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1.1 Motivation und Zielsetzung

1.1 Motivation und Zielsetzung

Leben ist unter diversen extremen Umweltbedingungen wie extremen Temperaturen,
extremen pH-Werten oder unter osmotischem und hydrostatischem Druck beobach-
tet worden.! Dies setzt die evolutioniire Entwicklung bestimmter Kompensations-
Strategien in extremophilen Organismen voraus. Einer dieser Mechanismen ist die
vermehrte Biosynthese von Osmolyten. Dies sind niedermolekulare organische Ver-
bindungen, welche den Einfluss negativer Stressfaktoren kompensieren.? Der Fokus
dieser Arbeit liegt dabei vor allem auf dem Einfluss von hydrostatischem Druck auf
die Eigenschaften von Membranen und Proteinen sowie der Fragestellung, inwie-
weit dieser Einfluss durch Osmolyte kompensiert wird. Zusétzlich wurde auch der

Einfluss der Stressfaktoren Temperatur und osmotischer Druck betrachtet.

Die Griinde, sich mit dem Einfluss von Druckapplikation auf biologische Makromo-
lekiile zu beschéftigen, sind vielfaltig. Zum einen ist, wie eingangs erwahnt, Leben bei
erhdhten Driicken in der Tiefsee beobachtet worden. So herrscht an der tiefsten Stelle
des Mariannengraben ein Druck von bis zu 1100 bar.!® Interessanterweise zeigten aus
dem Mariannengraben isolierte Mikroorganismen ein maximales Wachstum bei 800
bar.* Dies ist von besonderem Intresse, da Tiefseehabitate als ein mdglicher Ursprung
des Lebens gelten.® Eine genaue Kenntnis der Eigenschaften biologischer Makro-
molekiile unter Druck sowie moglicher Kompensations-Strategien gegen schédliche
Einfliisse kann somit Beitréige zur Frage nach dem Ursprung des Lebens und somit
zu einer der fundamentalsten Fragestellungen der gesamten Menschheitsgeschichte

liefern.

Aber auch Abseits von Fragen nach dem Leben unter extremen Bedingungen sind
Hochdruckuntersuchungen an Biomolekiilen von wissenschaftlichem Interesse, be-
sonders da Druckapplikation die Untersuchung von Volumeneffekten ermoglicht. Dies
ist der Tatsache geschuldet, dass Druck, anders als eine Temperaturerh6hung, nur
Volumenénderungen und keine Anderungen der thermischen Energie verursacht.
Geméf des Prinzips von Le Chatelier wird bei Druckapplikation der Zustand des
geringsten Volumens bevorzugt. Fiir die Druckabhéngigkeit der Gleichgewichtskon-
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stante K und der Geschwindigkeitskonstante k gilt:?

OlnK AV

( o )T:‘ﬁ 1)
Olnk B _AV# (1 2)
op ),  RT ‘

Hier ist AV die Volumenédnderung, T" die Temperatur und R die Gaskonstante.
Dariiber hinaus erméglichen Hochdruckuntersuchungen die gezielte Variation nicht
kovalenter Wechselwirkungen, welche in biologischen Systemen, z.B. bei der Ligan-
denbindung, fundamental sind.®> Weiterhin stellt Druck eine einzigartige Moglichkeit
dar, bestimmte, unter Normalbedingungen geringfiigig besetzte, conformational sub-

states zu besetzen und damit aufzufinden.’

Abgesehen von dieser wissenschaftlichen Relevanz sind Druckuntersuchungen auch
von industrieller Relevanz. Dies zeigen beispielsweise Anwendungen in der Lebens-
mitteltechnologie®® oder Enzymologie. Hier kann eine Steigerung der Aktivitit von
biotechnologisch relevanten Enzymen, unter der Voraussetzung eines negativen Ak-

tivierungsvolumens AV#, erfolgen.

Biologische Makromolekiile haben stets eine Funktion um den Organismus am Le-
ben zu halten. Die Funktionalitdt dieser Molekiile héngt sowohl von deren Struktur
als auch von deren Dynamik ab. Letztendlich ist alles Leben Nichtgleichgewichts-
thermodynamik und beruht auf einem korrekten Zusammenspiel der Struktur und
Dynamik biologischer Makromolekiile. Gegenstand dieser Arbeit ist die Fragestel-
lung, inwieweit Struktur, Dynamik und damit auch die Funktionalitdt von Protei-
nen und Modellmembranen sich gegenseitig beeinflussen und durch Druckapplikation
und Zugabe von Osmolyten, und somit durch Anderungen der Lésungsbedingungen,

modifiziert werden konnen.
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Es folgt eine Vorstellung der durchgefiihrten Forschungsprojekte:
Projekt I: Einfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf mul-

tilamellare Lipidmembranen in Anwesenheit von PEG und Trehalose

e Ziel dieses Projekts war die Evaluierung der kombinierten Einfliisse von hy-
drostatischem und osmotischem Druck auf multilamellare Membransysteme.
Osmotischer Druck wurde dabei durch die Zugabe des Polymers Polyethylen-
glykol (PEG) und des Disaccharids Trehalose generiert. PEG wird im Gegen-
satz zu Trehalose vom Membranzwischenraum ausgeschlossen. Hier sollte nun
evaluiert werden, inwieweit Trehalose die Effekte von hydrostatischem und os-
motischem Druck kompensieren kann. Die Aufklirung der Struktur erfolgte
durch Rontgenkleinwinkelstreuung. Kenntnisse iiber die Membranhydratisie-
rung und Phaseniibergdnge wurden aus Messungen der Laurdan-Fluoreszenz
bestimmt. Eine genauere thermodynamische Charakterisierung erfolgte durch

kalorimetrische Messungen (DSC, PPC).

Projekt II: Einfluss von Druck, Temperatur, Crowding und Cosolventien

auf die interne Proteindynamik und Stabilitdt von Lysozym

e Gegenstand dieses Projekts war die Fragestellung, inwieweit die interne Pro-
teindynamik von Lysozym durch Druck und die Osmolyte TMAO und Harn-
stoff beeinflusst wird. Um zusétzlich den Einfluss von self-crowding auf die
Dynamik in Anwesenheit der Osmolyte zu ergriinden, kamen Proteinkonzen-
trationen von 80 mg mL~! und 160 mg mL™! zum Einsatz. Beide Osmoly-
te unterscheiden sich in ihrem Wechselwirkungsprofil mit dem Protein bzw.
mit Wasser und iiben unterschiedliche Effekte auf die Proteinstabilitdt aus.
Wihrend TMAO weitestgehend vom Protein ausgeschlossen wird und bevor-
zugt mit Wasser wechselwirkt, destabiliesiert Harnstoff das Protein und inter-
agiert direkt mit dem Peptidriickgrat sowie Seitenketten. Die Bestimmung der
Proteindynamik auf der ps-ns Zeitskala erfolgte durch elastisch-inkohérente
Neutronenstreuung (EINS). Zusatzlich wurde der Einfluss der Osmolyte auf
die Stabilitat unter self-crowding Bedingungen durch FTIR-spektroskopische

Messungen untersucht.
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Projekt III: Einfluss von Druckapplikation auf die Struktur und Dynamik
des Komplexes zwischen Calmodulin und der hypervariablen Region von

KRas4B

e Das Protein Calmodulin vollzieht im Zuge der Ligandenbindung grofle struktu-
relle Anderungen. Diese Anderungen sollten durch Réntgenkleinwinkelstreuung
charakterisiert werden. Zusétzlich sollte durch elastisch inkoh&rente Neutro-
nenstreuung der Einfluss dieser strukturellen Anderungen auf die interne Pro-
teindynamik untersucht werden. Sowohl EINS- als auch SAXS-Messungen wur-
den druckabhéngig durchgefithrt, um den Einfluss von Druck auf die Struk-
tur und Dynamik von Calmodulin und des Komplexes zwischen Calmodulin
mit einem Bindungspeptid zu untersuchen. Druck ist dabei ein wirkungsvolles

Werkzeug zur Charakterisierung der Protein-Liganden-Bindung.

Projekt IV: Einfluss von Osmolyten und Crowding auf die durch Druck
induzierte Dissoziation und Deaktivierung von dimerer Alkoholdehydro-

genase

e Die Dissoziation des dimeren Proteins Alkoholdehydrogenase, sowie der Ein-
fluss von Osmolyten und Crowding auf diese Dissoziation konnte durch SAXS-
Messungen gezeigt werden. Diese Dissoziation sowie der Einfluss von Crowding
und Osmolyten auf selbige sollte zusétzlich durch FTIR- und Fluoreszenz-
spektroskopische Messungen untersucht werden. Dabei sollte durch FTIR-
Spektroskopie ergriindet werden, inwieweit die Dissoziation mit Anderungen
der Sekundéarstruktur einhergeht. Durch Messungen der intrinsischen Tryptophan-
Fluoreszenz sollten Polarisationsédnderungen der Umgebung der Tryptophan-
reste im Zuge der Druckappliklation untersucht werden. Zusétzlich wurde die
Fluoreszenz des Fluorophors ANS untersucht. Dieser bindet an hydrophobe
Bereiche des Proteins. Abschlieend wurde ebenfalls die Druckabhéangigkeit
der Enzymkinetik untersucht. Durch temperaturabhingige Messungen (FTIR-
Spektroskopie, Fluoreszenz-Spektroskopie, SAXS) wurde das Dissoziations-

und Aggregationsverhalten des Proteins charakterisiert.
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Projekt V: Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und
Aktivitidt von Lactatdehydrogenase

e Gegenstand dieses Projektes war erneut die Dissoziation eines oligomeren En-
zyms, in diesem Fall diejenige des Tetramers Lactatdehydrogenase. Der Fokus
lag dieses Mal jedoch weniger auf einer Charakterisierung der Dissoziation,
sondern vielmehr auf der Fragestellung, inwieweit sich die durch Druck indu-
zierte Anderung des Oligomerisierungsgrades auf die Dynamik des Proteins
auswirkt. Um die Dynamik des Proteins in verschiedenen Zeitfenstern zu ana-
lysieren, kamen neben EINS Messungen auch Messungen der quasielastischen
Neutronensstreuung (QENS) zum Einsatz. Zusétzlich wurde der Einfluss der
Substratbindung sowie des Osmolyts Glycin auf die Druckabhéngikeit der in-
ternen Proteindynamik durch EINS-Messungen untersucht. Ebenfalls wurden
die Druckeffekte auf die Enzymkinetik in Ab- und Anwesenheit der Osmolyte
TMAO, Harnstoff und Glycin untersucht. Diese erlaubten, Erkenntnisse iiber

Volumenénderungen im Zuge der Substratbindung zu gewinnen.
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1.2 Proteine

Proteine sind aus Aminoséiuren aufgebaute Polyamide und {ibernehmen eine Vielzahl
von Funktionen im Organismus. Dazu zéhlen Strukturgebung, Katalyse, Zellsignale
und Transport. Voraussetzung fiir die Funktionalitdt des Proteins ist dessen Struk-

tur. Die Proteinstruktur wird in vier Ebenen gegliedert:?1°
e Die Primérstruktur ist die Sequenz der Aminoséuren.

e Die Sekundérstruktur beschreibt die Ausbildung von Strukturelemente wie
a-Helices und fS-Faltblatt-Strukturen innerhalb des Proteins. Die Ausbildung
dieser Elemente beruht auf Wasserstoftfbriicken zwischen den C=0 und NH-

Gruppen des Peptidriickgrats.

e Die Tertidrstruktur bezeichnet die rdumliche Anordnung der Sekundérstruktur-
elemente und basiert auf hydrophoben Wechselwirkungen, Coulombwechsel-

wirkungen und H-Briicken.

e Die Quartarstruktur beschreibt die rdumliche Anordnung eines oligomeren

Proteinkomplexes aus nicht kovalent verbundenen Polyamidketten.

Vorraussetzung fiir die Funktionalitdt eines Proteins ist hdufig dessen Interaktion mit
anderen Proteinen, Liganden, Hormonen oder Substraten. Dies erfordert eine gewisse
Dynamik, da Bindungsprozesse mit leichten strukturellen Anderungen einhergehen.’
Von entscheidender Bedeutung fiir die jeweilige Funktion eines Proteins sind somit

gleichermaflen dessen Struktur als auch dessen Dynamik.



1.2 Proteine

1.2.1 Proteinstabilitat: Einfluss von Druck und Temperatur

Von einem Zweizustandsmodell zwischen dem gefaltetem (F) und dem entfaltetem

(U) Zustand eines Proteins ausgehend, gilt fiir die Gleichgewichtskonstante K des

Entfaltungsprozesses:*!

K = Z—U = exp(—AG®/RT) (1.3)
F

Fiir den Unterschied der freien Enthalpie AG des ungefalteten und des gefaltetem
Zustand gilt:1t13

dAG® = AV°dp — AS°dT (1.4)

Integration iiber eine Taylorreihentwicklung, welche nach dem zweiten Glied abge-

brochen wird, liefert:'* 14

AG = AGY — AS(T — Ty) + AVE(p — po)

+Ad/(p — po)(T — Tp) — ACy,, [Tln ((%) — 1) + TO} 1A (p — po)? (1

0 2

ov
Dabei ist C; die Wiarmekapazitit bei konstantem Druck, x' = (8_> die Kom-
P/

oV
pressibilitit und o = (8_T) die thermische Ausdehnung.!''* Der Index 0 gibt
p

einen willkiirlich gewéhlten Referenzwert an. Der Abbruch der Taylorreihentwick-
lung nach dem zweiten Glied erfolgt unter der Voraussetzung, dass die Druck- und

Temperaturabhéngigkeit der Groen ACy, Ax’ und Ao/ vernachlissigbar ist.''~'4

Liegen beide Zustédnde im Gleichgewicht vor (AG = 0), ergibt sich eine ellipti-
sche Form des p, T-Phasendiagramms. Die Form der Phasengrenze wird gemaf (1.5)
durch sechs thermodynamische Gréfien, namentlich AC, o, AVy, ASy, Ax’, Ao’ und
AGy, determiniert. Bei Kenntnis dieser Groflen kann somit das Phasendiagramm
berechnet werden. Der erste Term in (1.5) alleine wiirde eine lineare Phasengrenze
liefern. Die elliptische Form geht somit auf AC,, Ax’ und Aa’ zuriick.!* 31 Abbil-

dung 1.1 zeigt ein typisches p-T-Phasendiagramm eines monomeren Proteins.
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Druck

AV>0 )
Temperatur

Abbildung 1.1: Typisches Phasendiagramm eines Proteins. In dem grau unterlegten
Bereich liegt das Protein im gefaltetem Zustand vor (Fiir die Entfaltungs-Gibbs-Energie
gilt: AG > 0). Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Kombinationen von Druck-
und Temperatur-Werten, bei denen AS = 0 (blau), bzw. AV = 0 (rot) ist. Die farbigen
Pfeile kennzeichnen die Entfaltung durch hohe (rot) und niedrige (blau) Temperaturen,
sowie durch Druckapplikation (violett). Abbildung modifiziert nach Referenz.!

Unter reinen Losungsmittelbedingungen kénnen Proteine sowohl durch hohe und
niedrige Temperaturen als auch durch Druck entfaltet werden. Dabei ist die Hit-
zedenaturierung entropiegetrieben und héaufig, bedingt durch die Bildung von Ag-
gregaten, irreversibel. Die Kéltedenaturierung hingegen ist enthapliegetrieben und
beruht auf der Hydratisierung exponierter Seitenketten.'® Auch die Entfaltung von

Proteinen durch negative Driicke kann realisiert werden.!”

Die durch Druck induzierte Proteinentfaltung erfolgt fiir gewéhnlich ab Driicken
von circa 4000 bar.® Gemif des Prinzips von Le Chatelier, bevorzugt Druck stets
den Zustand des geringsten Volumens.

Das partielle molare Volumen eines Proteins V; kann als Summe intrinsischer Terme

und eines Hydratationsterms verstanden werden:!®!

Vi = Vatom + Vikav + AVHydration (16)
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Hier ist Vatom das van-der-Waals-Volumen der Atome des Proteins, Vik., das Vo-
lumen der Kavitdten im Proteininneren und AViiydration der Hydratationsterm. Da
das Volumen der Atome wahrend der Entfaltung konstant bleibt, hingt das Entfal-

tungsvolumen AV eines Proteins nur von Vi, und AViydration ab:1®
AV = AvKav + AAVVHydration (17)

AAViiydration beruht auf den Hydratationsénderungen hydrophober und hydrophiler
Gruppen sowie der Proteinkavititen und wird vor allem durch Elektrostriktions-
Effekte bestimmt.'® Der Anteil der Hydratationséinderungen an der Volumenénderung
des Entfaltungsvorgangs ist, verglichen mit demjenigen des Auffiillens von Kavitdten

und void volumes, gering.?%?!

Dissoziation oligomerer Proteine

Neben der bereits behandelten Entfaltung von Proteinen kann Druckapplikation
bereits bei vergleichsweise geringeren Driicken unter 1000 bar die Dissoziation oli-
gomerer Proteine induzieren.5:15:22-26

Die durch Druckapplikation induzierte Dissoziation ist hauptséchlich durch die
imperfekte Packung der Atome an der Grenzfliche der Untereinheiten zu erkléren,
wodurch void volumes an der Zwischenfliche entstehen. Im Rahmen der Dissoziati-
on erfolgt die Hydratation der Grenzflache, welches mit der Beseitigung dieser void
volumes, und damit mit einer Verringerung des Volumens, einhergeht. Diese Volu-

menabnahme ist die Triebkraft der Dissoziation. Zusétzlich werden hydrophobe und

elektrostatische Wechselwirkungen in diesen Druckbereichen geschwiicht.?6

Einhergehend mit der Dissoziation oligomerer Proteine, erfahren die Aminoséurereste
an der Schnittstelle eine drastische Anderung der Umgebungspolaritit. Wihrend in
der oligomeren Form die Aminosduren der Grenzfliche in Kontakt mit den Ami-
nosduren der anderen Untereinheit stehen, werden sie im Zuge der Dissoziation
hydratisiert.?” Dies fithrt zu leichten konformationellen Anderungen, welche in der

englisch-sprachigen Fachliteratur als conformational drift bezeichnet werden.?223:28-30
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1.2.2 Proteindynamik
Interne Proteindynamik

Proteine sind hochdynamische Makromolekiile. Die Bewegungen innerhalb von Pro-
teinen umfassen Lingen von 0.01 A bis 10 A und Zeiten von 10713 s bis 1 5.%3!
Proteine liegen nicht starr in einer bestimmten Konformation vor, sondern sind
gewissen Fluktuationen unterworfen und besetzen eine Vielzahl sogenannter con-

formational substates. Diese sind Minima der Freie-Energie-Oberfliche.%?233 Das

Abtasten dieser Oberfldche setzt die Dynamik des Proteins voraus.

Diese Dynamik ist fiir die jeweilige Funktion eines Proteins im Organismus un-
abdingbar und auch fiir die Proteinfaltung ist eine Dynamik der Polypeptidkette
von Noten. In gefalteten Proteinen ist eine gewisse Beweglichkeit essentiell, um bei-
spielsweise konformationelle Anderungen wihrend des Bindens von Liganden oder
der enzymatischen Katalyse zu ermdoglichen. Die Funktion eines Proteins hdngt somit

nicht nur von dessen Struktur, sondern eben so sehr von dessen Dynamik ab.313442

Die Bewegungen innerhalb von Proteinen erfolgen auf verschiedenen Zeitskalen.
Einen Uberblick iiber typische Bewegungen und deren Zeitskalen gewihrt Abbil-
dung 1.2. Die schnellsten Bewegungen sind Bindungsschwingungen, welche in der
Groflenordnung von circa 100 fs liegen. Rotationen von Methylgruppen und Ami-
noséureseiten-ketten spielen sich in Gréflenordnungen von ps bis ns ab, kollektive
Bewegungen, wie die Bewegung von [oop-Regionen einzelner Domé&nen, erfolgen in

der GroBenordnung von ns bis ms.?32:40:42

Rotationen der Loop )
Schwingungen Methylgruppen Bewegungen Bewegungen von Domaénen

<> <> <> <<—>

Rotationen der Seitenketten

< >

fs ps ns MS ms S

Abbildung 1.2: Zeitskalen der Proteindynamik. Abbildung modifiziert nach Referenz.32
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Globale Proteindynamik: Diffusion

Zusétzlich zu dieser internen Proteindynamik ist ein Protein aufgrund der Brownschen-
Molekularbewegung auch einer globalen Translations-Dynamik unterworfen. Diese

Bewegungen ermoglichen beispielsweise die Transportfunktion von Proteinen.

Der Konzentrationsausgleich geloster Teilchen wird durch die Fickschen Gesetze

beschrieben. Das erste Ficksche Gesetzt beschreibt die Proportionalitdt des Teil-
de

chenflusses J zum Konzentrationsgradienten —. Die Proportionalitdtskonstante ist

dx
der Diffusionskoeffizient D:043
de

J=—-D—
dx

(1.8)

Die zeitliche Anderung der Konzentration beschreibt das zweite Ficksche Gesetz: !

).(2)

Durch Losen der Differentialgleichung fiir freie Diffusion wird eine Gauss-Verteilung

erhalten:!?
T

dc c 2
(%>t = —N%exp (—4_Dt) (1.10)
Nach erfolgtem Konzentrationsausgleich ist die Diffusion der Teilchen ungerich-
tet, beruht auf der ungerichteten Warmebewegung und kann durch einen random
walk beschrieben werden. Die mittlere Verschiebung eines Teilchens ist in diesem
Fall somit (u) = 0. Fiir die durch Selbstdiffusion verursachte mittlere quadrati-
sche Verschiebung (mean squared displacement, MSD) gilt im dreidimensionalen Fall

(u?y = 6Dt.

Der Selbstdiffusion des Teilchens in Losung wirkt die Reibungskraft F' = 6mwnry
entgegen. Hier ist n die Viskositét der Losung. Die Abhéngigkeit des Diffusionskoeffi-
zienten vom hydrodynamischen Radius r, wird durch die Stokes-Einstein-Beziehung

beschrieben:
D— kgT
67 nrY

(1.11)
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1.2.3 Proteinfunktionalitat: Enzymkinetik

Enzyme sind Proteine, welche als Katalysator in biochemischen Reaktionen dienen
und somit den Stoffwechsel der Zelle ermoglichen. Die Reaktion eines Substrates S
zu einem Produkt P erfolgt dabei iiber einen kurzlebigen Ubergangszustand ES*.
Die Geschwindigkeitskonstante k einer Reaktion hiangt dabei von AG* = Ggg« — G
ab:10

k=A-exp(—AG"/RT) (1.12)

Hier ist A ein praexponentieller Faktor. Enzyme beschleunigen biochemische Re-
aktionen durch eine Absenkung der freien Aktivierungsenthalpie AG*. Dies erfolgt
durch die Bildung eines Komplexes zwischen Enzym und Substrat.

Im Grenzfall hoher Substrat-Konzentrationen kann die Kinetik nach Michaelis-Menten

beschrieben werden:19:44

E+S—=ESME4P (1.13)

-1
Dabei erfolgt zunéchst die reversible Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes ES aus
dem Enzym E und dem Substrat S mit den Geschwindigkeitskonstanten k; bzw. k_.
Die Umsetzung zum Produkt erfolgt irreversibel mit der Geschwindigkeitskonstante

ky. Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit v gilt dann:'?

B de

v = E :k’Q'CES (].].4)

Die Reaktionsgeschwindigkeit né&hert sich fiir hohe Substratkonzentrationen dem
Grenzwert vy,.«. Fiir die Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit

v gilt gem#B Michaelis-Menten:'°

dCP . Umax * CS

= = 1.15
YTl T Kytos (1.15)
Fiir die Michaelis Konstante K, gilt:'°
ki+k
K, =itk (1.16)
k1

12
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Diese ist ein Maf fiir die Affinitdt des Substrats. Betridgt die Substratkonzentra-

1
tion K, so ist v = §vmax.10 Die zweite charakteristische kinetische Grofle ist die

katalytische Wechselzahl Ky :™°

heat = ki = 22X (1.17)
CEo

Einfluss von Druck auf die Enzymkinetik

Druckapplikation kann Enzyme sowohl aktivieren als auch deaktivieren. Entschei-
dend fiir den Einfluss von Druck auf die Kinetik einer enzymatisch katalysier-
ten Reaktion ist das Aktivierungsvolumen AV#. Bei einem negativen Wert von
AV# = Vigg- — Vigg ist das Volumen des aktivierten Ubergangszustandes ES* gerin-
ger als dasjenige des Enzym-Substrat-Komplexes ES, wodurch die Reaktion durch
Druckapplikation beschleunigt wird.?>#%46 Dieser Sachverhalt wird durch die Eyring-

Gleichung beschrieben:#4:46

Olnk AV#

(—n) i (1.18)
op ), RT

Zusétzlich kann die Enzymkinetik aber auch durch die Kompression des Proteins

unter Druck beeinflusst werden. Auch druckinduzierte Strukturéinderungen wie die

Dissoziation oligomerer Enzyme oder die Entfaltung beeinflusst die Kinetik.

Ein grofler Vorteil druckabhéngiger Untersuchungen der enzymatischen Aktivitét ist
die Méglichkeit, volumetrische Eigenschaften zu bestimmen.25454748 Typische Volu-
menprofile einer katalysierten Reaktion mit positivem und negativem Aktivierungs-
volumen sind in Abbildung 1.3 gezeigt. Das Binden des Substrats, d.h. die Bildung
des Enzym-Substrat-Komplexes ES; fithrt zu der Volumendnderung AVgg. Diese
kann sowohl positiv als auch negativ sein.?® Dieser Wert kann durch Bestimmung
des Aktivierungsvolumens als Funktion der Substratkonzentration bestimmt wer-
den.?>4548 So ist bei geringen Substratkonzentrationen v proportional zu keat /K,
d.h. in Gleichung (7.4) ist k = kcat/Km und das Aktivierungsvolumen entspricht
dem in Abbildung 1.3 eingezeichneten Volumen.?*>%® Bei hohen Substratkonzen-

trationen hingegen ist vy proportional zu ke, d.h. k entspricht in Gleichung (7.4)

13
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keat und das berechnete Aktivierungsvolumen entspricht der Volumendifferenz des
Enzym-Substratkomplexes ES und dessen Ubergangszustand ES* 24548 Diese Volu-
meménderungen beruhen zum einen auf Anderungen der Packung und zum anderen

auf Hydratationsinderungen.*”

_ [ES]*

CIE) A

S| Av# 4

o AV

g oc kcat/ Km oc kcat

()]

VIE+S

S .

©

&

1 R A v AV

T ES

o E+P
Reaktionskoordinate

[

Q

&

)

©°

>

[7)]

OIE+S

= ).

©

£

w0

Q

[0

©

o

Reaktionskoordinate

Abbildung 1.3: Volumenprofil einer enzymatisch katalysierten Reaktion. Modifiziert
nach den Referenzen 240
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1.3 Lipide

Als Lipide werden jene Biomolekiile bezeichnet, welche in organischen Losungsmitteln
16slich sind. Dazu zédhlen unter anderem Fettsduren, Steroide sowie Phospho- und
Glykolipide.!® In Wasser bilden diese spontan Aggregate aus. Entscheidend fiir die
Struktur der ausgebildeten Aggregate ist dabei das Verhéltnis der Durchmesser
der hydrophilen und der hydrophoben Region (kritischer Packungsparameter). So
kénnen sich Mizellen, Doppelschichten oder inverse Mizellen bilden.!%4349 Im Rah-
men dieser Arbeit erfolgten Untersuchungen der Substanzklasse der Phospholipide,

welche im Folgenden vorgestellt wird.

1.3.1 Phospholipide: Struktur, Dynamik und Phasenverhalten

Als Grundbaustein der Zellmembran garantieren Phospholipide im Organismus die
Abgrenzung der Zelle von ihrer Umgebung. Auch innerhalb der Zelle werden einzel-
ne Organellen von Biomembranen umschlossen. Die Zellmembran weist eine hoch-
komplexe unsymmetrische Zusammensetzung auf. Das Grundgeriist ist eine Doppel-
schicht von verschiedenen Phospholipiden, in welche unter anderem Membranprote-

ine und Sterole eingelagert sind.!°

Phospholipide bestehen aus einem Glycerolgeriist, welches iiber zwei Esterbin-
dungen mit Fettsdureresten und iiber eine Phosphorsiureesterbindung mit Cholin
verbunden ist. Es handelt sich somit um Amphiphile mit einer hydrophilen Kopf-
region und einer hydrophoben Schwanzregion (siche Abbildung 1.4 A).!1% In Wasser
lagern sich Phospholipide unter anderem zu aus multilamellaren Doppelschichten
bestehenden Vesikeln zusammen (siehe Abbildung 1.4 B).'*3 Diese multilamellaren

Vesikel konnen als einfachstes Modell der Zelle verstanden werden.

Der Gleichgewichtsabstand der einzelnen Schichten in multilamellaren Vesikeln

wird durch verschiedene Krifte bestimmt:**®! kurzreichende abstoende Wechsel-

49-54

wirkungen, die so genannten hydradtion force, weitreichende attraktive van-der-

49-51,55,56

Waals-Wechselwirkungen und weitreichende sterische Undulations-(Helfrich)-

AbstoBungen. 495157
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A B
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= Temperatur
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Abbildung 1.4: Strukturformel des Phosphatisylcholins DMPC, hydrophobe Bereiche
sind in rot und hydrophile Bereiche in blau dargestellt(A). Struktur eines aus Lipiddop-
pelschichten aufgebauten multilamellaren Vesikels(B). Struktur lamellarer Lipid-Phasen

(©).

Wie Abbildung 1.4 C zeigt, weisen Lipiddoppelschichten einen ausgeprigten Poly-
morphismus auf.'®*® Welche Phase ausgebildet wird, hingt von einer Vielzahl von
Parametern, wie pH, Druck oder Temperatur, ab. Die biologisch-relevante Phase ist
die fluide L,-Phase. In dieser Phase liegt eine hohe Anzahl an gauche Konformeren
in den Alkylketten vor.!'® Daneben existiert eine Vielzahl an Gelphasen. Weiterhin

existieren nicht-lamellare Phasen, wie beispielsweise hexagonale Phasen.!’

Phaseniibergénge kénnen durch Anderungen des Drucks oder der Temperatur in-
duziert werden. Das Phasendiagramm des Phospholipids DPPC ist in Abbildung
1.5 gezeigt. Membransysteme sind weitaus druckempfindlicher als Proteine. In den
meisten Féllen hat Druck einen dhnlichen Einfluss wie ein Absenken der Tempe-

ratur, jedoch treten auch Phasen, wie beispielsweise die ineinandergreifende Gel-
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phase Lg;, nur bei hohen Driicken auf. Da Druckapplikation stets den Zustand des
geringsten Volumens begiinstigt, kommt es im Zuge der Druckapplikation zu ei-
ner Zunahme der Kettenordnung, bereits vor dem Phaseniibergang, verbunden mit
einer verringerten Beweglichkeit der Ketten.!® Die Druckabhingigkeit einer Pha-
seniibergangstemperatur Ti..,s wird durch die Clausius Clapeyron Gleichung be-

schrieben:"8:59

dirtrans o Ava o T‘transAVm
dp N Asm B A-Elm

(1.19)

Wie Proteine sind auch Membranen keine starren Strukturen, sondern weisen,
besonders in der biologisch-relevanten fluiden Phase, eine Dynamik auf. So sind
Membranen stdndigen thermisch induzierten Undulations-Bewegungen unterwor-

fen.50:51.60-62 Weeiterhin erfolgt eine laterale Diffusion, welche fiir die Funktion biolo-

0

gischer Membranen unabdingbar ist, sowie eine Rotationsdiffusion.!

1000 2000 3000 4000
p / bar

Abbildung 1.5: Temperatur-Druck-Phasendiagramm von DPPC-Doppelschichten in
Exzess-Wasser. Abbildung modifiziert nach Referenz.®3
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1.4 Physiologisch relevante Osmolyte

Osmolyte sind ungeladene, niedermolekulare, organische Verbindungen, welche ins-
besondere von extremophilen Organismen angereichert werden, um schédliche Ein-
fliisse extremer Umweltbedingungen, wie extremen Temperaturen, Austrocknung,

26465 Organische Osmolyte

osmotischen oder hydrostatischen Druck, auszugleichen.
haben dabei gegeniiber Salzen den Vorteil, dass auch bei hohen Konzentrationen
(die Gesamtkonzentrationen an Osmolyten in marinen Organismen betridgt bis zu
0.6 M)%¢ die Funktionalitéit der Biomolekiile erhalten bleibt, weshalb auch von kom-

patiblen Osmolyten gesprochen wird.57:68

Physiologisch relevante Osmolyte werden generell in vier Klassen eingeteilt: Po-
lyole (Trehalose, Glycerol, Inositol), Aminosduren (Glycin, Prolin), Methylamine
(Trimethyl-amin- N-Oxid (TMAOQ)) und Harnstoff.2%8 ™ Harnstoff ist ein metaboli-
sches Abfallprodukt der Niere und hat einen destabilisierenden Effekt auf biologische

Systeme.™!

1.4.1 Einfluss auf die Proteinstabilitat

Seit den Arbeiten des bohmischen Chemikers Franz Hofmeister ” Zur Lehre von der

»72

Wirkung der Salze” "> wurde der Einfluss kosmo- und chaotroper Substanzen auf die

Struktur und Dynamik von Wasser und damit auch auf Proteinen intensiv erforscht.

Entscheidend fiir den stabilisierenden oder destabilisierenden Einfluss eines Co-
solvents ist dabei, ob das Molekiil mit Wasser bzw. dem Biomolekiil interagiert. Die
Entfaltung eines Proteins geht mit einer Zunahme der dem Losungsmittel zugidnglichen
Oberflache (engl. solvent-accesible-surface area, SASA) einher. Dadurch kommt es
zu einem vermehrten Binden eines mit dem Protein interagierenden Osmolyten,

wodurch das Protein destabilisiert wird.!!

Es folgt eine thermodynamische Betrachtung der Effekte von Osmolyten auf die
Proteinentfaltung. Von einem Drei-Komponenten-System, bestehend aus dem Pro-

tein, einem Cosolvent und Wasser, ergibt sich fiir AG° der Entfaltung bei Zugabe
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eines Cosolvens mit dem chemischen Potential jic:'*6465

( IAG® ) _ ( aA:uclgrotein (mCOSOWBHS) ) ( 1. 20)
8:“(] T,p,mjzc a/LC T,p,mijxc

Dabei bezeichnet Appyotein(Mc) = fusoly — Mesoly den Unterschied des chemischen

Potentials des Proteins im ungefalteten und gefalteten Zustand in Anwesenheit des
Cosolvents. Die Anderung der Proteinstabilitit hingt von dem bevorzugten Bin-
dungskoeffizienten I'y. = (9ma/0mp),, . ab.'"% Dieser hingt von der Anzahl der Co-
solvensmolekiile ab, welche bei Zugabe des Proteins die Konzentrationen in der Bulk-
Phase erhohen bzw. erniedrigen. Ist Al'pe positiv, ist der Grofiteil der Cosolvens-
Molekiile nahe der Proteinoberfliche lokalisiert, wohingegen bei einem negativen

Wert mehr Molekiile in der Bulk-Phase vorliegen. Fiir die Stabilitéitsinderung gilt:!!

o Bulk
(B0Y ane (s () asnn)  aa
8uc T.pmjxc NW

Eine Stabilisierung des Proteins erfolgt somit gem&f (1.21) bei einem negativen
Wert von I'pe, d.h. bei Ausschluss des Cosolvents vom Protein. Da der ungefaltete
Zustand eine hohere dem Losungsmittel zugéngliche Oberfliche hat, ist in diesem

Fall I'pc negativer als im entfalteten Zustand.

Weiterhin wurde ein Zusammenhang zwischen dem Effekt eines Osmolyts auf die
Proteinstabilitdt sowie dessen osmotischen Koeflizienten ¢ beobachtet. Dieser Ko-
effizient gibt die Abweichung des osmotischen Drucks 7 von dem idealen van’t Hoff

Verhalten (7 = ¢RT') an.'’™ So weisen ausgeschlossene Osmolyte eine positive Ab-

T 1.11,73

weichung vom idealen Verhalten auf. d.h. ¢ = ——

1.4.2 Verwendete Osmolyte

In dieser Arbeit kamen die Osmolyte TMAQO, Harnstoff, Trehalose und Glycin, das
heifit je ein Vertreter der vier eingangs genannten Osmolyt-Klassen, zum Einsatz.

