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Proteine sind
Nanomaschinen der Zelle

Forschung an der Schnittstelle zwischen Biologie und Physik

Biomolecules like proteins act as small molec-
ular machines and play a major role in al-
most any cellular process. Structural and
dynamical details about biological macro-
molecules can be obtained from various
fluorescence-based techniques. In particular
measurements at the single molecule level
offer the unique possibility to obtain detailed
information on coexisting subpopulations

of an ensemble of molecules. We employ

in particular Foérster-resonance energy-
transfer (FRET) techniques, for example to
characterize biosensors for biotechnological
applications and to unravel details about the
protein folding process.
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Die Untersuchung von biologischen Makro-
molekulen, zum Beispiel von Proteinen oder
Proteinkomplexen, spielt eine zentrale Rolle
fur das Verstandnis der Funktionen in biologi-
schen Zellen. So sind zum Beispiel detaillierte
Kenntnisse Uber Proteineigenschaften essen-
ziell zur Bekédmpfung von Krankheiten und fur

Anwendungen im Bereich der Biotechnologie.

Proteine erflllen unterschiedlichste Aufgaben
in der Zelle. Welche Aufgabe ein Protein im
Detail hat, hangt maBgeblich von seiner drei-
dimensionalen Raumstruktur ab. Diese
Struktur wird durch eine wohldefinierte Abfol-
ge von 20 verschiedenen Aminosauren
(Proteinsequenz) bestimmt. Sie ist fUr jedes

Protein einzigartig. Fir mittelgroBe Proteine
ergibt die Aneinanderreihung von etwa 150
bis 400 Aminosauren eine Raumstruktur,

die im gefalteten Zustand einen Durchmes-
ser von wenigen Nanometern (10-° Meter)
aufweist. Damit sind Proteine zu klein, um
Strukturinformationen Uber sie mithilfe der
herkdmmlichen Lichtmikroskopie zu erhalten.
Es werden daher andere Methoden bendtigt,
die diese Informationen liefern kénnen. Die
Entwicklung solcher Methoden ist das klas-
sische Arbeitsgebiet von Physikern. Stehen
Fragestellungen aus der Biologie oder der
Medizin im Mittelpunkt, handelt es sich um
das Arbeitsgebiet der Biophysiker.



Bild 1: Mithilfe eines Konfokalmikroskops ldsst sich ein sehr kleines Detektionsvolumen erzeugen.
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Messungen mit Fluoreszenz-Techniken
Eine der wichtigsten Techniken zur Unter-
suchung von Proteinen ist die Fluoreszenz-
mikroskopie beziehungsweise die Fluores-
zenzspektroskopie. Hier werden hochspezia-
lisierte Fluoreszenzmikroskope daftr genutzt,
die Struktur und die Dynamik von Proteinen
sowie die Wechselwirkung zwischen Bin-
dungspartnern zu untersuchen. Eine wichtige
Voraussetzung fur die Nutzung dieser Tech-
niken besteht darin, dass die Proteine mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sein mussen.
Dies kann zum einen durch spezifische Bin-
dung von geeigneten Farbstoffen an ausge-
wahlten Stellen im Protein erfolgen, zum
anderen gibt es ein spezielles Protein, das
von sich aus eine Fluoreszenz im sichtbaren
Wellenlangenbereich zeigt, das sogenannte
»green fluorescence protein“, kurz GFP.
Fdr Anwendungen der Fluoreszenztechnik
spielen folgende Methoden eine wichtige
Rolle:
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET),
um die Struktur und Konformationsdyna-
mik von Proteinen auf einer Langenskala
von vier bis sechs Nanometern zu
vermessen
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
(FCS) zur Bestimmung von extrem niedri-
gen Proteinkonzentrationen und von
Diffusionseigenschaften der Molekule

Zweifarben-Ko-Lokalisierung kann die
Bindung von zwei Wechselwirkungspart-
nern detektieren, wenn beide Partner
Farbstoffe mit verschiedenen Farben
tragen
Mithilfe der hochauflésenden Fluoreszenz-
techniken kénnen nicht nur wichtige Protein-
eigenschaften charakterisiert werden. Die
enorme Empfindlichkeit der Technik kann
auch kleinste Probenmengen bis hin zum
Einzelmolekll vermessen. Da in biologischen
Systemen die Gesamtheit aller Proteine (einer
Spezies) haufig eine groBe strukturelle und
dynamische Heterogenitat aufweist, sind Ein-
zelmolekllmessungen besonders aufschluss-
reich. Sie ermdglichen es — im Gegensatz zu
den normalerweise Ublichen Ensemblemes-
sungen — Strukturunterschiede der einzelnen
Proteine zu identifizieren und quantitativ zu
charakterisieren.

