenergien bdei verschiedenen pD-Werten, bestimmt
durch die Arrhenius-Darstellung (siehe Abbildung 55

In Tabelle 11 erkennt man, dass die Aktivierungsgira mit steigendem pD-Wert ebenfalls
stark ansteigen. Somit wird bei einem pD von 5,8ite die doppelte Aktivierungsenergie
wie bei pD 5,4 bestimmt. Das bedeutet, dass dikiReszeiten bei hoherem pD schneller
abnehmen als bei niedrigerem pD. Dieser Effekttl&gsh auch in der graphischen Dar-
stellung der temperaturabhangigen Relaxationszei(siehe Abbildung 55, rechts)
beobachten. Fir pD 5,8 sind die Reaktionszeiteaitsesaib ~ 303 K unter Is gesunken. Bei
einem pD von 5,4 wird diese Relaxationsgeschwirgligirst ab ~ 310 K erreicht. Neben der
unterschiedlich starken Abnahme der Reaktionszait#gt ein Vergleich der Relaxations-
zeiten bei gleicher Temperatur, jedoch bei unteesitichem pD-Werten, die unterschiedliche
Stabilitat der Peptide.

3.5
3.0 *
) )
2 25 /
=) J
8
g 2.0-
S &
2154 88—
=
&
Lol ®295K
' [0—303K
0.5 . . ; : , : :
52 5.4 5.6 5.8

pD-Wert

Abbildung 56: Vergleich der pD-abhangigen Relaxasieiten von Polyglutaminsdure bei
jeweils gleicher Temperatur von 295 K bzw. 303 ke Dinien beschreiben qualitativ den

Verlauf der Daten.
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In Abbildung 56 wurden die experimentell ermittalt&kelaxationszeiten an zwei aus-
gewahlten Temperaturen gegen ihren jeweiligen pDt\@efgetragen. Man erkennt dabei,
dass die Relaxationsgeschwindigkeit von pD 5,58dangsamer und schliellich bei pD 5,8
wieder schneller wird. Die Relaxationszeit besii#gmnach einen Maximalwert bei ca.
pD 5,6. Unabhangig von der Temperatur wird die $éadrelaxationszeit bei diesem pD-Wert
gefunden. Dieser Effekt ist in Abbildung 56 an demperaturen 295 K und 303 K qualitativ
gezeigt. Der so ermittelte pD-Wert der maximalelaRaionszeit stimmt mit den pD-Werten
Uberein, die bei der pH-Titration sowohl mit der -Cipektroskopie (5,55) als auch der FTIR-
Spektroskopie (5,75) beim Helix-Knauel-Ubergangibast wurden (siehe Kapitel 5.3.1).

Die hier enthaltenen Ergebnisse sollen im Folgendeih anderen Arbeiten an der
Polyglutaminsauré**®erglichen werden. Dabei wurde mit unterschiedlichkless-
techniken beobachtet, dass der pH-Wert des HeliukéhUberganges und der Maximalwert
der Relaxationszeit (ibereinstimmen. Bspw. zeigtenjiTet al’® mit E-Feldspriingen, dass
Polyglutaminsaure im Helix-Knduel-Ubergang bei pA 6ei ~ 15 °C eine Relaxationszeit
von ~ 3,3us (Daten aus Figure’5abgelesen) besitzt. Der Unterschied des Helix-Khau
Uberganges im pH-Wert dieser Publikation und demnligser Arbeit bestimmten pD-Wert
kann dadurch begrindet werden, dass nicht das eyekthe Peptid sondern NaPGA
untersucht wurde. Jedoch konnten Yasunaga't ebenfalls mit E-Feldspriingen an intH
geldster Polyglutaminséaure zeigen, dass der Hefis€l-Ubergang bei pH 5,6 beobachtet
wird, mit dem Maximalwert der Relaxationszeit Gbesémmt und 2,us bei 20 °C (Daten
aus Figure 2° abgelesen) betragt. Unterstiitzt werden diese Bissb durch die abermals
mit E-Feldspriingen bestimmten Resultate von Cumsningd Eyring®, die am Helix-
Knauel-Ubergang bei pH 5,9 und 24 °C eine Relaratieit von 1,7us von Polyglutamin-
saure in HO ermittelted®. Durch Ultraschallmessungen konnten Barksdale 8tehf?
zeigen, dass Polyglutaminséure bei 37 °C und epidmon 5,21, an dem der Mittelpunkt des
Helix-Knduel-Uberganges bestimmt wurde, eine malémRelaxationszeit von 105
aufweist. Diese publizierten Relaxationszeiten agli¥-Knauel-Ubergang stimmen qualitativ
mit denen in dieser Arbeit ermittelten Werten tUber&o wurde bspw. bei einer Temperatur
von 20 °C und einem pD von 5,6 eine Relaxationszmit 3,3us ermittelt (siehe Abbildung
56).

Die beobachteten Relaxationsdynamiken kénnen mmit ¢helix-Knauel-Ubergangsmodell

erklart werden, das von Schwarz und Sé%‘iigezeigt wurde. Die Konformationsédnderungen
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eines Biopolymers werden dabei thermodynamischkimetisch beschrieben. Sie nutzen die
Annahme, dass die Konformationsdnderung durch eneperative Wechselwirkung

zwischen den nachstgelegenen Nachbarsegmenten Rotgpeptidkette entstehen. Nach
diesem Modell kann der Helixanteil des beobachtéetypeptids, also die Anteile f der

helikalen Segmente, beschrieben werden durch:

po L[ st (53)
2 J(s'=1)2 + 405’

Dabei beschreibt der Parameter s' die Gleichgeskdntstante der Ausbreitung bzw. der
Zunahme der helikalen Fragmente eine Peptidketibjngegerno der Nukleationsparameter
ist, der die Keimbildung eines ersten helikalen rBegts innerhalb einer Knéuel-Region
wiedergibt. Die Ausbildung eines ersten Segments vails Nukleationsprozess und die
darauffolgende Zunahme der Strukturen wird als &gapion bezeichnet.
Am Mittelpunkt des Helix-Knauel-Uberganges ist demteil der Helix auf die Halfte des
urspringlichen Wertes zurtickgegangen, also f=%4Retdem ist die Gleichgewichts-
konstante s‘ an diesem Punkt, der das VerhaltmsBr- und Ruckfaltung beschreibt, gleich
eins. Die Relaxationszeitin der Nahe des Ubergangspunktes ist dann defihiech:
l = 40ky &9
T
Der eingefiihrte Parameterbbeschreibt dabei die Rate der vorwartsgerichtBtaktion, also
der Helixausbildung nach der ersten Phase des Mlitksprozesses. Durch Snipp etl.
wurde der Nukleationsparameter mit= (3 +2)-10° fir Polyglutaminsdure bestimmt.
Dadurch kann die Ausbreitungsgeschwindigkeit dedixdédung am Ubergangspunkt
bestimmt werden. Eine Zusammenfassung von Relaszt@iten und Raten der Ausbildung

der Helices von Polyglutaminsaure sind in Tabelaldrgestellt.
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Relaxations- und Ausbildungsraten am Helix-Knaubkkgang

Temperatur / °C  Tgem /Us ki / 10 sec’ %/ ns Referenz
37 1,0+0,1 8+5 125+7,8 [
15 3,4+0,2 2,4+0,2 41,7+35 31
25 3,2+0,2 2,6+0,2 385+3,0 1
35 2,9+0,2 2,9+0,2 345+24 310
45 2,4+0,2 3,4+0,2 294+1,7 3%
24 1,7+0,6 6,0+3,2 16,7 +8,9 &
20 ~28 29+20 34,5+23,8 10¢

Tabelle 12: Ubersicht publizierter Relaxationszeitend Ausbildungsraten der Helixbildung

von Polyglutaminsaure am Helix-Knauel-Ubergang.

Eine Auswertung der in dieser Arbeit bestimmtenaiRationszeiten, die am pH-Wert des
Helix-Knauel-Uberganges ermittelt wurden, liefeurch Gleichung (54) die Raten der Helix-
bildung. Diese Raten sind in Abhangigkeit ihrer pematur in Tabelle 13 dargestelit.

Relaxations- und Ausbildungsraten der Helix beif®

Temperatur / °C TRelw | IS ki / 10 sec* %/ ns
17,7 4,76 + 0,044 1,75+1,18 57,12 + 38,61
19,7 3,74 £0,029 2,23 +1,50 44,88 + 30,27
21,9 3,343 £ 0,029 2,49 +1,68 40,12 + 27,09
24,9 2,73 +0,024 3,05+ 2,06 32,76 £ 22,13
27 2,286 + 0,022 3,65 2,47 27,43 +£18,55
29,6 1,936 + 0,02 4,30+2,91 23,23+ 15,73
31,5 1,573 +0,019 5,30 + 3,60 18,88 + 12,81
34,1 1,344 + 0,025 6,20 + 4,25 16,13 + 11,05
36,6 0,946 + 0,024 8,81 +£6,10 11,35+ 7,86
41,1 0,691 + 0,025 12,06 + 8,48 8,29 +5,83
44 0,48 + 0,029 17,36 + 12,62 576 +4,19

Tabelle 13: Ubersicht der experimentell ermitteltemd durch Gleichung (54) bestimmten
Relaxationszeiten und Ausbildungsraten der Heliklniy von Polyglutaminsdure am Helix-
Knauel-Ubergang.

Die Raten der Helixausbildung liegen je nach Temferzwischen ~ 57 ns bis ~ 6 ns. Der
auffallend grol3e Fehler bei der Bestimmung der Adshgsrate liegt hauptséchlich am sehr
grol3en Fehler des verwendeten Nukleationsparamef2ie mit dieser Auswertungsmethode
ermittelten und in Tabelle 13 dargestellten Ratenreen qualitativ mit denen in Tabelle 12
gezeigten Raten Uberein. Neben der Ubereinstimmerkgnnt man zusatzlich, dass die
Zeitkonstanten der Ausbildung mit steigender Termper kleiner werden, dass also die
Geschwindigkeit der Reaktion zunimmt. Diese Temjpeadhangigkeit der Reaktionsraten

kann zu einer Auswertung durch eine Arrhenius-Rdistg benutzt werden. Da die
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ermittelten Reaktionszeit der Helixausbildung proportional zur beobachtdRataxations-
zeit Tops Sind (nach Gleichung (54) ist,,s = 407¢), wurde fir beide Reaktionszeiten die
gleiche Aktivierungsenergie ;Emit (64,23 + 2,33) kJ mdl bestimmt. Berechnet man mit
Gleichung (29) die Aktivierungsenthalpie, so erh@kn bei 310 K mitAH = E-RT einen
Wert von (61,65 + 2,23) kJ nibl Einen vergleichbaren Wert der Aktivierungsenetigtern
Cummings und Eyrinf§ bei der Auswertung einer Arrhenius-Darstellung mit
Ea = 10 kcal mof = 41,8 kJ mot. Dahingegen kann mit den hier ermittelten Datea di
geringe Enthalpieanderung von (1,5 + 0,4) kcal'mozw. (6,27 + 1,67) kJ md) bestimmt
durch Tsuji et al® bzw. Sano und Yasund§3 nicht bestatigt werden. Sie untersuchten
jedoch die deprotonierte Polyglutaminsaure, Natpalyglutamat (NaPGA), was die

Abweichung erkléaren kénnte.

5.3.4 Zusammenfassung der Untersuchungen an Polyglu  taminséaure

In dieser Arbeit wurden statische CD- und FTIR-Ekpente durchgefuhrt, um die
Temperatur- und pD-Abhangigkeit der Strukturstédiilivon Polyglutaminsaure zu unter-
suchen. Mit beiden Messmethoden wurde festgestiekts bei einem pD-Wert von ca. 5,6 ein
Strukturwandel vom-Helix zu ungeordnetem Knauel beobachtet werdemn kan

Es konnte gezeigt werden, dass Polyglutaminsauranibdrigem pD innerhalb eines sehr
engen Temperaturbereiches von eimdrelikalen in eine aggregierte Konformation wechsel
Durch Erh6hung des pD-Wertes nimmt diese thermigggregation ab, bis bei pD 5,4 keine
Aggregation mehr erkennbar ist. Der dabei beobsesteukturelle Ubergang ist jedoch im
Vergleich zum Aggregationsiibergang sehr breit. Butie weitere Erhéhung des pD-Wertes
wird schlie3lich keine wesentliche strukturelle &ederung mehr detektiert. Ein Vergleich
des Homopolymers bei verschiedenen pD-Werten watid anhand der unterschiedlichen
thermodynamischen Parameter durchgefihrt.

Auf der Basis dieser Resultate im thermischen Ggmevicht wurden Temperatursprung-
Experimente von Polyglutaminséaure bei pD 5,4 duetliigt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass zeitaufgeloste Absorptionstransienten an scitexdlichen Wellenlangen, die als unter-
schiedliche Strukturkomponentea-Helix bzw. ungeordnetes Knauel) interpretiert vesrd
die gleichen Relaxationszeiten besitzen. Bei eikmalyse der Relaxationsraten konnten aus

diesen die temperaturabhangige Dynamik der Faltung Entfaltung separiert werden.
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Dadurch wurde gezeigt, dass die Ruckfaltung desid®eder geschwindigkeitsbegrenzende
Faktor der beobachteten Reaktion ist.

Abschlieend wurden Temperatursprung-Experimente Werschiedenen pD-Werten
durchgefluhrt. Die langsamsten Relaxationszeiterdamubei pD 5,6 beobachtet.

