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1 Einleitung

1.1 Fliissig-Fliissig-Phasentrennung in der Biologie und

Biotechnologie

Fiir die biologische Funktion von Proteinen sind physikalisch-chemische Prozesse verant-
wortlich, die durch intra- und intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
und Biomolekiilen reguliert werden. Das Verstdndnis dieser Wechselwirkungen ist nicht nur
fiir die Entschliisselung biologischer Funktionen von gro3er Bedeutung, sondern auch fiir
die Erforschung von Krankheitsprozessen und fiir zukiinftige biotechnologische Anwen-
dungsmoglichkeiten. Von besonderem Interesse ist, wie diese Wechselwirkungen das Ver-
halten von hochkonzentrierten Proteinlosungen beeinflussen, welche die Zustidnde in vivo
imitieren.[' Das Innere einer biologischen Zelle stellt eine auBerordentlich dicht bepackte
Umgebung dar, die sich aus Nukleinsduren, Polysacchariden, Proteinen, Ribonukleoprotei-
nen, und einer Vielzahl von weiteren Biomolekiilen zusammensetzt.!* ¢! Beispiele hierfiir
sind rote Blutkdrperchen, deren Proteinanteil ca. 35 % des Gesamtgewichts ausmacht oder
die Zellen der Augenlinse, die bis zu 60 % Proteine enthalten. Auch bei einer Vielzahl von
Krankheiten spielt die Proteininterkation eine wichtige Rolle. Krankheiten wie Katarakt, Si-
chelzellenandmie oder Amyloidose (z.B. amyotrophe Lateralsklerose, Alzheimer, Parkin-
son) sind auf Proteininteraktionen zuriickzufiihren, die kondensierte oder aggregierte Zu-

(1781 Demzufolge wiirde ein umfassenderes Verstindnis der Proteinwech-

stdnde auslosen.
selwirkung in kondensierten Umgebungen dazu beitragen, Strategien zur Vorbeugung und

Behandlung solcher Krankheiten zu entwickeln.

Bereits vor 120 Jahren entstand die Idee!®), dass kondensierte, tropfenartige Granula zur
Struktur des Protoplasmas beitragen. Jedoch wurde erst in den letzten 10 Jahren!'”) neben
der durch "klassische" Lipid-Doppelschichtmembranen gestiitzte Kompartimentierung (z.B.
Plasmamembran, Lysosomen, endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien) erkannt, dass
die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung (Liquid-Liquid phase separation, LLPS) von Proteinen
und Nukleinsduren eine wichtige Rolle bei der membranlosen Kompartimentierung von Zel-
len durch die Bildung von biomolekularen Kondensaten spielten. Solche Kondensationspro-

zesse sind mit zahlreichen intrazelluldren Organismen an der subzelluldren Organisation wie
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(siehe Referenz!!!"'%! und Referenzen darin), P-bodies (processing bodies), Stressgranula,
Keimgranula und Zentrosomen im Zytoplasma und Nukleoli, Chromatin und Cajal-Kdrper
im Zellkern beteiligt. Unteranderem sind diese Kondensate an Membranfunktionen, wie
beim Kernporenkomplex beteiligt!!*! oder man findet sie, wie im Fall der postsynaptischen

16171 Die Entstehung von biomolekularen

Dichte, in der Nihe von Zellmembranen wieder.!
Kondensaten kann durch Wechselwirkungen zwischen gefalteten globuliren Proteinen!!6-7],
intrinsisch ungeordneten Proteinen (intrinsically disordered protein, IDP) und/oder intrin-

Y891 begiinstigt

sisch ungeordneten Proteinregionen (intrinsically disordered region, IDRs
werden. Dabei konnen sie iberwiegend aus gefalteten Proteinen, nur aus IDRs oder aus Pro-
teinen mit gefalteten Domiinen und ungeordneten Linkern bestehen.l*”) Wie die jiingsten
Forschungsergebnisse iiber Clusterbildung von Ribonukleinsdure (RNA)-Polymerasen und
Kondensation von Coaktivatoren im zelluldren Transkriptionsapparat zeigen, ist die LLPS
vermutlich fiir Zellen eine energetisch effiziente Moglichkeit, gewisse Proteine und RNAs
zu konzentrieren, und so die Bindungsaffinititen von Biomolekiilen und die Aktivitdten spe-

[21-23] Auch in der Membranbiophysik hat

zifischer biochemischer Reaktionen zu regulieren.
sich in den letzten zwei Jahrzehnten eine vergleichbare Sichtweise hinsichtlich der funktio-
nellen Rolle der Phasentrennung durchgesetzt. Es wird angenommen, dass Wechselwirkun-
gen zwischen eingebetteten Membrankomponenten die Bildung von phasengetrennten Rafts
(d.h. fliissig-geordnete Doménen in einer fliissig-ungeordneten 2D-Membranmatrix) indu-
zieren, die dann als membrangebundene Reaktions- und Signalplattformen dienen konn-
ten.?*231 Solch ein Mechanismus soll z.B. dazu beitragen, den endozytotischen oder exozy-
totischen Membrantransport zu regulieren und spezifische Signale iiber die Plasmamembran
zu libertragen. Interessanterweise konnten die biomolekulare LLPS und membranlose Kom-
partimentierung sogar eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Protozellen in der pra-
biotischen Evolution gespielt haben, wie erstmals in der Arbeit von Oparin im Jahr 192426271
vorgeschlagen und in jiingster Zeit erneut betont wurde.!**? In der weitgehend isothermen
Lebensumgebung auf der Erdoberfldche, insbesondere in der inneren Umgebung von ho-
moiothermen Tieren, bedient sich die Natur anstelle der Temperatur hdufig anderer Variab-
len, um die biomolekulare LLPS zu steuern. Dazu gehoren Verdnderungen der Protein-
und/oder RNA-Konzentration, der Ionenstirke, des Osmolytgehalts, der posttranslationalen

g 1:23:33-36] Ayfgrund der hohen Emp-

Modifikationen von Proteinen und der Ligandenbindun
findlichkeit der LLPS gegeniiber sich andernden Umweltbedingungen sind biomolekulare
Kondensate hdufig an Reaktionen beteiligt, die sich gegen externe Stressfaktoren wie dem

Hitzeschock richten.B”]

2
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Ein weiterer wichtiger, aber weitgehend unerforschter Stressfaktor ist hoher hydrostatischer
Druck (high hydrostatic pressure, HHP). Uber 60 % der Organismen der irdischen Bio-
sphére existieren in einer Tiefe von mehr als 1000 m und bei Driicken iiber 100 bar. Am
tiefst gelegensten Meeresgrund der Erde, dem Marianengraben, herrschen sogar Driicke von
1 kbar. Auf Grund dessen sind fiir ein besseres Verstindnis tiber das Leben in der Tiefsee,
die bekanntlich auch als potenzieller Geburtsort des Lebens auf der Erde gilt, HHP-Studien
an biomolekularen Systemen von groBer Bedeutung.***°1 Dariiber hinaus kann der Druck
als thermodynamische Variable zur Beeinflussung intermolekularer Proteinwechselwirkun-
gen verwendet werden, um die Konformationslandschaft und das Phasenverhalten der Pro-
teine aufzudecken. Da das partielle Molvolumen von Biomolekiilen empfindlich auf Ande-
rungen der Hydratation reagiert, konnen Druckstudien wertvolle Einblicke sowohl in die

Packungs- als auch in die Hydratationseigenschaften von Biomolekiilen liefern.*0—!
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1.2 Thermodynamik der temperaturabhangigen Fliissig-

Fliissig-Phaseniibergange

Die Thermodynamik der temperaturabhingigen biomolekularen Fliissig-Fliissig-Phasen-
iiberginge wurde in neueren Arbeiten und Reviews sehr gut beschrieben (siehe Referenz!*3-
48]y, Auf Grund dessen soll die Beschreibung in diesem Kapitel nicht im Detail erfolgen und
soll lediglich fiir ein besseres Verstindnis der hierauf folgenden Kapitel dienen. Werden
zwel reine Fliissigkeiten miteinander vermischt, dndert sich die Gibbs-Energie des Systems

um

AGy, = RT (x; Iny x;+x; Inp,x,) (1.1)

mit x; als Stoffmengenanteil der Fliissigkeiten, y; der Aktivitdtskoeffizient der Fliissigkeit i
im Gemisch, 7 der Temperatur und R die Gaskonstante. Beide Fliissigkeiten sind bei kon-
stant bleibender Temperatur 7" vollstdndig miteinander mischbar, wenn AGm gegen xi flir
alle x1 konkav nach oben verliuft.*”) Wenn jedoch die Aktivititskoeffizienten wesentlich
mehr als den Wert 1 annehmen, kann AGn in Abhéngigkeit von x; ein lokales Maximum
aufweisen, wie Abbildung 1.1b bei 7°< T. zeigt. Dies hat zur Folge, dass fiir eine gegebene
Temperatur 7" fiir jede Zusammensetzung der Fliissigkeiten zwischen den beiden Punkten
A und B eine spontane Phasentrennung stattfinden kann. Die Punkte A und B reprédsentieren

die jeweiligen Minima.[*”]

In Abbildung 1.1a ist eine typische Koexistenzkurve fiir eine bindre Losung mit partieller
Mischbarkeit und einer oberen kritischen LoOsungstemperatur (upper critical solution,
UCST) dargestellt, wie es z.B. bei dem globuldren Linsenprotein yD-Kristallin beobachtet
wird.’%33 Daher liegt das System oberhalb der kritischen Temperatur (7> T¢) vollstindig
gemischt vor, wihrend unterhalb von 7. (7'< T¢) eine spontane Entmischung im System
stattfinden kann. Hierbei wird 7¢ als die Temperatur beschrieben, an der die AGm-Kurve
flach verliuft und den Ubergang zwischen einem lokalen Minimum und einem lokalen Ma-
ximum bildet (Abbildung 1.1b).*1 Es besteht auch die Méglichkeit, dass ein System anstelle
einer UCST eine untere kritische Losungstemperatur (lower critical solution, LCST) vor-
weist. Demzufolge wiirde im Gegensatz zur UCST oberhalb von 7¢ eine spontane Entmi-

schung im System stattfinden, wihrend unterhalb von Tt ein vollstdndig durchmischtes Sys-
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tem vorliegen wiirde. Ein Beispiel fiir eine Proteinldsung mit einer unteren kritischen Lo-

sungstemperatur ist das intrinsisch ungeordnete a-Elastin.[%%>%

a) Homogenes
Tod-momimemimemme e 1-Phasengebiet
~ !
5 !
2 i
5 i s
£ v 2
& Instabiles R
, 2-Phasengebiet ]
T ''''''''' |
! i \
[
|
O !
|

A Gm

b)
0 X; 1

Abbildung 1.1: a) Typische temperaturabhingige Koexistenzkurve einer bindren Losung mit parti-
eller Mischbarkeit und einer oberen kritischen Lésungstemperatur (UCST). Das homogene 1-Pha-
sengebiet und das instabile 2-Phasengebiet werden durch die Koexistenzkurve (Binodale) voneinan-
der getrennt. Die Phasentrennung in der metastabilen Region erfolgt durch die Keimbildung und das
Wachstum von Phasentrdpfchen. Im instabilen 2-Phasengebiet erfolgt die Phasentrennung durch eine
spinodale Entmischung. b) Moglicher Verlauf von AGy, in Abhéngigkeit von x; bei Temperaturen
iiber, unter und gleich der kritischen Temperatur T.. Die Abbildung wurde gemél der Referenz mo-
difiziert.[*"!

Wie in Abbildung 1.1a veranschaulicht, unterteilt sich die Koexistenzkurve in eine meta-
stabile und eine instabile Region. In der metastabilen Region ist bei einer Temperatur 7" ein
1-Phasengebiet mit der Zusammensetzung D gegeniiber kleinen Fluktuationen stabil, da
AGrn immer noch konkav nach oben gerichtet ist. Demzufolge sind grof3ere Konzentrations-
schwankungen erforderlich, um eine Phasentrennung innerhalb des metastabilen Bereichs
herbeizufiihren. Ein System, dessen Zusammensetzung nahe dem lokalen Maximum von
AGn liegt, ist grundsédtzlich instabil und entsprechend phasengetrennt, da schon minimale
Fluktuationen in der Konzentration stets zu einer Verringerung von AGn fiihren.[*”! Die
Wendepunkte E und F in Abbildung 1.1b repriasentieren die Grenze zwischen dem met-
astabilen und instabilen Verhalten. Die Lage der temperaturabhéngigen Wendepunkte wird

durch die Spinodale beschrieben.>>->¢!
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Ein weiterer wesentlicher Unterschied zwischen der metastabilen Region und dem instabilen
2-Phasengebiet ist der Prozess der Phasentrennung. Die Phasentrennung im metastabilen
Bereich ist geprigt durch die Keimbildung und das Wachstum von kleinen Phasentropt-
chen,”! die durch Diffusion der umliegenden geldsten Stoffe weiterwachsen und durch

49.38] Eine erfolgreiche Keimbildung kann jedoch nur

Kondensation groBere Phasen bilden.!
stattfinden, wenn die thermischen Fluktuationen es dem Tropfchen ermdglichen, eine (sys-
temabhéngige) kritische Keimgrdéfe zu iiberschreiten, so dass die Volumenenergiegewinne

die Oberflichenenergiekosten iiberwiegen.*!

Direkte Temperaturspriinge in den instabilen Bereich fiihren nicht wie in der metastabilen

Region zur Phasentrennung durch Trépfchenbildung. Stattdessen findet die Phasentrennung

55,57,59

durch eine spinodale Entmischung statt.! 1 Wihrend dieses Prozesses bilden sich zeit-

gleich in der gesamten Fliissigkeit Bereiche hoherer und niedrigerer Konzentration. Da sich
die Oberfldchengrenzen der Phasen erst in den spéten Stadien der Phasentrennung bilden,

besteht keine anfingliche Aktivierungsbarriere, die iiberwunden werden muss.*"!
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1.3 Thermodynamik der biomolekularen druckabhingigen

LLPS und des reentranten Phasenverhaltens

Da der Druck als thermodynamische Variable und die entsprechenden hydrostatischen
Hochdruck (HHP)-Studien eine gewichtige Rolle in dieser Arbeit spielen, richtet sich die
Aufmerksamkeit dieses Abschnitts auf die Druckaspekte der grundlegenden Thermodyna-
mik, die fiir die LLPS-Phinomene im Temperatur-Druck-Phasenraum relevant sind.[60-63]
Wenn ein Fliissigkeitsgemisch unter Druck gesetzt wird, dndert sich deren kritische Lo-
sungstemperatur 7, die abhidngig vom System mit zunehmendem Druck p zu- beziehungs-
weise abnimmt. So hat sich gezeigt, dass bei Systemen mit einer oberen kritischen Losungs-
temperatur (UCST) diese Temperatur sich in der Regel, aber nicht ausschlieBlich, mit stei-
gendem Druck erhoht. Im Allgemeinen wird die Auswirkung des Drucks p auf die kritische
Losungstemperatur 7¢ durch den folgenden Ausdruck d7¢/dp beschrieben. Diese Beziehung

lasst sich aus der Tatsache ableiten, dass am kritischen Punkt die zweite Ableitung der freien

Energie des Systems nach dem Protein-Stoffmengenanteil x null wird (Gleichung (1.2)).
[60-62]

2 2
dr, _ (0°Vn/Ox?) ) 7(0°Vip/ox?) - )
dp TSI\ (@Swant), | TS\ (S Huox), '

xc ist der Stoffmengenanteil des Proteins bei 7c und Sm die molare Entropie, Vm das molare
Volumen und Hn die molare Enthalpie der Mischung bei dem Stoffmengenanteil x des Pro-
teins. Eine dhnliche Gleichung gilt fiir die entsprechenden thermodynamischen Exzessfunk-
tionen. Jede molare Exzessfunktion, die hier mit ZE bezeichnet wird (Z= Volumen (),
Entropie (S), Enthalpie (H) usw.), ist definiert als die molare Funktion Z, einer realen Mi-
schung abziiglich der idealen Mischungsfunktion bei gleichem 7, p und x. Dementsprechend
kann das molare Volumen der Mischung, Vi, als Summe zweier Terme beschrieben werden:
(1) dem idealen Term 2 x;Vm;*, der die molaren Volumina Vn,* der reinen, mit i gekenn-
zeichneten Komponenten beriicksichtigt, und (ii) dem molaren Exzessvolumen V' als Kor-
rektur. Fiir Hnm gilt ein analoger Zusammenhang. Aus dieser Darstellung wird ersichtlich,
dass die zweite Ableitung nach x; nur die Exzesskomponenten V5 und HE enthalt.s*] Im
Prinzip kénnen experimentelle Daten fiir V', aus prizisen p-V-T-Daten fiir verschiedene Mi-
schungen und reine Komponenten gewonnen werden. Allerdings sind solche Daten sehr sel-

ten und fiir Proteinldsungen bisher nicht verfiigbar.
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Typischerweise beinhaltet Hy, in der Néhe einer UCST H 5 > 0,0621 4 h. die Mischung wird
durch die Enthalpie ungiinstig beeinflusst. In diesem Fall wird (6*H £ /ox*)r, < 0 erwartet,
da HE fiir eine reine Komponente (x = 0 oder 1) per Definition wegfillt. Somit sollte H E
mit zunehmendem x einen allgemeinen Trend aufweisen, der zundchst zunimmt (von
HE =0bei x=0zu HE >0 bei x < 1) und dann abnimmt (zu HE =0 bei x = 1). GemiB
Gleichung (1.2) wiirde bei einer experimentellen Beobachtung von (d7¢/dp) <0 die zweite
Ableitung des Exzessvolumens nach dem Stoffmengenanteil positiv sein (*V 5 /ox?)r »>0.
Entsprechend ergibt sich daraus ein negatives Exzessvolumen V'E < 0. Umgekehrt ergibt
sich aus einer experimentellen Beobachtung von (d7./dp) > 0 mit (8*V' £ /ax*)r,, < 0 ein po-
sitives Exzessvolumen V'L, > 0. Im Gegensatz dazu ist bei einem System mit einer LCST
typischerweise HE <0, d.h. die Mischung wird durch die Enthalpieinderung begiinstigt.
Daraus folgt, dass fiir eine LLPS mit einer LCST das Vorzeichen von (d7¢/dp) gleich dem
von (*V E/ax*)r, und entgegengesetzt zu dem von V'E sein wird. Im speziellen Fall einer
reguldren biniren Lsung mit den Komponenten 1 und 2 (VE = Byxi-x2 und HE = By x1-x2,

mit x2 = (1-x1), Bv und By sind Konstanten) erhilt man die Gleichung (1.3).[60-62]

dT, TV,
o Hy,

(1.3)

Demnach wiére nicht nur das Vorzeichen, sondern auch der Betrag von (d7¢/dp) direkt durch
den Quotienten von V'E und HE gegeben. Fiir ein System mit einer UCST und erwartetem
HHEC >0 (wenn By > 0; d.h., V'E > 0) wiirde (d7/dp) > 0 sein. Daraus folgt, dass bei einer
gegebenen Temperatur oberhalb eines gewissen Drucks eine bindre Losung nicht mehr
mischbar wire, wenn 7c hoher ist als die angegebene Temperatur. Wenn dagegen By <0
(d.h. VE <0) ist, wird (dT. ¢/dp) <0 und somit gidbe es einen bestimmten Druck, oberhalb
dessen eine vollstdndige Mischbarkeit erreicht wird (wenn 7t unterhalb der entsprechenden
Temperatur liegt). Bei einem System mit einer LCST und Hnl;:,c <0 ist dieses Verhéltnis um-

gekehrt.>3]

In manchen Fillen kann sich¥7 5, bei der kritischen Temperatur mit zunehmendem Druck von
einem negativen zu einem positiven Wert dndern, wodurch ein reentranter Phaseniibergang
beobachtet werden kann. Zur Veranschaulichung dieses thermodynamischen Szenarios sind
in Abbildung 1.2 zwei schematische 3D-Phasendiagramme dargestellt, die zeigen, wie die

LLPS-Regionen mit einer UCST oder einer LCST von 7 und p abhdngen konnen.
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Abbildung 1.2: Schematische 3D-Phasendiagramme, die mogliche Auswirkungen des Drucks p auf
bindre Fliissigkeitsgemische veranschaulichen. x, ist der Protein-Stoffmengenanteil. Dargestellt sind
Phasendiagramme mit einer UCST (links) und einer LCST (rechts) sowie p-induziertes reentrantes
Phasenverhalten in den Zweiphasen-LLPS-Bereichen (LL), wie am Beispiel fiir konzentrierte
Lysozym- bzw. Elastin-Losungen beobachtet.>*** AuBerhalb der griin schattierten Bereiche herr-
schen Einphasenzustinde, d.h. das System liegt in den jeweiligen Einphasengebieten (links und
rechts) vollstindig durchmischt vor. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[>*!

Fiir ein tieferes physikalisches Verstindnis, das tiber die allgemeine Thermodynamik der
LLPS hinausgeht, sind statistisch-mechanische Analysen und eine Aufkldrung der moleku-
laren Grundlagen der zugrundeliegenden Wechselwirkungen erforderlich. Das Zusammen-
spiel von enthalpischen, entropischen und volumetrischen Effekten auf das Phasenverhalten
von Proteinlosungen miisste im Hinblick auf Protein-Protein- und Protein-Lsungsmittel-
Wechselwirkungen untersucht werden und wie diese Wechselwirkungen durch die Konzent-
rationen verschiedener Komponenten, der Temperatur und den hydrostatischen Druck be-
einflusst werden kénnen.[>*) Es ist zu erwarten, dass die Bedingungen im wissrigen Milieu,
das fiir die biomolekulare LLPS relevant ist, daulerst komplex sind. Ein Beispiel hierfiir ist
der reentrante Phasentlibergang (reentrant phase transition, RPT), bei dem eine monotone
Verdnderung einer thermodynamischen Variable wie der Temperatur oder der Druck zu zwei
aufeinander folgenden Phaseniibergéngen fiihrt, wobei der Endzustand dem Anfangszustand
makroskopisch dhnlich ist. Schneider et al. konnten in verschiedenen Zwei-Komponenten-
Systemen, wie dem Methylpyridin-Wasser-Gemisch,®%’! einen hochdruckbedingten, nicht
mischbaren Zustand und einen reentranten Phaseniibergang nachweisen. So wies das Me-
thylpyridin-Wasser-Gemisch eine mit steigendem Druck abnehmende Koexistenz auf, die
bei = 200 bar vollstindig verschwand und oberhalb von 2 kbar sich erneut bildete. Dieses
ungewOhnliche Phasenverhalten kdnnte auf phdnomenologischer Ebene durch die oben be-
schriebene Temperatur- und Druckabhingigkeit der thermodynamischen Exzessfunktionen

erklart werden. Ein molekulares Modell ist jedoch nicht erstellt worden. Ein reentranter Pha-
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seniibergang bei Protein-LLPS wurde fiir das globulire Protein Lysozym!®* und das intrin-

sisch ungeordnete a-Elastin** beobachtet.

Aus molekularer Sicht deutet der reentrante Phaseniibergang darauf hin, dass bestimmte
rdumlich anisotrope Wechselwirkungen im System beteiligt sind, da es eher unwahrschein-
lich ist, dass ein reentranter Phaseniibergang in einem System stattfindet, welches aus-
schlieBlich aus kugelférmigen Molekiilen besteht, die iiber isotrope potenzielle Energien
miteinander wechselwirken. Bei wissrigen Systemen sind wahrscheinlich gerichtete Was-
serstoffbriickenbindungen die Ursache fiir diese Anisotropie.l] Wenn giinstig gerichtete
Wechselwirkungen sowohl zwischen gleichen als auch ungleichen Molekiilen auftreten und
die Summe der gerichteten und ungerichteten Wechselwirkungsenergien fiir ein Paar glei-
cher Molekiile glinstiger ist als fiir ein Paar ungleicher Molekiile, wiirde die Losung hypo-
thetisch zur Phasentrennung neigen. Wenn zwischen ungleichen Molekiilen keine giinstig
gerichteten Wechselwirkungen auftreten konnen, wie im Fall von unpolaren, geldsten Stof-
fen und wasserstoftbriickenbindendem Wasser, wird die Durchmischung noch weniger be-
giinstigt, und die enthalpische Triebkraft fiir eine Phasentrennung wére daher noch stérker.
Diese enthalpische LLPS-treibende Kraft kann durch Erhéhung der Temperatur verstérkt
werden, wodurch das System weniger in der Lage ist, den Mangel an giinstig gerichteten
Wechselwirkungen an der Grenzflache ungleicher Molekiile durch die Bildung restriktiverer
Molekiilkonfigurationen zwischen gleichen Molekiilen zu kompensieren. Wenn diese Kraft
ausreichend stark ist, kann sie den Entropievorteil der mischbaren Phase {iberwinden und
mit zunehmender Temperatur zur LLPS fiihren, d.h. das System wiirde eine LCST aufwei-
sen. Wenn jedoch die 7-abhédngige enthalpische LLPS-treibende Kraft bei noch héheren
Temperaturen im Wesentlichen zum Erliegen kommt (ndmlich, wenn z.B. die Einschrin-
kung der Molekiilrotationen durch die gerichteten Wechselwirkungen bei hoher thermischer
Bewegung vernachldssigbar wird), wiirde ein weiterer Temperaturanstieg jedoch die misch-
bare Phase beglinstigen, da diese bei hohen Temperaturen eine giinstigere entropische Kon-
figurationsenergie aufweist. In diesem Fall hétte das System eine UCST bei hoherer Tem-
peratur. Dies wire ein mogliches physikalisches Szenario, in dem ein 7-induzierter RPT
auftreten konnte (Abbildung 1.2 rechts, obere LLPS-Region). Ein moglicher Mechanismus
fiir den p-induzierten RPT ist, dass sich durch die Phasenseparation locker gepackte Hohl-
raumvolumina in den kondensierten Phasen bilden, die anschlielend durch Druckeinwir-
kung teilweise bzw. vollstindig beseitigt werden. Erwartungsgemaf3 wiirde die Kompression
des Systems sowohl das Auflésen der LLPS als auch die vollstindige Durchmischung des

Systems bewirken, die wiederum das Gesamtvolumen verringert und die Mischungsentropie
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des gesamten Systems erhdht. Der erneute Ubergang in den phasenentmischten Zustand bei
weiterer Druckerh6hung, wie im Falle von Lysozym und o-Elastin, konnte anschlieend
durch giinstigere gerichtete Wechselwirkungen zwischen den gleichen Molekiilen hervorge-
rufen werden, z.B. durch wasservermittelte Protein-Protein-Kontakte, die ein geringeres Vo-
lumen aufweisen als die in der durchmischten Losung vorherrschenden Protein-Wasser-
Kontakte. Explizite atomare Simulationen hydrophober Wechselwirkungen (z.B. Methan in
Wasser) stiitzen dieses Szenario von 7- und p-induzierten RPTs bis zu einem gewissen
Grad, #3451 obwohl die strukturellen und energetischen Details biomolekularer Losungen

viel komplexer und bei Weitem nicht ausreichend erforscht sind.
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2 Experimentelle Methoden

2.1 Chemikalien und Proteine

In der folgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Proteine

aufgelistet.

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien und Proteine.

Bezeichnung Ef)l;lzheeli:r/ation Bezugsquelle
o-Elastin n.a. EPC, Inc.
yD-Kristallin (Human) n.a. Siehe Kapitel 3.1.1
yD-Kristallin (Ratte) n.a. Siehe Kapitel 3.1.1
Bariumsulfat 99 % Sigma-Aldrich
Deuteriumchlorid in D20, 35 % >99 Atom % D Sigma-Aldrich
Deuteriumoxid 99.96 % Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) 97 % MERCK
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) n.a. MP Biomedicals, Inc.
Ficoll™ PM70 n.a. GE Healthcare
Harnstoff > 98 % Sigma-Aldrich
Natriumchlorid >99 % Sigma-Aldrich
Natriumdeuteriumoxid in D20, 30 % 99.5 % Sigma-Aldrich
pET-30(+)-CRYGD OD260/280 = 1.83 GenScript

PSD95 PDZ-SH3-GK n.a. Siehe Kapitel 5.0
PSD95 - Alexa405 n.a. Siehe Kapitel 5.0
SynGAP CC-PBM n.a. Siehe Kapitel 5.0
SynGAP - Alexa488 n.a. Siehe Kapitel 5.0
Trimethylamin-N-oxid (TMAO) >99 % Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) >99.8 % Sigma-Aldrich
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2.2 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

2.2.1 Grundlagen der IR-Spektroskopiel®]

Die Grundlage der Infrarotspektroskopie (IR-Spektroskopie) bildet die Absorption von IR-
Strahlen und die daraus resultierende Anregung von Molekiilschwingungen. Das elektro-
magnetische Spektrum der Schwingungsspektroskopie erstreckt sich hierbei von etwa 800
bis 10 nm und setzt sich aus dem Nahen (NIR: 800 nm — 2.5 pm) dem Mittleren (MIR:
2.5 =50 um) und dem Fernen Infrarot (FIR: 50 — 10> um) zusammen. Voraussetzung fiir
eine Absorption der IR-Strahlung durch ein Molekiil ist, dass wihrend des Schwingungsvor-
gangs eine periodische Anderung des elektrischen Dipolmoments stattfindet (Giel / Or # 0).
Solche Schwingungen werden auch IR-aktive Molekiilschwingungen genannt. Entsprechend
werden aufgrund fehlenden Dipolmoments homonukleare zweiatomige Molekiile als IR-
inaktiv bezeichnet. Das einfachste Modell zur Beschreibung von Molekiilschwingungen ist
das Modell des harmonischen Oszillators. Hierzu wird die Schwingung eines zweiatomigen
Molekiils mit den Massen m; und m, betrachtet, die durch eine masselose elastische Feder
mit der Federkonstante k& verbunden sind. Hierbei spiegelt die Federkonstante die Kraft der
chemischen Bindung zwischen den Molekiilen wider. Findet nun eine durch Streckung oder
Stauchung bedingte Anderung des Gleichgewichtsabstand r, statt, so wirkt auf das System
eine riicktreibende Kraft Fy;cx, welche die beiden Massen wieder in ihren urspriinglichen
Gleichgewichtsabstand bringt. Die wihrend der Schwingung auftretende Auslenkung

Ay = r-r ist iber das HOOKsche Gesetz definiert (Gleichung (2.1)).

Fiijex = -k Ar (2.1)

Wihrend des Schwingungsvorgangs werden die potenzielle und die kinetische Energie inei-
nander umgewandelt und bilden zusammen die Gesamtenergie des schwingenden Systems.

