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Die Fourier-Transformations-Infrarot(FT-IR)-Spektroskopie
hat sich zu einer wertvollen Methode f�r das Studium der
Sekund rstruktur von Proteinen und f�r die Verfolgung
konformativer $nderungen bei Proteinfaltung, -entfaltung
oder -fehlfaltung entwickelt.[1–3] Die meisten Studien haben
sich dabei auf die intensive Amid-I-Bande (prim r eine C=O-
Streckschwingung der sekund ren Amidgruppe) konzen-
triert, die im IR-Spektrum zwischen 1610 und 1700 cm�1

auftritt und ein akzeptierter Indikator f�r Proteinsekund r-
strukturen ist. Neben der Amid-I-Bande des Peptidr�ckgra-
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tes finden sich im IR-Spektrum aber auch Absorp-
tionsbanden verschiedener Aminos ureseitenket-
ten, die als intrinsische lokale Indikatoren f�r
konformative $nderungen fungieren k5nnen.

Insbesondere die relativ starke Absorptions-
bande der Tyrosinseitenkette bei ca. 1515 cm�1 (C-
C-Streckschwingung des aromatischen Rings) ist in
IR-Spektren von Proteinen gut nachweisbar.[4] Die
Frequenz dieser Bande kann sich bei Faltungs-,
Entfaltungs- und Assoziationsprozessen in charak-
teristischer Weise ver ndern: So wurde bei Protei-
nen, die sich reversibel entfalten, im Temperatur-
bereich ihrer Denaturierung eine diskontinuierli-
che Verschiebung der Tyrosinschwingung zu h5he-
ren Wellenzahlen gefunden.[5–7] Dagegen zeigte die
Tyrosinbande in einem unstrukturierten Peptid bei
Temperaturerh5hung nur eine geringe graduelle
Verschiebung zu niedrigerenWellenzahlen, was als
genereller Temperatureffekt interpretiert wurde.[5]

Eine relativ große Verschiebung der Tyrosinbande
zu niedrigeren Wellenzahlen
wurde bei der Proteinaggregation
beobachtet, was wahrscheinlich auf
die Bildung von Wasserstoffbr�-
cken der Tyrosin-OH-Gruppen
mit Acceptoren im Proteinaggre-
gat zur�ckzuf�hren ist.[6,8]

Enth lt das zu untersuchende
Peptid oder Protein mehrere Tyro-
sinreste, sind die ortsaufgel5sten
Informationen der IR-Spektrosko-
pie allerdings sehr begrenzt. Die
Entfernung von Tyrosinresten durch ortsspezifische Mutage-
nese k5nnte dieses Problem l5sen; ist der entsprechende
Tyrosinrest aber Teil eines hydrophoben Clusters, so kann
seine Mutation zur Destabilisierung des Proteins f�hren. Hier
zeigen wir, dass eine ideale Alternative zur ortsspezifischen
Mutagenese die ortsspezifische 13C-Isotopenmarkierung in-
dividueller Tyrosinreste in der C4-Position des Phenolrings
ist. Diese Strategie bewirkt eine Verschiebung der Bande des
markierten Tyrosinrestes um ca. 10 cm�1 zu niedrigeren
Wellenzahlen[9] und erm5glicht so eine eindeutige ortsspezi-
fische Zuordnung der Messdaten. Zwar ist die Verwendung
isotopenmarkierter Tyrosinreste f�r IR-Studien von Protei-
nen bereits bekannt, eine wesentliche Neuerung ist hier
allerdings ihre Nutzung zur Analyse der Umgebung spezifi-
scher Tyrosinseitenketten und zur gleichzeitigen Verfolgung
konformativer $nderungen in verschiedenen Bereichen eines
Proteins.

Um das Potenzial der ortsspezifischen Isotopenmarkie-
rung f�r Konformationsuntersuchungen zu ermitteln, haben
wir $nderungen des infrarotspektroskopischen Verhaltens
bestimmter Tyrosinreste bei der thermischen Entfaltung der
WW-Dom ne des Formin-bindenden Proteins 28 (FBP28)
untersucht. Dieses Protein enth lt vier Tyrosinreste, wobei
einer im Strang 1 (Position 11) und drei im Strang 2 (Positio-
nen 19, 20, 21) lokalisiert sind (Schema 1, Peptid 1 in Tabel-
le 1). WW-Dom nen sind die kleinsten nat�rlich vorkom-
menden, aus drei Str ngen aufgebauten b-Faltblattstrukturen,

die bisher identifiziert wurden. Sie wurden nach zwei kon-
servierten Tryptophanresten benannt, erkennen prolinreiche
Liganden und sind als nichtkatalytische Proteindom nen an
Prozessen der Signaltransduktion beteiligt.[10] Verschiedene
WW-Dom nen sind als Modellsysteme zum Studium der
Stabilit t und der Faltung von b-Faltblattstrukturen genutzt
worden,[11–19] wobei die FBP28WW-Dom ne als eine mono-
mere, stabile Struktur beschrieben wurde, die jedoch unter
gewissen Bedingungen auch zur Aggregation und Fibrillen-
bildung neigt.[18]