Die Strukturformeln dieser Substanzen sind in Abbildung 1.6 gezeigt.
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o o
| o
NY
HoN NH, o™ \\CH3 H:N
CH, OH
Harnstoff TMAO Glycin

Trehalose

Abbildung 1.6: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Osmolyte Harnstoff,
TMAO, Glycin und Trehalose.

TMAO und Harnstoff

Der stabilisierende Einfluss von TMAO auf Proteine gegen Druck und Temperatu-
rentfaltung konnte in einer Reihe von Studien gezeigt werden.™ ™ Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass in Tiefseeorganismen der TMAO-Gehalt linear mit der be-
wohnten Meerestiefe ansteigt.5” Dies lisst vermuten, dass TMAO in diesem Fall als

Piezolyt dient.

In Losung beeinflusst TMAO die Wasserstruktur, verstiarkt das Wasserstoffbriicken-
Netzwerk und verursacht somit eine verlangsamte Wasserdynamik, 73767980 [y
Anwesenheit von Proteinen interagiert TMAO bevorzugt mit Wasser und wird so-
mit von der Proteinoberfliche ausgeschlossen.”™ 7% Insgesamt wird in Anwesenheit
von TMAO somit die kompakteste Form des Proteins, welche die geringste dem

Losungsmittel zugéngliche Oberflache besitzt, bevorzugt.

Trotz des stabilisierenden Einflusses von TMAO ist zu beachten, dass TMAO auch
in vivo negative Effekte auf biologische Systeme haben kann und nur als Reaktion
auf Umweltstress wie hydrostatischen Druck oder hohe Harnstoff-Konzentrationen
im grofen Mafle akkumuliert wird.%® So kann es in Abwesenheit dieser Faktoren

zu einer Uberstabilisierung durch TMAO kommen, welche u.a. Proteinaggregation
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verursachen kann oder die Dynamik eines Proteins soweit verringert, dass dessen

Funktionalitéit eingeschriinkt wird.5!

Harnstoff andererseits hat keinen signifikanten Einfluss auf die Struktur der Wasser-
stoffbriicken und deren Dynamik,*? interargiert nur schwach mit Wasser und bindet
direkt an das Peptidriickgrat des Proteins (preferential binding).” ™ Dabei wer-
den zwei Wassermolekiile durch ein Harnstoffmolekiil ersetzt. Der destabilisierende
Einfluss von Harnstoff beruht damit sowohl auf dem Enthalpie- als auch auf einem

Entropie-Beitrag.!!

Weiterhin ist TMAO in der Lage den destabilisierenden Effekt von Harnstoff aus-
zugleichen. Dieser counteracting-Effekt ist bei einem TMAQO:Harnstoff-Verhéltnis
von etwa 1:2 gegeben, interessanterweise wurde dieses Verhéltnis zwischen TMAO
und Harnstoff auch in vivo gefunden, wo TMAO den negativen Einfluss des Abfall-
produkts ausgleicht.®® Diesercounter acting Effekt wird zumeist wasservermittelten

Mechanismen zugeschrieben.:83-85

Trehalose

Zu den physiologisch relevanten kompatiblen Osmolyten zéhlen Zucker. Dabei scheint
insbesondere das Disaccharid Trehalose eine, verglichen mit anderen Zuckern, be-
sondere Rolle beziiglich der Stabilisierung von Biomolekiilen, vor allem gegen extre-
me Temperaturen und Austrocknung, zu spielen.®® Primér wurde der stabilisierende
Einfluss von Trehalose auf Biomolekiile und Mikroorganismen gegen die Stressfakto-
ren Austrocknung und extreme Temperaturen (besonders Kryopréservation) intensiv

untersucht.8792

Dennoch gibt es auch Hinweise darauf, dass Trehalose auch bei der Anpassung von
Organismen an hohe Driicke eine wichtige Rolle zu spielen scheint. So ist Trehalose
beispielsweise in Larven der mexikanischen Fruchtfliege, in Tiefsee-Mikroorganismen,
E. Coli und Hefe an der Kompensierung storender Einfliisse durch osmotischen und

hydrostatischen Druck beteiligt, 993102

Auch hier ist zu beachten, dass Trehalose, bespielsweise in Hefe, nur unter Stressbe-

dingungen akkumuliert wird, wihrend der Trehalose-Gehalt unter optimalen Wachs-
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tumsbedingungen vergleichsweise gering ist. Im Einklang damit konnte gezeigt wer-
den, dass Trehalose Enzyme bei hohen Temperaturen stabilisiert, unter Normalbe-
dingungen jedoch inhibiert.5%1% Dieser Sachverhalt wurde durch Singer und Lind-

quist treffend als " the Yin and Yang of trehalose” zusammengefasst.'%3

Trehalose ist, wie TMAOQO, eine kosmotrope Substanz, interagiert mit Wasser und
zeigt eine positive Abweichung vom idealen van’t Hoff Verhalten.®%1%4 So sind die
Wechselwirkungen zwischen Trehalose- und Wassermolekiilen stérker als jene zwi-
schen Wassermolekiilen untereinander.!%® Zusitzlich wird das tetraedrische Wasser-
netzwerk durch Trehalose gestort.!® Neben attraktiven Wechselwirkungen welche
zur Ausbildung von Trehalose-Clustern fithren, herrschen zusétzlich sterische repul-

sive Wechselwirkungen zwischen Trehalosemolekiilen. !0

Beziiglich des Wechselwirkungsmechanismus von Trehalose mit Membranen und
Proteinen existieren verschiedene Szenarien. Zum einen wurden direkte Interak-
tionen mit dem Biomolekiil beobachtet, wie die Interkalation von Trehalosemo-

88,107-114

lekiilen zwischen die hydrophilen Kopfgruppen der Membran, oder der Aus-

tausch von Wassermolekiilen der Hydratationshiille von Biomolekiilen. 861111137117
Aber auch ein Ausschluss von der Biomolekiiloberfliche wird berichtet.86:1187121 Glei-
ches gilt fiir den Einschluss von Wasser zwischen dem Biomolekiil und Trehalose (ent-
rapment)'?* 12> Weiterhin konnen vor allem bei hohen Konzentrationen Vitrifikati-
onseffekte auftreten.!?2:123:126-128 Djege Szenarien miissen nicht notwendigerweise ex-
klusiv sein und es kénnen auch Kombinationen verschiedener Effekte auftreten.!22:124
Eine Konzentrationsabhéngigkeit, welche den dominanten Einfluss bestimmt, kann
auf den ersten Blick widerspriichliche Ergebnisse in Einklang bringen. So kamen
verschieden Studien zu dem FErgebnis, dass das Verhalten bei geringen Konzentra-
tionen auf direkten Interaktionen beruht, bei hoheren Konzentrationen jedoch der

Ausschluss von der Oberfliiche das Verhalten bestimmt.!19:129,130

Glycin

Die Aminosiure Glycin ist der hauptséichliche Osmolyt in Seichtwasser-Wirbellosen.%7

Glycin wechselwirkt direkt mit dem Protein und zeigt eine negative Abweichung
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vom idealen van’t Hoff Verhalten, hat aber dennoch einen stabilisierenden Effekt

auf Proteine.!3!

1.5 Crowding

Untersuchungen an Biomolekiilen erfolgen fiir gewohnlich unter stark verdiinnten
Bedingungen. Reale biologische Systeme weisen jedoch eine Vielzahl an Makromo-
lekiilen (50-400 mg mL~!) auf. Da ein GroBteil des Zellvolumens durch andere Ma-
kromolekiile eingenommen wird, kénnen reale Systeme gewissermaflen als {iberfiillt
bezeichnet werden.'?%!33 Dadurch wird einerseits die Viskositit der Losung erhéht
und andererseits das Volumen, welches dem beobachteten Makromolekiil zugénglich
ist, veringert.!’? Dieses Phinomen wird als makromolekulares Crowding bezeich-
net.134 137 Crowding hat einen signifikanten Einfluss auf die Stabilitdt, Dynamik

und Funktionalitdt von Biomolekiilen.!34:136-145

Die Verringerung des zugénglichen Volumens durch Zugabe eines inerten Makro-
molekiils, aber auch des Biomolekiils selbst (self-crowding), ermoglicht somit die
Erzeugung einer Umgebung, welche den {iberfiillten Zustand der Zelle besser wider-
spiegelt. In der Praxis kommen in der Regel inerte Polymere wie Polyethylenglykol
oder Ficoll zum Einsatz. Dabei muss beachtet werden, dass die zellulire Umgebung
weitaus heterogener aufgebaut ist. So variieren die Makromolekiile des Cytoplasmas
in Grofle, Form und Polaritat der Oberflache. Der Einsatz von Proteinen, wie BSA
oder Lysozym, sowie die Verwendung von Mischungen verschiedener Crowding Sub-
stanzen, erlaubt somit die Erschaffung einer Umgebung, welche die Bedingungen der

Zelle besser widerspiegelt.!!

Fiir die Gleichgewichtskonstante eines Prozesses in Crowding-Umgebung im Ver-

gleich zur Volumenphase gilt:!!146

Ko = Koexp(—AAG®/RT) (1.22)
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Dabei istAAG® = AGY, — AG;, und der Crowding-Koeffizient T'c,:'!146

_— (K0r> _ AAGT _AAH°1 AAS (129

RT R T R
Der Einfluss des makromolekularen Crowdings beruht somit auf entropischen und
enthalpischen Beitrigen.!!

Die durch makromolekulares Crowding verursachten Effekte konnen zum einen durch
die sterische Repulsion aufgrund der Anwesenheit der Crowder-Molekiile erklért wer-
den. Wie Abbildung 1.7 zeigt, wird durch die Anwesenheit dieser Makromolekiile das
dem Biomolekiil zugéngliche Volumen eingeschriankt (excluded volume-Effekt), wo-
durch es zur Stabilisierung kompakter Konformationen kommt und beispielsweise
der gefaltete Zustand eines Proteins gegeniiber dem ungefalteten Zustand stabili-

siert wird. Durch diesen Volumenausschluss steigt auch die effektive Konzentration,

d.h. die Aktivitit des Biomolekiils.!!

Abbildung 1.7: Schematische Darstellung des Prinzips des ausgeschlossenen Volumens.
Durch Anwesenheit der Makromolekiile (rot) sind die blau unterlegten Regionen fiir das
Biomolekiil (violett) unzuganglich (links). Durch eine VergréBerung des Proteins nimmt
das ausgeschlossene Volumen zu (rechts). Abbildung modifiziert nach Referenz.!3®

Der excluded volume-Effekt ist unspezifisch und héngt lediglich von dem einge-

nommen Volumen des Crowder-Molekiils und der Grofie und Form von Biomolekiil
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1.5 Crowding

und Cosolvens ab.!3? Die resultierenden depletion forces verringern die Konforma-
tionsentropie, vor allem diejenige des ausgedehnten ungefalteten Zustandes, und

verschieben das Gleichgewicht in Richtung kompakter Konformationen.!'?

Andererseits miissen ebenfalls enthalpische Beitriage wie Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen beriicksichtigt werden. Anders
als die zuvor erwdhnten Effekte der sterischen Repulsion, hdngen diese enthalpischen
Beitrage sowohl von der Temperatur als auch von der Beschaffenheit der Biomolekiile
und Crowding-Substanzen ab. So kénnen die enthalpischen Beitrige sowohl den ge-
falteten als auch den ungefalteten Zustand eines Proteins stabilisieren. Beispielsweise
verstirkt elektrostatische Abstoflung den entropischen Effekt, wohingegen attrakti-
ve Wechselwirkungen diesem entgegenwirken. Bei der Verwendung von Proteinen
und Zell-Lysaten als Crowding-Substanzen wurde das Verhalten oftmals durch ent-
halpische Effekte dominiert.!4714® Die Effekte des Crowdings sind somit in cellulo
weitaus komplexer und lassen sich nicht ausschliefllich durch den ezcluded volume

Effekt beschreiben.!#®
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2 Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit genutzten Methoden lassen sich in spektroskopische
und Streumethoden einteilen. Im Folgenden soll eine moglichst kurze Erlduterung
dieser Methoden erfolgen, um so eine Einordnung der gezeigten Ergebnisse zu ermoglichen.
Eine detaillierte Beschreibung der Methoden oder gar die Funktionsweise von Mess-

instrumenten und technischer Details sind nicht Gegenstand dieses Kapitels.
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2.1 Streumethoden

2.1 Streumethoden

In Streuexperimenten wird die Streuung von elektromagnetischer Strahlung wie
Licht oder Rontgenstrahlung, aber auch von Materiewellen wie Neutronen, an dem
zu untersuchenden System betrachtet. Die allgemeine Geometrie eines Streuvor-
gangs ist in Abb. 2.1 gezeigt. Der eingehende Strahl mit dem Wellenvektor /50 und
der Energie Ey wird dabei um den Winkel 20 in das Raumwinkelelement AQ) ge-
streut. Gemessen wird die in dieses Raumwinkelelement gestreute Intensitat 1. Der
differentielle Streuquerschnitt g—g stellt eine auf die urspriingliche Intensitdat I/, und

das Raumwinkelelement normierte Form der Intensitéit dar:'©

do  1/AQ
dQ /A

(2.1)

Hierbei ist Ag die Querschnittsfliche des eingehenden Strahls

Fiir den Betrag des Wellenvektors gilt |k| = 27/A. Bei elastischer Streuung ist der
Energieiibertrag AFE = 0, und somit lgo = k1. Damit ergibt sich fiir den Betrag von

Q’:w

Q = |G| = 2|fos|sing = %sine (2.2)
Detektor
A 5 N A -
\rvv@ » Q

ko, Ey X ‘_2_& _______ 20
= i

Probe

Abbildung 2.1: Allgemeines Prinzip der Kinematik eines Streuexperiments (modifiziert
nach Referenz!?).
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2.1.1 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Rontgen- Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-ray scattering, SAXS) ist eine
gingige Methode zur Strukturbestimmung von biologischen Makromolekiilen.0:43:149-153
Sie basiert auf der Streuung von Rontgenstrahlung an den Elektronen des Molekiils.
Die Phasendifferenz der zwischen den an zwei Elektronen am Ort 7 und im Ursprung
des Koordinatensystems gestreuten Strahlung betrégt QF. Die Partialwelle ist somit

proportional zu exp(i@?). Die Integration iiber das Volumen des Atoms liefert den

Atomformfaktor f(Q):*°

£(G) = / p(P)exp(i07)dF (2.3)

Dabei gibt die Elektronendichte p(7) die Anzahl der Elektronen im Volumenelement

dr an.

SAXS an verdiinnten Proteinlosungen

Im Folgenden wird von einer verdiinnten Proteinlosung ausgegangen. Dies heifit, dass
die an verschiedenen Teilchen gestreuten Wellen nicht interagieren. Die Streuinten-

sitdt wird dabei iiber alle Orientierungen gemittelt. Damit ergibt sich die Partikel-

2> (2.4)

Dabei ist N, die Teilchenzahl. Das Integral kann als Summe von Partialwellen

streukurve:!°

1Q) = N, <‘ | pirressiidinan

der Elektronen verstanden werden. Die Elektronendichte p(7) des Teilchens kann
naherungsweise als konstant angesehen werden. Zusétzlich muss die Elektronendich-
te des Losungsmittels p(,) beriicksichtigt werden. Sind beide Groflen gleich gro8,
findet kein Streuprozess statt. Der Formfaktor F' (Q) berechnet sich gem#f:*°

1

F(Q) = v / exp(iQF)d7 (2.5)
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Der intrapartikulare Strukturfaktor P(Cj) wird durch die Mittelung des Formfaktors

iiber alle Orientierungen erhalten:

P(Q) = |F(@Q)I (2.6)

Somit ergibt sich:
1(Q) = NeK*P(Q) (2.7)

In wechselwirkenden Systemen muss zusétzlich der Strukturfaktor S(Q) beriicksichtigt

werden. Dieser ist in wechselwirkenden Systemen #1. Damit ergibt sich:

[(Q) = No K*P(Q)S(Q) (2.8)

Der Strukturfaktor kann unter anderem der Bestimmung von Interaktionspotentia-
len von Proteinen dienen. Durch Fourier-Transformation des Strukturfaktors wird

die Paarkorrelationsfunktion g(r) erhalten.'”

Die Paarabstandsverteilungsfunktion

Die Paarabstandsverteilungsfunktion kann durch Fourier-Transformation von 1(Q)

erhalten werden:!°

o) = s [ 1@ 420 (29)

Die Paarabstandsverteilungsfunktion p(r) spiegelt die Anzahl bestimmter Absténde
der Streuzentren, d.h. Elektronen, wider und liefert somit Hinweise {iber die Struk-

tur des Proteins.!0:43,149,150,154

So unterscheidet sich beispielsweise die Paarabstands-
funktion eines globuldren Proteins signifikant von derjenigen eines hantelférmigen

Proteins. 149150154 p ()

dr ist proportional zur Anzahl der Abstande zwischen r und
r+dr im Molekiil. Der Schnittpunkt mit der r-Achse entspricht dem maximalen Ab-
stand Dy.y der Streuzentren. Praktisch ist es nicht moglich, p(r) direkt als Fourier-
Transformation von I(Q) zu bestimmen. Stattdessen erfolgt die Auswertung durch

indirekte Fourier-Transformation,'%® 17 dabei wird eine Modell-Paarabstandsfunktion,
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welche die Linearkombination orthogonaler Funktionen darstellt, solange variiert, bis
die entsprechende Streukurve (Q) den experimentellen Daten entspricht.'® Weiter-
hin ermoglicht die Paarabstandsverteilungsfunktion die Ermittlung des Gyrations-
radius Rq. Dieser gibt den quadratisch gemittelten Abstand aller Streuzentren vom

Schwerpunkt an:!°

m;R? > R?
R2 — ZZ m; v 17 210
> N (210
Dabei ist R; der Abstand zwischen i und dem Massenschwerpunkt des Proteins und

my. 10

2 r2p(r)dr
RL =20~ ~ 2.11
@ 2f0 p(r)dr ( )

Ab initio Strukturbestimmung

Die ab initio Erzeugung von Strukturmodellen aus experimentellen Streukurven
ermoglicht eine anschauliche Darstellung der Proteinstruktur. Dabei wird eine zuféllige
Anordnung von Dummy-Partikeln angenommen und diese variiert, bis die Streukur-
ve dieser Struktur moglichst gut mit den experimentellen Daten iibereinstimmt. %8159
Da die ein-dimensionale Streukurve keine Informationen iiber die Orientierung enthélt,

werden mehrere Modelle gemittelt.!%°

SAXS an multilamellaren Lipid-Sytemen

Multilamellare Lipiddoppelschichten weisen eine periodische Struktur auf. Daher
kommt es, durch die Beugung der Rontgenstrahlen an den Netzebenen, zur Entste-
hung von Beugungsreflexen, welche als Bragg-Peaks bezeichnet werden. Das Zustan-
dekommen dieser Beugungsmaxima veranschaulicht Abbildung 2.2 A. Die Voraus-
setzung fiir das Auftreten der Beugungsmaxima ist konstruktive Interferrenz. Diese
erfolgt, wenn die Wegdifferenz zwischen den an verschiedenen Gitterebenen reflek-
tierten Wellen ein ganzzahliges Vielfaches der Wellenlinge ) ist.! Dies wird durch

die Bragg Gleichung beschrieben:!

nA = 2dsinf (2.12)
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Q

2
Q/nm*

Abbildung 2.2: Schema zur Herleitung der Bragg-Gleichung (A). Typische Streukurve
von DMPC in der fluiden Phase (B). Longitudinale und transversale Fluktuationen in
multilamellaren Membransystemen (C). Abbildung modifiziert nach den Referenzen.19:6

Abbildung 2.2 B zeigt eine typische Streukurve von DMPC in der fluiden Phase.
Anders als bei einem Kristall wird dabei keine d- Funktion erhalten. Stattdessen
kommt es zu einer Verbreiterung der Peaks und es ist nur eine begrenzte Anzahl
an Reflexen héherer Ordnungen vorhanden, in diesem Fall nur n = 2. Dies ist der
Tatsache geschuldet, dass multilamellare Lipiddoppelschichten keine starren Gebilde
sind. Im Gegenteil sind sie, insbesondere in der fluiden Phase, Fluktuationen der
Schichtdicke unterworfen und zusétzlich treten ebenfalls Undulationen der einzelnen
Doppelschichten auf.?%:51:60-62 Al] dies fiihrt zu einer Verbreiterung der Bragg Peaks,
einhergehend mit einer verringerten Intensitiit.%%! Fiir I(Q)eines multilamellaren

Systems aus Lipiddoppelschichten gilt:°
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1(Q) = F(QS(Q) (2.13)

Hier ist F'(Q) der Formfaktor einer einzelnen Doppelschicht und S(Q) der Struktur-
faktor, welcher aus der raumlichen Korrelation der Doppelschichten resultiert. Fiir
den Strukturfaktor gilt, gemafl Caillé, in der Ndhe des Maximums des Bragg-Peaks
Qp :7000.61

S(Q) x| Q = Qo [T (2.14)

Fiir den so genannten Caillé Parameter n gilt:>%:60:61

QiksT

_ _WQoksT 9.15
"= SrJE.B (2.15)

Dieser Caillé Parameter hingt somit von dem Elastizitdtsmodul K, und dem Kom-
pressionsmodul B der Membran ab. B ist die inverse Kompressibilitdt und beriicksichtigt
die Interaktionen benachbarter Doppelschichten.® Die Reflexe verschwinden somit
geméf (2.14) bei n > 1, d.h. zum einen bei hohen @), Werten und zum anderen
bei geringen Werten von B und K.. Die quadratische Fluktuation des Membran-
zwischenraumes lésst sich aus dem Caillé Parameter und der Schichtdicke d bestim-

men:lﬁl

2
2771D
o = 5
T

(2.16)

Die Caillé Theorie sondiert somit die durch Undulationen verursachte Verbreiterung

von Bragg-Reflexen und ermoglicht die Extraktion mechanischer Parameter.
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2.1.2 Quasielastische Neutronenstreuung (QENS)

Neutronen stellen eine weitere hiufig verwendete Streusonde dar. Neben der Struk-
turaufklirung durch Kleinwinkelstreuung (SANS), erméglichen sie ebenfalls die Un-
tersuchung der Dynamik von Proteinen.'®?7157 Neutronen sind ungeladene subato-
mare Partikel mit einem Spin von % Die Energie der Neutronen ergibt sich aus

deren kinetischer Energie:!°

1 h?
E=-mv = 2.17
2" T N (217)
. . .. h .. . .. . 10
Mit der De Broglie Wellenldinge A = —. Fiir den Energieiibertrag gilt:
muv
R s 2

Die Streuung von Neutronen erfolgt an den Atomkernen und ist anders als bei
Rontgenstrahlung isotrop. Die Neutronenstreuldnge b eines Atoms ist somit von @)
unabhéngig, hiangt unsystematisch vom Atom bzw. Isotop ab und kann auch ein
negatives Vorzeichen besitzen. Ist dies der Fall, ist die gestreute Welle um 180°
phasenverschoben. Zur Bestimmung des differentiellen Streuquerschnitts muss iiber
alle Atome mit ihren unterschiedlichen Isotopzusammensetzungen summiert werden.

Fiir den koh#renten bzw. inkohérenten Streuquerschnitt gilt:°

Oeon = 4Tb2,, = Arb’ (2.19)

coh

mc

Oine = 47h2. = 47 (ﬁ — 52> (2.20)

Fiir H-Atome ist beispielsweise der inkohédrente Streuquerschnitt und somit der in-

168 Der doppelt-

kohérente Streubetrag signifikant grofer als fiir Deuterium-Atome.
differentielle Streuquerschnitt entspricht der Anzahl der Neutronen, welche pro Zeit-
einheit mit dem Energieiibertrag hw in das Raumwinkelelement d€2 gestreut werden.
Er lédsst sich in einen kohédrenten Beitrag S, und einen inkohirenten Beitrag Si..

zerlegen. Deren Anteil wird durch die kohérente bzw. inkohérente Streuldnge ge-
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wichtet.
820' k’l

_ M (2 ) 2 o (O
aQaw - Nk(] (bcthCOh(Q7w) + blnCSIHC<Q7w> (221>

Dabei ist N die Anzahl der streuenden Teilchen. Der typische Verlauf der Streu-
funktion S(Q,w) bei einem bestimmten @-Wert ist in Abbildung 2.3 gezeigt.

Generell lédsst sich das Spektrum in drei Bereiche unterteilen. Im Falle von ela-
stischer Strahlung ist der Energieiibertrag hw = 0. Der elastische Anteil ist so-
mit idealerweise eine Deltafunktion bei hw = 0. Diese ist jedoch immer mit der
Auflésungsfunktion des jeweiligen Instruments gefaltet.!% Quasielastische Streuung
bezeichnet die Streuung von Neutronen bei kleinen Energieiibertrigen bis zu 2 meV

und beruht auf der Wechselwirkung der Neutronen mit diffundierenden Teilchen.!©

S (Qw)

elastische Streuung

inelastische Streuung

quasielastische Streuung

1\

Energielbertrag

Abbildung 2.3: Typischer Verlauf eines QENS-Spektrums bei einem bestimmten Q-
Wert. Gezeigt sind der elastische, der inelastische sowie der quasielastische Anteil der
gestreuten Strahlung. Abbildung modifiziert nach Referenz.1°

Die dynamischen Strukturfaktoren sind die Fourier-Transformierten der Van Hove-

Korrelationsfunktionen!™ G4(7,t) und Gy(7,t):1%17

- 1 o
Seon(Q,w) = P / / Ga(7, 1) @)t qrdt (2.22)

. 1 -
Siel@ ) = 5- / / Go(F. 1) @ g (2.93)

Die intermediiire Streufunktion [y, ist die Ort-Fourier-Transformation von G(7,¢)!™
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bzw. die Frequenz-Fourier-Transformation von S(Q,w) :'™
line(Q, 1) = / G(F,t)e'¥dr (2.24)
@)= = [ Qe 2.29
inc ; a—— ,w)e W .
2T

Die Paarkorrelationsfunktion G4 gibt die Wahrscheinlichkeit an, ein Teilchen am Ort
7" zur Zeit t zu finden, wenn sich ein anderes Teilchen zur Zeit ¢t = 0 am Ort 7= 0
befand. Die Selbstkorrelationsfunktion G¢ hingegen gibt die Wahrscheinlichkeit an,
ein Teilchen am Ort 7 zur Zeit t zu finden wenn sich dieses Teilchen bei t = 0 am
Ort 7= 0 befand. Die Fourier-Transformierte des inkohérenten dynamischen Struk-

turfaktors lasst sich nach Van Hoove aus dem 2. Fickschen Gesetz bestimmen:!™!

Gs(r,t) = exp(—r?/(4Dt)) (2.26)

(4n Dt)3/?

Sine ist eine um w = 0 zentrierte Lorentz-Funktion:'®

1 DQ?

Sine(Q, w) = o W (2.27)

Der Diffusionskoeffizient D kann aus der Q-Abhingigkeit der Halbwertsbreite Aw = 2DQ?

bestimmt werden.!°

Elastische inkohdrente Neutronenstreuung (EINS)

EINS erméglicht die Bestimmung von atomaren Fluktuationen auf der ps- bis ns-
Zeitskala. Bei der elastischen inkohérenten Neutronensteuung wird im Gegensatz zur
quasielastischen Streuung lediglich die, im Rahmen der Energieauflosung des Instru-
mentes, elastisch gestreute Intensitdt gemessen. Ein Vorteil ist dabei die Tatsache,
dass der Betrag der elastisch gestreuten Strahlung weitaus grofler ist, wodurch die
Messzeit verkiirzt wird und auch Instrumente mit vergleichbar geringem Neutro-
nenfluss verwendet werden kénnen.!™ Zusitzlich werden geringere Probenmengen
benotigt. Der Verlust (loss) der elastisch-gestreuten Strahlung und die Zunahme

(gain) der quasielastischen Strahlung sind gleich. Geringfiigige Anderungen der Dy-
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namik in Folge struktureller Anderungen fithren zu einer zentrierten Abnahme der
elastischen Intensitdt, wohingegen die Zunahme der quasielastischen Streuung sich

auf die Seitenfliigel des QENS-Spektrums verteilt.!™

Bei der Untersuchung von Proteinen wird EINS zur Bestimmung der mittleren
quadratischen Verschiebung (englisch: mean squared displacement, MSD) der H-
Atome des Proteins verwendet.!™1™ Da, der inkohérente Streuquerschnitt von H-
Atomen, verglichen mit allen anderen Atomen der Probe, weitaus hoher ist, wird
die gemessene MSD, bei Verwendung von D50 als Losungsmittel, groBtenteils durch

die Dynamik der H-Atome bestimmt.®®

Die elastische Intensitét entspricht der Geometrie der Bewegungen. Fiihren die
H-Atome einer Probe beispielsweise in 100 ps eine Ellipse aus, so entspricht die
Streufunktion derjenigen einer Ellipse. Bei langen Zeiten sind die Positionen r(oo)
nicht mit der Ursprungsposition 7(0) korreliert. Damit ergibt sich fiir die interme-

disre Streufunktion:62166

iuel@.00) = 5= 30| (¢19%) P (229)

k

Innerhalb der Gauss-Niherung ergibt sich fiir die Fourier-Transformation:16:17!

Sine(Q,w = £AE) = Iyexp (—%Q2<u2>) (2.29)

Die MSD kann somit, analog zur Guinier-Ndherung in der Kleinwinkelstreuung,
durch Auftragung von InI gegen Q? ermittelt werden. Die so bestimmte MSD ist die

gemittelte quadratische Verschiebung aller H-Atome in dem jeweiligen Zeitfenster:1¢7

N

() (1) = 5 3 ((t) — r{t))? (230

=1

Der Wert beschreibt also die komplette Amplitude der Bewegung in dem jeweiligen

Zeitfenster und nicht blof eine Verschiebung von der Gleichgewichtsposition.!™

Alle in dieser Arbeit gezeigten EINS-Messungen erfolgten an Instrument IN13

des Institut Laue Langevine (ILL, Grenoble, Frankreich).!”™ Dieses Instrument ist
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2.1 Streumethoden

aufgrund seiner Energieauflosung und des Zuggénglichen ()-Bereiches eines der am
besten geeigneten Instrumente zur Bestimmung der internen Proteindynamik, d.h.

mit geringen Diffusionsbeitrigen.!™

2.1.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Ein zur Quasielastischen Neutronenstreuung analoges Verfahren, mit sichtbarem
Licht als Streusonde, stellt die Dynamische Lichtstreuung (DLS) dar. Dabei wird
die Intensitédt der unter einem festen Winkel 26 gestreuten Strahlung als Funktion
der Zeit gemessen. Bedingt durch die Brownsche Molekularbewegung geloster Teil-
chen ist die gemessene Intensitit Fluktuationen unterworfen.!'®"” Zur Bestimmung
einer Korrelationsfunktion C(7) wird die Intensitat zum Zeitpunkt ¢; zur Zeit ¢; + 7

multipliziert.'?

C(r) = % i () I(t: +7) (2.31)

Bei 7 = 0 ist C(7) = (I?). Mit steigender Zeit nimmt die Korrelation ab und C(7)
entspricht (I)2. Dieser Abfall wird durch die Siegert-Gleichung ausgedruckt:

C(r)

it 1+ Algi (7)) (2.32)

Dabei ist A eine Konstante. Beruht die Korrelationsfunktion lediglich auf Transla-

tionsdiffusion (dies ist der Fall bei kleinen Q-Werten) gilt fiir g;(7):

g1(7) = exp(—=DQ*)T (2.33)

Der Diffusionskoeffizient D kann durch Anpassung der experimentellen Daten er-
mittelt werden. Analog zur Quasielastischen Neutronenstreung ergibt die Fourier-

transformation der Korrelationsfunktion eine Lorentzkurve S(v):

S(v) i/000 g1(7)exp(2mivT)dr (2.34)

:27r
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2.2 Spektroskopische Methoden

Grundlage der Spektroskopie ist die Absorption bzw. Emission elektromagnetischer

Strahlung der Wellenlénge A. Fiir die Energie F gilt:

E=hy= (2.35)

c
A
Wobei h das Plancksche Wirkungsquantum, ¢ die Lichtgeschwindigkeit und v die
Frequenz ist. Besitzen zwei Zustédnde den Energieunterschied AE und die Wellen-
funktionen ¥; und ¥, wird bei Absorption eines Photons der Energie AF der ange-
regte Zustand induziert. Umgekehrt kann bei einem Ubergang von einem angeregten
in einen energetisch tiefer liegenden Zustand die Emission eines Photons der Energie
AFE erfolgen. Ein Ma8 fiir die Wahrscheinlichkeit eines Ubergangs und eine zentrale
Grofe der Spektroskopie ist das Ubergangsdipolmoment ji:*°

i = / W3l dV (2.36)

Hierbei ist fi der Dipolmomentoperator und * kennzeichnet die komplex-konjugierte
Wellenfunktion.

Die Konzentrationsabhéingigkeit der Absorbanz A wird durch das Gesetz von Lam-
bert und Beer beschrieben: ;

A:Igl_—oze-c-d (2.37)

Hier ist € der Extinktionskoeffizient und d die Schichtdicke. Das Lambert-Beer-

Gesetz ermdoglicht somit die Bestimmung der Konzentration einen Chromophors.

2.2.1 FTIR-Spektroskopie

Grundlage der FTIR-Spektroskopie ist die Anregung von Schwingungszustinden
durch die Absorption von IR-Strahlung. Dabei muss sich das elektrische Dipolmo-
ment /i,y wihrend der Schwingung dndern.? Das einfachste Modell zur Beschreibung
von Molekiilschwingungen ist das Modell des harmonischen Oszillators. Dabei sind

Atome der Masse m durch eine Feder mit der Federkonstante k& verbunden. Fiir die
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2.2 Spektroskopische Methoden

Energie des harmonischen Oszillators gilt:*°

1
E, = hy (1/ + 5) (2.38)

mit »=0,1,2,3.. als Schwingunsquantenzahl. Fiir die Eigenfrequenz des Ostzillator v

gilt:10

=—4/— 2.39
Vo o\ 1 ( )

my - Mmao .
als reduzierter Masse.

mit u =
a my + Mo

Der harmonische Oszillator eignet sich jedoch nur bedingt zur Beschreibung realer
Molekiile, da weder Abstoffungen noch mogliche Molekiildissoziationen beriicksicht
werden. Ein weitaus realistischeres Modellpotential ist das Morse-Potential. Dabei
handelt es sich um eine asymmetrische Potentialkurve in welcher die Absténde der
Energieniveaus nicht mehr dquidistant sind.'® In Abbildung 2.4 sind beide Potenti-

alkurven gegeniiber gestellt.

A A EDiss
v=7
v Q _~
4 4 /
C C
LL] L
v=0 v=0
Abstand - Abstand -

Abbildung 2.4: Potentialkurven des harmonischen Oszillators (links) und des Morse-
Potentials (rechts). Abbildung modifiziert nach Referenz.'®

In einem FTIR-Spektrometer wird das Spektrum als Funktion der Wellenzahl v
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durch die Fouriertransformation eines Interferograms erhalten.'’
I(z) = /OO A(D)[1 + cos(2mvx)|d (2.40)
0
Die Interferogramm-Funktion F'(x) ist durch (2.41) gegeben:!°
Flz) = I(z) — I(00) = / " A(5)cos(2rpa)d (2.41)
0
Fourier-Transformation liefert die Absorbanz als Funktion der Wellenzahl:'°
Ap) =4 /OO F(z)cos(2mvz)dx (2.42)
0

FTIR-spektroskopische Untersuchung von Proteinen

Die relevanteste Absorptionsbande bei der FTIR-spektroskopischen Untersuchung
der Sekundirstrukturen von Proteinen ist die Amid-I-Bande zwischen 1700 cm™!
und 1600 cm ™!, welche bei der Verwendung von D,O als Losungsmittel als Amid-
I’-Bande bezeichnet wird.!”® 187 Die Bande beruht gréfitenteils auf der C=0 Streck-
schwingung des Peptidriickgrats mit geringem Anteil (<20%) der NH-Biege-Schwingung.1%17
Die Bandenposition héangt somit von der Natur der H-Briicken zwischen den C=0

und NH-Gruppen des Proteinriickgrats ab.!™ Die Abhingigkeit der Amid-I-Bande

eines Proteins von dessen Sekundérstruktur ist somit der Tatsache geschuldet, dass
unterschiedliche Sekundérstruktur-Elemente unterschiedliche Wasserstoftbriicken-Muster
aufweisen. Beispielsweise sind die Wasserstoftbriicken in g-Faltblattstrukturen weitaus
stirker als jene in a-Helices.!™ Starke H-Briicken verringern die Elektronendichte der

Carbonylbindung, wodurch die Kraftkonstante kleiner wird und sich somit geméaf

Gleichung (2.39) auch die Wellenzahl der Schwingung verringert.

