Circulardichroismus (CD) und Fluoreszenz
- Anwendungen in der Proteinchemie -
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Circulardichroismus (CD) - Einfuhrung

Circulardichroismus: ungleiche Absorption von links und rechts
zirkular polarisiertem Licht an asymmetrischen optischen Zentren

sehr geringe Absorptionsdifferenzen (10-4 bis 10-° bei Absorption
von 1.0) = Hochprazisionsgerate, Messungswiederholung
(Akkumulation) zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses

Zwei Spektralbereiche: (1) Fern-UV oder Amidregion (170 - 250 nm),
zur Bestimmung des Sekundarstrukturgehaltes eines Proteins;

(2) Nah-UV oder Aromatenbereich (250 - 300 nm) zur Charakteri-
sierung der Tertiarstrukturumgebung von aromatischen Seiten-

ketten

Disulfidbrucken: sehr geringe circulardichroitische Absorption bei
ca. 250 nm




Circulardichroismus (CD) - Prinzip
e Zirkular polarisiertes Licht
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* Herstellung von zirkular polarisiertem Licht

unpolarized plane  circular sam
source polarizer polarizer cel CD spectram




Circulardichroismus (CD) - Formel

* Melsignal beruht auf unterschiedlicher Absorption rechts und links
polarisiertem Lichts

* Einheiten: Absorptionsdifferenz (A; - Ag), Absorptionskoeffizienten-
Differenz (g, -€;), molare Elliptizitat [@] (Grad ¢ cm? » dmol})

* Umrechnungen: © = 3.300+(A, -Ay),[®] =0+ 100 M_/ (c*d)
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: Elliptizitat

. mean residue weigth ellipticity

. Proteinkonzentration [mg ml-']

. mittlere Molmasse einer Aminosiure des Proteins

[mg mmol-!]

: Schichtdicke [cm]

beachte: ® meist in mdeg gemessen => Mel3wert durch 1000 dividieren



Circulardichroismus (CD) - Einfuhrung

* Melsignal beruht auf unterschiedlicher Absorption rechts und links
polarisiertem Lichts

Lambert-Beerschem Gesetz: A = gedec



Circulardichroismus (CD) - Absorption

Absorbierende Gruppen in Proteinen: die Peptidbindung

Absorbance

Perpendicularly
polarized m—e=m"*band

Parallel polarized
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* Absorption von Proteinen und
Peptiden, genauer: der Peptid-
bindung - breite Absorption
zwischen 180 nm und 240 nm, mit
einem Maximum bei ca. 190 nm

» Weitere Absorptionen zwischen

250 nm und 300 aufgrund der
aromatischen Aminosauren
Tyrosin, Tryptophan, Phenylanalin
(hier nicht dargestellt)



Circulardichroismus (CD) - Absorption

Absorbierende Gruppen in Proteinen: aromatische Aminosauren
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Aminosaure Absorptions- Absorptions- Fluoreszenz-
maximum koeffizient maximum
Tryptophan 280 nm 5.600 348 nm
Tyrosin 274 nm 1.400 303 nm
Phenylalanin 257 nm 200 282 nm




Circulardichroismus (CD) - Absorption

Andere absorbierende Gruppen in der Mel3zelle: Puffersubstanzen

Absorption einer 10 mM Lésung
in einer 0.1-cm-Zelle beit ...

Puffer Keine Absorption 210 nm 200nm | 190nm | 180 nm
tiberhalb von ...

NaClO, 170 nm 0 0] 0 0
NaF, KF 170 nm 0 0 0 0
Borat 180 nm 0 0 0 0
NaCl 205 nm 0 0.02 >0.5 >0.5
Na,HPO, 210 nm 0 0.05 0.3 >0.5
NaH,PO, 195 nm 0 0] 0.01 0.15
Natriumacetat 220 nm 0.03 0.17 >0.5 >0.5
Glycin 220 nm 0.03 0.1 >0.5 >0.5
Diethylamin 240 nm 0.4 >0.5 >0.5 >0.5
NaOH, pH 12 230 nm =0.5 >2 >2 >2
Borat/NaOH, pH 9.1 200 nm 0 0 0.09 0.3
Tricine, pH 8.5 230 nm 0.22 0.44 >0.5 >0.5
Tris, pH 8.0 220 nm 0.02 0.13 0.24 >0.5
Hepes, pH 7.5 230 nm 0.37 0.50 >0.5 >0.5
Pipes, pH 7.0 230 nm 0.20 0.49 0.29 >0.5
Mops, pH 7.0 230 nm 0.10 0.34 0.28 >0.5
Mes, pH 6.0 230 nm 0.07 0.29 0.29 >0.5
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Transmission von leeren Kuvetten aus verschiedenen Glasern