Die erhaltenen Ergebnisse kénnen durch Literatuemeelegt und zu einem Gesamtmodell
zusammengefligt werden. Ausschlaggebend fur di«ktBtrund Stabilitat des Peptids ist das
Verhéltnis von protonierten und ionisierten Carde@yuppen der Seitenketten. Zusatzlich
kénnen die Daten bei pD 5,4, die eine schnellerttalEnng des Peptids und eine langsamere
Ruckfaltung zeigen, damit interpretiert werden,sddi€ eingenommene ungeordnete Knéauel-
Konformation stabiler ist als die helikale StruktDieser Effekt vergrofRert sich bis zu einem
pD-Wert von 5,6. Oberhalb dieses pD-Wertes werderb€eobachteten Relaxationszeiten, die

Summe aus Faltungs- und Entfaltungsraten, schneller
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5.4 Untersuchungen eines isotopenmarkierten eines B-Hairpin-Peptids mittels

statischer und zeitaufgelGster Spektroskopie

Die in dieser Arbeit untersuchtegBrHairpin-Peptide sind Varianten des urspringlicm vo
Cochran et &f! synthetisierter-Hairpin-Peptids Trpzip2. Wie bereits in Kapitelkefvahnt
wurde, werden diese Peptide vor allem durch digdpltbben Wechselwirkungen zwischen
den Tryptophanen stabilisiert. In allen hier verdeten Peptidvarianten wurden im Vergleich
zum Trpzip2 Peptid die urspringlichen Aminosauren daei Positionen durch Alanine
ersetzt, an Position 1 das Serin und an Positiam@ 10 das jeweilige Threonin. Die
veranderten Peptide werden als Trpzip2C benanm. 3nthese der untersuchten Trpzip-
Peptide wurden am Research Resources Center deersity of lllinois at Chicago in der
Arbeitsgruppe von Prof. Timothy A. Keiderling duggflihrt (siehe Kapitel 4.3). Die
Alanin-Substitutionen wurden vorgenommen, um Isetoparkierungen mit angemessenen,

akzeptablen Kosten der Synthesereagenzien durdinzuiii
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Abbildung 57: Schematische Strukturdarstellung zieeifach isotopenmarkierten Trpzip2C-
Peptide. Die **C=0-Isotopenmarkierungen befinden sich auf den géberliegenden
Strangen deg3-Hairpins und sind jeweils in der Peptidgruppe ahgut. Oben: A1A10;
Mitte: ABA10; Unten: A3KS.
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Die Abbildung 57 und Tabelle 14 geben einen Ubekbliber die verwendeten Peptide, die

Isotopenmarkierungspositionen und einen Vergleichdar urspringlichen Peptid-Sequenz

des Trpzip2.
Peptid Sequenz
Trpzip2 SWTWENGKWTWK-NH
Trpzip2C AWAWENGKWAWK-NH;,
A1A10 AWAWENGKWAWK-NH
A3A10 AWAWENGKWAWK-NH,
A3K8 AWAWENGK WAWK-NH

Tabelle 14: Ubersicht der Sequenzen der TrpzipZiBegrianten und den Positionen der
%c=0 Isotopenmarkierungen in der Peptidgruppen derblich hervorgehobenen

Aminosauren

Die Entfernungen und Positionen d&€=0-Isotopenmarkierungen in d@Hairpin-Struktur
sind innerhalb der Peptidvarianten unterschiedliEabei bilden die’*C=0 Gruppen
Wasserstoff-verbriickte Ringe aus, die in Abbild&7gfarblich markiert sind. Die Varianten
A1A10 und A3K8 besitzen gleich grol3e, aus 14 Atomen bestehendsét&off-verbrickte
Ringe, die sich irA1A10 an den Hairpin-Enden und W3K8 in der der Nahe des Turns
befinden. DieA3A10 Peptidvariante bildet einen kleineren Wasserstefbriickten Ring aus,

der aus 10 Atomen besteht.

5.4.1 CD-spektroskopische Untersuchung der Trpzip2C  -Peptidvarianten im

thermischen Gleichgewicht

Die Analyse der Trpzip2C-Peptide wurde unter andemmittels Circular-Dichroismus-
Spektroskopie durchgefuhrt. Im Gegensatz zu delapitel 2.4 gezeigten Spektren eines
B-Faltblattes eines Peptids (Abbildung 14) ist daenk der Spektren des in Abbildung 58
dargestellten Trpzip2C-Peptids, hier gezeigt amsjdel der isotopenmarkierten Variante
A3K8, verandert.
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Abbildung 58: UV-CD Spektrum einer A3K8-Probe nit pbei einer Temperatur von 4 °C,
einer Probenkonzentration von 20 mg/ml und eindrich¢dicke von ~ 1@m. Oben rechts:

vergroRRerter Spektralbereich der gleichen Probe

Im CD-Spektrum im fernen UV-Bereich (180 - 250 nmg¢rden bei niedriger Temperatur
(4 °C) eine positive Bande bei ~ 227 nm und eingatiee Bande bei ~ 213 nm beobachtet.
Dieses Bandenpaar (,couplet bands”) entsteht au€xetonenkopplung der benachbarten
Trypthophan-Residuéff. Jeweils zwei benachbarte Trypthophanresiduen2-Trp11 und
Trp4-Trp9, stehen dabei in hydrophober Wechselwiggwobei die jeweiligen Indol-Ringe
in einer senkrecht aufeinander stehenden Geomggadyge-to-face®) raumlich organisiert
sind"'®. Diese Art der geometrischen Anordnung kann uarederem bei der aus den 20
Modellen der NMR-Daten stammenden dreidimension&eoktur des TrpzipB-Hairpin-
Peptidé® beobachtet werden (vergleiche Abbildung 18). Imhema UV-Bereich
(250 - 350 nm) werden negative Banden bei 295 nm b@ 288 nm beobachtet. Diese
Spektrenform wurde auch fiir das urspriingliche PgZigefunden. Konsequenter Weise
kann daraus der Schluss gezogen werden, dassrbdiideuntersuchten Peptid Trpzip2C die
Tryptophan-Residuen in einer ahnlich gut ausgepréadertiarstruktur angeordnet sind, wie
in den ursprunglichen Trpzip2-Peptiden.

Wird bei der thermischen Entfaltung des untersuciiReptids die Entfernung dieser Indol-

Ringe der Tryptophane erhéht, so kann das direkCaSpektrum durch eine Intensitéats-
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abnahme beobachtet werden. Da die elektronischelog und damit die Intensitat der
UV-CD-Banden von der Entfernung (f)Rabhangig ist, kann diese Kopplung als direktes
Merkmal der Entfaltung des Peptids und zur Untdreng der Stabilitatseigenschaften
genutzt werden.

Fur einen Vergleich der CD-Spektren werden diegeTijpzip2C und fur die isotopen-
markierte VarianteA3K8 in Abbildung 59 dargestellt. Fir eine bessere échbarkeit

wurden identische Schichtdicken ~ @ und Probenkonzentrationen ~ 20 mg/ml benutzt.

:’/-’“\
190 200 210 220 230 240 250 190 200 210 220 230 240 250
Wellenldnge / nm Wellenldnge / nm

Abbildung 59: Fern-UV-CD Spektren zweier Trpzip2&iahten (links: Trpzip2C, rechts:
A3K8) mit pD 1 beim Erwarmen von 4 °C (violett) 80f°C (rot).

Bei der thermischen Entfaltung des Peptids (siebbildung 59) nehmen die Intensitaten
beider durch Excitonenkopplung verursachten Bandenfernen UV-Bereich ab. Ein

Unterschied der Spektren zwischen 4 °C (violett) 88 °C (rot) ist deutlich erkennbar. Diese
Intensitdtsabnahme verlauft kontinuierlich Gber dggsamten untersuchten Temperatur-
bereich und wird als thermische Denaturierung deptiés interpretiert. In den beiden
dargestellten Varianten des Trpzip2C-Peptids istdee thermischen Denaturierung kein
Unterschied erkennbar. Auch im nahen UV-Bereichdist Abnahme der Intensitaten beim

Erwarmen der Probe sichtbar (siehe Abbildung 60).
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Abbildung 60: Nah-UV-CD Spektren der A3K8-PeptidspD 1 beim Erwarmen von 4 °C
(violett) auf 90 °C (rot). Dabei wurde dieselbe Beovermessen, die in Abbildung 59 (rechts)

dargestellt ist.

Obwohl die in Abbildung 60 dargestellten Spektresrrausch’ sind, ist der Effekt der

Intensitatsabnahme der Banden bei 295 nm und b&in28 beim Erwarmen der Probe
offensichtlich. Diese Bandenverringerung kann atm@hme der Tertiarstruktur interpretiert
werden.

Mittels der CD-Spektren der beiden Trpzip2C-Vamant(siehe Abbildung 59) soll hier
beispielhaft die Analyse der experimentellen Daters dem fernen UV-Bereich gezeigt
werden. Abbildung 61 zeigt deshalb die temperahéagige Absorption bei 227 nm, die,
wie bereits erwéhnt, als Merkmal fur die Kopplurgg thdol-Ringe gilt und somit bei tieferen

Temperaturen (4 °C) als eine intaRtd1airpin-Struktur interpretiert wird.

9 Das Rauschen in diesem Spektralbereich kdnntéhdzine gréRere Probenschichtdicke verringert werBan
jedoch die hauptsachliche Analyse im fernen UV-Béreurchgefiihrt wurde, wird hier lediglich auf deffekt
der Beobachtung der temperaturinduzierten Entfglhingewiesen.
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Abbildung 61: Analyse der temperaturabhangigen @@sitatendT) und der temperatur-
abhangigen Intensitétsénderunge‘faz(T—T) (jeweils verkleinerter Abbildungseinsatz oben

rechts), bei 227 nm beim Erwarmen der Trpzip2C-ideptvon 4 °C bis 90 °C (Links:

Trpzip2C, Rechts: A3K8). Die experimentellen Dat&) bzw.dZ—(TT) (blaue Quadrate)

werden Uber Gleichung (32) bzw. Gleichung (37) mmaudtisch beschrieben (rote

durchgezogene Linie).

Beim Erwarmen der Trpzip2C-Peptide, sowohl deragen- als auch unmarkierten Peptide,
nimmt die Intensitdt der Bande bei 227 nm auf dessagiten untersuchten Temperatur-
bereich von 4 °C bis 90 °C ab. Der Kurvenverlauf t®topenmarkierten Peptidvariante
besitzt hingegen eine markantere sigmoide Forndigsunmarkierte Trpzip2C-Probe. Die

de(T)

— der beiden Proben weisen einen ahnlichen Kurvésyferauf. Das

Ableitungen

Minimum beider Kurven liegt bei ca. 325 K. Insgesaimd die in dieser Arbeit erhaltenen

de(T)

Kurvenverlaufe mit den Intensitatsverlaufen der D&ten 6(T) und Ableitungen7

qualitativ vergleichbar, die von Cochran ef’ghubliziert wurden.
Zur mathematischen Beschreibung der experimentédiemperaturabhangigen Absorptionen

08(T) wird Gleichung (32) und zur Beschreibung demvder Temperatur abhangigen
Absorptionsanderungei‘%{% wird Gleichung (37) benutzt. Die Anpassung diekerden

mathematischen Funktionen an die jeweiligen expamtgllen Daten wurde Uber einen
.Global Fit* (siehe Kapitel 4.2) durchgefihrt. Dinalyse der in Abbildung 61 dargestellten
temperaturabhéngigen Intensitaten ergibt fur T@Ziglinks) eine Enthalpieanderung von
(54,70 + 4,08) kI md! und eine sehr kleine Anderung der Warmekapazitén v
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(40,98 + 62,11) IJmdIK™®. Die Ubergangstemperatur der Entfaltung wurde mit
(345,8 + 3,8) K bestimmt. Dieser Wert stimmt mitrden Cochran et & fir Trpzip2
angegebenen Ubergangstemperatur von (345,0 + Qjjbekein. Dahingegen weichen die von
Cochran et af* angegebene Enthalpieanderung von (70,17 + 0,28)ckJ und die Anderung
der Warmekapazitat von (1175,7 +8,4) J il von den in dieser Arbeit ermittelten
Werten ab. Diese Abweichungen entstehen, da ddsasbtete Ubergang tiber einen sehr
grof3en Temperaturbereich stattfindet und nicht heésis ausgepragt ist. Zuséatzlich ist nicht
Zu vernachlassigen, dass drei polare Aminosaurerin(®nd Threonin) durch hydrophobe
Alanine ausgetauscht wurden und dass das Pepteiren sehr sauren pH-Wert (pH ~ 1,2)
im Vergleich zur Arbeit von Cochran et®lI(pH 7) vermessen wurde. Aus diesen Tatsachen
resultieren maoglicherweise die Abweichungen zu dawéhnten thermodynamischen
Parametern. Zudem bleibt anzumerken, dass die matieeh bestimmten thermo-
dynamischen Parameter modellabhangig sind.

Die fur die isotopenmarkierte Peptidvarian®3K8 aus den CD-Daten ermittelten
thermodynamischen Parameter sind eine Enthalpiedmglevon (104,34 + 0,29) kJ myl
eine Anderung der Warmekapazitat von (113,3 + 241ol* K* und eine Ubergangs-
temperatur von (335,0 + 0,6) K. Die ermittelte Ujmsrgstemperatur liegt 10 °C tiefer als
diejenige des unmarkierten Trpzip2C-Peptids. Zlisatavird bei der isotopenmarkierten
Variante eine fast doppelt so groRe Enthalpie- b¥érmekapazitatsanderung bestimmit.
Diese Unterschiede sind jedoch auch bereits baneiNergleich der Kurvenverlaufe der
jeweiligen temperaturabhangigen Intensitaten inilloing 61 erkennbar. Wéahrend fir die
iIsotopenmarkierte Peptidvariante ein relativ einiden sigmoider Kurvenverlauf beobachtbar
ist, erkennt man fur die unmarkierte Peptidprob®e enahezu lineare Intensitdtsabnahme.
Diese unterschiedlichen Intensitatsverlaufe wirlserh direkt auf die thermodynamischen
Parameter aus.

Diese Resultate werden auch durch Hd&ngestatigt, die durch Studien an den zum Teil
auch in dieser Arbeit verwendetdghHairpin-Peptiden zeigte, dass sich die Ubergangs-
temperaturen je nach Peptidvariante unterscheided dass die thermodynamischen

Parameter von der Auswahl des Auswertungsmoddilesraig sind.
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5.4.2 FTIR-Absorptionsspektren der Trpzip2C-Peptidv  arianten im thermischen
Gleichgewicht

Neben der Analyse der CD-Spektren wurden im Rahuoheser Arbeit IR-Absorptions-
spektren der Trpzip2C-Peptide untersucht. Zundalestien statische Absorptionsspektren
der unterschiedlichen Varianten des Trpzip2C-Pep(glehe Abbildung 62) bei gleicher
Temperatur von ca. 20 °C im Amid | Bereich analgtsigdm die Losungsmittelabsorptionen
des DO bei dieser Gegenuberstellung aul3er Acht zu lagsagnden diese von den jeweiligen
Spektren der Peptide in Losung abgezogen. Um Zickdufgrund der unterschiedlichen
Peptidkonzentrationen und durch unterschiedlichdéicBtdicke der Probe auftretenden
Absorptionsunterschiede einander anzugleichen, evudie Flachen der Amid | Bande der zu
vergleichenden Spektren auf dem Spektralbereich 4860 cni bis 1560 crit auf eins
normiert.