Die experimentell erhaltene Amid-I-Bande ist eine Superposition von Subbanden

der verschiedenen Sekundéirstrukturelemente, welche spektral nicht aufgelost sind.*™
Die Auflésung der Subbanden kann durch Fourier-Selbstentfaltung und Bildung der

zweiten Ableitung der Amid-I-Bande erfolgen.!78181,183,185,186

Die Zuordnung der Subbanden zu bestimmten Sekundérstrukturelementen beruht
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2.2 Spektroskopische Methoden

auf Normalkoordinatenanalysen oder der Vermessung synthetischer Modellpeptide
bzw. Proteine mit bekannter Struktur.!® Diese Zuordnung ist nicht immer unpro-
blematisch, weshalb die erhaltenen Ergebnisse einer Sekundérstrukturanalyse bei-
spielsweise mit Kristallstrukturdaten abgeglichen werden sollten. Unter der Vorrau-
setzung, dass sich der molare Extinktionskoeffizient der C=0O-Streckschwingungen
der einzelnen Sekundérstrukturen nicht signifikant unterscheidet, héangt die spek-
trale Intensitdat der Subbanden vom Anteil der jeweiligen Sekundérstruktur ab. Der
prozentuale Flichenanteil einer Subbande an der Fliche der Amid-I-Bande ist zum

Anteil des Sekundérstrukturelementes proportional.!™

In dieser Arbeit wurden stets sowohl die zweite Ableitung als auch das selbstenfaltete

Spektrum zur Bestimmung der Subbandenpositionen verwendet.

Eine weitere relevante Bande bei der IR-spektroskopischen Untersuchung von Pro-
teinen ist die Amid-II- bzw. Amid-IT’-Bande. Diese ermoglicht beispielsweise die

Untersuchung des HD-Austauschs eines Proteins in DyO.179:188

2.2.2 Fluoreszenz-Spektroskopie

Fluoreszenz bezeichnet die Emission elektromagnetischer Strahlung nach Absorption
von Strahlung der Wellenldnge \. Der Prozess der Fluoreszenz kann in einem so

genannten Jablonski-Diagramm (siehe Abbildung 2.5) veranschaulicht werden.!0:18

Die Anregung eines Fluorophors erfolgt durch die Absorption eines Photons. Da-
durch geht der Fluorophor aus dem Schwingungsgrundzustand des elektronischen
Grundzustands S in einen angeregten Schwingungszustand des angeregten Zustan-
des S; iiber. Die Relaxion in den Grundzustand kann nun auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Zunéchst erfolgt eine interne Umwandlung (internal conversion, IC) in den
Zustand S;. Bei der Deaktivierung durch Fluoreszenz geht der Fluorophor in einen
angeregten Schwingungszustand des elektronischen Grundzustandes iiber, wodurch
es zu einer Verschiebung des Emmisionslichtes hin zu hoheren Wellenldngen, vergli-

chen mit dem Absorptionslicht, kommt.

Weiterhin kann die Deaktivierung durch einen strahlungslosen Energietransfer auf

einen weiteren Fluorophor erfolgen. Das Verhéltnis der emittierten Intensitéit Iy zur
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absorbierten Intensitit Iy wird als Fluoreszenz-Quantenausbeute Qr bezeichnet:!°

Qr = 1 (2.43)

A

Eine weitere Form der Deaktivierung ist der Forster-Resonanzenergietransfer (FRET).
Dabei erfolgt eine strahlungslose Ubertragung der Energie des angeregten Donors
auf einen Akzeptor-Fluorophor, wodurch dieser angeregt wird und seinerseits Fluo-
reszenzlicht emittieren kann. Voraussetzung dafiir ist ein Mindestabstand von etwa
8 nm sowie eine spektrale Uberlappung zwischen dem Fluoreszenzspektrums des

Donors und dem Absorptionsspektrum des Akzeptors.!%!89

Donor Akzeptor

S, Al FRET

(ERRERRRRRRNRRRRRY. =

So

Abbildung 2.5: Energie-Schema des Fluoreszenzvorgangs (Jablonski-Schema). Gepunk-
tete Pfeile kennzeichnen einen strahlungslosen Energieiibertrag. Abbildung modifiziert
nach Referenz.1?

Das Emmisionsspektrum ist, verglichen mit dem Absorptionsspektrum, rot-verschoben.
Diese Rotverschiebung des Emmisonspektrums héngt von der Polaritiat der Umge-
bung des Fluorophors ab und beruht auf der Wechselwirkung der Dipolmomente
des Losungsmittels mit dem des Fluorophors. Diese sind zunéchst antiparallel aus-
gerichtet. Im Zuge der Anregung des Fluorophors durch Absorption eines Photons
andert sich dessen Dipolorientierung. Dadurch wird eine Umorientierung der Dipol-
momente der Losungsmittelmolekiile verursacht. Dies fiihrt zu einer Absenkung der

Energie des S; Zustands. Nach erfolgter Relaxation befindet sich das Fluorophor wie-
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der im Grundzustand. Die Losungsmitteldipolmomente miissen sich jedoch erneut
umorientieren. In unpolaren Losungsmitteln fillt diese Rotverschiebung weitaus ge-
ringer aus.'%189 Somit ist die Fluoreszenz von der Polaritéiit der Umgebung des Fluo-
rophors abhéngig. Aufgrund dieser Abhéngigkeit eignet sich die Fluoreszenzspek-
troskopie, um Polaritdtsanderungen der Umgebung von intrinsischen oder extrin-
sischen Fluorophoren, beispielsweise im Zuge von strukturellen Anderungen oder

Phaseniibergéingen, zu verfolgen.'%1%9

Intrinsische Tryptophan-Fluoreszenz von Proteinen

Die intrinsische Fluoreszenz von Proteinen beruht auf dem Vorhandensein von aro-
matischen Aminosédure-Seitenketten, d.h. Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin.
Die Fluoreszenzquantenausbeute des Tryptophans ist am hochsten, weshalb die
Fluoreszenz des Tryptophans dominiert.!%!8%19 Die Fluoreszenzeigenschaften des
Tryptophans werden stark durch die Polaritdt der Umgebung beeinflusst, da das

Dipolmoment von Tryptophan vergleichsweise hoch ist.!%

In nativen Proteinen befindet sich Tryptophan, bedingt durch seine hydropho-
be Natur, in den meisten Féllen in einer hydrophoben Umgebung. Es ist somit
fiir gewohnlich komplett oder teilweise in Richtung des hydrophoben Inneren des
Proteins orientiert, bzw. befindet sich an der Grenzfliche oligomerer Proteine.!90:191
Kommt es im Zuge von Anderungen der Quartér- und Sekundirstruktur zu struktu-
rellen Anderungen, konnen diese mit einer Anderung der Umgebung des Tryptophan-
Restes einhergehen. So befindet sich das Emissionsmaximum der Tryptophanfluo-
reszenz gewohnlich bei circa 335 nm, wenn es zum Wasser exponiert ist jedoch bei

circa 355 nm, 190,192

Extrinsische Fluorophore zur Untersuchung von Protein- und Lipidsystemen

Neben der Fluoreszenzuntersuchungen intrinsicher Fluorophore ist auch die Untersu-
chung von extrinsichen Fluorophoren, welche nicht kovalent an das zu untersuchende
Biomolekiil binden, moglich. In dieser Arbeit wurden die Fluorophore 8-Anilino-1-
naphthalenesulfonic acid (ANS) und Laurdan verwendet. Die Strukturformeln dieser

Fluorophore sind in Abb. 2.6 gezeigt.
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I /[ j |
N
0=—S=——0 HN OO ~

ANS Tardan.

Abbildung 2.6: Struktur der Flurophore ANS und Laurdan.

ANS

ANS wird zur fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von Proteinen verwendet.
Dieses Fluorophor zeichnet sich dadurch aus, dass es an hydrophobe Bereiche des
Proteins bindet.'®%1% Diese Bindung fithrt zu einer erhthten Quantenausbeute sowie
zu einer Verschiebung des Emissionsmaximums hin zu héheren Wellenlédngen. Die
Bindung beruht auf der Bindung der Naphtalin- bzw. Annilin-Funktionalitéiten in
hydrophobe Kavitdten und wird héufig zusétzlich durch ionische Wechselwirkungen

der Sulfonatgruppe mit positivgeladenen Aminosiuren stabilisiert.?3

Laurdan

Laurdan kommt bei der fluoreszenzspektroskopischen Untersuchung von Membranen
zum Einsatz. Dabei wird es so in die Membran eingebaut, dass sich die aromatische
Gruppierung auf Hohe der Glycerolgruppierung befindet.!941% Die Fluoreszenzei-
genschaften des gebundenen Fluorophors hiangen folglich von der Polaritéit dieser
Umgebung ab. Dadurch kénnen sowohl die Anderungen der Membranhydratisierung,
als auch die Zugénglichkeit dieser Region fiir Wassermolekiile untersucht werden. So
verschiebt sich beispielsweise im Zuge des Phaseniibergangs von der Gel-Phase zur
fluiden Phase das Emissionsmaximum von 440 nm hinzu 490 nm. Die generalisierte

Polarisation (GP) ergibt sich aus den jeweiligen Fluorezsenzintensititen:19419

Lya0 — Lago
GP=———"" 2.44
Ty40 + Lag0 ( )
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3 Einfluss von osmotischem und
hydrostatischem Druck auf
multilamellare Lipidmembranen in
Anwesenheit von PEG und

Trehalose

Teile der hier gezeigten Daten wurden publiziert in:
Samy R. Al-Ayoubi, P. K. F. Schinkel, M. Berghaus, M. Herzog and R. Winter,
Soft Matter, 2018, 14, 8792-8802.
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3.1 Einleitung

54,161,194,197-203 58,59,63,153,204-210

Der Einfluss von sowohl osmotischem als auch hydrostatischem
Druck auf Modellbiomembranen wurde bereits umfassend untersucht. Dennoch gibt
es nur wenige Studien, welche sich mit den kombinierten Effekten dieser beiden Fak-
toren auf Membransysteme beschéftigen. Allgemein verringert osmotischer Druck
die Hydratation eines Biomolekiils, wohingegen hydrostatischer Druck den gegentei-
ligen Effekt hat.5®2'! Hydrostatischer Druck bevorzugt den Zustand des geringsten
Volumens und sondiert somit Dichteunterschiede. Diese Volumenénderungen kénnen
zum einen durch konformationelle Anderungen (Anderungen der Packung) und zum
anderen durch Hydratationsiinderungen verursacht werden.*"?!! Der Einfluss von os-
motischem Druck beruht auf der Entfernung von Wassermolekiilen vom Biomolekiil

bedingt durch die Anwesenheit der osmotisch aktiven Verbindung und die damit

verbundene verringerte Aktivitat des Wassers.?!!

Im Rahmen der biologischen Evolution entwickelten extremophile Organismen
diverse Strategien, um unter extremen Umweltbedingungen, wie Austrocknung, ex-
tremen Temperaturen, oxidativem Stress oder osmotischem und hydrostatischem
Druck iiberleben zu koénnen. Eine verbreitete Methode, schidliche Einfliisse die-
ser Stressfaktoren auszugleichen, ist eine erhthte Biosynthese von Osmolyten.%® Zu
den physiologisch relevanten Osmolyten zéhlen unter anderem Kohlenhydrate und
Zucker.%” Insbesondere das Disaccharid Trehalose scheint dabei, verglichen mit an-
deren Dissacchariden, besondere Eigenschaften aufzuweisen.®0 Der stabilisierende
Effekt von Trehalose auf Biomolekiile und Mikroorganismen gegen Stressfaktoren
wurde sowohl in vivo als auch in vitro in diversen Studien gezeigt.®” 2 Ein Grof-
teil dieser Studien beschrankt sich jedoch auf die Stressfaktoren Temperatur und
besonders Austrocknung.

93-98 90,99

Jedoch zeigen sowohl Hefe-Zellen als auch Escherichia coli-Bakterien eine
erhohte Trehalose-Synthese bei erhohtem osmotischen bzw. hydrostatischem Druck.
Auch die Larve der mexikanischen Fruchtfliege reagiert auf Druckapplikation mit
einer erhéhten Synthese des Enzyms Trehalose-6-Phosphat-Synthase.!%C Weiterhin

wurde gezeigt, dass Trehalose zur Osmoadaption in Mikroorganismen des Tiefsee-
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Hydrothermalfeldes Theya beitriigt.!9? Gleiches gilt fiir das Archacon Halorhabdus
tiamatea, welches in Tiefsee Salzseen lebt und dadurch sowohl hydrostatischem als
auch osmotischem Druck ausgesetzt ist.'%! Somit scheint Trehalose in der Natur
Organismen nicht ausschliellich gegen Austrocknung und extreme Temperaturen,

sondern auch gegen osmotischen und hydrostatischen Druck zu stabilisieren.

In der Literatur werden verschiedene Wechselwirkungsszenarien zwischen Treha-
lose und biologischen Membranen diskutiert. Einerseits wurde der Ausschluss von

t. 1187121 Apndererseits aber auch eine

Trehalose von der Membranoberfliche beobachte
direkte Interaktion, namentlich die Interkalation von Trehalose zwischen die polaren
Kopfregionen der Membran, wird berichtet.8107 114 Der Austausch von Wassermo-

YHULUIT ynd der Einschluss

lekiilen gegen Trehalosemolekiile (water replacement

)25 wer-

von Wasser zwischen dem Biomolekiil und Trehalose (water entrapment
den ebenfalls diskutiert. Bei hohen Trehalose-Konzentrationen scheinen ebenfalls
Vitrifikations-Effekte aufzutreten. Dabei wird das Biomolekiil durch die Bildung ei-

ner amorphen Glasmatrix vor schiidlichen mechanischen Einfliissen geschiitzt. 267128

Zusétzlich ist zu beachten, dass auch Kombinationen der erwdhnten Interaktions-
szenarien moglich sind.'?® So kann beispielsweise die Interkalation von Trehalose-
Molekiilen mit dem Austausch von Wasser-Molekiilen einhergehen. Der dominie-
rende Effekt scheint dabei auch von der Trehalose-Konzentration abzuhéngen. So
wurde eine direkte Interaktion zwischen Trehalose und der Lipidmembran bei gerin-
gen Trehalose-Konzentrationen beobachtet. Bei hoheren Konzentrationen scheinen
die beobachteten Effekte hingegen durch den Ausschluss der Trehalose-Molekiile von
der Membran verursacht zu sein.'%12%139 Ayg diesem Grund wurden in dieser Stu-
die, um einen moglichst umfassenden Konzentrationsbereich abzudecken, Trehalose-

Konzentrationen zwischen 0.15 M (= 5wt.%) und 1.4 M (= 53 wt.%) untersucht.

Auch in vivo wurde, in Abhéngigkeit von den jeweiligen Umweltbedingungen, eine
grofle Spannbreite an Trehalose-Konzentrationen beobachtet. Beispielsweise enthal-
ten Hefe-Zellen unter optimalen Wachstumsbedingungen lediglich geringe Mengen
an Trehalose. Im Zuge einer Hitzebehandlung steigt der Trehalose-Anteil jedoch auf
auf 1 g Trehalose pro 1 g Protein.?'2 Weiterhin fiihrten Trehalose-Konzentrationen

iiber 0.12 M zu einer gesteigerten Austrocknungstoleranz in S. cervisiae mit einem
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Maximum bei einer Trehalose-Konzentration von 0.5 M.?!3 In Zysten des Salzkrebses
betragt der Trehalose-Gehalt 15 % des Trockengewichts, dies entspricht 0.15 M im
hydratisiereten Zustand.?'# Das erhéhte Vorkommen von Trehalose in dehydrierten
Organismen untermauert die Relevanz, auch hohe Konzentrationen am Rande der

Loslichkeitsgrenze zu untersuchen.

Im Rahmen dieses Projektes sollten die kombinierten Effekte von hydrostati-
schem und osmotischem Druck auf die Struktur und die mechanischen Eigenschaf-
ten multilamellarer Vesikel auf DMPC-Basis untersucht werden. Osmotischer Druck
wurde dabei durch die Zugabe des inerten Polymers Polyethylenglycol mit einer
Molmasse von 20000 Dalton (PEG 20000) erzeugt. Dabei kam die Methode der
Rontgenkleinwinkel-streuung (SAXS) zum Einsatz. Diese Methode ermdglicht die

152,153,206,215-217

Aufklarung der Struktur sowie von Phasenkoexistenz, aber auch von

mechanischen Eigenschaften und Fluktuationen der Membran,5%198,199,2187222 Tyjq
erhaltenen Ergebnisse wurden durch Messungen der Laurdan-Fluoreszenz und ka-
lorimetrische Messungen ergénzt. Diese ermdglichten zum einen Riickschliisse iiber
den Einfluss von Trehalose auf die Hydratation und Kettenordnung der Membran

und zum anderen Erkenntnisse iiber den Einfluss von Trehalose auf durch Druck

bzw. Temperatur induzierte Phaseniibergénge.
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3.2 Material und Methoden

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien zeigt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Bezugsquelle
DMPC Avanti Polar Lipids (Alabasta, AL, USA)
Trehalose Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

PEG 20000 Sigma Aldrich(Steinheim, Deutschland)

3.2.1 Probenpraparation
SAXS

Zunéchst wurde die benotigte Menge DMPC in Chloroform gelost und anschliefend
im Stickstoffstrom verdampft. Dabei sollte ein moglichst gleichméfiiger Film an der
Gefiwand erzeugt werden. Anschlieend wurden mogliche Chloroformreste iiber
Nacht im Vakuum entfernt. Im Anschluss daran wurde das Lipid in Wasser bzw.
einer Trehalose- oder PEG-Losung geldst und fiir 20 min bei einer Temperatur von
50 °C fiir 20 min einer Ultraschallbehandlung unterzogen, griindlich durchmischt und
in fliisssigem Stickstoff eingefroren. Darauf folgten fiinf Zyklen bestehend aus fiinf-
miniitigem Einfrieren und zehn-miniitigem Aufwérmen bei 50 °C und griindlicher
Durchmischung. Die Proben wurden mindestens 12 Stunden vor jeder Messung im

Kiihlschrank gelagert. Die Lipidkonzentration betrug 20 wt.%

Laurdan-Fluoreszenz

Die Préaparation der Proben fiir die Fluoreszenz-spektroskopischen Messungen er-
folgte analog. Jedoch wurde hier eine Lipidkonzentration von 3 mg mL~! verwendet.
Zusétzlich wurde Laurdan in Chloroform gelést und zu der Chloroform-Losung des

Lipids gegeben. Das molare Verhéltnis des Lipids zu Laurdan betrug 500:1.
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3.2.2 Experimentelle Durchfiihrung und Datenbearbeitung
SAXS-Messungen

Druckabhéngige SAXS-Messungen wurden an der Beamline ID02 der ESRF (Gre-
noble, Frankreich) durchgefiihrt. Die Energie der Strahlung betrug 16 keV und der
Abstand zwischen Probe und Detektor 2.4 m. Die Messungen erfolgten in einer von
Dr. C. Krywka entwickelten Hochdruckzelle.”™ Die Messzeit betrug 0.2 s. Zusitzlich
erfolgten Messungen am SAXSess mc? Instrument der Firma Anton Paar. Die Po-
sitionsbestimmung der Bragg-Reflexe erfolgte nach Subtraktion des Hintergrundes
bei entsprechendem Druck. Die Schichtdicke d wurde geméfl der Bragg-Gleichung

aus dem (Q-Wert am Maximum des Reflexes bestimmt.

d= n% (3.1)

Weiterhin wurden die Daten gemif der modifizierten Caillé-Theorie ausgewertet,®!

womit der Caillé Parameter bestimmt wurde:

QT

n= StVK.B (3.2)

Hier sind K. und B der Biege- bzw. Kompressionsmodul. Der Caillé-Parameter

enthélt somit Informationen iiber die mechanischen Eigenschaften der Membran.

Die Fluktuationen ¢ des Membranenzwischenraumes ergibt sich gemsf:!6!

o? = (3.3)

Die Auswertung geméfl der modifizierten Caillé-Theorie erfolgte mit Hilfe des von

O. Glatter entwickelten Programms GIFT des PCG Software Pakets.!?¢

Laurdan-Fluoreszenz

Fluoreszenz-Spektroskopie Messungen erfolgten an einem Multifrequency Cross-Correlation
Phase and Modulation Fluorometer K2 der Firma ISS (Champaign, IL, USA) in ei-

ner ebenfalls von ISS bezogenen Hochdruckzelle.
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3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

Die Anregungswellenlédnge fiir die Laurdan-Fluoreszenz war 390 nm. Das Emissions-
maximum von in die Membran eingebautem Laurdan héngt vom Hydratisierungs-
grad der Membran ab. Aus diesem Grund wurde die Generalisierte Polarisation G P
bestimmt: 194196

Lya0 — Lago
GP = ——— 3.4
Ty40 + Ly90 (3:4)

Hier ist I, die Fluoreszenzintensitiat bei der Wellenldnge .

Dampfdruckosmometrie

Die Bestimmung der Osmolalitdt (Molalitét der osmotisch aktiven Teilchen) Osm
von PEG- und Trehalose-Losungen erfolgte an einem Wescor VAPRO 5600 Dampf-
druck Osmometer (ELITechGroup, Logan, UT, USA). Die Kalibrierung des Os-
mometers erfolgte vor jeder Messserie durch Standardlosungen des Herstellers. Die

Bestimmung des osmotischen Drucks 7 bei T = 35 °C erfolgte gemaf3:!!
7 =0sm - pRT (3.5)

Die Dichte p der Losungen wurde dabei durch eine Feinwaage bestimmt.

Kalorimetrie

DSC-Messungen erfolgten an einem Q20 Kalorimeter der Firma TA Instruments
(New Castle, DE) mit einer Heizrate von 1 °C s™'. PPC(pressure perturbation ca-
lorimetry)-Messungen erfolgten an einem VP DSC Mikro-Kalorimeter der Firma
MicroCal (Northhampton, MA, USA). Dabei erfolgten jeweils 4 Messungen: Wasser
gegen Wasser, Wasser gegen Trehalose-Losung, Trehalose-Losung gegen Trehalose-
Losung und Probe gegen Trehalose-Losung. Durch Integration der Wéarmeénderung
wéhrend eines Drucksprungs von circa 5 bar dQ,e,/dp wurde Q. (T') erhalten. Die
Bestimmung des thermischen Ausdehnungskoeffizienten bei einem konstanten Volu-

men ay erfolgte gemif:?23

AQI‘G}V
ay = _TVAp (36)

o4



3.3 Ergebnisse und Diskussion

Die relative Volumeniinderung wihrend des Ubergangs AV/V kann durch Integra-

tion von «(T') erhalten werden.??3:224

3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Osmotischer Druck von Trehalose- und PEG- Losungen

I 1T T 17T 7T 17 7T 717 I T I T I T I
A 120 | ® Trehalose — B
® Trehalose + 15 wt.% PEG 25

ideales van't Hoff-Verhalten B 4

100

80

60

7/ bar

40

20

] 1 ] 1 ] 1 ]
0 10 20 30

Clrn I'M Corc [ wt.%

00 03 06 09 12

Abbildung 3.1: Osmotischer Druck von Trehalose und PEG Losungen. Die rote Linie
kennzeichnet das ideale van't Hoff-Verhalten von Trehalose. Die violetten und blauen
Linien dienen der optischen Orientierung.

Abbildung 3.1 zeigt den osmotischen Druck von Trehalose- und PEG-Lésungen so-
wie den von Mischungen beider Substanzen. Die erhaltenen Ergebnisse stehen gut
mit Literaturdaten im Einklang. Beispielsweise wurde hier fiir 1 molal (entspricht
etwa 0.7 M) Trehalose eine Osmolalitdat von 1041 mOsm bestimmt, wiahrend in der
Literatur ein Wert von geringfiigig iiber 1000 mOsm beschrieben wird.??®> Trehalose
befolgt das ideale van’t-Hoff-Verhalten (7 = ¢RT') bis zu eine Konzentration von
0.3 M. Bei héheren Konzentrationen wurde, im Einklang mit Literaturdaten'® eine

positive Abweichung vom idealen Verhalten beobachtet.
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3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

Allgemein wurde postuliert, dass vom Biomolekiil ausgeschlossene Osmolyte, wie
TMAOQO, eine positive Abweichung vom idealen Verhalten zeigen, wohingegen bei-
spielsweise Harnstoff, welcher direkt mit dem Protein wechselwirkt, eine negative
Abweichung zeigt.™

Auch die fiir PEG 20000 erhaltenen Werte stehen mit Literaturdaten im Einklang.
Beispielsweise wurde bei 25 wt.% ein osmotischer Druck von m = 15.7 bar bestimmt,
wohingegen ein Wert von 13-14 bar in der Literatur beschrieben wurde.??%

In Mischungen von PEG und Trehalose sind die Effekte nicht additiv sondern

verstarkend.

3.3.2 Einfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf

die Struktur multilamellarer Membranen

Abbildung 3.2 A zeigt die druckabhéingige Entwicklung der SAXS-Streukurven mul-
tilamellarer DMPC-Vesikel in der fluiden Phase bei 35 °C. Die Bragg-Reflexe erster
und zweiter Ordnung liegen bei @Q ~1 nm~! und Q ~ 2 nm~!. Der Phaseniibergang
in die Gelphase erfolgt zwischen 400 bar und 800 bar und fiihrt zu einer Verschiebung
der Bragg-Reflexe zu geringeren ()-Werten.

Die korrespondierenden lamellaren Schichtdicken zeigt Abbildung 3.2 B. So wur-
de bei 1 bar und 35 °C, vereinbar mit Literaturdaten,?”® ein Wert von d = 6.25
nm bestimmt. Bereits bei geringer Druckerhohung ist eine Zunahme der lamellaren
Schichtdicke zu beobachten. Dies ist durch die druckinduzierte Zunahme der Ket-
tenordnung zu erkliren.®® Zwischen 600 bar und 800 bar findet der Phaseniibergang
in die P-Phase, deren wellige Uberstruktur zu einer Zunahme der Schichtdicke auf
7 nm fiihrt, statt.?’® Eine erneute Abnahme der Schichtdicke auf 6.5 nm erfolgt
zwischen 2000 bar und 3000 bar. Dies ist auf den Gel-Gel-Phaseniibergang in die

L%—Phase zuriick zu fiihren.

Eine Veranschaulichung der beschriebenen Phaseniibergénge gewéhrt das Pha-
sendiagramm in Abbildung 3.2 C. Alle druckabhéngigen Messungen wurden entlang
der roten Linie, d.h. bei 35 °C, durchgefiihrt.
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Abbildung 3.2: Druckabhingige SAXS-Streukurven multilamellarer DMPC-Vesikel (A).
Druckabhingige Entwicklung der lamellaren Schichtdicke von DMPC bei 35 °C (B).
Temperatur-Druck-Phasendiagramm von DMPC in Exzess Wasser (C). Die in dieser
Studie durchgefiihrten Messungen erfolgten entlang der roten Linie. Die Phasengrenze
des L, — Pg Ubergangs wurde aus Referenz®® entnommen, diejenige des Pg — L aus
den Ergebnissen dieser Studie.

Die druckabhéngigen SAXS-Streukurven in Anwesenheit von PEG 20000 sind in
Abbildung 3.3 A gezeigt. Der durch Zugabe von PEG generierte osmotische Druck
fithrt zu einer erhohten Intensitit der Bragg-Reflexe und somit zu einer erhchten

lamellaren Ordnung.

AuBlerdem verschiebt sich die Position der Bragg-Reflexe mit steigender PEG-
Konzentration hin zu héheren Q)-Werten und somit zu geringeren d-Werten. Dies ist

eine Folge der Entfernung von Wasser aus den Membranenzwischenrdumen durch
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3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

den Ausschluss des hydrophilen Polymers aus dem Intermembran-Raum.

Interessanterweise wurde fiir beide PEG-Konzentrationen in der Gelphase ein
Bragg-Reflex bei Q =~ 0.5nm™! beobachtet. Die Position dieses Reflexes verschiebt
sich mit steigendem Druck, im Gegensatz zur Position der anderen Peaks, zu grofieren
QQ-Werten, d.h. kleineren lamellaren Abstinden. In Anwesenheit von 30 wt.% PEG
ist dabei ebenfalls der korrespondierende Bragg-Reflex dritter Ordnung (n = 3)
bei @ ~ 1.65 nm~! ersichtlich. Bedingt durch die Uberlappung mit anderen Peaks
ist eine eindeutige Zuordnung dieses Peaks zu einer bestimmten Lipidphase nicht
moglich. So treten Reflexe dritter Ordnung in lamellaren, aber auch in hexagonalen

Phasen auf.! Eine lamellare Phase ist in diesem Fall jedoch die wahrscheinlichste.

DMPC DMPC + 15 wt.% PEG
T T | T T T
A 1 bar B 1 bar
= 800 bar e 300 bar
b 5000 bar 10° [ b 5000 bar| —
3 C ]
510 S
© ©
10

@]

1 bar ]
e 800 bar
——5000 bar||

Abbildung 3.3: SAXS-Streukurven multilamellarer DMPC-Vesikel (20 wt.%) bei 35 °C
im Druckbereich von 1 bar bis 5000 bar in der Anwesenheit von 15 wt.% und 30 wt.%
PEG 20000.

o8



3.3 Ergebnisse und Diskussion

Den Effekt von osmotischem Druck auf die Schichtdicke d zeigt Abbildung 3.4.
Zunichst wurde der Einfluss von osmotischem Druck auf die multilamellare Schicht-
dicke bei Umgebungsdruck untersucht. Dazu wurden verschiedene PEG-Konzen-
trationen vermessen. Die Abbildungen 3.4 A und B zeigen den interlamellaren Ab-
stand d als Funktion der PEG-Konzentration (A) und des entsprechenden osmoti-

schen Drucks der Losungen (B). So nimmt d mit steigendem osmotischen Druck von

6.25 nm auf 5.5 nm bei m = 23.4 bar ab.

Die druckabhéingige Entwicklung der lamellaren Schichtdicke d in Anwesenheit
von 15 wt.% und 30 wt.% PEG ist in den Abbildungen 3.4 D und E gezeigt. Die
Anwesenheit von 15 wt.% PEG fiihrt zu einer Verringerung der lamellaren Schicht-
dicke in der fluiden Phase sowie in beiden Gel-Phasen. Weiterhin verschwindet der
Gel-Gel Phaseniibergang mit steigender PEG-Konzentration. So ist dieser in Anwe-
senheit von 30 wt.% PEG schlieflich komplett verschwunden. Stattdessen wurde die
Koexistenz von drei Gelphasen beobachtet, welches aus der Aufspaltung der Bragg-
Reflexe ersichtlich wird. Diese Aufspaltung ist besonders in den Reflexen zweiter
Ordnung ersichtlich. Dort finden sich Reflexe bei Q ~ 2.1 nm™!, Q ~ 2.3 nm~! und
Q ~ 2.6 nm~!. Diese Positionen entsprechen Schichtdicken von d = 5.8 nm, 5.3 nm
und 4.75 nm. Diese d-Werte weden im Grofien und Ganzen nicht durch eine weitere

Druckerhohung beeinflusst.

Die sehr geringe Schichtdicke von 4.75 nm kann unter anderem durch eine stark de-
hydratisierte Gelphase, oder aber durch eine sogenannte interdigitated Phase erklért
werden. Diese ineinandergreifenden Phasen treten nur im Zuge der Druckapplikation
auf, konnten aber lediglich bei Phospholipiden mit einer Acylkettenldnge von iiber

16 C-Atomen, d.h. nicht fir DMPC, beobachtet werden.?27-228

Die berechneten Schichtdicken, welche dem Reflex bei Q ~ 0.5nm ™! zuzuordnen
sind, zeigt Abbildung 3.4 D. Fiir beide PEG-Konzentrationen nimmt dieser Wert
bis circa 3000 bar zu und bleibt im Rahmen einer weiteren Druckerh6hung weitest-

gehend konstant.

29
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Abbildung 3.4: Einfluss des durch PEG generierten osmotischen Druckes auf die la-
mellare Schichtdicke d. Die Daten wurden am ESRF (Dreiecke) sowie am SAXSess
mc? Instrument (Quadrate) generiert (A-B). Druckabhingige Entwicklung der lamella-
ren Schichtdicke vom DMPC bei 35 °C in der An- und Abwesenheit von PEG (C-D).
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.3 Einfluss von Trehalose

Der Einfluss von Trehalose auf die Streukurven ist in Abbildung 3.5 gezeigt.

DMPC DMPC + 0.15 M TRH

i T
A L 1 bar B 1 bar
i 800 bar e 800 bar
i e 5000 bar e 5000 bar
: 10° |
5 =
@ -
10*
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T I T I T
C 10—3 f—=1bar | D 10-3 I w—ll bar |4
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Abbildung 3.5: SAXS-Streukurven multilamellarer DMPC-Vesikel (20 wt.%) bei 35 °C
im Druckbereich von 1 bar bis 5000 bar in der Anwesenheit von Trehalose.
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3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

Es ist ersichtlich, dass es mit steigender Trehalose-Konzentration zu einer dra-
stischen Verbreiterung der Bragg-Reflexe, einhergehend mit einer Verringerung der
Intensitdt des Reflexes kommt. Dies ldsst auf eine Abnahme der lamellaren Ord-
nung schliefen. Diese Verbreiterung von Bragg-Reflexen wurde bereits zuvor in An-
wesenheit von Trehalose?® sowie der Saccharide Glucose und Fructose!?® beobach-
tet. Zusétzlich steigt die gestreute Intensitét bei kleinen ()-Werten mit steigender
Trehalose-Konzentration. Dies deutet auf eine verringerte periodische Ordnung und

die Bildung von einzelnen nicht-lamellaren Strukturen hin.

In der Anwesenheit von 1.1 M und 1.4 M Trehalose ist in der Gelphase eine Auf-
spaltung der Bragg-Reflexe zu beobachten. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beob-
achtungen ist eine nicht-homogene Verteilung der Trehalose-Molekiile im Intermem-
branraum, wodurch Regionen mit unterschiedlichen lamellaren Absténden entste-
hen. Die Clusterbildung von Trehalose durch Zucker-Zucker-Wasserstofftbindungen
ist ein bekanntes Phinomen.104196:230 Ayich die Bildung von Trehalose-Aggregaten an
der Membran Grenzfliche wurde bereits berichtet.!'1?3! So wurde besonders bei ho-
hen Trehalose-Konzentrationen beobachtet, dass Trehalose-Molekiile nicht nur mit
der Lipidgrenzfliche interagieren, sondern auch untereinander.?3? Auch eine bevor-
zugte Interaktion mit gekriimmten Bereichen der Membran wurde beschrieben.?!
Eine inhomogene Verteilung dieser Cluster kann zur Erkldrung der beobachteten

Phénomene herangezogen werden.

Abbildung 3.6 zeigt die druckabhingige Entwicklung der Schichtdicke in Anwe-
senheit von Trehalose. Trehalose-Konzentrationen bis 0.7 M erhéhen d in allen drei
beobachteten Phasen. Diese Zunahme ist nicht auf eine Zunahme der Kettenordnung
bzw. -lange, sondern auf Unterschiede der Wasserschichtdicke der Zwischenrdume
zuriickzufithren. Zumal mehrfach gezeigt wurde, dass Trehalose die Membrandicke
verringert, 2?13 kann das Anschwellen nur durch eine Zunahme der Wasserschicht-
dicke erklédrt werden. Diese Zunahme der Wasserschichtdicke iiberkompensiert die
beschriebene Abnahme der Kettenldnge, wodurch es insgesamt zu einem Anstieg
von d kommt. Dieses Anschwellen in der Anwesenheit von Trehalose wurde bereits
zuvor beobachtet und ist auf eine Abnahme weitreichender attraktiver van der Waals

Wechselwirkungen zuriickzufiihren.??"
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

Wie bei der Anwesenheit von PEG, verschwindet auch bei Anwesenheit von Treha-
lose der druckinduzierte Gel-Gel-Ubergang mit zunehmender Trehalose-Konzentration.
Zusétzlich tritt auch in Anwesenheit von Trehalose ein Bragg-Reflex bei Q@ ~ 0.5
nm~! auf. Die Schichtdicke, welche diesem Peak zugeordnet werden kann, steigt
ebenfalls mit zunehmender Trehalose Konzentration bis circa 3000 bar bzw. 4000

bar in Anwesenheit von 0.5 M Trehalose.
Im Allgemeinen ist ein Anschwellen der Doppelschicht durch Zugabe von Co-
solventien auf eine Interaktion des Molekiils mit der Doppelschicht zuriickzufiihren,

wohingegen ausgeschlossene Osmolyte, beispielsweise TMAOQO, zu einer Abnahme der

Schichtdicke fithren.?33
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Abbildung 3.6: Druckabhangige Entwicklung der lamellaren Schichtdicke d in An- und
Abwesenheit von Trehalose (TRH).