Circulardichroismus (CD) - Absorption

Andere absorbierende Gruppen in der Mef3zelle: Kiivettenglas
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Fern-UV-CD-Spektren:
Informationen zur Sekundarstruktur

- : | : ! . ) . -
180 200 220 240 260

Wellenlinge [nm]

Fern-UV-CD Spektrum von Lysozym aus Hithnereiweiss



Fern-UV-CD-Spektren:
Informationen zur Sekundarstruktur

Random coil a-Helix
m n-»g*
. o _/’-‘\“'k\wa_
0 1 - 20 mﬂ: 0 240 =0 \J "
. pOSitiV bei 212 nm (7[ N ‘It*) 180 100 200 w.m . 220 ™ 240 0
velength {nm)

* negativ bei 195 nm (n 2> =%
R-sheet Anregungskopplung der n = n* -Ubergénge fiihrt zu:
zo * positiv (n = n*) senkrecht bei 192 nm
* negativ (m = n*) parallel bei 209 nm
: * negativ bei 222 nm; ist rot-verschoben (n 2> 7*).

* negativ bei 218 nm (n 2 n¥)
* positiv bei 196 nm (n 2> %)




mdeg

Fern-UV-CD-Spektren:
Informationen durch Dekonvolution ?

Spektren unterschiedlicher 3-sheet Proteine

= - helix
[ = - sheet —
. = random coil 1.5 .7 Prealbumin =

————— Bence-Jones protein
- Concanavalin
................. PIastocyan'n

[B] %10, deg cm? dmol’

190 200 210 220 230 240
A, nM

Figure 2. Representative CD spectra of all-8 proteins (Venyaminov and Vassilenko, 1994).

200 210 220 230 240 250

Wavelength (nm)

Idealisierte Spektren
unterschiedlicher Sekundarstrukturelemente
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Fern-UV-CD-Spektren: Dekonvolution (CDNN)

)
I

180 200 220 240 260

Wellenlinge [nm]

Sekundarstrukturgehalt von Lysozym:

- 28 % Helix
- 9 9% B-sheet

® =3.300 ¢ (g,-€,); [0] =© * 100 * M. / (c * d)

Programm CDNN
EMaorom AR

File Edit Deconvolute Options Help
New

Open... F2
Save Alt+S
Save As...

Printer Setup... F9
Print...

Send...

Quit Alt+X




Datenform: ASCII Tabelle

180.
181.
182.
183.
184.

Fern-UV-CD-Spektren: Dekonvolution (CDNN)

Lo s s s Y

258 .0

2
260.

oo

N O O

.4000
7771
.2200
e
.2000

0.0000

oo

.0000
.0000

© =3.300 ¢ (g,-¢,); [@] =O » 100 « M, / (c * d)
3 MainForm =] B3
File Edit Deconvolute Qptions Help

Please indicate type of data [units). Be carefull

Wrong assighment will result in incorrect data renormalization.

~LCD Signal Type

(" Delta Epsilon Molec. mass (Da):
Concentr. [ma/ml):
€ Molar Elipticity (mg/m)
No. amino acids:

¢ Mili-Degrees Pathlength (cm):

~Essential Parameter —————

14000.0
1.000




Fern-UV-CD-Spektren: Dekonvolution (CDNN)
Beispiel Lysozym -

Sekundarstrukturgehalt
von Lysozym (Struktur):
- 28 % Helix

- 12 % B-sheet

.4 Deconvolution =10| x|
File Edit Help
180-260 nm | 185-260 nm | 190-260 nm | 195-260 nm | 200-260 nm | 205-260 nm | 210-260 nm

Helix n.d. n.d. 30.4% 298% 28.0% 30.0% 27.3%
Antiparallel | n.d. n.d. 1407% 124 7% 106 % 8.7 % 101 %
Parallel n.d. n.d. 847 9.0% 98% 10.0% 10.3%
Beta-Tum | n.d. n.d. 181 % 17.8% 18.2% 17.3% 181 %
Rndm. Coil | n.d. n.d. 2947 309% 339% 3BE%Z 375%
Total Sum 0.7 % 03.2 %
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Wavelength {nm)