Sowohl die Herstellung von WW-Analoga als auch der
Einbau isotopenmarkierter Aminos urebausteine sollten
durch Festphasen-Peptidsynthese (SPPS) m5glich sein.[20]

Versuche, FBP28WW (Peptid 1) mittels SPPS herzustellen,
schlugen allerdings fehl, was f�r den Aufbau b-Faltblatt-
bildender Sequenzen nicht unerwartet ist.[21] Der Synthese-
verlauf konnte aber durch den Einbau von zwei X-Ser- und X-
Thr-Dipeptideinheiten (X=Pseudoprolin in Form der ent-
sprechenden Pseudoprolin-Derivate[22]) betr chtlich verbes-
sert werden. Außerdem wurde die hohe Neigung der Asp15-
Gly16-Sequenz zur Aspartimid-Bildung[23] durch Einbau von
Asn15 anstelle von Asp15 (Peptid 2) ausgeschaltet
(Schema 1; siehe Hintergrundinformationen).

Das IR-Spektrum von 2, aufgenommen im Rahmen
thermischer Denaturierungsexperimente in D2O-Puffer
(siehe Hintergrundinformationen) im Bereich von 10–90 8C
ist bei tiefen Temperaturen (Abbildung 1a, blaue Kurven)

Schema 1. Struktureigenschaften der FBP28WW-DomBne. Die Sequenz 6–33 (grau)
bildet eine definierte dreidimensionale Struktur mit drei StrBngen und zwei Schlei-
fen.[11] Die Orte des Einbaus von Pseudoprolin-Bausteinen, die eine erfolgreiche
Synthese erm$glichen, und die Positionen des Einbaus von 13C1(4)-Tyrosinresten
sind gekennzeichnet (Oxa: Ser/Thr-abgeleitete Oxazolidin-4-CarbonsBure-Baustei-
ne).

Tabelle 1: Sequenzen der FBP28WW-Peptide (*Y= 13C1(4)-Tyr).

Peptid Sequenz

FBP28WW 1 GATAVSEWTEYKTADGKTYYYNNRTLESTWEKPQELK

[N15]-FBP28WW[a] 2 GATAVSEWTEYKTANGKTYYYNNRTLESTWEKPQELK

[Q9,21,23,26,28,N15]-FBP28WW[a] 3 GATAVSEWQEYKTANGKTYYQNQRTQEQTWEKPQELK

[Q9,21,23,26,28,F11,20,N15]-FBP28WW 4 GATAVSEWQEFKTANGKTYFQNQRTQEQTWEKPQELK

[*Y11,Q9,21,23,26,28,N15]-FBP28WW[a] 5 GATAVSEWQE *YKTANGKTYYQNQRTQEQTWEKPQELK

[*Y19,Q9,21,23,26,28,N15]-FBP28WW[a] 6 GATAVSEWQEYKTANGKT *YYQNQRTQEQTWEKPQELK

[a] C-terminal amidiert.
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durch eine starke Amid-I-Bande bei 1636 cm�1 und eine
schw chere Komponente bei 1679 cm�1 charakterisiert, was
f�r das Vorliegen einer antiparallelen b-Faltblattstruktur
spricht.[1–3] Die IR-Banden zwischen 1500 und 1612 cm�1

sind Absorptionen von Aminos ureseitenketten zuzuordnen:
Tyrosin (1515 und 1612 cm�1), Glutamat (1565 cm�1) und
Arginin (1587 cm�1).[4] Bei 90 8C wird die Amid-I-Region des
Spektrums durch Banden bei 1616 und 1685 cm�1 dominiert
(Abbildung 1a, schwarze Kurve). Diese Banden sind f�r
intermolekulare b-Faltblattstrukturen charakteristisch[1–3]

und weisen darauf hin, dass die thermische Denaturierung
des [Asn15]-FBP28WW-Peptids von einer Aggregation be-
gleitet ist.