Ein mogliches Szenario, welches die Beobachtungen in Anwesenheit von Trehalose
erkldaren kann, ist in Abb. 3.7 gezeigt. Demnach erfolgt bei geringen Konzentrationen
eine Interkalation der Trehalosemolekiile zwischen die hydrophilen Kopfgruppen.
Bei hohen Konzentrationen wird die lamellare Ordnung durch die Anwesenheit von

Trehalose im Membranzwischenraum stark gestort und in der Gelphase kommt es zur

63



3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

Phasenseparation aufgrund einer inhomogenen Verteilung von Trehalose-Clustern.

&&&M s ﬂﬂ JH “ U

v g

1 bar, 35°C 1 bar, 35°C 2000 bar, 35°C

Abbildung 3.7: Schema des multilamellaren Trehalose-DMPC-Systems fiir geringe
(0.3 M) und hohe (iiber 0.6 M) Trehalose-Konzentrationen.

Trehalose und PEG {iben somit unterschiedliche Effekte auf die Membran aus.
Wiéhrend PEG die multilamellare Ordnung erhoht, von der Membran und dem Me-
branenzwischenraum ausgeschlossen wird und die Schichtdicke verringert, verringert
Trehalose die periodische Ordnung des Systems und verursacht ein Anschwellen der

Membran.

Trotz dieser auf verschiedenen Interaktionsmechanismen beruhenden Unterschie-
de wurde sowohl bei Anwesenheit von PEG als auch bei Anwesenheit von Trehalose
ab 800 bar (in der Gelphase) ein Bragg-Reflex bei Q ~ 0.5 nm™! beobachtet. Dieser
Reflex, d.h. das Vorhandensein sehr grofler interlamellarer Absténde, kann somit
nicht auf einen bestimmten Interaktionsmechanismus, d.h. den Ausschluss bzw. die
Anreicherung von der Membranoberfliche und dem Membranzwischenraum, beru-
hen, sondern vielmehr auf der geringen Hydratation bedingt durch den durch PEG
bzw. Trehalose induzierten osmotischen Druck oder aber durch den geringen Anteil
an Bulk-Wasser, wodurch es zu weniger attraktiven Wechselwirkungen zwischen den

Schichten kommt.
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3.3.4 Kombinierte Effekte von PEG und Trehalose

Abbildung 3.8 zeigt die Streukurven von multilamellaren DMPC-Vesikeln in der

Anwesenheit von PEG und Trehalose.
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Abbildung 3.8: SAXS-Streukurven multilamellarer DMPC-Vesikel (20wt.%) bei 35 °C
im Druckbereich von 1 bar bis 5000 bar in der Anwesenheit von 15 wt.% und ver-
schiedenen Trehalosekonzentrationen (A-C) und in Anwesenheit von 30 wt.% PEG und
0.6 M Trehalose (D).
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Vergleicht man diese Streukurven mit denen in Anwesenheit von Trehalose, zeigt
sich, dass PEG den Einfluss von Trehalose auf die lamellare Ordnung auszugleichen
scheint. So sinkt in Anwesenheit von 15 wt.% PEG die Intensitit der Reflexe mit
steigender Trehalose-Konzentration, wihrend die Intensitdt der gestreuten Strah-
lung bei kleinen @)-Werten steigt. Ein direkter Vergleich zwischen Abbildung 3.8
A und D offenbart, dass bei konstanter Trehalose-Konzentration die multilamellare
Ordnung durch PEG erhoht wird. Weiterhin ist eine Aufspaltung der Bragg-Reflexe
bei Trehalose- Konzentrationen oberhalb von 0.7 M iiber den gesamten untersuchten
Druckbereich zu beobachten. Die korrespondierenden Schichtdicken sind in Abbil-
dung 3.9 gezeigt.

Auch in Anwesenheit von PEG fiihrt Trehalose zu einem Anstieg der Schichtdicke.
Abbildung 3.9 B zeigt, dass ebenfalls die Schichtdicke, welche dem Peak bei Q@ ~ 0.5
nm ! zugeordnet werden kann, durch Trehalose erhtht wird. Den Einfluss von 0.6 M
Trehalose bei Anwesenheit von 30 wt.% PEG zeigen Abbildungen 3.9 C-D. So wurde
bei Anwesenheit von 30 wt.% PEG die Koexistenz von drei Gelphasen beobachtet,
wohingegen bei Anwesenheit von 0.6 M Trehalose lediglich die Koexistenz zweier

Gelphasen beobachtet wurde.

Bei Anwesenheit beider Substanzen kompensiert PEG die durch Trehalose verrin-
gerte Abnahme der multilamellaren Ordnung. Dies ist in Anbetracht der Tatsache,
dass diverse Organismen Trehalose als Reaktion auf osmotischen Stress anreichern,
von besonderem Interesse. So zeigen diese Ergebnisse, dass Trehalose in der Lage ist,
die durch den osmotischen Druck ausgeschlossener Substanzen verursachte erhchte
Membran-ordnung zu kompensieren. Trehalose ist somit in der Lage, die Membr-
anordnung und -fluiditdt unter schiadlichen Bedingungen effektiv zu modellieren. In
Abwesenheit ausgeschlossener Osmolyte fithrt Trehalose jedoch zu einer schiadlichen
Abnahme der Membranordnung. Dies erklért, warum der Trehalose-Gehalt unter op-
timalen Wachstumsbedingungen vergleichsweise gering ist und Trehalose nur unter

Stressbedingungen akkumuliert wird.?!?
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Abbildung 3.9: Druckabhangige Entwicklung der lamellaren Schichtdicke d bei Anwe-
senheit von 15 wt.% PEG und Trehalose und bei Anwesenheit von 30 wt.% PEG und
0.6 M Trehalose.
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3.3.5 Einfluss auf Fluktuationen und die Membran-Mechanik

Die Ergebnisse der Analyse der experimentellen Daten gem#fl der modifizierten
Caillé-Theorie sind in Abbildung 3.10 zusammengefasst. Durch diese Analyse konn-
te der Einfluss von Trehalose und PEG auf die mechanischen Eigenschaften der
Membranen evaluiert werden. Abbildung 3.10 A zeigt Beispiele der Funktionsan-
passungen der experimentellen Daten gemifi der modifizierten Caillé-Theorie.®! Der

Einfluss von PEG und Trehalose auf den Caillé-Parameter zeigt Abbildung 3.10 B.

In Abwesenheit von Trehalose bzw. PEG wurde ein Wert von = 0.089 ermit-
telt. Dies entspricht einer mittleren Fluktuation der Wasserschicht von ¢ = 0.6 nm.
Dieser Wert sinkt mit steigender PEG-Konzentration, d.h. mit steigendem osmo-
tischen Druck. So betrédgt der Caillé-Parameter bei einer PEG-Konzentration von
30 wt.% nur noch 0.02 (¢ = 0.25 nm). Insgesamt stehen diese Ergebnisse im Ein-
klang mit Literaturdaten.'®” Diese Abnahme ist auf die Entfernung von Wasser aus
dem Membranzwischenraum, welche zu einer Rigidisierung der Membranen fiihrt,

zurickzufithren.

Trehalose hingegen erhoht den Caillé-Parameter auf n = 0.12 und ¢ = 0.72 nm
(SAXSess) bzw. 0=0.76 nm (ESRF) und reduziert somit die Rigiditdt der Mem-
branen. Die verringerte Rigiditdt der Membran in Anwesenheit von bis zu 0.15 M
Trehalose liasst auf eine direkte Interaktion von Trehalose mit der Membran bei

vergleichsweise geringen Trehalose-Konzentrationen schliefen.

Die Auswertung der Daten in Anwesenheit hoherer Trehalose-Konzentrationen
war bedingt durch die starke Verbreiterung bzw. Aufspaltung der Bragg-Reflexe
nicht moglich. In der Literatur wurde bereits ein Einfluss von Sacchariden auf die

£.2347236 S konnte eine

mechanischen Eigenschaften von Modellmembranen untersuch
Abnahme von K. von 1.2:107' J auf 0.5 -107!? J in der Anwesenheit von 0.4 M

TRH fiir eine SOPC-Membran gefunden werden.?3

Abbildung 3.10 C zeigt die Druckabhéingigkeit des Caillé-Parameters. Generell
wurden an dem SAXSess mc? Instrument sowie an dem ESRF vergleichbare Werte
fiir DMPC in An- und Abwesenheit von 15 wt.% PEG sowie 0.15 M Trehalose erhal-

ten. Im Rahmen der experimentellen Genauigkeit konnte kein signifikanter Druck-
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effekt auf den Caillé-Parameter beobachtet werden. Jedoch konnte durch weitaus
prazisere Methoden eine erhohte Rigiditdt der Membran bei erhéhten Driicken be-

obachtet werden.20
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Abbildung 3.10: SAXS-Streukurven von DMPC bei Anwesenheit von PEG und Treha-
lose. Durchgezogene Linien kennzeichnen die Anpassungen der experimentellen Daten
gemaB der modifizierten Caillé-Theorie (A). Caillé-Parameter multilamellarer DMPC-
Vesikel bei Anwesenheit von Trehalose und PEG (B). Druckabhingigkeit des Caillé Pa-
rameters bei Anwesenheit von 15 wt.% PEG und 0.15 M (circa 5 wt.%) Trehalose (C).
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3.3.6 Laurdan-Fluoreszenz

Zusitzliche Erkenntnisse iiber mogliche Anderungen des Phasenverhaltens, der Hy-
dratation und der Kettenordnung von DMPC-Membranen bei Anwesenheit von PEG
und Trehalose wurden aus Messungen der Laurdan-Fluoreszenz gewonnen. Abbil-
dung 3.11 A zeigt die Druckabhéingigkeit des GP-Wertes in An- und Abwesenheit

von Trehalose.
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Abbildung 3.11: Druckabhingige Entwicklung des G P-Wertes von Laurdan in multi-
lamellaren DMPC Vesikeln bei An- und Abwesenheit von Trehalose und PEG.
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Laurdan wird in die Membran auf der Hohe des Glycerol-Riickgrats eingebaut,
wodurch dessen Fluoreszenz von der Polaritdt dieser Umgebung, d.h. von dem Ein-
dringen von Wassermolekiilen in diese Region, abhéingt. So verschiebt sich das Emis-
sionsmaximum von gebundenem Laurdan withrend des Ubergangs von der Gelphase

zur fluiden Phase von 440 nm zu 490 nm.1941%

Mit steigendem Druck nimmt der GP-Wert zunéchst zu, bis der Phaseniibergang
zwischen 400 bar und 600 bar zu einem abrupten Anstieg des GP-Wertes fiihrt. Die
beobachtete Zunahme des GP-Wertes vor dem Phaseniibergang ist durch die bereits
in den SAXS-Messungen beobachtete Zunahme der Kettenordnung zu erkléren. Die-

se vermindert das Eindringen von Wassermolekiilen.

Trehalose-Konzentrationen iiber 0.6 M fiihren zu einem erhohten GP - Wert.
Trehalose verursacht somit eine geringere Hydratation der Kopfgruppen, was durch
den Austausch von Wassermolekiilen gegen Trehalosemolekiile erklért werden kann.
Dies steht mit MD-Simulationen im Einklang, welche zeigten, dass die Wasserdichte
an der Membranoberfliche mit steigender Trehalose-Konzentration abnimmt.'3° Wie
Abbildung 3.11 D zeigt, steigt der GP-Wert in der fluiden Phase linear mit dem
osmotischen Druck der Trehalose Losung. In der weniger hydratisierten Gelphase
ist der Einfluss von Trehalose vergleichsweise gering. Ein erhohter G P-Wert von
membrangebundenem Laurdan wurde zuvor ebenfalls in Anwesenheit von Sucrose
beobachtet.!?* Weiterhin zeigt sich, dass Trehalose den Phaseniibergang leicht in
Richtung geringerer Driicke (circa 120 bar fiir ecrrg = 1.6 M) verschiebt und somit

die Gelphase, d.h. den weniger hydratisierten Zustand, stabilisiert.

In Abbildung 3.11 C ist der Einfluss von PEG auf den GP-Wert gezeigt. Hier
wurde lediglich eine leichte Zunahme des GP-Wertes beobachtet, welche durch die
Zunahme der Kettenordnung zu erklédren ist. Ein Einfluss auf den Phaseniibergang

konnte nicht festgestellt werden. In Anwesenheit von sowohl Trehalose als auch PEG
sind die Effekte beider Substanzen auf den G P-Wert nahezu additiv. (Abbildung
3.11 D).

Abbildung 3.11 A zeigt die Temperaturabhéingigkeit des G P-Wertes bei An- und

Abwesenheit von Trehalose und PEG. Dabei wurde erneut eine Stabilisierung der
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3 FEinfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf multilamellare Vesikel

Gelphase durch Trehalose festgestellt. So verschiebt sich der Phaseniibergang in

Anwesenheit von 1.6 M Trehalose um circa 3 °C hin zu hoheren Temperaturen.
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Abbildung 3.12: Temperaturabhangige Entwicklung des GP-Wertes von Laurdan in
multilamellaren DMPC Vesikeln bei An- und Abwesenheit von Trehalose und PEG.

3.3.7 Kalorimetrie

Genauere Erkenntnisse iiber den Einfluss von Trehalose auf thermodynamische
Grofen des Systems wurden aus kalorimetrischen Messungen gewonnen. Ausgewéhlte
DSC-Thermogramme sind in Abbildung 3.13 A gezeigt. Diese offenbaren ein kon-

zentrationsabhingiges, zweiphasiges Verhalten des Phaseniibergangs.

Wiéhrend Trehalose-Konzentrationen unter 0.3 M den Phaseniibergang hin zu
geringeren Temperaturen verschieben, steigt Ty, bei einer weiteren Erhéhung der
Trehalose-Konzentration erneut (Abbildung 3.13 B). Zusétzlich fithren Konzentra-
tionen unter 0.7 M zu einer asymmetrischen Verbreiterung des Ubergangs auf Sei-
ten der geringen Temperaturen. Dieses Beobachtungen werden durch die PPC-

Messungen bestétigt. Die Hauptergebnisse der PPC-Messungen zeigt 3.13 C. Die

Die hier gezeigten Daten der kalorimetrischen Messungen sind Bestandteil der Bachelorarbeit von
Peter Schinkel. Die Durchfithrung der Messungen sowie die Auswertung der Daten erfolgte durch

Peter Schinkel unter Betreuung des Autors.
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entsprechenden «(7')-Kurven zeigt Abbildung 3.13 D. Im Rahmen der experimen-
tellen Genauigkeit konnte kein eindeutiger Einfluss von Trehalose auf die Volu-
menédnderungen wahrend des Phaseniibergangs beobachtet werden. So wurde ein
Wert von 2.5 % in Abwesenheit und von 3.2 % in der Anwesenheit von 0.45 M
Trehalose bestimmt. Die Groflienordnung dieser Ergebnisse ist mit Literaturdaten

vergleichbar (2.4 %).?23

Die beobachtete zweiphasige Konzentrationsabhéngigkeit kann durch verschiede-
ne Interaktionsmechanismen zwischen der Membran und den Trehalose-Molekiilen
erkldrt werden. So kénnen, je nach Trehalose Konzentration, andere Interaktionsme-
chanismen dominieren. Dialyse-Messungen zeigten, dass der Bindungsparameter fiir
DMPC bei 30 °C positiv fiir geringe (unter 0.2 M) Trehalose-Konzentrationen und
negativ fiir hohere Konzentrationen ist.!?* MD-Simulationen fanden eine maximale

Affinitdt bei 0.15 M.130

Diese Literaturdaten deuten, wie auch die hier erhaltenen Daten, auf eine Interka-
lation von Trehalose-Molekiilen in die Membran bei geringen Trehalose-Konzentrationen.
Diese Interkalation findet bevorzugt in der fluiden Phase statt, wodurch sich T}, ver-
ringert. Bei hoheren Trehalose-Konzentrationen scheint die Membran geséattigt zu
sein und der Anteil an ausgeschlossenen Trehalose-Molekiilen nimmt zu. Dieser Aus-
schluss stabilisiert durch den excluded volume-Effekt die kompaktere Gel-Phase. Die
fluoreszenz-spektroskopischen Messungen offenbarten, dass Trehalose die Membran-
hydratation effektiver als PEG erhoht. Dies deutet darauf hin, dass Trehalose, auch
wenn es nicht weiter in die Membran interkaliert, die Membranoberfliche dehydra-

tisiert.

Die hier gezeigten Daten der kalorimetrischen Messungen sind Bestandteil der Bachelorarbeit von
Peter Schinkel. Die Durchfithrung der Messungen sowie die Auswertung der Daten erfolgte durch

Peter Schinkel unter Betreuung des Autors.
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Abbildung 3.13: DSC-Kurven multilamellarer DMPC-Vesikel bei An- und Abwesenheit
von Trehalose. Um einen direkten Vergleich zu erleichtern, wurden die Kurven verscho-
ben und eine gestrichelte Linie, welche die Ubergangstemperatur von DMPC angibt,
eingezeichnet (A). Einfluss von Trehalose auf den temperaturindizierten Hauptiibergang
(B). PPC-Daten multilamellarer DMPC-Vesikel (C). Temperaturabhingige Anderung des
thermischen Expansionskoeffizienten von DMPC in den unterschiedlichen Lésungen (D).
Die Durchfiihrung der Messungen und die Auswertung der Daten erfolgte durch Peter

Schinkel
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3.4 Anhang
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Abbildung 3.14: Einfluss von PEG 20000 auf die Hauptiibergangstemperatur T}, von
DMPC. Die Durchfiihrung der Messungen und die Auswertung der Daten erfolgte durch

Peter Schinkel.
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4 Einfluss von Druck, Temperatur,
Crowding und Cosolventien auf die
interne Proteindynamik und

Stabilitdt von Lysozym

Teile der hier gezeigten Daten wurden publiziert in:
Samy R. Al-Ayoubi, P. H. Schummel, M. Golub, J. Peters and R. Winter, Physical
Chemistry Chemical Physics, 2017, 19, 14230-14237.
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4.1 FEinleitung

4.1 Einleitung

Gegenstand des vorgestellten Forschungsprojekts ist die Untersuchung des Einflusses
der Osmolyte TMAO und Harnstoff auf die Proteindynamik von Lysozym auf der
sub-ns Zeitskala. Als Methode kam dabei die elastisch inkohérente Neutronenstreu-
ung (EINS) zum Einsatz. Osmolyte sind niedermolekulare Verbindungen, welche
von extremophilen Organismen synthetisiert werden, um destruktive Einfliisse ver-
schiedener Stressfaktoren wie Druck oder Temperatur zu kompensieren.*™ In dieser
Studie wurde der stabilisierende Osmolyt TMAO und das destabilisierende Abfall-
produkt Harnstoff verwendet.”r Wihrend TMAO von der Proteinoberfliche aus-
geschlossen wird und das Wasserstoftbriicken-Netzwerk verstéirkt, bindet Harnstoff
direkt an das Protein.” " Crowding bezeichnet den Effekt, welcher durch ausge-
schlossenes Volumen in der gefiillten Zelle entsteht.!34136-140 Genauere Hintergriinde

zu Osmolyten und Crowding konnen den Kapiteln 1.4 und 1.5 entnommen werden.

Der Einfluss von Osmolyten, self-crowding und Druck auf die Stabilitit Struktur
und das intermolekulare Interaktionspotential von Proteinen ist umfassend erforscht
worden.”" 78141237239 Der Finfluss der oben genannten Faktoren auf die Proteindy-
namik ist hingegen vergleichsweise wenig untersucht. So beschréinkt sich ein Grofiteil
der Studien zur Proteindynamik auf verdiinnte Losungen oder hydratisierte Protein-
Pulver.?*0244 Der Einfluss kompatibler Osmolyte auf die interne Proteindynamik,

vor allem unter self-crowding Bedingungen, ist somit weitestgehend terra incognita.

Proteine sind jedoch hochdynamische Makromolekiile und neben dem héufig be-
schriebenen Zusammenhang zwischen Proteinstruktur und Funktion besteht eben-
falls ein Zusammenhang zwischen der Dynamik und der Funktion eines Proteins.!™
Gerade weil die Funktionalitédt eines Proteins immer auch von dessen Flexibilitét

abhingt, sind Erkenntnisse der Proteinstruktur somit mit Nichten ausreichend, um

ein umfassendes Versténdnis der Proteinfunktion zu erhalten (siche Kapitel 1.2.2).

Die Flexibilitdt eines Proteins kann durch Fluktuationen von Atompositionen
charakterisiert werden, diese konnen durch Streumethoden sowie MD-Simulationen
ermittelt werden.!7240-243,245-250 Ty Falle von EINS wird das Zeitfenster der un-

tersuchten Dynamik durch die Energieauflosung des Instruments bestimmt, in die-
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sem Fall 8 peV. Dies entspricht einem Zeitfenster von etwa 100 ps.'®%25! Da der
inkohérente Streuquerschnitt von Wasserstoffatomen weitaus groflier ist als der al-
ler anderen Atome in Proteinproben,'® wird hauptsichlich die mittlere quadrati-
sche Verschiebung der H-Atome erhalten. Diese wird durch Diffusion, Rotation und
Bewegungen der Seitenketten, beispielsweise der Rotation von Methylgruppen, be-
stimmt. Der Einfluss von Diffusionsbewegungen ist in dem hier untersuchten Zeit-
fenster gering. Die Struktur des Proteins Lysozym ist in Abbildung 4.1 gezeigt.
Temperaturabhingige EINS-Messungen an hydratisierten Proteinen offenbarten ein
als dynamischer Ubergang bezeichnetes Phénomen. Dieses beschreibt die Zunahme
der MSD bei circa 220 K 245246252 welches auf eine thermisch induzierte Zunahme

der konformationellen Flexibilitat zuriickzufiihren ist.

Abbildung 4.1: Struktur von Lysozym (pdb ID:1dpx,?®* erstellt mit Chimera?*). Die
Aminosaureseitenketten sind in rot dargestellt.

Diese Studie ist als Folgestudie zu einer Studie, in welcher, durch die Verwendung von
zwei unterschiedlichen Lysozymkonzentrationen (80 mg mL™! und 160 mg mL™1),
untersucht wurde, inwieweit die interne Proteindynamik auf der sub-ns-Zeitskala
durch Druckapplikation und self-crowding beeinflusst wird.!*! Zusammenfassend
konnte gezeigt werden, dass die Proteindynamik bei einer Konzentration von 80
mg mL~! eine ausgepriigte Druckabhiingigkeit aufweist.!4! Bereits bei relativ gerin-
gen Driicken von einigen Hundert bar wurde eine Verringerung der H-Atom MSD
beobachtet.'*! Unter self-crowding Bedingungen ist die MSD um 60% geringer und

es wurde keine Druckabhingigkeit mehr beobachtet.4!

In dieser Studie sollte durch elastische inkohérente Neutronenstreuung (EINS) der
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Einfluss von Druck und der Osmolyte TMAO und Harnstoff auf die Proteindyna-
mik des Proteins Lysozym auf der ps-ns Zeitskala unter self-crowding Bedingungen

untersucht werden.

Zusétzlich sollte durch druck- und temperaturabhéngige FTIR-spektroskopische
Messungen der Einfluss dieser Osmolyte auf die Faltungsstabilitdt von Lysozym

unter self crowding Bedingungen evaluiert werden.

Um eine bessere Einordnung der gezeigten Daten zu ermoglichen, sind zusétzlich

Messungen in Anwesenheit der Osmolyte Glycin und Trehalose gezeigt.*

*Die in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-EINS-Messungen an Lysozym wurden in Zusammenar-
beit mit Paul Hendrik Schummel durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Auswertung der Messungen
in Anwesenheit von TMAO und Harnstoff durch den Autor dieser Arbeit und die Auswertung
der Messungen in Anwesenheit von Glycin und Trehalose durch P. H. Schummel
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4.2 Material und Methoden

Die Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 4.1 zusammenge-

tragen.

Tabelle 4.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Bezugsquelle

Lysozym Alpha Aesar (Karlsruhe, Deutschland)
D,0 Alpha Aesar (Karlsruhe, Deutschland)
Harnstoff ~ Sigma Aldrich (Schnelldorf, Deutschland
13C Harnstoff ~ Sigma Aldrich (Schnelldorf, Deutschland
TMAO Sigma Aldrich (Schnelldorf, Deutschland

(

)
)
)
BisTris Sigma Aldrich (Schnelldorf, Deutschland)

4.2.1 Probenpraparation

Sofern nicht explizit erwdhnt, verlief die Prédparation der Proben fiir die FTIR-
spektroskopischen und die EINS-Messungen analog. Sowohl die EINS-Messungen
als auch die FTIR-spektroskopischen Messungen wurden in Puffern auf D,O-Basis
durchgefiihrt. Um einen konstanten pH-Wert iiber den jeweiligen Temperatur- bzw.
Druckbereich zu garantieren, wurde fiir druckabhéngige Messungen ein BisTris Puf-
fer (50 mM, pD = 7.4) und fiir temperaturabhéngige Messungen ein Phosphat Puffer
(50 mM, pD = 7.4) verwendet.?®> Der pD-Wert wurde gemifi pD = pH + 0.4 einge-
stellt.?%¢ Fiir die FTIR-spektroskopischen Messungen wurde ¥C Harnstoff verwen-
det, da 2C Harnstoff stark in der Amid I’-Region absorbiert und somit die korrekte

Subtraktion des Hintergrundes erschwert.?®”

Um fiir die FTIR-spektroskopischen Messungen einen kompletten H/D-Austausch
zu garantieren, wurde das Protein zuvor in D,O gel6st und auf circa 60 °C erhitzt
um auch den Austausch labiler H-Atome im Inneren des Proteins sicher zu stellen.
Im Anschluss daran wurde das Protein {iber Nacht lyophilisiert und in der entspre-

chenden Pufferlésung gelost.
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4.2 Material und Methoden

4.2.2 Experimentelle Durchfiihrung und Datenbearbeitung

EINS

Die EINS-Messungen wurden an Instrument IN13 des Institut Laue Langevine (ILL)
in Grenoble durchgefiihrt.!™ An diesem Riickstreu (backscattering)-Spektrometer
ist ein Q-Bereich von 0.2-4.9 A zugiinglich. Die Energicauflosung betriigt 8 peV.
Es wurde bei einer Wellenléinge von 2.23 A gemessen. Die verwendete Hochdruck-
Messzelle wurde vom ILL bereitgestellt.?’! Als druckiibertragendes Medium kam
Fluorinert zum Einsatz.?® Die Messdauer betrug mindestens 8 h pro Messpunkt.
Neben den eigentlichen Proben wurde ebenfalls der verwendete Puffer in Ab- und
Anwesenheit der Osmolyte und bei verschiedenen Driicken sowie die leere Zelle und

Vanadium vermessen.

Von der gemessenen Streufunktion wurde die Streufunktion der leeren Zelle sowie
die der Pufferlosung (unter Beriicksichtigung des Volumenanteils des Proteins) ab-
gezogen.?® Zusitzlich wurde auf einen Vanadium-Standard normiert. Dafiir wurde
die Software LAMP des ILL verwendet.?® Die mittlere quadratische Verschiebung

(u?) wurde gemifl der Gauss-Niherung bestimmt:!™!

I(Q,0 £ AFE) =~ [yexp (—%Q2<u2>) (4.1)

FTIR-Spektroskopie

Druckabhéngige Messungen erfolgten in einem Nicolet Magna 550 FTIR-Spektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) unter Verwendung einer Diacell Vivo
DAC Diamantstempelzelle (Almax Easylab, Diksmuide, Belgien). Der Druck wur-
de pneumatisch durch ein PACE 5000 System (GE Sensing, Frankfurt, Deutsch-
land) generiert. Zur Druckbestimmung wurde BaSO, zur Probe hinzugegeben und
die druckabhiingige Entwicklung der Sulfat-Bande verfolgt.?6! Temperaturabhingige
Messungen erfolgten an einem Nicolet 6700 FTIR-Spektrometer mit CaF-Fenstern.
Beide Spektrometer verfiigen iiber einen Stickstoff-gekiihlten MCT-Detektor und
wurden kontinuierlich mit trockener Luft gespiilt. Es wurden 256 Interferometer

1

Scans mit einer Auflésung von 2 cm™" aufgenommen und gemittelt. Die Aufnahme
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

der Spektren erfolgte nach einer Aquilibirierungszeit von 10 min. Zur Hintergrund-
korrektur wurde ebenfalls ein Spektrum des Puffers in An- und Abwesenheit der

Osmolyte aufgenommen.

Die Auswertung der gemessenen FTIR-Spektren umfasste die Subtraktion des
Hintergrundes, eine Basislinienkorrektur und eine Flachennormierung der Amid-I’-
Bande im Bereich von 1700 cm~! bis 1600 cm ™. Die Prozessierung erfolgte durch

die Software GramsAlI 8 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

Die Positionen der Subbanden fiir die Sekundérstrukturanalyse wurden aus der 2.
Ableitung der Spektren sowie der Fourier-selbstentfalteten Bande bestimmt. Durch
die ermittelten Subbanden wurde das experimentelle Spektrum approximiert. Der
Fldchenanteil der einzelnen Subbanden entspricht dem Anteil bestimmter Sekundér-

strukturelemente sieche Abschnitt 2.2.1.

Ausgehend von einem Zweizustandsmodell kann die Entwicklung eines Flachenanteils
f mit steigendem Druck bzw. mit steigender Temperatur durch Boltzmann-Funktionen

beschrieben werden:

ff_fu

fp) = ~+fa (12)
1 +exp (_—(p — QI%A% )
f(r) = hd +hy (4.3
1 (7 7)om
+exp | — 7

Hierbei sind f; und f, die Plateau-Werte des gefalteten und entfalteten Flachenanteils
und AV bzw. AH; das Standardentfaltungsvolumen bzw. die Standardentfaltungs-
enthalpie.
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik

160 mg mL! Lys + 2 M Harnstoff

160 mg mL? Lys + 2 M TMAO
) T ) T ) T ) T lI ZObIEll'
® 1000 bar
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~2F 1 ~2r 4000 bar |
o g
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3 2500 bar . S 7
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Abbildung 4.2: Semilogarithmische Auftragung der EINS-Intensitdt als Funktion von
Q? fiir 80 mg mL~! und 160 mg mL~! Lysozym (Lys) in An- und Abwesenheit der
Osmolyte TMAO und Harnstoff bei verschiedenen Driicken. Die Linien stellen die Funk-
tionsanpassungen dar, aus denen gemaB der Gauss-Naherung die MSD bestimmt wurde.
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

Die durch die Gausssche Niherung bestimmten Werte der MSD fiir 80 mg mL™!
Lysozym sind in Abbildung 4.3 gezeigt. Die Daten fiir das reine Protein wurden aus

4

der Referenz'#? entnommen.

In reiner Pufferlosung zeigt die MSD der H-Atome bei dieser Proteinkonzentration
eine ausgeprigte Druckabhingigkeit.'? So sinkt diese zwischen 1 bar und 2000 bar
von 1.4 A? auf 1.0 A>. In Anwesenheit der Osmolyte TMAO und Harnstoff ist jedoch,
im Rahmen der experimentellen Genauigkeit, keine signifikante Druckabhéngigkeit

der MSD auszumachen.

TMAO fiithrt zu reduzierten MSD-Werten und damit zu einer geringeren Beweg-
lichkeit der H-Atome des Proteins. So sinkt beispielsweise die MSD in der Anwesen-
heit von 2 M TMAOQO bei 1 bar um circa 70% .

80 mg mL ! Lysozym
| ! | ! | ! | ! |
3 —0=—Lysozym J
1.4 —&— Lysozym + 2 M TMAO |
) - —A— Lysozym + 2 M Harnstoff
N \% %Lysozym + 2 M Harnstoff + 1M TMAOQO]

S B S e

0 1000 2000 3000 4000
p / bar

Abbildung 4.3: Druckabhangige Entwicklung der mittleren quadratischen Verschiebung
(MSD) von 80 mg mL™! Lysozym in An- und Abwesenheit von TMAO und Harnstoff.
Die Daten in reiner Pufferldsung sind als Referenz gezeigt und wurden aus Referenz!#?
enthommen.
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

In Anwesenheit von 2 M Harnstoff ist die MSD bei geringen Driicken verglichen mit
dem in Abwesenheit erhaltenen Wert leicht erniedrigt. Bei hohen Driicken sind die in
An- und Abwesenheit von Harnstoff erhaltenen Werte nahezu identisch. Insgesamt
konnte somit kein signifikanter Effekt von Harnstoff auf die interne Proteindynamik

beobachtet werden.

Konsequenterweise ist der Effekt einer 2:1 Mischung von Harnstoff und TMAO na-
hezu mit jenem von 2 M TMAO identisch. Dies ldsst somit ebenfalls darauf schlielen,

dass die Proteindynamik in dem hier beobachteten Zeitfenster nicht durch Harnstoff,

jedoch durch TMAO beeinflusst wird.
Wie Abbildung 4.4 zeigt, wurden diese Effekte der beiden Osmolyte ebenfalls bei

einer Proteinkonzentration von 160 mg mL™! beobachtet.

160 mg mL™ Lysozym
| ! |

B —J=Lysozym T

14 ——Lysozym+2 M TMAO -

- —A— Lysozym + 2 M Harnstoff

1.2 -

L 1ot .
<L | A A o
<081 | "‘~——§-——-m,\\ -
2 T
0.6 - —

041 §\\\}\£\g/§—§\\\§ )

0.2 - -

0 1000 2000 3000 4000
p / bar

Abbildung 4.4: Druckabhangige Entwicklung der mittleren quadratischen Verschiebung
(MSD) von 160 mg mL~! Lysozym in An- und Abwesenheit von TMAO und Harnstoff.
Die Daten in reiner Pufferldsung sind zum Vergleich gezeigt und wurden aus Referenz!#?
enthommen.
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

So induziert TMAOQO, auch unter verstiarkten self-crowding Bedingungen, signifikant
geringere (circa 40%) MSD Werte, wohingegen Harnstoff die MSD nicht beeinflusst.
Die Druckabhéingigkeit der MSD ist, unter Beriicksichtigung des experimentellen
Fehlers, gering. Eine leichte Abnahme der Dynamik mit steigendem Druck ist be-

stenfalls angedeutet, kann aber nicht eindeutig aus den Daten geschlossen werden.

Zusammenfassend konnte somit in allen drei Proben, welche TMAO enthielten, ei-
ne signifikante Abnahme der Proteindynamik beobachtet werden, wohingegen Harn-
stoff die MSD nicht beeinflusst. Weiterhin konnten bei Anwesenheit der Osmolyte,
anders als in reiner Pufferlosung, kein signifikanter Einfluss von Druck oder self-
crowding auf die interne Proteindynamik beobachtet werden. Dies kann moglicherweise
durch den geringen Anteil an Bulk-Wasser in Anwesenheit der sehr hohen Osmolyt-

Konzentrationen (2 M) erkliart werden.

Einen méglichen Erkléarungsansatz fiir die unterschiedlichen Effekte von TMAO
und Harnstoff stellen die unterschiedlichen Wechselwirkungsmechanismen der Osmo-
lyte mit dem Protein bzw. mit Wasser dar. Generell wurde mehrfach ein Zusammen-
hang zwischen der Wasser- und Proteindynamik beobachtet. Wahrend die interne
Proteindynamik groéfitenteils durch die Dynamik der Hydratationshiille bestimmt
wird, wird die globale Diffusions-Dynamik hauptséchlich durch die Dynamik von
Bulk-Wasser bestimmt.262 264 So scheint die durch TMAO verursachte Verstirkung
des Wasserstoftbriickennetzwerkes zu einer Verringerung der konformationellen Fluk-

tuationen der Seitenketten der Proteinoberflache zu fiithren.