Diese bleibt iiber den gesamten Vorgang konstant. Die potenzielle Energie £ ist gegeben

durch

k-Ar? (2.2)

N —

Epot =

und nimmt bei Auslenkung aus der Gleichgewichtslage parabolisch um 7 zu. Thr Maximum

erreicht die potenzielle Energie bei maximaler Auslenkung, wéhrend die kinetische Energie
14
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Ey;, null betrdgt. Umgekehrt wird beim Durchschwingen durch die Gleichgewichtslage die
potenzielle Energie vollstindig in die kinetische Energie umgewandelt, wodurch diese ihren
maximalen Wert erreicht. Aus der Losung der SCHRODINGER-Gleichung fiir ein zweiato-
miges Model wird ersichtlich, dass von dem harmonischen Oszillator nur bestimmte Ener-

giewerte angenommen werden konnen:

E, = hv, <v+ %) 2.3)

mit 0 =0, 1, 2, 3... als Schwingungsquantenzahl. Fiir die Eigenfrequenz des Oszillators vo

gilt:
1 |k
Vo= — f 2.4)
2n |u
mit u=——2 als reduzierte Masse. k ist die Federkonstante.

my+my

Gemal der Gleichung (2.3) sind die moglichen Energieniveaus diskret und dquidistant, da

stets der gleiche Energiebetrag von /hvo zur Anregung auf ein hoheres Niveau bendtigt wird.

Da weder die AbstoBungen der Kerne mit zunehmender Anndherung noch die mégliche Mo-
lekiildissoziation bei groen Schwingungsamplituden beriicksichtigt werden, eignet sich der
harmonische Oszillator nur bedingt zur Beschreibung realer Molekiile. Ein weitaus realisti-
scheres Modell fiir reale Molekiile ist das eines anharmonischen Oszillators und das zuge-

horige MORSE-Potenzial (Abbildung 2.1).
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Dissoziationsenergie £,

iss

Energie £
Energie £

7 A—

7, Kern-Kern-Abstand 7

Abbildung 2.1: Potentialkurven des harmonischen Oszillators (links) und des MORSE-Potentials
(rechts). Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[®

Wihrend fiir kleine Schwingungszahlen der Kurvenverlauf der potenziellen Energie néhe-
rungsweise einer Parabel entspricht wie dem des harmonischen Oszillators, flacht jedoch mit
zunehmendem Kernabstand das Potenzial ab, bis ein Plateau erreicht wird und das Molekiil
zu dissoziieren beginnt. Somit ergeben sich fiir den anharmonischen Oszillator die mogli-

chen Energieniveaus durch

1 1y
E,=hv, (U+ —) -hv,x, (U+ —) (2.5)

2 2
mit x, als die Anharmonizititskonstante der Schwingung, va. der hypothetischen Schwin-
gungsfrequenz um die Ruhelage roundmitov =0, 1, 2, 3... als Schwingungsquantenzahl. Wie
in der Abbildung 2.1 angedeutet, sind die Abstinde zwischen den Energieniveaus nicht mehr
aquidistant, d.h. mit zunehmender Annédherung des Energieniveaus an die Dissoziations-
grenze konvergieren die Termabstinde gegen null. Des Weiteren begrenzen sich die Uber-
génge nicht wie bei dem harmonischen Oszillator nur auf die nidchst hoher liegenden Niveaus
(Av ==£1), es sind auch hoher liegende Energieniveaus erlaubt (Av = £1, £2, £3...). Grund-
legend lassen sich die unterschiedlichen Schwingungsformen eines mehratomigen Molekiils
entweder in die Gruppe der Valenz- bzw. der Deformationsschwingungen einordnen. Cha-
rakteristisch fiir Valenzschwingungen sind die Auslenkung der Atome aus der Ruhelage in
Richtung der Bindungsachse und entsprechend der sich periodisch verdndernde Bindungs-
abstand zwischen den Atomen. Im Gegensatz zur Valenzschwingungen dndern sich bei der
Deformationsschwingung lediglich die Bindungswinkel, wihrend der Bindungsabstand kon-

stant bleibt. Um die Anzahl der Normalschwingungen in einem mehratomigen System be-
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stimmen zu konnen, schaut man sich die Anzahl seiner Freiheitsgrade an, die weder auf
Translations- noch auf Rotationsbewegungen entfallen. Somit betrdgt die Anzahl der Va-
lenzschwingungen fiir ein N-atomiges lineares Molekiil 3N-5 und fiir ein nichtlineares Mo-

lekiil 3N-6.

2.2.2 Funktionsweise eines FT-IR Spektrometers!®¢]

Die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie, kurz FT-IR, stellt eine Weiterentwicklung der
klassischen IR-Spektroskopie dar. Der entscheidende Vorteil der FT-IR Spektroskopie ge-
geniiber der herkdmmlichen IR-Spektroskopie ist, dass jede Wellenlénge nicht {iber ein dis-
perses Element sequenziell gemessen wird, sondern der gesamte Frequenzbereich zeitgleich
gescannt werden kann. Daraus ergibt sich zum einen eine deutlich verkiirzte Aufnahmezeit
und somit die Moglichkeit von kinetischen Messungen. Des Weiteren ergibt sich aus dem
fehlenden Einsatz von Spalten und Blenden ein erhohter Energiedurchsatz, der zu einem
verbesserten Signal-Rausch-Verhiltnis fiihrt. Das ausschlaggebende Element in einem FT-
IR Spektrometer ist das MICHELSON-Interferometer, das sich in drei Hauptbestanteile auf-
teilen ldsst (Abbildung 2.2). Das Interferometer besteht aus einem halbdurchlédssigen Spie-
gel, der den aus der Lichtquelle stammenden IR-Strahl in einem rechten Winkel aufspaltet
und einen Teil der Strahlen zu einem beweglichen und einen Teil zu einem festen Spiegel
lenkt. Die beiden Spiegel sind in einem rechten Winkel zueinander ausgerichtet, wodurch
die auf den Strahlenteiler zuriickreflektierten Strahlen interferieren. Von dort aus werden die

Strahlen iiber den Probenraum weiter zum Detektor geleitet.
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Interferometer

beweglicher Spiegel

‘ IR-Lichtquelle

Y ———————

Interferogramm ‘ |
f“*‘,r““*“w“ ‘valf — ﬁ Computer

optische Wegdifferenz x Detektor |

Intensitdt /(x)

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines FT-IR Spektrometers mit einem MICHELSON-
Interferometer. Die Abbildung wurde geméB der Referenz modifiziert.[56)

Befinden sich sowohl der feste, als auch der bewegliche Spiegel im gleichen Abstand zum
Strahlenteiler, so ergibt sich daraus eine optische Wegdifferenz von Ax = 0 und es folgt eine
konstruktive Interferenz beider Teilstrahlen am Strahlenteiler. Somit wird der austretende
Strahl maximal. Ist Ax # nA mit n = 0,1,2..., so befinden sich die beiden Teilstrahlen aufler
Phase und es resultiert eine destruktive Interferenz und demnach eine verringerte Intensitt.
In einem FT-IR Spektrometer wird die Intensitit der Strahlung als Funktion der optischen

Wegliangendifferenz x gemessen:
I(x) = f A@)(1+cos(2mix))dv (2.6)
0
Die entsprechende Interferogramm-Funktion fiir den Intensitatsverlauf ist gegeben durch:

FO)=1(x)-1(0) = j "A®) cos (i) ¥ 2.7)
0

Nach der FOURIER-Transformation der Interferogramm-Funktion erhdlt man die spektrale

Intensitdt A(V) als Funktion der Wellenzahl v = 1/4.

[ee]

AW@)=4 fo F(x) cos(2mvx) dx (2.8)
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2.2.3 IR-Spektroskopie an Proteinen!®]

Die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR) hat sich als niitzliches Werkzeug zur
Charakterisierung der Proteinen-Sekundirstruktur erwiesen'®’-7%! und ist dementsprechend
ein fester Bestandteil in der Proteinanalytik geworden, um zeit-, temperatur- oder druckab-

hiingige sekundirstrukturelle Verinderungen aufzudecken.[”!]

Wie zuvor in Kapitel 2.2.1 erwidhnt, steigt mit zunehmender MolekiilgroBe die Anzahl der
Normalschwingungen. Dies hat zur Folge, dass gro3e Biomolekiile sehr komplexe IR-Spek-
tren aufweisen, wodurch eine sinnvolle Analyse von einzelnen Schwingungsmodi als nahezu
unmoglich erscheint. Dessen ungeachtet weisen viele Biomolekiile eine Vielzahl von cha-
rakteristischen Banden auf, die es ermoglichen, aus ihrer Lage und Form im IR-Spektrum
Aussagen iiber die Struktur und Wechselwirkung der jeweiligen Biomolekiile zu treffen.
Dementsprechend konnen verschiedene charakteristische IR-Absorptionsbanden den Prote-
inen zugeordnet werden, die im Wesentlichen auf das Peptidriickgrat zuriickzufiihren
sind.[%¢7?] Eine Zusammenstellung der fiinf relevantesten Amid-Schwingungsbanden ist in

der Tabelle 2.2 gegeben.

Tabelle 2.2: Amid-Gruppenschwingungen in Proteinen.[®¢]

Bande v/em! Hauptbeitrige

Amid B 3250 - 3300 N-H-Streckschwingung

Amid-I 1600 — 1700 C=0-Streckschwingung

Amid-I1 1480 — 1575 N-H-Biegeschwingung, C-N-Streckschwingung
Amid-III 1230 - 1330 N-H-Biegeschwingung, C-N-Streckschwingung
Amid-1V 625770 O=C-N-Deformationsschwingung

Fiir sekundérstrukturelle Analysen eignet sich besonders die Amid-I-Bande aufgrund ihrer
hohen Aussagekraft und ist zugleich auch die am besten untersuchte Bande. Im Wesentli-
chen setzt sich die Amid-I-Bande aus den C=0O-Streckschwingungen und in geringem Mal3e
aus den C-N-Streck- und C-C-N-Deformationsschwingungen zusammen. Die Frequenzlage
der Amid-I-Band richtet sich stark nach den gebildeten Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den C=0O- und N-H-Gruppen in den a-helikalen und B-Faltblatt-Strukturen, die im
Wesentlichen die Sekundarstruktur des Proteins bilden. Grundsétzlich gilt, dass sich mit zu-

nehmender Stirke der Wasserstoftbriickenbindung zwischen den C=0O- und N-H-Gruppen

19



Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

die Elektronendichte der C=0O-Bindung zunehmend verringert und die Schwingungsfre-
quenz der Amid-I-Bande sich zu niedrigeren Werten verschiebt.[’%) Daher sind die Schwin-
gungsfrequenzen der a-Helices im Vergleich zu den B-Faltblatt-Strukturen bei hoheren Wel-
lenzahlen wiederzufinden, da die Wasserstoftbriickenbindung in den B-Faltblatt-Strukturen
vergleichsweise stark sind.”*! Eine Auflistung der Sekundérstrukturen und die zugehdrigen
Wellenzahlbereiche befinden sich in der folgenden Tabelle 2.3.

Tabelle 2.3: Sekundirstrukturen und die zugehdrigen Wellenzahlbereiche (Richtwerte) der Proteine
und Peptide in D,0.16%73:74]

Sekundirstruktur Wellenzahl v / cm™!
exponierte Seitenketten, B-Faltblatt 1620 — 1640
ungeordnete Strukturen 1640 — 1650
a-Helix 1650 — 1658
Schleifenstrukturen 1660 — 1690
B-Faltblatt, exponierte Strangstrukturen 1675 - 1695

Ein weiterer Aspekt bei der IR-Spektroskopie von Proteinen, der nicht vernachlassigt wer-
den sollte, ist die Wahl des Losungsmittels. H>O als Losungsmittel erweist sich wihrend der
IR-Spektroskopie von Proteinen als nachteilig. Aufgrund der H-O—H Deformationsschwin-
gung weist H>O eine starke Absorptionsbande bei 1645 cm™ auf.l”> Entsprechend ergibt dies
eine Uberlappung der H-O-H Deformationsschwingungsbande mit der Amid-I-Bande,
wodurch sich die Sekundirstrukturanalyse als problematisch erweist. Diese Problematik
kann weitestgehend durch die Verwendung von D20 als Losungsmittel vermieden werden,
da die Absorption im Bereich der Amid-I-Bande sehr gering ist und somit weitestgehend
vernachlissigt werden kann.[! Wird an Stelle von H20 als Lésungsmittel D2O verwendet,
werden die entsprechenden Amid-Banden durch einen Apostroph (Amid-1‘-Bande) gekenn-

zeichnet.
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2.2.4 Experimentelles

Alle temperatur- und druckabhdngigen FT-IR Messungen wurden an einem Nicolet 6700-
FT-IR Spektrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA.USA), das iiber einen Stick-
stoff gekiihlten MCT-Detektor (Quecksilber-Cadmium-Tellur) verfiigt, durchgefiihrt. Fiir
die temperaturabhidngigen FT-IR Messungen wurden 20 pL der zu untersuchenden Protein-
Losung zwischen zwei runde Calciumfluorid-Fenster (CaF2) (Durchmesser 25 mm, Dicke
4 mm, Sigma-Aldrich) pipettiert. Als Abstandhalter diente eine 50 um dicke, ringférmige
Mylarfolie. AnschlieBend wurde die eingeschlossene Probenlosung in eine mit Wasser ther-
mostatisierte Stahlvorrichtung eingebaut (Abbildung 2.3) und die Temperatur mittels F32-
HL Kaélte-Umwalzthermostat der Firma Julabo reguliert. Des Weiteren wurde die gesamte
Messkammer kontinuierlich mit Trockenluft gespiilt (Adsorptionstrockner Typ 15, Essen,
Deutschland), um die in der Luft natiirlich vorkommende hohe Wasserdampfmenge im

Strahlengang zu minimieren und dem daraus folgenden Signalrauschen entgegenzuwirken.

Abbildung 2.3: Explosionsdarstellung der temperierbaren FT-IR Messzelle. Die Probe wird zwi-
schen die beiden CaF»-Fenster (hellblau) pipettiert. Das Probenvolumen wird durch die Dicke
(50 um) der Mylarfolie (hellgrau) als Abstandshalter definiert. Die Abbildung wurde geméal3 der Re-
ferenz modifiziert.!””

Fiir die druckabhingigen FT-IR Messungen wurde eine Diamantstempelzelle (P-Serie, High
Pressure Diamond Optics, Tuscon, USA) mit Typ Ila-Diamanten (Oberflichendurchmesser
von 0.73 mm) verwendet (Abbildung 2.4). Zwischen den beiden Diamanten diente rostfreier
Stahl mit einer 0.5 mm zentralen Bohrung und einer Stérke von 50 um (effektives Proben-
volumen: 10 nL) als Abstandhalter. Die Bestimmung des Drucks innerhalb der Probe er-

folgte durch Zugabe von Bariumsulfat (BaSO4). Aufgrund der charakteristisch drucksensi-
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tiven Streckschwingung der Sulfatgruppe bei ca. 983 cm ™!, die mit steigendem Druck zu
hoheren Wellenzahlen verschoben wird, eignet sich das schwerlosliche Bariumsulfat als gu-

ter Druckindikator. Die messbare Druckgenauigkeit betrigt ca. = 200 bar.!”¢!

Die Messung aller Proben wurde in einem Wellenzahlbereich von 4000 — 400 cm ™! mit einer
spektralen Auflésung von 2 cm™! (Datenpunktabstand 0.964 cm™!) aufgenommen, wobei es
sich bei jedem Spektrum um einen Mittelwert aus 256 Einzelspektren handelt. Die Apodi-
sierung wurde mit einer Happ-Genzel-Funktion durchgefiihrt. Vor jeder Messreihe erfolgte
die Kalibrierung des Spektrometers mit Hilfe der OMNIC-Software (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA, USA). Hierbei wurde die Blenden6ffnung so gewéhlt, dass die maximal

zuldssige Intensitdt wihrend der Messungen nicht iiberschritten wurde.

Abbildung 2.4: Die bei den druckabhéngigen FT-IR Messungen eingesetzte Diamantstempelzelle.
Das Probenvolumen definiert sich durch die Stirke und die Bohrung des verwendeten Metall-Gas-
kets. Die Abbildung wurde gemil der Referenz modifiziert.!’>!

Mit Hilfe der Software GRAMS/ Al 8 (Thermo Fisher Scientific, Walthman, MA, USA)
wurden das anschlieBende Prozessieren und die Analyse der gewonnenen Daten durchge-
fiihrt. Wie schon bereits in Kapitel 2.2.3 erwéhnt, eignet sich die Amid-I-Bande aufgrund
ihrer hohen Aussagekraft fiir die folgende Sekundirstrukturanalyse. Infolgedessen wurde
nach Abzug des jeweiligen Pufferspektrums vom Probenspektrum der fiir die Amid-I*-
Bande relevante Bereich (1700 — 1600 cm™!) des Spektrums freigestellt. Es folgte eine Ba-

sislinienkorrektur und eine anschliefende Normierung der Flache unter der Amid-I‘-Ban-
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denfldche auf eins, um eine Vergleichbarkeit der Spektren zu erzielen. Im ersten Schritt der
Sekundirstrukturanalyse wurden die Maxima der Subbanden ermittelt. In diesem Zusam-
menhang wurden die mit der FSD (FOURIER-Selbstentfaltung, FOURIER-self-deconvolu-
tion) behandelten Spektren mit der zweiten Ableitung der Spektren verglichen. Die Sub-
bandenpositionen fiir das weitere Analyseverfahren ergaben sich aus den iibereinstimmen-
den Wellenzahlen der Minima der zweiten Ableitung mit den Maxima der FSD-behandelten
Spektren. Des Weiteren wurden die Startparameter, wie die Anzahl, Position und Halbwerts-
breite der Subbanden, festgelegt. Die Anpassung der Subbanden an die Amid-I‘-Bande ge-
schah mittels gemischter GauB3-Lorenz-Funktionen. Die Subbanden konnten wihrend der
Anpassung ausschlieBlich positive Werte annehmen und die Verschiebung der Subbanden-
position wurde auf + 2 cm ™! begrenzt. Die Fliche jeder Subbande entspricht den prozentua-
len Anteilen der gesamten Sekundarstruktur des Proteins. Hierbei wird jedoch vorausgesetzt,
dass sich die Absorptionskoeffizienten (Ubergangsdipolmomente) der verschiedenen Sekun-

dérstrukturen nicht signifikant voneinander unterscheiden.
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2.3 Temperatur- und druckabhingige Turbiditatsmessungen

2.3.1 Grundlagen der Lichtstreuung an Fliissig-Fliissig-

Phasengemischen

Die priazise Bestimmung der Fliissig-Fliissig-Phasengrenzen ermdoglicht ein besseres Ver-
stindnis des Phasenverhaltens von Proteinen und bildet zugleich eine wichtige Grundlage
fiir weiterfilhrende Untersuchungen, unter anderem Studien iiber die Kinetik des Phasen-
ibergangs. Dabei beruhen viele Methoden, die zur Messung der Fliissig-Fliissig-Koexistenz-
kurven eingesetzt werden, auf der sehr einfachen Prdmisse, dass die Tropfchenbildung beim
Eintritt in das phasengetrennte System eine schlagartige Anderung der Triibung 7 eines bi-
ndren Fliissigkeitsgemischs bewirkt. Dies wiederum bewirkt eine abrupte Abnahme der In-
tensitét / des durch die Probe transmittierten Lichts:
I=1e"! (2.9)

wobei /o die einfallende Lichtintensitdt und / die optische Weglédnge ist. Des Weiteren muss
beriicksichtigt werden, dass das elastische Streulichtsignal sowohl der gebildeten Tropfchen

als auch der Bulk-Losung zur Gesamttriilbung 7Gesamt der LOsung beitragen:
TGesamt™ TTrépfchen+ TBulk (2 1 O)

Es wird angenommen, dass die Temperatur, bei der eine durch Tropfchenbildung bedingte
Verdanderung der Triibung auftritt, die so genannte Triibungspunkttemperatur 7;, mit der

Temperatur der Koexistenzkurve iibereinstimmt.

Findet keine Mehrfachstreuung an den Tropfchen statt, so gilt fiir die Triibung ztrsptchen, die

sich aus der Streuung an den Tropfchen ergibt, folgender Ausdruck:
TTropfchen — NC (2 1 1)

mit N der Tropfchenzahldichte und C dem Tropfchenstreuquerschnitt, der abhéngig von der
TropfchengroBe ist. Der Wert von C kann sich um mehrere Gré3enordnungen erhéhen, wenn

der Tropfchenradius zunimmt. Daher tritt bei einer Temperatur, bei der die Koexistenzkurve
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{iberschritten wird, eine abrupte Anderung des Streulichtsignals ein.

Bulk, der zweite Beitrag aus Gleichung (2.10), ergibt sich aus spontanen Zusammensetzungs-
und Dichtefluktuationen in der fliissigen Bulk-Losung. Sobald sich Tropfchen bilden, wird
Trropfehen 1N der Regel wesentlich grofer als die Ausgangstriibung der Bulk-Losung. Im Be-
reich der Spinodalkurve und des kritischen Punktes werden die Konzentrationsschwankun-
gen sehr grof3 (kritische Opaleszenz). Im Rahmen dieser Arbeit kann dies jedoch vernach-

lassigt werden, da die Untersuchungen fern von den kritischen Bereichen erfolgten.

Fiir kleine Tropfchenradien mit x<<1, wobei x = k r =21 r/A (k = 2n/A Wellenvektorbetrag,
r = Tropfchenradius, 4 = Wellenlédnge des Lichts, 400 nm) ist, kann das Streusignal (fiir
senkrecht zur Streu- und Detektionsebene linear polarisiertes Licht) durch die Rayleigh-
Theorie!*"") beschrieben werden:

445 )
IR =1y —— (m-1 (2.12)
R 0 9R2 ( )

Hierbei ist R der Abstand zum Detektor und m = nd/npuix das Verhiltnis der Brechungsindices
des Tropfchens (d) und der Bulk-Losung (in der Regel 0.9 <m < 1.1). Des Weiteren ist fiir
die Rayleigh-Streuung der Tropfchenstreuquerschnitt C gegeben durch

Cr =k ro(m-1)* (2.13)

Sobald der Tropfchenradius 4/10 iibersteigt, wird das Lichtstreusignal besser durch die
Rayleigh-Gans-Debye-Theorie (RGD) oder bei noch groBeren Tropfchen durch die Mie-

Theorie beschrieben.
Crap = 21k (m-1)* (2.14)

Wenn also der Tropfchenradius um zwei Grofenordnungen von 10 nm auf 1 um ansteigt,
erhoht sich der Streuquerschnitt um zehn GréBenordnungen. Die daraus resultierende Zu-
nahme der Triibung infolge der Tropfchenbildung nach einem Sprung in den Zweiphasen-
bereich kann mittels Gleichung (2.11) berechnet werden. Bei Ndherung an den kritischen
Punkt nimmt die Lichtstreuung aufgrund der divergierenden Korrelationsldngen der Dichte-

und Konzentrationsfluktuationen & oc [(Te-T)/Te]?" mit dem kritischen Exponenten v=0.63
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dramatisch zu, nahert sich schliefSlich den Dimensionen des sichtbaren Lichts und fiihrt zur

kritischen Opaleszenz.[8-80]

Die in dieser Arbeit gemessene Absorption A = log(/o/I) bzw. Turbiditdt wird ausschlieBlich
durch die Tropfchenstreuung verursacht und hingt weitgehend von der Anzahl der gebilde-
ten Phasentropfchen und deren GroBenverteilung ab (Gleichungen (2.12) — (2.14)), d.h. sie

ist ein empfindliches MaB fiir den Volumenanteil der gebildeten Tropfchenphase.

2.3.2 Experimentelles

Die temperaturabhdngigen Turbiditdtsmessungen wurden mit Hilfe eines Shimadzu UV-
1800 (Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, Deutschland) Spektrometers durchgefiihrt.
Hierzu wurden UV/Vis-Absorptionsspektren von 250 — 500 nm mit einer Auflosung von
1 nm aufgenommen. Je nach untersuchtem Protein wurden die Messungen in einem Tempe-
raturbereich zwischen -2 und 95 °C durchgefiihrt. Die Equilibrierungszeit nach jeder Tem-
peraturdnderung betrug ca. 2 min. Als Probengefdl wurde eine Quarzkiivette mit einer
Schichtdicke von 1.0 mm verwendet, die in eine temperierbare Kiivettenhalterung eingesetzt
wurde. Die Temperaturregulierung der Probe wurde mittels F32-HL Kélte-Umwélzthermos-
tat der Firma Julabo reguliert und zusétzlich mit einem externen Qtemp 500 Digitalthermo-

meter (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) {iberwacht.

Die druckabhédngige Untersuchung der Koazervation wurde am Perkin-Elmer Lambda 25
UV/Vis-Spektrometer (PerkinElmer Inc., Wellesley, USA) bei 400 nm mit einer Auflésung
von 0.1 nm durchgefiihrt. In Abhéngigkeit der gemessenen Proteinprobe erfolgten die Mes-
sungen in einem Druckbereich von 1—2300 bar bei unterschiedlichen Temperaturen
(0 —40°C). Zur Durchfiihrung der druckabhidngigen Experimente wurde eine im Arbeits-
kreis von Herrn Prof. Dr. Winter entworfene Hochdruckzelle verwendet (Abbildung 2.5).
Als Fenstermaterial wurden zylindrisch geformte Saphirgléser mit einem Durchmesser von
20 mm und einer Dicke von 10 mm eingesetzt, die den Probenraum beidseitig liber O-Ring-
Dichtungen umschlossen. Je nach verwendeten Dichtringen und des angelegten Drucks be-

trug die Schichtdicke der Probe ca. 1 mm.
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der temperierbaren Hochdruckzelle fiir die druckabhén-
gigen Turbiditéts- und Drucksprung-Relaxationsstudien. Der Probenraum (ca. 350 uL) wird von den
Saphirfenstern (hellblau) beidseitig {iber O-Ring-Dichtungen umschlossen. Nach der Befiillung der
Probenkammer wird die Hochdruck-Handpumpe iiber eine Stahlkapillare an die Hochdruckzelle an-
geschlossen. Die schematische Darstellung wurde mit der Software CoreIDRAW® Technical Suite
erstellt.

Der Druck wurde mit einer Hochdruck-Handpumpe der Firma Nova SWISS erzeugt und mit
einem Drucksensor (Burster Prazisionsmesstechnik, Gernsbach) gemessen. Als Druckme-
dium diente Wasser. Die Temperatur wurde wie zuvor mittels eines Umwailzthermostats der
Firma Julabo reguliert und zusitzlich mit einem externen Qtemp 500 Digitalthermometer
(VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) {iberwacht. Die Messkammer wurde
wihrend der gesamten Messung mit trockener Luft umspiilt, um die Kondensation von Was-
sertropfchen auf den Saphirfenstern bei niedrigen Temperaturen zu vermeiden. Die Auswer-

tung der Messungen erfolgte mit der Software Origin 2019 (OriginLab Corporation,
Northampton, U.S.A.).
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2.4 Drucksprung-Relaxationsstudie

2.4.1 Keimbildung und Wachstumsmodelle der Phasentrennung

Das folgende Kapitel soll einen kurzen Uberblick iiber die theoretischen Ansitze geben, die
zur Auswertung der kinetischen Daten in Kapitel 4.4 und 6.5 herangezogen wurden. Wenn
die Phasengrenze fernab eines kritischen Punktes iiberschritten wird und eine Phasentren-
nung zwischen der Binodalen und der Spinodalen einsetzt, kommt es zu einem Phaseniiber-
gang erster Ordnung. Wihrend des Phaseniibergangs kommt es zur Keimbildung und zum
Wachstum von Tropfchen der neuen Phase, die sich anschlieBend bis zum endgiiltigen ent-
mischten Gleichgewichtszustand vergrofern. Die Kinetik des Phaseniibergangs lédsst sich
zum einen in den Keimbildungs- und Wachstumsprozess, der typischerweise in den frithen
Phasen dominiert und zum anderen in einen Reifeprozess (z.B. Ostwald-Reifung) untertei-
len, der typischerweise in den spiten Stadien vorherrscht. Die Ostwald-Reifung beschreibt
das weitere Wachstum von grof3en Partikeln auf Kosten kleinerer Partikel, die im Gegenzug

81.82] Eine hiufig beobachtete Folge ist, dass die

vollstindig in der Losung verschwinden.!
TropfchengroBe und ihre Verteilung, d.h. die durchschnittliche Doménen- oder Tropfchen-
groBe (R), mit einer zeitabhingigen Potenzfunktion zunimmt, z.B. (R) = K .33 Hiufig las-
sen sich die spezifischen Wachstums- oder Reifungsprozesse, die an dem Gesamtprozess
der Phasentrennung beteiligt sind, durch den Vergleich von experimentell ermittelten Gro-
Ben, wie R, mit theoretisch ermittelten Gleichgewichtsexponenten m und Vorfaktoren K er-
mitteln. Eine alternative kinetische Analyse, die auch in dieser Arbeit verfolgt wurde, ist die
Messung des Gesamtvolumenanteils der umgewandelten Tropfchenphase (d), Gu(r) = Va(t)/V
als Funktion der Zeit. Ein weit verbreiteter Ansatz, um die Kinetik von Phasenumwandlun-
gen erster Ordnung zu analysieren, ist die Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov-Theorie
(JMAK).133-87 Unter der typischen Annahme einer zufilligen Keimbildung und gleichmBi-

gen Wachstumsrate wird von der JIMAK-Theorie vorausgesagt, dass sich 4 beim Eintritt in

den Zweiphasenbereich wie folgt entwickelt,
Oy=———==1-C-e’®' (2.15)

wobei C und k Konstanten sind und # der sogenannte Avrami-Exponent ist. Die Werte fiir n
konnen aus den Fits von 6u(7) ermittelt werden. Physikalisch plausible Mechanismen liefern
Avrami-Exponenten zwischen 1 und 4. Die Werte von k und » lassen sich aus experimentel-
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len Daten ermitteln, indem man In[-In(1-64)] gegen In[¢] auftrdgt. Ein hdufig anzutreffender
Fall ist das Wachstum mit konstanter Rate <R(r)> ~ ¢ oder konstanter Volumenzunahme der
umgesetzten Phase V(f) ~ £, woraus sich n = 4 fiir homogene Keimbildung (d.h. Keimbil-
dungsrate, J(f) =konstant) und k= (n/3)G’Iy (Ir=Dichte der Keimbildungsrate, G =
Wachstumsrate der sphérischen Teilchen) ergibt. Bei heterogener Keimbildung (z.B. Keim-

bildung an Grenzflichen) ist n = 3.149-8083]

Die Annahmen der JIMAK-Theorie werden ungiiltig, wenn die Diffusion die Wachstumsra-
ten der Phasen steuert, wie es auch in vielen biologisch relevanten (z.B. intrazelluldren) dicht
gepackten Systemen der Fall ist. Solche Situationen treten hochstwahrscheinlich in spateren
Wachstumsstadien auf, wenn die Diffusionszonen verschiedener Tropfchen sich zu iiber-
schneiden beginnen. Im Fall des diffusionsbegrenzten Wachstums (DLG) sagt die JMAK-
Theorie n = 5/2 fiir eine konstante Rate einer homogenen Keimbildung und n = 3/2 fiir eine

heterogene Keimbildung voraus.[*”]

