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Die Motivation fiir die Erforschung der Proteinfaltung liegt
in der faszinierenden Frage, wie aus einer linearen Sequenz
an Aminosduren ein Protein mit einer definierten dreidi-
mensionalen Struktur und einer spezifischen Funktion ent-
steht.l'”) Den GroBteil unseres Wissens iiber Proteinfaltung
lieferten dabei bisher Experimente, in denen wir das wie-
derholte Falten nach der Denaturierung eines Proteins be-
trachteten. Jedoch ist die Zahl der moglichen Konfiguratio-
nen eines denaturierten Proteins fiir eine erneute Faltung
grofler als jene einer Peptidkette, die sich nach der Biosyn-
these durch das Ribosom faltet. Dies ist begriindet durch die
cotranslationale Faltung der Polypeptidkette, die bereits nach
der Synthese einer kurzen Aminosiuresequenz einsetzt.”!
Die cotranslationale Proteinfaltung ertffnet der Polypeptid-
kette zusédtzliche Reaktionswege fiir die ersten Schritte der
Faltung und beeinflusst auf diese Weise die Faltungskinetik,
wihrend gleichzeitig die Kette durch das Ribosom bis zum
Ende synthetisiert wird. Diese natiirliche Art der Proteinfal-
tung ldsst sich nur in ihrer angestammten Umgebung beob-
achten, idealerweise in einer lebenden Zelle. Experimentell
einfacher zu realisieren ist das Studium der Proteinbiosyn-
these in vitro, indem Ribosomen in Vesikeln oder kiinstlichen
Membranen verankert werden, um so den Bedingungen in
vivo moglichst nahe zu kommen.™ Dieser Ansatz vereinfacht
die Beobachtung der Proteinfaltung und ermoglicht es, das
System gezielt zu manipulieren. Die Synthese der Peptidkette
in zellfreier Umgebung wird typischerweise auf etwa 1 bis
5 Aminoséduren pro Sekunde verlangsamt, im Vergleich zu
etwa 10 bis 20 Aminosiduren pro Sekunde in einer lebenden
Zelle!

Unterschiedliche Einzelmolekiiltechniken von der Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) bis hin zur Fluoreszenzmikro-
skopie und -spektroskopie einzelner Molekiile haben in der
Vergangenheit einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis der
Proteinfaltung geleistet. Diese Techniken haben den ent-
scheidenden Vorteil, dass keine Information durch Mittelung
verlorengeht und ferner die Notwendigkeit der Synchronisa-
tion entfdllt. Insbesondere mit Fluoreszenzmethoden auf
Einzelmolekiilebene gelingt es, Wechselwirkungen und
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Konformationsidnderungen von Biomolekiilen mit hoher
zeitlicher und rdumlicher Auflosung zu untersuchen, ohne das
System entscheidend zu beeinflussen.>”!

Eine Vielzahl an Methoden wurde eingesetzt, um die
Faltung einzelner Proteine zu untersuchen. Besonders ge-
eignete Techniken aus dem Bereich der Einzelmolekiilfluo-
reszenz sind der resonante Fluoreszenzenergietransfer
(FRET) und der photoinduzierte Elektronentransfer (PET),
da sowohl Konformationsédnderungen im Bereich von Nano-
metern als auch schnelle Faltungskinetiken zuginglich sind;”
somit eignen sich diese Verfahren ideal zur Untersuchung der
Proteinfaltung.® %! Jedoch erforderten bisherige Arbeiten die
Markierung des Proteins oder der Polypeptidkette mit einem
Fluoreszenzfarbstoff, der einerseits die Faltung und Entfal-
tung storen kann, andererseits aber auch die Beobachtung der
Faltung direkt nach der Biosynthese nicht ermdglicht. Als
alternative Einzelmolekiiltechnik, die ohne eine zusétzliche
Sonde auskommt, wurde die Rasterkraftmikroskopie erfolg-
reich eingesetzt.!'!