Abbildung 4.5 zeigt die druckabhéngige Entwicklung der MSD von Lysozym bei
Anwesenheit von Glycin und der Disaccharide Trehalose und Sucrose. T Hier zeigt
sich, dass sowohl 2 M Glycin als auch 20 wt.% Trehalose die MSD signifikant erhéhen.
Sucrose hingegen zeigt keinen Effekt auf die MSD. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass die MSD mit steigender Trehalose-Konzentration zunimmt (siehe Abbildung

4.14 in Anhang dieses Kapitels).

tDie in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-EINS-Messungen an Lysozym wurden in Zusammenar-
beit mit Paul Hendrik Schummel durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Auswertung der Messungen
in Anwesenheit von TMAO und Harnstoff durch den Autor dieser Arbeit und die Auswertung
der Messungen in Anwesenheit von Glycin, Sucrose und Trehalose durch P. H. Schummel.
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Abbildung 4.5: Druckabhangige Entwicklung der mittleren quadratischen Verschiebung
(MSD) von 10 wt.% Lysozym in An- und Abwesenheit von Glycin (A), Sucrose und Treha-
lose (B). Die Verantwortlichkeit fiir die gezeigten Daten obliegt Paul Hendrik Schummel.
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

Wie erwéhnt, wird die Proteindynamik in dem hier untersuchten Zeitfenster zu
einem groflen Teil durch die Losungsmitteldynamik beeinflusst. Im Gegensatz zu
Sucrose wurde fiir Trehalose mehrfach der Austausch von Wassermolekiilen der Hy-
dratationshiille gegen Trehalose-Molekiile, durch die Ausbildung von Wasserstoff-
briicken, beobachtet. Dieser Austausch scheint die Dynamik zu beeinflussen. Glycin

interagiert wie Harnstoff direkt mit dem Protein.

4.3.2 Einfluss von Druckapplikation und Cosolventien auf die

Proteinstabilitat

Der Einfluss der Osmolyte auf die Proteinstabilitit unter self-crowding Bedingungen
erfolgte durch FTIR-spektroskopische Messungen. Dazu erfolgte die Anpassung der
experimentellen Amid-I’-Bande durch Subbanden. Die Position dieser Subbanden
wurde aus der Fourier-selbstentfalteten Amid-I’-Bande sowie der 2. Ableitung dieser
Bande entnommen. Dabei wurde die Anzahl der Banden moglichst gering gehalten.

Dies ist in Abbildung 4.6 veranschaulicht.

B T T T L
—1682 cm™
20 1673 cm™ -
—1655 cm™
1640 cm* |
—1621 cm™
15 | 1611 cm n
N
>
O .
~ 10 I~ T
I
-O -
5 .
O - —
| T R R S ST | P T R R [T R R R |
1700 1675 1650 1625 1600 1700 1675 1650 1625 1600 1700 1675 1650 1625 1600
~ . ~ -1 ~ R
viem™ viem v/em™

Abbildung 4.6: Reprasentatives Beispiel einer Fourier-selbstenfalteten Amid-I'-Bande
(A), deren zweite Ableitung (B) sowie die approximierte Bande im Vergleich zu den
experimentellen Daten mitsamt den unterliegenden Subbanden (C).

Die in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-EINS-Messungen an Lysozym wurden in Zusammenar-
beit mit Paul Hendrik Schummel durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Auswertung der Messungen in
Anwesenheit von TMAO und Harnstoff durch den Autor dieser Arbeit und die Auswertung der

Messungen in Anwesenheit von Glycin, Sucrose und Trehalose durch P. H. Schummel.
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

Die einzelnen Subbanden kénnen bestimmten Sekundéarstrukturelementen zugeord-

net werden. Eine mogliche Zuordnung zeigt Tabelle 4.2.

Tabelle 4.2: Zuordnung der ermittelten Subbanden von Lysozym zu bestimmten Se-
kundarstrukturelementen.

Wellenzahl Sekundarstrukturelement

1611 cm™! Basislinie

1621 cm™! [-Faltblatt

1640 cm™!  ungeordnete Strukturen
1655 cm~! a-Helix

1673 cm~! B-Faltblatt

1682 cm™! Schleifen

Abbildung 4.7 zeigt die druckabhéngige Entwicklung der Amid-I’-Bande von Ly-
sozym in An- und Abwesenheit von TMAO und Harnstoff fiir beide untersuchten
Proteinkonzentrationen. Generell fithrt Druckapplikation zu einer Verschiebung des

Maximums der Amid-I’-Bande von 1654 ¢cm™! hin zu 1644 cm™1.

Harnstoff verursacht eine verringerte Absorbanz, einhergehend mit einer leichten
Verbreiterung der Bande. Dies kann durch leichte strukturelle Anderungen, aber

auch durch eine Uberlagerung mit der *C=0-Bande des Harnstoffs erklirt werden.
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Abbildung 4.7: Druckabhangige Entwicklung der Amid-I'-Bande von Lysozym
160 mg mL~! und 80 mg mL™') in An- und Abwesenheit von TMAO und Harnstoff
(Urea). Alle gezeigten Banden wurden basislinienkorrigiert und auf die Flache normiert.
T = 25°C.

Abbildung 4.8 zeigt die Ergebnisse der Sekundérstrukturanalyse fiir beide Protein-

konzentrationen.
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Abbildung 4.8: Druckabhangige Entwicklung der Flachenanteile der jeweiligen Subban-
den in An- und Abwesenheit der Osmolyte TMAO und Harnstoff (Urea) fiir 80 mg mL™!

und 160 mg mL~! Lysozym (Lys).
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

Zunéchst zeigen die Ergebnisse der druckabhéngigen Sekundéarstrukturanalysen, dass
selbst in Anwesenheit von 2 M Harnstoff keine Entfaltung in dem in den EINS
Messungen untersuchten Druckbereich erfolgt. Geringe Anderungen, wie der lineare
Anstieg des Flichenanteils der Bande bei 1621 cm™! zwischen 1 bar und 6000 bar,
konnen auf intrinsische elastische Druckeffekte auf die Amid-I’-Bande zuriick gefiihrt

werden, 14265

Die druckabhéngige Entfaltung des Proteins fiihrt, einhergehend mit
einer Zunahme des Anteils an exponierten Seitenketten, zu einer Abnahme des a-

Helix Anteils um circa 10 % .

Der Entfaltungsdruck p, sowie die Volumendnderung des Entfaltungsvorgangs
AV wurden aus Anpassungen des druckabhéngigen Verlaufs des Helix-Anteils gemé&f
Gleichung (4.2) bestimmt. Die angepassten Funktionen sind in Abbildung 4.8 als
durchgezogene Linien eingezeichnet. Der ermittelte Entfaltungsdruck ist in Abbil-
dung 4.9 gezeigt. So wurden in Abwesenheit der Osmolyte Werte von p, = 6804 + 367
bar (80 mg mL™') und p, = 6121 & 231 bar (160 mg mL~") erhalten. Den Einfluss
der Osmolyte auf den Entfaltungsdruck zeigt Abbildung 4.9. So steigt dieser Wert
beispielsweise in Anwesenheit von TMAO um 1750 bar, wohingegen er in Anwesen-
heit von Harnstoff um circa 500 bar sinkt. Dies steht im Einklang mit der vielfach
beobachteten Stabilisierung von Proteinen durch TMAQ, sowie der Destabilisierung
durch Harnstoff.”™® Erstaunlicherweise verringert sich der Entfaltungsdruck auch
durch Erhchung der Proteinkonzentration. So wurde unter allen untersuchten Be-
dingungen ein geringerer Entfaltungsdruck fiir die 160 mg mL™!, verglichen mit der
80 mg mL~! Losung, erhalten. Die erhaltene Daten sprechen somit fiir eine leichte

Destabilisierung des Systems durch self-crowding.

Die Volumenénderung des Entfaltungsvorgangs betrégt beispielsweise bei einer
Proteinkonzentration von 160 mg mL ~' AV® = —31 + 10 mL mol™}, d.h., die
durch Druck induzierte Entfaltung fithrt durch das Auffiillen interner Kavitédten zu
einer Verringerung des Volumens. Unter Beriicksichtigung des experimentellen Feh-
lers konnte kein signifikanter Einfluss der Proteinkonzentration oder der Osmolyte
auf diesen Wert festgestellt werden. Dies zeigt Abbildung 4.15 im Anhang dieses Ka-
pitels. Generell stehen die erhaltenen Werte im Einklang mit Literaturdaten. Dort

wurden Werte von -55 und -26 mL mol~! ermittelt.266.267
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Abbildung 4.9: Entfaltungsdruck von 80 mg mL~! und 160 mg mL~! Lysozym in An-
und Abwesenheit der Osmolyte TMAQO und Harnstoff.

Um einen genaueren Uberblick iiber das untersuchte System zu gewinnen, wurde
zuséitzlich der Einfluss von TMAO und Harnstoff auf die temperaturinduzierte Ent-
faltung untersucht. Abbildung 4.10 zeigt exemplarisch die Entwicklung der Amid-
I’-Bande von Lysozym in An- und Abwesenheit von 2 M TMAO und Harnstoff.

Die temperaturabhéngige Entwicklung der Amid-I’-Banden zeigt, dass in Anwe-
senheit von TMAO und Harnstoff, jedoch nicht in reiner Pufferlésung, eine tempera-
turinduzierte irrerversible Aggregation, erfolgt. Dies wird durch die Banden-Maxima,
bei 1620 cm ! und 1680 cm ™!, welche auf die Bildung intermolekularer 3-Faltblatt-
Strukturen schlieBen lassen, gezeigt.26%2% Dabei ist dieser Effekt in Anwesenheit von

TMAO stérker ausgepragt als in Anwesenheit von Harnstoff.

TMAO stabilisiert Proteine somit einerseits gegen Denaturation, verursacht aber
andererseits die Aggregation des denaturierten Proteins. Dieser Effekt von TMAO

auf die Proteinaggregation wurde bereits in der Literatur beschrieben.?™
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Abbildung 4.10: Temperaturabhingige Entwicklung der Amid-I'-Bande von Lysozym
(¢ =160 mg mL~! und 80 mg mL~!) in An- und Abwesenheit von TMAO und Harnstoff.
Alle gezeigten Banden wurden basislinienkorrigiert und auf die Flache normiert.

Die temperaturabhingige Entwicklung der Sekundéarstrukturanteile ist in Abbildung
4.11 gezeigt. Die Entfaltungs-Temperatur T}, sowie die Anderung der van’t Hoff
Enthalpie AH} 1 wurden durch Anpassung der temperaturabhéngigen Entwicklung
des a-Helix-Anteils gemaf Gleichung (4.3) bestimmt.

In Abwesenheit der Osmolyte ergaben sich Werte von AH i = 241+ 3 kJ mol ™!
(160 mg mL™") und AHg i = 298 & 64 kJ mol™' (80 mg mL™"). Literaturdaten
berichten von einem Wert von AH{ 1 = 385 kJ mol™" bei einer Proteinkonzentra-
tion von 20 mg mL~1.2™ Bedingt durch die irreversible Aggregation des Proteins in
Anwesenheit von TMAO und Harnstoff wurde die Enthalpieinderung in diesem Fall

nicht ermittelt.

96



4.3 Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.11: Temperaturabhangige Entwicklung der Flachenanteile der jeweiligen
Subbanden in An- und Abwesenheit der Osmolyte TMAQ und Harnstoff fiir 80 mg mL™!
und 160 mg mL~! Lysozym.
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4 Finfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

Der Einfluss der Osmolyte TMAO und Harnstoff auf die Entfaltungstemperatur ist
in Abbildung 4.12 gezeigt. Wie in den druckabhéngigen Messungen, wurde auch hier
ein stabilisierender Effekt durch TMAO und ein destabilisierender Effekt von Harn-
stoff beobachtet. Weiterhin wurde auch in den temperaturabhéngigen Messungen
ein leicht destabilisierender Effekt durch self-crowding beobachtet. Diese Ergebnisse
wurden durch DSC Messungen bestétigt. Zusétzlich wurde bei dhnlichem pH bei
einer Proteinkonzentration von 20 mg mL™!, d.h. in der Abwesenheit destabilisie-

render intermolekularer Wechselwirkungen, ein weitaus hoherer Wert gefunden.?™

[ Lysozym
82 | B Lysozym + 2 M Harnstoff -
B Lysozym + 2 M TMAO

FTIR DSC FTIR DSC
80 mg mL™ 160 mg mL™

Abbildung 4.12: Durch FTIR-Messungen bestimmte Entfaltungstemperatur von 80
mg mL~! und 160 mg mL~! Lysozym in An- und Abwesenheit der Osmolyte TMAO
und Harnstoff. Die Durchfiihrung und Auswertung der DSC-Daten erfolgte durch Paul
Hendrik Schummel.

Dieses Verhalten steht mit vorherigen kalorimetrischen Untersuchungen im Einklang,
welche ebenfalls einen destabilisierten Einfluss von self-crowding offenbarten.?” Dies
lasst sich auf einen enthalpischen Effekt zuriickfithren. Fiir andere Systeme, wie das
Protein SNase, wurde hingegen eine Stabilisierung durch self-crowding auf Lyso-

zym beobachtet. Dies verdeutlicht, inwieweit der Einfluss von self-crowding von den
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4.3 Ergebnisse und Diskussion

Eigenschaften des Crowder- Molekiils (Oberflichenladung und Ladungsverteilung)
bestimmt wird.4!

Abschlielend wurde ein Druck-Temperatur-Phasendigramm bei einer Proteinkon-
zentration von 160 mg mL~! bestimmt. Dieses weist die fiir monomere Proteine

charakteristische elliptische Form auf.

L ® 160mgmL™ Lys
2 A 160 mg mL™" Lys + 2 M Harnstoff —
¢ 160mg mL" Lys + 2 M TMAO

M I T I BN BT B
10 20 30 40 50 60 70 80

T/°C

Abbildung 4.13: Druck-Temperatur-Phasendiagramm fiir 160 mg mL~! Lysozym. Die
durchgezogene Linie dient der optischen Orientierung.
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4 FEinfluss von Druck und Osmolyten auf die Proteindynamik von Lysozym

4.4 Anhang
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Abbildung 4.14: Druckabhingige Entwicklung der mittleren quadratischen Verschie-
bung (MSD) von 10 wt.% Lysozym in An- und Abwesenheit von Trehalose (A). Ent-
wicklung der MSD mit steigender Trehalose-Konzentration bei ausgewahlten Driicken
(B). Die Verantwortlichkeit fiir die gezeigten Daten obliegt Paul Hendrik Schummel.
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4.4 Anhang

160 mg mL™? 80 mg mL™*?

A\
o
&
-
&
~
o ]
>
<
i I Lysozym
B Lysozym + 2 M Harnstoff -
-60 - B Lysozym + 2 M TMAO

Abbildung 4.15: Entfaltungsvolumen von 80 mg mL~! und 160 mg mL~! Lysozym in

An- und Abwesenheit der Osmolyte TMAO und Harnstoff.
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5 Einfluss von Druckapplikation auf
die Struktur und Dynamik des
Komplexes zwischen Calmodulin

und der hypervariablen Region von

KRas4B

Teile der hier gezeigten Daten wurden publiziert in:
S. Cinar, Samy Al-Ayoubi, C. Sternemann, J. Peters, R. Winter, C. Czeslik, Phy-
sical Chemistry Chemical Physics, 2018, 20, 3514-3522.
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5.1 Einleitung

5.1 Einleitung

Das Calcium-Ionen bindende Protein Calmodulin (CaM) ist an der Regulation diver-
ser zelluldrer Signalwege beteiligt.2”® Durch seine hohe Flexibilitét ist es in der La-
ge, eine Vielzahl von Liganden zu binden.?™2™ Calmodulin weist eine hantelférmige
Struktur auf, wobei zwei kugelférmige Seitendoménen durch einen dynamischen Lin-
ker verbunden sind.?"%2"" Jede Seitendomine enthélt jeweils zwei EF-Hand-Motive,
welche die Bindung von Ca?"-Ionen ermdoglichen.?™ Calcium-freies apo-Calmodulin
weist im Gegensatz zu Ca?T-gebundenem holo-Calmodulin eine vergleichsweise ge-
schlossene Konformation auf (siehe Abbildung 5.1). Die Strukturédnderung im Rah-
men des Bindens von Ca?*-Ionen verursacht die Freilegung hydrophober und gelade-
ner Bereiche auf der Proteinoberfliche. Dadurch bindet holo-Calmodulin Liganden

mit einer sehr viel hoheren Affinitéit als apo-Calmodulin. 27627

apo-Calmodulin holo-Calmodulin

Abbildung 5.1: Strukturen von Calcium-freiem apo-Calmodulin, Calcium-gebundenem
holo-Calmodulin sowie der Komplexe zwischen holo-Calmodulin mit einem myriso-
liertem Peptid bzw. dem Calcineurin Bindungs-Peptid (pdb IDs:1CFD,?®91CLL,*"®
2R28,28111.77°82). Die Abbildung wurde mit Chimera®* erstellt.
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5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

Calmodulin hat bei neutralem pH-Wert eine Nettoladung von -15.283 Zusitzlich
weist es zwei hydrophobe Oberflichenregionen auf, welche die Bindung von Pepti-
den und Proteinen ermoglichen. Die Bindungspartner des Calmodulins weisen typi-
scherscherweise hydrophobe Seitenketten auf und sind mehrfach positiv geladen.?%4
Ligandenbindung induziert zumeist eine Konformationséinderung von Calmodulin.
Dabei umschlieBen die beiden kugelférmigen Seitendoménen den Liganden, wodurch
in der Regel ein globulirer Komplex gebildet wird.?"®283,285.286 Jedoch wurden auch
X-formige, dimere 2:1-Komplexe, beispielsweise zwischen Calmodulin und der Bin-
dungsregion des Proteins Calcineurin?®!:287:28% gder dem Transkriptionsfaktor SEF2-
1/E2-22% beobachtet. Einen Uberblick iiber mogliche Strukturen der Komplexe von
Calmodulin mit Liganden liefert Abbildung 5.1.

Einer der zahlreichen Bindungspartner von Calmodulin ist das Protein KRas4B.2%%:291

Dieses Protein ist ein Vertreter der kleinen GTPasen und, aufgrund seiner Schal-
terfunktion in Signaltransduktionswegen, an der Regulation von Zell-Wachstum, -
differenzierung und -tod beteiligt.?*? In 80% der Krebserkrankungen der Bauchspei-
cheldriise liegt eine Mutation des KRas-Gens vor.?% Die Aktivitit von KRas4B wird
iiber ein Ca?*-Signal durch Calmodulin gesteuert.??%2°! Die Bindung von KRas4B
an holo-Calmodulin wird durch dessen C-terminale Peptidsequenz ermdglicht. Die-
se wird auch als hypervariable Region (HVR) bezeichnet und enthilt 8 Lysinreste,
welche bei physiologischem pH-Wert positiv geladen sind, sowie einen hydrophoben

Farnesyl-Rest.294:29

Das Peptid, welches in dieser Studie zum Einsatz kam, entspricht den 12 termi-
nalen Aminosduren dieser hypervariablen Region (sieche Abb. 5.2). Um eine besse-
re Einordnung der gewonnenen Daten zu erméglichen, sind zusétzlich Messungen
mit dem Calmodulin-Inhibitor Trifluorperazin (TFP) gezeigt.* Dieser Antagonist
wird als Antipsychotikum verwendet und unterdriickt beispielsweise die Aktivitét

von CamKII.2%6:297 Bei neutralem pH betrigt die Nettoladung von TFP +2, weiter

*Untersuchungen der Calmodulin-TFP-Wechselwirkungen sind ein Forschungsprogramm von
Prof. Dr. C. Czeslik. Die in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-SAXS-Messungen wurden par-
allel an Calmodulin-TFP und Calmodulin-K-Ras4B(HVR)-Proben in Zusammenarbeit mit Dr.
Siileyman Cinar durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert, wobei Dr. Cinar fiir die TFP-
Proben und der Autor dieser Arbeit fiir die K-RasdB(HVR)-Proben verantwortlich zeichnet.
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5.1 FEinleitung

verfiigt es iiber hydrophobe aromatische Gruppen.298:299

C-K-K-K-K-K-K-S-K-T-K-C-OCH, \N/\

N

) b
"

/
KRas4B + HVR TEP

Abbildung 5.2: KRas4B mit der Sequenz der hypervariablen Region. Die gezeigte Pep-
tidsequenz entspricht der Sequenz des in dieser Arbeit verwendeten Peptids (pdb ID:
4lpk, Abbildung erstellt mit Chimera254). Struktur des Calmodulin-Inhibitors TFP.

Das Ziel dieses Forschungsprojekts war es zu evaluieren, inwieweit die Struktur von
Calmodulin durch Druckapplikation sowie das Binden des KRas4B-HVR-Peptids
beeinflusst wird und inwieweit mogliche strukturelle Anderungen die interne Dy-
namik des Proteins beeinflussen. Weiterhin erméglichen druckabhéngige Messungen
eine Abschétzung der Bindungsaffinitdten der untersuchten Liganden. Dies ist ein
interessanter Ansatz, da die Interaktionen von Calmodulin mit Proteinen, Peptiden
und niedermolekularen Liganden auf elektrostatischen und hydrophoben Wechsel-
wirkungen beruhen und beide Wechselwirkungen effektiv durch Druckapplikation
beeinflusst werden.>?> So dissoziieren beispielsweise Salzbriicken bei Driicken bis zu
2000 bar und auch hydrophobe Wechselwirkungen werden durch Druckapplikation
geschwicht. Der Einsatz von Druck erméglicht zudem eine Abschétzung der im Zuge

der Ligandenbindung erfolgenden Volumenénderungen.

In diesem Projekt wurde die Struktur von Calmodulin in An- und Abwesenheit
von Liganden mittels Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) und die Proteindyna-
mik durch elastische inkohdrente Neutronenstreuung (EINS) untersucht. Ergénzend

wurde durch Dynamische Lichtstreuung die Diffusion des Proteins untersucht.
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5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

5.2 Material und Methoden

Rekombinantes Wildtyp Calmodulin der Ratte wurde wie in Referenz3® beschrie-
ben hergestellt. Der verwendete pET-14b Vektor wurde von GenScript (Piscataway,
NJ, USA) und E. coli BL21-CondonPlus (DE3)-RIPL Zellen von Agilent Technolo-
gies (Santa Clara, CA, USA) bezogen. Alle weiteren Bezugsquellen der verwendeten
Chemikalien offenbart Tabelle 5.1.

Tabelle 5.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Bezugsquelle
KRas4B-HVR-Peptid Eurogentec (Searing, Belgien)
TFP Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA
BisTris Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA
MOPS Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA
NaCl Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA
CaCl, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA
EGTA Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA

~~ N N ~~ —~

)
)
)
)
)
)

5.2.1 Experimentelle Durchfiihrung und Datenbearbeitung
Rontgenkleinwinkelstreuung

Fiir die SAXS-Messungen wurde eine Proteinkonzentration von 10 mg mL™! ver-
wendet. Druckabhéngige Messungen wurden in BisTris Puffer (pH = 6.6, 10 mM)
durchgefiihrt, zusétzlich enthielt die Pufferlosung CaCly (10 mM) und NaCl (150
mM). Fiir die Messungen an calciumfreien apo-Calmodulin enthielt der Puffer au-

Berdem 5 mM EGTA, um die Entfernung von Calcium-Ionen zu garantieren.

Die druckabhéngigen SAXS Messungen wurden an der Beamline BL9 des DELTA
Synchrotrons (Dortmund, Deutschland) durchgefiihrt, die Detektion erfolgte durch
einen mar345 image Plate Detektor. Die Wellenlinge betrug 1.24 A. Die Kalibrie-
rung erfolgte durch einen Silberbehenat-Standard. Die Integration der Rohdaten
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5.2 Material und Methoden

erfolgte durch das Programm Fit2D.3!

Zusitzlich wurden temperaturabhingige SAXS-Messungen an dem SAXSess mc?-
Instrument der Firma Anton Paar durchgefiihrt. Diese erfolgten in MOPS-Puffer un-

ter ansonsten identischen Bedingungen zu den Messungen am DELTA-Synchrotron.

Von den gemessenen Streukurven wurde die Streukurve des Puffers (bei iden-
tischem Druck) als Hintergrund abgezogen. Die am SAXSess-Instrument generier-
ten Daten wurden zusétzlich zur Korrektur der Linienkollimation entschmiert. Zur
weiteren Auswertung der Daten wurde das ATSAS Software Package verwendet.30?
Durch das Programm GNOM!% wurde die Paarabstandsverteilungsfunkion p(r) aus

der Streukurve /(@) erhalten (siche Kapitel 2.1.1).

o) = s [ 1@ 4ng2aq (5.1)

Der Gyrationsradius Rg ergibt sich gemaf:

) o r?p(r)dr

Rg = W (5.2)
Zur Berechnung von Streukurven aus Kristallstrukturdaten wurde das Programm
Crysol verwendet.3%
Die Generierung von ab initio-Strukturmodellen aus den experimentellen Daten er-
folgte durch das Programm DAMMIF.!'% Dabei wurden mindestens 10 Strukturen
erstellt, welche anschliefend durch das Programm DAMAVER! gemittelt wurden.
Die Uberlagerung der gemittelten Strukturen mit Kristallstrukturen erfolgte durch

das Programm SUPERCOMB.3*

Elastisch inkoharente Neutronenstreuung

Die EINS-Messungen wurden in BisTris Puffer auf Do O-Basis durchgefiihrt. Zusétzlich
enthielt die Pufferlosung 30 mM CaCl; und 10 mM NaCl. Die Proteinkonzentration
betrug hier 100 mg mL~!. Die Messungen erfolgten an Instrument IN13 des Institut
Laue Langevine.!”™ Zur Auswertung wurde die Software LAMP des ILL verwendet.

Die Messzeit betrug mindestens 7 Stunden pro Messpunkt. Die Behandlung der
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5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

Daten umfasste die Subtraktion des Hintergrundes bei entsprechendem Druck und
eine Normierung auf den Vanadiumstandard. Dies erfolgte durch das Programm

LAMP.2%° Die Bestimmung der MSD erfolgte gemifl der Gauss-Néherung.!™
1
1(Q,0 £ AE) ~ Iyexp (—§Q2 <u2>> (5.3)

Dynamische Lichtstreuung

Die DLS Messungen erfolgten in 20 mM MOPS Puffer (pH = 6.6), welcher zusétzlich
10 mM CaCl; und 150 mM NaCl enthielt. Die Calmodulin-Konzentration betrug 0.2
mM. Um Verunreinigungen und mogliche Aggregate aus der Losung zu entfernen,
wurde die Losung durch Filter einer Porengréfie von 0.02 um gefiltert. Die Messungen
erfolgten an dem Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Herrenberg). Der
Diffusionskoffizient D wurde gemé8 5.4 aus der Autokorrelationsfunktion G(7) =

(I(t)I(t+ 7)) erhalten:
G(1) = A[1 + Bexp(2DQ’7)] (5.4)

Hierbei ist A die Basislinie der Autokorrelationsfunktion, B der single exponential
cumultant und 7 die Korrelationszeit. Der hydrodynamische Durchmesser dj, ergibt

sich aus der Stokes-Einstein-Gleichung:

kT
~ 3mD

dn (5.5)

Hier ist n die Viskositdt der Losung.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.1 Einfluss von Druck auf die Struktur von apo- und

holo-Calmodulin

Abbildung 5.3 zeigt die erhaltenen Streukurven sowie die entsprechenden Paarab-
standsverteilungsfunktionen von apo- und holo-Calmodulin bei ausgewéhlten Driicken.
Die durchgezogenen Linien repréasentieren die approximierten Streukurven, welche
durch indirekte Fourier-Transformation erhalten wurden. Die Paarabstandsvertei-
lungsfunktion p(r) liefert Hinweise {iber die Abstande r zwischen zwei Streuzentren
innerhalb des Molekiils. Dabei ist p(r)dr proportional zur Anzahl von Absténden
zwischen r und r+dr im Molekiil. Der Schnittpunkt mit der r-Achse entspricht dem

maximalen Abstand D, der Streuzentren.

Die Form der erhaltenen p(r)-Funktionen von apo- und holo-Calmodulin ist cha-
rakteristisch fiir hantelfsrmige Proteine.!®* Dabei gibt das erste Maximum den Ra-
dius der C- und N-terminalen Doménen und das zweite Maximum den Abstand der
beiden Doménen voneinander an.?%3% Egs wurde eine leichte Druckabhéngigkeit von
p(r) beobachtet. So steigt das zweite Maximum von p(r) bei circa 4.5 nm mit steigen-
dem Druck. Folglich nimmt die Anzahl gréferer Absténde im Protein mit steigendem
Druck zu. Dies spricht fiir eine partielle Entfaltung der Seitendoménen durch das
Eindringen von Wasser in das Proteininnere. Weiterhin wurde eine Zunahme des
Gyrationsradius beobachtet. So steigt dieser von 2.16 nm bei 5 bar (Literaturwerte:

2.136 nm und 2.19 nm?7%2%6) auf 2.22 nm bei 3000 bar.

Ein &hnliches druckabhéngiges Verhalten von p(r) wurde ebenfalls fiir apo-Calmodulin
beobachtet. Der Gyrationsradius steigt dabei von 2.11 nm auf 2.22 nm. Der ge-
ringere Gyrationsradius von apo-Calmodulin ist durch die hohere Flexibilitdt der

C-terminalen Doméne in Abwesenheit von Ca?*-Ionen zu erkléiren.3%
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5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

holo-Calmodulin
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Abbildung 5.3: Streukurven (links) und normierte Paarabstandsverteilungsfunktionen
(rechts) von holo-Calmodulin und apo-Calmodulin bei ausgewahlten Driicken. Die durch-
gezogenen Linien stellen die Anpassungen der experimentellen Daten durch indirekte
Fouriertransformation dar.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

Zur Veranschaulichung der Proteinstruktur wurden Strukturmodelle durch ab in-
itio-Modellierung aus den experimentellen 7(Q) erstellt. Die berechneten ab initio-
Strukturmodelle sind in Abbildung 5.4 gezeigt. Diese bestétigen die hantelférmige
Konformation des Proteins iiber den gesamten untersuchten Druckbereich und kénnen

gut mit den entsprechenden Kristallstrukturdaten iiberlagert werden.

holo-Calmodulin

3000 bar

apo-Calmodulin

Abbildung 5.4: Durch DAMMIF erhaltene ab initio-Strukturmodelle von holo- und
apo-Calmodulin bei 5 bar und 3000 bar. Die Strukturmodelle bei 5 bar wurden mit den
entsprechenden Kristallstrukturen (PDB ID: 3CLN, 1LIN) iiberlagert. Die Abbildung

wurde mit dem Programm Chimera erstellt.?*
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Einfluss von

Druck auf die Struktur des Calmodulin-KRas4B-HVR-Komplexes
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Abbildung 5.5: Streukurven (links) und normierte Paarabstandsverteilungsfunktion
(rechts) des holo-Calmodulin-TFP-Komplexes und des holo-Calmodulin-KRas4B-HVR-
Komplexes bei ausgewahlten Driicken. Die durchgezogenen Linien stellen die entspre-
chenden Anpassungen der experimentellen Daten durch indirekte Fouriertransformation
dar. Die Verantwortlichkeit fiir die Daten in Anwesenheit von TFP obliegt Dr. S. Cinar.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

Die Streukurven und die dazugehorigen p(r)-Funktionen der Komplexe von holo-
Calmodulin mit dem KRas4B-HVR-Peptid und TFP sind in Abbildung 5.5 gezeigt.
Die experimentellen Daten zeigen, dass sich die Form der Streukurven signifikant

von den Streukurven der hantelférmigen Calmodulin-Spezies unterscheidet.

Die Streukurven der Komplexe von Calmodulin mit dem KRas4B-HVR-Peptid
und mit TFP unterscheiden sich sowohl untereinander als auch von denen der han-
telformigen Spezies. Die Bindung der Liganden fiihrt somit in beiden Féllen zu
unterschiedlichen strukturellen Anderungen. Diese Strukturdnderungen lassen sich
durch Betrachtung der p(r)-Funktionen genauer charakterisieren. So ist der Verlauf
von p(r) in Anwesenheit des KRas4dB-HVR-Peptids nahezu symmetrisch. Dies ldsst
zunéchst eine kugelférmige Geometrie vermuten, jedoch sind sowohl der erhaltene
Gyrationsradius mit Rg=2.29 nm, als auch der maximale Abstand im Molekiil mit
Dy = 7 nm signifikant grofler als in kugelféormigen Calmodulin-Komplexen. Bei
3000 bar weisen sowohl I(Q) als auch p(r) den fiir ein hantelférmiges Protein cha-
rakteristischen Verlauf auf. Weiterhin nimmt der Gyrationsradius bei diesem Druck
signifikant auf den Wert von holo-Calmodulin ab (siehe Abbildung 5.6). Dies lasst

auf eine Dissoziation des Liganden in diesem Druckbereich schliefen.

Die symmetrische Paarabstandsverteilungsfunktion des Calmodulin-TFP-Komplexes
offenbart eine kugelférmige Struktur des Komplexes.'® Der Gyrationsradius sinkt in
Rahmen der Druckapplikation von Rg = 1.73 nm bei 5 bar (Lieraturwert: Rq=1.76
nm)?® auf Rg = 1.65 nm bei 3000 bar. Dies léisst auf eine leichte Kompression des
Komplexes schlieflen. Die kugelférmige Struktur bleibt jedoch iiber den gesamten
untersuchten Druckbereich erhalten. Eine druckinduzierte Dissoziation des Ligan-
den findet somit nicht statt. Das Dissoziationsvolumen ist folglich nahezu null oder
positiv. TFP bindet somit relativ kompakt an Calmodulin, d.h. es werden im Rah-

men des Bindungsprozesses nur geringe void volumes ausgebildet. '

tUntersuchungen der Calmodulin-TFP-Wechselwirkungen sind ein Forschungsprogramm von
Prof. Dr. C. Czeslik. Die in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-SAXS-Messungen wurden par-
allel an Calmodulin-TFP und Calmodulin-K-RasdB(HVR)-Proben in Zusammenarbeit mit Dr.
Siileyman Cinar durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert, wobei Dr. Cinar fiir die TFP-
Proben und der Autor dieser Arbeit fiir die K-RasdB(HVR)-Proben verantwortlich zeichnet.
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Abbildung 5.6: Druckabhangige Entwicklung des Gyrationsradius von holo-Calmodulin
in An- und Abwesenheit der untersuchten Liganden. Die Verantwortlichkeit fiir die Daten
in Anwesenheit von TFP obliegt Dr. S. Cinar.

Neben der giangigen kugelférmigen Konformation von Calmodulin-Ligand-Komplexen

wird in der Literatur auch von X-formigen Dimer-Komplexen berichtet.?81:287:28 Die

genaue Struktur des Komplexes zwischen holo-Calmodulin und dem KRas4B-HVR-

Peptid soll im Folgenden bestimmt werden. Dazu wurden zunéchst ab initio-Modelle

konstruiert. Die ab initio-Strukturmodelle des Calmodulin-KRAS4B-HVR-Peptid-

Komplexes und des Calmodulin-TFP-Komplexes sind in Abbildung 5.7 gezeigt.

Aus diesen wird deutlich, dass das erhaltene Strukturmodell des Calmodulin-

KRas4B-HVR-Peptid-Komplexes mit der Kristallstruktur des dimeren Komplexes

zwischen Calmodulin und dem Calcineurin-Bindungseptid {ibereinstimmt. Dabei

handelt es sich um ein X-férmiges Calmodulin-Dimer mit einer 2:2 Stochiometrie.

281,287,288

Weiterhin weist das Strukturmodell des Komplexes bei 3000 bar, im Einklang mit

der p(r)-Funktion, eine hantelformige Konformation auf. Die ab initio-Modelle des

Calmodulin-TFP-Komplexes bestétigen die kugelférmige Struktur des Komplexes

bei 5 und 3000 bar.
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holo-Calmodulin + KRas4B-HVR

3000 bar

holo-Calmodulin + TFP

5 bar

3000 bar

Abbildung 5.7: Ab initio-Strukturmodelle des holo-Calmodulin-KRas4B-Komplexes und
des holo-Calmodulin-TFP-Komplexes bei 5 bar und 3000 bar. Die Strukturmodelle bei
5 bar wurden mit den Kristallstrukturen des holo-Calmodulin-TFP-Komplexes (pdb ID:
1LIN)3%7 und des holo-Calmodulin-Calcineurin-Komplexes (pdb ID: 2R28)28! {iberlagert.
Die Verantwortlichkeit fiir die Daten in Anwesenheit von TFP obliegt Dr. S. Cinar.

