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Proteinfaltung ist ein komplexer Vorgang, bei dem die Poly-
peptidkette ausgehend von einer Vielzahl unstrukturierter
Zust�nde eine wohldefinierte gefaltete Raumstruktur ein-
nimmt. Um den Faltungspfad eines Proteins zu beschreiben,
werden oft Denaturierungsmittel eingesetzt, die den �ber-
gang zwischen gefaltetem und entfaltetem Zustand induzie-
ren. In einer zellul�ren Umgebung laufen Faltungs- und
Entfaltungsprozesse von Proteinen jedoch oft deutlich anders
ab, als dies im Reagenzglas der Fall ist. Als Beispiele seien die
Entfaltung und nachfolgende Translokation durch eine Im-
portpore oder in eine molekulare Entfaltungsmaschine ge-
nannt. Es ist anzunehmen, dass die beteiligten Faltungs-,
R�ckfaltungs- und Entfaltungspfade voneinander verschie-
den sind.[1]

Auch mechanische Kr�fte k�nnen die Entfaltung eines
Proteins bewirken. Im Gegensatz zu chemischen Denaturie-
rungsmitteln sind mechanische Kr�fte jedoch Vektoren und
wirken in wohldefinierten Raumrichtungen auf ein Protein
ein. Daher k�nnen mittels Einzelmolek�lkraftspektroskopie
lokale Eigenschaften der Energielandschaft eines Proteins
untersucht werden und so direkt auf die dabei durchlaufenen
Entfaltungspfade und besetzten Intermediate sowie deren
Struktur geschlossen werden.[2–6] Solche mechanischen Ex-
perimente am gr�n fluoreszierenden Protein (GFP) haben
gezeigt, dass bei einer an N- und C-Terminus anliegenden
Kraft zun�chst eine N-terminale a-Helix entfaltet.[2] An-
schließend werden zwei weitere Intermediate durchlaufen,
bei denen sukzessive N-terminale b-Str�nge entfernt werden.
Die Strukturen dieser Intermediate konnten durch Moleku-
lardynamiksimulationen untermauert werden.[3] Interessan-
terweise wurde auch in Experimenten mit Denaturierungs-
mitteln ein Intermediat beobachtet; es unterscheidet sich
strukturell allerdings deutlich von den mechanisch induzier-
ten Intermediaten.[7, 8] Dies scheint auf den ersten Blick wenig
verwunderlich, da angenommen werden kann, dass die be-
teiligten Faltungs- und Entfaltungspfade sehr verschieden
sind.

K�rzlich wurden gezielt eingef�hrte Cysteinreste an der
Oberfl�che des GFP genutzt, um �ber Disulfidbr�cken ver-
kn�pfte Polyproteine herzustellen.[9] Die Position der Cys-
teinreste legt dabei die Richtung fest, in der die Kraft auf die
Proteinstruktur wirkt. Beim Anlegen einer Kraft an die
Aminos�uren 3 und 212 von GFP trat ein weiteres Entfal-

tungsintermediat auf,[9] �ber dessen Struktur bisher jedoch
noch nichts bekannt ist.

Hier beschreiben wir, wie sich die Variation der r�umli-
chen Angriffspunkte der Kraft nutzen l�sst, um gezielt zwi-
schen zwei verschiedenen Entfaltungspfaden zu schalten. Wir
werden zeigen, dass das Scheren des Molek�ls parallel zu
seinen b-Faltbl�ttern zu einem Entfaltungsintermediat f�hrt,
das dem Intermediat in L�sung �hnlich ist. Wirkt die Kraft
hingegen senkrecht auf die b-Faltbl�tter des GFP-Molek�ls
ein, werden einzelne Sekund�rstrukturelemente von der
GFP-Struktur abgesch�lt; ein solcher Entfaltungspfad k�nnte
beispielsweise bei Importvorg�ngen eine Rolle spielen.

