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In letzter Zeit besteht ein verst�rktes Interesse, neben der
Dynamik selbstorganisierender Makromolek�le auch die
Dynamik ihrer Solvath�llen zu untersuchen. Dielektrische,
Raman-, Fluoreszenz- und NMR-Spektroskopie, Neutro-
nenstreuung und Kristallographietechniken bieten experi-
mentelle Zug�nge, jedoch ist allein die Terahertz-Absorpti-
onsspektroskopie (Wellenl�ngenbereich 0.1–1 mm; 1 THz=

1 ps�1) in der Lage, die Pikosekundendynamik des L2sungs-
mittels �ber jede beliebige Zeitskala nachzuweisen. Die THz-
Spektroskopie erm2glicht selbst in großer Entfernung von
der Molek�loberfl�che einen empfindlichen Nachweis der
dynamischen Hydrath�lle.[1]

Die Proteinfaltung ist ein selbstorganisierender Prozess, bei
dem die Bewegungen des L2sungsmittels eine Schl�sselrolle
spielen. Die Beitr�ge der freien Energie von Protein und Sol-
vatwasser w�hrend der Faltung sind vergleichbar,[2] wobei die
Wasserdynamik durch das Protein jenseits von zwei Solvat-
schichten beeinflusst wird.[3,4] Bislang allerdings lag bei Unter-
suchungen zur Proteinfaltung der Schwerpunkt auf der Beob-
achtung der >nderung des R�ckgrats und der Seitenketten des
Proteins selbst. Es stellt sich nun die Frage, ob nicht auch die
Umorientierung des L2sungsmittels direkt w�hrend der Bildung
von Sekund�rstrukturen oder des hydrophoben Kerns unter-
sucht werden kann. Inzwischen sind leistungsstarke THz-Quel-
len erh�ltlich, mit denen es gelingt, die Absorption von Bio-
molek�len in w�ssrigen Puffern direkt zu messen.[5–10]

K�rzlich haben wir gezeigt, dass die Absorptionsspek-
troskopie im THz-Bereich eine empfindlicheMethode ist, um
die Hydrath�lle von Proteinen zu untersuchen.[11,12] Mithilfe

zeitabh�ngiger THz-Spektroskopie ist es gelungen, die Ab-
sorption und Emission auf der Zeitskala von Pikosekunden zu
untersuchen.[13,14] Zudem ist THz-Absorption verwendet
worden, um langsame kinetische Vorg�nge zu untersuchen.[15]

Wir stellen hier Studien der kinetischen THz-Absorption
(KITA) zur Untersuchung der Solvatationsdynamik w�hrend
der Proteinfaltung vor. KITA misst die >nderung der Puls-
form des elektromagnetischen Feldes eines THz-Pulses auf
der Pikosekunden-Zeitskala Dt, w�hrend eine chemische
Reaktion auf einer l�ngeren Zeitskala t abl�uft.

Wir verwenden KITA, um die Hydratwasserdynamik
w�hrend der schnellen R�ckfaltung von Ubiquitin zu messen.
Ubiquitin kann vorwiegend als b-Faltblatt aus 76 Amino-
s�ureresten charakterisiert werden und wurde lange Zeit als
Prototyp f�r Faltungskinetikstudien verwendet.[16] Die mit
KITA gemessene Faltungskinetik wird hier mit den Resulta-
ten von Kleinwinkelr2ntgenstreuung (SAXS), Tryptophan-
Fluoreszenz und Circulardichroismusstudien (CD) vergli-
chen. Die KITA-Messungen belegen, dass die Solvatations-
dynamik im Bereich von 0.1–1 THz mit der Umstrukturie-
rung der Sekund�rstruktur (verbunden mit einem Wechsel
von Solvens-Protein- zu mehr Protein-Protein-Wasserstoff-
br�cken) und dem Kollabieren der Proteinstruktur korreliert
ist, w�hrend die Bildung von nativ-�hnlichen Terti�rstruktu-
ren beim Tryptophan auf einer tausendfach langsameren
Zeitskala erfolgt.

Die von uns verwendete Messanordnung ist in Abbil-
dung 1 dargestellt. Der THz-Puls wird in ps-Zeitaufl2sung
abgebildet. Die >nderungen im Puls infolge von >nderung in
der THz-Absorption der Hydrath�llen und der Proteine
w�hrend der durch Mischen initiierten R�ckfaltung werden
mit ms-Zeitaufl2sung aufgezeichnet. Dazu wurden Puls-
spannen im Frequenzbereich von 0.1–1 THz verwendet.
Durch das Abtasten der zeitlichen Verz2gerung des THz-
Pulses relativ zum optischen Puls wird das elektrische THz-E-
Feld ausgelesen. Durch die Messung der zeitlichen >nderung
der Intensit�t I des THz-Pulses nach dem Stopped-Flow-Mi-
schen wird die Faltungskinetik gemessen (weitere Einzelhei-
ten des KITA-Aufbaus siehe Hintergrundinformationen).