Das nicht isotopenmarkierte Trpzip2C-Peptid besitat IR-Absorptionsspektrum (siehe
Abbildung 62, oben, schwarze Linie) eine breite ArhBande. Diese hat ihr Maximum bei
~ 1637 crit. Von den Trpzip2C-Peptid-Varianten sind keine NIgRukturdaten vorhanden.
Dennoch koénnen die vorhandenen IR-spektroskopisddaten in der Art interpretiert
werden, dass sie eindeutig aus der Ausbildung emetgparallelen 3-Strangmotives
hervorgehen. Sowohl CD- als auch IR-Spektren stimm# denen von Trpzip2 (mit geloster
NMR-Struktur), sowohl bei saurem als auch neutrghétaNert, gut tiberefri.

Als zusatzliches Hilfsmittel zur Interpretation débsorptionsspektrums wird dessen zweite
Ableitung benutzt. Dadurch lassen sich kleinere dgany die zur gesamten Gruppen-
schwingung der Amid | Bande beitragen, auflosene Minima, die in dieser zweiten
Ableitung zu erkennen sind, kénnen zur Auflosungridgppender Absorptionsbanden dienen.
In der zweiten Ableitung des Absorptionsspektrunes dicht isotopenmarkierten Peptids
(siehe Abbildung 62, unten) erkennt man zwei ausggp Minima an den Positionen
1634 cnt und 1672 cnl. Diese beiden Bandenpositionen kénnen als hock- niader-

frequente Bande d¢sFaltblattes interpretiert werden.
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Abbildung 62: Absorptionsspektren der untersuchienpzip2C-Varianten (jeweils mit
gleicher Farbkodierung). Oben: Absorptionsspekttesi 20 °C. Zum besseren Vergleich
wurden die Spektren normiert, um im Bereich vonOl&t&" bis 1560 crit eine Flache von
eins zu haben. Unten: 2. Ableitungen der daribemestellten Absorptionsspektren (zur

besseren Ubersicht Basislinien-verschoben) mit&tizdhl-Markierungen der Minima.

Neben dem gesamten Entfaltungsprozess eines Peptidgch, ist es auch von grol3em
Interesse, lokale, also oOrtlich-aufgeléste Entfadieigenschaften innerhalb einer Peptid-
struktur untersuchen zu kénnen. Dafiir wurd@r=O-Isotopenmarkierungen im Peptidriick-
grat an unterschiedlichen Positionen vorgenommen.

In Peptiden, in denen selektiv einzelne Aminosauterch'*C=0-Isotope markiert werden,

beobachtet man im Absorptionsspektrum Intensitéésderungen und Bandenpositions-
verschiebungen im Vergleich zum unmarkierten Pepbise Verdnderungen enthalten
Informationen (ber die Einflisse der lokalen Posigrung der*C=0-Markierung im

Peptid, aber auch tber unterschiedliche BindundsstaWie bereits erwahnt wurde, kdnnen
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diese Frequenzverschiebungen im einfachsten Fadlitbenur durch die unterschiedliche
Masse der Isotope verursacht werden, vergleiche @Géichung (7).

Peptide, in denen die Isotopenmarkierung gleiclizait zwei unterschiedlichen Positionen
hinzugefugt worden ist, beinhalten zusatzlich za 8ereits genannten Urspringen der an
einzelnen Aminosauren isotopeninduzierten Frequasehiebung auch noch die Effekte der
Schwingungskopplungen zwischen den beiden Stran@adurch werden Intensitats-
zunahmen und Frequenzverschiebungen von Amidbandgrdnenten beobachtet, die sich
in Abhangigkeit der Isotopenmarkierungspositioreusthiedlich verhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Stabilitats- undturagseigenschaften von zweifach
isotopenmarkierten Trpzip2C-Peptiden untersucheé Bbsorptionsspektren dieser zweifach
isotopenmarkierten Peptide sind im Vergleich zu demarkierten Peptidvariante in
Abbildung 62 dargestellt. Aufgrund der verschiedef®sitionen det’C=0-Markierungen
konnen unterschiedlich starke Frequenzverédnderungeh Bandenintensitaten beobachtet
werden. In der Peptidvariant&3K8, in der ein gro3er Wasserstoff-verbriickter, aus 14
Atomen bestehender Ring geformt wird (vergleiche bilung 57), erscheint die
13c=0-Absorptionsbande bei einer Frequenz von ~ t816 Im Absorptionsspektrum von
A3A10, in dem ein kleiner, aus 10 Atomen bestehenders@éfatoff-verbrickter Ring in der
Mitte des Hairpins gebildet wird, ist dt3C=0-Absorptionsbande bei ~ 1610 trrkennbar.
Die Aufspaltung def?C=0- und**C=0-Absorptionsbanden kénnen als Indiz zur Staee d
jeweiligen Kopplung, ihrer Entfernung zueinanddyemauch ihrer Orientierung interpretiert
werden (,exciton coupling®). Studien zu Simulatiof€***von IR-Spektren zeigen, dass die
beiden durch die Ringe geformten Strukturtypen HKapgskonstanten mit entgegen-
gesetztem Vorzeichen besitzen. Die antisymmetrisBblewingung besitzt innerhalb der
C=0-Kopplung die groRte Intensitat, da sie das tgrdfbergangsdipolmoment erzeugt. Die
unterschiedliche Entfernung def’C=0O-Markierungen und die unterschiedliche stark
induzierten Ubergangsdipolmomente erzeugen demuéehbeobachtete Aufspaltung der
Absorptionsbanden. Die Position d8€=0-Absorptionsbanden und ihre Verschiebung von
der '°C=0O-Bande der unmarkierten Peptidgruppen wurdenchduunterschiedliche
theoretische Modelle analysi€rt**® Dadurch kann der Effekt erklart werden, dass die
1%c=0 Isotopenmarkierungen, die i®3A10 Peptid sehr nahe beieinander liegen, eine
Aufspaltung der’"C=0-*C=0 Bandenpositionen von ~ 29 ¢nerzeugen, wohingegen die
Aufspaltung der’C=0-C=0 Banden imA3K8 Peptid kleiner ist, ~ 25 chmbetragt und

durch die gréBere Entfernung d€C=0-Gruppen erklart werden kann. Der Einfluss der
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Positionierung von'*C=0 Wasserstoff-verbriickten Ringen gleicher GroRerde mit
Peptidvarianten untersucht, die iht3aC=0O Markierungen an den Enden des Hairpins
(A1A10) und in der Nahe des Turn&3K8) des Peptids besitzen. Durch Positionierung des
%c=0 Ringes an den Enden dgsStranges, wie ilfA1A10, wird im Absorptionsspektrum
keine markante, eindeutig von défC=0-Bande trennbare"*C=0-Absorptionsbande
ersichtlich, sondern eine breite Bande mit zweih8tern“ bei ca. 1622 cthund 1610 cri.
Diese unterschiedlich starken Frequenzverschielbungiad ein Indiz dafur, dass die
Schwingungskopplungen zwischen d€@8=0-Bindungen am Rand des Peptids schwéacher
sind, als jene zwischen d&iC=0-Markierungen im Inneren d@sStrangesA3A10).

Zusétzlich zur unterschiedlich stark&iC=0O Frequenzverschiebung ist die unterschiedliche
Intensitat der Banden auffallig. Im Allgemeinen kamavon ausgegangen werden, dass bei
der Induzierung einer groRen Anderung des Uberghpgisnomentes eine intensive
Absorptionsbande im Spektrum erkennbar wird. Wéathrdar A3A10 die Frequenz-
aufspaltung grofRer ist als fik3K8, ist das Verhaltnis der Intensitdten der Amidbande
3c/2C fur ABAL0 Kleiner als firA3K8. Diese Intensitatsunterschiede sind ein Indizdiér
unterschiedlich starke Anderung der Ubergangsdipoiemte def*C=0 Schwingungen. Aus
theoretischen Arbeiten zur Bandenanalys8* bei der Kopplungen von Ubergangsdipol-
momenten berlcksichtigt wurden, geht hervor, dass dinen groReren Wasserstoff-
verbriickten Ring dié’C=0-*C=0 Aufspaltung der Absorptionsbanden geringemg¢bddas
Intensitatsverhaltnis défC=0/“C=0 Banden gréRer ist als fiir einen kleinen Ring

Eine genauere Analyse der Absorptionsbanden isthdBidung der zweiten Ableitung der
Absorptionsspektren (siehe Abbildung 62, unten) WBmstimmung der Positionen der
Minima mdglich. In den Ableitungsspektren ist engiich, dass sich die hochfrequente
B-Faltblattkomponente bei 1672 ¢maller drei zweifach isotopenmarkierter Peptide nur
gering von derjenigen der unmarkierten Trpzip2Cia@#e unterscheiden. Lediglich bei der
A1A10 Peptidvariante wird eine minimale Verschiebung 168 cnmi* beobachtet. Eine
Analyse der niederfrequenteBrFaltblatt-Komponente, die ihren Ursprung in dé€=0
Schwingung hat, zeigt, dass das beobachtete Minintgn allen isotopenmarkierten
Varianten im Vergleich zum unmarkierten Peptid bhhdren Wellenzahlen verschoben wird.
Ein besonderer Vorteil der zweiten Ableitung isgssl im Gegensatz zum Absorptions-
spektrum die beide’c=0 Banden des Peptids1A10 aufgelést werden kénnen. Man
erkennt ein breites Minimum, dessen niedrigster tViei 1622 crit und eine Schulter bei
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1610 cnT liegt. Die Frequenzverschiebung zwiscHé8=0- und**C=0-Amidbande ist in
der Peptidvariantd1A10 mit 19 cm’ kleiner als im Vergleich zuA3A10 mit 29 cn* und
A3K8 mit 25 cm'. Dadurch wird die geringere Kopplung d€€=0 Schwingungen von
A1A10 im Vergleich zuA3A10 und A3K8 verdeutlicht. Eine Ubersicht der experimentell
ermittelten Absorptionseigenschaften zeigt TabElle

Maxima der Absorption Minima der zweiten Ableitung
Peptid 2c=0 | ®c=0 Av 2c=0 | “c=0 Av
Trpzip2C 1637 - 1672 1634
Trpzip2C A1A10 1639 - 1668 1641 1622 19
Trpzip2C A3A10 1639 1610 29 1672 163 1609 29
Trpzip2C A3K8 1641 1616 25 1672 163 1614 25

Tabelle 15: Vergleich der Absorptionsbanden im ArhiBereich der unterschiedlichen
isotopenmarkierten Trpzip2C-Peptide. Alle Bandeitjseen sind in cnt dargestellt. In der
vierten und achten Spalte sind die jeweiligen \leetmungen det?C=0 und**C=0 Banden
gezeigt.

Um den Zusammenhang zwischen den Schwingungskagpgruand den durch Temperatur-
variation erzeugten konformellen Anderungen zu ymi@ten, wurden von allen Trpzip2C-
Varianten temperaturabhangige FTIR-Absorptionsspaktwie in Kapitel 2.2 beschrieben,
aufgenommen. Die Absorptionsspektren der Peptidelevuim thermischen Gleichgewicht
bei unterschiedlichen Temperaturen detektiert und & Abbildung 63 (links) mit den
zugehdrigen Differenzspektren (rechts) dargest@ler Losungsmittelgehalt @) aller
temperaturabhéngigen Absorptionsspektren wurde,invi€apitel 4.1 beschrieben, fir die
Analyse der thermischen Eigenschaften der Pepbdezpgen. Der untersuchte Entfaltungs-
prozess ist fur alle Peptide bei niedrigem pH-Wast vollstandig reversibel (Daten nicht
gezeigt). Die markanten Hauptbestandteile der tempebh&ngigen Absorptionsspektren
sind die Frequenzverschiebung und Intensititsabaeaten'’C=0 Amid | Bande sowie die

unterschiedlich starke Intensitatsabnahme der Jgeai*>C=0 Bande.
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Abbildung 63: Temperaturabhéngige Absorptionssgekides Trpzip2C-Peptids und der
isotopenmarkierten Varianten im Amid | Bereich. Digerschiedlichen Farben veranschau-
lichen den Temperaturverlauf der Probe beim Erimtzen 5 °C (blau) nach 85 °C (rot).

Links: Absorptionsspektren, Rechts: Differenzsgekinit Referenzspektrum bei 5 °C.
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Am Beispiel des unmarkierten Trpzip2C-Peptids (Adiong 63, oben rechts) lassen sich
Merkmale der thermischen Entfaltung nachvollziel&n. Vergleich der Absorptionsspektren
bei 5 °C und 82 °C zeigt einen Unterschied in demnfder Amid | Bande auf. Wéahrend bei
niedriger Temperatur (5 °C) ein@-Faltblattstuktur mit hoch- bzw. niederfrequenter
Frequenzkomponente bei 1672tnbzw. 1632 crit (Bandenpositionen ermittelt durch
Analyse der zweiten Ableitung) im Spektrum erkennbst, fehlen diese spektralen
Bestandteile bei hoher Temperatur (82 °C). Ledigline breite Bande bei 1650 ¢nist
bemerkbar. Der Ubergang von einer Bandenform zulemm erfolgt kontinuierlich. Die
Abnahme der Intensitat der Absorptionsbanden Kisktebenfalls an den Differenzspektren
(Abbildung 63, oben links) nachvollziehen. Dabeirdvidie Differenz der temperatur-
abhangigen Absorptionsspektren zu einem Referekizspe gebildet. Als Referenzspektrum
wurde das Absorptionsspektrum bei der niedrigsemrmessenen Probentemperatur (~ 5 °C)
benutzt. Somit kdnnen positive bzw. negative Défersignale als entstehende bzw. ver-
schwindende Absorptionen bestimmt werden. Die gm(ifferenzsignale entstehen bei
82 °C, da diese Absorptionsédnderungen am starkap@ndenen der Referenztemperatur
abweichen. In diesen Differenzspektren von Trpzip2kennt man vor allem eine
Absorptionsbande bei 1631 &m die kontinuierlich verschwindet, wahrenddessene ei
Absorptionsbande entsteht, die ihr Maximum bei 1661 besitzt. Zusatzlich wird das
Verschwinden einer kleineren Bande bei 1673 draobachtet, die jedoch in der Schulter der
entstehenden breiten Absorption liegt und von digskveise Uberlagert wird.