Abhingig von dem untersuchten System konnen spitere Wachstumsstadien (Reifung), wenn
man sich dem Plateau von 64 gegen ¢ néhert, anspruchsvollere Ansitze und eine andere The-
orie im Falle von diffusionsbegrenztem Wachstum und/oder Umsetzungen mit geringem
Volumenanteil, z. B. bei diffusionsbegrenzter Priazipitation, erfordern. Unter der Vorausset-
zung, dass sich die Diffusionszonen der separierten Tropfchen erheblich tliberlappen, ist die
Annidherung an einen konstanten f¢-Wert durch n = 1 charakterisiert. Dieser Langzeitexpo-
nent ergibt sich aus der allmédhlichen Abnahme des verfiigbaren gelosten Stoffes. So wurde
beispielsweise bei experimentellen in-vivo-Daten von optogenetisch gesteuerten, FUS-ba-
sierten Tropfchen festgestellt, dass das vorhergesagte lineare n = 1-Verhalten wéhrend die-

ser Phase tatsichlich vorliegt.[>88]

2.4.2 Experimentelles

Wie zuvor erwihnt, wurden auch die Messungen der Drucksprung-Relaxationsstudie an ei-
nem Perkin-Elmer Lambda 25 UV/Vis-Spektrometer (PerkinElmer Inc., Wellesley, USA)
bei 400 nm mit einer Auflésung von 0.1 nm und einer hauseigenen Hochdruckzelle durch-
gefiihrt. Der Druck wurde mit einer Hochdruck-Handpumpe der Firma Nova SWISS erzeugt
und mit einem Drucksensor (Burster Prizisionsmesstechnik, Gernsbach) gemessen. Als

Druckmedium diente Wasser. Die Temperatur wurde wie zuvor mittels eines Umwalzther-
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mostaten der Firma Julabo reguliert und zusitzlich mit einem externen Qtemp 500 Digital-
thermometer (VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland) tiberwacht. Die Druck-
spriinge wurden durch Offnen eines Ventils zwischen der Hochdruckzelle und einem Fliis-
sigkeitsreservoir ermoglicht. Mit Hilfe der Drucksprungvorrichtung (Totzeit 50 — 100 ms)
sind Druckspriinge mit variabler Amplitude (bis zu 2 kbar) in beide Richtungen moglich.
Um den Effekt einer adiabatischen Temperaturdnderung im Verlauf des Drucksprungs zu
minimieren, wurde die Hochdruckzelle so konstruiert, dass sie nur ein sehr kleines Volumen
des Druckmediums enthdlt. Um das Gleichgewicht des Systems vor und nach dem Druck-
sprung zu gewihrleisten, betrug die Gesamtmesszeit jedes Experiments etwa 100 s. Die re-
sultierenden Drucksprungdaten wurden mit der Software Origin 2019 (OriginLab Corpora-

tion, Northampton, U.S.A.) analysiert.
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2.5 Lichtmikroskopie

2.5.1 Grundlagen der Lichtmikroskopie!®¢]

Die Lichtmikroskopie bzw. die optische Mikroskopie ermdglicht die Beobachtung von De-
tails eines Préparates, die weit auBBerhalb des fiir das menschliche Auge Sichtbaren liegt. Die
Hellfeldmikroskopie als die einfachste Methode in der Lichtmikroskopie und ihre diversen
Spezialtechniken, wie der Phasenkontrast-, Polarisations-, Fluoreszenzmikroskopie und ih-
rer Weiterentwicklungen, bieten dem Beobachter die Mdglichkeiten, sowohl die Morpholo-
gie als auch die Interaktionen von Zellen zu erforschen. Jedoch unterliegt die Vergroferung
von Objekten einer natiirlichen Grenze, die durch das Auflosungsvermdgen eines Mikro-
skops bestimmt wird. Die Auflosung oder auch kritischer Abstand d ist die minimale Ent-
fernung zweier Objekte zueinander, um als solche wahrgenommen zu werden und ist durch
die Beugung der Lichtwellen begrenzt. Erstmals wurde 1870 durch Ernst ABBE der Zusam-
menhang des Auflosungsvermogens des Mikroskops mit der Wellenldnge A des verwendeten

Lichts als

d= % mit  NA = n-sin (/2) (2.16)
beschrieben.®”! n ist der Brechungsindex des verwendeten Immersionsmediums und a der
Offnungswinkel des Objektivs. n-sin (a/2) ldsst sich zur numerischen Apertur (NA) des Ob-
jektivs zusammenfassen, die einen maximalen Wert von NA = 1.7 erreichen kann. Wie aus
der Gleichung (2.16) ersichtlich wird, kann das Auflosungsvermdgen des Mikroskops zum
einen durch den Einsatz von Licht kleinerer Wellenldnge und zum anderen durch die Ver-
wendung von Immersionsfliissigkeiten mit hohem Brechungsindex (z.B. Immersionsdl mit
n = 1.5) erhoht werden. Unter der Primisse, dass der Brechungsindex im Allgemeinen un-
terhalb von n < 2 liegt, erhilt man aus der Gleichung (2.16) fiir zwei gerade noch auflosbare
Objektpunkte den Abstand d = A/2. Vereinfacht ldsst sich sagen, dass zwei Objektpunkte
nicht mehr voneinander unterschieden werden konnen, wenn deren Abstand unterhalb der

halben Wellenlénge des verwendeten Lichts liegt.
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Objektiv

Offnungswinkel : /—{ Immersionsmedium)|
o
Objekt
A

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des Offnungswinkels o der Objektivblende eines Licht-
mikroskops. Die schematische Darstellung wurde mit der Software CorelDRAW® Technical Suite
erstellt.

Auch die zuvor erwdhnten Mikroskopie-Techniken, wie die Phasenkontrast- oder Fluores-
zenzmikroskopie, unterliegen der beugungsbegrenzten Auflosung und sind nicht in der
Lage, die Auflosung zu verbessern. So ermdglichen die beiden genannten Techniken entwe-
der die Untersuchung von transparenten und kontrastarmen Objekten (Phasenkontrastmik-
roskopie) oder erlauben es, durch Fluoreszenzmarkierung fiir die Untersuchung relevante
Bereiche in einer Probe hervorzuheben (Fluoreszenzmikroskopie). Ein Beispiel fiir eine
Mikroskopie-Technik, die auch Aufldsungen unterhalb des ABBE-Limits ermdglicht, ist die
STED-Mikroskopie (stimulated emission depletion).®! Die beugungsbegrenzte Auflosung
des Mikroskops wird umgangen, indem Fluorophore zum Einsatz kommen, die sowohl flu-
oreszieren als auch voriibergehend und reversibel in einen nicht-fluoreszierenden Zustand
versetzt werden konnen.”?! Diese Technik wurde jedoch in dieser Arbeit nicht verwendet

und so soll im Weiteren nicht ndher darauf eingegangen werden.

2.5.2 Experimentelles

Die druck- und temperaturabhéngigen Lichtmikroskopie-Messungen wurden mithilfe eines
inversen Mikroskops des Modells Eclipse TE2000-U (Nikon, Tokiyo, Japan) durchgefiihrt,
welches mit einem Objektiv des Typs CFI Plan Apo 4 10x (NA =0.45, WD (working
distance) = 4.0 mm, Nikon, Tokio, Japan) ausgestattet war. Fiir die Aufnahme der Phasen-

tropfchen wurde die Monochrom-Industrickamera DMK 33UX 264 (The Imaging Source,
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Bremen, Deutschland) verwendet und mit der Software IC Capture 2.4 (The Imaging Source,
Bremen, Deutschland) gesteuert. Das Einfligen einer Mafstabsleiste und die Kontrasterhd-

hung der Bilder erfolgten unter Verwendung der Software ImageJ.!!

Fiir die temperaturabhidngige Mikroskopie wurde eine im Arbeitskreis von Herrn Prof. Dr.
Winter entworfene Mikroskopiezelle eingesetzt (Abbildung 2.7). Diese setzte sich aus einem
Teflonblock (Lénge =42 mm, Breite =41 mm, Hohe =2.9 mm) und zwei Borosilikat-
Deckglaschen (Léange = 22 mm, Breite = 22 mm, Dicke = 0.17 mm) zusammen. Der Teflon-
block dient als Abstandshalter und weist ein 2.9 mm tiefes und 15 mm breites Loch auf, das
beidseitig von den Deckglaschen umschlossen wird, woraus sich ein Probenvolumen von ca.
500 pL ergibt. Durch eine zusitzlich auf die Messzelle befestigte Stahlhalterung wurde die

Probe auf die erforderliche Temperatur temperiert.

Abbildung 2.7: Explosionsdarstellung der temperierbaren Mikroskopiezelle. Der Probenraum
(Tiefe = 2.9 mm, Durchmesser = 15 mm, Volumen = ~500 pL) wird von den Borosilikat-Deckglas-
chen (hellblau) beidseitig umschlossen. Die schematische Darstellung wurde mit der Software
CoreIDRAW® Technical Suite erstellt.
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Fiir die druckabhéngigen Mikroskopie-Experimente wurde eine wie in Abbildung 2.8 dar-
gestellte Hochdruckzelle (Lédnge =21 mm, Breite =90 mm, Hoéhe = 80 mm) verwendet.
(52331 Die Temperatur wurde durch ein zirkulierendes Wasserbad geregelt. Als optisches
Fenstermaterial wurden auf beiden Seiten flache Diamantfenster von 0.8 mm Dicke und ei-
nem Durchmesser von 6 mm verwendet. Der Probenraum (Tiefe =5 mm, Durchmes-
ser = 8 mm) wies ein Volumen von circa 250 pL auf. Der Druck wurde, wie in den vorig
beschriebenen Kapiteln, hydrostatisch durch eine Hochdruck-Handpumpe mit Wasser als
druckiibertragende Fliissigkeit erzeugt. Fiir das Temperieren der Probe diente eine an ein
Wasserbad angeschlossene Stahlhalterung, die eigens fiir die Druckzelle konstruiert wurde.
Die gesamte Konstruktion passt zu einem inversen Standardmikroskop mit handelsiiblichen

Objektiven fiir die Langdistanzmikroskopie.>?>4

Abbildung 2.8: Explosionsdarstellung der Hochdruck-Mikroskopiezelle (Ldnge = 21 mm, Breite =
90 mm, Hohe =80 mm). Der Probenraum (Tiefe =5 mm, Durchmesser =8 mm, Volumen ca.
250 uL) wird von den Diamantfenstern (Dicke = 0.8 mm, Durchmesser = 6 mm) beidseitig iiber O-
Ring-Dichtungen umschlossen. Die Abbildung wurde entsprechend der Referenz neu erstellt.[’?!
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3 Temperatur-, Druck- und Osmolyteffekte auf die
LLPS von yD-Kristallin & a-Elastin’

Angesichts der zu Beginn genannten Uberlegungen befasst sich dieses Kapitel mit der
Druckvariablen p im Zusammenspiel mit der Temperatur 7 und dem Osmolyten TMAO auf
die LLPS von gefalteten globuldren Proteinen und IDPs. Die Untersuchung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen in kondensierter Umgebung ist nicht nur fiir die oben beschrie-
bene biologische und biomedizinische Forschung von hoher Relevanz, sondern auch ein in-
tellektuell anspruchsvolles Forschungsgebiet der theoretischen Biophysik. Ein detailliertes
Verstindnis des Phasenverhaltens von konzentrierten Proteinlosungen ist auch Vorausset-
zung fiir viele biotechnologische Anwendungen, nicht zuletzt fiir das Design von IDP-
dhnlichen Strukturen und verwandten synthetischen Heteropolymeren mit innovativen

43.92-96] Dje Kenntnis des Phasenverhaltens von Proteinen ist auch in

Materialeigenschaften.!
Bereichen wie Proteinreinigung und Langzeitlagerung sowie fiir die Hochdruck-Lebensmit-
telverarbeitung unerlisslich.[?334%97-%°1 Im Bestreben, biomolekulare LLPS besser zu ver-
stehen, konzentriert sich diese Arbeit auf die Gleichgewichtsthermodynamik, wegen der
grundlegenden physikalischen Erkenntnisse, die sie bietet, ohne die Tatsache aus den Augen
zu lassen, dass biologisch funktionelle Kondensate in vielerlei Hinsicht hochkomplexe
"aktive Losungen" sind,"!% die durch chemische Reaktionen, posttranslationale Modifi-
kationen und andere gleichgewichtsunabhingige Prozesse reguliert werden.!**333¢! Die im
folgenden Kapitel vorgestellten Daten wurden mittels FT-IR Spektroskopie, Turbiditdtsmes-
sungen sowie der Lichtmikroskopie in Verbindung mit verschiedenen Geriten fiir Hoch-
druckmessungen gewonnen, um die Struktur und die Phaseneigenschaften der Proteine iiber
einen weiten Temperatur-, Druck- und Osmolyt-Konzentrationsbereich zu untersuchen. Am

Beispiel von yD-Kristallin, o-Elastin und einer N-terminalen IDR von Ddx4* werden

reprasentative Ergebnisse fiir verschiedene Arten von Proteinsystemen vorgestellt und ein

" Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in der folgenden Referenz publiziert:

S. Cinar, H. Cinar, H. S. Chan, R. Winter, J. Am. Chem. Soc. 2019, 141, 7347-7354.152

H. Cinar, Z. Fetahaj, S. Cinar, R. M. Vernon, H. S. Chan, R. H. A. Winter, Chemistry —A European Journal
2019, 25, 13049-13069.531

! Die Untersuchungen am IDR Ddx4 wurden von Zamira Fetahaj durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert.
Die entsprechenden Daten wurden in der Referenz>?! publiziert.

35



Probenprdparation

allgemeiner Ansatz zur Erkliarung der beobachteten 7-, p- und der Osmolytabhingigkeit von

Protein-LLPS erortert.

3.1 Probenpréparation

3.1.1 Proteinexpression von yD-Kristallin

3.1.1.1 Transformation

Das fiir die Untersuchungen verwendete Protein yD-Kristallin wurde in der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Winter exprimiert und aufgereinigt. Hierzu wurde ein pET-30(+) Plas-
midvektor mit der entsprechend klonierten DNA vom humanem yD-Kristallin (CRYGD)
und aus der Ratte von der Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA) erworben. Die zugehorige
Plasmidkarte ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die Aminosduresequenzen von humanen yD-

Kristallin und der Ratte sind im Anhang zu finden (Abbildung 9.1).

\ RBS
N T7 promoter

pET-30b(+)-CRYGD
5766 bp

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des pET-30(+) Plasmidvektors mit der klonierten DNA
von humanem yD-Kristallin. Fiir das yD-Kristallin Protein der Ratte wurde der gleiche pET-30(+)
Plasmidvektor verwendet. Die Schematische Darstellung wurde mit der Software SnapGene® er-
stellt.
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Fiir die Transformation der Plasmidvektoren wurden im ersten Schritt chemisch kompetente
Escherichia coli (E. coli) BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL-Zellen von der Firma Agilent Tech-
nologies (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) vorsichtig auf Eis aufgetaut. An-
schlieBend wurden die Zellen mit 1 pL Plasmid versetzt und fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Die Transformation erfolgt durch die Hitzeschockbehandlung bei 42 °C fiir 30 s, gefolgt von
einer zwei miniitigen Abkiihlphase auf Eis. Nach der Zugabe von 500 puL vorgewirmten
Lysogeny broth (LB)-Medium werden die Bakterienzellen fiir eine weitere Stunde bei 37 °C
und 130 rpm im Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation wurden je 300 uL der Losung auf
antibiotikahaltige Agarplatten (Kanamycin und Chloramphenicol) ausplattiert und man lief3

die Zellen im Anschluss bei 37 °C im Wiarmeschrank tiber Nacht wachsen.

3.1.1.2 Proteinexpression

Fiir die Expression des humanen yD-Kristallins und des yD-Kristallin-Proteins der Ratte
wurden zu Beginn Vorkulturen angesetzt. Hierzu wurden 50 mL eines mit Kanamycin und
Chloramphenicol haltigen LB-Mediums mit kompetenten E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-
RIPL-Zellen, die den jeweiligen yD-Crys-Plasmid in sich tragen, angeimpft. Die Vorkultur
wurde iiber Nacht bei 37 °C und 130 rpm inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden in 4 Kolben
mit jeweils 750 mL LB-L&sung erneut Kanamycin und Chloramphenicol hinzugegeben und
mit 7.5 mL der Vorkultur angeimpft. Wahrend der Inkubation bei 37 °C und 130 rpm wurde
das Wachstum der Bakterien mittels BioPhotometer Plus der Firma Eppendorf (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) verfolgt. Beim Erreichen einer ODsoo (Optische Dichte bei
600 nm) von 0.6 wurde durch Zugabe von 0.5 mM IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyra-
nosid) die Proteinexpression des yD-Kristallin induziert. Die Hauptkultur wurde ein weiteres
Mal iiber die Nacht bei 30 °C inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen bei 4 °C und
6000 rpm abzentrifugiert und das gewonnene Zellpellet wurde bei -80 °C autbewahrt.

3.1.1.3 Zelllyse und Aufreinigung

Um das rekombinante Protein zu isolieren, wurde das Zellpellet mit 130 mL Lysepuffer,
DNase und PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) versetzt und mittels Ultraschallbehand-
lung aufgeschlossen. Die proteinhaltige Losung wurde durch Zentrifugieren fiir 30 min bei

25000 rpm und 10 °C von den {ibrigen Zellriickstanden getrennt. Die Aufreinigung des Pro-
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teins erfolgte mittels einer HisTrap™ HP Ni-NTA-S#ule (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Schweden). Zunéchst wurde die Ni-NTA-Sdule mit 50 mL Puffer I gewaschen und
anschliefend mit dem Protein beladen. Bestandteile, die nicht an die Sdule gebunden haben,
wurden durch einen zweiten Waschdurchlauf mit Puffer I von der Saule entfernt. Die Eluie-
rung erfolgte mittels eines Puffergradienten, von Puffer I zu Puffer II tiber ein Gesamtvolu-
men von 100 mL, in 1.5 mL Fraktionen. Zur Detektion der Fraktionen mit dem Protein
wurde das Chromatographie-System AKTAprime plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB,
Uppsala, Schweden) eingesetzt. Die detektierten Proteinfraktionen wurden zu einer Probe
zusammengefiigt und auf ein Volumen von 2 mL aufkonzentriert. AbschlieBend wurde mit-
tels einer Gelfiltration ein Pufferaustausch auf Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS)-
Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) durchgefiihrt. Die Bestimmung der Protein-
konzentration erfolgte mit Hilfe der UV-Spektroskopie bei einer Wellenldnge von 280 nm.
Die wihrend der Zelllyse und dem Aufreinigungsschritt verwendeten Losung und ihre Zu-
sammensetzungen sind in der folgenden Tabelle 3.1 aufgelistet. Die Reinheit der Protein-

fraktionen nach der Gelfiltration wurde mittels SDS-PAGE iiberpriift (Abbildung 3.2).

Tabelle 3.1: Fiir die Zelllyse und Aufreinigung eingesetzten Pufferlésungen und deren Zusammen-

setzungen.
Probe Zusammensetzung
Puffer I: Lyse-/Waschpuffer 50 mM NaHPOj4, 300 mM NaCl, 2.5 mM
Imidazol, I mM DTT, pH = 8.0
Puffer II: Elutionspuffer 50 mM Na;HPOj4, 300 mM NaCl, 300 mM
Imidazol, I mM DTT, pH = 8.0
TRIS-Puffer 50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4
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Abbildung 3.2: Reprisentative SDS-PAGE des humanen yD-Kristallin Proteins nach der Gelfiltra-
tion. Das Protein wurde in den Fraktionen 2 und 4 — 9 nachgewiesen. In der Spalte eins ist der Mo-
lekulargewichtsstandard (SigmaMarker, wide range, S8445-1VL) aufgetragen

3.1.2 FT-IR Messungen

Fiir die folgenden FT-IR Messungen wurde wegen der tliberlagernden H>O-Deformations-
schwingung bei 1645 cm™ D>O als Losungsmittel eingesetzt. Wie in Kapitel 2.2.3 erwihnt,
besitzt DO eine relativ geringe Absorption im Bereich von 1700 — 1500 cm™ und ist daher
als Losungsmittel besser geeignet.[”®! Fiir die druckabhingigen Messungen wurde aufgrund
der charakteristischen pD-Druckstabilitit TRIS-D>O-Puffer verwendet. Zur Bestimmung
des pD-Werts der Pufferlosung wurde eine herkdmmliche pH-Elektrode verwendet. Fiir eine
korrekte pD-Einstellung der Losung musste die Korrektur pD = pH-Meter-Anzeige + 0.4
beriicksichtigt werden.['®!) AnschlieBend wurde eine 5 Gew.-% (50 mg mL"!) yD-Kristallin-
Losung hergestellt. Als Ausgangslosung diente eine Protein-Stammldsung, die mit dem vor-
bereiteten TRIS-D,O-Puffer entsprechend verdiinnt werden musste. Die Konzentrationen
der jeweiligen Stammldsungen unterschieden sich voneinander und die Zusammensetzung
der Endprobe musste individuell berechnet werden. Das endgiiltige Probenvolumen betrug
200 pL. Im nachsten Priparationsschritt wurde fiir den H/D-Austausch die Probe dreimal im
Wechsel lyophilisiert und wieder mit D>O aufgefiillt. Im finalen Durchlauf wurde die Probe
iiber Nacht lyophilisiert und unmittelbar vor der Messung in 200 uL D,O-Losung gelost,
sodass eine Proteinkonzentration von 5 Gew.-% vorlag. Die verwendeten Probenldsungen

und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle 3.2 aufgelistet.
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Tabelle 3.2: Die fiir die temperatur- und druckabhéngigen FT-IR Messungen verwendeten Proben-
16sungen und ihre Zusammensetzung.

Probe Zusammensetzung

yD-Kristallin 5 Gew.-% yD-Kristallin, 50 mM TRIS,
150 mM NacCl, pD = 7.4

3.1.3 Turbiditdtsmessungen und Lichtmikroskopie

Die Probenlosungen wurden unmittelbar vor jeder Versuchsdurchfithrung priapariert, um die
Messungen bei moglichst identischen Bedingungen durchfiihren und somit mogliche pripa-
rative Fehler ausschlieen zu kdnnen. Das humane yD-Kristallin und das der Ratte lagen als
Stammlosungen vor und wurden in 500 uL Aliquots bei -80 °C gelagert. Je nach Expressi-
onserfolg der Proteine konnten die Stammlosungen unterschiedliche Konzentrationen vor-
weisen. Des Weiteren wurde eine Stammldsung von 1 M TMAO-L&sung in TRIS-Puffer
(50 mM TRIS, 150 mM NacCl, pH = 7.4) hergestellt. Zum Herstellen der yD-Kristallin-Pro-
benlosungen wurden die jeweiligen yD-Kristallin-Stammldsungen unmittelbar vor dem Ge-
brauch aufgetaut und mit der TMAO-L6sung in der gewiinschten Zusammensetzung ver-
mischt und mit TRIS (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) auf das endgiiltige Proben-

volumen aufgefiillt.

Fiir die Elastin-Proben wurde im Vorfeld a-Elastin in TRIS-Puffer (50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, pH = 7.4) gelost. Aufgrund der besseren Loslichkeit des Proteins bei Kélte wurde die
Losung nach Zugabe des a-Elastins und zwei-miniitigem Vortexen fiir 10 min bei 4 °C ge-
kiihlt und erneut fiir zwei Minuten gevortext. Im Anschluss wurde die Losung von a-Elastin
mit der 1 M TMAO-Stammlosung in der gewiinschten Zusammensetzung gemischt. Die

verwendeten Probenlosungen und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle 3.3 aufgelistet.
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Tabelle 3.3: Die fiir die Turbiditéts- und Lichtmikroskopie-Untersuchungen verwendeten Probenl6-

sungen und ihre Zusammensetzung.

Probe

Zusammensetzung

yD-Kristallin (Human)

yD-Kristallin (Rattus norvegicus)

a-Elastin

55 mg mL!' yD-Kristallin, 50 mM TRIS, 150 mM
NaCl,pH="74

0.38 M TMAO, 55 mg mL"! yD-Kristallin, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

0.6 M TMAO, 55 mg mL! yD-Kristallin, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH=7.4

55 mg mL! yD-Kristallin, 50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, pH=7.4

20 mg mL™! a-Elastins, 50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, pH=7.4

10 mM TMAO, 20 mg mL™! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

20 mM TMAO, 20 mg mL"! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

30 mM TMAO, 20 mg mL™"! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

40 mM TMAO, 20 mg mL"! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

80 mM TMAO, 20 mg mL™! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

200 mM TMAO, 20 mg mL"! a-Elastins, 50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4

41



Druck- und Osmolyt-abhdngige LLPS des globuldren Proteins yD-Kristallin

3.2 Druck- und Osmolyt-abhiangige LLPS des globuliaren
Proteins yD-Kristallin

Mit einem Proteinanteil von 30 — 35 % gehort die Augenlinse zu den proteinreichsten Orga-
nen des menschlichen Organismus. Bei den Kristallin-Proteinen der Augenlinse von Wirbel-
tieren handelt es sich um Strukturproteine, die die Transparenz und den hohen Brechungs-
index der Linse gewdhrleisten, wodurch das einfallende Licht auf die Netzhaut des Auges
fokussiert wird. Wahrend der Linsenentwicklung und dem damit verbundenen Ausbilden
der Linsenfasern werden zeitgleich die Zellorganellen einschlieBlich der Zellkerne bis auf
die Ribosomen in den Fasern abgebaut.!!%%!%] etztendlich bleibt nur das Cytoskelett erhal-
ten, welches durch die Kristallin-Proteine ausgefiillt wird. Die daraus resultierenden reifen
Faserzellen enthalten auBergew6hnlich hohe Konzentrationen an Kristallin, die fast 90 %
des Trockengewichts der menschlichen Linse ausmachen.'®! Bei den Wirbeltieren bilden
a-, B- und y-Kristallin die drei Haupttypen, wobei - und y-Kristallin aufgrund ihrer gemein-
samen Funktion zur B/y-Superfamilie zusammengefasst werden, die an der Regelung der
lichtbrechenden Eigenschaften der Linse beteiligt sind. Bei a-Kristallin handelt es sich um
ein kleines Hitzeschockprotein, das als Holdase-Chaperon agiert, d.h. es bindet an ungefal-
tete Proteine um die Aggregation zu verhindern, ohne eine eigene ATPase-Aktivitét zu be-
sitzen.[1%196] Dje Sekundérstrukturen der B- und y-Kristalline sind in zwei Doménen unter-
teilt, die als N-terminale Doméne (N-td) und C-terminale Doméne (C-td) bezeichnet werden,
die wiederum in vier Subdominen gruppiert sind, die als greek key motifs bezeichnet werden
und antiparallele B-Stringe enthalten. Ein wichtiger biologischer Unterschied zwischen den
B- und y-Kristallin-Proteinen besteht darin, dass B-Kristalline domadnenvertauschte Dimere
bilden, wihrend die y-Kristalline in Lésung nur als Monomer vorliegen.!'"-11% Humanes
yD-Kristallin (HyD-Crys) ist das dritthdufigste y-Kristallin, welches im menschlichen Auge
vorzufinden ist. Es ist ein globuldres Protein, bestehend aus 173 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 20 kDa.l!''!!12] Seine Sekundirstruktur besteht aus antiparallelen
B-Faltblittern und Schleifen, die in zwei Doménen gruppiert sind, die durch einen Looplin-
ker verbunden sind. Die hier vorgestellte Studie betraf sowohl humanes yD-Kristallin als

B3] Die Amino-

auch das der Ratte (Rattus norvegicus), die das Produkt des yD-Gens sind.!
sduresequenzen der Proteine beider Spezies sind zu 85.1 % identisch. Thre Prozentsétze der
basischen und sauren Reste sind gleich, aber der Anteil der hydrophoben Aminoséduren in

yD-Kristallin der Ratte ist etwas hoher.[*?]
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3.2.1 Temperatur- und druckabhédngige Turbidititsmessungen

Wie schon in der Studie von M. Broide et. al.!!!*l gezeigt, weist eine Vielzahl von Proteinen
aus der Familie der Kristalline eine temperaturabhéngige Phasentrennung auf. Entsprechend
wurde in dieser Studie einleitend das temperaturabhingige Phasenverhalten von humanem

yD-Kristallin und das der Ratte mittels Turbiditdtsmessungen untersucht.

In Abbildung 3.3 sind exemplarisch die Absorptionsspektren einer 55 mg mL! humanen
yD-Kristallin-Lésung und das der Ratte in einem Wellenldngenbereich von 250 — 450 nm

gezeigt. Die Messungen erfolgten in einem Temperaturbereich von 1 — 20 °C bei Atmosphi-

rendruck.
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Abbildung 3.3: UV/VIS-Absorptionsspektren (250 — 450 nm) einer a) 55 mg mL"! humanen yD-
Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und b) das der Ratte bei ausgewahlten
Temperaturen. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

Beide Spektren weisen, aufgrund der in der Aminosduresequenz der Proteine enthaltenen,
aromatischen Aminosduren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin, eine erhdhte Absorption
bei 250 — 300 nm auf. Das Signalrauschen in diesem Wellenldngenbereich ist auf die hohe
Proteinkonzentration zuriickzufiihren, wodurch die hochstmogliche, durch den Detektor
messbare Absorption erreicht war. Dieser Wellenldngenbereich ist fiir die weitere Auswer-

tung nicht von Bedeutung und kann daher auer Acht gelassen werden.

Wie schon in den vorangegangenen Kapiteln erwdhnt ist die durch Phasentrennung bedingte
Triibung der Losung auf Streuprozesse zuriickzufiihren. Da keine Absorption stattfindet,

spricht man hier auch von einer scheinbaren Absorption. Die Bestimmung der Triibungs-
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punkte erfolgte bei einer Wellenldinge von 400 nm, da bei geringeren Wellenldngen
(<400 nm) das Absorptionssignal sich zum einen aus der Streuung an den Tropfchen und
zum anderen aus der Absorption der aromatischen Aminoséduren ergibt. Bei 400 nm liegt
jedoch keine Absorption der aromatischen Aminosduren vor und das Absorptionssignal ist

lediglich auf die Streuprozesse durch Phasentrennung zuriickzufiihren.

Die aus den Absorptionsspektren erhaltenen Triibungspunkte bei 400 nm wurden im An-
schluss als Funktion der Temperatur aufgetragen und sind in Abbildung 3.4 gezeigt. Wie in
der Abbildung 3.4a zu erkennen ist, wird fiir beide Proteine mit abnehmender Temperatur
und der damit einhergehenden Bildung der Koazervate eine Intensititszunahme bei 400 nm

beobachtet, die anndherungsweise einem sigmoidalen Kurvenverlauf folgt.
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Abbildung 3.4: Temperatur- und druckabhingige UV/Vis-Absorptionsintensititen (Triibung) bei
400 nm fiir eine 55 mg mL'-Losung von humanem und Ratten yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, pH = 7.4), gemessen als Funktion (a) der Temperatur und (b) des Drucks bei ausgewihlten
Temperaturen. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte normiert (Absorption = 1.0). Die
Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.!*!