In fr�heren Untersuchungen hatten wir festgestellt, dass
die fluoreszierende Phe45Trp-Mutante des Ubiquitins in
Puffer gel2st (Ub*; 0.5–1.5 mm) bei 2.5 THz eine h2here
Absorption aufweist als der reine Puffer oder das nat�rliche
Protein. Wir konnten nachweisen, dass diese erh2hte THz-
Absorption durch eine >nderung der Wasserdynamik im
Abstand von bis zu 18 I von der Proteinoberfl�che verur-
sacht wird.[4,11,12] Wir vermuten eine erh2hte Absorption des
Hydratwassers bei 2–3 THz und nehmen an, dass durch die
Protein-Wasser-Kopplung eine Absorptionsverschiebung von
sub-THz- zu h2heren Frequenzen induziert wird.[11]
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In Jbereinstimmung mit dieser Annahme finden wir hier,
dass die Ubiquitinl2sung im Bereich von 0.1–1 THz weniger
absorbiert als die reine Pufferl2sung. Die Fourier-Transfor-
mation des elektrischen THz-E-Feldes vom Orts- in den
Frequenzraum ergibt die in Abbildung 2 dargestellte trans-
mittierte Intensit�t f�r die Proteinl2sung und den reinen
Puffer. Das Protein und sein Hydratwasser absorbieren ty-
pischerweise 10–20% weniger als der Puffer selbst. Im Be-
reich von 0.2 bis 0.8 THz ist die Nettodifferenz zwischen der
Absorption des Puffers und des Proteins nahezu konstant,
sodass in diesem Bereich keine Wellenl�ngenabh�ngigkeit
der mit KITA detektierten Kinetiken zu erwarten w�re.

Als n�chstes untersuchten wir die >nderungen im trans-
mittierten elektrischen THz-Feld beim Jbergang von ent-
faltetem zu gefaltetem Protein (typischerweise 3–5%).
Hierzu wurde eine L2sung von entfaltetem Protein in 6m
Guanidinium-Puffer auf 0.86m Guanidinium verd�nnt, wo-
durch es zur R�ckfaltung des Proteins kommt. Die KITA-
Messungen erm2glichen die direkte Beobachtung der Prote-

in-Solvens-Umorientierung w�hrend der Faltung, so etwa das
Aufbrechen von Wasserstoffbr�cken zwischen dem Protein-
r�ckgrat und dem Solvatwasser und die Bildung von neuen
Wasserstoffbr�cken innerhalb des R�ckgrats. Das in Abbil-
dung 3 links dargestellte Diagramm zeigt, wie KITA die
Ver�nderung der kollektiven Protein-Hydratwasser-Dynamik

w�hrend der R�ckfaltung nachweist. Nachdem der Protein-
l2sung ein niedrig konzentrierter Guanidinium-Puffer zuge-
mischt worden ist, tasten THz-Pulse die Proteinprobe unter
Verfolgung der zeitlichen Verz2gerungen von 0.05–5 s ab. Der
Puffer dient als Referenz. Die Kinetik wird entweder anhand
des Quotienten der Protein- und Puffertransmission (Abbil-
dung 3, rechts) oder anhand ihrer Differenz dargestellt (Ab-
bildung 4). Weil die Absorptions�nderung zwischen Protein-
l2sung und Puffer relativ klein ist, liefern beide Methoden
Anpassungskurven mit gleichen Zeitkonstanten. Bei allen
von uns angewendeten Messbedingungen sind detektierbare
Kinetiken im ms-Bereich zu finden.