In fr�heren Experimenten wurde bereits gezeigt, dass
eine an den Resten 3 und 212 anliegende Kraft zu einer Bi-
furkation des Entfaltungspfades f�hrt:[9] Das Protein entfaltet
entweder nach einem Zwei-Zustands-Mechanismus (rote
Kreise, Abbildung 1a) oder wird nur partiell entfaltet (gr�ne
Kreise), woraufhin das entstandene Intermediat zusammen-
bricht (blaue Kreise). Disulfidbr�cken oder Glycin-Repeats
dienen uns als lokale Sonden, um dieses Intermediat struk-
turell zu charakterisieren. Beide Sonden bewirken �nde-
rungen des Konturl�ngenzuwachses nach einem Bruchereig-
nis: Disulfidbr�cken verk�rzen die gestreckte Polypeptid-
kette um die Zahl an Aminos�uren zwischen den Cystein-
resten,[3,4] Glycin-Repeats verl�ngern das entfaltete Mole-
k�l.[6] In beiden untersuchten disulfidverbr�ckten Mutanten
von GFP(3-212) – GFP(3-212)25 � 54 (Abbildung 1b) und
GFP(3-212)154 � 195 (Abbildung 1c) – konnte die Bifurka-
tion des Entfaltungspfades beobachtet werden (vgl. Hinter-
grundinformationen). Die L�ngenzuwachsverteilungen von
GFP(3-212) und den Mutanten sind in Abbildung 1e–g ge-
zeigt. Eine Disulfidbr�cke, die sich in dem Teil des Proteins
befindet, der im partiellen Bruchereignis entfaltet wird, wird
die gr�ne Verteilung zu k�rzeren L�ngenzuw�chsen ver-
schieben. Wir beobachten dies f�r die Mutante GFP(3-
212)154 � 195. Die N-terminale Disulfidbr�cke 25 � 54 wie-
derum verk�rzt den L�ngenzuwachs nach der Entfaltung des
Intermediats (blaue Verteilung). Wir k�nnen damit festhal-
ten, dass GFP in der Zugrichtung (3-212) zun�chst C-terminal
aufbricht und das entstandene Intermediat von gefalteten
Aminos�uren im N-terminalen Bereich gebildet wird. Im al-
ternativen Pfad ohne Intermediat bricht das Molek�l wahr-
scheinlich vom N-Terminus her auf (vgl. Hintergrundinfor-
mationen).

Disulfidbr�cken als Sonden liefern nur ein grobes Bild der
Struktur des Intermediats. Glycin-Repeats hingegen k�nnen
feinere Strukturinformationen bis hinab zu einzelnen Se-
kund�rstrukturelementen liefern. In der Mutante GFP(3-
212)G6 116 wurden sechs Glycinreste am N-terminalen Ende
von b-Strang 6 eingef�hrt (Abbildung 1d). In dieser Mutante
ist der L�ngenzuwachs nach der Entfaltung des Intermediats
(Abbildung 1 h) l�nger als in GFP(3-212). Dies weist darauf
hin, dass b-Strang 6 im Intermediat noch gefaltet ist. Somit
besteht das Intermediat von GFP(3-212) aus den b-Str�ngen
1–6 (Aminos�uren 1–128).

Ein strukturell �hnliches Intermediat ist im Gleichgewicht
in Wasserstoff-Deuterium-Austauschexperimenten[8] sowie
bei der R�ckfaltung von s�uredenaturiertem GFP beobachtet
worden.[7] Dar�ber hinaus stimmen die Grenzen unseres
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Entfaltungsintermediats mit einem split-GFP �berein,[10] was
die Bedeutung dieses Intermediats f�r die Faltung weiter
unterstreicht. Molekulardynamiksimulationen in Kombinati-
on mit Experimenten haben ergeben, dass dieser Teil des
GFP f�r sich genommen bereits strukturiert ist und ein aus-
gebildetes Chromophor aufweist.[11] In k�rzlich durchgef�hr-
ten Einzelmolek�l-FRET-Experimenten an der GFP-Vari-
ante Citrine wurden ebenfalls zwei Entfaltungspfade w�hrend
der chemischen Denaturierung beobachtet – allerdings ohne
direkte Strukturinformationen. Einer dieser Pfade f�hrt �ber
ein schwach fluoreszierendes Intermediat, w�hrend der
andere direkt zum entfalteten Zustand f�hrt.[12] Es wird ge-
meinhin angenommen, dass die bei der mechanischen Ent-
faltung beschrittenen Pfade v�llig verschieden von Faltungs-