Das humane yD-Kristallin weist bei Umgebungsdruck einen temperaturinduzierten Trii-
bungspunkt bei ~4 °C auf, der den Beginn der Koazervation darstellt und durchliuft somit
eine Phasentrennung mit einer oberen kritische Losungstemperatur (UCST). Oberhalb von
~5 °C herrscht eine homogene Phase vor, welches sich in einer scheinbaren Absorption von
A = 0 widerspiegelt. Der Triibungspunkt des yD-Kristallins der Ratte liegt im Vergleich zum
humanen Protein bei ~6 °C etwas hoher, wobei der entsprechende Ubergang in die homo-
gene Losung bei 8 °C abgeschlossen ist. Trotz der hohen Ubereinstimmung innerhalb der
Aminosduresequenzen weisen beide Proteine unterschiedliche Triibungspunkte auf, was an

dieser Stelle vermuten lésst, dass schon geringe Anderungen in der Aminosdurezusammen-
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setzung/-sequenz zu einem beobachtbaren Unterschied in den temperaturabhéngigen Trii-

bungspunkten fiihrt.

Ein weiteres globuldres Protein, welches bei hohen Proteinkonzentrationen ein dhnliches
temperaturabhédngiges Phasenverhalten zeigt, ist das im Eiweill vorkommende Lysozym. Es
ist ein Enzym, das die schiitzenden Zellwidnde von Bakterien angreift, indem es die Kohlen-
hydratketten in den Wénden aufbricht und so die strukturelle Integritdt der bakteriellen Zell-

winde zerstort.5?! Wie in der Studie von Cardinaux et al. gezeigt!'!”]

, weist auch das hoch-
konzentrierte Lysozym bei niedrigen Temperaturen eine Phasentrennung auf, wéahrend bei
hohen Temperaturen eine homogene Losung vorliegt. Somit besitzt Lysozym wie yD-
Kristallin eine obere kritische Losungstemperatur (UCST), die mit einer kritischen Protein-

konzentration von 23 £ 1 Gew.-% (w/v) (0.5 M NaCl, pH = 7.8) bei T, = 18 °C liegt.!!!!

Des Weiteren wurden druckabhingige Turbidititsmessungen bei 400 nm in einem Druck-
bereich von 1 bis 700 bar durchgefiihrt. Fiir die druckabhingigen Messungen wurden die
Temperaturen nahe der zuvor bestimmten Ubergangstemperaturen des humanen und des
Ratten yD-Kristallin gewihlt. Abbildung 3.4b zeigt die druckabhingige Anderung der Ab-
sorptionsintensitit (normiert auf eins) einer 55 mg mL'-Lésung von humanem und Ratten
yD-KTristallin bei 4 °C und 7 °C. Die druckabhédngigen UV/Vis-Daten fiir das humane yD-
Kristallin zeigen, dass nur eine relativ geringe Erh6hung des Drucks von 1 bar auf ~125 bar
bendtigt wird, um die phasenseparierte humane yD-Kristallin-Losung bei 4 °C zuriick in eine
homogene Phase zu iiberfiihren (Ubergangsmitte bei p1» = 80 bar). Bei yD-Kristallin der
Ratte ist der Ubergang von der phasenseparierten Losung in die homogene Phase bei 4 °C
und 7 °C breiter. Die druckbedingte Intensititsabnahme folgt hierbei einem Sigmoidal-
dhnlichen Kurvenverlauf und endet bei ~450 bar. Die Ubergangsmitte liegt bei ungefihr
~250 bar. Aus der Abbildung 3.4b wird auch ersichtlich, dass der druckabhidngige Phasen-
tibergang fiir das Ratten yD-Kristallin sowohl bei 4 °C als auch bei 7 °C nahezu identisch
ist. Die hier gemachten Beobachtungen stimmen mit Literaturdaten iiberein, die darauf hin-
weisen, dass relativ kleine Anderungen in der Aminosiurezusammensetzung/-sequenz einen
signifikanten Einfluss auf die Triibungspunkttemperatur und auf den druckabhéngigen Trii-

bungspunkt haben kénnen.[16]

In der biologischen Zelle konnen Kosolventien die relative Stabilitidt biomolekularer Zu-
stinde beeinflussen. Um ein besseres Verstindnis dafiir zu erlangen wie sich Kosolventien
auf die biomolekulare LLPS auswirken, wurde der Einfluss von TMAO auf das Phasenver-
halten von yD-Kristallin untersucht. Der Osmolyt TMAO stabilisiert bekanntermal3en den
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gefalteten nativen Zustand globulérer Proteine aufgrund gilinstiger TMAO-Wasser-Wechsel-
wirkungen und ungiinstiger TMAO-Protein-Wechselwirkungen, die zu einer hoheren ther-
modynamischen Stabilitdt von Proteinkonfigurationen mit geringerer vom Losungsmittel
zuginglichen Oberfliche (solvent accessible surface area, SASA) fiihrt.[6117-1191 AuBerdem
wird TMAO in Tiefseeorganismen in hohem Maf3e gebildet, woraus sich die Annahme
ergibt, dass TMAO als Druckkompensator oder "Piezolyt" dient.!'?’! Aufgrund der groBeren
Relevanz von humanem yD-Kristallin gegeniiber dem der Ratte beschrénken sich die hierauf

folgenden Forschungsdaten auf das humane yD-Kristallin.

Die Osmolyt- und temperaturabhédngige Koazervation von humanem yD-Kristallin wurde
mittels Turbiditdtsmessungen verfolgt. Hierzu wurden temperaturabhingige Absorptions-
spektren einer 55 mg mL™! humanen yD-Kristallin-Losung bei ausgewihlten TMAO-Kon-
zentrationen in einem Wellenldngenbereich von 250 — 500 nm aufgenommen. Anschlie8end
wurden die aus den Absorptionsspektren erhaltenen Triibungspunkte bei 400 nm als Funk-
tion der Temperatur aufgetragen und auf ihre maximalen Absorptionsintensitdtswerte nor-

miert (4 = 1). Die erhaltenen Daten sind in Abbildung 3.5a gezeigt.
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Abbildung 3.5: Temperatur- druck- und TMAO-abhingige Turbiditdtsmessungen bei 400 nm fiir
eine 55 mg mL! humane yD-Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4). Gezeigt
werden die Einfliisse von 0.38 M und 0.6 M TMAO auf a) die temperatur- und b) die druckabhéngige
Koazervation von humanem yD-Kristallin bei 4 °C. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximal-
werte normiert (Absorption = 1.0). Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung
wurde gemiB der Referenz modifiziert.[>*!

Wie sich zeigt, fithrt die Zugabe von TMAO zu einer drastischen Erhohung der Triibungs-
punkttemperatur der humanen yD-Kristallin-Losung. An dieser Stelle wird der Triibungs-
punkt als die letzte vor dem Einsetzen der Triibung gemessene Temperatur definiert. Fiir

eine 55 mg mL' Lsung von humanem yD-Kristallin wurde bei Zugabe von 0.38 M TMAO
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eine Verschiebung des Triibungspunkts von ~5 auf ~15 °C beobachtet, wihrend eine Kon-
zentration von 0.6 M TMAO den Triibungspunkt auf ~25 °C verschiebt (Abbildung 3.5a).
Es ist auffillig, dass bei der 0.38 M und der 0.6 M TMAO-LSsung anfangs die Absorptions-
intensitdt mit abnehmender Temperatur drastisch ansteigt und nach dem Erreichen eines Ma-
ximums bei weiterer Temperaturverringerung stark abnimmt. Daraus liele sich ableiten,
dass auf eine anfanglich zunehmende Koazervation bei weiterer Temperaturverringerung
eine erneute Abnahme der Koazervation folgt. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass die Ab-
nahme der Absorptionsintensitdt auf die Koaleszenz der phasenseparierten Tropfchen zu-
riickzufiihren ist, die in Gegenwart von TMAO schneller eintritt. Demnach bilden sich mit
sinkender Temperatur vermehrt kleine Phasentropfchen, die wiederum zu gréBeren Phasen
kondensieren und in der Kiivette zu Boden sinken, d.h. es kommt allméhlich zu einer mak-

roskopischen Phasenentmischung.

Als néchstes wurde die Druckempfindlichkeit der LLPS von humanem yD-Kristallin in Ge-
genwart von TMAO untersucht. Die druckabhédngigen Turbiditdtsmessungen wurden bei
400 nm in einem Druckbereich von 1 bis 900 bar und 4 °C durchgefiihrt (Abbildung 3.5b).
Aus den Daten wird ersichtlich, dass TMAO nicht nur einen bedeutsamen Einfluss auf die
Phasentibergangstemperatur hat, sondern auch die Druckempfindlichkeit der Fliissig-Fliis-
sig-Phasenseparation von yD-Kristallin verringert. Wahrend fiir eine reine yD-Kristallin-Lo6-
sung nur eine geringe Druckerhéhung von 1 bar auf ~125 bar benétigt wird, um wieder eine
vollstdndig durchmischte klare Losung zu erhalten, wird in Gegenwart von 0.38 M TMAO
der druckinduzierte Triibungspunkt von ~125 bar auf ~400 bar verschoben. Eine weitere
Erhohung der Konzentration auf 0.6 M TMAO fiihrt zu einer weiteren Verschiebung des
Triibungspunkts auf ~600 bar.

3.2.2 Temperatur- und druckabhéngige Lichtmikroskopie

Um die Bildung und das Auflosen der Tropfchen wihrend des LLPS-Prozesses direkt zu
visualisieren, wurden lichtmikroskopische Untersuchungen einer yD-Kristallin-Lésung in
Abhingigkeit der Temperatur, des Drucks und der TMAO-Konzentration durchgefiihrt. In
Abbildung 3.6 ist die temperaturabhingige Koazervation einer reinen 55 mg mL’!

yD-Kristallin-Losung gezeigt.
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Abbildung 3.6: Temperaturabhiingige Lichtmikroskopiebilder einer reinen 55 mg mL' humanen
yD-Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4). Temperaturinduzierter Phaseniiber-
gang von einer klaren homogenen Phase in eine phasenseparierte Losung und wieder zuriick in eine
klare homogene Phase. Der Fokus des Objektivs lag bei a) auf der inneren Oberflidche der transpa-
renten Zelle (Glasoberflache) und bei b) in der Volumenphase der yD-Kristallin-Probe. Die Mal3-
stabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 50 um. Die Abbildung wurde gemif3 der
Referenz modifiziert.>

Zu Beginn der Untersuchung ist bei 10 °C eine klare transparente, homogene Losung zu
beobachten. Nach dem Herunterkiihlen der Losung auf 3 °C bilden sich kleine Koazer-
vattropfchen mit einem Durchmesser von etwa 5 um (Abbildung 3.6b), die innerhalb von
7 min zu Boden sinken. Wie in der Abbildung 3.6a ersichtlich, kondensieren die kleinen
Phasentropfchen auf der Oberfldche zu groBBeren, unregelmifig geformten Phasen, die einen
Durchmesser von >50 um besitzen. Nach erneutem Autheizen der Losung auf die Ausgangs-

temperatur von 10 °C ldsen sich sowohl auf der Glasoberfldche als auch in der Losung die

Tropfchen vollstindig auf und es bildet sich erneut eine transparente, homogene Losung.

Begleitend zu den druckabhingigen Turbidititsmessungen wurden auch druckabhéngige
lichtmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit den Turbidi-
titsmessungen bewirkt eine Druckerhdhung in einer 55 mg mL™! humanen yD-Kristallin-
Losung bei 4 °C die Bildung einer homogenen Phase. In Abbildung 3.7 ist zu sehen, dass
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bei einem Druck von ~200 bar der Phaseniibergang von einer phasengetrennten Losung in
eine homogene Losung vollstandig abgeschlossen ist, wihrend eine Druckentspannung eine
erneute Fliissig-Fliissig-Phasentrennung induziert. Daraus lésst sich schlieBen, dass der Pro-
zess offenbar vollstindig reversibel ist. Des Weiteren konnte (Video®?!) gezeigt werden,
dass fiir die reine yD-Kristallin-Losung eine erneute Phasentrennung nach der Druckentlas-
tung erst bei einem Druck von ~50 bar stattfand. Die beobachteten geringfiigigen Unter-
schiede der ermittelten Ubergangsdriicke lassen sich zum einen durch die Hysterese und zum

anderen durch den zeitabhingigen Nukleationsprozess erkliren.

Coar | > (200 bor| N> [ 1 v:r

Abbildung 3.7: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder einer reinen 55 mg mL"' humanen yD-
Kiristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei 4 °C. Druckinduzierter Phaseniiber-
gang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homogene Phase und wieder zuriick in eine
phasenseparierte Losung. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der yD-Kristallin-Probe.
Die Malistabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde
gemiB der Referenz modifiziert.[>

Abschliefend wurde mittels Lichtmikroskopie der Einfluss von TMAO auf die Triibungs-
punkttemperatur und die Druckempfindlichkeit der LLPS von humanem yD-Kristallin
untersucht. Erwartungsgemal verschiebt sich in Gegenwart von TMAO die Triibungspunkt-
temperatur zu hoheren Werten. In Abbildung 3.8 werden temperaturabhingige Mikrosko-
piedaten fiir humanes yD-Kristallin in einer 0.6 M TMAO-Ldsung gezeigt. In Ubereinstim-
mung zu den temperaturabhdngigen Turbiditdtsmessungen (Abbildung 3.5a) liegt oberhalb
von 28 °C eine vollstindig homogene durchmischte Losung vor (Abbildung 3.8, links).
Durch Herunterkiihlen der Losung auf 20 °C wird die Tropfchenbildung in der Lésung und
der damit verbundene Ubergang in den phasenseparierten 2-Phasenzustand induziert. Ein
erneutes Autheizen der Losung auf 28 °C bewirkt den Wiedereintritt in die homogene Phase.
Eine augenscheinliche Verdnderung der gebildeten Phasentropfchen konnte in Gegenwart

von 0.6 M TMAO nicht festgestellt werden.
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Abbildung 3.8: Temperaturabhiingige Lichtmikroskopiebilder einer 55 mg mL"' humanen yD-
Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) in Abhéngigkeit von 0.6 M TMAO.
Temperaturinduzierter Phaseniibergang von einer klaren homogenen Phase in eine phasenseparierte
Losung und wieder zuriick in eine klare homogene Phase. Der Fokus des Objektivs lag in der Volu-
menphase der yD-Kristallin-Probe. Die Mal3stabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange
von 50 um. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.>)

Wie bei einer reinen yD-Kristallin-Losung bilden sich wihrend des temperaturinduzierten
Phaseniibergangs in der Losung Phasentropfchen mit einem Durchmesser von ~5 um
(Abbildung 9.2). Auch die druckabhingigen Mikroskopiedaten bestétigen die Ergebnisse
der druckabhéngigen Turbiditdtsmessungen einer yD-Kristallin-Losung in Gegenwart von
0.6 M TMAO bei 4 °C (Abbildung 9.5). Mit zunehmendem Druck wurde eine stetige Ab-
nahme der Tropfchenzahl und die damit verbundene Verringerung der Triibung beobachtet.
Ab einem Druck von ~680 bar lag die yD-Kristallin-Losung vollstindig als klare homogene
Phase vor. Die erneute Phasentrennung wihrend der Druckentlastung konnte erst bei einem
Druck von ~500 bar beobachtet werden, welche sich durch die Hysterese und den zeitab-

héngigen Nukleationsprozess erkldren ldsst (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Druckabhiingige Lichtmikroskopiebilder einer 55 mg mL-! humanen yD-Kristallin-
Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) in Abhéngigkeit von 0.6 M TMAO bei 4 °C.
Druckinduzierter Phaseniibergang von einer klaren homogenen Phase in eine phasenseparierte Lo-
sung. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der yD-Kristallin-Probe. Die Malistabsskala
(schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 50 um. Die Abbildung wurde geméaf der Referenz
modifiziert.!>*

3.2.3 Druckabhingige FT-IR Messungen

Um festzustellen, ob das Fliissig-Fliissig-Phasenverhalten von yD-Kristallin durch die As-
soziation einzelner nativ gefalteter Molekiile oder durch die Assoziation spezifischer druck-
entfalteter Proteinformen zustande kommt, wurden im weiteren Verlauf der Untersuchungen
druckabhéngige FT-IR- und Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Aufgrund der hohen Sen-
sitivitdt der Infrarot-Absorptionsspektroskopie gegeniiber Sekundarstrukturdanderungen eig-
net sich diese Methode besonders gut zur Analyse der Proteinstruktur, insbesondere auch fiir
nicht-transparente Proben. Es wurde die Anderung der Amid-I‘-Bande in Abhiingigkeit der
Temperatur und des Drucks betrachtet. Hierzu wurde yD-Kristallin in D2O in einem Druck-
bereich von 1-3000 bar bei ausgewdhlten Temperaturen untersucht. In Abbildung
3.10a und c sind die aus den Messungen erhaltenen druckabhéngigen Amid-I‘-Banden einer
5 Gew.-% yD-Kristallin-Losung in TRIS-Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD =7.4)
bei 24 °C und 1 °C dargestellt. Wie schon im vorausgehenden Kapiteln erwéhnt, ergibt sich
die Amid-I‘-Bande aus der Summe aller Sekundirstrukturanteile des gemessenen Proteins,
wobei das Maximum der Amid-I‘-Bande bereits einen ersten Hinweis auf die Verteilung der
Sekundérstrukturen des Proteins gibt. Beide IR-Spektren weisen im Bereich der Amid-I'-
Region (1700 — 1600 cm™) eine breite Bande mit einem Maximum bei 1638 cm™ auf
(Abbildung 3.10a und c), die in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten!!%®!?!) auf die cha-
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rakteristische B-Faltblattreiche Struktur des yD-Kristallins deutet. Aus den Daten ist zu ent-
nehmen, dass mit steigendem Druck bis auf 3000 bar fiir beide Temperaturen nur eine
leichte, druckabhéngige, elastische Rotverschiebung der Absorptionsbanden zu kleineren

Wellenzahlen stattfindet.
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Abbildung 3.10: Flichennormierte FT-IR Spektren (1700 — 1600 cm™) der druckabhiingigen Mes-
sungen einer 5 Gew.-% yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD = 7.4) in einem
Druckbereich von 1-3000 bar bei a) 24 °C und ¢) 1 °C. b) und d) sind die zugehorigen Differenz-
spektren. Die Amid-I‘-Banden bei 1 bar dienten als Referenzspektrum und wurden von allen anderen
Amid-I‘-Banden abgezogen. Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde ge-
miB der Referenz modifiziert.[>*!

Die leichte Rotverschiebung ldsst sich dadurch erklédren, da steigender Druck stabilisierend
auf die Wasserstoffbriicken innerhalb des Proteins wirkt, was wiederum zu einer Abnahme
der Elektronendichte an den Carbonylgruppen fiihrt. Daraus folgt eine kleinere Kraftkon-

122,123

stante k und eine Verschiebung der Amid-I1‘-Bande zu kleineren Wellenzahlen.! I'Somit
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ist davon auszugehen, dass keine druckbedingten Entfaltungen stattgefunden haben
(Abbildung 3.10b und d). Die Temperaturen wihrend der druckabhingigen Messungen wur-
den so gewdhlt, dass eine Losung sich im phasenseparierten Zustand befindet, wihrend die
zweite Losung weiterhin eine klare, homogene Phase aufweist. Der direkte Vergleich beider
Amid-I‘-Banden bei 24 °C und 1 °C zeigt, dass augenscheinlich keine Anderung der Sekun-
dérstruktur an der Fliissig-Fliissig-Phasenseparation beteiligt ist (Abbildung 9.3). Weitere
detaillierte FT-IR Messungen werden in Kapitel 4 priasentiert.

Erginzend zu den FT-IR Untersuchungen wurden Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt.
Hierzu wurden intrinsische Tryptophan-Fluoreszenzspektren von 0.1 mg mL™! yD-Kristallin
(50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4, T =4 °C) bis zu einem Druck von 2.5 kbar aufge-
nommen, um mogliche druckentfaltete Formen des Proteins innerhalb des gemessenen
Druckbereichs aufzudecken.® Wird wihrend der Proteinfaltung ein intrinsischer Tryp-
tophanrest eines Proteins zum Wasser hin exponiert, verschiebt sich die Tryptophan-
Fluoreszenzbande zu grofleren Wellenldngen (Rotverschiebung), was wiederum auf einen
— zumindest lokalen — Konformationswechsel des Proteins deutet. Abbildung 3.11 zeigt das
druckabhiingige Fluoreszenzspektrum von 0.1 mg mL™! yD-Kristallin in einem Emissions-
wellenlingenbereich von 300 — 500 nm mit einem Maximum bei 320 nm. In Ubereinstim-
mung mit den FT-IR Messungen zeigen die Daten der Fluoreszenzmessung (Abbildung
3.11) weder eine Verdnderung in der Intensitdt noch eine Verschiebung der Fluoreszenz-
bande von 1 bar bis 2.4 kbar, was darauf hinweist, dass das Protein iiber den gesamten ge-
messenen Druckbereich im nativen gefalteten Zustand bleibt. Im Falle einer druckinduzier-
ten Entfaltung wire, aufgrund der Abhingigkeit der Tryptophanfluoreszenz von der Umge-
bungspolaritit, eine Bandenverschiebung von 320 nm (hydrophobes Milieu) zu 350 nm

(polares Losungsmittel) zu beobachten.

% Die druckabhingigen Messungen der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz von yD-Kristallin wurden von Dr.
Siileyman Cimar durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert. Die entsprechenden Daten wurden in der Refe-
renzl®? publiziert.
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Abbildung 3.11: Druckabhidngige Messungen der intrinsischen Tryptophanfluoreszenz einer
0.1 mg mL"! yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4, T'= 25 °C). Anregungs-
wellenldnge: 295 nm, Emissionswellenldnge: 300 — 500 nm. Die Probenpréparation, die Messungen
und die Interpretation der Fluoreszenzdaten wurden von Dr. Siileyman Cmar durchgefiihrt.5?! Die
Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[>!

Die Ergebnisse der Untersuchungen am globuldr gefalteten Protein yD-Kristallin zeigen
zweil wichtige Erkenntnisse iiber die Protein — Fliissig-Fliissig-Phasentrennung: Zum einen
konnen Driicke von nur einigen Zehn bar ein phasensepariertes System zuriick in eine ho-
mogene Losungsphase liberfiihren und zum anderen sind kompatible Osmolyte, wie das hier
diskutierte Trimethylamin-N-Oxid (TMAO), in der Lage, diese Proteinkondensate, die fiir
manche biologische Funktionen von entscheidender Bedeutung sind, gegen eine druckindu-
zierte Aufldsung zu stabilisieren. Der stabilisierende Effekt der kompatiblen Osmolyte auf
Proteinkonfigurationen mit geringerer Losungsmittelexposition gegeniiber Zustinden mit
héherer Losungsmittelexposition!!?*, wie z.B. die Stabilisierung gefalteter Proteine gegen-
iber Entfaltungsprozessen oder die Stabilisierung kondensierter LLPS-Zustinde gegeniiber
einer Auflosung, hingt wahrscheinlich mit der Tatsache zusammen, dass die Wechselwir-
kungen zwischen diesen Osmolyten und den verschiedenen Komponenten von Polypep-

125

tidketten im Allgemeinen ungiinstig sind.['>*! Diese ungiinstige Wechselwirkung zwischen

den Proteinen und den Osmolyten fiihrt zu einem bevorzugten Ausschluss der Osmolyte von
den Proteinoberfldchen und zu energetisch bevorzugten kompakteren Konfigurationen.!!26l
Eine physikalisch sinnvolle Erkldrung fiir die kombinierte druck- und Osmolyt-abhédngige
Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von yD-Kristallin, wobei auch die Auswirkungen der Hohl-

raumvoluminal®?! auf die Druckempfindlichkeit beriicksichtigt werden miissen, wird in Ka-

pitel 3.4 diskutiert.
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3.3 Druck- und Osmolyt-abhiangige LLPS des intrinsisch

ungeordneten Proteins a-Elastin

Die in den letzten zwei Jahrzehnten erzielten Fortschritte bei der Erforschung der wichtigen
biologischen Funktionen von intrinsisch ungeordneten Proteinen und intrinsisch ungeordne-

71271281 und Verweise darin) bestitigen die Auffassung,

ten Proteinregionen (sieche Referen
dass alle Konformationszustinde von Biomolekiilen, einschlieBlich der ungeordneten Kon-
formationen, fiir lebenswichtige Prozesse innerhalb der Zelle genutzt werden konnen. Neben
der Protein-LLPS, die gefaltete globulédre Proteine betrifft, werden in vielen Féllen biomo-
lekulare LLPS durch dynamisch multivalente Wechselwirkungen von ungeordneten Protein-

13.129.1301 1 T PS-bedingte multivalente Wechselwirkungen kénnen da-

regionen angetrieben.!
her auch zwischen chemischen Gruppen, wie hydrophobe, aromatische und geladene Resten,

stattfinden.

31" ist die hydrophobe

Von allen 18sungsmittelvermittelten biomolekularen Triebkriften!
Wechselwirkung am bekanntesten fiir ihre besondere Temperaturabhéngigkeit, insbesondere
im Zusammenhang mit der kalten Denaturierung von Proteinen.!'32135] Unter dem Phéno-
men der Kiltedenaturierung versteht man, dass entfaltete Proteine durch Temperaturerhd-
hung vom entfalteten in den gefalteten Zustand iibergehen, was der LLPS mit einer LCST
ahnlich ist. Bei gefalteten Proteinen liegt die Temperatur der kalten Denaturierung jedoch in
der Regel deutlich unter dem Gefrierpunkt der Losung. Als Beispiel fiir druck- und Osmolyt-

abhingige LLPS von IDPs werden in dieser Arbeit Forschungsdaten von a-Elastin mit einer

LCST présentiert.

Vernetztes Elastin ist neben Kollagen ein Hauptbestandteil der extrazelluldren Matrix, die
dem Gewebe der Wirbeltiere, einschlielich der Blutgefidle und der Haut, Elastizitét ver-
leiht.[*®) Dabei besteht das Elastin-Netzwerk aus langen amorphen Polymerketten, die im
Gewebe durch Desmosin und Isodesmosin kovalent miteinander quervernetzt sind.['*” Das
wasserlosliche Monomer der Elastin-Polymerkette ist das Tropoelastin mit einer molekula-
ren Masse von 60 kDa. Die Aminoséuresequenz des asymmetrischen Molekiils weist eine
alternierende hydrophobe und hydrophile Doménenstruktur auf. Tropoelastin ldsst sich in
die funktionell voneinander getrennte N- und C-terminale Region unterteilen, die iiber eine
hoch Protease-empfindliche bridge-Region miteinander verbunden sind. Die hohe Elastizitit
innerhalb des Proteinnetzwerks wird durch die lange elastische coil-Struktur innerhalb der

N-terminalen Region bewerkstelligt, wihrend die direkt darauffolgende hinge-Region fiir
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die intermolekularen Quervernetzungen zur Verfiigung steht. Die C-terminale Region dient
als Interaktionseinheit und ermdglicht das Binden einer N-terminalen Region eines weiteren

Monomers zu einer langen Polymerkette.!3®!

a-Elastin ist das 16sliche Produkt, das durch Oxalséurehydrolyse aus den Elastinfasern ge-
wonnen wird. Die Koazervationseigenschaften von a-Elastin dhneln denen von Tropoelas-
tin.[13%1401 Wie bei Tropoelastin hat auch das o-Elastin eine alternierende hydrophobe und
hydrophile Doménenstruktur. Die hydrophoben Bereiche weisen unpolare Aminosdurereste
mit dem sich wiederholenden Motiv VGVAPG auf54#!41-144] Insgesamt machen die hydro-
phoben Reste ~80 % der Primérsequenz aus. Die Konformationen von a-Elastin in Wasser
sind weitgehend ungeordnet. Ein wesentlicher Unterschied zu dem Tropoelastin sind die am
a-Elastin zuriickgebliebenen Fragmente der Quervernetzung, die durch die Hydrolyse der

Elastinfasern entstanden sind.

In voran gegangenen Studien untersuchten Cinar et al. die temperatur- und druckabhingige
Fliissig-Fliissig-Phasentrennung vom intrinsisch ungeordneten Protein (IDP) a-Elastin.[>¥
Diese zeigten, dass a-Elastin unterhalb der Raumtemperatur bei Umgebungsdruck als eine
homogene wissrige Losung vorliegt, die sich jedoch beim Erwdrmen triibt, d.h. eine untere
kritische Losungstemperatur (LCST) aufweist. Des Weiteren wurde in der Studie im
mittleren Temperaturbereich (~30 °C) ein druckinduzierter reentranter Phaseniibergang
nachgewiesen. Da die LLPS von a-Elastin durch eine LCST charakterisiert ist, wurde fiir
das a-Elastin bei hoheren Temperaturen fiir alle gemessenen Driicke eine phasengetrennte
Losung beobachtet.’*! Um festzustellen, ob Anderungen der Sekundirstruktur fiir die LLPS
in a-Elastin verantwortlich sind, wurden in der Studie zusitzlich FT-IR-Spektroskopie-
Messungen durchgefiihrt. Es wurde gezeigt, dass mit zunehmender Temperatur nur eine
leichte Abnahme der ungeordneten Strukturen und eine damit einhergehende Zunahme der
Loop/Turn-Struktur stattfand. Es wurde auch gezeigt, dass sich die Struktur des konforma-
tionellen Ensembles von a-Elastin selbst bis zu Driicken von 10 kbar nicht signifikant ver-

andert.>4
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3.3.1 Temperatur- und druckabhédngige Turbidititsmessungen

Auf Grundlage der vorangegangenen Studien von a-Elastin wurde weiterfithrend das tem-
peraturabhidngige Phasenverhalten von a-Elastin in Gegenwart von TMAO untersucht. Zur
Bestimmung der TMAO-abhédngigen Triibungspunkttemperaturen wurden temperaturab-
hiingige Absorptionsspektren einer 20 mg mL™' a-Elastin-Losung in einem Wellenlingen-
bereich von 250 — 500 nm bei ausgewidhlten TMAO-Konzentrationen (0 — 200 mM) aufge-
nommen (Abbildung 9.4). Die Messungen erfolgten in einem Temperaturbereich von
20 —95 °C bei 1 bar. AnschlieBend wurden die Absorptionsintensititen, die sich aus den
Absorptionsspektren bei 400 nm ergeben, als Funktion der Temperatur aufgetragen und sind

in Abbildung 3.12 gezeigt.
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Abbildung 3.12: Temperatur- und Osmolyt-abhéngige LLPS von a-Elastin. Dargestellt ist die
UV/Vis-Absorption bei 400 nm von 10 mM a-Elastin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) als
Funktion der Temperatur bei verschiedenen TMAO-Konzentrationen (0-200 mM). Das Einsetzen
der Flissig-Fliissig-Phasentrennung ist mit einer drastischen Triibung der Losung durch Tropfchen-
bildung proteinreicher Phasen verbunden, was zu einem steilen Anstieg der Absorption (Triibung)
fiihrt. Alle Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modi-
fiziert.l%*!