Die nahezu wellenl�ngenunabh�ngige Absorption in
Abbildung 2 impliziert, dass die von uns nachgewiesenen
Kinetiken nicht davon abh�ngen, welchen Teil des THz-
Pulses wir untersuchen, was genau unseren Beobachtungen
entspricht. Abbildung 4 zeigt die auf und neben dem Schei-

Abbildung 1. Prinzip eines KITA-Experiments: THz-Pulse passieren
eine Stopped-Flow-Zelle, in der ein Mischer denaturiertes Ubiquitin
mit Puffer (ohne denaturierende Agentien) mischt, um die R;ckfaltung
zu initiieren. Die Form des transmittierten elektrischen THz-Pulses
wird mithilfe eines ZnTe-Kristalls und eines um Dt verzEgerten, opti-
schen 800-nm-Pulses detektiert. Die Differenz der Intensit>t DE des
elektrischen Feldes zwischen Puffer und 1.5 mm ProteinlEsung (ohne
denaturierende Agentien) ist dargestellt. F;r die kinetischen Messun-
gen wird der THz-Puls nahe dem Maximum des elektrischen Feldes
nachgewiesen, und die Gnderungen werden als Funktion der Zeit t auf-
gezeichnet.

Abbildung 2. Eine 1.5 mm Ub*-LEsung transmittiert mehr THz-Intensi-
t>t I als reiner Wasser/Ethylenglycol-Puffer. Der Quotient ist nahezu
konstant.

Abbildung 3. Links: Elektrisches E-Feld der THz-Pulse. Das transmit-
tierte E-Feld wird in Abh>ngigkeit von t gemessen. Dabei >ndert sich
das E-Feld wegen der Unterschiede in der THz-Absorption und dem
Brechungsindex der gefalteten ProteinlEsung zur entfalteten ProteinlE-
sung. Rechts: Der Quotient aus Protein- und Puffertransmission bildet
die R;ckfaltungskinetik des Ub* ab (�20 8C, Wasser/Ethylenglycol-
Puffer).

Abbildung 4. Ub*V26A-Kinetiken. Links: THz-Transmission auf und
neben dem Scheitelpunkt des transmittierten elektrischen THz-E-
Feldes ergibt gleichen ms-Kinetiken bei �20 8C. Rechts: Mit Fluores-
zenz detektierte Kinetiken sind bedeutend langsamer.
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telpunkt des THz-Pulses nachgewiesene Faltungskinetik der
Val26Ala-Mutante des Ub*, angezeigt durch die Pfeile in
Abbildung 1. Innerhalb unserer Messgenauigkeit sind beide
R�ckfaltungskinetiken identisch. F�r die anderen unter-
suchten Proteine wurden �hnliche Ergebnisse erhalten.

Die ermittelten Faltungskinetiken des Ub* und seiner
Mutanten erweisen sich als hochgradig methodenabh�ngig.
Aus den Zeitskalen in Abbildung 4 wird klar, dass die THz-
Transmission den nativen Gleichgewichtswert des Ub*Val26-
Ala nahezu zwei Gr2ßenordnungen schneller erreicht als die
Tryptophan-Fluoreszenz. Innerhalb des erreichten Signal-
Rausch-Verh�ltnisses f�r Ub* und dessen Mutanten konnten
wir mit KITA keine weitere langsame Phase beobachten (z.B.
Abbildung 3). Daraus schließen wir, dass KITAunterhalb von
1 THz �ber Protein-Solvens-Dynamiken Auskunft gibt, die
bereits �quilibrieren, bevor Tryptophan in eine nativ-�hnliche
Umgebung gepackt wird.

Zus�tzlich vergleichen wir die KITA-Daten mit CD- und
SAXS-detektierten Ub*- und Ub*Ile61Ala-R�ckfaltungski-
netiken.[17,18] Zum direkten Vergleich mit fr�heren CD- und
SAXS-Experimenten haben wir KITA unter gleichen Sol-
vensbedingungen (40 mm Phosphatpuffer, 45% Ethylengly-
col in w�ssrigem Puffer bei pH 5.9) gemessen. Abbildung 5
zeigt KITA-, Fluoreszenz-, CD- und SAXS-Daten f�r Ub*
(Ub*Ile61Ala verh�lt sich �hnlich, siehe Hintergrundinfor-
mationen). Mit KITAwird ausschließlich eine schnelle Phase
im ms-Bereich beobachtet, mit Fluoreszenz nur eine langsa-
me Phase. CD und SAXS zeigen beide Phasen. Die bei
0.5 THz detektierten >nderungen in der Dynamik von Hy-
dratwasser und Protein gehen mit einem schnellen Jber-
schwingen des CD-Signals bei 222 nm einher. Das Jber-
schwingen des CD-Signals ist auf die Bildung eines Jber-
schusses an helikaler Struktur relativ zum nativen Zustand
von Ubiquitin zur�ckzuf�hren. Dies geht mit einer Verrin-
gerung derWasserstoffbr�cken zwischen Proteinr�ckgrat und
Hydrath�lle einher.[4,18] SAXS-Messungen belegen, dass Ub*
und Ub*I61A innerhalb von Millisekunden kollabieren.
SAXS-Daten f�r Ub* zeigen zus�tzlich eine „langsame“ Si-
gnatur, deren Zeitkonstante mit der Fluoreszenzmessung
�bereinstimmt. Demnach treten die mit KITA nachgewiese-
nen Umorientierungen des Protein-Wassernetzwerks w�h-
rend des anf�nglichen Strukturkollaps und der Bildung fr�her
Sekund�rstrukturen auf, wobei die zum Erreichen des nativen
Zustands notwendigen weiteren Umorientierungen nicht
mehr mit KITA im Bereich von 0.1–1 THz korreliert sind.