Alle isotopenmarkierten Peptide haben die Eigerfscbameinsam, dass bei niedriger
Temperatur (~5 °C) die charakteristischen BandendFaltblattmotive im Absorptions-
spektrum ausgepragt sind. Unterschiede entsteHfgruad der Frequenzverschiebungen und
Intensitaten sowohl de*C=0- als auch det’*C=0O Komponenten der Amid | Bande. Bei
hoher Temperatur (~ 85 °C) verschwinden @HEaltblatt-Banden’{C=0 und**C=0). Des
Weiteren ahnelt sich die Form der AbsorptionsbardlEmunterschiedlichen Peptidvarianten
bei dieser Temperatur. Alle temperaturabhdngigersofiionsspektren der jeweiligen
Peptide haben aufRerdem gemeinsam, das$“@=0O Amid | Bande beim Erwadrmen zu
hoheren Frequenzen verschoben wird.

Diese Ergebnisse konnen dadurch interpretiert werdigss durch das Erhitzen der Probe das
Peptid von einer eher kompakten StrukfgsHairpin) zu einer weniger geordneten Struktur

(teilweise ungeordnete Struktur, ungeordnetes Kip&uéfaltet wird.

147



ERGEBNISSE

Wie bereits anhand der unmarkierten Peptidvaribatgpielhaft erklart wurde, kbnnen in den
Differenzspektren kleine spektrale Absorptionsandgen wesentlich besser analysiert
werden. Alle Differenzspektren haben dabei gemeiass die durch Probenerwarmung
verursachte Absorptionsabnahme bei ~ 1635 amd eine Zunahme der Absorption bei
~ 1660 crit aus einer Verschiebung d8€=0 Amid | Absorptionsbande resultiert. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass in allen BPept&l gleiche Prozess beobachtet wird.
Die ®*C=0 Banden zeigen jedoch je nach Peptid untersatfiedtarke Absorptions-
anderungen. Bei der Peptidvariadt®A10 lassen sich die Absorptionsanderungen't@rO
und *C=0 Banden bei Probenerwarmung nicht eindeutignten In der Region von
~ 1600 crit bis ~ 1645 cil erkennt man eine Absorptionsabnahme, die nicht einer
einzigen Bande, wie bei einem Vergleich zur unneatkn Peptidvariante beobachtet wird,
besteht, sondern aus mehreren Unterbanden beich622ind 1610 cnt (siehe Abbildung
62). Dahingegen sind die temperaturbedingten Atissrgabnahmen défC=0 und**C=0
Banden inA3A10 und A3K8 separiert, wodurch qualitative Unterschiede bebtedaverden
konnen. In der Peptidvariant8A10, bei der die Aufspaltung der Positionen &=0 und
1%c=0 Bande am grofRten ist, ist die Intensitatsabealei ~ 1630 cih groRer als bei
~ 1608 crit. Im Vergleich dazu ist die Intensitdtsabnahme @60 Bande inA3K8 bei

~ 1630 cni kleiner als di¢*C=0 Bande bei ~ 1615 ¢h

Die starke temperaturinduzierte Abnahme d&=0 Banden zeigt, dass beim Erwarmen die
Schwingungskopplungen stark beeinflusst werden. e niedriger Temperatur (~ 5 °C)
starken Schwingungskopplungen der beiden sich gegén beeinflussende’C Moden
gehen bei der Entfaltung des Peptids dann verlonemn deren Entfernung zueinander
vergroRert bzw. ihre raumliche Orientierung verd@hdder umgeordnet wird. Zuséatzlich ist
bei hoher Temperatur (~ 85 °C) keine Aufspaltung Amid | Bande erkennbar. Fur die
Peptide mit Isotopenmarkierungen, die als dipol@szillatoren in ge- und entfalteten
Zustand wirken, sind demnach die entscheidendenedingen der Entfaltung von der
Verminderung der Wechselwirkungen zwischen den ebren Strangen (,cross-strand
coupling®) begleitet. Dadurch werden di&C=0 Banden bei niedriger Temperatur
beobachtet, bei hoher jedoch nicht.

Die Untersuchung der temperaturabhé&ngigen Absarggigenschaften hat neben der bereits
erwahnten Analyse der Entfaltungseigenschaften neineeiteren Zweck. Mit den
Absorptionsmessungen im thermischen Gleichgewiasiters die gréf3ten Absorptions-

anderungen bestimmt werden. Dabei soll sowohl geegnete Anfangstemperatur als auch
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die richtige Wellenlange gefunden werden, bei demperatursprung-Experimente (siehe
Kapitel 2.3) durchgefiihrt werden kénnen. Die Termap@sprung-Experimente wurden mit
verschiedenen Anfangstemperaturen im Temperatudbereon ~5°C bis ~50 °C

durchgefuhrt. Die Wellenlangen zur Untersuchungigmamik des Entfaltungsprozess sind
vom jeweiligen Peptid abhangig, kdnnen aber mifeHder statischen Absorptionsspektren

selektiert werden.

5.4.3 Zeitaufgeloste Temperatursprung-Untersuchunge  n zur Konformations-
dynamik der Trpzip2C-Peptid-Varianten

Wie bereits erwahnt, werden die Parameter zur Watkiung der Entfaltungsdynamiken der
Peptide anhand der statischen Absorptionsmessupggimmt. Mit den Absorptionsdaten
des unmarkierten Trpzip2C-Peptids wird hier (Abbrlg 64) beispielhaft dessen
zeitaufgeldster Absorptionsverlauf nach dem Tentpesprung bei einer Wellenlange von
1625 cmi* dargestellt. Die Temperatur des Peptids im therneis Gleichgewicht vor der
Laser-induzierten Erwarmung war 7,5 °C. Das Peptidde in einer PO Losung mit einer

Schichtdicke von 10Qm untersucht.
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Abbildung 64: Reprasentative zeitaufgelOste Absgamptransiente eines
Temperatursprung-Experimentes mit Trpzip2C beereellenlange von 1625 &rund
einer Anfangstemperatur von 7,5 °C (Schichtdicke /&, Probenkonzentration ~ 20 mg/ml,
2000 einzelne Absorptionstransienten gemittelt).e DAbsorptionsanderungen werden
mathematisch durch einen bi-exponentielle Zerfatision beschrieben, mitA-41,3-10°
A=1,4-10°, 7=3,5 s, A=-4.3-10° und 7=216,1s. Rechts oben: VergroRerte Detail-

ansicht der Absorptionsanderungen. Rechts mittegidRiendarstellung.

Zunachst befindet sich das ProteigeGemisch im thermischen Gleichgewicht bei einer
eingestellten Temperatur. Von dieser ausgehend darth der Temperatursprung induziert.
Dadurch wird die Peptidlosung aus dem thermischdeicBewicht gebracht. Das
Lésungsmittel absorbiert die Energie des Anreguniges und verteilt diese innerhalb des
gesamten zur Anregung zuganglichen Volumens. Dmapegatur wird, wie in Kapitel 5.1.4
gezeigt, fur nahezu ~ 1 konstant gehalten. Somit kann das in dieser Lgsafindliche
Peptid einer Gleichgewichtsreaktion hin zu diesarem Temperatur folgen.

Um die Reaktion des Peptids besser zu veranschauliovurde in Abbildung 64 (rechts,
oben) der Ordinatenabschnitt der Absorptionsanderaergréf3ert. Der beobachtete Offset
von ~ 44 mOD wird durch das Lésungsmittel nach desmperatursprung verursacht und
wird bei der Analyse der Transienten letztlich glbverpriifung der GréRe des Temperatur-

sprunges verwendet.
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In dem zeitaufgeltsten Absorptionsverlauf erkenanmunéchst eine Absorptionsabnahme
bevor die Absorption langsam wieder ansteigt. Beitrgange werden mittels einer
bi-exponentiellen Funktion, siehe Gleichung (48)atlmematisch beschrieben. Die ange-
passten Reaktionsgeschwindigkeiten= 3,5us und 1, = 216,1us unterscheiden sich um
mehrere GréRenordnungen. Somit lassen sich dieabbtdien Dynamiken den in der Losung
vorhandenen einzelnen Komponenten zuordnen. Diaefliehe Reaktionszeit wird als
temperaturbedingte Abnahme d&iHairpin-Konzentration und die langsamere Relaxetio
zeit als die Dynamik des langsamen Abkuhlens desaméen Probe interpretiert (siehe
Kapitel 5.3.3).

Zu Beurteilung einer ausreichenden Beschreibundpeebachteten Dynamik mit dem mathe-
matischen Modell, wird die Differenz der angepasstinktion mit den experimentellen
Daten berechnet. Bei einer zufriedenstellenden lBegmung sind die Residuen sind wie in
Abbildung 64 (rechts, mittig) um den Ordinatenalmgitivon null gleichmaRig verteilt.

Um zeitaufgeloste Transienten bei unterschiedliciégilenlangen oder unterschiedlichen
Anfangstemperaturen miteinander vergleichen zu &binwird die Absorptionsanderung des
Losungsmittels von den zeitaufgelosten Transiemtegezogen. Dazu wird die angepasste
Funktion, siehe Gleichung (48), mit den fur dend#&rg des Losungsmittelabkiihlens berech-

neten Parametern,AiIndt, von den experimentellen Daten subtrahiert.

Apeptia(t) = Agxp(t) — (Ao — A, - exp (_t/Tz)) (55)

Ubrig bleibt die Dynamik des Peptids, die die R&akides strukturellen Relaxierens zum
.neuen”“ thermischen Gleichgewicht zeigt.

In Abbildung 65 werden die durch den Temperatunsgsimduzierten Kinetiken des

Trpzip2CH-Hairpin-Peptids gezeigt. Der zeitaufgeloste Absonsverlauf ist bei unter-

schiedlichen Wellenlangen dargestellt.
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Abbildung 65: Dynamiken von Trpzip2C in Abhangigkier Anfangstemperatur, nachdem
die jeweiligen Losungsmittelkomponenten mit Glaigh(b5) subtrahiert wurden. Die roten
zeitabhangigen Absorptionsverlaufe, bestimmt bed1i8n', deuten das Entstehen von
ungeordneter Struktur an, wohingegen die blauem3ienten, bestimmt bei 1625 tnuie
Abnahme derf-Hairpin-'2C=0-Absorptionsbande abbilden. Tabelle rechts: Viechau-
lichung der temperaturabhangigen Raten an drei austhlten Anfangstemperaturen in

Abhangigkeit von der jeweiligen Wellenlange.

Man erkennt (Abbildung 65) eine Absorptionszunatbee1661 crit und eine Abnahme bei
1625 cni. Diese werden aufgrund der charakteristischen Uerezjage als Entstehen von
ungeordneter Struktur bzw. Abnahme @eHairpin-Struktur interpretiert. Zuséatzlich ist die
Temperaturabhangigkeit der einzelnen Peptiddynamd&ensichtlich. Man kann erkennen,
dass z.B. fir die Wellenlange von 1625%tnfAbbildung 65, blaue Transienten) die
Reaktionszeiten beim Verandern der Anfangstempematweutlich kirzer werden. Ein
ahnlicher Effekt der Zunahme der Reaktionszeiteh ansteigender Temperatur ist fur die
Dynamiken bei 1661 cih (rote Transienten) erkennbar. Zusatzlich unteigemesich die
Reaktionsraten bei gleicher Anfangstemperatur umeérschiedlicher Wellenlange teilweise
erheblich. Fur einen vergleichenden Uberblick wardeshalb diese Relaxationszeiten gegen

ihre jeweilige Anfangstemperatur aufgetragen (Adhlnilg 66).
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Abbildung 66: Reaktionsraten fur Trpzip2C bei ustdiedlichen Anfangstemperaturen.
Untersuchung des Zerfalles dgrHairpin-Struktur bei 1625 cth (blau) und des Entstehens
von ungeordneter Struktur bei 1661trtrot). Links: Arrhenius-Darstellung der beobach-
teten Raten. Rechts: Temperaturabhangigkeit deax@abnszeiten. Die Linien in beiden
Darstellungen sind mathematische Beschreibungen adgrerimentellen Daten mit der

Arrhenius-Gleichung.

Anhand der Darstellung der Temperaturabhéangigkeit [deaktionszeiten des Trpzip2C-
Peptids kann beobachtet werden, dass fiur Temperatunterhalb von ~ 300K ein
Unterschied in der Geschwindigkeit der Faltungsdyikan bei unterschiedlichen Wellen-
langen beobachtet werden kann. Dafur konnen dieitsen der Tabelle der Abbildung 65
zusammengestellten Zahlenwerte der Relaxationszéiéeangezogen werden. Beispielhaft
wird bei nahezu gleicher Anfangstemperatur von5-°C, fur das Entstehen der ungeordneten
Struktur bei 1661 cth eine Reaktionszeit von 6,6 + Q)4 bestimmt, wahrend fir das
Verschwinden der-Hairpin-Struktur bei 1625 cih eine Reaktionszeit von 3,5 + Q)8
ermittelt wurde. Allein durch diesen Unterschiedikalie Hypothese aufgestellt werden, dass
die Entfaltung deg3-Hairpin-Peptids nicht durch einen Zwei-Zustandgpes beschrieben
werden kann. Die beobachtete Relaxationszeit ligswwch auf einem dynamischen Prozess
einer Gleichgewichtsreaktion und besteht im Fatlesi Zwei-Zustandsprozesses aus der
Summe der Faltungs- und EntfaltungsratgeofschistKratungtKenttatung. Dennoch kann der
Unterschied in der Dynamik bei 1661 ¢nund bei 1625 cih nur durch ein zwischen-

zeitliches Intermediat erklart werden.
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Mit Temperatursprung-Experimenten an den isotopekierden Peptidvarianten von
Trpzip2C konnen ortsaufgeldst Informationen der &wik in der Peptidstruktur bestimmt
werden. Daflr wurden Relaxationszeiten der Peptidwten miteinander verglichen, die
nicht nur an den charakteristischen Wellenlangen@=0 Amidbanden bestimmt wurden,
sondern auch an den jeweiligt=0 Amidbandenkomponenten. Einzelne Wellenlangen, a
denen die®™®*C=0 Absorptionsdnderungen mit der TemperaturspApgaratur untersucht
werden sollten, wurden anhand der Differenzspekt{&ibildung 63) ausgewanhlt.
Reprasentativ sind die Relaxationszeiten'd&rO Amidbandenkomponenten f&iA10 bei
1616 cni', A3A10 bei 1610 crit undA3K8 bei 1618 crit in Abbildung 67 dargestellt.