Die wiahrend der Messungen beobachteten hohen Absorptionsintensititen sind auf die zu-
nehmende Triibung (Lichtstreuung) und die damit verbundene Tropfchenbildung (Koazer-
vation) in der Probenldsung zuriickzufiihren. Dem entsprechend spiegeln Absorptionsinten-
sitdten von 4 = 0 eine klare, homogene Phase in der Probenlosung wider. Eine reine Losung
von 20 mg mL! a-Elastin weist einen klar definierten temperaturinduzierten Triibungspunkt

bei = 25 °C auf, der den Beginn der Koazervation signalisiert. Nach dem Uberschreiten der
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Triibungspunkttemperatur ist ein abrupter Absorptionsintensititsanstieg zu beobachten, der
bei weiterer Temperaturerhdhung (~30 °C) zu sinken beginnt. Wie in den vorherigen Be-
obachtungen bei yD-Kristallin wiirde die sinkende Absorptionsintensitédt eine Abnahme der
Tropfchenzahl suggerieren. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass auch hier die Koaleszenz der

phasenseparierten Tropfchen die Ursache fiir die abnehmende Absorptionsintensitét ist.

Wie aus den Daten ersichtlich wird, haben bereits sehr geringe Konzentrationen von TMAO
einen signifikanten Einfluss auf das LLPS-Verhalten von Elastin. So wird der Triibungs-
punkt einer 20 mg mL™! a-Elastin-Ldsung durch die Zugabe von 10 mM TMAO um 7 °C
erhoht. Eine weitere Erhohung der TMAO-Konzentration auf 40 mM bewirkt eine Verschie-
bung der Triibungspunkttemperatur auf ~50 °C. Bei einer 200 mM TMAO-L&sung wurde
eine Triibung der Losung erst oberhalb einer Temperatur von ~70 °C beobachtet. Interes-
santerweise fiihrt die Zugabe von TMAO, neben der Triibungspunkterhdhung, auch zu ei-
nem friiheren Ubergang von der Intensititszunahme zur Intensititsabnahme. Mit zunehmen-
der TMAO-Konzentration weisen die Kurvenverldufe der Absorptionsintensititen geringere
Maxima auf. Vermutlich tritt die Koaleszenz der phasenseparierten Tropfchen in Gegenwart

von TMAO schneller ein.

Die druckabhdngigen Turbiditdtsmessungen wurden bei 400 nm in einem Druckbereich von
1 — 2000 bar und einem Temperaturbereich von 26 — 35 °C durchgefiihrt. Abbildung 3.13
zeigt den Vergleich der druckabhingigen Anderung der Absorptionsintensitit, in einem
Temperaturbereich von 26 — 35 °C, einer reinen 20 mg mL"! a-Elastin-Lésung und einer
a-Elastin-Losung in Anwesenheit von 10 mM TMAO. Die druck- und temperaturabhéngi-
gen Turbiditdtsmessungen der reinen a-Elastin-Lésung wurden basierend auf den Daten von
Cinar et al.l’¥ reproduziert. Bei etwa 26 °C und Umgebungsdruck, Bedingungen bei denen
fiir die reine a-Elastin-Losung eine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung beobachtet wird, reicht
bereits ein Druck von = 200 bar aus, um eine homogene Phase zu induzieren. Eine weitere
Kompression der Probe bis auf 1800 bar flihrt zu einem Wiedereintritt in eine phasensepa-
rierte Losung (Abbildung 3.13a). Weiterfithrende Messungen bei hoheren Temperaturen ha-
ben gezeigt, dass sich mit zunehmender Temperatur der Abstand zwischen den jeweiligen
Ubergangsdriicken verkleinert. So wird bei einer Temperatur von 30 °C der Ubergang vom
ersten phasenseparierten Zustand in eine homogene Losung bei einem Druck von etwa
500 bar beobachtet, wihrend eine erneute Phasentrennung schon ab 1500 bar stattfindet. Da
die LLPS von a-Elastin durch eine LCST charakterisiert ist, bleibt die a-Elastin-Ldsung bei

hoheren Temperaturen fiir alle gemessenen Driicke phasengetrennt. Dennoch weist die Tur-
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biditdtsmessung auch bei diesen erhohten Temperaturen weiterhin ein Minimum im mittle-

ren Druckbereich auf (Abbildung 3.13a).

Auch in Anwesenheit von 10 mM TMAO wird bei der a-Elastin-Losung bis 32 °C ein druck-
induziertes reentrantes Phasenverhalten beobachtet, wobei die Phaseniibergangstemperatu-
ren und -driicke gegeniiber a-Elastin ohne TMAO leicht verschoben sind (Abbildung 3.13b).
So ist bei einer Temperatur von 30 °C der Phaseniibergang in die homogene Phase erst ab
einem Druck von ungefahr 800 bar vollstdndig abgeschlossen, wéihrend eine erneute Pha-

sentrennung oberhalb von 1500 bar induziert wird.
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Abbildung 3.13: Druckinduzierter Wiedereintritt in den phasenseparierten Zustand einer a-Elastin-
Losung. Dargestellt sind UV/Vis-Absorptionsspektren (400 nm) (a) einer reinen 20 mg mL!
a-Elastin-Lésung und (b) einer a-Elastin-Losung mit 10 mM TMAO in Abhéangigkeit des Drucks
(bis ~2 kbar) bei ausgewahlten Temperaturen. Die in der Abbildung a) dargestellten Daten wurden,

basierend auf den Daten von Cinar et al.’%, reproduziert. Die Abbildungen wurden gemif der Refe-

renz modifiziert.!

3.3.2 Temperatur- und druckabhéngige Lichtmikroskopie

Um das temperaturabhéngige Phasenverhalten des Elastin-Systems direkt zu visualisieren,
wurden, begleitend zu den Turbiditditsmessungen, lichtmikroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt. Die Untersuchungen wurden bei ausgewéhlten Temperaturen und in einem
Druckbereich von 1 bis 1600 bar aufgenommen. In Abbildung 3.14 ist das temperatur- und
druckabhiingige Phasenverhalten einer reinen 20 mg mL™! a-Elastin-Losung gezeigt. In gu-
ter Ubereinstimmung mit den Turbidititsmessungen ist bei 30 °C ein reentrantes Phasenver-
halten von a-Elastin zu beobachten. Nach dem Erhitzen einer homogenen a-Elastin-Losung
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auf 30 °C ist eine Phasentrennung mit kondensierten Phasentropfchen zu beobachten, die
sich bei einem Druck von 800 bar vollstdndig aufldsen und sich, bei weiterer Kompression

der Losung auf 1600 bar, wieder bilden. Bei Temperaturen iiber 32 °C konnen iiber den ge-

samten Druckbereich Phasentropfchen beobachtet werden.

800 bar

900 bar IR 1 400 bar

Abbildung 3.14: Temperatur- und druckabhingige LLPS einer reinen 20 mg mL"' a-Elastin-
Losung. Gezeigt werden hier lichtmikroskopische Aufnahmen von a-Elastin bei a) 30 °C und b) bei
34 °C. Die Messungen erfolgten in einem Druckbereich von 1 — 1800 bar. Der Fokus des Objektivs
lag in der Volumenphase der a-Elastin -Probe. Die Malstabsskala (schwarzer Balken) entspricht
einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.

Unabhéngig von der Temperatur und dem herrschenden Druck betrdgt der Durchmesser der
Tropfchen sowohl im ersten als auch im zweiten phasenseparierten Zustand ungefahr 5 pm.
In Anwesenheit von 10 mM TMAAO ist eine leichte Verschiebung der Phasengrenzen zu be-
obachten. Der Abstand der Ubergangsdriicke nimmt, wie schon zuvor in den Turbiditits-
messungen gezeigt, ab (Abbildung 3.15). Auch in Gegenwart von TMAO liegt die a-Elastin-
Losung bei hoheren Temperaturen aufgrund seiner unteren kritischen Losungstemperatur

iiber den gesamten gemessenen Druckbereich phasengetrennt vor (Abbildung 9.6).
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1 bar | > 1100 bar] > 1600 bar

Abbildung 3.15: Druckabhingige LLPS von 20 mg mL™"! a-Elastin in einer10 mM TMAO-Lsung.
Gezeigt werden hier lichtmikroskopische Aufnahmen von a-Elastin bei 32 °C. Die Messungen er-
folgten in einem Druckbereich von 1 — 1600 bar. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase
der a-Elastin-Probe. Die MafBistabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 50 um. Die
Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[>*!

In der folgenden Abbildung 3.16 ist ein vorldufiges 7-p-Phasendiagramm von einer reinen
a-Elastin-Losung und einer Losung zuziiglich 10 mM TMAO gezeigt, das durch Turbidi-
tatsmessungen ermittelt und durch Mikroskopieaufnahmen bei ausgewihlten Temperatur-
Druck-Punkten reproduziert wurde. Aus den Daten geht deutlich hervor, dass die Zugabe
des Osmolyts TMAO zu einer Verkleinerung des Einphasenbereichs in der Temperatur-
Druck-Ebene bei mittlerer bis hoher Temperatur fiihrt. Auch der verringerte Abstand zwi-

schen den Ubergangsdriicken der jeweiligen Phasen ist im Phasendiagramm gut erkennbar.

Eine plausible Erklarung fiir das hier beobachtete temperatur- und druckabhéngige Phasen-
verhalten des intrinsisch ungeordneten Proteins (IPD) a-Elastin wurde von Cinar et al. vor-
geschlagen.®¥ Das physikalische Modell basiert auf der Annahme, dass bei atmosphiri-
schem Druck der phasenseparierte kondensierte Zustand des a-Elastins weitgehend durch
giinstige hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den unpolaren Aminosédureresten stabi-
lisiert wird. So geht aus NMR- und molekulardynamischen al/-atom Simulationsdaten her-
vor, dass die Stabilisierung der kondensierten Phase zumindest teilweise durch transiente
(d.h. zeitlich begrenzte) unpolare Seitenkettenkontakte erfolgt, wobei die Seitenketten selbst
auch in der kondensierten Phase signifikant hydratisiert sind. Des Weiteren geht aus den
Daten hervor, dass die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung die Bildung von hydrophoben Do-
minen beinhaltet, die sich aus der Bildung von zeitlich begrenzten B-Schleifen in den hoch-

dynamischen und ungeordneten Ketten ergeben.[14:146]
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Abbildung 3.16: Gezeigt ist hier das Zusammenspiel von Temperatur, Druck und Osmolyteffekte
auf die LLPS von a-Elastin. Das T-p-Phasendiagramm von a-Elastin ohne TMAO ist griin und das
entsprechende Phasendiagramm mit 10 mM TMAO rot. Das Fliissig-Fliissig-phasengetrennte Gebiet
ist, entsprechend der jeweiligen Proben, farbig gekennzeichnet, wihrend das homogene 1-Phasenge-
biet durch weiBle Flichen gekennzeichnet ist. Die Datenpunkte fiir die Triibungspunktbestimmung
wurden aus den Turbiditdtsmessungen entnommen (die Fehlerbalken ergeben sich aus drei vonei-
nander unabhdngigen Messungen). Die gemessenen LLPS-Daten fiir die reine a-Elastin-Losung
stammen von Cinar et al.** Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[*!

Daher kann die Annahme getroffen werden, dass bei geringen Driicken die dynamischen
Kettenkonfigurationen im kondensierten fliissigen Zustand grofle Mengen an wasserfreien
Hohlraumvolumina beinhalten. Unter dieser Voraussetzung wiirde eine Druckerh6hung die
Destabilisierung der kondensierten Phase bewirken, da ein Ubergang in die homogene, ver-
diinnte Phase ein vergleichsweise geringeres Gesamtvolumen bewirken wiirde. Da bei wei-
terer Druckerhdhung fiir a-Elastin sich eine zweite kondensierte Fliissigphase bei Tempera-
turen unterhalb von ~32 °C bildet (Abbildung 3.16), wurde weiterfiihrend von Cinar et al.
die Hypothese aufgestellt, dass dies eine Folge besonderer Solvatationseffekte sein
konnte.** Diese seien dhnlich zu den Solvatationseffekten, die bei Simulationen paarweiser
unpolarer Wechselwirkungen beobachtet werden. Es wurde gezeigt, dass durch Wasser ver-
mittelte unpolare Seitenkettenkontakte zu einem geringeren Gesamtvolumen fiihren konnen,
als wenn das Seitenkettenpaar oder die unpolaren gelosten Stoffe einzeln dem Losungsmittel

exponiert sind.[**:147]

Bei hoheren Temperaturen wird jedoch keine homogene Phase beobachtet. Eine mogliche
Erklarung wére, dass die temperaturbedingte, zunehmende Stirke der hydrophoben Kon-

takte die homogene Phase im Verhiltnis zu den kondensierten Phasen bei niedrigen und
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hohen Driicken destabilisiert, so dass bei mittlerem Druck und héheren Temperaturen keine

ausgeprigte homogene Phase zu beobachten ist.[*¥

Ein weiteres intrinsisch ungeordnetes Polypeptid, das sowohl in vitro als auch in Zellen eine
Fliissig-Fliissig-Phasentrennung aufweist, ist der N-terminale Rest der DEAD-Box-
Helikase!'*8], Ddx4.l'*1 Ddx4 agiert in der Zelle als RNA-Helikase und ist ein wichtiger
Bestandteil der Keimgranula.!'8! Die hochkonservierte DEADbox-Domine besitzt eine ATP
getriebene Helikase-Aktivitit, die fiir das Entwirren der dsRNA verantwortlich ist.!!31:148]
An diese Domine gliedern sich die intrinsisch ungeordneten N- und C-Termini an. Die Wild-
typ-Aminosiuresequenz 1 — 236 der N-terminalen ungeordneten Region von Ddx4™! enthilt
alternierende geladene Blocke, die jeweils mit negativ und positiv geladenen Aminosiu-
reresten angereichert sind.!'®!"% Aufgrund des Musters der geladenen Blocke ist es dem
Ddx4 IDR moglich, eine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung mit einer oberen kritischen Lo-
sungstemperatur auszubilden. Ein Verlust dieses Blockmusters fiihrt zu einer als Ddx4™N! CS
bekannten Mutante, welche aufgrund der gestorten Ladungsénderung eine verringerte Nei-

181301 Daraus ergibt sich, dass das sequenzspezifische La-

gung zur Phasentrennung besitzt.!
dungsmuster und nicht die Summe der positiven und negativen Ladungen pro Sequenz wich-
tig fiir das Phasenverhalten von Ddx4™! ist.[®15% Neben den elektrostatischen Wechselwir-
kungen sind fiir das Phasenverhalten von Ddx4™! auch Aminosiurereste wichtig, die in der
Lage sind, m-n-Wechselwirkungen zu bilden. Mutationen wie das Ersetzen von Arginin
durch Lysin oder das Entfernen von aromatischen Ringen bewirken eine verringerte Neigung

[18,150,151

zur Phasenseparation. I'In vitro Untersuchungen haben gezeigt, dass die Koazerva-

tion von Ddx4 IDR durch Herabsenken der Temperatur bzw. der Salzkonzentration induziert

18,150] [150]

wird!

Druck- und TMAO-abhiingige Studien™ haben gezeigt, dass auch im Fall von Ddx4 IDR die

, wobei eine Verdnderung der Sekundirstruktur nicht beobachtet wurde.

Zugabe des Osmolyten TMAO zu einer signifikanten Verschiebung des Triibungspunkt-
drucks hin zu héheren Driicken fiihrt."3! Im Gegensatz zu a-Elastin wurde fiir die Ddx4 IDR
in dieser Studie kein reentranter Phaseniibergang in dem vermessenen Druckbereich bis

300 bar beobachtet.!>!

** Die Untersuchungen am IDR Ddx4 wurden von Zamira Fetahaj durchgefiihrt, ausgewertet und interpretiert.
Die entsprechenden Daten wurden in der Referenz®?! publiziert.
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3.4 Erklarung der 7-, p-, und TMAO-abhéngigen Protein-

LLPS hinsichtlich der I6sungsmittelvermittelten

Wechselwirkungen zwischen Proteinmolekiilen'”

Angesichts der Bedeutung biomolekularer Kondensate in der Biologie, Biomedizin und Bio-
technologie ist ein umfassendes physikalisches Verstindnis des biomolekularen LLPS-Pha-
nomens wichtig fiir grundlegende wissenschaftliche Fortschritte. Das gewonnene Wissen
wiirde auch technologische Anwendungen, wie die Entwicklung neuartiger Therapeutika
und die Herstellung neuer polymerer Materialien, auf der Grundlage des Designs protein-
dhnlicher Sequenzen mit gewiinschten LLPS-Eigenschaften ermdglichen. Die theoretische
Untersuchung biomolekularer LLPS steckt noch in den Kinderschuhen und birgt zahlreiche
Herausforderungen, aber auch Chancen. Idealerweise wiirde man LLPS-Systeme anhand
von Theorien und Modellen untersuchen wollen, die genaue strukturelle und energetische
Details enthalten. Derzeit ist ein solcher Ansatz jedoch noch limitiert. Simulationen biomo-
lekularer LLPS mit einem expliziten Wassermodell, wie sie fiir yII-Kristallin'*?! und
Elastin-dhnliche Polypeptide!!*¢! durchgefiihrt wurden, sind sehr rechenintensiv, da eine aus-
sagekriftige Modellierung der LLPS — die eine Eigenschaft vieler Molekiile ist — eine be-
trachtliche Anzahl von Proteinmolekiilen beriicksichtigt muss. Dariiber hinaus ist bekannt,
dass gingige atomare Kraftfelder fiir IDPs und ungefaltete Zustinde globuldrer Proteine un-
genau sind, da sie dazu neigen, Konformationen vorherzusagen, die stark kraftfeldabhéngig
sind!'>¥ und oft viel kompakter sind als die experimentellen Beobachtungen.!'>* Mit dem
Einsatz der modifizierten Kraftfelder a03ws,!!3*) CHARMM?36m,!'3! und 2992B-disp!!>”!
wurde versucht, die Leistung der Kraftfelder fiir IDP-Anwendungen zu verbessern. Keine
der bisher vorgeschlagenen modifizierten Kraftfelder eignet sich jedoch fiir globuldre Pro-
teine oder fiir IDPs, wodurch die Frage aufgeworfen wird, ob die mathematischen Ausdriicke
der paarweisen Wechselwirkungen in den derzeitigen Kraftfeldern limitiert sind und bei-
spielsweise Mehrkorpereffekte einbezogen werden miissen, um diese biomolekularen Sys-
teme genauer zu erfassen.!'>8-1%0 Allerdings wurden in diesem Zusammenhang bereits Fort-
schritte erzielt hinsichtlich der Frage, wie die LLPS von IPDs von ihren Aminoséuresequen-
zen abhédngen, indem coarse-grained Ansdtze verwendet wurden. Dazu gehoren die

analytische Theoriel**#7161-163] " Gitter-[1**] und Kontinuum-basierte!!6>-1"] explizite Ketten-

1 Die hier beschriebenen physikalischen Uberlegungen entstanden in Kooperation mit Prof. Dr. Hue Sun Chan.
Die Daten wurden in der Referenz®*! publiziert.
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modelle,!'®® und feldtheoretische Simulationen. Diese Studien zeigen, dass die LLPS nicht
nur auf die elektrische Nettoladung einer IDP, sondern auch auf das Ladungsverteilungs-
muster entlang ihrer Aminosiuresequenz empfindlich reagiert.'®'71 Mean-field und
coarse-grained Ansétze haben ebenfalls wichtige Erkenntnisse {iber die LLPS von globula-
ren Proteinen, IDPs und IDRs sowie iiber die Rolle der Kationen-n-Interaktionen!'®"'7?) und

RNA geliefert.

Von allen Arten der 16sungsmittelvermittelten Wechselwirkungen, die zur biomolekularen
LLPS beitragen konnen, sind hydrophobe Wechselwirkungen beziiglich der Temperatur und
Druckabhingigkeit wahrscheinlich am besten charakterisiert. Obwohl das Wissen selbst in
diesem Fall noch rudimentir ist, kénnen aus experimentellen Daten!'32!73:1"4 ynd expliziten
Wassersimulationen iiber einfache hydrophobe Wechselwirkungen[40#1:147:175.176] nijtz]iche
Einblicke in 7- und p-abhiingige LLPS-Phinomene gewonnen werden.> Vorangegangene
Studien haben gezeigt, dass innerhalb eines bestimmten Temperaturbereichs die Stédrke
giinstiger hydrophober Wechselwirkungen mit steigender Temperatur zunimmt.[132173:174]

1771 Solch eine Tem-

Jiingste bioinformatische Analysen wiesen einen dhnlichen Trend auf!
peraturabhingigkeit deutet darauf hin, dass die hydrophobe Triebkraft, durch die kompakte
einkettige Proteinkonformationen begiinstigt werden, bei niedrigeren Temperaturen verrin-
gert wird. Somit bietet sie eine physikalische Erklarung fiir die Kéltedenaturierung von Pro-

teinen, wie sie seit den spédten 1980er Jahren mit Hilfe der analytischen mean-field-Theo-

133 134,135,178

rie!*3 und der Gittermodelle untersucht wurde.! I Der gleiche temperaturabhiingige
Trend der hydrophoben Wechselwirkungen kann bei einem mehrkettigen Proteinsystem, das
zunéchst in einer homogenen Losungsphase vorliegt, zu einer LLPS bei ausreichend hohen
Temperaturen und somit zu einer LCST flihren. Dies wurde erst kiirzlich fiir IDP-dhnliche

Sequenzen beschrieben, 44921791801

Zur Erorterung der durch die Hydrophobizitdt getriebenen 7- und p-abhéngigen LLPS wur-
den die relevantesten Ergebnisse expliziter Wassersimulationen paarweiser hydrophober
Wechselwirkungen!!#1-18) in Abbildung 3.17 zusammengefasst, wobei geldste Methan-
molekiile als einfaches Modell fiir die hydrophoben Gruppen in den Proteinen dienen. Das
Potential der mittleren Kraft (potential of mean force, PMF) eines in Wasser gelosten Stoft-
paares ist die effektive, durch das Losungsmittel vermittelte freie Wechselwirkungsenergie
zwischen den geldsten Stoffen in Abhdngigkeit ihres rdumlichen Abstands. Typischerweise
weisen PMFs fiir ein Paar hydrophober geloster Stoffe ein Kontaktminimum (contact mini-

mum, cm) auf, an dem die anziehende Wechselwirkung am giinstigsten ist, aulerdem eine
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Desolvatationsbarriere (desolvation barrier, db), an der die Wechselwirkung am ungiinstigs-
ten (abstoBend) ist und ein 16sungsmittelgetrenntes Minimum (solvent-separated minimum,

ssm), welches eben-falls giinstig ist (ist liblicherweise jedoch geringer als das Kontaktmini-

mum).
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Abbildung 3.17: Temperatur- und Druckabhéngigkeit paarweiser hydrophober Wechselwirkungen.
Die simulierten Eigenschaften der wasservermittelten Wechselwirkung zwischen einem Methan-
Paar (Solvent), die durch einen variablen Abstand & getrennt sind, wurden durch Mittelung iiber die
Freiheitsgrade von Wasser (Losungsmittel), unter Verwendung des expliziten TIP4P-Modells von
Wasser in NPT-Ensembles, bei einem gegebenen Druck erhalten.[**!75! "¢cm", "db" und "ssm" bezie-
hen sich jeweils auf ein Methanpaar bei & -Werten fiir das Kontaktminimum, die Desolvatationsbar-
riere und das 16sungsmittelgetrennte Minimum ihres mittleren Kraftpotenzials (PMF). Die Ergeb-
nisse bei erhohter Temperatur bzw. erhéhtem Druck gegeniiber den Umgebungswerten werden durch
die Buchstaben "7" und "p" mit einem nach oben gerichtetem Pfeil angezeigt. In den schematischen
Darstellungen (a) und (b) sind die Methan- und Wassermolekiile als orangefarbene bzw. dunkel blaue
Kugeln dargestellt. Die hellblauen Bereiche stellen den Raum im System dar, der fiir die Wassermo-
lekiile zugénglich ist, wihrend die Hohlraumvolumina, die fiir die Wassermolekiile sterisch unzu-
ginglich sind, weil} dargestellt sind. Zwei-Methan-PMFs bei 7=298.15 K, p= 1 atm=1.013 bar
(gestrichelte gelbe Kurve); T=313 K, p=1 atm (rote Kurve); und 7=298.15K, p = 3000 atm
= 3.040 kbar (blaue Kurve). Die Verianderung des Gesamtvolumens des Methan-Paares zuziiglich
des Wassersystems bei unterschiedlichem Methan-Methan-Abstand & wird durch die unterschiedli-
chen KastengroBen der schematischen Zeichnungen hervorgehoben. ¢) Simuliertes ¢-abhingiges Par-
tialvolumen eines Methan-Paares in Wasser bei 7= 298.15 K und p = 1 atm (obere hellgriine durch-
gezogene Kurve) und p = 3000 atm (untere dunkelgriine durchgezogene Kurve). Die aufgetragenen
Volumina (vertikale Skala) sind relativ zu einer Basislinie, die dem Teilvolumen zweier unendlich
getrennter, nicht wechselwirkender Methanmolekiile bei p = 1 atm entspricht (horizontale Achse).
Die gestrichelten gelben Kurven zeigen mogliche Zunahmen des Partial-volumens von zwei Methan-
molekiilen, wenn sie Teil eines groBeren kompakten Aggregats mit zunehmendem Hohlraumvolu-
men sind. Der Rest des Aggregats wird schematisch durch die orangefarbene Schattierung ganz un-
ten, in der linken Zeichnung (b), dargestellt. Teile dieser Abbildung wurden von Shimizu und
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Chan!'”!, Dias und Chan™” und Cinar et al.’*! iibernommen und modifiziert, wobei rechnerisch er-
mittelte Details angegeben sind.

Abbildung 3.17a zeigt, dass das Kontaktminimum herabgesetzt wird, daher giinstiger wird,
wenn T die Raumtemperatur iibersteigt.l!””! Dieser Trend stimmt mit den Beobachtungen
einer Kéltedenaturierung oder einer LCST fiir bestimmte Proteine iiberein, die maB3geblich
an hydrophoben Wechselwirkungen beteiligt sind. Wenn der Druck iiber den Umgebungs-
druck hinaus erhoht wird, werden sowohl das Kontaktminimum als auch das 16sungsmittel-
getrennte Minimum herabgesetzt, wéhrend sich die Desolvatationsbarriere erhoht. Die
druckbedingte Erh6hung der Desolvatationsbarriere ist im Wesentlichen darauf zuriickzu-
fithren, dass das partielle Molvolumen des geldsten Stoffpaares und damit das Gesamtvolu-
men des Systems grofer ist, wenn sich die gelosten Stoffe in der Konfiguration der Desol-
vatationsbarriere befinden, da ein fiir Wasser sterisch unzugéinglicher Hohlraum entsteht
(Abbildung 3.17b). Dies hat zur Folge, dass Konfigurationen mit gréferen Systemvolumina
bei hoheren Driicken eher ungiinstig sind. Daraus geht hervor, dass das Gesamtsystemvolu-
men erwartungsgemifl mit zunehmendem Druck von 1 — 3000 atm abnimmt, wobei die
Konfigurationen der Desolvatationsbarriere stets eines der grof3ten Partialvolumina bei ge-
gebenem Druck aufweisen. Dieses physikalische Modell, das im Wesentlichen auf einer ge-
ometrischen Vorgabe beruht, erweist sich als zuverldssig, da dhnliche Volumenbarrieren
auch in den simulierten PMFs groBerer Proteinfragmente auftreten.!!3*-186 Dieses simulierte
Szenario bietet somit eine physikalische Grundlage fiir die experimentelle Beobachtung po-
sitiver Aktivierungsvolumina bei der Proteinfaltung, die sich in einer langsameren Faltungs-
kinetik unter hohem Druck duBert.[*’! AuBerdem wird aus der Abbildung 3.17¢ ersichtlich,
dass das Partialvolumen der beiden hydrophoben Solute am geringsten ist, wenn sie sich in
der Konfiguration des 16sungsmittelgetrennten Minimums befinden, wenn also ein Wasser-
molekiil eng zwischen beide Molekiile zu liegen kommt. Daraus ldsst sich schlielen, dass

diese Konfiguration unter hohem hydrostatischem Druck begiinstigt werden kann.

Aus konzeptioneller Sicht ist es jedoch wichtig zu erkennen, dass druckabhingige paarweise
PMFs als solche nicht ausreichen, um ein addquates physikalisches Verstindnis beziiglich
der Druckeffekte auf kompakte Proteinkonfigurationen zu erhalten. PMFs beriicksichtigen
nur Hydratationseffekte, wenn das geloste Paar als Ganzes in hohem Malle dem Wasser ex-
poniert ist. Kompakte Proteinkonfigurationen, wie gefaltete Zustinde globulédrer Proteine
oder kondensierte Proteintropfchen, konnen jedoch aufgrund fehlerhafter Packung ein be-
trachtliches Hohlraumvolumen aufweisen. Solche Hohlraumvolumina kénnen sogar deut-
lich groBer sein als diejenigen, die bei der Konfiguration der Desolvatationsbarriere auftreten
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(Abbildung 3.17b, linke Zeichnung und die gelb gestrichelten Kurven in Abbildung
3.17¢).1*% Daraus folgt, dass eine Darstellung der druckinduzierten Proteinfaltung, die aus-
schlieBlich auf druckabhingige paarweise PMFs!'#7] basiert, unvollstindig ist, da die Hohl-
raumvolumina in kompakten Proteinzustdnden nicht berticksichtigt wird. Wie bereits gezeigt
wurde,'8”] hiingt es von dem fiir die PMF-Simulation verwendeten Kraftfeld ab, ob das 16-
sungsmittelgetrennte Minimum bei hohem Druck stabiler ist als das Kontaktminimum. Dies

[188.189] ' nicht aber fiir die

gilt bei einem 2D-Toy-Modell fiir Kilte- und Druckdenaturierung
PMFs, die mit Hilfe des TIP4P-Wassermodells simuliert wurden (Abbildung 3.17a). Ein
Ansatz der besagt, dass das l6sungsmittelgetrennte Minimum bei hohen Driicken immer
stabiler ist als das Kontaktminimum, steht aulerdem im Widerspruch zu den experimentel-
len Beobachtungen, wonach Proteinhelices durch hohe Driicke stabilisiert oder zumindest
nicht destabilisiert werden.['**!°!l Unter Beriicksichtigung aller Uberlegungen wird deutlich,
dass der Einfluss des Drucks auf die Proteinkonfiguration am besten als eine Kombination
aus Hydratations- und Hohlraumvolumeneffekten zu verstehen ist. In der Tat konnten quan-
titative Modelle, die auf dem letztgenannten konzeptionellen Ansatz beruhen, erfolgreich
das druckabhiingige Verhalten kurzer helikaler Peptide!'*?! und der partiellen Molvolumina

globulirer Proteine beschreiben.[!**]

Entsprechend wurde diese Sichtweise genutzt, um die druckinduzierte reentrante LLPS von
o-Elastin zu beschreiben.®* Das beobachtete LCST-Verhalten von Elastin und Elastin-
dhnlichen Peptiden!!*¥ stimmt mit der allgemeinen Auffassung iiberein, dass die LLPS von

1461 Es wird davon ausge-

Elastin weitgehend von hydrophoben Effekten angetrieben wird.!
gangen, dass bei ausreichend hoher Temperatur und bei (niedrigem) Umgebungsdruck die
kondensierte Elastin-Phase durch dynamische hydrophobe Kontakte stabilisiert wird, die
dem Kontaktminimum und dem l6sungsmittelgetrennten Minimum des Zwei-Methan-PMF
entsprechen. Aus geometrischer Sicht enthalten solche locker gepackten dynamischen Ket-
tenkonfigurationen wahrscheinlich viele transiente Hohlraume. Wird der Druck erh6ht, wer-
den diese kondensierten Konfigurationen instabil, da der homogene Zustand nicht nur eine
groBBere Konfigurationsfreiheit (Entropie), sondern auch ein geringeres Hohlraumvolumen
aufweist, da wesentlich weniger hydrophobe Kontakte vorhanden sind. Dies fiihrt bei mitt-
leren Driicken zur Ausbildung einer homogenen Phase. Wird der Druck weiter erhoht, wer-
den 16sungsmittelgetrennte (solvent-separated) Konfigurationen aufgrund ihrer geringeren
partiellen Molvolumina stabiler. Daher kann das System einem durch Druck begiinstigtes
geringeres Volumen erreichen, indem es eine kondensierte Phase bildet, die durch 16sungs-

mittelgetrennte hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Teilchen stabilisiert wird. In
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dem hier vorliegenden Beispiel unterscheidet sich wahrscheinlich die kondensierte Hoch-
druckphase in geringem Male von der kondensierten Niederdruckphase. Da es keine starken
Volumenbeschrankungen gibt, bietet die kondensierte Niederdruckphase wahrscheinlich ein
hoheres Mal3 an Flexibilitdt bei der Konfiguration ihrer hydrophoben Wechselwirkungen
und besitzt damit eine groBere Konfigurationsentropie.l’* Diese Hypothese muss jedoch

noch experimentell tiberpriift werden.