Im Rahmen der Synthese von FBP28WW-Analoga
fanden wir �berraschenderweise, dass der Einbau von Glut-
aminresten in mehrere Positionen der WW-Dom ne die
temperaturinduzierte Aggregation sehr effektiv unterdr�ckt
(Tabelle 1, Peptid 3). F�r Peptid 3 konnte durch NMR-spek-
troskopische Studien die f�r FBP28WW typische Faltung
nachgewiesen werden[27] , und das Fehlen der charakteristi-
schen IR-„Aggregat“-Banden bei 1616 und 1685 cm�1 zeigt,
dass auch bei hohen Temperaturen keine intermolekularen b-
Faltblattstrukturen entstehen. Stattdessen wird das IR-Spek-
trum bei hohen Temperaturen von der Amid-I-Bande bei
1648 cm�1 (Abbildung 1b), charakteristisch f�r unstrukturier-
te Proteine,[1–3] dominiert. Diese Befunde gelten auch f�r
Peptid 4 (Spektrum nicht gezeigt), in dem zus tzlich zwei Tyr-
Reste gegen Phe ausgetauscht wurden, um eine Zuordnung
Tyrosin-vermittelter spektraler $nderungen zu einem einzi-
gen Tyrosinrest zu erm5glichen. Die temperaturinduzierte

Intensit tsverringerung der Amid-I-Bande bei 1636 cm�1

(Abbildung 2a) und die Frequenzverschiebung der Bande
f�r die Streckschwingung des aromatischen Tyrosinrings bei
ca. 1515 cm�1 zeigen zwischen 10 und 90 8C f�r beide Peptide
einen sigmoidalen Entfaltungs�bergang (Abbildung 2b).

Die Tyr!Phe-Substitution f�hrt allerdings zu einer Ver-
ringerung der Denaturierungstemperatur um ca. 5 K;[24] dies
verdeutlicht die Nachteile der Mutationsmethode zur Erzie-
lung ortsspezifischer Informationen (zumindest im Fall der
FBP28WW-Dom ne). Aus diesem Grund haben wir das
Peptid 3 ortsspezifisch in verschiedenen Positionen mit
13C1(4)-Tyr-Resten markiert. Dazu haben wir die markierten
Peptide 5 und 6 synthetisiert, um gleichzeitig temperaturin-
duzierte $nderungen in der lokalen Umgebung von Tyr11 im
Strang 1 der WW-Dom ne (Schema 1) und von Tyr19, einem
hoch konservierten Rest im Strang 2 der WW-Dom ne,[11] zu
verfolgen. Wie erwartet f�hrt die selektive 13C1(4)-Markie-
rung von Tyr11 (Abbildung 3, mittlere Kurve) oder von Tyr19
(Abbildung 3, obere Kurve) zu einem Intensit tsverlust der
Bande bei 1515 cm�1 (Abbildung 3, untere Kurve) und dem
Auftreten einer neuen Bande bei 1505 cm�1.

Die Temperaturen der thermischen Denaturierung, er-
halten aus den IR-Banden f�r Tyr11 im Strang 1 und Tyr19 im
Strang 2, sind nahezu identisch,[25] was darauf hindeutet, dass
die konformativen $nderungen in den beiden Str ngen von

Abbildung 1. Fourier-selbstentfaltete Infrarotspektren von a) Peptid 2
und b) Peptid 3 in D2O-Puffer (50 mm Phosphat, 50 mm Natriumchlo-
rid, pD 7.6) als Funktion der Temperatur. Blaue Kurven 10–40 8C, gr ne
Kurven 45–708C, rote Kurven 75–858C, schwarze Kurven 90 8C.

Abbildung 2. a) TemperaturabhBngigkeit der PeakintensitBt der Amid-I-
Bande bei 1636 cm�1 und b) TemperaturabhBngigkeit der Position der
Tyrosinbande f r Peptid 3 (&) und Peptid 4 (?). Die PeakintensitBten
bei 1636 cm�1 wurden relativ zum Signal bei 90 8C normiert. Die durch-
gezogene Linie entspricht der Kurvenanpassung an die Messwerte zur
Bestimmung der Denaturierungstemperaturen (Tm).
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FBP28WW bei sehr  hnlichen Temperaturen stattfinden. Die
Analyse des Verlaufs der Schmelzkurven offenbart jedoch
große Unterschiede zwischen den markierten Tyr11- und
Tyr19-Banden (Abbildung 4b). W hrend die 13C-Tyr11-