Der Mehrwert von
Einzelmolekiilmessungen

Die Detektion einzelner farbstoffmarkierter
Proteine kann in einem Weitfeldmikroskop
erfolgen. Zur Beobachtung mussen die ein-
zelnen Proteine gut voneinander getrennt auf
der Oberflache eines Deckglases verankert
sein. Praktikabler fur die Probenherstellung
ist die Detektion einzelner Proteine, die in
Pufferldsung frei diffundieren. Hierbei wird

Bild 2: Schema einer Messung am Konfokalmikroskop. Beispielhaft wird hier mittels der Einzelmolekl-FRET-Metho-

de (SmFRET) ein zweifach farbstoffmarkiertes Protein (humanes Calmodulin) strukturell charakterisiert.

mithilfe eines Konfokalmikroskops ein sehr
kleines Detektionsvolumen erzeugt. In diesem
Volumen befindet sich in einem gegebenen
Zeitintervall immer nur ein fluoreszenzmarkier-
tes Molekul. Wahrend dieses Zeitintervalls
von einigen Millisekunden wird die Fluores-
zenzemission des Molekils gemessen. Im
Falle des Forster-Resonanzenergietransfers
wird die Fluoreszenz von zwei Farbstoffen ge-
messen, die beide an das Protein gebunden
sind, aber jeweils eine unterschiedliche Farbe
aufweisen. Das Verhaltnis der jeweiligen
Fluoreszenzintensitéten dieser beiden Farben
—auch Donor- und Akzeptoremission ge-
nannt — kann zur Berechnung des Abstandes
zwischen den beiden Fluoreszenzfarbstoffen
genutzt werden. Somit 1&sst sich durch eine
geeignete Wahl der Farbstoffbindepositionen
das Protein mithilfe von FRET strukturell cha-
rakterisieren.

Die Vermessung von Hunderten oder Tausen-
den Einzelmolekdlen liefert wertvolle Informa-
tionen Uber die verschiedenen Proteinstruk-
turen, die gleichzeitig in einer Proteinldsung
vorliegen kdnnen.

Solche Einzelmolekill-FRET-Messungen kon-
nen eine wichtige Rolle bei Anwendungen im
Bereich der Lebenswissenschaften spielen.
Im Falle der Biotechnologie liefern sie zum
Beispiel wertvolle Informationen, um das
Design von Biosensoren zu optimieren. Diese
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Bild 3: Darstellung eines Sensorproteins (rot), an das zwei FP unterschiedlicher Farbe (hellblau und gelb, FRET-Paar)
gebunden sind. Eine Konformationsanderung im Sensorprotein, hier hervorgerufen durch Bindung von Glukose,
andert den Abstand zwischen den FP und damit tiber FRET die Eigenschaften des Fluoreszenzlichts.

Bild 4: Darstellung der Phosphoglycerat-Kinase mit Farbstoffen an den Positionen P135 und P290 in der Aminoséu-

resequenz markiert.

Messungen kdnnen aber auch helfen, den
Proteinfaltungsprozess genauer zu verstehen.
Zahlreiche Krankheiten wie Alzheimer, Parkin-
son oder Huntington beruhen auf Fehlern bei
der Proteinfaltung.

Wie fUr alle proteinbiochemischen und bio-
physikalischen Studien muss auch im Falle
der oben vorgestellten Verfahren das zu un-
tersuchende Protein in reiner Form hergestellt
und fUr die jeweilige Messtechnik prapariert
werden. Im Falle der hier vorgestellten Fluo-
reszenztechniken stellt besonders die zellfreie
Proteinbiosynthese zur Probenherstellung fur
EinzelmolekUl-FRET-Messungen einen sehr
effizienten Ansatz dar. Hierbei werden die
Vorteile eines offenen, leicht flr eine Modifi-
kation des herzustellenden Proteins brauch-
baren Proteinsynthese-Assays (Reaktions-
mischung zur Proteinsynthese) genutzt, um
die Proteine dieser Proben dann mithilfe der
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Einzelmolekuldetektion zu sortieren und im
Detail zu charakterisieren. Diese Messtechnik
ermoglicht das Aussortieren von fehlerhaften
Molekulen (fehlerhaft gefaltete oder unvoll-
sténdig farbstoffmarkierte Proteine) und liefert
eine extrem gute Datenqualitat. Dartber
hinaus werden nur kleinste Probenmengen
bendtigt. Dieser Ansatz demonstriert beispiel-
haft, wie gewinnbringend ein vertieftes Zu-
sammenspiel von biologischen Verfahren mit
fortgeschrittenen physikalischen Messtechni-
ken sein kann. Im Folgenden werden hierfur
einige Anwendungsbeispiele prasentiert.