Im Vergleich zur Hydrophobizitit wurde die (7,p)-Abhédngigkeit anderer potenziell LLPS-
induzierenden Wechselwirkungen weniger erforscht. Abbildung 3.18 zeigt reprdsentative
PMFs fiir solche Wechselwirkungen, die aus der Literatur entnommen wurden. Die Berech-
nungen hierfiir erfolgten lediglich fiir Umgebungsbedingungen.['*>-1°71 Abbildung 3.18a
zeigt ein Kationen-n-Potenzial. Abgesehen von Wasserstoftbriickenbindungen sind auch
Kationen-n- und n-n-Wechselwirkungen fiir die biomolekulare Struktur und LLPS von Be-
deutung.[31198.19] [nsbesondere die Kationen-n-Wechselwirkungen sind wahrscheinlich ein
wichtiger Faktor fiir die LLPS von Ddx4!!81501611 FUSHI7l ynd anderen IDP-Syste-

[200.201] Ays Abbildung 3.18a geht hervor, dass Kationen-n-Wechselwirkungen in wiiss-

men.
rigem Milieu wesentlich stirker sein konnen als ionische Salzbriickenwechselwirkungen.
(PMF = -6 bzw. -2 kcal mol!). Andere Berechnungen #hnlicher Kationen-n-Wechselwir-

kungen fiir Proteine ergaben etwas schwichere jedoch auch starke Wechselwirkungen.[?%?!

[203.204] deuten darauf hin,

Quantenchemische Berechnungen von n-n-Wechselwirkungen
dass m-nt-Wechselwirkungen von Aminosdureanaloga genauso stark sein kdnnen wie die Ka-
tion-n-Wechselwirkungen.?®*) Die in Abbildung 3.18a fehlende Desolvatationsbarriere in
den Wechselwirkungspotenzialen ist wahrscheinlich auf die implizite Solvatisierung zurtick-
zufiihren, die bei der Berechnungen verwendet wurde, wodurch die partikelformige Natur
(endliche GroBe) der Wassermolekiile vernachldssigt wird. Im Gegensatz dazu weisen in
Abbildung 3.18b-d alle mit explizitem Wasser simulierten PMFs trotz der hohen Empfind-
lichkeit gegeniiber dem verwendeten Kraftfeld Desolvatationsbarrieren auf. Selbst bei den
PMFs fiir ein Aminosédurepaar mit gleichen Ladungsvorzeichen ist eine Desolvatationsbar-

riere zu erkennen (Abbildung 3.18c). Auch die in Abbildung 3.18d gezeigten PMFs weisen

eine niedrige, aber dennoch erkennbare Desolvatationsbarriere auf.
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Abbildung 3.18: Beispiele fiir PMFs, die zu biomolekularen Wechselwirkungen beitragen konnen.
Die Arten der Wechselwirkungen werden durch die Karikaturen mit positiven und negativen Ladun-
gen bzw. einem Benzolring angezeigt. a) PMFs von Methylammoniumacetat- (gestrichelte Kurve)
und Methylammoniumbenzol-Wechselwirkungen (magentafarbene Kurve) als Modelle fiir Salzbrii-
cken- bzw. Kation-n-Wechselwirkungen in wassriger Losung. Gallivan und Dougherty verwendeten
fiir die Quantenberechnung Gaussian 94 in Verbindung mit einer impliziten Solvatisierung (Was-
ser).[11 b-d) Beispiele fiir PMFs, die mit (nicht quantenmechanischen) explicit-water atomic Simu-
lationen berechnet wurden. b) PMFs fiir ein Aminosdurepaar mit entgegengesetzter Ladung:
Arg+/Glu- (blaue Kurve), Lys+/Glu- (durchgéingige und gestrichelte rote Kurven sind fiir Side-to-
Side bzw. kollineare Konfigurationen; Die Simulationsdaten stammen von Masunov und Lazari-
dis)!"*® und Arg+/Asp- (durchgiingige und gestrichelte griine Kurven wurden mit den Kraftfeldern
OPLS 2005 bzw. AMBER ff13a berechnet; Die Simulationsdaten stammen von Debiec et al.).['"] ¢)
PMFs fiir ein Aminosdurepaar mit positiver Ladung: Lys+/His+. d) PMFs fiir ein Aminosdurepaar
mit negativer Ladung: Glu-/Glu-. Sowohl in c) als auch in d) sind die dunkel- und hellroten Kurven
fiir kollineare bzw. orthogonale Konfigurationen; Die Simulationsdaten wurden von Masunov und
Lazaridis iibernommen.!"*") Die Simulationen von Debiec et al. wurden mit dem TIP4P-Ew Wasser-
modell bei 7=298.15 K fiir p = 1 atm durchgefiihrt. Fiir die Simulationen von Masunov und Lazaridis
wurde das TIP3P Wassermodell bei gleicher Temperatur und gleichem Druck verwendet.?°’! Die
Abbildung wurde gemih der Referenz modifiziert.>*!

Die Temperaturabhidngigkeit der PMFs von Aminosédureanaloga ist nur in geringem Mal3e

untersucht worden. So zeigen beispielsweise mit explizitem Wasser simulierte PMFs von
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Acetat und Methylguanidinium eine leichte Zunahme der giinstigen Kontaktwechselwirkung
von 7 =300 K bis 400 K. Auch in diesen PMFs werden Desolvatationsbarrieren beobach-
tet.[2%] Das Auftreten solcher Desolvatationsbarrieren und 16sungsmittelgetrennter Minima,
die denen fiir hydrophobe Wechselwirkungen dhneln (Abbildung 3.17a), suggeriert, dass die
Uberlegungen zu den Hohlraumvolumina, hinsichtlich der Druckabhingigkeit und den 16-
sungsmittelgetrennten Konfigurationen mit geringem Volumen auch fiir - und Ladungs-
Ladungs-Wechselwirkungen gelten konnten. Um weitere Einblicke in die physikalischen
Grundlagen der (7, p)-abhdngigen biomolekularen LLPS zu gewinnen, sollten kiinftige Be-
mithungen auf die Aufklidrung der Temperatur- und Druckabhéngigkeit dieser Wechselwir-

kungen gerichtet sein.

Aufgrund der geladenen und hydrophoben Reste auf der Proteinoberfldche von gefaltetem
v-Kristallin ist davon auszugehen, dass die LLPS-Bildung bei geringer Temperatur und Um-
gebungsdruck durch transiente elektrostatische, hydrophobe und Van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen zwischen den benachbarten Proteinmolekiilen stabilisiert wird. Basierend auf ge-
ometrischen Uberlegungen sowie computergestiitzten Simulationen wird angenommen, dass
sich in den kondensierten Tropfchenphasen, aufgrund der sich voriibergehend beriihrenden
Proteinmolekiile, eine groBe Menge an wasserfreien Hohlriumen befindet.[40:184186.192] Djeg
ist vergleichbar mit den Hohlraumvolumina in gefalteten Proteinen, wobei die Hohlrdume
in den Proteinen im Wesentlichen statisch sind, wéhrend die Hohlrdume in den Phasentropt-
chen als dynamisch angesehen werden miissen. Wie die druckabhédngige Destabilisierung
gefalteter Proteinel*>123207209 oder das Auflésen volumindser Wasserkifige im Bulk-Was-
ser, kann auch die kondensierte Tropfchenphase von y-Kristallin unter hohem Druck desta-
bilisiert werden, da der Ubergang von der kondensierten in die homogene verdiinnte Phase,

gemiB dem Prinzip von Le Chatelier,?!%

zu einer Verringerung des Hohlraumvolumens
fiihrt und zudem durch eine hohere Mischungsentropie beglinstigt wird. Wie schon zuvor
beschrieben, konnen auch hier die hydrophoben Kontakte im Vergleich zu den kompakten,
aber losungsmittelgetrennten Konfigurationen, durch hohen Druck destabilisiert wer-

den.[40’53]

Die oben beschriebenen experimentellen Ergebnisse fiir yD-Kristallin, a-Elastin und Ddx4
IDR zeigen, dass TMAO die Druckabhéngigkeit der LLPS dieser Proteine effektiv beein-
flussen kann. Die Féahigkeit von TMAO, die gefaltete Struktur von globuldren Proteinen zu

[211

stabilisieren, ist seit langem bekannt.[*'!! Jedoch gibt es keine allgemeine Auffassung iiber

den detaillierten strukturellen und energetischen Mechanismus, durch den TMAO l6sungs-

71
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mittelvermittelte biomolekulare Wechselwirkungen beeinflusst, da die Ergebnisse von Si-
mulationen auf atomarer Ebene sehr empfindlich auf das verwendete Kraftfeld reagie-
ren.!''7:212215] Dennoch gilt allgemein die Ansicht, dass TMAO kompaktere Proteinkonfigu-
rationen stabilisiert, da es mit den Proteinen ungiinstig wechselwirkt, wihrend es starke
Wasserstoftbindungen zu Wasser bildet. Diese Ansicht wird durch die Beobachtung ge-
stiitzt, dass TMAO in der Nihe von Proteinoberflichen stark abgereichert wird.[!!7-118:126]
Das Ausmal} der ungiinstigen Wechselwirkung zwischen TMAO und den verschiedenen
Aminosdureresten ist unterschiedlich, da er von dem jeweiligen Rest abhéngt. Dennoch wei-
sen die experimentellen Daten auf einen allgemeinen Ausschluss von TMAO sowohl von
den hydrophoben als auch von den polaren Oberflichen von Proteinen hin.!'232!% Die Wech-
selwirkung von TMAO mit hydrophoben Resten wird jedoch noch kontrovers diskutiert.
Auf diese Weise sollte TMAO in der Lage sein, der druckinduzierten Auflosung der Tropf-
chen entgegenzuwirken, wie es auch in den oben genannten Experimenten beobachtet
wurde. Diese physikalische Sichtweise wird durch das Schema in Abbildung 3.19 veran-

schaulicht.

Weniger ungiinstige
TMAOQO-Protein
Interaktion

——

Abbildung 3.19: TMAO stabilisiert kompakte Proteinkonfigurationen und verhindert, dass sie sich
in offene Konfigurationen mit gréferer exponierter Oberflache entfalten. TMAO-Molekiile sind in
diesem Schema als braune Kugeln dargestellt. Wassermolekiile, wasserzugingliche Bereiche und
Hohlraumvolumina sind im Stil von Abbildung 3.17 dargestellt. Hydrophobe, aromatische, positiv
und negativ geladene Reste sind durch farbkodierte Kugeln gekennzeichnet: Hydrophob = orange,
aromatisch = magenta, positiv = griin negativ = rot und polar = grau (nicht maBstabsgerecht gezeich-
net). Es ist zu erwarten, dass TMAO weitgehend aus dem wasserzugénglichen Volumen nahe der
Proteinoberfldche (symbolisiert durch die gestrichelten Ellipsen) ausgeschlossen wird, um ungiins-
tige Kontakte mit den Aminosdureresten zu vermeiden. Dementsprechend sollte die fiir TMAO un-
zugingliche Oberflache bei offenen Proteinkonfigurationen grofer sein als bei kompakten Protein-
konfigurationen. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!**!

In der Abbildung 3.19 wird der Ausschluss der TMAO-Molekiile von der Proteinoberflédche

einer kompakten Proteinkonfigurationen (links) und einer offenen Proteinkonfigurationen
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(rechts) gezeigt. Da das fiir TMAO ausgeschlossene Volumen bei einer offene Proteinkon-
figurationen grofBer ist als bei der kompakten Proteinkonfigurationen, wird die kompakte

(gefaltete) Proteinkonfigurationen in Anwesenheit von TMAO stabilisiert.

Abbildung 3.20 ist eine grafische Zusammenfassung der in dieser Arbeit vorgeschlagenen,
physikalischen Uberlegungen. Die Schemata ordnen das LLPS globulirer gefalteter Proteine
und IDPs in denselben allgemeinen konzeptionellen Rahmen ein'?!”!, wobei die zentrale
Rolle der Hohlraumvolumina (weile Flachen) hervorgehoben wird. Die gesamte weil3e Fla-
che ist am groBten, wenn das Gesamtvolumen des Systems am groften ist (linke Spalte von
Abbildung 3.20), was dem Zustand bei niedrigem Druck entspricht. Es ist jedoch zu beach-
ten, dass die hier aufgefiihrten Szenarien nicht umfassend sind. Im Prinzip sind auch zahl-
reiche andere Varianten der (7, p)-abhingigen Phasentrennung moglich.[*! Gefaltete Prote-
ine werden hier auf abstrakte Weise dargestellt, ahnlich wie bei patchy-sphere-Modellen von

n.218-2201 Dje LLPS gefalteter Proteine wird durch alle Arten transien-

Fliissigkeitsgemische
ter Wechselwirkungen zwischen den Proteinoberfldchen bestimmt. Die Assoziierung ver-
schiedener Typen von Aminosdureresten mit den unterschiedlichen LLPS-Szenarien in
Abbildung 3.20 sind nur ein Hinweis auf eine allgemeine Verhaltenstendenz. Bei realen
Proteinen tragen alle Interaktionstypen dazu bei, auch wenn einige je nach
Aminosduresequenz einen dominanteren Einfluss haben koénnen als die anderen. So
entsprechen beispielsweise die LLPS-Eigenschaften in Abbildung 3.20a denen von yD-
Kristallin. In diesem Fall wurde nicht wie bei a-Elastin innerhalb des untersuchten
Druckbereichs ein druckinduzierter Wiedereintritt in den phasengetrennten Zustand
beobachtet, obwohl nicht vollig ausgeschlossen werden kann, dass ein Wiedereintritt bei
noch hoheren Driicken erfolgt. Abbildung 3.20b zeigt die Auswirkungen von TMAO auf die
LLPS gefalteter Proteine, wie zuerst fiir yD-Kristallin diskutiert wurde.®?! Wie bereits
dargelegt, ist der Ausschluss von TMAO von den Proteinoberflichen allgemein giiltig,
einschlieBlich der beiden folgenden Szenarien mit IDPs. Der Trend in Abbildung 3.20c
entspricht dem von oa-Elastin. Dieser konnte als Prototyp der IDP-LLPS dienen, die
vorwiegend durch hydrophobe Wechselwirkungen getrieben wird und Merkmale aufweist,
die mit den Wechselwirkungen kleiner unpolarer geloster Stoffe in Wasser vergleichbar
sind. Das Szenario in Abbildung 3.20d stimmt mit der LLPS von Ddx4 IDR f{iberein, die
durch elektrostatische und Kationen-n- sowie n-n-Wechselwirkungen induziert wird. Es ist
davon auszugehen, dass noch zahlreiche Details iiber die 7-, p- und Osmolyt-abhédngige

LLPS von Biomolekiilen unbekannt sind.
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Abbildung 3.20: Unterschiedliche Protein-LLPS Szenarien und deren mogliche physikalischen Ur-
sachen. Die schematische Darstellung der Wassermolekiile, der wasserzugénglichen Volumina, der
Hohlraumvolumina, der verschiedenen Arten von Aminosdureresten und TMAO folgt dem in
Abbildung 3.17 und Abbildung 3.19 gezeigtem Stil. Gefaltete Proteine sind als unregelmiBig
geformte Strukturen dargestellt (a und b). Die verschiedenen Typen von Aminoséureresten auf den
gefalteten Proteinoberflichen werden schematisch durch Farbflecke dargestellt. IDPs sind als Ketten
zusammenhingender Kugeln dargestellt (¢ und d). Die Verdnderung des Gesamtvolumens (V) des
Systems wird durch die unterschiedliche Systemboxhohe angezeigt. Die jeweiligen aufwirts bzw.
abwirts gerichteten Pfeile neben p, V und T zeigen eine Zunahme bzw. Abnahme dieser
thermodynamischen Variablen an. Doppelpfeile deuten dementsprechend eine weitere Zunahme
bzw. Abnahme an. Die horizontalen Pfeile geben die Richtung der Anderung einer
thermodynamischen Variable oder der Osmolyt-Konzentration vor. Es sind vier représentative
LLPS-Verhaltensweisen abgebildet: a) UCST fiir ein gefaltetes Protein; b) TMAO-Stabilisierung der
phasengetrennten kondensierten Zusténde eines gefalteten Proteins; ¢) LCST fiir ein IDP mit p-
induziertem reentranten Phaseniibergang; d) UCST fiir ein IDP. Wie im Text erldutert, entsprechen
diese Szenarien den Féllen von (a, b) yD-Kristallin, (¢) a-Elastin und (d) Ddx4-IDR. Die Abbildung
wurde gemiB der Referenz modifiziert.[>*!

Die hier préasentierten Forschungsergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass fiir das Auflosen
von biomolekularen Kondensaten weitaus weniger Druck erforderlich ist als fiir die Entfal-
tung globulérer Proteine und ldsst sich vermutlich auf die folgenden drei Ursachen zurtick-
fiihren:
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L. Die kohédsiven Wechselwirkungen sind in einem Kondensat tendenziell schwi-
cher als im Inneren eines gefalteten Proteins.

II. Eine lockere Packung in der kondensierten Phase fiihrt zu einem vergleichsweise
groBeren Hohlraumvolumen als im Kern gefalteter Proteine (ca. 0.5 %), was wie-
derum zu einer geringeren Stabilitit des Kondensats unter hydrostatischem
Druck fiihrt.

II1. Die Zunahme der Konfigurationsentropie, infolge der Auflésung eines Konden-
sats in mehrere Molekiile mit unabhédngigen translatorischen Freiheitsgraden ist
wahrscheinlich groBer als die Zunahme der Konformationsfreiheit im Verlaufe
der Entfaltung eines globuldren Proteins in eine ungeordnete, jedoch zusammen-

hingende Kette.

Es wird angenommen, dass alle drei Faktoren zu einer geringeren thermodynamischen Sta-
bilitdt des kondensierten Zustands fithren. Ob und wie sie jedoch auf bestimmte Proteine
zutreffen, ist noch nicht im Detail geklart und héngt sicher von Details der Aminosdurese-

quenz ab.
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hier vorgestellten experimentellen Beobachtun-
gen eindeutig zeigen, dass Druck, d.h. volumetrische Effekte, einen erheblichen Einfluss auf
die Phasentrennung von Proteinen haben. Druckdnderungen von einigen zehn bis einigen
hundert bar konnen ausreichen, um die biomolekulare LLPS aufzuheben oder zu induzieren.
Grundsitzlich ist ein umfassenderes Verstindnis der Art und Weise, wie die Eigenschaften
biomolekularer Kondensate von allen thermodynamischen Variablen (Temperatur, Druck
und Aktivitdt aller Losungsmittelkomponenten) abhéngen, wichtig fiir das Versténdnis nor-
maler wie auch krankheitsverursachender biomolekularer Prozesse. Dieses Wissen wird
auch Aufschluss tiber die moglichen evolutiondren Vorteile und Grenzen der Nutzung der
LLPS fiir biologische Funktionen geben und weitere Einblicke in die Prozesse der Selbstor-
ganisation ermoglichen, die der zelluldren Evolution angesichts externer Stressfaktoren zu-
grunde liegen. Hypothetisch kdnnten die ersten Schritte der biologischen Zellbildung die
Phasentrennung von biologischen Makromolekiilen in fluide Koazervate gewesen sein,!!*2¢
2931431 wie sie in Oparins bahnbrechendem Buch "Simple and complex coacervates" als
Hauptiiberschrift des Kapitels "The development of organic multimolecular systems—their
organization in space and time" beschrieben wird.?®! Da der Geburtsort des Lebens auf der
Erde die Tiefsee gewesen sein konnte,[*83%! sollte die hier gezeigte Studie, die sich mit dem
Einfluss von Druck und niedrigen Temperaturen (wie sie in den Tiefen der Ozeane auftreten)
auf die biomolekulare LLPS befasste, auch Fragen zur Bildung von Protozellen unter pribi-
otischen Bedingungen beantworten kdnnen. Auflerdem zeigen die hier vorgestellten Daten,
dass die Hochregulierung des natiirlichen Osmolyts TMAO die Tropfchenphase selbst bei
Driicken von mehreren hundert bar stabilisieren kann, wie sie auch in der Tiefsee vorzufin-
den sind (der durchschnittliche Druck in den Weltmeeren betriagt ~ 400 bar). So ist von vie-
len Meerestieren bekannt, dass TMAO den physiologisch schidlichen Einfliissen, die durch
den hydrostatischen Druck entstehen, am wirksamsten entgegenwirkt.120221:2221 In der Tat
konnte nachgewiesen werden, dass die TMAO-Konzentration in den Zellen von vielen Mee-
resorganismen mit steigender Ozeantiefe (bis maximal 0.5 M TMAO) zunimmt. In diesem
Zusammenhang wird angenommen, dass TMAO als allgemeiner Druckkompensator, als so-

genannter "Piezolyt", dient.[20-221]

Aus den oben beschriebenen Studien ldsst sich ableiten, dass Organismen stabilisierende
Osmolyte wie TMAO nicht nur nutzen kdnnten, um extreme Umweltbedingungen zu kom-

pensieren und Proteine vor der Entfaltung und Denaturierung zu bewahren, sondern auch
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um biomolekulare LLPS-Prozesse aufrechtzuerhalten und zu regulieren, die fiir zelluldre
Funktionen entscheidend sind. Hierzu gehdren beispielweise druckempfindliche Prozesse
wie die Polymerisation von Biomolekiilen und die synaptische Signaltransmission.[?2*224]
Abgesehen von den stabilisierenden Effekten der Osmolyte muss noch erforscht werden, wie
unterschiedliche Proteinsequenzen dazu beitragen, dass sich Organismen an den hohen hyd-
rostatischen Druck anpassen kénnen.!*?’! Fiir die derzeitigen Bemiihungen proteinihnliche
Heteropolymersequenzen mit neuartigen Materialeigenschaften, einschlieBlich des ge-
wiinschten LLPS-Verhaltens, zu entwickeln, ist eine genaue Kenntnis des LLPS-Verhaltens
von Proteinen in Abhéngigkeit von allen thermodynamischen Variablen, einschlielich des

h.[45:92-96,194.226] Iy einem breiteren technologischen Kontext sind solche

Drucks, unerlasslic
Kenntnisse auch in Bereichen wie der Proteinkristallisation (LLPS tritt im Allgemeinen un-
ter Bedingungen auf, bei denen das Protein im Hinblick auf die Kristallisation metastabil
ist), der Proteinreinigung, der Entwicklung von Formulierungen fiir therapeutische Proteine

und der Hochdruck-Lebensmittelverarbeitung von Bedeutung,12-342.99:225.227-229]
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4 Drucksprung-Relaxationsstudie: Der Einfluss von
Kosolventien und Crowder auf die Kinetik der
Protein-Kondensatbildung auf Grundlage der LLPS
von yD-Kristallin*

Die Aufrechterhaltung zelluldrer Funktionen héngt von einem hohen Organisationsgrad ab,
der von biomolekularen Komplexen bis hin zu groBBeren subzelluldren Strukturen wie Orga-
nellen reicht. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass Assemblierungsvorgidnge
auf Grundlage der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung (LLPS) von Protein- und Protein-Nukle-
insdure-Gemischen, die als membranlose Organellen dienen, eine wichtige Rolle bei der zel-

1.13.16.28,31.43, 1151301 Bejgspiele fiir solche membranlosen Organel-

luldiren Organisation spielen.!
len sind zytoplasmatische Granula, Nukleoli, Cluster von Proteinen, die an der Signaliiber-
tragung beteiligt sind, und postsynaptische Dichten, d.h. proteinreiche zelluldre Komparti-

162831431301 Dje Existenz und die Lage der

mente unter der postsynaptischen Membran.!'*
Phasentibergiinge, einschlielich komplexer biomolekularer Mischungen, die eine LLPS
durchlaufen, hdangen grundsitzlich von thermodynamischen Variablen wie der Temperatur,
dem Druck und der Konzentration (Aktivitdt) der Komponenten ab. Die thermodynamischen
Grundlagen eines solchen Mehrkomponentensystems beschreiben lediglich das Gleichge-
wichtsverhalten des Systems, liefern jedoch keine Informationen iiber die Kinetik des zu-
grunde liegenden Phasentrennungsprozesses. Solche Informationen sind allerdings erforder-
lich, um die Funktion solcher LLPS-gesteuerten biologischen Kompartimentierungsvor-
ginge vollstindig zu verstehen. Es ist zu erwarten, dass biologisch relevante LLPS-Prozesse
(das Bilden und Auflosen kondensierter Phasen) in einem zeitlichen Rahmen ablaufen, der
fiir die chemischen Prozesse innerhalb solcher Phasen notwendig ist. Fiir Signalprozesse und
enzymatische Reaktionen, die eine gemeinsame Lokalisierung der Reaktanden in den fliis-
sigen Kondensaten bendtigen, wird iiblicherweise die Bildung bzw. das Auflésen der LLPS

der geschwindigkeitsbeschrankende Schritt sein. So miissten sich beispielsweise in sehr kur-

zer Zeit Stressgranula bilden, wenn ein Organismus plotzlich dullerem Stress ausgesetzt ist.

¥ Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in der Referenz publiziert:
H. Cinar, R. Winter, Scientific Reports 2020 2020, 10, 1-16.51
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Daher kénnen die Auswirkungen von Fliissig-Fliissig-Phaseniibergingen, wie sie in fluiden
Protein- oder Protein/Nukleinsdure-Kondensaten auftreten, nur unter Beriicksichtigung ihrer
Kinetik richtig eingeschitzt werden. Dieser kinetische Aspekt ist der Schwerpunkt dieses

Kapitels.

Voraussetzung der kinetischen Untersuchung ist die genaue Kenntnis des Phasendiagramms
des Systems bei unterschiedlichen Losungsmittelbedingungen. Beziiglich der Temperatur-
abhéngigkeit weisen die meisten Proteinkondensate eine obere kritische Losungstemperatur
(UCST) auf, bei der die LLPS unterhalb einer kritischen Temperatur 7. auftritt (d.h. 7c =
UCST, die Proteinkonzentration bei 7t ist ihre kritische Konzentration c.; siche Abbildung
4.1). Es sind jedoch auch Systeme mit einer unteren kritischen Losungstemperatur (LCST)

oder sogar Systeme mit reentranter Phasentrennung bekannt,[4353-4]
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Abbildung 4.1: Links: Ein typisches T-c-Phasendiagramm fiir ein partiell mischbares Fliissigkeits-
gemisch (z.B. eine hochkonzentrierte Lysozym- oder y-Kristallin-Lésung)?®*! mit einer oberen kriti-
schen Losungstemperatur (UCST). Die Kinetik der Phasentrennung kann je nach durchquertem Be-
reich des Phasendiagramms und je nach System zeitlich stark variieren. In den metastabilen
Bereichen findet die Phasentrennung durch Tropfchennukleation und -wachstum statt, wihrend am
kritischen Punkt und unterhalb der Spinodale eine spinodale Entmischung stattfindet. Rechts: Sche-
matische Darstellung des 7, p, c-Phasendiagramms eines LLPS-Systems (z.B. y-Kristallin) mit einer
UCST (c, Proteinkonzentration). Die Pfeile kennzeichnen die Richtung der Temperatur- bzw. Druck-
sprungmessungen an. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.!*"!