Bande nur eine geringe Frequenzver nderung bei Tempera-
turerh5hung erf hrt, wurde f�r die 13C-Tyr19-Bande eine
relativ starke Verschiebung um ca. 0.6 cm�1 zu h5heren
Wellenzahlen beobachtet. Bei hohen Temperaturen sind die
Peakpositionen praktisch identisch, wie f�r ungefaltete Pep-
tide zu erwarten. Die f�r markiertes Tyr11 gefundenen
$nderungen der Wellenzahl von ca. 0.2 cm�1 im Temperatur-
bereich der Denaturierung (Abbildung 4b, Peptid 5) sind mit
den geringen mittleren spektralen $nderungen der unmar-
kierten Tyr11- und Tyr20-Seitenketten in Peptid 6 (Abbil-
dung 4a) vergleichbar, was darauf schließen l sst, dass sich
Temperatur nderungen auf Tyr11 und Tyr20 sehr  hnlich
auswirken. Insgesamt folgt aus diesen Befunden, dass es im
gefalteten Zustand der Peptide betr chtliche Unterschiede in
der Mikroumgebung von Tyr19 einerseits und von Tyr11/
Tyr20 andererseits geben muss.

Eine plausible Erkl rung f�r die starke Verschiebung der
Tyrosinbande zu h5heren Wellenzahlen w hrend der Dena-
turierung k5nnte eine St rkung der Tyrosin-O-H-Bindung
sein, verursacht durch das Aufbrechen von Wasserstoffbr�-
cken zu benachbarten Acceptoren.[5,6] Die verf�gbaren
NMR-Informationen zur FBP28WW-Struktur liefern aller-
dings keine Hinweise auf die Einbindung von Tyrosin-OH-
Gruppen in Wasserstoffbr�cken. Dies deutet darauf hin, dass
auch andere Effekte als Modulatoren der C-C-Schwingung
des Phenolrings in Betracht kommen k5nnten, z.B. Ver n-
derungen von p-p-Wechselwirkungen zwischen dem Tyrosin-
ring und konjugierten Systemen anderer Aminos ureseiten-
ketten.[6, 26] In der FBP28WW-Dom ne sind Trp30 und Tyr19
benachbart[11] – so k5nnte die temperaturinduzierte Verschie-
bung der Tyr19-Bande bei der Entfaltung auf die Trennung
von p-p-Wechselwirkungen zwischen Tyr19 und dem Indol-
ring von Trp30 zur�ckzuf�hren sein. Damit w re die IR-
Bande von Tyr19 eine lokale Sonde f�r die Detektion
spezifischer Wechselwirkungen zwischen Aminos ureresten
der Str nge 2 und 3 der WW-Dom ne.

Wir haben gezeigt, dass die FT-IR-Spektroskopie in
Verbindung mit der ortsspezifischen 13C1(4)-Markierung von
Tyrosinresten eine vielversprechende, neuartige Methode ist,
um Informationen �ber die unmittelbare Umgebung be-
stimmter Tyrosinseitenketten zu erlangen und um tempera-
turinduzierte lokale Konformations nderungen in verschie-
denen Regionen eines Proteins nachzuweisen. In Verbindung
mit zeitaufgel5sten IR-spektroskopischen Techniken er5ffnet
diese Methode neue M5glichkeiten bei der positionsspezifi-
schen Untersuchung lokaler Faltungs- und Entfaltungspro-
zesse. Wir f�hren derzeit sowohl Peptidsynthesen als auch
spektroskopische Untersuchungen durch, um unsere Kennt-
nisse zur Rolle der Tyrosinreste bei der Stabilisierung und
Entfaltung der b-Faltblattstruktur von FBP28WW und ande-
ren WW-Dom nen zu vertiefen.
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Abbildung 3. Fourier-selbstentfaltete Infrarotspektren von (untere
Kurve) unmarkierten (Peptid 3), (mittlere Kurve) ortsspezifisch 13C1(4)-
Tyr11-markierten (Peptid 5) und (obere Kurve) ortsspezifisch 13C1(4)-
Tyr19-markierten (Peptid 6) FBP28WW-Peptiden in D2O-Puffer (50 mm

Phosphat, 50 mm Natriumchlorid, pD 7.6) bei 10 8C.

Abbildung 4. TemperaturabhBngigkeit der Positionen der Tyrosinban-
den von ortsspezifisch 13C1(4)-Tyr11- und

13C1(4)-Tyr19-markiertem
[Gln9,21,23,26,28,Asn15]-FBP28WW. a) Positionen der unmarkierten Tyrosin-
reste in Peptid 5 (&) und Peptid 6 (?). b) Positionen der markierten Ty-
rosinreste in Peptid 5 (?) und Peptid 6 (&).
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