Fern-UV-CD-Spektren: Dekonvolution (CDNN)
- Beispiel Antikorperfragment -

2.4 Deconvolution

File Edit Help
180-260 nm | 185-260 nm | 190-260 nm | 195-260 nm | 200-260 nm | 205-260 nm | 210-260 nm
Helix n.d. n.d. 17.9% 15.7 % 146 % 141 % 143 %
Antiparallel | n.d. n.d. KTR P4 274 % 18.2% 15.3% 17.6%
Parallel n.d. n.d. 128 % 15.8 % 17.7 % 19.2% 16.3%
Beta-Tumn h.d. n.d. 203 % 209% 21.4% 211 % 21.8%
Rndm. Cail | n.d. n.d. 432 % 481 % 6% 529% 509 %
Total Sum N.77 128.0 % 235 % 226 %
N
\\.l
oo — "' s 'III
Sekundarstrukturgehalt = NS
ey e o W i
von Antikorperfragment w ‘ ~
3 I|'.l : : //")
(Struktur): s ; 7
- | x y
- 4 % HGIIX ] ; ; \'\_____ /
0 L L e e e
- 64 % [3-sheet 190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelength {nm)




Fern-UV-CD-Spektren:

- Darstellung struktureller Anderungen -
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Denaturierung des Antikorperfragmentes
- Kinetische Betrachtung -

N Int

U

Verteilung von N, Int, U tber die Zeit

100 | o)

L —
] ]

0 -500 1000 1500 5000 10000 0 30 60 90 120 150 180 1000 2000 3000

Time (sec)
Time (sec)

0 Aktivitat
dots CD 210 mn



Denaturierung des Antikorperfragmentes
- strukturelle Betrachtung -

Fern-UV-CD Nah-UV-CD

40 T T T T

2000
1000

-1000 |
-2000 |
-3000 | |
-4000 | ; ]

Oprpw (degree dmol! cm?)
Oy pw (degree dmol’! cm?)

-5000 | ! -
-6000

200 220 240 260 280 300 320 340
A (nm) A (nm)

__nativ strukturiert, -- Intermediat, .... in 6 M Guanidin



CD-Spektren - Interpretation

* Nah-UV-CD: fixierte Umgebungen (immobilisierte Seitenketten);
geringes Signal; nicht prognostizierbar (komplexe Wechselwirkun-
gen); keine Zuordenbarkeit von einzelnen Peaks zu Struktur-
anderungen

e aber: ,Fingerabdruck® fur ein natives, korrekt gefaltetes
Protein

e Fern-UV-CD: dominiert vom Signal der a-Helix in Proteinen (bei ca.
220 nm); CD-Signal von 5-Faltblatt und 5-Turn ist eher gering;
zusatzlich geringe Beitrage von aromatischen Gruppen und
Disulfidbriuicken; komplexes Wechselspiel, schwer prognostizierbar
und aufloésbar

 quantitative Dateninterpretation sehr schwer,
qualitative Dateninterpretation dagegen vergleichsweise einfach
(= Programm CDNN von Gerald Béhm)



Fluoreszenz von Proteinen
- Betrachtung aromatischer Aminosauren -

intrinsische Fluorophore
(Phe, Tyr, Trp)

in tryptophanhaltigen Proteinen
uberwiegt Fluoreszenz von Trp
gegenuber der von Phe und Tyr

FRET erfolgt:
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Fluoreszenz von Proteinen
- Bedeutung aullerer Parameter: Temperatur -

T T T | T T T T T T | v 1 v
1 a -
QO ™ - -
(&)
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(s o L - -
0.4 I 1 1 1 L 1 1 i ] L 1 1 1 1 1 1 ]
10 20 30 40 10 20 30 40 50
Temperature (°C) Temperature (°C)

Temperaturabhangigkeit der Fluoreszenzspektren von (a) Tyrosin
(6 uM, Anregung bei 274 nm, Emission bei 303 nm) und
(b) Tryptophan (1 uM, Anregung bei 278 nm, Emission bei 355 nm).



Relative Fluorescence at 350 nm

1.6

Fluoreszenz von Proteinen
Bedeutung aullerer Parameter: Losungsmittel -
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Abhangigkeit der Fluoreszenzspektren von Tryptophan (2 uM,

Anregung bei 278 nm, Emission bei 355 nm) von (a) der GAmCIl-

Konzentration und (b) der Harnstoffkonzentration.