pfaden in L�sung sind. Unsere Ergebnisse allerdings zeigen,
dass der kraftinduzierte Entfaltungspfad von GFP in der
Zugrichtung (3-212) dem Gleichgewichtsfaltungs-/-entfal-
tungspfad bemerkenswert �hnlich ist.

Der oben beschriebene Entfaltungspfad von GFP(3-212)
unterscheidet sich deutlich von der N-C-terminalen Zug-
richtung (3-229) (vgl. Abbildung 3). In GFP(3-229) entfaltet
zun�chst eine N-terminale a-Helix, woraufhin N-terminale b-
Str�nge folgen. In GFP(3-229) wirkt die Kraft orthogonal zu
den b-Faltbl�ttern, die die GFP-Struktur bilden (siehe Ab-
bildung 3, orangefarbener Pfeil). Dies erlaubt das sukzessive
Absch�len („unzipping“) einzelner Sekund�rstrukturele-
mente von der GFP-Struktur. In GFP(3-212) hingegen wirkt
die Kraft parallel zu den b-Faltbl�ttern, wodurch diese ge-
schert werden. Offenbar ist es also m�glich, durch die Wahl
des C-terminalen Kraftangriffspunkts das Molek�l in einen
anderen Teil seiner Energielandschaft zu steuern.

Wenn also der C-terminale Kraftangriffspunkt derart ge-
w�hlt wird, dass die Kraft orthogonal zu den b-Faltbl�ttern
wirkt, sollte das Molek�l einen Entfaltungspfad �hnlich dem
von GFP(3-229) einschlagen. Zu diesem Zweck wurde eine
Mutante erstellt, in der die Kraft an den Resten 3 und 198
anliegt (GFP(3-198)). Das Entfaltungsverhalten dieser Mu-
tante (Abbildung 2a) unterscheidet sich deutlich von dem

von GFP(3-212). Das initiale Bruchereignis f�hrt zu einem
Intermediat, von dem aus das Molek�l komplett entfaltet.
Der gesamte L�ngenzuwachs von GFP(3-198) von (64.6�
0.5) nm ist deutlich geringer als erwartet (69.0 nm). Auch in
GFP(3-229) wurde dieser fehlende L�ngenzuwachs beob-
achtet und mit der Entfaltung der N-terminalen a-Helix bei
niedrigen Kr�ften erkl�rt.[2] Dar�ber hinaus ist das Interme-
diat von GFP(3-198) konsistent mit dem Entfalten dreier N-
terminaler b-Str�nge, einem Intermediat, das auch auf dem
Entfaltungspfad von GFP(3-229) auftritt. Diese beiden
Punkte sprechen stark daf�r, dass der Entfaltungspfad von
GFP(3-198) dem von GFP(3-229) sehr �hnlich ist. Ob dieser
„Unzipping“-Entfaltungspfad f�r physiologische Vorg�nge
relevant ist, ist nicht v�llig klar. Allerdings haben Martin et al.
vorgeschlagen, dass ein derartiges Intermediat populiert
werden kann, wenn GFP in die Pore der AAA + -Protease
ClpXP gezogen wird.[13]

Abbildung 1. a)–d) Kraft-Ausdehnungs-Kurven von GFP(3-212) und
GFP(3-212)-Varianten. Gr�ne Kreise markieren partielle Bruchereignis-
se, blaue die Entfaltung des Intermediats und rote vollst�ndige Bruch-
ereignisse. Nachfolgende L�ngenzuw�chse sind entsprechend einge-
f�rbt. e)–h) L�ngenzuwachsverteilungen (DL) von GFP(3-212) und Va-
rianten (graue Balken). Durchgezogene Linien stellen an die Populatio-
nen angepasste Normalverteilungen dar (gr�n: partieller Bruch, blau:
Bruch des Intermediats, rot: vollst�ndiger Bruch). Mittlere L�ngenzu-
w�chse von GFP(3-212) sind als schwarze gestrichelte Linien darge-
stellt.