Fluoreszierende Proteine wie das griin fluoreszierende
Protein (GFP) und davon abgeleitete Varianten werden
vielfach als Fluoreszenzsonden eingesetzt. Das Versténdnis
des Faltungswegs sowie dessen Kinetik sind von grofler Be-
deutung.'*’¥ Wichtige Erkenntnisse iiber die Entfaltung
einzelner GFP-Molekiile wurden mithilfe von Rasterkraft-
mikroskopie sowie von gezielten Mutationen der Peptidkette
gewonnen."! Um jedoch die Eigenschaft der Fluoreszenz zu
erlangen, muss nach der Biosynthese und Faltung ein auto-
katalytischer Reifungsprozess stattfinden, der die Chromo-
phoreinheit aus drei Aminosduren bildet. Dieser Reifungs-
prozess, der je nach fluoreszierendem Protein Minuten bis
Stunden dauern kann, begrenzt den Einsatz als Fluoreszenz-
sonde fiir die Mikroskopie schneller Prozesse in lebenden
Zellen und begriindet die Suche nach neuen Varianten des
GFP und die Charakterisierung ihrer Faltung und Reifung.

FEin eleganter Ansatz zur Untersuchung der Faltung und
Reifung von GFP wurde kiirzlich von Katranidis et al. vor-
gestellt.") In jhrem Experiment wurden alle Schritte der
Translation mithilfe von Fluoreszenz auf Einzelmolekiilebene
beobachtet: von der Synthese der Polypeptidkette iiber die
cotranslationale Faltung bis zur Reifung zum fluoreszieren-
den Protein. Dazu wurden einzelne, mit einem roten Fluo-
reszenzfarbstoff markierte Ribosomen auf einer Glasober-
fliche verankert und mit einem zellfreien Transkiptions-
Translations-Puffer umgeben. Das Entstehen eines gereiften
GFP-Molekiils konnte durch die intrinsische Fluoreszenz
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nachgewiesen werden, ohne dass eine zusétzliche Fluores-
zenzmarkierung erforderlich war. Dariiber hinaus wurde mit
GFP-Emerald eine neue Variante des fluoreszierenden Pro-
teins vorgestellt, die sich durch eine schnelle Faltung und
Reifung auszeichnet. Die vom Ribosom synthetisierten Pro-
teine wurden durch das Anfiigen einer zusétzlichen Sequenz
von 31 Aminoséduren fest verankert. Auf diese Weise konnte
sichergestellt werden, dass geniigend Zeit zur Faltung und
Reifung zur Verfiigung steht, sodass einzelne GFP-Emerald-
Molekiile sowohl durch ihre Fluoreszenz als auch durch Co-
lokalisation mit dem Fluoreszenzsignal der Ribosomen de-
tektiert werden konnten. Insgesamt wurde bei mehr als 10 %
aller Ribosomen ein intaktes GFP-Emerald-Molekiil detek-
tiert (Abbildung 1).
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Abbildung 1. a) Synthese und Reifung einzelner GFP-Emerald-Molekii-
le: Einzelne, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Ribosomen
wurden im Experiment auf einer Glasoberfliche verankert und zusam-
men mit dem Plasmid des fluoreszierenden Proteins GFP-Emerald mit
einem zellunabhingigen Transkriptions-Translations-System umgeben.
Die transkribierte mRNA wurde durch Ribosomen in eine Polypeptid-
kette iibersetzt. Bereits nach der Synthese einer kurzen Aminoséaure-
kette beginnt die cotranslationale Faltung. Nach der vollstindigen Fal-
tung des Proteins vollendet ein autokatalytischer Reifungsprozess die
Synthese des fluoreszierenden Proteins. b) Kinetische Daten zur Rei-
fung von GFP-Emerald wurden aus zeitabhingigen Messungen gewon-
nen. Die Gréfle der charakteristischen Zeitkonstanten (5.3 Minuten)
wurde hauptsichlich mit dem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
der Chromophorbildung erklart.