Fluoreszenz von Proteinen
- hydrophobe/hydrophile Umgebung -

1.2 | 4 natives AntikOrperfragment
/h \ (Aromaten in hydrophober Umgebung)

- - - denaturiertes Protein

(Aromaten losungsmittelexponiert;
hydrophile Umgebung)

Anregung: 280 nm --> Tyr, Trp

fluorescence (arb. units)

- ergibt typisches Trp Spektrum
(Energietransfer Tyr -> Trp)

300 330 360 3290
A (nm)
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Denaturierung des Antikorperfragmentes
- Kinetische Betrachtung -

N Int

U

Verteilung von N, Int, U tber die Zeit

100 | o)

L —
] ]

0 -500 1000 1500 5000 10000 0 30 60 90 120 150 180 1000 2000 3000

Time (sec)
Time (sec)

0 Aktivitat
dots CD 210 mn



rel. fluorescence (295/350 nm)

Denaturierung des Antikorperfragmentes
- Kinetische Betrachtung mittels Fluoreszenz -

16000000
15000000
14000000
13000000
12000000
11000000

N Int

Denaturierung in 2 M GdmCl

I I I | I I

0 2000 4000 6000 800010000

time(s)

U

N Int

- Verlust der Aktivitat

- Domaénen alle intakt

- Anderung der Fluoreszenz

Int » U
- Verlust der Sekundastruktur
- Anderung der Fluoreszenz




Fluoreszenz zur Messung von Dissoziation / Assoziation

Die S;;3 Doméne von Lck (Src Homolog)
bildet Zn-abhingig ein Homodimer




Fluoreszenz zur Messung von Dissoziation / Assoziation

Rel. fluorescence

Die S;;3 Doméne von Lck (Src Homolog)
bildet Zn-abhangig ein Homodimer

0.0 ————~—® :
0 200 400 600 2000 4000 6000

ZnCL, [uM]

* ohne Bindepeptid
o mit Bindepeptid

ohne Zink -> Monomer
+ 2 mM Zink -> Dimer
(Nachweis durch analytische UZ)



Fluoreszenz zur Messung von Dissoziation / Assoziation

Die S;;3 Doméne von Lck (Src Homolog)
bindet prolinreiche Peptide




Fluoreszenz zur Messung von Dissoziation / Assoziation

Die S;;3 Doméne von Lck (Src Homolog)
bindet prolinreiche Peptide

3 5e+7
g y = S0 + dS « RL/R0
§ 3.0e+7 |
: RL = ¢/2 - \(¢c/2)? - RO-L0)
; 2 5e+7 |
v K. = 16 oM ¢=R0O+L0 + K,
2 De+7

RL: Konzentration Komplex
RO: Ausgangskonzentration Rezeptor
LO: Ausgangskonzentration Ligand

0 20 40 60 80 100 120
TIP peptide [pM]



Fluoreszenz zur Messung von Dissoziation / Assoziation

Die S;;3 Doméne von Lck (Src Homolog)
Kompetition zwischen Dimerisierung und Peptidbindung

5 N-XbXXDb) + 3 NI = 3N+ 3 XbXXp + 3 NV, <> D3NV + 3 XpX4p

Rel. fluorescence

A
7

A3
- —
0 200 400 &00 2000 4000 6000

ZnCL, [uM]

* ohne Bindepeptid
o mit Bindepeptid



Dissoziation / Assoziation
- Messung mittels Anisotropie -

Light T
Source l

3"/ Iy
A Polarizer
Detector
, , I, -1
Anisotropie =

I, +2-1

Anregung mit polarisiertem Licht
-> Emission von polarisiertem Licht

Anregung nur von Fluorophoren,
deren Ubergangsmoment parallel
zur Schwingungsebene des
polarisierten Lichts liegt

Emission in der gleichen Ebene
wie Anregung

nur durch Bewegung der Molekiile
verandert sich die Schwingungsebene
des emittierten Lichts

Bewegung der Molekiile abhiangig
von deren Grof3e
=> Messung von Assoziation



Anisotropie
- Bindung von VP2-GFP an VP1 -

200 kDa VPI
34 kDa VP2-GFP-Fusion

experimentelle Voraussetzung:
- deutlicher GroB3enunterschied
der Bindungspartner

- ideales Experiment:
fluoreszierendes Protein vorlegen,
nicht-fluoreszierenden, grof3eren
Bindungspartner titrieren

aldoJjosiuy

Messung der Anisotropie von GFP
0.36

0.35 |

0.34 -

0.33 |

0.32 ¢

0.31 ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4
[VP1-Pentamer] [uM]



Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)