Alle Relaxationsdynamiken wurden, wie bei der urkieaten Peptidvariante bei unter-
schiedlichen Anfangstemperaturen und unterschieeitioVellenlangen bestimmt. Abbildung
67 zeigt den Verlauf der Relaxationszeiten in Algigkeit von der Temperatur fur die unter-
schiedlichen isotopenmarkierten Peptidvariantetin@®zw. blau sind in dieser Abbildung die
Relaxationszeiten défC=0 Amid | Moden bzw. di¢’C=0 Amid | Moden gekennzeichnet,
die den Komponenten d@sFaltblattes entsprechen und rot die Raten fluKdimponente der
ungeordneten Struktur. Bei niedrigen Temperaturied slie Absorptionsanderungen der
Peptiddynamiken in den beobachteten Transientem Ekdin. Dadurch wird bei der
Anpassung der bi-exponentiellen Funktion, sieheidBleng (48), ein grol3er Fehler der
Relaxationszeiten bestimmt. Generell erkennt maAbbildung 67, dass die Relaxations-
zeiten mit steigender Anfangstemperatur abnehmere Wéreits in der unmarkierten
Trpzip2C Variante (Abbildung 66) beobachtet wurdg,auch in allen isotopenmarkierten
Varianten fur niedrige Temperaturen, unterhalb w0800 K, die Relaxationszeit der ab-
nehmenderf?C=0 B-Hairpin-Komponente geringer, als diejenigen Refiaxsszeiten, die die
Zunahme der ungeordneten Struktur beschreibenDdiergenz der Relaxationszeiten zeigt,
dass in diesem Temperaturbereich der Faltungsmaorelst durch ein Zwei-Zustandsmodell
beschrieben werden kann, sondern Intermediate indgder Unterschiede in der Dynamik
der *C=0 und*C=0 Amidbandenkomponenten beobachtet werden. HeesiEh heraus,
dass in diesem Temperaturbereich, also von teibveisgefalteten Intermediatszustanden
ausgehend, ortsaufgeloste Informationen tber dimirigsdynamiken der Peptide erhalten
werden konnten. Diese Unterscheidung in den Retmsteiten ist bei Temperaturen

oberhalb von ~ 300 K nicht mehr mdglich.
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Abbildung 67: Relaxationsraten der unterschiedimbtopenmarkierten Trpzip2B-Hairpin-

Peptidvarianten in Abhangigkeit von ihren Anfanggteraturen, gemessen an selektierten
Wellenlangen. Links: Arrhenius-Darstellung. RectRelaxationszeiten in Abhangigkeit der
Anfangstemperatur. Die Linien sind mathematischpa&sungen der Arrhenius-Gleichung

an die Relaxationszeiten.
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In der PeptidvariantA1A10 folgt die Relaxationszeit défC=0 Bande bei 1616 cindem
Verlauf bei ~1667 cih, der fiir das Entstehen von ungeordneter Strulktarakteristisch ist
und unterscheidet sich damit von der geringererax@gionszeit der"*C=0 Bande bei
1630 cnt. Dahingegen sind die Relaxationszeiten #&=0 Bande bei 1630 chmund der
13%c=0 Bande bei 1610 chin derA3A10 Peptidvariante nahezu identisch und gleich groR.
Das Entstehen der ungeordneten Struktur, unterfeitit667 crit, ist deutlich langsamer als
die Abnahme der beiddiFaltblattkomponenten. In d&3K8 Variante sind die Relaxations-
zeiten, an denen die Abnahme 4&=0 Absorptionen bei 1618 ¢huntersucht wurde, lang-
samer als diejenigen d&C=0 Amid | Bande bei 1639 ¢t Jedoch sind die Relaxations-
zeiten der ungeordneten Struktur, die bei 1663 drastimmt wurden, noch langsamer als
diejenigen bei 1618 ct Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Relaxzeiten, die in
Abbildung 67 dargestellt sind, ist eine AuswahlsgieWerte in Tabelle 16 zusammengestellt.

Relaxationszeiten [1s)

unmarkiert A1A10
B-Faltblatt ungeordnet B-Faltblatt ungeordnet
T+2 2c=0 2c=0 ¥c=0
(°C) | 1625 cmt 1667 cnt 1630 cnt 1616 cm* 1667 cnt
15 | 2,39 +0,09 453+0.19 2.96+2.88 540+0.7%5.79 + 0.54
20 | 2,33%0,10 429+0.19 2.29+0.38 4.64+0.38.40+0.25
25 | 1,93+0,06 3,38+0.10 1.88+0.17 3.47+0.12.67+0.14
30 | 2,05+0,08 296+011 155+022 2.44+0.071.91+0.08
35 | 1,36+0,04 221+0.08 1.39+0.18 1.75+0.08.76+0.13
40 | 0,92+0,04 1,37+0.03 0.98+0.05 1.41+0.03.10+0.08
A3A10 A3KS8
B-Faltblatt ungeordnet B-Faltblatt ungeordnet
T+2 2c=0 ¥c=0 2c=0 ¥c=0
(°C) | 1630 cm* 1610 cnt' 1667 cm' 1639 cm' 1618 cm* 1665 cnt'
15 | 3.69+150 395+059 540+045 1.43+0.153.56+0.13 5.10%0.47
20 | 254+021 277+0.26 3.98+0.38 1.43+0.1R.77+008 4.85+0.33
25 | 2.01+011 264+0.21 296+0.14 1.47+0.372.46+0.06 2.97+0.16
30 | 1.44+014 1.99+0.11 3.01+0.17 1.38+0.341.73+0.03 2.41+0.12
35 | 1.62+0.15 1.56+0.07 2.03+0.09 1.08+0.321.44+0.03 2.06+0.10
40 | 1.03+0.10 1.22+0.08 152+0.08 1.00+0.311.18+0.02 1.24 +0.06

Tabelle 16: Vergleich repréasentativer Relaxationtereder untersuchten Trpzip2C Varianten

bei gleichen Anfangstemperaturen.

An den in Tabelle 16 dargestellten Werten ist étiah, dass die Relaxationszeiten der
13c=0 Komponenten bei 15 °C voh3A10 und A3K8 unter Beriicksichtigung der Mess-
fehler ungefahr (ibereinstimmen, wohingegen die sReéianszeit vonA1A10 der **C=0

Mode langsamer ist. Die Relaxationszeiten, diedféirAbsorptionszunahme bei ~ 1667tm
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bestimmt wurden, sind fiir alle Peptidvarianten mahgleich groR. Di¢’C=0 Mode besitzt
jeweils in allen Varianten die schnellsten Relaxadzeiten. Beim Vergleich der unter-
schiedlichen Varianten wird jedoch bemerkt, dagseiKomponente in der Isotopenvariante
A3K8 anscheinend schneller ist als in den Ubrigen Yitera

Neben der qualitativen Betrachtung der experimimteErgebnisse, wurden durch die
Arrhenius-Darstellung (Abbildung 66 und Abbildungd,dinks) die Aktivierungsenergien

bestimmt.
B-Faltblatt ungeordnet
Yc=0 “c=0
v/cm® | Ea/kImol' | v/cm* [ Ea/kImol' | v/cm® [ E./kJ mol'
Trpzip2C | 1625 | 27,84 +2,3¢ 1661  33,21+1,36

A1A10 1630 33,61 +£1,89 1616 3791+143 1647 26,2,32
A3A10 1630 28,87 £ 3,10 1610 29,65+ 2,20 1647 4%4,28
A3K8 1639 18,67 + 4,06 1618 37,64 + 0,87 1665 4%@55

Tabelle 17: Aktivierungsenergien der untersuchtepzip2C Varianten, berechnet durch
Anpassung der Arrhenius-Gleichung de-Eo/(RT)+In(A) an die temperaturabhéangigen

Relaxationszeiten.

Die in Tabelle 17 dargestellten Aktivierungsenengmaben alle gemeinsam, dass der kleinste
Wert bei der*C=0 Bande, an der die Abnahme @eFaltblatt-Komponente verfolgt wurde,
berechnet wird. Die gré3ten Werte der Aktivierumgsgien werden fur alle Peptidvarianten
bei der Entstehung der ungeordneten Struktur béddiacin grol3er Wert, wie er bspw. fir
die Relaxationszeiten bei 1667 ¢rbestimmt wurde, bedeutet auch immer, dass sickedie
Reaktionsgeschwindigkeiten stark andern. Fiir '4@=0 Komponente bei 1639 ¢imder
A3K8 Variante wurde ein sehr geringer Wert der Aktiuiggsenergie ermittelt. Die
Relaxationszeiten, die an dieser Wellenlange bestivurden, andern sich dementsprechend
nur sehr wenig.

Temperatursprung-Experimente  wurden bereits an opsoimarkierten a-helikalen
PeptideA®? und unmarkierten Hairpin Peptid@i®**’durchgefiihrt. In dieser Arbeit wurden
zum ersten Mal isotopenmarkierfieHairpin-Peptide mit dieser Technik untersucht. dur
die Isotopenmarkierung im Peptid werden spektradejfrenzverschiebungen und Intensitats-
anderungen im IR-Spektrum induziert, die charaktisch fur die verschiedenen Positionen
der *C=0 Markierungen sind. Dadurch ist es méglich, giseh die Dynamik der*C=0
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Amidmoden zu untersuchen, die lokal aufgeltste mSgkaften def3-Hairpin-Strukturen
wiedergeben.

Temperatursprung-Studien zum Faltungsmechanismusinmarkierterf3-Hairpin-Peptiden,
wurden bereits mit IR?"® und Fluoreszensspektroskdfi® durchgefiihrt. Snow et &.
bestimmten mit Temperatursprung-Experimenten undAbBorptions- bzw. Fluoreszenz-
detektion, dass die Faltung des Trpz[pHairpin-Peptids innerhalb von 2,4i8 (IR) bzw.
1,80ps (Fluoreszenz) und die Entfaltung innerhalb von74 bzw. 18is bei 23 °C
stattfindet. Nimmt man diese Werte und bestimmtZaii Tops =1, +17* so erhalt man fiir die
IR-Daten bei 23 °C eine Relaxationszeit von 3y85Dieser Wert stimmt sehr gut mit denen
in dieser Arbeit bestimmten Relaxationszeiten fig Hier untersuchte Trpzip2C-Peptid-
variante Uberein (siehe Tabelle 16).

Die spezifischen Isotopenmarkierungen erlauben takal aufgeltste Strukturdynamik zu
untersuchen. Beim Vergleich der an verschiedenesiti®oen isotopenmarkierten Peptide
werden Unterschiede in den Relaxationszeiten jereeiligen’*C=0 Banden beobachtet. In
der A3A10 Peptidvariante ist die Isotopenmarkierung in dettevdes Faltblattes angebracht
(vergleiche Abbildung 57). Die”’C=0 und die *C=0 Relaxationszeiten sowie ihre
temperaturabhéngige Abnahme sind nahezu identatiurch wurde auch fir beide Banden
eine ahnliche Aktivierungsenergie bestimmt. DiedB&bn identischer Relaxationszeiten an
den beiden Moden kann damit interpretiert werdassdlie”*C=0 Markierung, die von vier
Trypthophanen umschlossen ist, die grof3e Stabifitéier Mitte des Peptids wiedergibt. Im
Gegensatz dazu unterscheiden sich die Relaxatinastien def*C=0 und**C=0 Moden

in den A1A10 und A3K8 Varianten. InA1A10 sind die *C=0 Relaxationszeiten bei
niedriger Temperatur langsamer als diejenigen@+O Bande und stimmen nahezu mit den
Reaktionszeiten der Dynamiken der ungeordneterktbiriiberein. Bereits in den statischen
IR-Absorptionsmessungen wurde fiir df€=0 Absorptionsbanden iA1A10 eine geringe
Frequenzverschiebung d&C=0 Bande festgestellt. Mit den Absorptionsspektkennte
gezeigt werden, dass di€C=0 Kopplung von der Mitte deR-Hairpin-Stranges zu den
Enden hin sehr schwach ist. Relaxationsdynamikenad dieser Bande bestimmt wurden,
zeigen genau die Abnahme der Hairpin-Struktur anEleden def-Hairpins. Dieser Prozess
geschieht mit nahezu der gleichen Relaxationszé#t eve Zunahme der ungeordneten
Struktur des Peptids.
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Bei A3K8 sind die detektierten Relaxationszeiten H&=0 langsamer als die d&C=0,
jedoch schneller als diejenigen der ungeordnetenk®t. Die Isotopenmarkierungen von
A3K8 befinden sich in der Mitte und in der Nahe desnsudesp-Hairpins. Durch die
Markierung des Peptids mifC=0 am stabilen Turn wird die Amidbandenkopplunarlst
verandert. Dadurch sind méglicherweise die sehdrien Relaxationszeiten défC=0
Absorptionen bei 1639 cierklarbar.

Die Kombination aller Ergebnisse kann zu einer @Gadarstellung des Faltungsprozesses
zusammengefasst werden. Die dhnlichen Relaxatioatkéen der”C=0 und®*C=0 Amid-
komponenten derA3A10 Variante zeigen die Unterbrechung des intakfeRairpin-
Segmentes im Inneren des Stranges. Dabei ist @ s@iprscheinlich, dass speziell in dem
niedrigen Temperaturbereich, in dem diese Untersugén durchgefihrt wurden, die hydro-
phoben Wechselwirkungen der Tryptophane erhalteibdh, wahrend die Peptidrickgrat
Kontakte abnehmen. Durch die schnéflé=0O Relaxation deutet sich an, dass der mittlere
Teil desp-Stranges, indem sich die Tryptophane befindent aléc stabilste Bestandteil des
Peptids ist. Das wirde aber auch bedeuten, dassndi@itungsprozess vom Ende und vom
Turn des Stranges in die Mitte verlauft. Bei milkagisch betrachteter Umkehrbarkeit,
wurden diese Ergebnisse daflr sprechen, dass Higalurch einen hydrophoben Kollaps
ausgelost wird. Dieser Umkehrschluss kann eigdnthar fir ein Zwei-Zustandsmodell
gezogen werden, das auf der Grundlage der expeeitean Resultate nur fur hohe
Temperaturen (> ~ 300 K) gilt. Lokale Unterschiededer Konformationsdynamik konnten
jedoch nur bei niedrigen Temperaturen gemesseneneidiese Divergenz in den Relaxa-
tionszeiten zeigt jedoch auch, dass Faltungsintaiate gebildet werden und kein einfaches
Zwei-Zustandsmodell mehr angenommen werden kanrth Auenn diese ortsaufgeloste
Strukturdynamik nur fur partiell gefaltete Zustaretbalten wurde, unterstiitzen diese Daten

die Hypothese eines hydrophoben Kollapses fir ditirg des Trpzip2@-Hairpin-Peptids.