Um die Struktur des Calmodulin-KRas4B-Komplexes genauer zu untersuchen, wur-
den durch das Programm Crysol®®® Streukurven aus den Kristallstrukturdaten von
hantelférmigen holo-Calmodulin, einem kugelférmigen Komplex zwischen holo-Cal-
modulin und einem myrisoliertem Peptid sowie dem X-férmigen dimeren Komplex
zwischen Calmodulin und dem Calcineurin-Peptid bestimmt und den experimentel-
len Daten gegeniibergestellt. Dies zeigt Abbildung 5.8. Dabei stimmt lediglich die be-
rechnete Streukurve des Dimers mit den experimentellen Daten iiberein. Zusétzlich

erfolgten Messungen unter identischen Bedingungen am SAXSess mc2-Instrument.

117



5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

Auch hier konnte die Bildung des Dimers beobachtet werden.

Insgesamt weisen die Ergebnisse der SAXS-Messungen somit darauf hin, dass
Calmodulin bei einem Verhéltnis von 1:1.5 einen X-formigen Komplex mit dem
KRas4B-HVR-Peptid bildet. Dieser Komplex dissoziiert bei 3000 bar, wo es auf-
grund der void volumes der Zwischenflache zur Dissoziation des Komplexes kommt
und Calmodulin fortan in hantelférmiger Konformation vorliegt. Ob es ebenfalls zur
Dissoziation des Peptids kommt, oder ob dieses immer noch an die hantelférmige
Konformation gebunden ist, kann ausgehend von dieser Datenlage nicht beurteilt

werden.

100 7
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1 ¢ =— =angepasste Kurve =
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PDB 1L7Z (Kugel)

——PDB 2R281(Dimer)
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Abbildung 5.8: Experimentelle Streukurve des holo-Calmodulin-KRas4B-Komplexes bei
5 bar im Vergleich mit aus Kristallstrukturdaten berechneten Streukurven des han-
telférmigen holo-Calmodulins (PDB ID: 1CLL), des kugelformigen Komplexes zwischen
Calmodulin und einem myrosiliertem Peptid (PDB ID: 1L7Z), sowie des dimeren Kom-
plexes zwischen holo-Calmodulin und dem Calcineurin-Peptids (PDB ID: 2R28) sind als
durchgezogene Linien gezeigt.

In der Literatur wird jedoch die Bildung eines kugelférmigen Komplexes mit einem
Gyrationsradius von Rg = 1.96 nm und einem maximalen Abstand von D, = 4.8
nm, d.h. mit #hnlichen Dimensionen wie der Calmodulin-TFP-Komplex berichtet.3%8

In dieser Studie betrug das Verhéltnis von Calmodulin zum KRas4B-HVR-Peptid
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

1:10. Aus diesem Grund wurden SAXS-Messungen mit verschiedenen Konzentratio-

nen des KRas4B-HVR-Peptids bei Umgebungsdruck durchgefiihrt.

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 5.9 gezeigt. Bei einem Verhéltnis
von 1:1.5 wurde ebenfalls die p(r)-Funktion des Dimers erhalten. Bei einem Verhéltnis
von 1:3.9 weisen die Streukurven jedoch einen anderen Verlauf auf und die Streukur-
ven und Gyrationsradien lassen auf einen kugelférmigen Komplex schliefen. Wei-
terhin sind beide Komplexe bis zu Temperaturen von 85 °C stabil. Das molare
Verhiéltnis zwischen Calmodulin und dem KRas4B-HVR-Peptid scheint somit die

Struktur des gebildeten Komplexes zu bestimmen.
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Abbildung 5.9: Einfluss des molaren Verhiltnisses zwischen Calmodulin und dem
KRas4B-HVR-Peptid auf die Streukurven und Paarabstandsverteilungsfunktionen des
gebildeten Komplexes bei ausgewahlten Temperaturen. Die durchgezogenen Linien stel-
len die entsprechenden Anpassungen der experimentellen Daten durch indirekte Fourier-
transformation dar.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.2 Validierung einer méglichen Dimer-Bildung durch

Dynamische Lichtstreuung

Zusétzlich sollte eine mogliche Dimer-Bildung durch DLS-Messungen evaluiert wer-
den. Auflerdem konnte durch diese der Einfluss der durch Liganden induzierten
Strukturdnderungen auf die translationale Diffusion des Proteins ermittelt werden.

Die Ergebnisse dieser Messungen zeigt Abbildung 5.10.
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Abbildung 5.10: Autokorrelationsfunktionen (A) und gemessene sowie aus Kristall-
strukturdaten berechnete Diffusionskoeffizienten (B) von holo-Calmodulin, sowie der
Komplexe von holo-Calmodulin mit dem KRas4B-HVR-Peptid und dem Liganden
TFP. GroBenverteilungen der entsprechenden Messungen von holo-Calmodulin (C)holo-
Calmodulin + KRas4B (D) und holo-Calmodulin + TFP (E). Die Verantwortlichkeit fiir
die Daten in Anwesenheit von TFP obliegt Dr. S. Cinar.
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5 Struktur und Dynamik des Komplexes zwischen Calmodulin und der HVR von KRas4B

Fiir holo-Calmodulin wurde ein Diffusionskoeffizient von D ~ 105 um?s~! er-

mittelt. Der Calmodulin-TFP-Komplex weist einen geringfiigig hoheren Wert auf,
wohingegen der Komplex mit dem KRas4B-HVR-Peptid einen signifikant geringeren

L aufweist. Jedoch ist zu beachten, dass

Diffusionskoeffizienten von D =~ 80 pum?s~
diese Messung durch die Anwesenheit groflerer Verunreinigung beeinflusst ist, wie die
Groflenverteilungen in Abbildung 5.10 zeigen. In der Literatur konnte durch Fluo-
reszenzkorrelationsspektroskopie unter Dimer-Bedingungen ein Wert von D ~ 90 +

L ermittelt werden.?® Unter Verwendung des Programms Hydropro wur-

12pum?2s~
den die Diffusionskoeffizienten aus Kristallstrukturdaten ermittelt.?*® Dabei konn-
ten vergleichbare Werte fiir den dimeren Komplex zwischen Calmodulin und dem
KRas4B-HVR-Peptid erhalten werden. Die DLS-Messungen unterstiitzen somit die
in den SAXS-Messungen beobachtete Dimer-Bildung. Weiterhin zeigen die Ergeb-
nisse, dass sich holo-Calmodulin und sein Komplex mit TFP nicht signifikant in der
Translations-Dynamik unterscheiden. Es konnte auflerdem kein signifikanter Un-

terschied zwischen dem Diffusionskoeffizienten des hantelférmigen Calmodulin und

dessen kugelférmigen Komplex mit TFP festgestellt werden.
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5.3 Ergebnisse und Diskussion

5.3.3 Einfluss von Druck auf die Proteindynamik von

Calmodulin und Calmodulin-Ligand-Komplexen

Zusétzlich zu den SAXS-Messungen wurden EINS-Messungen durchgefiihrt, um den
Einfluss der zuvor beobachteten strukturellen Anderungen auf die Proteindynamik
zu untersuchen. Abbildung 5.11 zeigt die EINS Daten als Auftragung von Inl gegen
Q?, sowie die linearen Anpassungen, aus welchen gemif der Gauss-Naherung die

MSD-Werte bestimmt wurden.
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Abbildung 5.11: Semilogarithmische Auftragung der EINS Intensitét als Funktion von
Q? fiir holo-Calmodulin, apo-Calmodulin, den holo-Calmodulin-TFP-Komplex und den
holo-Calmodulin KRas4B-HVR-Peptid-Komplex, bei verschiedenen Driicken. Die Linien
stellen die Funktionsanpassungen dar, welche gemaB Gleichung (5.3) zur Bestimmung
der MSD verwendet wurden. Die Verantwortlichkeit fiir die Daten in Anwesenheit von
TFP obliegt Dr. S. Cinar.
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Die druckabhéngige Entwicklung der MSD-Werte ist in Abbildung 5.12 gezeigt.
Die Daten zeigen, dass die zuvor beschriebenen strukturellen Anderungen, welche
im Zuge der Liganden-Bindung stattfinden, keinen signifikanten Einfluss auf die
Proteindynamik in dem hier untersuchten Zeitfenster haben. Bei 40 bar wurde so-
wohl fiir hantelférmiges apo- und holo-Calmodulin, als auch fiir den kugelférmigen
Calmodulin-TFP-Komplex und fiir den X-férmigen Calmodulin-KRas4B-HVR-Peptid-
Komplex ein Wert von (u)? =~ 0.9 A? erhalten. Somit zeigen diese Ergebnisse, dass
weder das Binden von Liganden an Calmodulin, noch die damit einhergehende Kon-
formationsédnderung, die Proteindynamik in dem hier untersuchten Zeitfenster be-

einflussen.

Driicke unterhalb von 2000 bar fithren zu keiner signifikanten Anderung der MSD,
Driicke iiber 2000 bar fithren hingegen zu einer Abnahme der MSD. Dies kann auf
das Eindringen von Wassermolekiilen, welches bereits in den SAXS-Messungen be-
obachtet wurde, zuriickgefiihrt werden. So fithrt das Fiillen von void volumes zu

einer erhohten Packungsdichte, wodurch die Protein-Dynamik verringert wird.

Der holo-Calmodulin-KRas4B-HVR-Komplex zeigt, im Gegensatz zu den ande-
ren Calmodulin-Spezies, eine Zunahme der MSD ab circa 3000 bar. Die SAXS-
Messungen offenbarten die Dissoziation des dimeren Komplexes bei 3000 bar. Die
Anderung ist nicht durch die Dissoziation des Dimers zu erkléren, da in diesem Fall
der Wert dem von holo-Calmodulin entsprechen wiirde. Es ist jedoch zu beachten,
dass die MSD aller H-Atome in Losung bestimmt wurde. Dies heifit, dass auch die
Dynamik der H-Atome des Peptids zu den gemessenen MSD-Werten beitragen. Die-
se machen 8% der gesamten H-Atome in Losung aus. Kommt es im Rahmen der
Dissoziation des Komplexes zu einer Dissoziation des Peptids, so diirfte sich des-
sen Dynamik in Losung stark von der im gebundenen Zustand unterscheiden, was

wiederum den beobachteten Anstieg erklidren konnte.

Untersuchungen der Calmodulin-TFP-Wechselwirkungen sind ein Forschungsprogramm von Prof.
Dr. C. Czeslik. Die in dieser Arbeit gezeigten Hochdruck-SAXS- und EINS- Messungen wur-
den parallel an Calmodulin-TFP und Calmodulin-K-Ras4B(HVR)-Proben in Zusammenarbeit
mit Dr. Siileyman Cinar durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert, wobei Dr. Cinar fiir die
K-Ras4B(HVR)-Proben und der Autor dieser Arbeit fiir die TFP-Proben verantwortlich zeichnet.
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Abbildung 5.12: Druckabhangige Entwicklung der MSD von holo-Calmodulin, des holo-
Calmodulin-TFP-Komplexes und des holo-Calmodulin KRas4B-HVR-Peptid-Komplexes
bei verschiedenen Driicken, sowie die MSD von apo-Calmodulin bei 50 bar. Die Verant-
wortlichkeit fiir die Daten in Anwesenheit von TFP obliegt Dr. S. Cinar.
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Weiterhin sind in Abbildung 5.13 die summierten elastischen Intensitéiten gezeigt.
Die Summierung erfolgte iiber den ()-Bereich der zur Bestimmung der MSD ver-

wendet wurde.
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Abbildung 5.13: Elastische Intensitdten von holo-Calmodulin sowie dessen Komplexen
mit dem KRas4B-HVR-Peptid und TFP. Die Werte wurden auf den bei 40 bar erhaltenen
Wert normiert. Die Verantwortlichkeit fiir die Daten in Anwesenheit von TFP obliegt Dr.
S. Cinar.

Da zur Bestimmung iiber den gesamten ()-Bereich normiert wurde, haben diese
Werte verglichen zur MSD eine bessere Statistik. Der Absolutwert dieser Grofie
enthélt keine Informationen iiber die Proteindynamik und wird hauptséachlich durch
die Proteinmenge im Neutronenstrahl bestimmt. Aus diesem Grund wurden die
Werte auf den Wert bei 40 bar normiert, um die druckabhéngige Entwicklung der
elastischen Intensitédt anschaulicher darzustellen. Die druckabhéngige Entwicklung
der Intensitdt ist dabei umgekehrt proportional zur druckabhéngigen Entwicklung

der MSD.169

So lédsst der Anstieg der elastischen Intensitéit bei 2000 bar auf die zuvor beobach-
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tete Abnahme der Dynamik schliefen. In Anwesenheit der Liganden konnte ebenfalls
eine leichte Abnahme der elastischen Intensitét, d.h. eine gesteigerte Dynamik bis
1200 bar beobachtet werden. Eine Zunahme der MSD ist ebenfalls angedeutet. Eine
mogliche Erklarung ist eine Schwéchung der Ligandenbindung in diesem Druckbe-
reich, welche zu Fluktuationen fiithrt. Auch hier kénnen die H-Atome des Liganden
zu den beobachteten Effekten beitragen. So kann die Schwichung der hydrophoben
und elektrostatischen Wechselwirkungen dazu fiihren, dass diese weniger stabil an
das Protein gebunden sind, was wiederum zu einer gesteigerten Dynamik fiithrt. Da-
bei ist der Druckeinfluss auf den Calmodulin-KRas4B-HVR-Peptid-Komplex grofier
als auf den Komplex mit TFP. Dies lidsst darauf schlieBen, dass die Bindung des
synthetischen Liganden TFP an das Protein stabiler ist als diejenige des natiirlichen

Bindungspartners.
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6 Einfluss von Osmolyten und
Crowding auf die druckinduzierte
Dissoziation und Deaktivierung

von dimerer Alkoholdehydrogenase

Teile der hier gezeigten Daten wurden publiziert in:
K. Julius, Samy R. Al-Ayoubi*, M. Paulus, M. Tolan and R. Winter, Physical
Chemistry Chemical Physics, 2018, 20, 7093-7104.

*geteilte Erstautorenschaft
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6.1 Einleitung

6.1 Einleitung

Alkoholdehydrogenasen katalysieren, unter Beteiligung des Coenzyms NAD™ / NADH,
die Oxidation von Alkoholen zu Aldehyden oder Ketonen sowie die entsprechende
Riickreaktion.?'312 Dies macht sie zu Schliisselenzymen der alkoholischen Gérung
und des Alkohol-Metabolismus. Weiterhin kommen sie im Rahmen industrieller An-
wendungen, welche die Ethanoloxidation beinhalten, zum Einsatz.3133!5 Somit sind
genaue Kenntnisse der Aktivitdt und Stabilitdt dieser Proteine nicht nur von wis-

senschaftlicher, sondern auch von industrieller Relevanz.

In diesem Projekt erfolgten Untersuchungen an der Alkoholdehydrogenase der
Pferdeleber (LADH). Dieses Enzym ist, im Gegensatz zur tetrameren Form aus Hefe,
ein Dimer.?'® Jede Untereinheit des Dimers besteht aus zwei Doméinen: einer Koen-
zymbindungsdoméne und einer katalytische Doméne und enthélt ein strukturelles
sowie ein katalytisches Zinkatom 31”318 Das Protein ist prolat, ellipsoid geformt, hat
die AusmaBe 45 x 55 x 110 A und ein Molekulargewicht von 80 kDa 37319324 Die
Struktur des Proteins ist in Abbildung 6.1 gezeigt.

Abbildung 6.1: Struktur von LADH (pdb ID:6ADH)3?» NAD™ ist blau, Zn* orange
und DMSO magenta dargestellt. Erstellt mit Chimera.?>*

Vorherige Untersuchungen der Druckeffekte auf LADH untersuchten hauptséchlich

die Effekte von Druckapplikation auf die Fluoreszenz- und Phosphoreszenz-Eigenschaften
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der Tryptophanreste des Proteins. Dabei konnten bereits ausgepriagte Druckeffek-
te auf die Struktur des Proteins festgestellt werden. Eine Dissoziation des Proteins
konnte in diesen Untersuchungen jedoch nicht eindeutig nachgewiesen werden.32¢ 328
Generell ist die durch Druck induzierte Dissoziation oligomerer Proteine jedoch ein
bekanntes und mehrfach beschriebenes Phianomen.%22 25:27-30:329-336 - A]g Folge der
Dissoziation wurden mehrfach konformelle Anderungen des Monomers beobachtet,

ein Phianomen, welches auch als conformational drift bezeichnet wird.?23:28-30

In der Zelle werden circa 30% des vorhandenen Volumens durch Makromolekiile
eingenommen, wodurch der fiir das Biomolekiil zur Verfiigung stehende Raum ein-
geschrinkt wird. Dieser als Crowding bezeichnete Effekt beeinflusst Struktur, Dy-
namik, Stabilitit und Reaktivitit biologischer Makromolekiile,!34136-139,1417145 g5y
weitere Hintergriinde zum Thema Crowding siehe Kapitel 1.5. Osmolyte sind nie-
dermolekulare Verbindungen, welche Organismen zur Kompensierung von Stressfak-
toren, wie osmotischem und hydrostatischem Druck, Austrocknung und extremen
Temperaturen synthetisieren.?645% In diesem Projekt wurde der stabilisierende Os-

molyt TMAO und das destabilisierende Abfallprodukt Harnstoff verwendet. Details

zu Osmolyten konnen Kapitel 1.4 entnommen werden.

Um die Dissoziation des Proteins zu zeigen, wurden SAXS-Messungen an der Dia-
mond Light Source (DLS, Didcot, UK) durchgefiihrt." Die Ergebnisse dieser Messun-
gen sind in Abbildung 6.2 gezeigt. Die experimentell bestimmten Gyrationsradien
liegen bei Atmosphérendruck signifikant iiber dem theoretisch berechneten Wert des
Dimers. Dies lasst auf die Anwesenheit hoherer Oligomere bzw. loser Protein-Cluster
schliefen. Die Anwesenheit hoherer Oligomere, welche sich unmittelbar nach Filtrati-
on bilden, wurde ebenfalls durch DLS-Messungen (siehe Ergebnisse und Diskussion)
bestétigt. Diese Cluster dissoziieren, wie der drastische Abfall des Gyrationsradi-
us zeigt, bereits unterhalb von 1000 bar. Ab diesem Druck nimmt das Protein die
dimere Konformation an. Die Dissoziation der Dimere beginnt bei circa 2000 bar,

ersichtlich aus der erneuten Abnahme des Gyrationsradius. Bei 3500 bar betrégt der

tDie hier gezeigten druckabhiingigen SAXS-Messungen an LADH sind ein Forschungsprojekt von
K. Julius, welcher die Verantwortlichkeit fiir die gezeigten Daten obliegt. Die experimentelle
Durchfithrung der Messungen erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Autor.
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Abbildung 6.2: Druckabhingige Entwicklung des Gyrationsradius von 0.7 wt.% LADH
in An- und Abwesenheit von PEG 200 (a) sowie von Osmolyten (b). Die theoretischen
Gyrationsradien des Dimers und des Monomers sind als graue Linen dargestellt. Die
Verantwortlichkeit fiir die gezeigten Daten obliegt K. Julius. Abbildung modifiziert nach
Referenz.33’

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Osmolyte und Crowding sowohl die Disso-
ziation der Protein-Cluster, als auch diejenige des Dimers beeinflussen. So stabilisie-
ren PEG 200 und TMAO sowohl héhere Oligomere als auch die dimere Konformation
gegen die druckinduzierte Dissoziation. Die Bildung von Protein-Zusammenlagerung-
en durch makromolekulares Crowding aufgrund des excluded volume-Effekts ist ein
mehrfach beschriebenes Phinomen.33% 340 In Anwesenheit von 0.5 M Harnstoff konn-
te hingegen kein signifikanter Einfluss auf das druckabhéngige Verhalten des Gyra-

tionsradius beobachtet werden.33”

Um die druckinduzierte Dissoziation sowie deren Beeinflussbarkeit durch Osmo-
lyte und makromolekulares Crowding genauer zu charakterisieren, wurden FTIR-
spektroskopische Messungen durchgefiihrt. Durch diese sollte evaluiert werden, in-
wieweit die beobachteten Anderungen des Oligomerisierungsgrades zu einer Anderung
der Sekundéarstruktur des Proteins fithren und ob diese durch Osmolyte beeinflusst

werden konnen.

Zusitzlich sollten strukturelle Anderungen durch Messungen der intrinsischen

Tryptophan-Fluoreszenz sowie der Fluoreszenz des extrinsischen Fluorophors ANS
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ergriindet werden. Dieser Fluorophor bindet an hydrophobe Bereiche an der Pro-
teinoberfliiche und an hydrophobe Taschen im Proteininneren.!?* Sowohl ANS als
auch dessen dimere Form bis-ANS kamen bereits in einer Reihe von Studien zur

druckinduzierten Dissoziation oligomerer Proteine zum Einsatz.327:331,341,342

Abschlieend wurde durch Messungen der enzymatischen Aktivitdt ergriindet,
inwieweit durch Druck induzierte Anderungen der Proteinstruktur bzw. des Oligo-
merisierungsgrades mit einer Anderung der enzymatischen Aktivitit einhergehen.
Auch hier wurde der Einfluss von Osmolyten und makromolekularem Crowding un-

69,70,81,343,344

tersucht. Im Allgemeinen sind sowohl Osmolyte als auch Druckapplika-

343,345 346-348

tion und Anderungen des Oligomerisierungsgrades effektive Werkzeuge

um die enzymatische Aktivitdat gezielt zu beeinflussen.

Um das System und dessen Aggregationsverhalten genauer zu charakterisieren
wurden abschlieend temperaturabhéingige FTIR-, Fluoreszenz- und SAXS-Messung-
en durchgefiihrt.
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6.2 Material und Methoden

Die Bezugsquelle der verwendeten Chemikalien zeigt Tabelle 6.1

Tabelle 6.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Bezugsquelle
Alkoholdehydrogenase (aus Pferdeleber) Sigma (St. Louis, MO, USA)
TRIS Sigma (St. Louis, MO, USA)
MOPS Sigma (St. Louis, MO, USA)
TMAO Sigma (St. Louis, MO, USA)
Harnstoff Sigma (St. Louis, MO, USA)
13C Harnstoff Sigma (St. Louis, MO, USA)
PEG 200 Sigma (St. Louis, MO, USA)
1-Anilino-naphthalene-8-sulfonat (ANS) Molecular Probes (Eugene, OR, USA)
NAD* Alfa Aesar (Darmstadt, Deutschland)
D,O Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Trehalose Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

6.2.1 Probenpraparation

Fiir druckabhéngige Messungen wurde 10 mM TRIS-Puffer, fiir temperaturabhéngige
Messungen 10 mM MOPS-Puffer mit einem pH Wert von 8.5 verwendet. Um hohere
Aggregate aus der Losung zu entfernen, wurden die Proteinlésungen unmittelbar vor
der Messung durch Filter einer Porengrofie von 0.2 um gereinigt. Die Proteinkon-

zentration nach Filtrierung wurde UV-spektroskopisch zu circa 0.7 wt.% bestimmt.

6.2.2 Experimentelle Durchfiihrung und Datenbearbeitung
FTIR-Spektroskopie

Die FTIR-spektroskopischen Messungen erfolgten in Puffern auf D,O-Basis. Der pD
der Losung wurde durch Addition von 0.4 zur pH-Meter Anzeige eingestellt.?*® Vor

den Messungen wurde ein HD-Austausch durchgefiihrt. Dazu wurde das Protein in
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D50 gelost, fiir einige Stunden bei 4 °C gelagert und anschliefend lyophilisiert. Eine
Erhitzung der Probe wurde aufgrund der hohen Empfindlichkeit des Proteins nicht
durchgefiihrt. Um eventuell gebundenes Wasser von den Osmolyten und vor allem
von den hygroskopischen PEG-Spezies zu entfernen, wurden diese ebenfalls in D,O
gelost und anschlieflend lyophilisiert. Um ein ausreichendes Signal zu erhalten, sowie
um den Einfluss der Wasserkontamination moglichst gering zu halten, wurde eine

Konzentration von 2 wt.% (nach Filtration) verwendet.

Druckabhéngige Messungen erfolgten in einem Nicolet Magna FTIR-Spektrometer
(Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe, Deutschland) in einer VivoDAC Diamantstem-
pelzelle (Almax EasyLab, Diksmuide, Belgien). Temperaturabhingige Messungen
in einem Nicolet 6700 FTIR-Spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Deutschland). Beide Spektrometer verfiigen tiber einen stickstoffgekiihlten MCT-
Detektor und wurden kontinuierlich mit getrockneter Luft gespiilt. In beiden Félle
betrug die Aquilibrierungszeit 5 min, jedes Spektrum bestand aus 126 Interferrome-
terscans.

Die Auswertung erfolgte analog zu Abschnitt durch das Programm GRAMS ATl 8.

Die temperaturabhéingige Entwicklung des Flachenanteils f einer Subbande kann,
unter Annahme eines Zweizustandmodells und eines reversiblen Ubergangs, gemif

(6.1) und 6.2 beschrieben werden:

ff_fu

F(1) = — i (6.1)
(T'trans - ?) A]’—I’torans
l4+exp | — 7
_ ff - fu
f(p) - 1+exp (_(p—pu)AVLf) +fu (62)
RT

Fluoreszenz-Spektroskopie

Fiir die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurde eine Konzentration von

0.7 wt.% LADH (nach Filtration) verwendet. Fiir Messungen der ANS-Fluoreszenz
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wurde ANS hinzugegeben, um ein molares Verhéltnis von 1:6 zu erhalten. Die Mes-
sungen erfolgten in einem K2 Multifrequency Cross Correlation Phase and Mo-
dulation Spektrometer der Firma ISS (Champaign, ILL, USA) in einer ebenfalls
von ISS bezogenen Hochdruckzelle. Die Anregungswellenldngen fiir die Messung der

Tryptophan-, bzw. ANS-Fluoreszenz betrugen 295 nm bzw. 350 nm.

Die Spektren der Tryptophan-Fluoreszenz wurden auf eine Flidche von eins nor-
miert. Die Spektren der ANS-Fluoreszenz wurden auf die Fliche des Spektrums bei
100 bar normiert. Um den Einfluss intrinsischer Druckeffekte auf die Fluoreszenz
zu korrigieren, wurden ebenfalls Spektren von N-Acetyl-L-Tryptophanamid (NA-
TA) und von ANS in einer 90 %igen DMSO (Dimethylsulfoxid)-Losung gemessen.
DMSO wurde als Losungsmittel gewéhlt, da die Fluoreszenzeigenschaften von ANS
stark von der Polaritdt der Umgebung abhéngen. In 90 % DMSO konnte ein mit
dem Spektrum in Anwesenheit von LADH vergleichbares Spektrum erhalten werden.
Um die intrinsischen Druckeffekte zu kompensieren, wurde die Fluoreszenzintensitét

durch diejenige von NATA bzw. ANS in DMSO bei entsprechendem Druck dividiert.

Bestimmung der enzymatischen Aktivitdt

Fiir die stopped flow-Messungen der Enzymkinetik wurde eine Proteinkonzentra-
tion von 18 nM verwendet. Die NAD"-Konzentration betrug 0.8 mM. Es wurden
Ethanol-Konzentrationen zwischen 1 und 600 mM (alle Konzentrationen bezogen
auf die Reaktionszelle) vermessen. Die Messungen erfolgten in einem HPSF-56 In-
strument der Firma HiTech Scientific. Die Bildung von NADH wurde durch die
zeitabhéngige Aufnahme der Absorbanz bei 340 nm verfolgt. Die Messungen erfolg-
ten nach einer Aquilibrierungszeit von 5 min. Die Messzeit lag zwischen 500 s und
2500 s. Die Auswertung erfolgte geméafl der Michaelis-Menten-Kinetik. Dabei erfolgt
die Bildung des Produktes P iiber die Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes ES
mit den angegebenen Geschwindigkeitskonstanten ky, k_; und ks. Die Hintergriinde

konnen Abschnitt 1.2.3 entnommen werden.

E+S§ESEE+P (6.3)

—1
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Fiir vy ergibt gilt:
dCP o Umax * €S

= 4
dt Km + cs (6 )

Vo =

Hier sind c¢g und cp die Konzentrationen von Produkt und Substrat bei der Zeit
t. Fiir die Michaelis-Konstante gilt: K,, = (k_; + ko)k;'. Die initiale Reaktions-
geschwindigkeit vy wurde durch lineare Regression der zeitabhéngigen Entwicklung
der Absorbanz bei 340 nm bestimmt. Die Bestimmung der kinetischen Parameter
K,und kear = ko = VUnpax - cﬁé erfolgte durch Approximation der experimentellen

Konzentrationsabhéngigkeit von vy geméfl Gleichung (7.3)

Dynamische Lichtstreuung

Messungen der Dynamischen Lichtstreuung erfolgten an einem Zetasizer Nano Series
Instrument der Firma Malvern Instruments (Herrenberg). Aus der Auotokorrelati-
onsfunktion G(7) = (I(t)I(t + 7)) wurde geméafl Gleichung (6.5) der Diffusionskoef-
fizient D erhalten.

G(1) = A[1 + Bexp(2DQ’7)] (6.5)

Hierbei ist A die Basislinie der Autokorrelationsfunktion, B der single exponential
cumultant und 7 die Korrelationszeit. Der hydrodynamische Durchmesser dj, ergibt
sich unter der Annahme einer kugelférmigen Geometrie aus der Stokes-Einstein-

Gleichung;:
kT

- 3mnD

dh (6.6)

Die GroBenverteilung zeigt die relative Intensitét des von Partikeln einer bestimmten
Grofle gestreuten Lichtes. Die Bestimmung der Volumenverteilung erfolgte basierend

auf der Mie-Theorie.

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Temperaturabhiingige SAXS-Messungen erfolgten an einem SAXSess mc?-Instrument
der Firma Anton Paar. Die Datenbearbeitung umfasste eine Hintergrundkorrektur
und das Entschmieren der experimentellen Daten. Zur weiteren Auswertung der

t 302

Daten wurde das ATSAS Software Package verwende Die Paarabstandsvertei-
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lungsfunkion p(r) wurde aus der Streukurve I(Q) erhalten (siehe Kapitel 2.1.1):

) = s [ 1@ 252420 (6.7

Der Gyrationsradius Rg ergibt sich geméf:

s fooo r?p(r)dr
Rg = W (6.8)
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

6.3.1 Dynamische Lichtstreuung

Da die eingangs erwahnten SAXS-Messungen die Anwesenheit hoherer Oligomere of-
fenbarten, wurde die GroBenverteilung von LADH-Oligomeren nach Filtration durch
DLS charakterisiert. Dazu wurden Filter einer Porengrofie von 200 nm und 20 nm

verwendet.

Sowohl die Intensitdts- als auch die Volumenverteilungen des hydrodynamischen

Durchmessers dy, sind in Abbildung 6.3 gezeigt.
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Abbildung 6.3: Durch dynamische Lichtstreuung bestimmte GréBenverteilung (hydro-
dynamischer Durchmesser) von LADH nach Filtration durch Filter mit einem Porendurch-
hmesser von 200 nm (A,C) und 20 nm (B,C). Gezeigt sind die Intensitatsverteilungen
(A,B) und die Volumenverteilungen (C,D).
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Die Intensitatsverteilungen offenbaren, dass selbst bei Verwendung eines Poren-
durchmessers von 20 nm, die Anwesenheit von Aggregaten mit einem hydrodyna-
mischen Durchmesser von dy, =~ 100 nm unmittelbar nach erfolgter Filtration. Der
hydrodynamische Durchmesser des Dimers betrégt circa 8 nm, in der Literatur wird
ein Wert von 11 nm angegeben.?*® Die DLS-Messungen zeigen somit, dass ein gerin-

ger Anteil an hoheren Oligomeren nach der Filtration ausgebildet wird.

Bei der Interpretation der Daten ist zu beachten, dass innerhalb des Rayleigh-
Gesetzes die gestreute Intensitit proportional zu d° ist, d.h. dass bereits eine gerin-
ge Anzahl an signifikant groferen Partikeln einen grofien Einfluss auf die gestreute
Intensitéit ausiibt.!”” Aus diesem Grund wurde ebenfalls die Volumenverteilung be-
stimmt. Diese zeigt, dass die Anzahl dieser Protein-Cluster vergleichsweise gering

ist.

6.3.2 FTIR-Spektroskopie

Abbildung 6.4 zeigt ein charakteristisches Beispiel fiir ein Fourier-selbstentfaltetes
Spektrum der Amid-I’-Bande von LADH, deren zweite Ableitung, sowie die Appro-

ximation der experimentellen Daten inklusive der unterliegenden Subbanden.

T T T ™ T 1 T T T T T T r r
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= B 1 20 1671 cm? h
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Abbildung 6.4: Reprasentatives Beispiel einer Fourier-selbstenfalteten Amid-I'-Bande,
der zweiten Ableitung der Bande sowie die Approximation der experimentellen Daten
mit den unterliegenden Subbanden. Alle gezeigten Banden wurden hintergrund- und
basislinienkorrigiert sowie auf die Flache normiert.
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Eine mogliche Zuordnung der Subbanden zu bestimmten Sekundérstrukturelementen

zeigt Tabelle 6.2.

Tabelle 6.2: Mogliche Zuordnung der ermittelten Subbanden von LADH zu bestimmten
Sekundarstrukturelementen.

Wellenzahl Sekundarstrukturelement

1610 £2 cm™! intermolekulare 3-Faltblatter
1632 £2 cm™! intramolekulare 3-Faltblatter
1640 2 cm™! ungeordnete Strukturen
1649 £2 cm~! a-Helix

1671 £2 cm™! Turn-Strukturen

1680 £2 cm™! intermolekulare 3-Faltblatter

Die Ergebnisse der Sekundéarstruktur-Analyse zeigt Abbildung 6.5. Der Anteil an
a-Helix-Strukturen liegt demgeméf bei ca. 30 %, wohingegen (-Faltblattstrukturen
einen Anteil von 27% ausmachen. Dies steht im Einklang mit Kristallstrukturdaten
(pdb ID: 1HLD),*!® welche einen Helix-Anteil von 30 % und einen S-Faltblatt-Anteil

von 25 % angeben.

Druckapplikation fiithrt zu einer leichten Abnahme des a-helicalen Anteils um
3-4 %. Diese Abnahme geht mit einer Zunahme des Anteils intramolekularer /-
Faltblatt-Strukturen um 4-5 % einher. Der Anstieg der §-Faltblatt-Strukturen er-
folgt zwischen 2000 bar und 4000 bar. Weiterhin ist eine sehr geringe Abnah-
me der Anteile von ungeordneten Strukturen angedeutet. Vergleichsweise geringe
Anderungen, wie der lineare Anstieg der Subbanden bei 1610 cm™" und 1680 cm™!,

14,265 Tnsgesamt sind die be-

konnen elastischen Druckeffekten zugeschrieben werden.
obachteten Anderungen der Sekundirstruktur jedoch gering. Dies deutet darauf hin,
dass keine Denaturierung des Proteins in dem hier untersuchten Druckbereich, d.h.
bis 8000 bar, stattfindet. Im Zuge der Proteindenaturierung wéren weitaus groflere
Anderungen der Sekundérstruktur, verbunden mit der Bildung ungeordneter Struk-

turen, zu beobachten.!#!
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Die Ergebnisse der FTIR-spektroskopischen Messungen stehen in Einklang mit
den Ergebnissen der eingangs erwihnten SAXS-Messungen. Diese zeigten, dass die
druckinduzierte Dissoziation des Proteins bei circa 2000 bar beginnt. Die Dissozia-
tion scheint somit mit einer leichten Anderung der Sekundérstruktur des Proteins
einher zu gehen. Diese Anderungen der Sekundérstruktur kénnen durch die Hy-
dratation der Kontaktfliche zwischen den beiden Monomeren nach erfolgter Dis-
soziation erkliart werden. Dadurch kommt es zu einer Umorientierung der Ami-
nosiureseitenketten. Konformationelle Anderungen infolge der Dissoziation von Pro-
teinen sind ein mehrfach beobachtetes Phdnomen, welches auch als conformational
drift bezeichnet wird. Die Dissoziation des Proteins ist dem grofien Anteil an vo-
1d volumes zwischen der Kontaktfliche der einzelnen Monomere geschuldet. Diese
werden nach der Dissoziation durch Wasser gefiillt, woraus eine Verringerung des

Gesamtvolumens resultiert.