In weiteren Experimenten untersuchten Katranidis et al.
die Kinetik der Synthese einzelner GFP-Emerald-Proteine;
dazu wurde zunichst die Zeit vom Beginn der Translation bis
zum Fluoreszenzsignal der Proteine gemessen. Aus diesen
Daten wurde eine monoexponentielle charakteristische
Zeitkonstante von 5.3 Minuten bestimmt, wobei eine signifi-
kante Zahl an Proteinen bereits nach etwa einer Minute
vollstandig gereift war. Aus den kinetischen Daten zogen die
Autoren weitere Schliisse: 1) Die Synthese einer Peptidkette
in vitro ldauft bemerkenswert schnell ab, vergleichbar mit der
Synthese in vivo; 2) die Faltung von GFP-Emerald, die von
der cotranslationalen Faltung der entstehenden Peptidkette
unterstiitzt wird, ist ebenfalls schnell abgeschlossen, sodass
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die charakteristische Zeit von 5.3 Minuten hauptséichlich der
autokatalytischen Reifung des Chromophors zugeschrieben
werden kann. Zusammenfassend kann festgestellt werden,
dass GFP-Emerald mit seinen Faltungs- und Reifungseigen-
schaften eine vielversprechende Sonde fiir die Mikroskopie in
lebenden Zellen ist.

Die Bedeutung der Arbeit ist vielféltig: Einerseits wurde
ein neuer Ansatz vorgestellt, der die Beobachtung der Fal-
tung einzelner fluoreszierender Proteine erheblich erleichtert
und somit die Konstruktion und Charakterisierung neuer
Proteine entscheidend vereinfacht. Fluoreszierende Proteine,
die sich schnell falten und schnell reifen, sind vor allem fiir die
mikroskopische Verfolgung schneller Prozesse in lebenden
Zellen wiinschenswert. Aber auch eine genauere Charakte-
risierung und somit ein besseres Verstdndnis einzelner
Schritte des Faltungswegs fluoreszierender Proteine, insbe-
sondere auch zu Beginn der Biosynthese, kann nun erwartet
werden.

Der vorgestellte Ansatz konnte auch auf Proteine ausge-
dehnt werden, die keine intrinsische Fluoreszenz zeigen, zum
Beispiel durch den FEinsatz fluoreszierender Aminosduren
oder das Anbringen von Fluoreszenzsonden wihrend der
ersten Schritte der Biosynthese. Der gleichzeitige Einsatz von
Fluoreszenzsonden mit unterschiedlichen spektralen Eigen-
schaften konnte die Beobachtungsmoglichkeiten erweitern,
sodass auch Strukturinformationen wie Abstéinde und deren
kleinste Anderungen durch FRET-Analysen zuginglich
werden.'" Ferner konnten fluoreszenzmarkierte tRNA-Mo-
lekiile eingesetzt und somit die Verldngerung der Peptidkette
mit den ersten Schritten cotranslationaler Faltung korreliert
werden. Eine Verbindung mit neuen Mikroskopiemethoden,
welche die Lokalisierung fluoreszierender Sonden mit einer
Genauigkeit von etwa einem Nanometer!'”! oder die Beob-
achtung von Strukturen weit unterhalb der optischen Auflo-
sungsgrenze ermoglichen, ist ebenso denkbar. Hierdurch
konnten die ersten Momente des Wachstums einer Polypep-
tidkette bis zum funktionellen Protein visualisiert wer-
del’l.[l&lg]

Zusammenfassend hat die Arbeit von Katranidis et al.
viele neue experimentelle Moglichkeiten erdffnet, und neben
einer Vielzahl neuer Anwendungen konnen wir fiir die Zu-
kunft auch ein besseres, grundlegendes Verstdndnis der Pro-
teinbiosynthese und -faltung erwarten.

Online veroffentlicht am 7. April 2009

[1] K. A. Dill, S.B. Ozkan, M. S. Shell, T. R. Weikl, Annu. Rev.
Biophys. 2008, 37, 289.

[2] A.R. Fersht, V. Daggett, Cell 2002, 108, 573.

[3] A.N. Fedorov, T. O. Baldwin, J. Biol. Chem. 1997, 272, 32715.

[4] R. A. Marshall, C. E. Aitken, M. Dorywalska, J. D. Puglisi, An-
nu. Rev. Biochem. 2008, 77, 177.

[5] N. G. Walter, C. Y. Huang, A.J. Manzo, M. A. Sobhy, Nat. Me-
thods 2008, 5, 475.