5.4.4 Zusammenfassung der Untersuchungen des isotop  enmarkierten

-Hairpin-Peptids

Im Kapitel 5.3 wurden Untersuchungen zur Stabilitdtl Dynamik vorf3-Hairpin-Peptiden,
die durch die hydrophoben Wechselwirkungen von ffrgphanen stabilisiert werden und als

Trpzip2C-Peptide bezeichnet wurden, vorgestelltbddawurde die temperaturinduzierte
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Entfaltung dieser Peptide im thermischen Gleichghtwimit CD- und IR-Spektroskopie
analysiert. Zeitaufgeldste Studien zur Dynamik d#edtungsprozesses wurden durch die
Laser-induzierte Temperatursprung-Technik mit [RZelwellendetektion durchgefihrt.
Durch die Verwendung von isotopenmarkierten Trp@igZeptidvarianten, dieC=0
Markierungen an unterschiedlichen Positionen in Al@inosauresequenz besitzen, konnten
lokale ortsaufgeltste Faltungsdynamiken innerhabdHairpin-Peptids bestimmt werden.
Die dadurch erhaltenen Ergebnisse an den unteesudmypthophan-Peptiden bestatigen die
Hypothese, dass der Faltungsprozess diBseairpin-Peptide durch einen hydrophoben

Kollaps ausgel6st wird.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Funktion eines Proteins ist unmittelbar miingeiraumlichen Anordnung verbunden. Im
Umkehrschluss bedeutet das, dass Proteine nur iia@rspezifischen Aufgaben erfillen
kénnen, wenn sie die daftir notwendige Strukturtbesi Die Untersuchung der Stabilitat des
nativ gefalteten Zustandes von Proteinen, aber a@echMechanismus des Faltungs- bzw.
Entfaltungsprozesses ist deshalb von allgemeineterdsse. Die dafir angewandten
Techniken missen sowohl eine Spezifitat fir diersahiedlichen Proteinstrukturen als auch
eine der Faltungsdynamik angemessen Zeitauflosesiigien.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde CD- und FTIR-Speldopse zur Charakterisierung der
Strukturstabilitat unter Gleichgewichtsbedingungenvendet. Durch Variation von pH-Wert
und Temperatur konnten an ausgewahlten Peptidsgat&tabilitatseigenschaften analysiert
werden. Um zeitaufgeldste Faltungsdynamiken vorti®ap detektieren zu kénnen, wurde
ein Spektrometer mit Laser-induziertem Temperatursp (AT =~ 10 °C) und IR-Einzel-
wellendetektion so modifiziert und optimiert, daBsptiddynamiken im ngs Zeitbereich
gemessen werden konnten. Neben der Modifikationrderperatursprung-Apparatur, bei der
optische Komponenten ersetzt und Stérsignale reduzurden, konnte auch die Auswertung
der kinetischen Daten durch die Entwicklung eineeigneten Algorithmus verbessert
werden.

Als notwendige Vorarbeit der Faltungsstudien antiBdep wurden statische temperaturab-
hangige FTIR-Absorptionsmessungen am Ldosungsniti® durchgefihrt. Dadurch wurden
die durch Temperaturvariation erzeugten Absorp@iadsrungen ermittelt, die fur die
Bestimmung der Gréf3e des Temperatursprunges veeivevetden konnten. Durch zeitauf-
geléste Temperatursprung-Experimente miODwurde der Zeitbereich identifiziert, indem
zeitaufgelodste Peptidrelaxationen analysiert weldemten. Um LOsungsmittelabsorptionen
von denjenigen der Peptidldsungen abzuziehen, weirdeéAlgorithmus entwickelt, der die
temperaturabhangigen Absorptionsanderungen beunintiggtiund anpasst.

Zum Studium zeitaufgelOoster Faltungsprozesse im rddigkundenzeitbereich wurde als
Modellpeptid Polyglutaminsdure verwendet. Zunaetstden Untersuchungen zur Thermo-
stabilitdt und der Reversibilitat des Ent- und Réttkns bei unterschiedlichen pH-Werten mit
den Methoden der CD- und FTIR-Spektroskopie durfilige Statische temperaturabhangige

IR-Absorptionsmessungen wurden zur Auswahl fir Teenperatursprung-Methode geeig-
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neter Wellenlangen benutzt. Mit dexrhelikalen Peptid Polyglutaminsdure als Modellsyste
konnte die Laser-induzierte Temperatursprung-Téchavialuiert und die Faltungsrelaxa-
tionen vona-Helix nach ungeordneter Knauelstruktur analysiestden.

Untersuchungen zur Stabilitat und Konformationsdytkawurden an kleiner3-Hairpin-
Peptiden durchgefiihrt, die ideale kleine Modellsyst sind flrp-Faltblattstrukturen sind.
Die in dieser Arbeit untersuchten Trpzip2C-Peptides aufgrund hydrophober Wechsel-
wirkungen der Tryptophane eine stabile b-Hairpini&ur in wassriger Losung ausbilden,
waren an verschiedenen Positionen innerhalb derndsduresequenz selektiv isotopen-
markiert. Durch diese Markierungen konnten'#=0 und**C=0 Amid | Moden Struktur-
dynamiken ortsaufgeldste untersucht werden. Die deeeigten Ergebnisse stellen die erste
Anwendung der Kombination von selektiv isotopennetkn anB3-Hairpin-Peptiden mit der
Temperatursprung-Technik dar, um damit lokale Komitionsdynamiken aufzulésen.
Zusatzlich konnte fur alle untersuchten Trpzip2@MtRrarianten gezeigt werden, dass der
Faltungsprozess in einem Temperaturbereich un880-K nicht durch ein Zwei-Zustands-
modell beschrieben werden kann, sondern partidhltgée Intermediate gebildet werden.
Dennoch unterstitzen die Ergebnisse der ortsaudigeidStrukturdynamiken der hier unter-
suchten Tryptophan Zipp@-Hairpin-Peptide die Hypothese des ,hydrophobendfst‘ bei
der Faltung.
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7 ANHANG

7.1 Makros

7.1.1 Makro zur Automatisierung der FTIR-Messungen  durch Ansteuerung des

Wasserbades und Bewegung des Probenschlittens

Zur Automatisierung der temperaturabhangigen IRejbsonsmessungen wurde ein Mess-
makro in der zur Bedienung des FTIR-Spektrometdsderlichen Software OPUS (Bruker,
Ettlingen) geschrieben. Durch dieses Makro werdas 8Spektrometer, das Wasserbad und
des Probenschlittens synchronisiert und angestdtieet Ubersichtliche Struktur des Makros
ist in Abbildung 7 (Kapitel 2.2) dargestellt.

VARIABLES SECTION

STRING <Titel0> = 'Temperaturserie mit Lauda Wabaé;
*STRING <Messpfad> = 'Q:110-02-2005";

*STRING <Dateiname der Messung> = 'KollF’;
*STRING <Experimentpfad> = 'c:\carsten’;

BUTTON <Weitere Einstellungen> = Goto (Fenster 3);
*NUMERIC <Starttemperatur> = 3.00;

*NUMERIC <Endtemperatur> = 82.00;

*NUMERIC <Schrittweite> = 4.00;

*NUMERIC <Temperaturtolleranz> = 0.02;

*STRING <Probenname> = 'kollagenF";

*STRING <Probenform> = 'Protein in DCI';

*STRING <Dateiname des Experiments> = 'test.xpm’;
*NUMERIC <Wiederholung des Temperaturlaufes> = 1.00
*NUMERIC <Spektren pro Temperatureinstellung> =t.0
*STRING <Zeit VBE> ='0";

STRING <Titell> = 'Weitere Einstellungen’;

STRING <T01> = 'Temperatur-Einstellungen’;
*STRING <Wartezeit NSE> = '00:07:00";

*STRING <Wartezeit ZTA> ='00:00:50';

*NUMERIC <aktuelle Solltemperatur> = 83.00;
*NUMERIC <Templ> = 64.76;

*NUMERIC <Temp2> = 64.78;

*NUMERIC <Absolute Differenz> = 0.02;

*STRING <Wartezeit PF> ='00:01:15";

FILE <$ResultFile 1> = AB;

FILE <$ResultFile 2> = Spec;

*STRING <Befehl> ="'OUT_SP_00_79/

*NUMERIC <Temp. vor Messung> = 65.09;
*NUMERIC <Temp. nach Messung> = 65.16;
*STRING <Datei TVM> = 'Temperatur-vor",

*STRING <Datei TNM> = 'Temperatur-nach’;
*NUMERIC <count> = 20.00;

*STRING <Text1l> = 'Probenname:’;

*STRING <Text2> = 'Probenform:’;
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*STRING <Text3> = 'Speicherort:’;

*STRING <Text4> = 'Dateiname’;

*STRING <Text5>= 'Temperatur-Sollwert’;

*STRING <Text6> = 'Temperatur vor der Messung';

*STRING <Text7>= 'Temperatur nach der Messung’;

*STRING <Text8> = 'Dateiname|Temperatur-Sollwertiperatur vor der Messung|Temperatur nach der
Messung’;

*STRING <InhaltLogfile> = 'KolIF.19|79|65.09|65.16'

STRING <Text9> = 'Dateiname firTemperatur vor dexskling’;
STRING <Text10> = 'Dateiname fir Temperatur nachMessung’;
STRING <Text11> = 'Wartezeit vor Beginn des Expenints(Sekunden)';
STRING <Text12> = 'Wartezeit nach dem der Sollveéngestellt wurde';
STRING <Text13> = 'Wartezeit zwischen der Tempeaedifrage’;
STRING <Text14> ='(00:00:00)"

STRING <Text15> = 'Wartezeit, in der der Probedtdi fahrt';

PROGRAM SECTION

Label (Fenster 1);

UserDialog ('<Titel0>', STANDARD, EDIT:'<MesspfadEDIT:'<Dateiname der Messung>', BLANK,
EDIT:'<Experimentpfad>', EDIT:'<Dateiname des Expemts>', BLANK, BUTTON:'<Weitere
Einstellungen>', EDIT:'<Starttemperatur>', EDIT:dfemperatur>', EDIT:'<Schrittweite>',
EDIT:'<Temperaturtolleranz>', BLANK, EDIT:'<Probemme>', EDIT:'<Probenform>");

SaveVars ();

Label (Fenster 2);

UserDialog ('0', STANDARD, BLANK, EDIT:'<Wiederhohg des Temperaturlaufes>', EDIT:'<Spektren pro
Temperatureinstellung>', TEXT:'<Text11>', EDIT:'¥2¢éBE>', BLANK, BLANK, BLANK, TEXT:'<Text9>',
EDIT:'<Datei TVM>', BLANK, TEXT:'<Text10>', EDIT:'Datei TNM>', BLANK);

SaveVars ();

Goto (Programm-Beginn);

Label (Fenster 3);

UserDialog ('<Titel1>', STANDARD, TEXT:'<T01>', BLRK, TEXT:'<Text12>', TEXT:'<Text14>,
EDIT:'<Wartezeit NSE>', BLANK, TEXT:'<Text13>', TEX'<Text14>', EDIT:'<Wartezeit ZTA>', BLANK,
TEXT:'<Textl5>', TEXT:'<Textl4>', EDIT:'<Wartezé®>', BLANK);

SaveVars ();

Goto (Fenster 1);

Label (Programm-Beginn);

REM Lodfile erstellen

TextToFile (‘'<Messpfad>', '<Dateiname der Messutxgf>.<Textl><Probenname>', APPEND_TEXT);
TextToFile (‘'<Messpfad>', '<Dateiname der Messutxg>.<Text2><Probenform>', APPEND_TEXT);
TextToFile ('<Messpfad>', '<Dateiname der Messuixg> <Text3><Messpfad>', APPEND_TEXT);
<Text8> = '<Textd>|<Text5>|<Text6>|<Text7>';

TextToFile (‘<Messpfad>', '<Dateiname der Messubxgj>'<Text8>', APPEND_TEXT);

<count> = 0;

<aktuelle Solltemperatur> = <Starttemperatur>;

StartLoop (<Wiederholung des Temperaturlaufes>, 0);

If (<Zeit VBE>', .NE., '0%;

Timer (WAITTIME, <Zeit VBE>);

Endif ();

Label (Sprungpunkt);

StartLoop (<Spektren pro Temperatureinstellungs, 1)

If (<Schrittweite>, .LT., 0);

If (<aktuelle Solltemperatur>, .LT., <Endtemperafyr

Goto (Programm-Ende);

Endif ();

Endif ();

If (<Schrittweite>, .GT., 0);

If (<aktuelle Solltemperatur>, .GT., <Endtemperajur

Goto (Programm-Ende);
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Endif ();

Endif ();

REM Solltemperatur setzen

<Befehl> ='OUT_SP_00_<aktuelle Solltemperatur>",;

RS232 (, {CO1="COM2', CO2="9600,N,8,1,p', RSR=3XR'KBefehl>', RRL=13, RRT=13, RWT=13,
T10=20, RO0O='<Befehl>"});

Timer (WAITTIME, <Wartezeit NSE>);

Label (Temperatur Abwarten);

<Templ> = RS232 (0, {CO1='"COM2', CO2='9600,N,8,IR8R=3, RTX='in_pv_01', RRL=13, RRT=13,
RWT=13, TIO=20, RO0="in_pv_01%);

Timer (WAITTIME, <Wartezeit ZTA>);

<Temp2> = RS232 (0, {CO1='"COM2', CO2="9600,N,8,IR8R=3, RTX='in_pv_01', RRL=13, RRT=13,
RWT=13, TIO=20, RO0="in_pv_01%);