Die Abbildungen 6.5 B-E zeigen die druckabhéngige Entwicklung der Sekundér-
strukturanteile in der Anwesenheit von Osmolyten und PEG. Generell sind die be-
obachteten Anderungen bei Anwesenheit von TMAO weitaus stirker ausgepragt.
Weiterhin wurde eine Verschiebung der beobachteten Sekundarstrukturinderungen
zu héheren Driicken beobachtet. Die analog durchgefiihrten SAXS-Messungen zeig-
ten ebenfalls eine Verschiebung der Dissoziation zu hoheren Driicken. Bei Anwesen-
heit von Harnstoff konnte hingegen kein signifikanter Effekt auf die druckabhingige
Entwicklung der Sekundérstrukturanteile beobachtet werden. Die druckabhingige
Entwicklung bei Anwesenheit einer 2:1 Mischung aus 0.5 M Harnstoff und 0.25 M
TMAO entspricht jedoch jener in Abwesenheit von Cosolventien. Beide Beobachtun-
gen stehen im Einklang mit den eingangs erwéhnten SAXS-Messungen. Harnstoff
scheint somit einer Uberstabilisierung der dimeren Konformation durch TMAO ent-
gegen zu wirken. Fiir PEG 200 hingegen wurde eine Verschiebung des Dissoziations-
drucks zu hoheren Driicken beobachtet. All diese Beobachtungen stehen ebenfalls

im Einklang mit den Ergebnissen der SAXS-Messungen.
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Abbildung 6.5: Druckabhangige Entwicklung der Flachenanteile der zur Anpassung
der experimentellen FTIR-Daten verwendeten Subbanden in An- und Abwesenheit der
Osmolyte TMAQ, Harnstoff und PEG 200 fiir LADH. Die graue Linie dient der optischen

Orientierung.
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

Dieser Einfluss von PEG und TMAO kann durch den excluded volume-Effekt
erklart werden. Generell begiinstigt Volumenausschluss die Zusammenlagerung von
Proteinen, da diese Oligomere weniger Volumen ausschlielen als die dissoziierten
Untereinheiten. So wurde beispielweise gezeigt, dass makromolekulares Crowding
durch Dextran die Assoziation von Dimeren zu Tetrameren des Proteins Spectrin
induziert.?4* Zusitzlich fithrt der Ausschluss von Osmolyten vom Protein zu einer

Hydratisierung des Proteins und zu einer entropischen Stabilisierung.3°0:3%1
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6 Osmolyt-Einfluss auf die druckinduzierte Dissoziation / Deaktivierung von LADH

6.3.3 Fluoreszenz-Spektroskopie

Tryptophan-Fluoreszenz

Abbildung 6.6: Struktur von LADH (pdb ID: 1HLD3!®). Tryptophanseitenketten sind
blau eingefirbt. Abbildung erstellt mit Chimera.?>*

Wie Abbildung 6.6 zeigt, enthélt LADH zwei Tryptophanreste pro monomerer Un-
tereinheit. Wéahrend Trp 15 an der Proteinoberfliche lokalisiert ist, befindet sich
Trp 314 an der Grenzfliche zwischen den monomeren Einheiten. Folglich ist im
Rahmen der Dissoziation des Proteins mit einer Hydratisierung von Trp 314 zu
rechnen. Dies sollte durch Messungen der druckabhéngigen Tryptophan-Fluoreszenz
genauer evaluiert werden. In einer vorherigen Studie wurden, basierend auf Fluores-
zenzmessungen, unter dhnlichen Bedingungen Ubergénge bei 1000, 2000 und 5000
bar beobachtet.3%2

Die Ergebnisse der druckabhéngigen Messungen der Tryptophan-Fluoreszenz sind
in Abbildung 6.7 gezeigt. Die in der Literatur beschriebenen Ubergéinge bei 1000 bar
und 2000 bar sind auch hier angedeutet und der druckabhénge Verlauf der Fluores-
zenzintensitit dhnelt dem in Referenz.?*? Nach der Korrektur intrinsischer Druck-
effekte auf die Tryptophan-Fluoreszenz durch die NATA-Fluoreszenz konnte jedoch
gezeigt werden, dass diese Anderungen auf intrinsischen Druckeffekten beruhen und

nicht auf einer Zunahme der Polaritdt der Umgebung der Tryptophanreste. Nach
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

der Korrektur intrinsischer Druckeffekte ist sogar eine geringe Zunahme der Fluores-
zenzintensitét ab ca. 600 bar zu beobachten. Diese Anderungen sind vergleichsweise
gering und koénnen beispielsweise durch eine erhohte Rigiditdt des Proteins oder ge-
ringfiigige strukturelle Anderungen erklért werden. Messungen der druckabhingigen

ANS-Fluoreszenz (s.u.) offenbarten ebenfalls strukturelle Anderungen ab circa 600

bar.
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Abbildung 6.7: Druckabhangige Entwicklung der flichennormierten intrinsischen Tryp-
tophanfluoreszenz bei 25 °C (A). Druckabhingige Entwicklung der Fluoreszenzintensitat
bei 335 nm. Die roten Kreise zeigen die Daten nach der Korrektur intrinsischer Druckef-
fekte durch die Fluoreszenzintensitat von NATA (B). Um einen optischen Vergleich der
relativen Anderungen zu ermdglichen, wurden die Intensititen auf den Wert bei 100 bar
normiert.

Die durch die Dissoziation des Dimers und die damit verbundene Exposition des
Tryptophanrestes zu erwarten gewesene Abnahme der Fluoreszenzintensitit ab cir-
ca 2000 bar wurde somit nicht beobachtet. Dies kann dadurch erklart werden, dass,
wie durch die FTIR-Messungen gezeigt, die Dissoziation mit Anderungen der Se-
kundarstruktur einhergeht. Im Zuge dieser Anderungen kann es zu einer Umori-
entierung des Tryptophanrestes in das hydrophobe Innere des Proteins und somit
zu einer Abschirmung des Tryptophanrestes vom Losungsmittel kommen. Weiterhin

zeigten die SAXS-Messungen, dass der Monomer-Anteil bei 2800 bar vergleichsweise

147



6 Osmolyt-Einfluss auf die druckinduzierte Dissoziation / Deaktivierung von LADH

gering ist.337

Fluoreszenz des Fluorophors ANS

Da kein Einfluss der Dissoziation des Proteins auf die intrinsische Tryptophan-
Fluoreszenz des Proteins festgestellt werden konnte, sollte im n&chsten Schritt die
Fluoreszenz des Fluorophors ANS in Anwesenheit des Proteins gemessen werden.
Dieser Fluorophor bindet an hydrophobe Bereiche an der Proteinoberfliche und
im Proteininneren. Folglich ist bei einer Dissoziation des Proteins die Freilegung
von hydrophoben Bereichen und somit eine erhohten Quantenausbeute der ANS-

Fluoreszenz zu erwarten.

Die Ergebnisse der Messungen der ANS-Fluoreszenz sind in Abbildung 6.8 zu-
sammengetragen. Abbildung 6.8 A zeigt die druckabhéngigen Spektren von ANS in
Pufferlosung, wohingegen Abbildung 6.8 B die Spektren in Anwesenheit des Pro-
teins zeigt. Dabei wird ersichtlich, dass es in Anwesenheit von LADH zu einer
Verschiebung des Fluoreszenzmaximums von circa 540 nm zu 474 nm, einherge-
hend mit einem drastischen Anstieg der Fluoreszenzintensitat, kommt. Daraus ldsst
sich schlieflen, dass es bereits bei 1 bar zu einer Bindung von ANS an das Prote-
in kommt. Zusétzlich wurden zur Korrektur intrinsischer Druckeffekte die Spektren
von ANS in einer 90%-igen DMSO-Losung gemessen (6.8 C). DMSO wurde dabei
als Losungsmittel verwendet, um ein moglichst dhnliches Spektrum zu erhalten. All-
gemein zeigt sich, dass die Fluoreszenzintensitdt bei Anwesenheit von LADH mit

steigendem Druck zunimmt, in Puffer und DMSO jedoch abnimmt.

Die druckabhéngige Entwicklung der Fliche der ANS-Bande, welche proportio-
nal zur Quantenausbeute ist, ist in Abbildung 6.8 B gezeigt. Dabei ist ein Anstieg
der Fluoreszenzintensitat ab circa 600-800 bar zu beobachten. Dies ldsst auf ein

vermehrtes Binden des Fluorophors an das Protein schlief3en.

Die Griinde fiir diese Beobachtungen konnen vielfiltig sein. So kénnen sowohl die
beobachte Dissoziation hoherer Oligomere, bzw. des Dimers, als auch durch Druck
induzierte strukturelle Anderungen, an denen beispielsweise die hydrophoben Bin-

dungstaschen beteiligt sein konnen, den beobachteten Anstieg der Fluoreszentinten-
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

sitat erklaren. SAXS-Messungen zeigten, dass die Dissoziation hoherer Oligomere

bei 800 bar bereits abgeschlossen ist, wohingegen die Dissoziation des Dimers erst

bei einem signifikant hoherem Druck von circa 2000 bar erfolgt. Folglich kénnen

diese Dissoziationsprozesse nicht zur Erklarung des beobachteten Anstiegs der ANS-

Fluoreszenz herangezogen werden.
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Abbildung 6.8: Druckabhingige Entwicklung der Fluoreszenzspektren von ANS (An-
regungswellenldnge: 350 nm in Puffer (A), in Anwesenheit von LADH (B) und in 90%
DMSO (C). Die Pfeile kennzeichnen steigenden Druck. Druckabhangige Entwicklung der
ANS-Fluoreszenz-Intensitat (als Flache der spektralen Bande, normiert auf den Wert bei
100 bar um die relative Anderung der Quantenausbeute darzustellen).
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6 Osmolyt-Einfluss auf die druckinduzierte Dissoziation / Deaktivierung von LADH

Konsequenterweise sollte im Folgenden der zu Grunde liegende Bindungsmecha-
nismus genauer untersucht werden. Zunéchst sollte evaluiert werden, ob ANS in
nahe der Tryptophanreste bindet. Sollte dies der Fall sein, sollte bei einer Anregung
der Tryptophanfluoreszenz ein Forster-Resonanz-Energietransfer von Tryptophan

auf ANS zu erwarten sein. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.9 gezeigt.
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Abbildung 6.9: Druckabhangige Entwicklung der intrinsischen Tryptophan-Fluoreszenz
(Anregungswellenldange: 295 nm) von LADH in der An- und Abwesenheit des Fluorophors
ANS (molares Verhaltnis 1:6). Druckabhangige Entwicklung von Flache; /Flachey, wobei
Flache; und Flacheq die Flache der Tryptophanbande in Ab- und Anwesenheit von ANS
(integriert von 313-399 nm) ist.
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

Aus diesem Grund wurde die Tryptophanfluoreszenz (Anregungswellenldnge 295
nm) in An- und Abwesenheit von ANS gemessen. Bereits ein Blick auf die Spek-
tren zeigt, dass der Druckeffekt auf die Tryptophanfluoreszenz vernachléassigbar ist.
In Anwesenheit von ANS ist jedoch eine signifikante Anderung der Tryptophan-

Fluoreszenz zu beobachten.

Der Quotient der Flichen beider Banden ist in Abbildung 6.9 C gezeigt. Die-
ses Verhaltnis sinkt ab circa 800 bar, d.h. dass in diesem Druckbereich der FRET
von Tryptophan zunimmt und somit, dass ANS innerhalb des Foster-Abstandes des
Tryptophanrestes an das Protein bindet.

ANS-Fluoreszenz in der Anwesenheit von NAD™"

Um die Beteiligung der Coenzymbindungstasche genauer zu untersuchen, wurde die
ANS-Fluoreszenz zusitzlich in Anwesenheit von NADT untersucht. Diese Ergebnisse

sind in Abbildung 6.10 gezeigt.

Dabei wird ersichtlich, dass die Anderungen in Anwesenheit des Coenzyms im sel-
ben Druckbereich auftreten, jedoch weitaus geringer sind. Daraus lédsst sich schlieflen,
dass ANS im Zuge der Druckapplikation in die Bindungstasche bindet. Sofern die-
se durch NAD"besetzt ist, bindet konsequenterweise weniger ANS in diese Tasche,
wodurch der relative Anstieg der ANS-Fluoreszenzintensitit geringer ist. Die Ergeb-
nisse zeigen weiter, dass keine Dissoziation des NAD™ im Zuge der Druckapplikation

erfolgt.
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Abbildung 6.10: Druckabhingige Entwicklung der Fluoreszenzspektren von ANS (An-
regungswellenldnge: 350 nm) bei Bindung an LADH in An- und Abwesenheit von NAD*
(A,B). Druckabhangige Entwicklung der normierten Fluoreszenzintensitat (Flache der
spektralen Bande) von LADH in Anwesenheit von NAD™ (C,D).

Zuséatzlich sollte der Einfluss von Osmolyten auf die druckabhéngige Entwicklung
der ANS- Fluoreszenz untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Messungen zeigt

Abbildung 6.17 im Anhang dieses Kapitels. Dabei ist zu beachten, dass die Bindung
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

von ANS an das Protein vermutlich von Cosolventien beeinflusst wird. So bindet bei-
spielsweise Harnstoff ebenfalls an das Protein, wodurch die Interpretation der Daten
erschwert wird. Somit ist eine Interpretation der erhaltenen Daten problematisch.
Dabei wurde in Anwesenheit aller Osmolyte eine Verschiebung des beobachteten

Druckeffekts hin zu hoheren Driicken beobachtet.

6.3.4 Enzymkinetik

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat wurden stopped flow-Messungen durch-
gefiihrt. Die Ergebnisse dieser Messungen zeigt Abbildung 6.11. Bedingt durch die
geringe enzymatische Aktivitdt der kommerziell erhéltlichen Alkoholdehydrogenase
(0.5 U mg™!), weisen die erhaltenen Ergebnisse, insbesondere bei geringen Substrat-
konzentrationen, einen hohen experimentellen Fehler auf. Dennoch konnten signifi-

kante Druckeffekte auf die Enzymkinetik beobachtet werden.

Es wurde eine signifikante Abnahme von k,; zwischen 500 und 900 bar beobach-
tet. Im Allgemeinen werden oligomere Proteine héufig durch Dissoziation deakti-
viert.346347 In diesem Fall erfolgt die Deaktivierung des Proteins jedoch unter 2000

bar und somit bereits im dimeren Oligomerisationszustand.

Zwischen 1 bar und 500 bar ist eine leichte Zunahme von k., angedeutet. Ei-
ne Zunahme der Aktivitit vor der durch Druck induzierten Dissoziation steht mit
dem in der Literatur beschriebenen negativen Aktivierungsvolumen von LADH in

Einklang.3%3

Allgemein wird in der Literatur von einer Zunahme der enzymatischen Aktivitét
von LADH bis circa 1000 bar, gefolgt von einer Abnahme bei hoheren Driicken,
berichtet.326:3527355 Ein dhnliches Verhalten wurde auch fiir die tetramere Alkohol-

dehydrogenase TBADH beobachtet.3!!
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Abbildung 6.11: Michaelis-Menten-Auftragung der durch LADH katalysierten Oxida-
tion von Ethanol bei 25 °C. Die durchgezogenen Linien zeigen Anpassungen gemal
Gleichung (7.3) (A). Druckabhangige Entwicklung von k., (B). Druckabhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit bei einer Ethanol-Konzentration von 100 mM und einer NAD*-
Konzentration von 0.8 mM in der An- und Abwesenheit von Osmolyten und PEG 200
(C,D).
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Diese Abnahme der enzymatischen Aktivitét ldsst sich vermutlich den strukturel-
len Anderungen zuschreiben, welche in den Fluoreszenz-Messungen beobachtet wur-
den. Diese zeigten bereits eine Beteiligung der Coenzymbindungstasche an diesen
strukturellen Anderungen. Dennoch ist zu beachten, dass die enzymatische Aktivitit

nicht komplett verschwindet, sondern immer noch eine Reaktion stattfindet.

Die hier ermittelten Werte fiir K, liegen in der Groéflenordnung von 3 + 2 mM
und sind somit in einer vergleichbaren Groflenordnung wie bei pH 8 ermittelte Werte
(0.56 mM).?*? Tm Rahmen des Fehlers konnten keine eindeutigen Aussagen iiber
eine mogliche Druckabhéngigkeit von K, getroffen werden. (siche Abbildung 6.18
im Anhang dieses Kapitels)

Zusétzlich wurde der Einfluss der zuvor verwendeten Osmolyte und Crowding-
Substanzen untersucht. Dabei wurde die Reaktionsgeschwindigkeit bei einer kon-
stanten Substratkonzentration von 100 mM Ethanol gemessen. Abbildung 6.11 zeigt
den Einfluss von Druck und Cosolventien auf diesen Wert. Es wird ersichtlich, dass
Harnstoff zu einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit fiithrt. Hingegen zeigen
0.25 M TMAO keinen signifikanten Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit oder
deren Druckabhéngigkeit. Jedoch wird interessanterweise der schéidliche Einfluss von
Harnstoff durch 0.25 M TMAO ausgeglichen. Dies steht im Einklang mit Literatur-
daten, welche eine durch Harnstoff induzierte Abnahme von k., berichten, wohin-
gegen TMAO gegenteilige Effekte hat und das Counteracting am effektivsten bei
einem molaren Verhéltnis von 2:1 ist. Die Effekte beider Osmolyte auf die Enzym-
kinetik werden durch deren Einfluss auf die Proteinkonformation erklart. Wéahrend
Harnstoff die Proteinstuktur durch Bindung lockert, bevorzugt TMAO die kompak-
te Konformation.?*® PEG 200 zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die Reaktionsge-

schwindigkeit. PEG 20000 andererseits fithrt jedoch zu einer Verringerung von vy.

Die langsame durch LADH-katalysierte Reaktion ist nicht diffusionskontrolliert.357:3%8
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6.3.5 Temperaturabhangiges Verhalten

FTIR-Spektroskopie

Als Ergénzung zu den druckabhéngigen Messungen sollte ebenfalls das temperatu-

rabhingige Verhalten des Proteins untersucht werden. Die Ergebnisse der tempera-

turabhéngigen FTIR-Messungen sind in Abbildung 6.12 gezeigt.
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Die temperaturabhéngige Entwicklung der Amid-I’-Bande zeigt, dass eine Tem-
peraturerhohung, anders als Druckapplikation, zur Aggregation des Proteins fiihrt.
Dies zeigen die Maxima der Amid-I-Banden bei circa 1615 cm™' und 1680 cm™!,
welche durch die Bildung intermolekularer g-Faltblattstrukturen verursacht wer-
den.208:269 Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass bei 25 °C keine Aggregate vor-
liegen und somit, dass es sich bei den hoheren Oligomeren, welche in den DLS
und SAXS-Messungen beobachtet wurden, eher um vergleichsweise lose Cluster
als um stabile Aggregate handelt. Abbildung 6.13 zeigt die Entwicklung der Se-

kundérstrukturanteile mit steigender Temperatur.

Die temperaturabhéingige Entwicklung der einzelnen Sekundirstrukturelemente
offenbart, dass im Zuge der Temperaturerh6hung der Anteil an inter- und intramo-
lekularen -Faltblattstrukturen steigt, wohingegen der Anteil der a-Helices und der
ungeordneten Strukturen abnimmt. Auffillig ist dabei, dass der Anstieg der intra-
molekularen S-Faltblattstrukturen (verbunden mit der Abnahme der ungeordneten
Strukturen) bei signifikant niedrigeren (circa 8 °C) Temperaturen als die Abnahme
des a-Helix Anteils (verbunden mit einer Zunahme des Anteils der intermolekularen
p-Faltblattstrukturen) stattfindet. Diese Ergebnisse deuten somit daraufhin, dass es

im Zuge der Temperaturerhbhung zu zwei Ubergéingen kommt.

Ein moglicher Erklarungsansatz hierfiir wére, dass eine Temperaturerh6hung zunéchst
die Dissoziation des Proteins induziert. Im Zuge dieser Dissoziation kommt es zu ei-
ner Abnahme des Anteils ungeordneter Strukturen. Dies wére im Zuge einer Entfal-
tung nicht zu beobachten. Eine leichte Abnahme an ungeordneten Strukturen wurde
ebenfalls im Zuge der druckabhingigen Entfaltung beobachtet (besonders aussage-
kriftig in Abb. 6.5 B). Im Zuge einer weiteren Temperaturerhohung erfolgt die
Entfaltung/Aggregation des Proteins, einhergehend mit einem Anstieg des Anteils
intermolekularer S-Faltblatt-Strukturen. Diese Zunahme beruht auf der Aggregati-
on des Proteins und wurde nicht in den druckabhéngigen Messungen beobachtet.
In der Literatur wurde bereits die Dissoziation von LADH bei 46 °C gefolgt von
einer Aggregatition bei 49 °C berichtet.?4® Solch ein zweiphasiges Verhalten wurde
auch fiir das oligomere Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase beob-

achtet,3%9-360
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Abbildung 6.13: Temperaturabhangige Entwicklung der Flachenanteile der jeweiligen
Subbanden in An- und Abwesenheit von Osmolyten.

Um die beobachteten Ubergéinge genauer zu quantifizieren, wurde die temperatu-
rabhiingige Entwicklung des Flichenanteils der Subbanden bei 1649 cm ™! und 1632
cm~! gemifl Gleichung (6.1) approximiert. Dabei ist jedoch Vorsicht geboten. Da
das temperaturabhéngige Verhalten offensichtlich nicht durch ein Zweizustandsmo-
dell beschrieben werden kann und die beobachtete Aggregation zudem nicht reversi-

bel ist, ist die Bestimmung thermodynamischer Groflen aus den Anpassungen nicht
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6.3 Ergebnisse und Diskussion

moglich. Es wurde daher lediglich der Wendepunkt der Kurven bestimmt, um die
Ubergangstemperaturen Tirans zu quantifizieren. Die Ergebnisse in An- und Abwe-

senheit ausgewéhlter Osmolyte sind in Abbildung 6.14 zusammengetragen.

Hier zeigt sich, dass beide Ubergangstemperaturen effektiv durch Osmolyte und
makromolekulares Crowoding beeinflusst werden konnen. So werden beide Ubergangs-

temperaturen durch TMAO, PEG 200 und Trehalose erhoht.

68 - B 1632 cm®|
64 | B 1649 cm™|

LADH +0.5M TRH +0.5M TMAO +5wt.% PEG 200

Abbildung 6.14: Aus FTIR-Messungen bestimmte Ubergangstemperaturen von LADH
in An- und Abwesenheit ausgewahlter Osmolyte und dem Crowder PEG 200.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Ergebnisse der temperaturabhiangigen Messungen der Tryptophan-Fluoreszenz
sind in Abbildung 6.19 in Anhang dieses Kapitels gezeigt. Die bereits zuvor beob-
achtete Aggregation des Proteins verursacht das Auftreten von Streulicht in den
Spektren. Die Entwicklung der Fluoreszenzintensitiat bei 335 nm ist in Abb 6.19 B
gezeigt. Zur optischen Orientierung sind die aus den FTIR-Messungen bestimmten

Ubergangstemperaturen als gestrichelte Linien eingezeichnet. Dabei ist eine Abnah-
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me der Fluoreszenzintensitdat bei circa 46 °C zu beobachten. Dies deutet auf eine
erhohte Polaritdt der Umgebung der Tryptophanreste hin. Dies kann sowohl durch
die Dissoziation des Dimers als auch durch Entfaltung erklidrt werden. Jedoch ist
zu beachten, dass die druckinduzierte Dissoziationen die Tryptophan-Fluoreszenz
nicht beeinflusst. Durch das verstiarkte Auftreten von Streulicht wird jedoch auch
die Fluoreszenzintensitit bei 335 nm beeinflusst, wodurch eine korrekte Interpreta-
tion der Daten erschwert wird. Aus diesem Grund wurde ebenfalls die Entwicklung

der ANS Fluoreszenz mit steigender Temperatur gemessen.

Die temperaturabhéngige Entwicklung der ANS-Fluoreszenz ist in Abbildung 6.15
gezeigt. Dabei ist ein Anstieg der Fluoreszenzintensitét bis circa 50 °C zu beobach-
ten. Auf diesen Anstieg folgt, bei einer weiteren Erhohung der Temperatur, eine
Abnahme der Fluoreszenzintensitit. Folglich kommt es mit steigender Tempera-
tur zunéchst zu einer vermehrten Bindung von ANS an das Protein, gefolgt von
einer Dissoziation des Fluorophors ab 50 °C. Eine mogliche Erklarung fiir diese
Beobachtungen ist, dass eine Erhohung der Temperatur zunéchst eine Dissozia-
tion des Proteins induziert und es bei hoheren Temperaturen zur Denaturierung
und Aggregation des Proteins kommt. Auch ein vermehrtes Binden des Fluoro-
phors in beispielsweise hydrophobe Taschen kann zur Erkldrung des beobachte-
ten Anstiegs herrangezogen werden. In der Literatur wird berichtet, dass es bei
46 °C zu einer Dissoziation des Proteins, gefolgt von einer Aggregation bei 49 °C
kommt.?*? Diese Werte stimmen gut mit den hier erhaltenen Ergebnissen iiberein.
In Abbildung 6.15 sind die aus den FTIR-spektroskopischen Messungen erhalte-
nen Ubergangstemperaturen als durchgezogene Linien eingezeichnet. Weiterhin ist
die temperaturinduzierte Dissoziation, gefolgt von der Aggregation, auch fiir ande-
re Proteine, beispielsweise Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase.?**:3%° beob-
achtet worden. Um diese Hypothese zu evaluieren, wurden zusétzlich temperatu-

rabhéngige SAXS-Messungen durchgefiihrt.
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Abbildung 6.15: Temperaturabhdngige Entwicklung der ANS Fluoreszenz in Anwesen-
heit von LADH (A). Relative Anderung der ANS-Fluoreszenzintensitat (als Flache der
spektralen Bande) mit steigender Temperatur (B).

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die Ergebnisse der temperaturabhéngigen SAXS-Messungen sind in Abbildung 6.16
gezeigt. Bei der Interpretation dieser Daten ist zu beachten, dass anders als die
druckabhéngigen SAXS-Messungen diese Messungen nicht an einer Synchrotron-
Strahlungsquelle durchgefiithrt wurden. Da zusétzlich niedrigere Proteinkonzentra-
tionen eingesetzt werden mussten (0.7 wt. %), ist die Qualitéit der erhaltenen Daten
vergleichsweise gering, dennoch konnten aussagekréftige und reproduzierbare Ergeb-
nisse erhalten werden. Diese stehen in gutem Einklang mit den Daten der druck-
abhéngigen SAXS-Messungen. So sind die erhaltenen Werte des Gyrationsradius
und des maximalen Abstandes D,,., von vergleichbarer Gréflenordnung wie die aus
den Synchrotrondaten ermittelten Daten.?3” Ebenfalls konnte die Anwesenheit von
Protein-Clustern, welche bereits in den druckabhéngigen SAXS-Messungen und DLS
Messungen beobachtet werden, auch hier beobachtet werden. Dies d&uflert sich durch

den, verglichen mit dem theoretischen Wert des Dimers, erhéhten Gyrationsradius.
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Abbildung 6.16: Experimentelle Streukurven von LADH bei ausgewahlten Temperatu-
ren. Durchgezogene Linien stellen die Funktionsanpassungen dar (A). Entwicklung des
experimentell bestimmten Gyrationsradius mit steigender Temperatur. Der theoretisch-
berechnete Gyrationsradius ist als graue Linie gezeigt (B). Paarabstandsverteilungsfunk-
tionen bei ausgewahlten Temperaturen (C).

Bereits die temperaturabhéngige Entwicklung der Paarabstandsverteilungsfunktion
zeigt, dass mit steigender Temperatur der maximale Abstand im Molekiil abnimmt.
Zusitzlich ist eine minimale Verschiebung des Maximums von p(r) angedeutet. Bei-

de Beobachtungen wurden ebenfalls im Zuge der druckabhéngigen Dissoziation ge-
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macht. Die temperaturabhéngige Entwicklung des Gyrationsradius zeigt zunéchst
das Vorhandensein héherer Oligomere, welche ab circa 40 °C dissoziieren. Der Gy-
rationsradius des Dimers wird zwischen 44 °C und 48 °C erreicht. Eine Aggregation
wurde ab circa 55 °C beobachtet. Die SAXS-Messungen unterstiitzen somit ebenfalls
das Dissoziations-Aggregations-Szenario. Dass der gemessene Gyrationsradius signi-
fikant grofler als der des Monomers ist, zeigt, dass dennoch ein erheblicher Anteil

der Proteine in Losung in dimerer Konformation vorliegt.

Zusammenfassend offenbarten die temperaturabhidngigen Messungen somit Folgen-
des:

Zunachst zeigten FTIR-spektroskopische Messungen das Auftreten zweier tempe-
raturinduzierter Uberginge, bei circa 47 °C und 56 °C. Fluoreszenz und SAXS-
Messungen zeigten, dass diese Ubergénge maglicherweise der Dissoziation und der
Entfaltung/Aggregation des Proteins zugeordnet werden kénnen. So wurde eine Ab-
nahme der Tryptophanfluoreszenz ab circa 47 °C beobachtet, die ANS-Fluoreszenz
zeigte eine Zunahme bis 47 °C und die SAXS Messungen ergaben eine Abnahme
des Gyrationsradius bis circa 47 °C. Die Dissoziation von LADH bei 46 °C, gefolgt
von einer Aggregatioin bei 49 °C, wurde bereits in der Literatur beschrieben. Auch
fiir das Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase wurde eine temperatu-

rinduzierte Dissoziation, gefolgt von Aggregation, beobachtet.359360
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6.4 Anhang
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Abbildung 6.17: Druckabhingige Entwicklung der Fluoreszenzintensitit (Flache der
spektralen Bande) von ANS gebunden an LADH in An- und Abwesenheit von Osmolyten
und PEG 200.
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Abbildung 6.18: Druckabhangige Entwicklung von K, der durch LADH katalysierten
Ethanol-Oxidation.
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Abbildung 6.19: Temperaturabhangige Entwicklung der flaichennormierten intrinsischen
Tryptophanfluoreszenz (A). Temperaturabhangige Entwicklung der Fluoreszenzintensitat
bei 335 nm. Die gestrichelten Linien zeigen die in den FTIR-Messungen bestimmten
Ubergangstemperaturen (B).
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten
auf die Dynamik und Aktivitat von
Lactatdehydrogenase
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7.1 FEinleitung

7.1 Einleitung

Die durch Druck induzierte Dissoziation oligomerer Proteine erfolgt fiir gewohnlich
zwischen 1000 bar und 2000 bar und wurde in den letzten Jahren intensiv er-
forscht.6:22725:27-30,329-336 Tyje Triebkraft der druckinduzierten Dissoziation ist die Be-
seitigung von void volumes der Monomer-Kontaktflache (siehe Kapitel 1.2.1). Inwie-
weit vor allem die interne Proteindynamik durch die Dissoziation beeinflusst wird,
ist jedoch weitestgehend unbekannt. Druckapplikation ist hierbei eine einzigartige
Moglichkeit, den Oligomerisationsgrad zu &ndern, um so zu ergriinden, inwieweit

sich die interne Proteindynamik von Monomer und Oligomer unterscheidet.

Der Einfluss von Osmolyten, d.h. niedermolekularen Verbindungen, welche von
Organismen zur Kompensation von Stressfaktoren synthetisiert werden (siehe Ka-
pitel 1.4), auf die interne Proteindynamik monomerer Proteine wurde bereits in
Kapitel 4 behandelt. Dort konnte eine signifikante Abnahme der internen Prote-
indynamik des Protein Lysozym in Anwesenheit des Osmolyts TMAO beobachtet
werden, wohingegen Harnstoff keinen signifikanten Einfluss auf die interne Prote-
indynamik hat.3¢! Hier sollte der Einfluss des Osmolyts Glycin untersucht werden.
Zusétzlich sollte der Einfluss von Osmolyten auf die enzymatische Aktivitdt un-
tersucht werden, um so das Zusammenspiel zwischen Kinetik und Proteindynamik

evaluieren zu konnen.

Dazu erfolgten in diesem Forschungsprojekt Messungen an dem tetrameren En-
zym Lactatdehydrogenase (LDH). Dieses Enzym katalysiert mit NADH als Co-
substrat die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat wédhrend der anaeroben Glyko-
lyse.302363 Der katalytische Mechanismus umfasst dabei das Binden von Pyruvat
an den LDH-NADH-Komplex, den Verschluss des aktiven Zentrums durch eine mo-
bile loop Region, den Hydrid-Transfer von NADH auf Pyruvat sowie die erneute
Offnung des aktiven Zentrums und die Produktfreilassung.?%23% Die einzelnen Re-
aktionsschritte wurden umfassend durch Temperatursprung-Relaxationsmethoden

untersucht.364-368

Pyruvat bindet dabei nur in Anwesenheit von NADH an LDH.3¢937 Das aktive

Zentrum ist in Abwesenheit von Pyruvat dem Losungsmittel zugénglich, in Anwe-
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

senheit von Pyruvat erfolgt jedoch die Abschirmung des aktiven Zentrums durch die
Umorientierung einer loop-Region.?”* LDH-Inhibitoren sind potentielle Mittel in der

Krebsbehandlung.372:373

Die druckabhéngige Dissoziation des LDH-Tetramers wurde bereits intensiv er-
forscht und erfolgt ab circa 1000 bar, einhergehend mit einem Verlust der enzyma-
tischen Aktivitit.?2373™ SAXS-Messungen zeigten die Dissoziation des Tetramers
zu Dimeren.?”” Durch MD Simulationen konnte gezeigt werden, dass die tetramere
Konformation erforderlich ist, um die Anordnung des aktiven Zentrums zu erhalten
und das Eindringen von Wassermolekiilen zu verhindern, welches mit dem Verlust

der enzymatischen Aktivitit einhergeht.3™

Abbildung 7.1: Struktur von Lactatdehydrogenase im Komplex mit NADH und Oxa-
mat(pdb ID: 3H3F).3%° Die monomeren Untereinheiten sind farbig dargestellt.

Um eine umfassende Charakterisierung der Proteindynamik auf verschiedenen
Zeitskalen zu ermdglichen, wurden Neutronenstreuungs-Experimente an zwei In-
strumenten des Institut Laue Langevin (ILL, Grenoble, Frankreich) durchgefiihrt.
Zum einen elastisch inkohérente Neutronenstreuung am Instrument IN 13 und zum
anderen Quasielastische Neutronenstreuung (QENS) am Instrument IN 16b. Durch
EINS sollte zum einen der Einfluss von Druck und Substratbindung, welche mit der
Abschirmung des aktiven Zentrums einhergeht, auf die Dynamik des Proteins auf

der sub-ns Zeitskala untersucht werden. Dies ist ein interessanter Ansatz, da dies
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die VerschlieBung des aktiven Zentrums induziert. Zusétzlich erfolgten Messungen
in Anwesenheit des Osmolyts Glycin. Glycin ist in sofern ein interessanter Kandi-
dat, da es wie Harnstoff direkt mit dem Protein interagiert, aber dieses wie TMAQO
stabilisiert. Zusétzliche Informationen iiber den Bindungsprozess wurden aus der
druckabhéngigen Bestimmung der Enzymkinetik erhalten. Diese ermoglichen zum
einen die Bestimmung des Aktivierungsvolumens und zum anderen die Bestimmung
der Volumenénderung im Zuge der Substratbindung. Zusétzlich wurde der Einfluss
der Osmolyte TMAO, Harnstoff und Glycin auf die Enzymkinetik im Druckbereich

der Dissoziation untersucht.

7.2 Material und Methoden

7.2.1 Probenpraparation

Die Bezugsquellen der verwendeten Substanzen zeigt Tabelle 7.1.

Tabelle 7.1: Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Bezugsquelle
LDH (aus dem Muskel des Hasens) Merck Millipore (Billerica, MA, USA)
TRIS Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
TMAO Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Harnstoff Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
13C Harnstoff Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Glycin Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)
NADH Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland)
Oxamat Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
D,O Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Die Messungen erfolgten in 25 mM TRIS Puffer bei pH 7.6. Um die Oxidation von
Sulfhydryl-Gruppen unter Druck zu verhindern, enthielt die Pufferlosung zusétzlich
10 mM DTT und 1 mM EDTA 375:376:381 Messungen der Neutronenstreuung und
FTIR-Spektroskopie erfolgten in Puffern auf D,O-Basis. Der pD wurde geméafl pD
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= pH + 0.4 eingestellt.?*¢

7.2.2 Experimentelle Durchfithrung und Datenbearbeitung
Neutronenstreuung

Die EINS-Messungen erfolgten an Instrument IN13 des ILL. Das Hochdruckeqip-
ment wurde von J. Peters und SANE entwickelt und zur Verfiigung gestellt.251:3%2 Als
druckiibertragendes Medium kam Fluorinert zum Einsatz. Alle Messungen erfolgten
bei 25 °C und jeder Druckpunkt wurde fiir mindestens 6 h gemessen. Die Datenbe-
arbeitung umfasste eine Hintergrundkorrektur und eine Vanadium-Normierung. Die

Bestimmung der MSD erfolgte gemif der Gauss-Niherung:'™!