[6] S. Weiss, Science 1999, 283, 1676.

[7] P. Tinnefeld, M. Sauer, Angew. Chem. 2005, 117, 2698; Angew.
Chem. Int. Ed. 2005, 44, 2642.

[8] X. Michalet, S. Weiss, M. Jager, Chem. Rev. 2006, 106, 1785.

[9] B. Schuler, W. A. Eaton, Curr. Opin. Struct. Biol. 2008, 18, 16.

[10] G. Ziv, G. Haran, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 2942.

www.angewandte.de

Chemie

3967


http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biophys.37.092707.153558
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biophys.37.092707.153558
http://dx.doi.org/10.1016/S0092-8674(02)00620-7
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.272.52.32715
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.77.070606.101431
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.biochem.77.070606.101431
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.1215
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.1215
http://dx.doi.org/10.1126/science.283.5408.1676
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200300647
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200300647
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200300647
http://dx.doi.org/10.1021/cr0404343
http://dx.doi.org/10.1016/j.sbi.2007.12.003
http://dx.doi.org/10.1021/ja808305u
http://www.angewandte.de

Highlights

[11] F. Oesterhelt, D. Oesterhelt, M. Pfeiffer, A. Engel, H. E. Gaub, [16] M. Heilemann, P. Tinnefeld, G. Sanchez Mosteiro, M. Garcia

D. J. Miiller, Science 2000, 288, 143. Parajo, N. F. Van Hulst, M. Sauer, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126,
[12] R. Tsien, J. Cell Biol. 2007, 179, 6. 6514.
[13] G. U. Nienhaus, Angew. Chem. 2008, 120, 9130; Angew. Chem. [17] A.Yildiz, P. R. Selvin, Acc. Chem. Res. 2005, 38, 574.

Int. Ed. 2008, 47, 8992. [18] M. Heilemann, P. Dedecker, J. Hofkens, M. Sauer, Laser Pho-
[14] M. Mickler, R. I. Dima, H. Dietz, C. Hyeon, D. Thirumalai, M. tonics Rev. 2009, 3, 180.

Rief, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2007, 104, 20268. [19] S. W. Hell, Nat. Methods 2009, 6, 24.

[15] A. Katranidis, D. Atta, R. Schlesinger, K. H. Nierhaus, T. Choli-
Papadopoulou, I. Gregor, M. Gerrits, G. Buldt, J. Fitter, Angew.
Chem. 2009, 121, 1790; Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 1758.

SHEY:
rund um die Uhr

Das BUCh Zum ]ahr der Chemie - | - _- f A Y Madefessel-Herrmann, K. /

Hammar, F./
Quadbeck-Seeger, H.-).

Das offizielle Buch der Gesellschaft Deutscher b : r Herausgegeben von der
Chemiker und des BMBF ist ein wahrer Lesespaf : : _ Gesellschaft Deutscher
und Augenschmaus. - Chemiker

2004. X, 244 Seiten, mehr

als 300 Abbildungen kom-

GD‘ h % B__un@sministerium . f o) . plettin Farbe. Gebunden.
fiir Bildung D ]
~—~

und Forschung €27,90
ISBN 978-3-527-30970-2

Wiley-VCH, Kundenservice

Postfach 10 11 61, 69451 Weinheim
Tel.: +49 (0) 6201 606-400, Fax: +49 (0) 6201 606-184 Wl LEY—V H
E-Mail: service@wiley-vch.de, www.wiley-vch.de

3968 www.angewandte.de © 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2009, 121, 3966 —3968

42272805_gu



http://dx.doi.org/10.1126/science.288.5463.143
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200804998
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200804998
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200804998
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0705458104
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200806070
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200806070
http://dx.doi.org/10.1002/anie.200806070
http://dx.doi.org/10.1021/ja049351u
http://dx.doi.org/10.1021/ja049351u
http://dx.doi.org/10.1021/ar040136s
http://dx.doi.org/10.1002/lpor.200810043
http://dx.doi.org/10.1002/lpor.200810043
http://dx.doi.org/10.1038/nmeth.1291
http://www.angewandte.de