<Absolute Differenz> = (((<Temp1>)-(<Temp2>))"2)"%D

If (<Absolute Differenz>, .GT., <Temperaturtollez);

Goto (Temperatur Abwarten);

Endif ();

MeasureReference (0, {EXP='<Dateiname des ExpetsreXPP='<Experimentpfad>', NAM='<Dateiname
der Messung>', PTH='<Messpfad>', SFM='<Probenfoy@NM='<Probenname>"});

SendCommand (, {UNI='SBT0=11%);

Timer (WAITTIME, <Wartezeit PF>);

<Temp. vor Messung> = RS232 (0, {CO1="COM2', CO86@N,8,1,p', RSR=3, RTX='in_pv_01', RRL=13,
RRT=13, RWT=13, TIO=20, R00="in_pv_0117);

<$ResultFile 1> = MeasureSample (0, {EXP='<Dateiaatas Experiments>', XPP='<Experimentpfad>',
NAM='<Dateiname der Messung>', PTH='<Messpfad>MSKProbenform>', SNM='<Probenname>1);
<Temp. nach Messung> = RS232 (0, {CO1="COM2', Ca@80,N,8,1,p', RSR=3, RTX='In_pv_01', RRL=13,
RRT=13, RWT=13, TIO=20, R00="in_pv_01"%);

SendCommand (0, {UNI='sbt0=0");

TextToFile (‘'<Messpfad>', '<Datei TVM>.txt', '<Temor Messung>', APPEND_TEXT);

TextToFile (‘'<Messpfad>', '<Datei TNM>.txt', '<Temmch Messung>', APPEND_TEXT);

EndLoop (1);

REM Lodgfile erweitern

<InhaltLogfile> = '<Dateiname der Messung>.<courékfuelle Solltemperatur>|<Temp. vor
Messung>|<Temp. nach Messung>";

TextToFile (‘'<Messpfad>', '<Dateiname der Messutxtf>'<InhaltLogfile>', APPEND_TEXT);

<count> = <count>+1;

(<aktuelle Solltemperatur>) = (<aktuelle Solltermgtar>)+(<Schrittweite>);

Goto (Sprungpunkt);

EndLoop (0);

Label (Programm-Ende);

7.1.2 Algorithmus zur Berechnung der zeitaufgeloste n Absorptionstransienten

Die mit der Transientenrekorderkarte aufgezeichmetstaufgeldsten Intensitatssignale wer-
den durch die Softwarasight (Imtec GmbH, Backnang) in ein binares Dateiforixai.sdf)
abgespeichert. Der hier dargestellte Algorithmuesschrieben mit der Programmiersprache
Matlab (The MathWorks Inc., Minchen), wandelt dgesPateiformat wieder in ein
ASCIIl-Format um. Durch zwei aufeinanderfolgendeshsitatssignale, deren Grol3e sich da-

durch unterscheidet, dass durch einen optischesclleiss das Messlicht an und aus ge-
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schaltet wurde, kann zusatzlich die Absorptionséntg einer untersuchten Probe bestimmt
werden. Diese einzelnen Absorptionsanderungen weadschliel3end gemittelt.

Der hier dargestellte Algorithmus bietet des Weitedie Mdglichkeit zu unterscheiden, ob
die der jeweilige Schaltrhythmus des Verschlussegtioniert hat. Sollte das nicht der Fall

sein, so werden die zwei aufeinanderfolgenden sit@stransienten nicht bei der Berech-
nung und Mittelung der Absorptionstransienten bemwiulierdem ist es mit dem Algorith-

mus maoglich, aus den Intensitatsverlaufen diejanige extrahieren, bei denen offensichtlich
Storsignale, die durch einen unregelmafiigen Teryre@ung verursacht wurden, beo-
bachtet werden. Dadurch kdnnen Effekte, wie bspentan auftretende Luftblaschenbildung
(engl.; ,Cavitation®), die durch eine unregelmaligeergieverteilung im Anregungslaser-

strahlprofil verursacht werden kann, zwar nichthwedert werden, sie kdnnen jedoch bei der

Berechnung der Absorptionsanderungen herausgefilezden.

clear all;

% Speicherort der Daten
sOrtDaten=['E:\2007-10\03-10-2007\T77;

% Wie viele Daten werden eingelesen?

Anzahl=4000;

% Fragestellung:Hat die Schaltung funktioniert .od&ht?
% Uberprufung (typel=1), keine Uberpriifung (typel=0

typel=0;

% Uberpriufung auf Cavitation? (ja = 1, nein = 0)
type2=0;

% Programmanfang

sOrtaktuell=cd;
% Loading of an INSIGHT 3.50 SDF file into Matlalyaments : output: u = column containing thdata
% Auslesen der Bindrdaten aus einem sdf-file
cd (sOrtDaten);
Anzahl1=Anzahl/2;
Anzahl2=0;
for j1=1 : Anzahl1;
clear t; t=0;
for i=(j1*2-1) : (j1*2);
if i<10;
s=['T00000',int2str(i),".sdfT;
end;
if (i>9 & i<100);
s=['T0000',int2str(i),".sdfT;
end,;
if (i>99 & i<1000);
s=['T000',int2str(i),".sdfT;
end,;
if i>999;
s=['T00',int2str(i),".sdf"];
end;
fid=fopen(s,'rb");
identifier_version=(char(fread(fid, thar"));
board_type=fread(fid,1,'ushort’);
data_type=fread(fid,1,'ushort’);
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coupling_type=fread(fid,1,'ushort’);
trigger_channel=fread(fid,1,'uchar");
master_clock=fread(fid,1,'uchar";
X_min=fread(fid,1,'long");
X_max=fread(fid,1,'long";
X_step=fread(fid,1,'double";
X_unit=fread(fid,8,'char");
Y_min=fread(fid,1,'long");
Y_max=fread(fid,1,'long";
Y_step=fread(fid,1,'double";
Y _unit=fread(fid,8,'char’);
uplevel=fread(fid,1,'ushort’);
lolevel=fread(fid,1,'ushort’);
counter=fread(fid,1,'ushort’);
trigger_mode=fread(fid,1,'ushort);
trigger_switch=fread(fid,1,'ushort");
flags=fread(fid,1,'ushort);
bus_config=fread(fid,1,'ulong";
time_slow=fread(fid,1,'ulong");
time_fast=fread(fid,1,'ulong");
averages=fread(fid,1,'ulong";
comment_present=fread(fid,1,'ulong’);
comment_length=fread(fid,1,'ulong’);
number_of_segments=fread(fid,1,'ulang’)
upmask=fread(fid,1,'ushort;
lomask=fread(fid,1,'ushort’);
reserved=(char(fread(fid,8,'char)));
data=fread(fid,-X_min+X_max+1,'int16");
comment=fread(fid,comment_length,'ghar’

fclose(fid);

clears;

% Umwandeln der Daten igendmmene Daten

% 1. Spannungssignal
t=t+1;
u(:,t)=(data+Y_min)*Y_step;
% 2. Zeitsignal
if (i ==1);
[x1,x2]=size(u);
u(;,2)=((1:x1)*X_step)-(-X_min+1)*X_gte
clear b; b=0;clear c; c=0;
for j=1 : (-X_min+X_max+1);
% 1. Bereich 6-p8
if u(j,2)>(6E-6);
if u(j,2)<(50E-6);
b=b+1;
b1(b)=j;
end;
end;
% 2. Bereich 50-109
if u(j,2)>(50E-6);
if u(j,2)<(100E-6);
c=c+1;
cl(c)=j;
end;
end;
end;

[b2,b3]=size(b1); bbl=b1(1); bb2=b1{d#)3=b3;
[c2,c3]=size(cl); ccl=c1(1l); cc2=c1(a’)3=C3;

zb=0;
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Abs(1:(-X_min+X_max+1),1)=0;
mMoA=Abs; oMmA=Abs; mMMmA=Abs; Abs2=Abs;
Zeit(:,1)=u(:,2);
Zeitb(1:bb3,1)=Zeit(bbl:bb2,1); Zeitafd3,1)=Zeit(ccl:cc2,1);
end;
clears;
end;
%___ Entscheidung ob die Transienten doppedt,diat die Schaltung funktioniert?
Zahl1=1;
if (typel==1);
fort=1:2;
rb1(1:300)=u((-X_min+120):(-X_min+419),
rb2(t)=((mean(rbl)).”2).~(1/2);
rb3(t,1)=rb2(t)-rb2(t)*(0.05); rb3(t;2p2(t)+rb2(t)*(0.05);
end%
Zahl1=1,;
if rb3(2,1)<rb2(1) & rb2(1)<rb3(2,2);
Zahl1=2;
elseif rb3(1,1)<rb2(2) & rb2(2)<rb3(1,2);
Zahl1=2;
else;
Zahl1=1;
end;
end;%
if (Zahl1==1);
% Mittelwert des Offset
fort=1:2;
ral(1l:(-X_min/2))=u(1:(-X_min/2),t);
ra2(t)=mean(ral);
end;
ra3=min(ra2);
ta=find(ra2==ra3);
% Offsetkorrektur und Identifizierung dénzelnen Transienten
if (ta==1);
xal(:,1)=u(;,2)-ra3;
xa2(:,1)=u(;,1)-ra3;
elseif (ta==2);
xal(:,1)=u(;,1)-ra3;
xa2(:,1)=u(;,2)-ra3;
end;
% in xa3 nach Cavitation suchen

if (type2==1);
% 1.Bereich
xa3a(1:bb3,1)=xal(bbl:bb2,1);
[gal,qa2]=polyfit(Zeitb,xa3a,l1);
wa3a=xa3a-(qal(l)*Zeitb+gal(2));
% 2.Bereich
xa3b(1l:cc3,1)=xal(ccl:cc2,1);
[gb1,gb2]=polyfit(Zeitc,xa3b,1);
wa3b=xa3b-(gb1(1)*Zeitc+qbl1(2));
% Berechnung;
w=(std(wa3a)-std(wa3b))/(std(wa3b));
SD=100*(W"2)N1"2);
if SD>0.005;

Zahl1=2;

end;
clear xa3a xa3b w SD gal ga2 gbl g2awea3b;

end;

end;
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if (Zahl1==1);
% Offset unabhangig vorfixa2n

rral(1:(-X_min-40))=xal(1l:(-X_min-40),1);
rra2=mean(rral);
Intens(;,1)=-log10(1+((xal-rra2-xa2)./rra2)
%
oMmA=o0MmA+xa2; mMmA=mMmA+xal,;
Abs=Abs+Intens;
clearurl r2;
end;
if (Zahl1==2);
Anzahl2=Anzahl2+1;
end;
end;
DeltaAbs=Abs./(Anzahl1-Anzahl2);
oMmA=0MmA./(Anzahl1-Anzahl2);
MMmA=mMmA./(Anzahl1-Anzahl2);
% Offset unabhangig von xa2 finden

rt1(1:(-X_min-40))=mMmA(1:(-X_min-40),1);
rt2=mean(rtl);
DeltaAbs2=-log10(1+((MMmA-rt2-oMmA)./rt2));

% Abspeichern der Daten
% Absorptiontransiente (aus den einzeln berechndfennd dann gemittelt)
ss=['Kinetik.dat7;
fid=fopen(ss,'a+;
for i=1 : (-X_min+X_max+1);

sdat=[Zeit(i,1),DeltaAbs(i,1)];

fprintf(fid,'%6.10f %6.10f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid);
%
% Absorptiontransiente (gemittelten oMmA und mMmé danndA berechnet)
ss=['Kinetik2.dat'"];
fid=fopen(ss,'a+");
for i=1 : (-X_min+X_max+1);

sdat=[Zeit(i,1),DeltaAbs2(i,1)];

fprintf(fid,'%6.10f %6.10f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid);
%
% gemittelte Intensitdten ohne MeRlicht, mit Anregglicht
ss=['oMmA.dat'];
fid=fopen(ss,'a+");
fori=1: (-X_min+X_max+1);
sdat=[Zeit(i,1),oMmA(i,1)];
fprintf(fid,'%6.10f %6.10f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid);
%
% gemittelte Intensitaten mit Messlicht, mit Annegslicht
ss=['mMmA.dat];
fid=fopen(ss,'a+");
for i=1: (-X_min+X_max+1);
sdat=[Zeit(i,1),mMmA(i,1)];
fprintf(fid,'%6.10f %6.10f \r\n',sdat);

end;

fclose(fid);
%
cd (sOrtaktuell);

169



ANHANG

7.1.3 Entwickelter Algorithmus zur Temperatur- und spektralen Anpassung

unterschiedlicher Proben

Der dargestellte Algorithmus, ebenfalls geschrieleibh der Programmiersprache Matlab
(The MathWorks Inc., Minchen), beinhaltet sowold i Kapitel 4.1.1 dargestellte Prozedur
zur Temperatur-Angleichung unterschiedlicher Prolerogrammteil 1), als auch den in
Kapitel 4.1.2 erwahnten Algorithmus zum spektraddazug von Losungsmittelabsorptionen
(Programmteil 2). Fiir einen besseren Uberblick $mAbbildung 20 und in Abbildung 21

(siehe Kapitel 4.1) die Prozedurstrukturen derpfegiramme veranschaulicht.