In Kapitel 3.2 konnte am Beispiel von yD-Kristallin gezeigt werden, dass einige der Protein-
systeme, die eine LLPS aufweisen, zudem sehr druckempfindlich sind. So konnte bei yD-
Kristallin ein Druck von mehreren hundert bar den Ubergang vom phasengetrennten in den
homogenen Losungszustand bewirken.[*>>4 Der Einsatz von Hochdruck im Bereich der Pro-
teinfaltung gewinnt zunehmend an Bedeutung, da er sich besonders auf nichtkovalente Bin-
dungen, insbesondere auf hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen, sowie auf

Proteinsysteme mit erheblichen Packungsdefekten bzw. Hohlraumvolumina auswirkt.
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[42.123.207.210] Dariiber hinaus hat sich die notwendige technische Entwicklung fiir die spekt-
roskopische und kinetische Analyse unter hohem Druck stark weiterentwickelt und ist in-
zwischen in zahlreichen Laboratorien verfiigbar.[>**-23*] Das Drucksprung-Verfahren hat ge-
geniiber anderen Techniken (Temperatur- bzw. pH-Spriinge) zur Erforschung der Kinetik
von Phaseniibergdngen eine Reihe von Vorteilen. So wird durch pH-Spriinge die Oberflé-
chenladungsverteilung des Proteins und somit seine Stabilitét verdndert, wihrend Tempera-
turspriinge Auswirkung auf die intermolekularen Wechselwirkungen und somit auf die Kon-
formationsdynamik des Proteins haben kdnnen.[4%123:207.2101 Drycksprungmessungen haben
den Vorteil, dass Spriinge vom phasengetrennten in den homogenen durchmischten Zustand
und umgekehrt mdglich sind, ohne dass dabei thermische Effekte auftreten. Des Weiteren
sind druckinduzierte Phaseniibergange im Allgemeinen vollstdndig reversibel. Druckexpe-
rimente werden durch die volumetrischen (Packungs-) Eigenschaften des Systems gesteuert,
die ebenfalls stark von den Solvatationsbedingungen der Biomolekiile abhéngen und daher
keine Anderung der thermischen Energie im System erfordern. GemiB dem Prinzip von Le
Chatelier liegt die treibende Kraft in der Verringerung des Gesamtvolumens, etwa durch
Auffiillen von Hohlrdumen mit Losungsmittel oder durch Elektrostriktion, d.h. die Hydrati-
sierung von Ladungen bei der Dissoziation von lonenpaaren und die damit einhergehende

Verringerung des Volumens,[4%123:207:210.231-233]

In dieser Studie wurden UV/Vis-Turbiditdtsmessungen, die FT-IR Spektroskopie und die
Lichtmikroskopie in verschiedenen Hochdruckprobenzellen eingesetzt, um die Phaseneigen-
schaften und die Kinetik des LLPS-Systems von yD-Kristallin zu untersuchen. Da Kosol-
ventien und Crowding Agenzien hiufige Bestandteile des zelluldren Milieus sind und be-
kanntermalen die relative Stabilitdt biomolekularer Systeme, einschlieBlich Proteinkonden-
sate, beeinflussen,>*32°3117] wurde die kinetische Studie erweitert, indem auch der Einfluss
von Harnstoff, Trimethylamin-N-Oxid (TMAO) und des Crowding Agens Ficoll auf die
Phasenstabilitdt und die Kinetik des Systems untersucht wurde. Es hat sich gezeigt, dass
TMAO in Organismen, die in der Tiefsee bei hohen Driicken von mehreren hundert bar
leben, hochreguliert wird. Daher wird angenommen, dass TMAO als Druckkompensator
bzw. als "Piezolyt" dient, wobei seine physikalisch-chemischen Eigenschaften in den ver-

gangenen Jahren eingehend untersucht wurden.[!1%:120-214.234]
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4.1 Probenpriparation

4.1.1 FT-IR Messungen

Fiir die folgenden FT-IR Messungen wurde wegen der liberlagernden HoO-Deformations-
schwingung bei 1645 cm™ D>O als Losungsmittel eingesetzt. Wie in Kapitel 2.2.3 erwihnt,
besitzt D,O eine relativ geringe Absorption im Bereich von 1700 — 1500 cm™ und ist daher
als Losungsmittel besser geeignet.!”3! Fiir die druckabhiingigen Messungen wurde aufgrund
der charakteristischen pD-Stabilitit TRIS -D>O-Puffer verwendet. Zur Bestimmung des pD-
Werts der Pufferlésung wurde eine herkdmmliche pH-Elektrode verwendet. Fiir eine kor-
rekte pD-Einstellung der Lésung musste die Korrektur pD = pH-Meteranzeige + 0.4'°!] be-
riicksichtigt werden. Anschliefend wurde eine 5 Gew.-% yD-Kristallin-Losung hergestellt.
Als Ausgangslosung diente eine Protein-Stammldsung, die mit dem vorbereiteten TRIS-
D,0O-Puffer entsprechend verdiinnt werden musste. Die Konzentrationen der jeweiligen
Stammlosungen unterschieden sich voneinander und die Zusammensetzung der finalen
Probe musste individuell berechnet werden. Das endgiiltige Probenvolumen betrug 200 pL.
Im néchsten Préparationsschritt wurde fiir den H/D-Austausch die Probe dreimal im Wech-
sel lyophilisiert und wieder mit D,O aufgefiillt. Im finalen Durchlauf wurde die Probe {iber
Nacht lyophilisiert und unmittelbar vor der Messung in 200 pL D>O-Losung geldst, sodass
eine Proteinkonzentration von 5 Gew.-% vorlag. Die verwendeten Probenldsungen und ihre
Zusammensetzung sind in der Tabelle 4.1 aufgelistet.

Tabelle 4.1: Die fiir die temperatur- und druckabhingigen FT-IR Messungen verwendeten Proben-
16sungen und ihre Zusammensetzung.

Probe Zusammensetzung

yD-Kristallin 5 Gew.-% yD-Kristallin, 50 mM TRIS,
150 mM NacCl, pD = 7.4
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4.1.2 Turbiditéts- und Drucksprung-Relaxationsmessungen

Das fiir die Turbiditits- und Drucksprung-Relaxationsmessungen verwendete humane
yD-Kristallin Protein wurde, wie in Kapitel 3.1.1 erldutert, im Arbeitskreis von Herrn Prof.
Dr. Winter exprimiert, aufgereinigt und aufkonzentriert. Die erhaltenen Stammldsungen
konnten je nach Expressionserfolg unterschiedliche Konzentrationen aufweisen. Die Pro-
benldsungen wurden unmittelbar vor jeder Versuchsdurchfithrung prépariert, um die Mes-
sungen bei moglichst identischen Bedingungen durchzufiihren und somit mogliche pripara-
tive Fehler ausschlieBen zu konnen. Zur Bestimmung des 7-c-Phasendiagramms einer reinen
yD-Kristallin Lésung wurde eine Verdiinnungsreihe zwischen 25— 150 mgmL™! in
25 mg mL! Schritten hergestellt. Zur Verdiinnung der Stammldsung wurde ein TRIS-Puffer
(50 mM TRIS, 150 mM NacCl, pH = 7.4) verwendet.

Fiir die Kosolvens- bzw. Crowder-abhingigen Messungen wurden im Vorfeld Stammlo-
sungen von einer | M TMAO-Lésung, 1 M Harnstoff- und 300 mg mL™! Ficoll® PM 70-
Losung in TRIS-Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) vorbereitet. AnschlieBend
wurden die Stammldsungen mit yD-Kristallin auf die gewiinschte Zusammensetzung der
jeweiligen Probe zusammen pipettiert. Die verwendeten Probenlosungen und ihre Zusam-

mensetzung sind in der Tabelle 4.2 aufgelistet.

4.1.3 Lichtmikroskopie

Fiir die lichtmikroskopischen Messungen wurden im Vorfeld Stammldsungen von einer | M
TMAO-, 1 M Harnstoff- und 300 mg mL™! Ficoll® PM 70-Lésung in TRIS-Puffer (50 mM
TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) hergestellt. AnschlieBend wurden die Stammldsungen mit
humanem yD-Kristallin auf die gewlinschte Zusammensetzung der jeweiligen Probe zusam-
men pipettiert. Die verwendeten Probenldsungen und ihre Zusammensetzung sind in der

Tabelle 4.2 aufgelistet.
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Tabelle 4.2: Die fiir die Lichtmikroskopie, die temperatur-/druckabhidngigen Turbiditits- und Druck-
sprung-Relaxationsmessungen verwendeten Probenldsungen und ihre Zusammensetzung.

Probe Zusammensetzung

yD-Kristallin 25 — 150 mg mL! yD-Kristallin, 50 mM
TRIS, 150 mM NacCl, pH=7.4

50 — 100 mg mL™! yD-Kristallin- TMAO 0.3 M TMAO, 50 mM TRIS, 150 mM
NaCl,pH =74
0.5 M TMAO, 50 mM TRIS, 150 mM
NaCl, pH=7.4

50 — 100 mg mL™! yD-Kristallin- Harnstoff 0.1 M Harnstoff, 50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4
0.3 M Harnstoff, 50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4

50 — 100 mg mL! yD-Kristallin-Ficoll 100 mM Ficoll® PM 70, 50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4
150 mM Ficoll® PM 70, 50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4
200 mM Ficoll® PM 70, 50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4
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4.2 Temperatur- und druckabhingige FT-IR Messungen

Voraussetzung der kinetischen Untersuchung ist neben der genauen Kenntnis iiber das Pha-
sendiagramm des Systems auch die Kenntnis der temperatur- und druckabhéngigen sekun-
dérstrukturellen Verdnderung des Proteins notwendig. Aufbauend auf den vorldufigen FT-
IR Untersuchungen aus Kapitel 3.2.3 erfolgt in diesem Kapitel eine detaillierte Untersu-
chung der temperatur- und druckabhidngigen Sekundarstrukturverdnderung einer reinen yD-
Kristallin-Lésung. Zu Beginn wurde yD-Kristallin in DoO im Temperaturbereich von
20 — 85 °C gemessen. In Abbildung 4.2 sind die temperaturabhingigen Amid-I‘-Banden von
5 Gew.-% yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD = 7.4) dargestellt. Bei 20 °C
weist die Amid-I'-Region (1700 — 1600 cm™) eine breite Bande mit einem Maximum bei
1638 cm! auf (Abbildung 4.2a), die sich mit steigender Temperatur verringert, wihrend sich
bei 1615 cm™ eine markante Bande und bei 1682 cm™ eine Schulter ausbildet. Dies deutet
auf eine temperaturbedingte Entfaltung und anschlieBende Aggregation des Proteins um die
80 °C hin. Die temperaturabhiingigen Anderungen der Amid-I1‘-Bande lassen sich besser in
einem Differenzspektrum darstellen. Hierzu diente die Amid-I‘-Bande bei 20 °C als Refe-
renz, die von den Amid-I‘-Banden bei hoheren Temperaturen subtrahiert wurde (Abbildung

4.2b).

0.025 F =—— 20°C A | opl =2¢ b)
— 85°C
0.020 0.008 - .
5 5
& S 0,004 ]
50015 F N
= =
< S _/\
2 £ 0.000 F
=] [~
20.010F 2
< < .0.004 | 1
0.005 |
-0.008 F ]
0.000 | 20.012 F 1
1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wellenzahl / cm™ Wellenzahl / cm™

Abbildung 4.2: Flichennormierte FT-IR Spektren (1700 — 1600 cm™) der temperaturabhéingigen
Messungen einer yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD = 7.4) im Bereich von
20 — 85 °C bei Atmosphérendruck und b) die zugehdrigen Differenzspektren. Die Amid-I‘-Bande
bei 20 °C diente als Referenzspektrum und wurde von allen anderen Amid-I‘-Banden abgezogen.
Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemifl der Referenz modifi-
ziert.5!
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Fiir die genauere Bestimmung der sich mit der Temperatur verdndernden Sekundéarstruktur-
anteile wurde eine detaillierte Sekundérstrukturanalyse durchgefiihrt. Hierzu wurden die
zweite Ableitung der Amid-I‘-Bande und die entsprechende FSD miteinander verglichen
(Abbildung 4.3b). Aus den iibereinstimmenden Minima der zweiten Ableitung und den Ma-
xima der FSD wurde die Bandenposition der Subbanden erhalten. Aus dem Vergleich konn-
ten insgesamt sieben Subbanden ermittelt werden. In Abbildung 4.3a wird die Amid-I‘-

Bande mit den angepassten Subbanden bei 20 °C dargestellt.
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Abbildung 4.3: a) Flichennormierte Amid-I‘-Bande (1700 — 1600 cm™) bei 20 °C von yD-Kristallin
in D,O-Losung mit den angepassten Subbanden bei 1 bar. b) FSD behandelte Spektren (rot) und die
zweite Ableitung (blau), anhand derer die Subbandenpositionen bestimmt wurden (4 ist die Absor-
banz). Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemall der Referenz mo-
difiziert.’!

Die Subbanden bei 1685 cm™!, 1676 cm™ und die dominante Bande bei 1635 cm™ kdénnen
den B-Faltblattstrukturen zugeordnet werden, wihrend die Bande bei 1664 cm™ mit p-Turns
assoziiert werden kann. Die Bande bei 1653 cm! lisst sich o-helikalen Strukturen zuordnen.
Die Bande bei 1643 cm™! kann mit ungeordneten Strukturen in Verbindung gebracht werden,
wihrend die kleine Bande bei 1611 cm™ durch exponierte B-Faltblitter erklirt werden
kann.?*>] Wie schon in Kapitel 2.2.3 erwihnt, entsprechen die Fldchen der jeweiligen Sub-
banden dem prozentualen Anteil der Sekundérstrukturen. Durch Auftragen der prozentualen
Sekundérstrukturanteile als Funktion der Temperatur ldsst sich die temperaturabhingige
Verdanderung der Subbanden grafisch nachverfolgen (Abbildung 4.4). Aus der Abbildung
wird ersichtlich, dass bis zu einem Temperaturanstieg von ~70 °C keine merklichen Verén-
derungen in der Sekundérstruktur stattfinden. Oberhalb von 70 °C wird eine deutliche Ab-
nahme der ungeordneten (22.5 %—12.5 %) und B-Faltblattstrukturen (35 %—22.5 %) be-

obachtet, wihrend der prozentuale Anteil an exponierten B-Faltblédttern von 5 % auf 30 %
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ansteigt. Daraus lésst sich schlieBen, dass ab einer Temperatur von 70 °C die Entfaltung und

anschlieende Aggregation des humanen yD-Kristallin eintritt.
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Abbildung 4.4: Sekundarstrukturanalyse von yD-Kristallin (PDB: 1H4A). Prozentualer Flachenan-
teil der Sekundirstrukturen als Funktion der Temperatur bei 1 bar. Die Abbildung wurde geméaf der
Referenz modifiziert.’!!

Um festzustellen, ob die native Proteinfaltung von yD-Kristallin bis zum hdchsten in dieser
kinetischen Studie verwendeten Druck erhalten bleibt, wurden zusétzlich zu den tempera-
turabhéngigen FT-IR Messungen druckabhingige Messungen durchgefiihrt. Die druckab-
héngigen strukturellen Eigenschaften von yD-Kristallin wurden sowohl in der homogenen
Phase bei 24 °C und im phasengetrennten Zustand bei 4 °C untersucht. Ziel dieser Untersu-
chung war es auch, mogliche strukturelle Verinderungen beim Ubergang von der homoge-
nen Phase zum phasengetrennten Zustand zu erkennen. Dariiber hinaus ermoglichen die Da-
ten auch festzustellen, ob die LLPS ecinen stabilisierenden bzw. destabilisierenden Einfluss
auf die strukturelle Stabilitdt des Proteins hat. Abbildung 4.5 zeigt die druckabhingigen
Amid-I‘-Banden von 5 Gew.-% yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD = 7.4) bei
4 °C und 24 °C in einem Druckbereich von 1 — 10000 bar.
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Abbildung 4.5: Flichennormierte FT-IR Spektren (1700 — 1600 cm™) der druckabhingigen Mes-
sungen einer yD-Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD =7.4) im Bereich von
1 — 10000 bar bei a) 24 °C und b) bei 4 °C. Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbil-
dung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!

Beide Amid-I'-Banden besitzen bei Atmosphirendruck ein Maximum bei 1639 cm™!, dessen
Intensitdt mit zunehmendem Druck abnimmt, wihrend sich zeitgleich eine Schulter bei
~1620 cm™! bildet, die auf eine geringfiigige druckabhingige Strukturinderung hinweist.
Diese Verdanderungen sind in den zugehorigen Differenzspektren deutlicher zu erkennen
(Abbildung 9.7). Aus der Intensitdtsverschiebung lasst sich deuten, dass der Anteil der un-
geordneten Strukturen mit zunehmendem Druck abnimmt, wihrend der Anteil der pB-Falt-
blétter und exponierten Seitenketten gleichzeitig zunimmt. Ein direkter Vergleich der druck-
abhédngigen FT-IR-Absorptionsspektren bei 4 °C und 24 °C (Abbildung 4.5) zeigt keine sig-
nifikanten Unterschiede. Um diese vorldufige Vermutung zu validieren, wurde eine
detaillierte Sekundirstrukturanalyse durchgefiihrt. In Analogie zu den temperaturabhingi-
gen Messungen wurden aus dem Vergleich der zweiten Ableitung der Amid-I‘-Bande und
der FSD sieben Subbanden ermittelt. Die sich daraus ergebenden Amid-I‘-Banden bei 24 °C
und 4 °C werden mit den angepassten Subbanden in Abbildung 4.6 dargestellt.
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Abbildung 4.6: Flichennormierte Amid-I‘-Banden (1700 — 1600 cm™) bei a) 24 °C und b) bei 4 °C
von yD-Kristallin in D,O-Losung mit den angepassten Subbanden bei 1 bar. Die Abbildung wurde
gemil der Referenz modifiziert.l*"!

Die Zuordnung der Subbanden zu den jeweiligen Sekundérstrukturen entspricht der Zuord-
nung wie bei den zuvor gezeigten temperaturabhingigen FT-IR Messungen. Der direkte
Vergleich der Subbanden bei 4 °C und 24 °C zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede
in den prozentualen Sekundirstrukturanteilen gibt (Tabelle 4.3). Dies deutet darauf hin, dass
die Bildung der LLPS nicht durch eine Sekundéarstrukturdnderung des Proteins angetrieben
wird.

Tabelle 4.3: Sekundérstrukturanteile von yD-Kristallin in D,O-Ldsung bei 24 °C bzw. 1 °C bei
Atmospharendruck.

Wellenzahl / cm! 1685 1676 1664 1653 1643 1635 1611

24°C 42% 32% 137% 84% 268% 403% 35%
4.0 °C 30% 38% 140% 83% 265% 407% 39%

Die detaillierte Sekundarstrukturanalyse in Abbildung 4.7 zeigt, dass das phasengetrennte
System wiahrend der Druckerhohung weder eine stabilisierende noch eine destabilisierende
Wirkung auf das Protein hat. Zwischen 1 und ~5 kbar unterliegt yD-Kristallin nur einer sehr
geringen Konformationsénderung, wobei der prozentuale Anteil der B-Faltblattstrukturen
auf Kosten der ungeordneten Strukturen leicht zuzunehmen scheint. Dieser Trend ist bei
Driicken jenseits von 5 kbar ausgepragter, wobei sich diese Verdnderungen bei 10 kbar auf

etwa 10 % belaufen. Eine druckinduzierte Entfaltung des Proteins hétte erfahrungsgemaf3
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zum Auftreten einer Subbande bei 1643 cm™ gefiihrt*>2! die der random-coil-Struktur
entspricht. Insgesamt ist yD-Kristallin sehr druckstabil und selbst bei einem Druck von
10 kbar findet keine Entfaltung statt. Monomere Proteine entfalten iiblicherweise bei einem
Druck zwischen 4 und 8 kbar.[4%123:207.210236] Daher finden im gesamten Druckbereich der
im weiteren Verlauf vorgestellten Drucksprung-Kinetikstudien keine strukturellen Veridnde-

rungen des Proteins statt.
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Abbildung 4.7: Sekundérstrukturanalyse von yD-Kristallin (PDB: 1H4A). Prozentualer Flachenan-
teil der Sekundérstrukturen als Funktion des Drucks bei a) 24 °C und b) 4 °C. Die Abbildung wurde
gemiB der Referenz modifiziert.5!
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4.3 Temperaturabhangige Turbidititsmessungen

Als zweite Voraussetzung fiir die Drucksprung-Relaxationsstudie galt es, das Phasendia-
gramm des LLPS-Systems bei unterschiedlichen Kosolvens-Bedingungen zu erstellen. Zu
Beginn der Studie wurde das konzentrationsabhéingige Phasenverhalten einer reinen yD-
Kristallin-Losung bestimmt. Hierzu wurden temperaturabhingige Turbidititsmessungen
von yD-Kristallin bei 400 nm in einem Konzentrationsbereich von 20 — 150 mg mL™! aufge-
nommen. Fiir eine exakte Bestimmung der konzentrationsabhdngigen Triibungspunkte wur-
den die jeweiligen Proben verschiedener Konzentrationen in 0.5 °C-Schritten herunterge-
kiihlt, bis ein Anstieg der scheinbaren Absorption beobachtet wurde. Die aus den Turbidi-
tdtsmessungen gewonnen Triibungspunkttemperaturen wurden anschlieBend gegen die Pro-
teinkonzentration aufgetragen. Das daraus resultierende 7-ccrygp-Phasendiagramm fiir yD-
Kristallin in einem Konzentrationsbereich von 20 — 150 mg mL™' wird in der folgenden

Abbildung 4.8 gezeigt.
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Abbildung 4.8: a) T-ccyop-Phasendiagramm von yD-Kristallin in reiner Losung (50 mM TRIS,
150 mM NacCl, pH = 7.4) bei Umgebungsdruck. Der LLPS-Bereich ist durch eine farbige Schattie-
rung gekennzeichnet (orange zu lila: abnehmende Temperatur). Die homogenen und phasengetrenn-
ten Bereiche sind durch lichtmikroskopische Bilder hervorgehoben. Die Datenpunkte zur Bestim-
mung der Triibungspunkte stammen aus den temperatur- und konzentrationsabhingigen Turbiditats-
messungen. b) Anpassung der Koexistenzkurve an die Datenpunkte geméfB der Gleichung (4.1) und
dem kritischen Parameter = 0.33, der die Form der Koexistenzkurve im Bereich des kritischen
Punktes (CP) beschreibt. c. ist die kritische Konzentration und 7. die kritische Temperatur. Die Mes-
sungen wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.5!
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Aus den konzentrationsabhdngigen Messungen geht hervor, dass die Triibungspunkttempe-
ratur stark von der Proteinkonzentration abhangig ist. Besonders im unteren Konzentrations-
bereich von 25 — 100 mg mL! ist mit zunehmender Proteinkonzentration ein drastischer An-
stieg der Triibungspunkttemperatur zu verzeichnen, der bei weiterer Konzentrationser-
hohung allméhlich abflacht und sich scheinbar einem Plateau nihert. Bei einer Proteinkon-
zentration von 25 mg mL™! wurde eine Triibungspunkttemperatur von 0.0 = 1.1 °C ermittelt,
die sich bei einer Konzentrationserhdhung auf 100 mg mL™" auf 10.5 = 0.5 °C verschiebt.
Bei der hochsten gemessenen Proteinkonzentration von 150 mg mL™! wurde eine weitere,
jedoch geringe Verschiebung der Triibungspunkttemperatur auf 12.8 + 0.5 °C beobachtet.
Messungen der 7T-ccrygp-Zweiphasen-Koexistenzregion bei hheren Proteinkonzentrationen
erwies sich als schwierig, da die Viskositit der Losung mit zunehmender Konzentration
drastisch anstieg, was schlieSlich zur Gelbildung fiihrte. In Anlehnung an die Studie von
Thomson et al.l>*" ist es mdglich, eine Zweiphasen-Koexistenzkurve an die gemessenen Da-
tenpunkte zu fitten und somit auf theoretischer Ebene die Phasentrennung in der Nihe des
kritischen Punkts zu beschreiben. Dementsprechend wurde eine Anpassung der Koexistenz-

kurve an die gemessenen Datenpunkte gemal der folgenden Gleichung vorgenommen.

c-c, b

4.1)

B |TC-T
T,

Ce

Hierbei ist ¢ = ccryep die Konzentration einer der beiden Phasen in mg mL!, . die kritische
Konzentration, 7¢ die kritische Temperatur in Kelvin K und w eine dimensionslose Grof3e,
die die Breite der Koexistenzkurve charakterisiert. Mit dem kritischen Parameter £ = 0.33
wurde fiir die kritische Konzentration ein Wert von c. = 195 + 14 mg mL"! ermittelt. Fiir die
kritische Temperatur ergibt sich somit ein Wert von 7c = 13.0 £ 0.5 °Cund firw =2.4 + 0.1.
Abbildung 4.8b zeigt den kritischen Punkt (CP) und die angepasste Koexistenzkurve, die

sich aus den genannten Parametern und der Gleichung (4.1) ergeben.

In Anlehnung an das konzentrationsabhéngige Phasenverhalten einer reinen yD-Kristallin-
Losung wurde als nédchstes die temperaturabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung bei un-
terschiedlichen yD-Kristallin-Lésungen und Kosolvens-Bedingungen untersucht. Wie bei
der reinen Proteinlosung wurde die Turbiditdt von yD-Kristallin fiir verschiedene Kosol-
vens-Bedingungen bei 400 nm gemessen. Wihrend der Untersuchungen wurde das Osmolyt
TMAO, das Crowding Agens Ficoll und das chaotrope Agens Harnstoff bei ausgewahlten

Konzentrationen eingesetzt. Fiir eine exakte Bestimmung der konzentrationsabhingigen
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Triibungspunkte wurden die Proben verschiedener Konzentrationen schrittweise (in 0.5 °C-

Schritten) herunter gekiihlt, bis ein Anstieg der scheinbaren Absorption beobachtet wurde.

Abbildung 4.9a zeigt die aus den Turbiditdtsmessungen gewonnenen Triibungspunkttempe-

raturen als Funktion der TMAO-Konzentration bei ausgewéhlten yD-Kristallin-Konzentra-

tionen.
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Abbildung 4.9: a) Der Einfluss von Temperatur, TMAO und der Proteinkonzentration auf die LLPS
von yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und b) das zugehorige T-ccryop-cT™MAO
3D-Phasendiagramm. Die Datenpunkte fiir die Bestimmung der Triibungspunkte wurden den Turbi-
ditatsexperimenten entnommen (die Fehlerbalken ergeben sich aus drei voneinander unabhingigen
Messungen). Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!!

Wie schon in Kapitel 3.2 gezeigt, fiihrt die Zugabe von TMAO zu einer deutlich erkennbaren
Erhohung der Triibungspunkttemperatur. Fiir eine 50 mg mL! yD-Kristallin-Lésung erhoht
sich die Triibungspunkttemperatur in Anwesenheit von 0.5 M TMAO von 5.8 + 0.5 °C auf
22.7 £ 1.5 °C. Durch zusitzliche Erhdhung der Proteinkonzentration auf 100 mg mL™! wird
eine weitere Verschiebung der Triibungspunkttemperatur auf 27.7 &+ 0.5 °C beobachtet. Die
Messdaten lassen vermuten, dass innerhalb des gemessenen Protein- und TMAO-Konzent-
rationsbereichs eine Erhohung der TMAO-Konzentration einen gleichméBigen Anstieg der
Triibungspunkttemperatur bewirkt. Somit war es moglich, die Triilbungspunkttemperatur der
jeweiligen yD-Kristallin-Konzentrationen durch die Zugabe von TMAO um das 3 — 3.5 fa-
che zu erhdhen. Abbildung 4.9b zeigt das entsprechende 7-ccryop-ctmao 3D-Phasendia-
gramm. Im Phasendiagramm wird der temperaturerh6hende Effekt auf die Triibungspunkt-
temperatur, der sich aus dem Zusammenspiel der Protein- und TMAO-Konzentration ergibt,

nochmals verdeutlicht.

Da bekanntermafBlen die Auswirkungen von Harnstoff auf biomolekulare Strukturen im All-

gemeinen denen von TMAO entgegengesetzt sind!***23°!, wurde ebenfalls der Einfluss von
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Harnstoff als Kosolvens auf die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von yD-Kristallin unter-
sucht. Die aus den Turbiditdtsmessungen gewonnenen Triibungspunkttemperaturen wurden
als Funktion der Harnstoffkonzentration bei ausgewéhlten yD-Kristallin-Konzentrationen

aufgetragen und sind in der Abbildung 4.10 gezeigt.
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Abbildung 4.10: a) Der Einfluss von Temperatur, Harnstoff und Proteinkonzentration auf die LLPS
von yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und b) das zugehdrige T-ccryGp-CHamstoft
3D-Phasendiagramm. Die Datenpunkte fiir die Bestimmung der Triibungspunkte wurden den
Turbiditdtsexperimenten entnommen (die Fehlerbalken ergeben sich aus drei voneinander unabhén-
gigen Messungen). Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[!

Im Gegensatz zu TMAO zeigen die Turbidititsmessungen, dass Harnstoff die Triibungs-
punkttemperatur senkt. Die Triibungspunkttemperatur von 50 mg mL! yD-Kristallin in ei-
ner 0.3 M Harnstofflosung verringert sich von 6.1 + 0.5 °C auf 0.8 + 0.3 °C, wihrend eine
gleichzeitige Steigerung der Proteinkonzentration auf 100 mg mL™! die Triibungspunkttem-
peratur lediglich um 2.7 °C wieder erhoht. Des Weiteren fallt auf, dass der temperaturerhd-
hende Effekt durch die Proteinkonzentrationserh6hung in Anwesenheit von Harnstoff ge-
ringfligig reduziert wird. In reiner Losung von yD-Kristallin bewirkt die Konzentrationser-
héhung auf 100 mg mL™!' eine Verschiebung der Triibungspunkttemperatur um 4.4 °C,
wihrend in Gegenwart von Harnstoff die Verschiebung zu hoheren Temperaturen nur noch

2.7 -3 °C betragt.

Abschliefend wurden die Auswirkungen des Crowder-Molekiils Ficoll auf das temperatur-
abhédngige Phasenverhalten von yD-Kristallin untersucht. Fiir die Untersuchungen wurde
Ficoll® PM 70 (Molekiilmasse: 70 kDa) verwendet, dessen hydrodynamischer Radius Ry
(Stokes-Radius) 5.1 nm betrdgt und verhiltnisméBig doppelt so groB ist wie das des mono-
miren yD-Kristallin-Proteins (Ro = 2.3 + 0.1 nm).**”) Wie bei dem Osmolyt TMAO wird in

Anwesenheit von Ficoll eine Verschiebung der LLPS zu héheren Temperaturen beobachtet.
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Fiir eine 50 mg mL"! yD-Kristallin-Lésung mit 200 mg mL™! Ficoll, was einer typischen
makromolekularen ,,Crowding*-Situation in biologischen Zellen entspricht,?*!! wurde eine
Triibungspunkttemperatur von 5.8 £0.5 °C auf 18.5 £ 0.5 °C beobachtet. Im Zusammen-
spiel mit einer 100 mg mL™! yD-Kristallin-Losung konnte die Phaseniibergangstemperatur
bis auf 30.5 °C verschoben werden (Abbildung 4.11). Im Gegensatz zu Harnstoff verstirkt

Ficoll den temperaturerh6henden Effekt der Proteinkonzentrationserh6hung.
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Abbildung 4.11: a) Der Einfluss von Temperatur, Ficoll und der Proteinkonzentration auf die LLPS
von yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und b) das zugehorige T-ccryGp-Cricoll
3D-Phasendiagramm. Die Datenpunkte fiir die Bestimmung der Triibungspunkte wurden den Turbi-
ditdtsexperimenten entnommen (die Fehlerbalken ergeben sich aus drei voneinander unabhéngigen
Messungen). Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[

In Abbildung 4.12 werden die UV/Vis-Absorptionsdaten von reinem 50 mg mL™ yD-
Kristallin als Funktion der Temperatur bei atmosphérischem Druck und in Gegenwart der
drei Kosolventien TMAO, Harnstoff und Ficoll bei ausgewdhlten Konzentrationen zusam-
mengefasst. Das yD-Kristallin weist bei Umgebungsdruck einen temperaturbedingten Trii-
bungspunkt, Tcioud, bei ~6 °C auf, wihrend sich oberhalb von ~7 °C eine homogene Phase
bildet. Die Zugabe von 0.3 M Harnstoff fiihrt zu einer Abnahme von Tcioud auf 1 °C. Umge-
kehrt fithrt die Zugabe von 15 Gew.-% Ficoll und 0.3 M TMAO zu einem Anstieg der 7Tcioud
auf ~15 °C bzw. ~18 °C (Abbildung 4.12a). Die reprisentativen lichtmikroskopischen Bil-
der verdeutlichen den phasengetrennten und homogenen Zustand der Pufferlosung. Das
Aussehen der Tropfchenphase, d.h. die GroBe (~5 pum) und die Form der Tropfchen, scheint

sich mit den verschiedenen Kosolventien nicht wesentlich zu verdndern.