Abbildung 2. a) Kraft-Ausdehnungs-Kurve von GFP(3-198). Das initiale
Bruchereignis ist durch einen orangefarbenen Kreis gekennzeichnet,
die Entfaltung des Intermediats durch einen violetten Kreis. b) L�ngen-
zuwachsverteilungen (DL) von GFP(3-198). Durchgezogene Linien stel-
len angepasste Normalverteilungen dar (orange: partieller Bruch,
DL = (15.9�0.7) nm , violett: Bruch des Intermediats,
DL = (48.5�0.7) nm).
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In Abbildung 3 ist die komplexe Energielandschaft von
GFP dargestellt, wie sie durch Kraftspektroskopie-Experi-
mente in verschiedenen Zugrichtungen zug�nglich wird.
Wirkt die Kraft senkrecht zu den b-Faltbl�ttern, entfaltet das

Molek�l �ber das Absch�len einzelner Strukturelemente, wie
f�r GFP(3-229) und GFP(3-198) gezeigt. In beiden Zugrich-
tungen entfaltet zun�chst eine N-terminale a-Helix (hell-
blauer Pfad). In GFP(3-229) werden daraufhin zwei weitere
N-terminale Intermediate (orange und dunkelblau) durch-
laufen; alternativ dazu f�hrt die Entfaltung vom C-Terminus
her direkt zum entfalteten Zustand (schwarz).[2, 3] Diese Bi-
furkation und eines der beiden Intermediate werden in GFP-
(3-198) umgangen (violett).

Das Scheren des Proteins findet in einem anderen Teil
seiner Energielandschaft statt (blass wiedergegebener Teil in
Abbildung 3): Das Aufbrechen des Molek�ls vom C-Termi-
nus aus f�hrt zu einem Intermediat, das aus den ersten sechs

b-Str�ngen besteht (gr�ner Pfad). Der zweite Pfad (rot) f�hrt
direkt zum entfalteten Zustand. Dieser Abschnitt der Ener-
gielandschaft enth�lt ein Energieminimum, dass von GFP
auch im Gleichgewicht[8] oder auf dem Faltungspfad[7] besetzt
wird. Damit scheint dieser Pfad ein faltungsartiger Pfad zu
sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mechani-
sche Kraft einzigartige M�glichkeiten er�ffnet, die Energie-
landschaft eines Proteins zu untersuchen und die Bewegung
auf ihr zu steuern. Unsere Experimente erlauben somit ein
tiefgreifenderes Verst�ndnis der Energielandschaft eines
Proteins. Durch �hnliche Experimente k�nnen k�nftig die
Faltungs-/Entfaltungsvorg�nge nachgestellt werden, die ein
Protein w�hrend seines Lebenszyklus in einer Zelle erf�hrt,
wie beispielsweise die Entfaltung beim Transport durch eine
Pore.[14]
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Abbildung 3. Mechanische Kontrolle �ber die komplexe Energieland-
schaft von GFP: Wenn der N-terminale Kraftangriffspunkt unver�ndert
bleibt, erlaubt es die Wahl des C-terminalen Kraftangriffspunkts (oran-
gefarbener Kreis f�r Aminos�ure 229, violetter f�r 198 und gr�ner f�r
212), das Protein in verschiedene Bereiche seiner Energielandschaft zu
steuern. Entfaltete Sekund�rstrukturelemente sind entsprechend den
zugeh�rigen �berg�ngen (Pfeile in der Energielandschaft) eingef�rbt.
Strukturierte Abschnitte der Intermediate sind grau dargestellt.
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