% Datei-Beschreibung =
% Teil 1: Wasserdaten an Proteintemperatur anpassen

clear all;

% Speicherort der Daten =
% D20

sOrtD20=['C:\WasserRes4Zero8\D20-100mu'];

% HDO

sOrtHD=['C:\WasserRes4Zero8\HDO-Spektren';

% Protein
sOrtProt=['C:\statische-Proteindaten\September-20009-2007-mitD205mu'];

% aktuell

sOrtaktuell=cd;
% ===

% Soll Programmteil 1 benutzt oder ibensgen werden?
%(benutzen: Teill=1; Gberspringen: Teil1=0)

Teill=1;

Fit1=1;

% ascii-Daten einlesen

% Temperatur des D20-Spektrums

cd (sOrtD20); z1=load('Temp.dat); [c,c1]=size(z1);
% Temperatur des H20O-Spektrums

cd (sOrtHD); z2=load('Temp.dat); [ef,efl]=size(z2)
% Temperatur des Mixtur-Spektrums

cd (sOrtProt); z3=load('Temp.dat’); [b,b1]=size(z3)
clear c1 efl b1,

% Programmteil 1
% Teil 1: Anpassen der LosungsmitteltemperatureRr@teinspektren
if (Teill==1);

% Steigungsspektren berechnen

clearijl u; j1=0; j2=0;
% Zunachst die Bereiche der Steigungsspektédrien [T(Prot)+-3°C]
foru=1:b;
x1=z3(u)-3; x2=23(u)+3;
fori=1:c;
if (z1(>))>x1 & z1(i)<x2);
j1=j1+1; zahl1(j1)=i;
end;
end;
x3(u,1)=zahl1(1); x3(u,2)=zahl1(j1);
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j1=0;
fori=1: ef;
if (z2(>))>x1 & z2(i)<x2);
j2=j2+1; zahl2(j2)=i;

end;
end;
xa3(u,1)=zahl2(1); xa3(u,2)=zahl2(j2);
j2=0;
end;
% allgemeine Angaben

clear vl w2 w3 jl g1 nl;j1=0;
cd (sOrtD20);
st=['D201.dat"]; xt=dImread(st,',"); [k2,k1]zsixt);
f(:,1)=xt(:,1);
for i=1 : k2;
if (f(i,1)<5900 & f(i,1)>5700);
j1=j1+1; wi(j1)=i;
end;
end;
[vw2,v3]=size(vvl); aal=vv1(1l); aa2=wi(vw3dp3=vv3;
clear st xt;
% D20-Daten
for d2ou=1: b;
clear gl ni;
z=x3(d20u,2)-x3(d20ou,1)+1;
al=x3(d2ou,l1);
cd (sOrtD20);
form=1: z;
s=['D20',int2str(al),".datT;
x1=dImread(s,",");
d2o(;,m)=x1(:,2);
al=al+l,
gl(1:aa3)=d2o(aal:aa2,m); n1=sum(gd)/aa
% Bereich in jedem Spektrum auf Nulee
wl(m,:)=d20(:,m)-n1;
end;
clear al;
cd (sOrtProt);
ss=['D20-ber',int2str(d20u),.dat";
fid=fopen(ss,'at");
fori=1:k2;
cleartq gl g2 di el; t=0;
ab1=x3(d2ou,1); ab2=x3(d20u,2);
for j=ab1l : ab2;
t=t+1;
d1(t=z1();
el(t)=wl(j-abl+1,i);
end,;
g=polyfit(d1,e1,1);
q1=q(1);92=q(2);
w3=(ql*z3(d2ou))+q2;
sdat=[f(i,1),w3];
fprintf(fid,'%6.8f, %6.8f \r\n',sdat);
end,;
fclose(fid);
clear wl w3 d2o;
end;
% HD-Daten
for hdu=1: b;

171



ANHANG

clear g1 n1;
z=xa3(hdu,2)-xa3(hdu,1)+1; al=xa3(hdu,1);
cd (sOrtHD);
form=1:z;
s=['HDO-Spek',int2str(al),.dat’];
x1=load(s,"");
hd(;,m)=x1(;,2);
al=al+l,
gl(1:aa3,1)=hd(aal:aa2,m); n1=sum(g3B)/a
% Bereich in jedem Spektrum auf Nulese
wl(m,:)=hd(:,m)-n1;
end;
clear al;
cd (sOrtProt);
ss=['HDO-ber",int2str(hdu),".dat7;
fid=fopen(ss,'a+");
fori=1:k2;
cleartq gl g2 d2 e2; t=0;
abl=xa3(hdu,l1); ab2=xa3(hdu,2);
for j=abl : ab2;
t=t+1;
d2(t)=z2());
e2(t)=wl(j-abl+1,i);
end;
g=polyfit(d2,e2,1);
q1=q(1);92=q(2);
w3=(gq1*z3(hdu))+q2;
sdat=[f(i,1),w3];
fprintf(fid,'%6.8f, %6.8f \r\n',sdat);
end;
fclose(fid);
clear wl w3 hd;
end;
end;

% Programmteil 2
% Teil 2 : Wasserdaten an Proteindaten anpassen
%

cd (sOrtProt);
% Bande des D20
Bandel=3;
% Bande des HOD
Bande2=3;
forg=1:b;
count=0; countnull=0;
clear Int2 r prot x1 x2 x3;
% Dateien laden

% Protein-Spektrum

sl=[int2str(g),".dat]; x1=dlmread(sl,"");

% D20-Spektrum

s2=['D20-ber',int2str(g),".dat]; x2=dimread(sp

% H20-Spektrum

s3=['HDO-ber',int2str(g),".dat"]; x3=load(s3},’,

cd (sOrtProt);

[k2,k1]=size(x2);

clear s1 s2 s3;

% Wellenzahltabelle eestell

if(g==1);
f(:,1)=x2(:,1);
j1=0; j2=0; j3=0; j4=0;
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fori=1: k2;
if (f(i,1)<5900 & f(i,1)>5700)% Offset
j1=j1+1; zal(j1)=i;
end,;
if (f(i,1)<3900 & f(i,1)>3750)% D20-Bande
j2=j2+1; zb1(j2)=i;
end,;
if (f(i,1)<3500 & f(i,1)>3200)% HDO-Bande
j3=j3+1; zc1(j3)=i;
end;
end;
% Banden zur Offsetanfittung
01=0;02=0;03=0;
fori=1: k2;
if (f(i,1)<5950 & f(i,1)>5940)% Offsetbereich
01=01+1; aol(0l)=i;
end;
end,;
[za2,za3]=size(zal); aal=zal(l); aa2=z&)(z@3=za3;
[zb2,zb3]=size(zbl); bb1l=zb1(1); bb2=zbBzibb3=2b3;
[zc2,zc3]=size(zcl); ccl=zc1(1); cc2=zcBfzcc3=zc3;
[a02,a03]=size(a0l); aool=ao0l(1l); aco2=amd) a003=a03;
end;

clear zal za2 za3 zb1 zb2 zb3 zc1 zc2 zcRijl aol ao2 ao3 01,

% Offset in Spektren verschiebe

% Bereich zwischen 5900-5700 aufsummieren
g1(1:a003,1)=x1(a001l:a002,2); n1=mean(gl);
g2(1:a003,1)=x2(a001:a002,2); n2=mean(g2);
g3(1:a003,1)=x3(a001:a002,2); n3=mean(g3);
% Bereich in jedem Spektrum auf Null setzen
Prot(;,1)=x1(;,2)-n1;
[k4,k3]=size(Prot);
if k4<k2;

Prot(k2,1)=Prot(k4,1);
end;
d2o(:,1)=x2(:,2)-n2;
hd(:,1)=x3(:,2)-n3;
clear x1 x2 x3 g1 g2 g3 nl n2 n3;
% Bereich 1 Offsetbereich

Protl(1:a003,1)=Prot(aocol:a002,1);
d201(1:a003,1)=d20(a001:a002,1);
hd1(1:a003,1)=hd(aoo0l:a002,1);

pl=mean(Protl); d1=mean(d20l); h1=mean(hdl);
% Bereich 2 D20-Banden Bereich

mhd1(1:bb3,1)=Prot(bb1:bb2,1);
mwhd1=find(mhd1 == max(mhd1));

Prot2(1:1+2*Bandel,1)=mhd1(mwhd1-Bandel:mwhdind1,1);

d2oxt(1:bb3,1)=d20(bb1:bb2,1);

d2oxta=find(d2oxt == max(d2oxt));
d202(1:1+2*Bandel,1)=d2oxt(d2oxta-Bandel:d2eRendel,1);
hd2a(1:bb3,1)=hd(bb1:bb2,1);
hd2b(1:1+2*Bandel,1)=hd2a(d2oxta-Bandel:d2dB¢atel,1);
p2=mean(Prot2); d2=mean(d202); h2=mean(hd2b);

% Bereich 3 HD Bereich 3400

mhd2(1:cc3,1)=Prot(ccl:cc2,1);
mwhd2=find(mhd2 == max(mhd2));
if mwhd2==cc3;

Prot3(1,1)=mhd2(mwhd2,1);
elseif mwhd2==1,

173



ANHANG

Prot3(1,1)=mhd2(mwhd2,1);
else;
Prot3(1:1+2*Bandel,1)=mhd2(mwhd2-Bandel:ai@#Bandel,1);
end;
hdxt(1:cc3,1)=hd(ccl:cc2,1);
hdxta=find(hdxt == max(hdxt));
d203a(1:cc3,1)=d20(ccl:cc2,1);
if hdxta == cc3;
hd3(1,1)=hdxt(hdxta,1);
d206b(1,1)=d203a(hdxta,1);
elseif hdxta ==1 ;
hd3(1,1)=hdxt(hdxta,1);
d206b(1,1)=d203a(hdxta,1);
else;
hd3(1:1+2*Bandel,1)=hdxt(hdxta-Bandel:héBandel,1);
d203b(1:1+2*Bandel,1)=d2o03a(hdxta-BandetdiBandel,1);
end;
p3=mean(Prot3); d3=mean(d203b); h3=mean(hd3);
% === ——===
if (Fitl==1);% D20 und HD fit
%gesucht:
% c1*x1+d1*x2+off-p1=0 (Offset 5950-5940)
% c2*x1+d2*x2+off-p2=0 (Bandenbereich DZ&ande 3800)
% c3*x1+d3*x2+off-p3=0 (Bandenbereich HDBande 3400)
%
vab=7; vabz=51;
rlStartvora=round(1000*p2/(d2+h2))/1000D20 Bande
rlStartvor=round(1000*p2/(d2+h2))/1000-0.2;
r2Startvor=(round(1000*(p3-d3*r1Startvofhy)))/1000-0.2% HD Bande
for ul=1: vab;
if (ul ==1);
xa=0.02;
else
xa=xa*2*(1/10);
end;
rlStart=r1Startvor; r2Start=r2Startvor;
for k1=1: vabz;
if (k1 ==1);
rl(1)=riStart;
else
ri(k1l)=rl(k1-1)+(xa);
end;
for k2=1 : vabz;
if (k2 == 1);
r2(1)=r2Start;
else
r2(k2)=r2(k2-1)+(xa);
end;
% zu l6sen
G1=(((h1*r2(k2)+d1*r1(k1))-p2R).M(1/2);% Offset 5950-5940
G2=(((h2*r2(k2)+d2*r1(k1))-p2R).~(1/2);% Bandenbereich D20-Bande 3800
G3=(((h3*r2(k2)+d3*r1(k1))-p3R)."(1/2);% Bandenbereich HDO-Bande 3400
Ges=((G1+G2+G3)"2)\(1/2);
Int1k2(k1,k2)=Ges;
fakd201(k1,k2)=r1(k1);
fakhd1(k1,k2)=r2(k2);
end;
end% Ende von k1
IMin=min(min(Int1k2));posMin1=find(Int2 == IMin);
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[trd,tr2]=size(posMinl);
if tr2>1;
posMin=posMin1(1);
elseif tr1>1;
posMin=posMin1(1);
else;
posMin=posMinl;
end;
fakhd2=fakhd1(posMin);
fakd202=fakd201(posMin);
Int1=Int1k2(posMin);
clear rlStartvor r2Startvor;
if posMin==1;
rlStartvor=fakd202;
r2Startvor=fakhd2;
else
rlStartvor=fakd202-((xa));
r2Startvor=fakhd2-((xa));
end;
clear r2Start r1Start;
end;
fakhdx=fakhd2;
fakd2ox=fakd202;
off=0; fakCaFx=0;
end;
Y%==============  Berechnung des Endspektrums
x4(:,1)=fakhdx*hd(;,1)+fakd2ox*d20(:,1);
wasser(;,1)=x4(:,1);
x5(:,1)=Prot(:,1)-wasser(:,1);
[ik1,jk2]=size(x5);
% === =—====
% Offsetverschiebung bé 183
[k2,k1]=size(x4);
clearx6 q3ala2a3a4a5jde; j=0;
fori=1:k2;
% Offset-Ermittlung
if (f(i,1)<1830 & f(i,1)>1828);
=+
e(j)=x5(i,1);
end;
end;
tr=mean(e);
X7(:,1)=x5(:,1)-tr;
%___ Anpassen eines Polynoms 3. Grades inidBe2600-1720 und 1320-1300
clearx6 q3ala2a3a4a5jde; j=0;
fori=1:k2;
if (f(i,1)<2000 & f(i,1)>1720);
=t
d(j)=f(i,1);
e(j)=x7(i,1);
end;
if (f(i,1)<1320 & f(i,1)>1300);
=1+
d(j)=f(i,1);
e()=x7(i,1);
end;
end;
g3=polyfit(d,e,3); x6=polyval(q3,f);
x8(:,1)=x7(:,1);
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% Normierung des Amid | Bereiches (:¥280) auf 1

clear g3 al a2 a3 a4 a5 jd e amid rest; |=0;
fori=1:k2;
if (f(i,1)<1720 & f(i,1)>1580);
=+
amid())=((x7(i,1))(2))"(1/2);
end;
end;
Int3=sum(amid); rest=1/Int3;
X9(:,1)=rest*x7(:,1);

% Abspeichern der Daten
% Amid I-normiertes Proteinspektrum

ss=['Prot-Spek',int2str(g),".dat']
fid=fopen(ss,'at");
fori=1:k2;
sdat=[f(i,1),x9(i,1)];
fprintf(fid,'%06.8f %6.8f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid); clear fid sdat ss;
% resultierendes Proteinspektrum

ss=['ProtMin-Spek',int2str(g),".dat7;
fid=fopen(ss,'at");
fori=1:k2;
sdat=[f(i,1),x5(i,1)];
fprintf(fid,'%06.8f %6.8f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid); clear fid sdat ss;
% resultierendes D20+HD-Spektrum

ss=['D20Min-Spek',int2str(g),".dat’];

fid=fopen(ss,'at");

fori=1:k2;
sdat=[f(i,1),wasser(i,1)];
fprintf(fid,'%6.8f %6.8f \r\n',sdat);

end;
fclose(fid); clear fid sdat ss;
% resultierendes Polynom-korregg&Rroteinspektrum

ss=['ProtMin-pk-Spek’,int2str(g),".dat7;
fid=fopen(ss,'at");
fori=1:k2;
sdat=[f(i,1),x7(i,1)];
fprintf(fid,'%06.8f %6.8f \r\n',sdat);
end;
fclose(fid); clear fid sdat ss;
end;
cd (sOrtaktuell);
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