Transfer der Energie eines
Donors (D) im angeregten
Zustand auf einen Akzeptor (A)

Energietransfer erfolgt
strahlungslos durch Dipol-
Dipol-Wechselwirkung

spektrale Uberlappung des
Emissionsspektrums des
Donors mit dem Absorptions-
spektrum des Akzeptors

relative Orientierung von Donor
und Akzeptor

Distanz zwischen Donor und
Akzeptor (20-90 A fir
biologische Makromolekule)
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Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)
- Forster-Radius -

Abhangigkeit der Transfereffizienz vom Abstand zwischen Donor und Akzeptor
(geeignete Auswahl der Fluorophore nach R )

Abstand, bei dem halbmaximaler Energietransfer erfolgt, ist als Forster-Radius definiert



Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)
- Abstandsmessungen im Molekul -




Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer (FRET)

- Zellkultur -
Excitation
458nm
FRET Pirchen: FRET
- BFP + GFP
- GFP + RFP Energy transfer
- CFP+ YFP v 480-525nm
- 2 Fragmente von GFP £p AAVW
Emission
525-575nm
458 -> 500 nm 510 -=> 535 nm 458 -> 535 nm

+ 458 -> 500 nm




Fluoreszenz - Zusammenfassung

- aromatische Aminosauren als intrinsische Fluophore in Proteinen
- sehr sensitive Methode (meist 1-10 pg/ml Protein)

- Fluoreszenz der Aromaten abhiangig von ihrer Umgebung
(-> Faltung, Stabilitit, Assoziation, Ligandenbindung)

- Methode vielfaltig einsetzbar
(intrinsische Fluoreszenz, Fluoreszenzlabel
Fluoreszenz, FRET, Anisotropie)

- Fluoreszenzspektroskopie, Einzelmolekiilspektroskopie (FCS),
(konfokale) Fluoreszenzmikroskopie






Mechanismus der Antikorperfaltung / -entfaltung

Analyse:
L} == L}
I
fastl | fast - Wildtyp-Protein und zwei Mutanten
I
|
|
\j

\J

" - Kinetik, Stabilitat und Struktur
l Denaturierung

| Renaturierung

io,m}

g 2 (Variation von Temp., GdmCl)
03 py tFdy . prFd eoo
st D] |—D >N
- Methoden:
Aktivitat
Fluoreszenz

Fluoreszenzloschung
Fern- und Nah-UV-CD



Oy pw (degree dmol! cm2)

Thermodynamische Stabilitat von Proteinen
- spektroskopische Analyse -

2000
1000

-1000
-2000
-3000
-4000
-5000
-6000

CD

nativ

- - denaturiert

200 220

240

fluorescence (arb. units)

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Fluoreszenz

/

nativ

- - denaturiert
| | |

300

330 360 390
A (nm)




CD signal (mdeg)

CD signal (mdeg)

Thermodynamische Stabilitat von Proteinen
- spektroskopische Analyse -

-10 |

12
®@

-14 PRePon Fhreg o Cn 0 ,

1 Thermisch induzierte Denaturierung

© & A N o

10 20 30 40 50 60

-10 |
-12
-14 1
0.0 0:5 1:0 1:5 2:0 2i5 3:0 3:5

T (°C)

®© & A N o

Chemisch induzierte Denaturierung

dG = -9 kJ/mol (25°C)

Urea (M)

Voraussetzung fiir
quantitative Analyse:

- reversible Reaktion
(N -> U und U -> N gleich)

- nur zwel Zustinde N und U



Thermodynamische Stabilitat von Proteinen
- spektroskopische Analyse -
AG = AGP + RT InK (K = U/N)
im Gleichgewicht: AG =0
AGP = -RT InK

3 3
366-Y;

A -7 r-\ — Linear
o
~ - = = Binding
o =Y _388-258 2
; s00k o F"-!{-_\i,.m 0.25 R 6 S e TaNtord
bl -~ i
> Q 5
§ Y288 — f +£, =1{Two stats mochenism) g 4
g [+ Y=R%*L% -~
s L e DA By 095 g | -
o 200 ° ke @n B - 028 -0 ]
2 o g 2
§ s Y. 28661, 00 o AG-RTINK 387 cal/mote ~
o %Y 366-51 1
: o o
3 ° d
L 100 o = 0
[o]
o
o 1
%51 2000G60—5—O—o—O—0—
[ L e
1 2 a 4 5 6 7 8 ) 0 1 2 3 4 5
Urea (M)

Urea (M)