I1(Q,0 + AFE) ~ Iyexp (—%cf <u2>> (7.1)

QENS Messungen erfolgten am Instrument IN16b des ILL unter Verwendung der
selben Hochdruckausriistung. Die Messzeit betrug 4 h pro Messpunkt. Neben der
Probe wurde ebenfalls der Puffer und ein Vanadiumzylinder zur Untergrundkorrek-

tur bzw. Normierung vermessen.

Enzymkinetik

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitét erfolgte an einem Lambda 25 UV /VIS-
Spektrometer der Firma Perkin Elmer mit einer hausgemachten Hochdruckzelle. Die
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit vy erfolgte durch die zeitabhéngige Ent-
wicklung der Absorbanz bei 340 nm, welche auf der Umwandlung von NADH zu
NAD™ beruht. Die NADH-Konzentration betrug 0.6 mM und die finale Enzym-
Konzentration cgq circa 0.46 nM. Die exakte Konzentration wurde fiir jeden Ansatz
UV-spektroskopisch in einem Nanovue Plus Spectrometer (Biochrom, Cambridge,
UK) bestimmt.

Die Auswertung erfolgte geméfl des Formalismus von Michaelis und Menten:

E+S§ES$E+P (7.2)
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Fiir vy gilt:
dCP - Umax * €S

dt _KM+CS

vy = (7.3)

Hier sind ¢g und cp die Konzentrationen von Produkt und Substrat bei der Zeit ¢.
Fiir die Michaelis-Konstante gilt: Ky = (k_1 + kz)k;' Die Bestimmung des Akti-
vierungsvolumens erfolgte durch die Eyring Gleichung:

dink  AV#

— 4
dp RT (7.4)

Bei geringen Substratkonzentrationen ist k = kcatKrgl und bei hohen Substratkon-

zentrationen gilt: k = keay.

FTIR-Spektroskopie

FTIR-spektroskopische Messungen erfolgten an einem Nicolet Magna 550 FTIR
Spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) in einer Diacell Vivo Diamant-
stempel-Zelle (Almax EasyLab, Diksmuide,Belgium). Druckapplikation erfolgte durch
das PACE 5000 System (GE Sensing, Frankfurt, Germany). Zur Druckbestimmung

wurde BaSO, zur Probe hinzugegeben.

Die Datenbearbeitung umfasste die Hintergrund- und Basislinienkorrektur der
gemessenen Spektren sowie die Flichennormierung im Bereich von 1700 cm™! bis
1600 cm™!. Die Position der Subbanden wurde aus der 2. Ableitung der Amid-I'-

Bande und dem Fourier-selbstenfalteten Spektrum bestimmt.
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

7.3.1 Dynamik: EINS

Abbildung 7.2 zeigt die EINS-Daten als Auftragungen von In/ gegen Q2.

In (I(Q) / a.u.)

In (I(Q) / a.u.)

LDH

!

15 20 25 3.0 35

QZ / A—Z

eV A

30 bar
600 bar
900 bar
1200 bar
1500 bar
2000 bar
3000 bar
4000 bar

LDH + NADH + Oxamat (1:5:5)

15 20 25 3.0 35

Qz | A2

evVA

30

600 bar
900 bar
1200 bar
1500 bar
2000 bar
3000 bar
4000 bar

In (I(Q) / a.u.)

'
N

In (I(Q) / a.u.)

o

1
[uy

LDH + NADH (1:5)

15 20 25 3.0 35

Qz | A2

LDH + 1 M Glycin

Ao

15 20 25 30 35

QZ / A-Z

oV A

30 bar
600 bar
900 bar
1200 bar
1500 bar
2000 bar

30 bar
600 bar
900 bar
1200 bar
1500 bar
2000 bar
3000 bar
4000 bar

Abbildung 7.2: Semilogarithmische Auftragung der EINS-Intensitdt als Funktion von
Q? fiir 90 mg mL~! LDH, den Komplex zwischen LDH und NADH (B) bzw. NADH +
Oxamat (C) und LDH in Anwesenheit von 1 M Glycin (D) bei verschiedenen Driicken
(vertikal verschoben). Die Linien stellen die Funktionsanpassungen dar, welche gemaB
der Gauss-Naherung zur Bestimmung der MSD verwendet wurden.

174



7.3 Ergebnisse und Diskussionen

Die Auswertung erfolgte von Q?*=1.3 A=2 bis 3.5 A2, Dieser Q-Bereich wurde
zum einen gewédhlt um die Giiltigkeit der Gauss-Néaherung zu erfiillen. Diese ist,
unter Annahme einer sphérischen Geometrie, bis /(u2)Q? =~ 2.8 giiltig.'™ Zum
anderen sollte dadurch der Einfluss von HyO- und HDO-Verunreinigungen minimiert

werden, 174383

Die geméafl der Gaussschen Naherung bestimmten MSD-Werte sind in Abbildung
7.3 gezeigt. Im Zuge der Druckapplikation bleibt die MSD von apo-LDH bis 1000 bar
nahezu konstant. Zwischen 1000 und 1400 bar steigt die MSD und bleibt bis 2000 bar
konstant. Bei Driicken iiber 2000 bar erfolgt eine drastische Abnahme der MSD. Der
Anstieg bei 1200 bar ist vermutlich durch die Dissoziation des Proteins zu erkléren.
Im Zuge der Dissoziation des Proteins kommt es zur Hydratation der Kontaktfliche
und zusétzlich auch zum Eindringen von Wassermolekiilen in das aktive Zentrum des
Enzyms.?” Diese Hydratationsinderungen kénnen zur Erklirung der Beobachtun-
gen herangezogen werden. Die drastische Abnahme der MSD ab Driicken oberhalb
von 2000 bar kann der bereits zuvor beobachteten Aggregation des Proteins in die-
sem Druckbereich zugeordnet werden.3763"" Wihrend einer moglichen Aggregation
des Proteins unter Druck scheinen somit keine void volumes ausgebildet werden.
Dies wiére jedoch unwahrscheinlich. Die Abnahme der Dynamik kann beispielsweise

auf einem Druckeffekt beruhen und nicht auf strukturellen Anderungen.

Im Folgenden wird der Einfluss der Substrat-Bindung auf die interne Proteindy-
namik sowie deren Druckabhéngigkeit behandelt. Das Binden von NADH fiihrt zu
einer geringfiigigen Abnahme der Proteindynamik. Erneut kommt es {iber 1000 bar,
d.h. nach Dissoziation des Proteins, zu einer Zunahme der MSD. Die Druckeffekte
auf die MSD des Komplexes des Enzyms mit NADH und dem Substratanalogon
Oxamat zeigt Abbildung 7.3 B. Erneut verursacht die Substratbindung leicht ver-
ringerte MSD-Werte. Allerdings wird die MSD in diesem Fall bis 3000 bar nicht
durch Druck beeinflusst. oberhalb von 3000 bar wurde erneut eine drastische Ab-
nahme der MSD beobachtet. Das Binden von Oxamat an den Komplex zwischen
LDH und NADH induziert den Verschluss des aktiven Zentrums durch die Umori-

371

entierung einer mobilen loop Region.”’ In dieser geschlossenen Konformation ist

das aktive Zentrum, zumindest teilweise, vom Losungsmittel abgeschirmt und die
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

interne Proteindynamik von Tetramer und Dimer unterscheidet sich nicht signifikant

voneinander.
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Abbildung 7.3: Druckabhingige Entwicklung der MSD von 90 mg mL~! LDH und dem
Komplex zwischen LDH und NADH (A) bzw. NADH + Oxamat (B). Die gestrichelten
Linien und sigmoidalen Kurven dienen der optischen Orientierung.
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

Den Einfluss von 1 M Glycin auf die MSD zeigt Abbildung 7.4. So fiithrt Glycin
zu erhohten MSD-Werten und damit zu einer erhéhten Dynamik. Im Rahmen der
experimentellen Genauigkeit konnte keine Druckabhéngigkeit der MSD in Anwesen-
heit von Glycin festgestellt werden. Eine Zunahme der MSD wurde ebenfalls fiir das
Protein Lysozym beobachtet.
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Abbildung 7.4: Druckabhingige Entwicklung der MSD von 90 mg mL~! LDH in An-
wesenheit von 1 M Glycin. Die gestrichelten Linien und sigmoidalen Kurven dienen der
optischen Orientierung.
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

7.3.2 Dynamik: QENS

Abbildung 7.5 zeigt die summierten QENS-Intensitdten von LDH. Zusétzlich ist
das Spektrum des Vanadiumzylinders gezeigt, um die Auflésungsfunktion des In-
struments zu zeigen. Ab 1200 bar, d.h. nach Dissoziation des Proteins, kommt es
zu einer Verbreiterung der Spektren, d.h. einer erhéhten Diffusion des Proteins. Ab
3000 bar nimmt die Breite der Spektren drastisch ab und das QENS-Spektrum bei

4000 bar unterscheidet sich nur geringfiigig von dem des Vanadium-Zylinders.
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Abbildung 7.5: QENS-Spektren eines Vanadium-Zylinders und von 90 mg mL~! LDH
bei ausgewahlten Driicken.

Abbildung 7.6 zeigt die aus elastischen Messungen am Instrument IN16b gewonne-
nen MSD-Werte. Zum Vergleich sind ebenfalls die am Instrument IN13 generierten
Daten zu sehen. Bis 1200 bar sind die an beiden Instrumenten gewonnen Werte nahe-

zu identisch. Der signifikante Anstieg der MSD infolge der Dissoziation des Proteins
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

kann in den an IN16b generierten Daten nicht beobachtet werden. Oberhalb von

2000 bar wurde erneut eine Abnahme der MSD beobachtet.

| ' | ' | ' | ' |
L - - IN13 -
— - @ IN16b

] 1 ] 1 ] 1 ] 1 ]
0 1000 2000 3000 4000

p / bar

Abbildung 7.6: Druckabhingige Entwicklung der MSD von 90 mg mL~! LDH, dem
Komplex zwischen LDH und NADH (A) bzw. NADH + Oxamat (B) und LDH in An-
wesenheit von 1 M Glycin. Die gestrichelten Linien und sigmoidalen Kurven dienen der
optischen Orientierung.

Die weitere Auswertung der QENS-Daten war zum Zeitpunkt der Fertigstellung

dieser Arbeit nicht abgeschlossen.
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

7.3.3 FTIR-Spektroskopie

Eine Charakterisierung der Dissoziation und Aggregation des Proteins erfolgte durch

FTIR-spektroskopische Messungen.
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Abbildung 7.7: Druckabhingige Entwicklung der Amid-I'-Bande von LDH (A). Ap-
proximation der experimentellen Daten (Kreise) durch Subbanden (B). Druckabhangige
Entwicklung des Flachenanteils dieser Subbanden (C).
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

Abbildung 7.7 A zeigt die druckabhéngige Entwicklung der Amid-I’-Bande. Die
Subbanden, welche zur Anpassung der experimentellen Daten verwendet wurden,
zeigt Abbildung 7.7 B. Eine mogliche Zuordnung dieser Subbanden zu bestimmten
Sekundéarstrukturelementen kann Tabelle 7.2 entnommen werden. Dabei zeigt sich,
dass es ab 1000 bar zu Anderungen der Sekundérstruktur, namentlich einer Ab-
nahme des Anteils an a-Helices (reprisentiert durch die Subbande bei 1654 cm™!),
einhergehend mit einer Zunahme an (-Faltblattstrukturen (reprisentiert durch die
Subbande bei 1624 cm™!), kommt. Der Anteil an ungeordneten Strukturen bleibt
bis 7000 bar konstant.

1

Die fiir eine Aggregation des Proteins charakteristischen Bandenmaxima bei 1615 cm™

und 1680 cm ™! wurden hier nicht beobachtet.268:269

Tabelle 7.2: Mogliche Zuordnung der ermittelten Subbanden von LDH zu bestimmten
Sekundarstrukturelementen.

Wellenzahl Sekundiarstrukturelement

1624 £2 cm~! intermolekulare 3-Faltblitter
1641 +2 cm™! ungeordnete Strukturen
1654 £2 cm™! a-Helix

1671 &2 cm™! Turn-Strukturen

1682 £2 cm~! intermolekulare 3-Faltblitter
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

7.3.4 Enzymkinetik

Michaelis Menten-Auftragungen der durch LDH katalysierten Reaktion bei aus-
gewihlten Driicken sind exemplarisch in Abbildung 7.8 gezeigt. Hier zeigt sich be-
reits, dass die verwendeten Osmolyte die Form der angepassten Kurven sowie die

Druckabhéngigkeit der Kinetik beeinflussen.
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Abbildung 7.8: Michaelis-Menten-Auftragungen der durch LDH katalysierten Umwand-
lung von Pyruvat zu Lactat in Abwesenheit (A) sowie in Anwesenheit der Osmolyte
Harnstoff (B),Glycin (C) und TMAO (D) bei ausgewahlten Driicken.
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

Abbildung 7.9 zeigt die druckabhéingige Entwicklung von k.. in Ab- und Anwesen-

heit von Osmolyten.
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Abbildung 7.9: Druckabhangige Entwicklung von k., der durch LDH katalysierten

Umwandlung von Pyruvat zu Lactat in An- und Abwesenheit der Osmolyte Harnstoff,
TMAOQ und Glycin.

Bei 1 bar wurde in Abwesenheit von Osmolyten ein Wert von ke, ~ 400 s~! be-

stimmt. Zum Vergleich werden in der Literatur Werte von 350 s ~! fiir LDH des
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

Menschens®** und 190 s=! fiir Bakterien-LDH angegeben.?®? In Abwesenheit von
Osmolyten nimmt kg, bis 400 bar linear mit steigendem Druck zu. Im Zuge einer
weiteren Druckapplikation sinkt k., wieder auf den Ursprungswert. Bei 1000 bar
erfolgt schliellich, bedingt durch die Dissoziation des Tetramers, die Deaktivierung
des Enzyms. Dies ist dem Eindringen von Wassermolekiilen in das aktive Zentrum

zuzuschreiben.3™

Dariiber hinaus offenbart Abbildung 7.9, dass der druckabhéngige Verlauf von k.,
jedoch nicht der Absolutwert dieser Grofie, durch die Anwesenheit der untersuch-
ten Osmolyte beeinflusst wird. Der Anstieg von k.,; mit steigendem Druck, welcher
in der reinen Pufferlésung beobachtet wurde, erfolgt ebenfalls in Anwesenheit von
Harnstoff und Glycin. Jedoch beeinflussen beide Substanzen den Deaktivierungs-
druck und somit die Dissoziation des Tetramers. So erfolgt die Deaktivierung in
Anwesenheit von Harnstoff bereits ab 600 bar und in Anwesenheit von Glycin erst
ab 1400 bar. In der Anwesenheit von TMAO zeigt sich ein anderes druckabhéngiges
Verhalten von k... So wird der zuvor beschriebene Anstieg von ke, hier nicht beob-
achtet. Die Deaktivierung erfolgt in Anwesenheit von 1 M TMAO ab circa 1200 bar.

Wie Glycin stabilisiert also auch TMAO die tetramere Konformation des Enzyms.

Die druckabhéngige Entwicklung von K, ist in Abbildung 7.10 gezeigt. In Abwe-
senheit von Osmolyten steigt K, mit zunehmenden Druck zun&chstvon 0.14 mM
(Literaturwert: 1.38 mM?>*) auf 0.34 mM bei 800 bar. dies heifit, dass die Affinitéit

des Substrats mit steigendem Druck abnimmt. Nach der Dissoziation nimmt K, ab.

Den Osmolyt-Einfluss auf K, zeigen die Abbildungen 7.10 B-D. Vor der Disso-
ziation ist eine Erhohung von K, durch 0.5 M Harnstoff angedeutet, eine eindeutige
Aussage kann im Rahmen des experimentellen Fehlers jedoch nicht getroffen wer-
den. In der Literatur wurde jedoch mehrfach berichtet, dass Harnstoff als kompe-
titiver Inhibitor von Pyruvat in Knochenfisch-, Plattenkiemer- und Saugetier-LDH

t 73867388

agier wodurch sich ein moglicher Anstieg von K, erklaren liefe.

Auch in der Anwesenheit von Harnstoff wurde ein Anstieg von K, bis zur Dis-
soziation, gefolgt von einer Abnahme bei hoheren Driicken, beobachtet. Glycin und

TMAO hingegen verringern K, vor der Dissoziation. Bis 800 bar wurde in Anwe-
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7.3 Ergebnisse und Diskussionen

senheit dieser Osmolyte kein Druckeinfluss auf K, festgestellt.
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Abbildung 7.10: Druckabhiangige Entwicklung von K, fiir Pyruvat der durch LDH
katalysierten Reaktion in Anwesenheit der Osmolyte Harnstoff, TMAQO und Glycin.

Im Zuge einer weiteren Druckapplikation wurde ein Anstieg von K, beobachtet.

Eine Erhéhung von K, durch Harnstoff wurde fiir mehrere Enzyme beobachtet,

wohingegen TMAO oftmals den gegenteiligen Effekt hat.3** Dies wird zumeist den

unterschieldlichen Einfliissen der Osmolyte auf die Proteinkonformnation zugeschrie-
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7 Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Aktivitat von LDH

ben.?5¢ Auch kénnen Anderungen der Michaelis-Konstante in Anwesenheit der Os-
molyte durch Anderungen von Aktivititskoeffizienten erklirt werden.' 38 Der Osmolyt-
Einfluss auf K, muss somit nicht notwendigerweise auf Konformationsdnderungen

beruhen.

Druckabhéngige Untersuchungen der Enzymkinetik ermdglichen dariiber hinaus
die Bestimmung von Volumeninderungen wihrend der katalysierten Reaktion.?>4>
Abbildung 7.11 A zeigt das Aktivierungsvolumen bei hohen und geringen Substrat-
konzentrationen, welches geméf Gleichung (7.4) aus der Auftragung von Ink gegen

den Druck bestimmt wurde (siche Abbildung 7.13 im Anhang dieses Kapitels).

Eine genauere volumetrische Charakterisierung erfolgte durch die konzentrations-
abhéngige Bestimmung des Aktivierungsvolumens. Bei hohen Substratkonzentratio-
nen ist vy proportional zu k.,; und das Aktivierungsvolumen entspricht der Volumen-
differenz des Enzym-Substrat-Komplexes ES und des aktivierten Enzym-Substrat-
Komplexes ES*. Bei geringen Konzentrationen ist vy proportional zu keu /Ky, und
das hieraus bestimmte Aktivierungsvolumen ermdoglicht die die Bestimmung der Vo-
lumenénderung, welche im Zuge der Substratbindung vonstattengeht (siehe hierzu

Kapitel 1.2.3 und insbesondere Abbildung 1.3).

Fiir hohe Substratkonzentrationen wurde in reiner Pufferlésung ein Aktivierungs-
volumen von AV# = -45.3 £1.3 mL mol~! bestimmt. Ein negatives Aktivierungsvo-
lumen von circa -18 mL mol~! wurde bereits in der Literatur unter anderen Reakti-
onsbedingungen (pH 8, 15°C) beschrieben.?” Bei geringen Substratkonzentrationen
wurde ein Aktivierungsvolumen von -16.8 7.1 mL mol~! bestimmt. Das heif}t,
dass die Substratbindung zu einer Volumenzunahme von 28.5 mL mol™! fiihrt. Die
Konzentrationsabhéngigkeit des Aktivierungsvolumens wurde zusétzlich durch die
Druckabhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit bei bestimmten Substratkonzen-
trationen bestimmt (siehe Abbildung 7.12). Die durch beide Methoden bestimmten
Aktivierungsvolumina sind, wie die Abbildungen 7.11 A + B zeigen, von vergleich-
barer Gréflenordnung. Abbildung 7.11 C zeigt das Volumenprofil der katalysierten
Reaktion. Demgeméfl geht die Substratbindung mit einer Volumenzunahme einher.

Da Druckapplikation den Zustand des geringsten Volumens stabilisiert, nimmt, wie
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der druckabhéngige Verlauf von K, zeigt, mit steigendem Druck die Affinitédt des
Substrats ab. der aktivierte Enzym-Substratkomplex weifit jedoch ein geringeres

Volumen auf.
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Abbildung 7.11: Aktivierungsvolumen der LDH-katalysierten Umwandlung von Py-
ruvat zu Lactat fiir hohe und geringe Pyruvat-Konzentrationen (A), Konzentrations-
abhéangigkeit des Aktivierungsvolumens (B) und Volumenprofil der katalysierten Reaktion

(©).

Die Aktivierungsvolumina in Anwesenheit der Osmolyte sind in den Abbildungen

7.14 und 7.15 im Anhang dieses Kapitels gezeigt. Im Rahmen der experimentellen
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Genauigkeit konnte kein signifikanter Einfluss von Glycin oder TMAQO auf das Ak-
tivierungsvolumen bei hohen Pyruvat-Konzentrationen beobachtet werden. In An-
wesenheit von TMAO ist das Aktivierungsvolumen mit -4.5 4+ 1.1 jedoch signifikant
weniger negativ. Ein &hnlicher Einfluss, d.h. ein weniger negatives bzw. sogar posi-
tives Aktivierungsvolumen der durch LDH katalysierten Reaktion, wurde ebenfalls
bei Zugabe von Salzen beobachtet.*” Bei geringen Substratkonzentrationen weisen
die in der Anwesenheit von Cosolventien bestimmten Werte, bedingt durch die Un-
genauigkeit der K,,-Werte, eine vergleichsweise grofie Ungenauigkeit auf, weshalb

keine aussagekréftigen Schliisse gezogen werden kénnen.
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Abbildung 7.12: Semilogarithmische Auftragung der Reaktionsgeschwindigkeit der
LDH-katalysierten Reaktion gegen den Druck fiir verschiedene Substratkonzentrationen.
Die durchgezogenen Linien stellen Funktionsanpassungen dar, aus welchen das Aktivie-
rungsvolumen bestimmt wurde.
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Abbildung 7.13: Semilogarithmische Auftragung von k¢, (oben) und kc.i /Ky (unten)
gegen den Druck. Die durchgezogenen Linien stellen Funktionsanpassungen dar, aus
welchen das Aktivierungsvolumen bestimmt wurde.
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Abbildung 7.14: Aktivierungsvolumen der LDH-katalysierten Umwandlung von Pyruvat
zu Lactat fiir hohe und geringe Pyruvat-Konzentrationen in An- und Abwesenheit der
Osmolyte Harnstoff, Glycin und TMAO.
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Abbildung 7.15: Konzentrationsabhangigkeit des Aktivierungsvolumens der LDH kata-
lysierten Reaktion als Funktion der Substratkonzentration in Anwesenheit der Osmolyte.
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8 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der kombinierten Einfliisse von Druck und
physiologisch relevanten Osmolyten auf Proteine und Membransysteme. Die An-
wendung einer Vielzahl an unterschiedlichen Methoden erméglichte dabei stets das
Zusammenspiel zwischen Struktur, Dynamik und Funktionalitdt des jeweiligen Bio-
molekiils zu ergriinden. Es kamen Osmolyte, welche sich sowohl in ihrer chemischen
Struktur, als auch in ihrem Interaktionsverhalten mit Biomolekiilen stark unter-
scheiden, als Cosolventien zum Einsatz. Es folgt eine Vorstellung der wesentlichen

Forschungsergebnisse.
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8 Zusammenfassung

8.1 Zusammenfassung der Forschungsprojekte

Projekt I: Einfluss von osmotischem und hydrostatischem Druck auf mul-
tilamellare Lipidmembranen in Anwesenheit von PEG und Trehalose
Zielsetzung:

Ziel war die Evaluierung der kombinierten Einfliisse von osmotischem und hydro-
statischem Druck auf multilamellare Membransysteme. Osmotischer Druck wurde
dabei durch Zugabe des inerten Polymers PEG, welches vom Membranzwischen-
raum ausgeschlossen wird, sowie durch das Disaccharid Trehalose generiert. Der
Einfluss auf die Struktur wurde durch SAXS-Messungen aufgeklart. Zusétzliche Er-
kenntnisse iiber das Phasenverhalten und Hydratationseigenschaften wurden durch
fluoreszenzspektroskopische und kalorimetrische Messungen gewonnen.

Ergebnisse:

e Trehalose verringert die multilamellare Ordnung und fiithrt zu einem Anschwel-
len des Membranzwischenraums bedingt durch die direkte Interaktion der
Trehalosemolekiile mit der Lipidmembran. Weiterhin induziert Trehalose eine
Phasenkoexistenz, vermutlich durch eine inhomogene Verteilung von Trehalose-
Cluster im Membranzwischenraum. Bei geringen Trehalose-Konzentrationen
konnte eine Interkalation der Trehalose-Molekiile beobachtetet werden. Bei

hohen Konzentrationen dominieren hingegen Ausschluss-Effekte.

e PEG fiihrt zu einer Zunahme der multilamellaren Ordnung und zu einer Ver-
ringerung der Schichtdicke. In Anwesenheit von 30 wt. % PEG wurde unter

Druck die Koexistenz von drei stark dehydratisierten Gelphasen beobachtet.

o In Anwesenheit beider Substanzen wirkt Trehalose der durch PEG induzierten

Membranordnung entgegen.

e Druck induziert die Bildung einer stark angeschwollenen Gelphase in der An-

wesenheit von sowohl PEG als auch Trehalose.

e Trehalose ist somit in der Lage, die Ordnung und Fluiditat biologischer Mem-
branen unter osmotischem oder hydrostatischem Druck zu regulieren, hat unter

optimalen Wachstumsbedingungen jedoch auch negative Einfliisse.
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8.1 Zusammenfassung der Forschungsprojekte

Projekt II: Einfluss von Druck, Temperatur, Crowding und Cosolventien
auf die interne Proteindynamik und Stabilitidt von Lysozym
Zielsetzung:

Es sollte der Einfluss von Druck und der Osmolyte TMAO und Harnstoff auf die
interne Proteindynamik des Proteins Lysozym untersucht werden. Um Crowding
Effekte beurteilen zu konnen, kamen zwei Proteinkonzentrationen zum Einsatz.
Zusétzlich sollte der Einfluss der Osmolyte auf die Stabilitdt des Proteins durch
FTIR- Spektroskopie untersucht werden.

Ergebnisse:

e TMAO fiihrt zu einer signifikanten Abnahme der internen Proteindynamik,
Harnstoff hingegen zeigt keinen Einfluss auf die Proteindynamik in dem hier
untersuchten Zeitfenster. Der Effekt einer Mischung beider Osmolyte ent-
spricht im Wesentlichen demjenigen von 2 M TMAO. Ein moglicher Erklarungsansatz
fiir diese Beobachtungen ist die Tatsache, dass Harnstoff direkt mit dem Pep-
tidriickgrat interagiert, wohingegen TMAOQO ausgeschlossen wird und bevor-
zugt mit Wasser interagiert. Die damit einhergehende Verstarkung des H-
Briicken-Netzwerks scheint die konformellen Fluktuationen des Proteins ein-

zuschranken.

e In Anwesenheit der Osmolyte wird die Dynamik des Systems weder durch

Druck noch durch self-crowding signifikant beeinflusst.

e Self-crowding hat einen destabilisierenden Einfluss auf Lysozym, der Einfluss

von self-crowding wird somit durch enthalpische Beitrdge bestimmt.
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8 Zusammenfassung

Projekt III: Einfluss von Druckapplikation auf die Struktur und Dynamik
des Komplexes zwischen Calmodulin und der hypervariablen Region von
KRas4B

Zielsetzung:

Das hantelférmige Protein Calmodulin erfihrt im Rahmen der Ligandenbindung
grofle strukturelle Anderungen. So weisen Ligand-Calmodulin-Komplexe fiir gewohnlich
eine kugelférmige Struktur auf. Im Rahmen dieses Projektes sollte untersucht wer-
den, inwieweit sich diese strukturellen Anderungen auf die interne Proteindynamik
auswirken. Die Struktur der Komplexe wurde durch SAXS-Messungen und die Dy-
namik durch EINS Messungen aufgeklért.

Ergebnisse:

e Calmodulin erfahrt eine partielle Entfaltung, namentlich ein Eindringen von
Wassermolekiilen in die Seitendoménen, ab 1000 bar. Diese Entfaltung ist mit

einer Zunahme der Proteindynamik verbunden.

e Calmodulin bildet mit dem KRas4B-HVR-Peptid, je nach dem molaren Verhéltnis
zwischen Protein und Peptid, einen X-férmigen dimeren Komplex oder einen
kugelférmigen Komplex aus. Dies konnte sowohl durch SAXS- als auch durch
DLS-Messungen gezeigt werden. Der X-férmige Komplex dissoziiert, wie druck-

abhéngige SAXS-Messungen zeigten, bei 3000 bar.

e Es konnte kein signifikanter Unterschied der Dynamik von hantelférmigem apo-
und holo- Calmodulin sowie Kugel- und X-formiger Komplexe beobachtet wer-
den. Die interne Proteindynamik wird somit, anders als die globale Diffusion,

nicht durch die Form des Calmodulin-Komplexes bestimmt.
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8.1 Zusammenfassung der Forschungsprojekte

Projekt IV: Der Effekt von Osmolyten und Crowding auf die druckindu-
zierte Dissoziation und Deaktivierung von dimerer Alkoholdehydrogenase
Zielsetzung:

Die Dissoziation oligomerer Proteine unter Druck ist ein intensiv erforschtes Phanomen.
Ziel dieses Projekts war es zu evaluieren, inwieweit diese Dissoziation durch Osmoly-
te und Crowding beeinflusst werden kann. Zusétzlich erfolgte eine Evaluierung struk-
tureller Anderungen durch FTIR-Spektroskopie und Fluoreszenz-Spektroskopie. In-
wieweit die Kinetik der katalysierten Reaktion durch die strukturellen Anderungen
und Osmolyte beeinflusst wird, wurde durch Hochdruck-stopped flow-Messungen
evaluiert.

Ergebnisse:

e Insgesamt konnten drei Druckeffekte beobachtet werden. Zunéchst erfolgt die
Dissoziation loser Proteincluster. Diese erfolgt bereits bei Driicken von un-
ter 1000 bar. Bei circa 800 bar erfolgen leichte strukturelle Anderungen der
Coenzym-Bindungstasche, welche mit der Deaktivierung des Proteins einher-
gehen. Die Dissoziation des Proteins erfolgt ab circa 2000 bar und ist mit einer

Anderung der Sekundérstruktur verbunden.

e Die beschriebenen Druckeffekte konnen effektiv durch Osmolyte und Crowding
beeinflusst werden. So bevorzugen TMAO und PEG die dimere Konformation.
Harnstoff zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Dissoziation, wirkt aber

in Kombination mit TMAQO einer Uberstabilisierung entgegen.

e Die Kinetik der LADH-katalysierten Ethanol-Oxidation wurde lediglich durch
Harnstoff negativ beeinflusst. Alle weiteren Substanzen zeigten keine signifi-

kanten Einfliisse auf die Reaktionsgeschwindigkeit.

e Temperaturabhéingige FTIR~, Fluoreszenz- und SAXS-Messungen deuten dar-
auf hin, dass es im Zuge einer Temperaturerh6hung zunéchst zur Dissoziation,

gefolgt von der Entfaltung / Aggregation des Proteins kommt.
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8 Zusammenfassung

Projekt V: Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Dynamik und Ak-
tivitdt von Lactatdehydrogenase

Aufbauend auf Projekt IV wurde erneut die Dissoziation eines oligomeren Enzyms
untersucht. Die Zielsetzung lag dabei weniger auf der Charakterisierung der Disso-
ziation, sondern vielmehr auf der Fragestellung, inwieweit diese die Dynamik des
Proteins beeinflusst. Hierfiir kamen QENS und EINS zum Einsatz. Zuséatzlich wur-
de der Einfluss der Substratbiundung und von Glycin auf die interne Dynamik un-
tersucht. Ebenfalls wurde der Einfluss von Druck und Osmolyten auf die Kinetik
untersucht.

Ergebnisse:

e Die Dissoziation des LDH-Tetramers bei circa 1000 bar fiihrt zu einer Zunahme
der internen Proteindynamik als auch der Diffusion. Ab 2000 bar erfolgt die
Aggregation des Proteins, welche zu einer drastischen Abnahme der Dynamik

fithrt.

e Das Binden des Coenzyms NADH an das Protein induziert eine leicht verrin-
gerte Proteindynamik. Auch in Anwesenheit von NADH erfolgt eine Zunahme

der Proteindynamik ab 1000 bar.

e In der Anwesenheit von NADH und des Substrat-Analogons Oxamat konte
kein signifikanter Unterschied der Dynamik von Dimer und Tetramer beob-

achtet werde.
e Glycin erhoht die interne Proteindynamik von LDH.
e Druckapplikation fiihrt zu einer erhéhten enzymatischen Aktivitét.
e Die Substratbindung fiithrt zu einer Volumenzunahme.

e Kinetische Groflen und das Aktivierungsvolumen der Reaktion werden durch

die Osmolyte TMAO, Glycin und Harnstoff beeinflusst.
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9 Englischsprachige

Zusammenfassung

The biological functionality of biomolecules depends on their structure as well as on
their dynamics. In essence, all life is non-equilibrium thermodynamics and based on
a correct interplay between the structure and dynamics of biological macromolecules.
The aim of this thesis is to investigate to what extent the structure as well as the
dynamics and thus also the functionality of proteins and model membranes influence
each other and how theses factors can be modified by pressure application and the

addition of osmolytes, i.e. by changes of the solution conditions.

In nature, life has been observed under various extreme environmental conditions,
such as extreme temperatures, extreme pH levels or high osmotic and hydrosta-
tic pressure. This requires the evolutionary development of certain compensation
strategies in extremophilic organisms. One of these mechanisms is the increased
biosynthesis of osmolytes. These are low-molecular-weight organic compounds that
compensate for the influence of negative stressors. The focus of this thesis is mainly
on the influence of hydrostatic pressure on the properties of membranes and proteins
as well as on the extent to which this influence is affected by osmolytes. In addition,

the influence of the stressors temperature and osmotic pressure was considered.

In this thesis, the effects of pressure application and osmolytes on model membranes
and proteins were investigated in five subprojects. The application of a variety of dif-
ferent biophysical methods enabled to disentangle the interaction between structure,
dynamics and functionality of the biomolecules. Osmolytes, which differ greatly both
in their chemical structure and in their interaction with biomolecules, were used as

cosolvents.
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9 Englischsprachige Zusammenfassung

The main results of the five subprojects are summarized below:

Trehalose compensates harmful influences caused by osmotic or hydrostatic
pressure and is able to modulate the membrane order and fluidity under dis-

ruptive conditions, but also exerts negative effects under optimal conditions.

TMAQO effectively influences the internal protein dynamics of lysozyme, whe-

reas the influence of urea, self-crowding and pressure is neglectable.

Depending on the molar ratio, calmodulin forms either a X-shaped dimer com-
plex or a globular complex with the KRAS4B-HVR peptide. The internal pro-
tein dynamics of these calmodulin species do not differ significantly. Pressure

application leads to the dissociation of the dimeric complex.

In total, three effects of pressure on the dimeric enzyme LADH were found.
First, the dissociation of protein clusters occurs below 800 bar, followed by
structural changes in the coenzyme binding pocket, which is accompanied by
a loss of enzymatic activity at 900 bar. The dissociation of the protein occurs

at 2000 bar, accompanied by slight changes of the secondary structure.

The pressure-induced dissociation of the tetrameric protein LDH influences
both the internal and the global dynamics of the protein. The pressure effects
on the enzymatic activity are biphasic. In detail, pressure application initially
leads to increased activity until deactivation occurs after dissociation. Kinetic

parameters are influenced by osmolytes.

In essence, these findings suggest that osmoltyes and pressure application are ef-

fective tools to modify the structure, dynamics and thus function of biological ma-

cromolecules. Further, osmolytes are an effective way to compensate harmful effects

of stress factors like hydrostatic pressure. However, overstabilisation might occur

in the absence of stressors. Thus, in cellulo, a presice tuning of the osmolyte level,

depending on the environmental conditions, is mandatory.
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