Der Vergleich der KITA-Daten f�r Ub*, Ub*V26A und
Ub*I61A zeigt, dass die Flexibilit�t des nativen Proteins
keine systematischen Auswirkungen auf die schnelle THz-
Kinetik hat. Ub*V26A und Ub*I61A entsprechen einzelnen
Seitenkettenverk�rzungen unpolarer Reste. Valin 26 ist
vollkommen unzug�nglich, Isoleucin 61 ist weitgehend un-
zug�nglich. Ub*I61A zeigt einen etwas langsameren und
Ub*V26A einen etwas schnelleren exponentiellen Abfall als
Ub*; alle liegen im Bereich von (18� 10) ms. Unter Ber�ck-
sichtigung der 50-ms-Totzeit der Stopped-Flow-Apparatur
sind die Unterschiede nicht signifikant. Mutationen, die den
nativen Zustand signifikant destabilisieren, beeintr�chtigen
die mit KITA nachgewiesenen „fr�hen“ Kinetiken daher
wenig.

Mit KITA nachgewiesene schnelle Ub*-Faltungsdynami-
ken sind im Wesentlichen temperaturunabh�ngig. Abbil-
dung 5 (oben) vergleicht die fr�he THz-Faltungskinetik des
Ub* bei zwei Temperaturen, �20 8C und �28 8C (zum direk-
ten Vergleich mit vorhandenen SAXS-Daten ausgew�hlt[18]).
Innerhalb unserer Anpassungsgenauigkeit folgen beide Kur-
venverl�ufe dem gleichen exponentiellen Abfall im ms-Be-
reich. Das gleiche gilt f�r die �brigen Mutanten des Ub*
(Daten nicht gezeigt). Wir k2nnen dies nun nutzen, um
Grenzwerte der Aktivierungsenergie f�r die Umorientierung
des Solvatwassernetzwerks w�hrend der fr�hen Faltungser-
eignisse zu bestimmen. Dabei finden wir, dass die mit KITA
untersuchten Umorientierungen des Wassernetzwerks und
die Proteinbewegungen hoher Amplitude eine kleine Akti-
vierungsenergie < 15 kJmol�1 haben, w�hrend die mit Fluo-
reszenz beobachtete, sp�tere Faltung eine Barriere von etwa
27.5 kJmol�1 �berwinden muss (Details zu den Berechnun-
gen sind den Hintergrundinformationen zu entnehmen).

Wir haben folgendes Konzept zur Interpretation der
KITA-Experimente entwickelt: Im Bereich von 2–3 THz
beobachteten wir einen direkten Einfluss der Proteinflexibi-

Abbildung 5. Mit KITA, Fluoreszenz, CD und SAXS gemessene R;ckfal-
tungskinetiken von Ub*. Die beiden unteren Diagramme wurden aus
Lit. [18] ;bernommen. Wegen der Totzeit stellt der Angleich an die
KITA-Daten eine Obergrenze dar.
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lit�t auf die gemessene Dynamik der Hydrath�lle. Die ge-
messenen Absorptionen konnten daher durch Seitenketten-
verk�rzungen im Proteinkern ver�ndert werden.[12] Dagegen
sind KITA-Messungen im Bereich von 0.1–1 THz empfind-
lich f�r die Umorientierung w�hrend der fr�hen Faltungs-
phase. Die Kinetik �ndert sich nicht mit >nderungen der
Proteinflexibilit�t infolge von Seitenkettenverk�rzungen,
weil die Faltung des Proteins gerade erst einsetzt und das
Protein daher noch keine wohldefinierte Oberfl�che aufweist.
Dieser Befund zeigt, dass ein anderer Mechanismus das nie-
derfrequente THz-Spektrum in der fr�hen Phase der Prote-
infaltung beeinflusst.