Biosensoren: Effektive Nanowerkzeuge
Eine erfolgreiche Anwendung der FRET-
Spektroskopie besteht darin, die liganden-
induzierte Konformationsanderung eines
sogenannten Sensorproteins dafir zu nutzen,
die Konzentration dieses Liganden, also

Bindepartners, zu bestimmen. In der Natur
gibt es zahlreiche Proteine, die spezifisch
Liganden, zum Beispiel Glukose, Calcium
oder spezielle Aminosauren binden kénnen.
Diese Sensorproteine werden genutzt, um die
chemische Zusammensetzung der Zellumge-
bung fur einen Organismus zu ,vermessen®.
Viele solcher Sensorproteine arbeiten nach
dem Prinzip einer Venus-Fliegenfalle: Die Bin-
dung des Liganden ruft im Sensorprotein eine
interne Scharnierbewegung hervor. Solche
Konformations&nderungen stellen ein Signal
fUr die Zelle dar, die dann Auskunft Uber die
chemische Zellumgebung gibt. Werden an
solche Sensorproteine zwei fluoreszierende
Proteine (FP) gebunden, lasst sich das Signal
Uber Fluoreszenzlicht (unter Verwendung

der FRET-Methode) auslesen. Von diesem
Mechanismus wird in zahlreichen biotechno-
logischen und zellbiologischen Anwendungen
Gebrauch gemacht.

Hierbei ist das Design solcher Sensoren von
groBer praktischer Relevanz, da viele unter-
schiedliche Sensoren flr unterschiedliche
Analyte, auch fur verschiedene Konzentrati-
onsbereiche, gebraucht werden. Die erfolg-
reiche Durchfuhrung dieser Arbeit erfordert
eine enge Zusammenarbeit zwischen Biolo-
gen und Physikern (Spektroskopikern). Dabei
stellen die Biologen zundchst das Konstrukt
der beteiligten Proteine her. AnschlieBend
Uberprufen Physiker die gewUnschten Funk-
tionseigenschaften mit spektroskopischen
Verfahren. Kurzlich hat die Arbeitsgruppe des
Lehr- und Forschungsgebiets Biophysik in
Zusammenarbeit mit Biotechnologen des
Forschungszentrums Julich die Palette der
Methoden zur Sensoroptimierung durch An-
wendung der Einzelmolekulspektroskopie
erweitert. Am Beispiel eines Glukosesensors
konnte gezeigt werden, dass die Technik eine
deutlich genauere Analyse und Beurteilung
der hergestellten Sensoren ermoglicht. Damit
helfen die Einzelmolekdltechniken bei einer
zielgerichteten Sensoroptimierung.



Bild 5: Eine Mitarbeiterin der AG Biophysik arbeitet am Konfokalmikroskop.
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Analyse von Zwischenzustanden

bei der Proteinfaltung

Das Entstehen einer wohldefinierten dreidi-
mensionalen Raumstruktur einer Aminosau-
rekette wird Proteinfaltung genannt. Bei die-
sem elementaren zellularen Prozess kdnnen
Fehler auftreten, die zum einen verhindern,
dass funktionsfahige Proteine entstehen.
DarUber hinaus kénnen falsch- oder fehlge-
faltete Proteine zelltoxische Aggregate bilden,
von denen bekannt ist, dass sie die Ursache
zahlreicher Krankheiten darstellen. Haufig
sind gerade die Zwischenzustande (Faltungs-
intermediate) wahrend des Faltungsvorgangs
besonders anféllig fur Fehlfaltungen. Um De-
tails dieser Faltungsintermediate genauer zu
verstehen, wird die EinzelmolekUl-FRET-Me-
thode angewendet. Eine Probe flir Ensemble-
messungen besteht typischerweise aus sehr
vielen Molekdulen (~10-"). Die Proteinfaltung

der einzelnen Proteine dieser Probe lauft aber
zeitlich nicht synchron ab, was zu gemittelten
und damit weniger prézisen Messwerten
fUhren kann. Die Analyse von einzelnen Mole-
kilen kann dagegen deutlich genauere Infor-
mationen liefern.

Im Falle eines gréBeren Proteins (415 Amino-
sauren), das typischerweise zahlreiche
Faltungsintermediate aufweist, wurden Einzel-
molekUl-FRET-Studien durchgefihrt. Das hier
untersuchte Protein, die Phosphoglycerat-
Kinase (PGK), wurde daflr an zwei ausge-
wahlten Positionen mit Fluoreszenzfarbstof-
fen markiert. Die Vermessung der Abstande
zwischen den Markierungspositionen mithilfe
der FRET-Methode kann wahrend des Fal-
tungsprozesses erfolgen. Dadurch konnten
wertvolle Informationen Uber die wichtigen
Faltungsintermediate gewonnen werden. Wei-
tere Informationen Uber diese Intermediate er-

geben sich, wenn nicht nur ein Abstandspaar
vermessen wird, sondern viele verschiedene
Abstandspaare mit Markierungen an anderen
Positionen.
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