Ein Vergleich mit CD-Daten erlaubt uns die Angabe
eines vorl�ufigen Mechanismus: Die mit KITA beobachtete
Zeitskala ist im Einklang mit der 6-ms-Obergrenze f�r die
schnelle Phase der CD-Spektroskopie, in der ein Jberschuss
an helikaler Struktur entsteht. Unter der Annahme, dass
w�hrend dieser Zeitspanne Wasserstoffbr�cken zwischen
dem Proteinr�ckgrat und dem Wasser aufgebrochen und zur
Ausbildung von Sekund�rstrukturen als intramolekulare
Wasserstoffbr�cken wiederhergestellt werden, ist die Jber-
einstimmung zwischen CD und KITA vollkommen plausibel.
Daher erkl�ren wir die beobachtete KITA-Relaxationskine-
tik mit der Bildung intermolekularer Wasserstoffbr�cken in
der fr�hen Phase der Proteinfaltung.

Wenn diese Interpretation stimmt, w�ren k�nftige KITA-
Studien in deuteriertem Wasser interessant. Wir vermuten,
dass der von uns bei 0.5 THz beobachtete THz-Defekt und
der zuvor bei 2.5 THz beobachtete THz-Jberschuss rotver-
schoben und damit sehr empfindlich f�r deuteriertes L2-
sungsmittel sein sollte. Ebenso w�re die Beobachtung der
Kinetiken in Wasser im h2heren Frequenzbereich bei 2–
3 THz von Interesse. Weil dieser Wellenl�ngenbereich emp-
findlich auf unterschiedliche Proteinflexibilit�t anspricht, die
im nativen Zustand durch Kernmutationen ver�ndert werden
kann,[19] w�re man vielleicht in der Lage, sp�tere Phasen
(zwischen 0.05–2 s) nachzuweisen, in denen sich insbesondere
bei hohen Proteinkonzentrationen eine nativ-�hnliche Pro-
teinoberfl�che bildet. Zuletzt schlagen wir die Ausf�hrung
expliziter Molek�ldynamiksimulationen des Solvens vor.
Dabei sollte die Solvatation denaturierter und gefalteter
Zust�nde des Ubiquitins untersucht werden und die Ab-
sorption durch Fourier-Transformation der Dipol-Dipol-Au-
tokorrelationsfunktion bei 0.5 und 2.5 THz berechnet
werden.[1]

Die Jbereinstimmung zwischen den Zeitskalen von CD
(empfindlich f�r Sekund�rstrukturen) und KITA (empfind-
lich f�r Protein-Hydratwasser-Wechselwirkungen) belegt, wie
eng die Protein- und die Solvensdynamiken w�hrend der
Faltung miteinander verkn�pft sind. Obwohl unsere Mes-
sungen keine direkte Unterscheidung zwischen Protein- und
Solvensdynamiken erm2glichen, stimmen unsere Ergebnisse
mit der von Frauenfelder et al. formulierten Hypothese
�berein, dass einige Proteindynamiken direkt an die L2-
sungsmitteldynamiken gekoppelt sind. Die von uns mit KITA
beobachteten Bewegungen entspr�chen den von Frauenfel-
der vorausgesagten Alpha-Fluktuationen.[20]

Experimentelles
Die Plasmide f�r die Ubiquitinmutanten wurden wie in Lit. [19] be-
schrieben aus kommerziell erh�ltlichemUb*-Plasmid (Tracy Handel)
hergestellt,[21] das eine Phe45Trp-Mutation aufweist, um eine Fluo-
reszenzmarkierung einzuf�hren. Plasmide jeder Mutante wurden in
den pET-15b-Vektor eingebracht und in Rosetta-TM(DE3)-pLysS-
Zellen (Novagen Inc.) exprimiert. Die Zellen wurden mit einer
French Press lysiert. Die vereinigten Jberst�nde wurden an eine
CM52-Kationenaustauschers�ule gebunden und zur Aufreinigung
gegen einen linearen Salzgradienten von 0–1m NaCl eluiert. Zus�tz-
liche Aufreinigung erfolgte mit Amicon-Membranen (3 kDa und
30 kDa; Fisher Scientific). Die Reinheit der Ubiquitinmutanten
wurde mit Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie und SDS-
PAGE-Gelelektrophorese �berpr�ft. Proteinkonzentrationen wur-
den mit UV-Absorptionsspektroskopie (Shimadsu UV-1650 PC) bei
280 nm bestimmt. Die Proteine wurden in Ethylenglycol/Wasser-
Puffer (45:55) mit 40 mm Natriumphosphat bei pH 5.9 gel2st. Gua-
nidinium-Denaturierungskurven sind in Lit. [19] dargestellt.
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