Abbildung 4.12b zeigt die druckabhéngigen Absorptionsdaten bei 7= 1 °C fiir die vier ver-
schiedenen Losungsmittelbedingungen. Wie deutlich zu erkennen ist, bewirkt die Zugabe

der Kosolventien eine Verschiebung des Drucks, der den Ubergang vom entmischten zum
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homogenen Zustand bewirkt. Harnstoff verschiebt den Ubergang zu niedrigeren Driicken.
Umgekehrt sind in den Losungen mit Ficoll und TMAO deutlich hohere Driicke erforderlich,
um den Ubergang einzuleiten, d.h. das Kosolvens TMAO und das Crowding Agens Ficoll
stabilisieren die Tropfchenphase von yD-Kristallin, wihrend der chaotrope Harnstoff den

gegenteiligen Effekt bewirkt.
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Abbildung 4.12: Reprisentative Turbiditdtsmessungen bei 400 nm einer 50 mg mL™!' yD-Kristallin-
Loésung in Abhéngigkeit a) der Temperatur in Puffer (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4),0.3 M
Harnstoff, 15 Gew.-% Ficoll und 0.3 M TMAO und b) des Drucks bei 7= 1 °C. Unten: Lichtmikro-
skopische Momentaufnahmen von yD-Kristallin, die den phasengetrennten und den homogenen Zu-
stand der Losung zeigen. Die Mafistabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 30 um.
Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte (4 = 1.0) normiert. Die Messungen wurden drei-
mal wiederholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.5!
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4.4 Drucksprung-Relaxationsexperimente

Aufbauend auf der Kenntnis der Phasengrenzen des Zweiphasensystems des Proteins bei
unterschiedlichen Lésungsmittelbedingungen konnten anschlieBend die Kinetikmessungen
durchgefiihrt werden. Die hier verwendeten schnellen und zeitlich hoch aufgeldsten (Tot-
zeit 50 — 100 ms) p-Spriinge iiber die Phasengrenzen hinweg eignen sich hervorragend zur
Untersuchung der Kinetik der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung. Prinzipiell wiren auch laser-
technikgestiitzte Temperaturspriinge moglich. Jedoch wird, abhéngig von den Eigenschaften
der Probe und den damit verbundenen Relaxationszeiten, oft das Temperaturprofil und nicht
der eigentliche Prozess des Systems erfasst. Auch eine Temperaturdnderung zu niedrigeren
Temperaturen ist schwierig zu bewerkstelligen. Da druckabhdngige Prozesse unterhalb eines
Drucks von 10 kbar bei Proteinen in der Regel vollstindig reversibel sind, eignen sich bidi-
rektionale p-Spriinge, wie sie hier verwendet werden, besser. Zu Beginn des Experiments
befindet sich das System in einem stabilen Gleichgewichtszustand, der durch eine abrupte
Druckénderung gestort wird und so eine Zustandsidnderung des Systems hervorruft. Wéh-
renddessen wird die Zeit gemessen, die das System benotigt, um den neuen Gleichgewichts-

zustand zu erreichen.

Zunéchst wurde das Phasenverhalten von yD-Kristallin bei zyklisch wiederholenden Druck-
spriingen untersucht. Abbildung 4.13 zeigt eine Reihe von aufeinanderfolgenden Druckzyk-
len (Ap = 800 bar) durch den Phaseniibergangsbereich von einer reinen 50 mg mL! yD-
Kiristallin. Die wihrend der Druckspriinge abrupt ansteigenden Absorptionsintensititen sind
auf die zunehmende Triibung (Lichtstreuung) und die damit verbundene Tropfchenbildung
(Koazervation) in der Probenlosung zuriickzufithren. Dementsprechend spiegeln Absorpti-
onsintensitdten von 4 = 0 eine klare, homogene Phase in der Probenlésung wider. Die hier
gezeigte Messreihe setzt sich aus acht Drucksprungzyklen zusammen, wihrend sich ein
Drucksprungzyklus aus einer abrupten Druckverringerung und anschlieBender Druckerho-
hung zusammensetzt. Aus den Daten geht hervor, dass die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
von yD-Kristallin sowohl eine gute druckinduzierte Schaltfahigkeit als auch eine vollstén-

dige Reversibilitit der Phaseniibergénge aufweist.
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Abbildung 4.13: Drucksprungzyklen durch den Phaseniibergangsbereich von 50 mg mL! yD-Kris-
tallin in Pufferldsung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei T =3 °C, wobei die vollstindige
Reversibilitit des Phaseniibergangs gezeigt wird. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte
(4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von yD-
Kiristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphéirendruck darstellt. Die Abbildung wurde ge-
miB der Referenz modifiziert.[’!!

In Abbildung 4.14a sind die Absorptionsdaten einer reinen 50 mg mL™! yD-Kristallin-Lo-
sung bei 3 °C nach einem schnellen p-Sprung von verschiedenen Anfangsdriicken in Rich-
tung des Umgebungsdrucks (1 bar) zum Zeitpunkt = 0 gezeigt. Die scheinbare Absorption
(Turbiditit) 4 nimmt beim Ubergang aus der homogenen Phase in den Fliissig-Fliissig-pha-
sengetrennten Bereich rasch zu und flacht nach etwa 4.4 s beim Erreichen des neuen Gleich-
gewichtszustands ab. Abbildung 4.14b zeigt die p-Sprungdaten in Richtung der Druckerhé-
hung. Wie aus den Daten ersichtlich wird, weist der drucksprunginduzierte Ubergang vom
phasenseparierten Zustand in die homogene Phase eine dreimal schnellere Ubergangskinetik

auf als der Phasentibergang von der homogenen in die phasengetrennte Losung.

Zur Auswertung der Kinetikdaten wurde an die zeitabhingig gemessenen Drucksprungdaten
die Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov-Funktion (JMAK) gefittet. Gemé der Gleichung
(2.15) gilt fiir den Ubergang in den LLPS-Bereich O3~ 4 = 1-exp(-kt)" sowie O4~ A =
exp(-kr)" beim Wiedereintritt in die homogene Phase, wobei n der sogenannte Avrami-Ex-
ponent und k eine scheinbare Geschwindigkeitskonstante ist. A(?) ist proportional zum zeit-
abhéngigen Volumenanteil Vrwptenen/V der kondensierten Tropfchenphase. Aufgrund der
normierten Absorptionsdaten wird der Vorfaktor C in Gleichung (2.15) auf C =1 gesetzt.
Aus den gemessenen Kinetikdaten konnte direkt die Gesamtiibergangszeit #. und die Halb-

wertszeit #12 bestimmt werden. Hierbei ist #; die Zeit, die das System fiir den vollstdndigen
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Phasentiibergang und zum Erreichen des neuen Gleichgewichtszustands bendtigt, wihrend
t12die Zeit ist, in der die Halfte der Absorptionsintensitdtsinderungen erreicht wird. Zusétz-
lich zu den Messungen bei unterschiedlichen Druckamplituden wurden auch Messungen bei
weiteren ausgewdhlten Temperaturen durchgefiihrt. Die erhaltenen Daten fiir eine reine

50 mg mL"! yD-Kristallin-Lésung sind in der Tabelle 9.1 und Tabelle 9.2 der aufgefiihrt
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Abbildung 4.14: Zeitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption (Turbiditdt) 4 einer reinen
50 mg mL! yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei T'= 3 °C nach einem
p-Sprung mit variabler Druckamplitude a) von hohem Druck in Richtung Umgebungsdruck (Druck-
entlastung, LLPS-Bildung) und b) von 1 bar in Richtung hohem Druck (Druckanstieg, Auflésung
des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte (4 = 1.0) normiert, wo-
bei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von yD-Kristallin im phasense-
parierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt. Die Messungen wurden dreimal wiederholt. Die
Abbildung wurde gemih der Referenz modifiziert.l’!!

Bei einer Temperatur von 7= 3 °C wurden fiir den Phaseniibergang von der homogenen
Phase in den LLPS-Bereich (Druckverringerung) eine Gesamtiibergangszeit von
tw = 4.4 £ 0.3 s und eine Halbwertszeit von #12 = 1.8 + 0.1 s erhalten. Interessanterweise hat
die Anderung der p-Sprungamplitude keinen ersichtlichen Einfluss auf die Kinetik der Pha-
sentropfchenbildung. Eine Verringerung der Temperatur von 3 °C auf -2 °C fiihrt zu einer
leichten Erhohung der Werte (etwa 1.0 s fiir #- und 0.3 s flir #12). Aus dem Vergleich der
Abbildung 4.14a und b ergibt sich, dass in Richtung der Druckerhohung, d.h. vom LLPS-
Bereich zur homogenen Phase, die Kinetik schneller verlduft als in die gegengesetzte Rich-
tung. So wurden fiir den Phaseniibergang vom LLPS-Bereich in die homogene Phase Werte

vonty=15+0.2sund #12,=0.2 £ 0.1 s bet T=3 °C ermittelt.

Im weiteren Verlauf der Studie wurde der Einfluss unterschiedlicher TMAO-Konzentratio-
nen auf die Ubergangskinetik einer 50 mg mL™!' yD-Kristallin-Lésung untersucht. Wie schon
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zuvor bei einer reinen Lsung von yD-Kristallin beobachtet, hat auch hier die Anderung der
p-Sprungamplitude keinen ersichtlichen Einfluss auf die Kinetik der Phasentropfchenbil-
dung (Abbildung 9.13, Tabelle 9.3). Dementsprechend werden in Abbildung 4.15 die Aus-
wirkungen unterschiedlicher TMAO-Konzentrationen auf die Ubergangskinetik einer

50 mg mL"! yD-Kristallin-Lésung bei 7= 3 °C und einer konstanten p-Sprungamplitude von

1000 bar gezeigt.
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Abbildung 4.15: Der Einfluss unterschiedlicher TMAO-Konzentrationen auf die Ubergangskinetik
einer 50 mg mL"! yD-Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4) bei T=3 °C a)
wihrend der Druckverringerung (LLPS-Bildung) und b) der Druckerhéhung (Verschwinden des
LLPS) bei konstanter p-Sprungamplitude von 1000 bar. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maxi-
malwerte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand
von yD-Kristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt. Die Messungen
wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.5!

Aus den Daten (Tabelle 9.5) ist zu entnehmen, dass mit zunehmender TMAO-Konzentration
ein leichter Anstieg der Gesamtiibergangszeit (#x =4.9 £ 0.1 s fiir 0.3 M TMAO und #: =
5.4 £0.1 s fiir 0.5 M TMAO) wihrend der LLPS-Bildung bei 3 °C stattfindet (12 = 2.2 s).
Eine mogliche Erklarung hierflir wire, dass mit zunehmender TMAO-Konzentration die Bil-
dung groBerer Phasentropfchen leicht benachteiligt wird, da TMAO die energetisch ungiins-
tige Bildung von kleineren Tropfchen stabilisiert. TMAO ist in der Lage, bevorzugt mit
Bulk-Wasser zu interagieren, was zu einer verstdarkten Wasserstoffbriickenbindung fiihrt.
Gleichzeitig wird TMAO bevorzugt von der Protein-Grenzfliche ausgeschlossen, wodurch
die Hydratation verstiarkt wird. Aufgrund des excluded-volume Effekts werden dichtere und
kompaktere Strukturen begiinstigt.!®!'”) Wie in der reinen Pufferldsung ist die Ubergangski-
netik von der phasengetrennten in die homogene Losung (Druckerh6hung) um ein 10-faches

schneller. Eine signifikante Auswirkung auf die Phaseniibergangskinetik konnte an dieser
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Stelle nicht festgestellt werden (Tabelle 9.5). Zwar lisst sich die Konzentration des Kosol-
vens TMAO in der proteinreichen Tropfchenphase nicht ohne Weiteres bestimmen, da
TMAO vorzugsweise mit dem Bulk-Wasser interagiert und von der Proteingrenzflache aus-
geschlossen wird, jedoch diirfte seine Konzentration in der proteinreichen Phase sehr viel
geringer sein, so dass der Einfluss auf die Phaseniibergangskinetik geringer ist, wie auch hier
beobachtet wurde. Ahnlich wie bei yD-Kristallin in reiner Pufferldsung bewirkt eine Erho-
hung der Temperatur von 3 auf 11 °C eine leichte Verschiebung der Werte (~ 0.6 s fiir #«

und 0.2 s fiir #12) nach unten.

Aus den vorangegangen Gleichgewichtsmessungen ging hervor, dass Harnstoff einen erheb-
lichen Einfluss auf die Stabilitdt der LLPS von yD-Kristallin hat. So zeigten die Untersu-
chungen, dass eine Harnstoffkonzentration von 0.5 M die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
von yD-Kristallin vollstindig unterdriickt und man bis zum Gefrierpunkt der Losung eine
homogene Phase beobachten konnte (Abbildung 9.8). Abbildung 4.16 zeigt den Einfluss
verschiedener Harnstoffkonzentrationen auf die Ubergangskinetik einer 50 mg mL! yD-

Kristallin-Lésung bei 7= -2 °C und einer konstanten p-Sprungamplitude von 1000 bar.
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Abbildung 4.16: Der Einfluss unterschiedlicher Harnstoffkonzentration auf die Ubergangskinetik
einer 50 mg mL! yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei T'=-2 °C a)
wiahrend der Druckverringerung (LLPS-Bildung) und b) der Druckerhéhung (Verschwinden des
LLPS) bei konstanter p-Sprungamplitude von 1000 bar. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maxi-
malwerte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand
von yD-Kristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmospharendruck darstellt. Die Messungen
wurden dreimal wiederholt. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.>!!
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Im Gegensatz zu den Auswirkungen von Harnstoff auf das Gleichgewichtsphasenverhalten
der Protein-LLPS hat die Zugabe von 0.2 M und 0.3 M Harnstoff keinen erkennbaren Effekt
auf die Phaseniibergangskinetik von yD-Kristallin gezeigt (Tabelle 9.8). Auch variierende
p-Sprungamplituden hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Kinetik der Tropfchenbil-
dung (Abbildung 9.14, Tabelle 9.6)

Als letztes wurde der Einfluss des Crowding Agens Ficoll auf die Ubergangskinetik von yD-
Kristallin untersucht. Auch in diesem Fall hat die Anderung der p-Sprungamplitude keine
Auswirkung auf die Kinetik der Phasentropfchenbildung (Abbildung 9.15 und Tabelle 9.9).
Entsprechend sind in Abbildung 4.17 die Auswirkungen von unterschiedlichen Ficoll-Kon-
zentrationen auf die Ubergangskinetik der Protein-LLPS bei 7= 3 °C und einer konstanten

p-Sprungamplitude von 1000 bar gezeigt.
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Abbildung 4.17: Der Einfluss unterschiedlicher Ficoll-Konzentration auf die Ubergangskinetik ei-
ner 50 mg mL"! yD-Kristallin-Lésung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei T'= 3 °C a) wih-
rend der Druckverringerung (LLPS-Bildung) und b) der Druckerh6hung (Verschwinden des LLPS)
bei konstanter p-Sprungamplitude von 1000 bar. Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte
(4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von yD-
Kristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt. Die Abbildung wurde ge-
miB der Referenz modifiziert.!>!

Fiir Ficoll wurde ein dhnliches Verhalten wie bet TMAO beobachtet. So wurde mit steigen-
der Ficoll-Konzentration eine leichte Erhohung der Gesamtiibergangszeit (¢t = 4.4 0.1 s
fir 0 Gew.-% Ficoll, #=5.0+0.1s fir 10 Gew.-% Ficoll und #=53+0.1s fir
20 Gew.-% Ficoll) beobachtet. Auch hier lésst sich diese Beobachtung durch den excluded-
volume Effekts des Crowders erkldren, der kleinere Tropfchen stabilisiert und somit deren
Wachstumsrate verringert. Fiir den Phaseniibergang von der phasengetrennten in die homo-

gene Phase (Druckerhdhung) ist die Ubergangskinetik mit # = 1.5 s und #1, = 0.2 s erwar-
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tungsgemél schneller. Wie bei TMAO war keine konzentrationsbedingte Auswirkung auf
die Phasentibergangskinetik zu beobachten (Tabelle 9.11). Dies war jedoch zu erwarten, da
der makromolekulare Crowder weitgehend von der Tropfchenphase ausgeschlossen wird,

was auch der Grund fiir die erh6hte Temperaturstabilitdt der Tropfchen ist.

Weiterfithrend wurden neben der Gesamtiibergangszeit und der Halbwertszeit der Parameter
kund der Avrami-Exponent 7 fiir die verschiedenen Kosolvens-Bedingungen bestimmt. Der
Avrami-Exponent n kann physikalisch plausible Werte zwischen 1 und 4 annehmen, wéh-
rend der Parameter k eine Geschwindigkeitskonstante ist, die von der Keimbildung und der
Wachstumsrate abhingt. Des Weiteren sind # und k& abhdngig von der Temperatur und kon-
nen sich mit der Zeit andern. Wie aus den Tabellen 9.5, 9.8 und 9.11 hervorgeht, betrigt der
Avrami-Parameter # fiir alle Losungsmittelbedingungen bei der LLPS-Bildung 1.9 + 0.2 und
liegt, unabhédngig von der Kosolvens-Konzentration, innerhalb des experimentellen Fehlers.
Die Geschwindigkeitskonstante k& bewegt sich in der GroBenordnung von 0.2 s'. Wihrend
die Geschwindigkeitskonstanten in reinem Puffer und in einer Harnstoff-Ldsung dhnlich zu-
einander sind, nehmen die Geschwindigkeitskonstanten wihrend der LLPS-Bildung in An-
wesenheit von TMAO und Ficoll leicht ab. So sinkt beispielweise die Geschwindigkeits-
konstante in einer 0.5 M TMAO-Losung von k= 0.24 s auf 0.15 s und in einer 20 Gew.-
% Ficoll-Losung auf k= 0.17 s bei 3 °C und spiegelt die Abnahme der Keimbildungs- und
der Wachstumsrate bei Zugabe dieser Kosolventien wider. Fiir den Ubergang von der pha-
sengetrennten Losung in die homogene Phase sinkt der Avrami-Exponent #» und nimmt ein
Wert um die 1.0 (. =0.9 £0.1) fiir alle Losungsmittelbedingungen an. Hier finden keine
Keimbildungs- und Wachstumsprozesse statt. Die Tropfchen 16sen sich lediglich schnell auf
und bilden eine homogene Phase. In Ubereinstimmung mit den oben angegebenen #,- und
t12-Werten steigt die Geschwindigkeitskonstante  fiir den Ubergang von der phasengetrenn-
ten Losung in die homogene Phase bei T'=3 °C auf etwa 3.5+ 0.5 s™! und ist fiir alle Lo-

sungsmittelbedingungen dhnlich.

Ein Avrami-Parameter von n =2 deutet auf eine nicht konstante Keimbildungsrate bei der
LLPS-Bildung hin, fiir die sich n =4 fiir eine homogene Keimbildung oder n =3 fiir den
unwahrscheinlichen Fall einer heterogenen Keimbildung ergeben wiirde.**3%831 Im vorlie-
genden Fall wird ein diffusionsbegrenzter Wachstumsmechanismus beobachtet, der fiir eine
konstante homogene Keimbildungsrate einen Wert von n = 5/2 voraussagt. Die geringe Ab-
weichung von n = 5/2 konnte auf die Tatsache zuriickzufiihren sein, dass die Wachstumsrate

sich mit der Zeit dndert. Dies spiegelt sich auch in den geringen Abweichungen zwischen
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den angepassten Kurven und den experimentellen Datenpunkten zu Beginn und am Ende
des Ubergangs wider. Eine spinodale Entmischung wurde fiir keine der Losungsbedingun-
gen und Drucksprungamplituden beobachtet, woraus hervorgeht, dass Ubergiinge nur zwi-
schen der homogenen Phase und dem metastabilen Zweiphasengebiet stattfanden (Abbil-

dung 4.1).
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4.5 Zusammenfassung und Fazit

Unter Verwendung von humanem yD-Kristallin als Modellsystem fiir die Fliissig-Fliissig-
Phasentrennungsphdnomene globuldrer Proteine wurde der Einfluss verschiedener Kosol-
ventien auf das Gleichgewichtsphasenverhalten des Koexistenzbereichs und die Phaseniiber-
gangskinetik untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Drucksprung-Relaxationsmethode an-
gewandt, die es ermoglichte, die Kinetik und den ihr zugrunde liegenden Mechanismus unter
isothermen Bedingungen, daher ohne Anderung der thermischen Energie und der Stabilitt

des Proteins, zu untersuchen.

Als Voraussetzung fiir die kinetischen Untersuchungen wurde zunéchst die Stabilitit des
Proteins fiir alle verwendeten Losungsmittelbedingungen, Temperaturen und Driicke unter-
sucht und die entsprechenden p, T, c-Phasendiagramme der LLPS bestimmt (Abbildung
4.8 —4.11). Basierend auf der Studie von Thomson et al.[>*”! konnten fiir die kritische Kon-
zentration und fir die kritische Temperatur des reinen Proteinsystems die Werte
cc =195 mg mL! bzw. T. = 13 °C ermittelt werden. Aus den temperatur- und druckabhingi-
gen FT-IR Experimenten ging hervor, dass wihrend der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung

keine Verdnderungen der Sekundérstruktur des Proteins stattfinden.

Grundsétzlich wird die LLPS-Bildung des Proteins durch eine Erhohung der Temperatur
und des Drucks ungiinstig beeinflusst. Im Gegensatz dazu wird bei niedrigen Temperaturen
und Umgebungsdruck die kondensierte Phase von yD-Kristallin durch zeitlich begrenzte
(transiente) elektrostatische, hydrophobe und Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen

5334 Das Aufldsen der Tropfchenphase bei

den benachbarten Proteinmolekiilen stabilisiert.!
hohen Temperaturen kann durch einen Anstieg der Mischungsentropie erkldrt werden, die
bei ausreichend hohen Temperaturen den Term der kohésiven intermolekularen Wechsel-
wirkung dominiert. Des Weiteren wird angenommen, dass sich in den kondensierten Tropf-
chenphasen, aufgrund der sich voriibergehend beriihrenden Proteinmolekiile, wasserfreie
Hohlrdume bilden. Infolgedessen wird die kondensierte Tropfchenphase unter hohem Druck

210 eine Verringerung des Hohlraum-

destabilisiert, da gemiB dem Prinzip von Le Chatelier!
volumens durch eine homogene, verdiinnte Phase erreicht werden kann, deren Bildung auch
durch eine hohere Mischungsentropie begiinstigt wird.[>* Dariiber hinaus werden hydro-
phobe Kontakte im Vergleich zu kompakten, aber 16sungsmittelgetrennten Konfigurationen

durch hohen Druck destabilisiert.[*?>]
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Die Forschungsdaten haben gezeigt, dass TMAO und das Crowding Agens Ficoll eine deut-
liche stabilisierende Wirkung auf den phasenseparierten Zustand von yD-Kristallin haben.
So wurde fiir eine 50 mg mL! yD-Kristallin-Lsung, nach Zugabe von 0.3 M TMAO bzw.
20 Gew.-% Ficoll, eine Erh6hung der Triibungspunkttemperatur A7cioud, bis zu ~17 °C und
~14 °C beobachtet. AuBerdem wurde eine deutliche Erh6hung der Druckstabilitét des Fliis-
sig-Fliissig-Phasenbereichs beobachtet (z.B.: Apcioud = 600 bar fiir 0.3 M TMAO und Apcioud
~ 600 bar fiir 15 Gew.-% Ficoll). Eine physikalisch sinnvolle Erklarung fiir die erhdhte Tem-
peratur- und Druckstabilitdt der LLPS von yD-Kristallin durch TMAO wurde bereits in Ka-
pitel 3.4 diskutiert.’>>] Aufgrund der starken Wechselwirkung von TMAO mit Wasser und
zugleich ungiinstigen Wechselwirkung mit Proteinen werden kompakte Proteinkonfigurati-
onen in Anwesenheit von TMAO stabilisiert.[®!!”' Demnach kann TMAO dem druckbeding-
ten Auflésen der Phasentropfchen entgegenwirken, da die dichte Tropfchenphase eine ge-
ringere 16sungsmittelexponierte Proteinoberfliche und somit weniger ungiinstige Wechsel-
wirkungen mit TMAO aufweist als in der dispergierten homogenen Phase. Ein &hnliches
Szenario kann fiir das Crowding Agens Ficoll in Betracht gezogen werden. Aufgrund des
vom Crowding Agens verursachten repulsiven excluded-volume Effekts werden auch in die-
sem Fall kondensierte Strukturen begiinstigt, was zu einer Erh6hung der Temperatur- und
Druckstabilitdt der Tropfchenphase fiihrt. Die hier gezeigte drastische Erh6hung der Tem-
peratur- und Druckstabilitdt der LLPS-Region, die durch die Zugabe des Tiefsee-Osmolyten
TMAO und des makromolekularen Crowders erreicht wird, bietet Organismen, die extremen
Umweltbedingungen ausgesetzt sind, die Moglichkeit, die Stabilitét ihrer Proteinkondensate
zu regulieren. Im Gegensatz dazu bewirkt die Zugabe des Chaotrops Harnstoff eine Desta-
bilisierung des phasengetrennten Zustands. Dieser Effekt ist hochstwahrscheinlich auf die
Wechselwirkung von Harnstoff mit dem Proteinriickgrat und den Seitenketten von yD-Kris-
tallin zuriickzufiihren, wodurch eine Verringerung der schwachen intermolekularen Wech-
selwirkungen zwischen den Proteinmolekiilen in der Tropfchenphase erreicht wird. Interes-
santerweise ist bereits 0.5 M Harnstoff in der Lage, 7cioud unter den Gefrierpunkt der Losung

zu verschieben.

Basierend auf den fiir verschiedene Losungsmittelbedingungen erstellten Phasendiagram-
men wurden schnelle Druckspriinge im Bereich der Phasengrenzen durchgefiihrt, um die
LLPS-Kinetik von yD-Kristallin zu untersuchen. Da die druckabhingigen Prozesse vollstdn-
dig reversibel waren, konnten dariiber hinaus auch bidirektionale p-Spriinge durchgefiihrt

werden, wodurch die Bildungs- und Auflosungsrate der Proteintrépfchenphase bestimmt
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werden konnte. Die Bildung der Tropfchenphase erwies sich als sehr schneller Prozess mit
Gesamtiibergangszeiten von f; = 4 s. Wihrend mit steigender TMAO- und Ficoll-Konzent-
ration die Gesamtiibergangszeit fiir den Ubergang von der homogenen in den phasengetrenn-
ten Zustand leicht zunahm (At = 1s), wurde bei einer Zugabe von 0.3 M Harnstoff keine
signifikante Auswirkung auf die Phaseniibergangskinetik beobachtet. Eine Erhchung der
Temperatur fiihrte zu einem leichten Anstieg der Phaseniibergangsgeschwindigkeit (z.B.
Aty = -0.6 s von 3° C auf 11 °C). Beim Ubergang vom phasengetrennten Zustand in die ho-
mogene Phase ist die Ubergangskinetik etwa um das 10-fache schneller (#: = 1.5 s) und fiir

alle Losungsmittelbedingungen dhnlich.

Zur Auswertung der Kinetikdaten wurde an die zeitabhidngig gemessenen Drucksprungdaten
die Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov-Funktion (JMAK) gefittet. Aus den gefitteten Da-
ten konnte anschlieend der Avrami-Exponent » und die Geschwindigkeitskonstante & er-
mittelt werden. Bei allen Losungsmittelbedingungen wurde fiir die LLPS-Bildung ein
Avrami-Parameter nahe n = 2 ermittelt. Die Geschwindigkeitskonstante & lag hierbei in einer
GroBenordnung von 0.2 s™. Wihrend die Geschwindigkeitskonstanten in reinem Puffer und
in der Harnstoff-Losung dhnlich waren, nahmen die Geschwindigkeitskonstanten der LLPS-
Bildung in Anwesenheit von TMAO und Ficoll leicht ab. So sank beispielweise die Ge-
schwindigkeitskonstante in einer 0.5 M TMAO-Ldsung von k= 0.24 s auf 0.15 s™! und in
einer 20 Gew.-% Ficoll-Losung auf k=0.17 s! bei 3 °C und spiegelt die Abnahme der
Keimbildungs- und Wachstumsrate bei Zugabe dieser Kosolventien wider. Daraus ergibt
sich die Vermutung, dass bei Zugabe von TMAO und Ficoll die Energiebarriere fiir die
Tropfchenbildung und Koaleszenz erhoht wird, was insgesamt zu einer Verlangsamung des
Phasentibergangs fiihrt. Eine derartig geringe Verringerung der Keimbildungs- und Wachs-
tumsrate wiirde auch mit einem allgemeinen confinement-Effekt iibereinstimmen. Der Anteil
der Tropfchen, bei dem eine Keimbildung stattfand, ist gegeben durch /=1 - exp[-Jy N V4]
(Jy ist die intrinsische Keimbildungsrate im stationdren Zustand, N und Vg sind die Anzahl
bzw. das Volumen des umschlieBenden Raums). Selbst bei unverdnderter Energiebarriere

2421 Ein Avrami-

nimmt die Keimbildungsrate J = J, N V4 mit abnehmender SystemgroBe ab.|
Parameter von n = 2 deutet darauf hin, dass die Keimbildungsrate bei der LLPS-Bildung
nicht konstant ist. Vielmehr scheint der Phaseniibergang tiber einen diffusionsbegrenzten
Keimbildungs- und Wachstumsmechanismus zu erfolgen, wobei sich die Wachstumsrate
wahrscheinlich mit der Zeit dndert. Ein solches Szenario wird auch fiir biologisch relevante

(z.B. intrazelluldre) dicht gepackte Systeme erwartet. Zusammengefasst ist die Bildung und
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anschlieBende Auflosung des Proteinkondensats ein sehr schneller Prozess, der auf einer
Zeitskala von nur einigen Sekunden abléuft. Es ist davon auszugehen, dass die schnelle Pha-
seniibergangskinetik der LLPS den relevanten Zeitrahmen erfiillt, der fiir biochemische Pro-
zesse in solchen Strukturen benétigt wird. Beispiele hierfiir sind stressabhidngige Sequestrie-
rung von Signalmolekiilen, die Signalcluster bilden oder die Kolokalisierung von biomole-
kularen Einheiten, die zur Steigerung der Reaktivitit erforderlich sind (z.B. Kolokalisierung
von Enzymen fiir das substrate channeling). Ungeachtet der ausgepragten Wirkung von Ko-
solventien auf die Stabilitdt des LLPS-Bereichs ist ihr Einfluss auf die Phaseniibergangski-
netik bei biologisch relevanten Konzentrationen quasi vernachléssigbar, was im zelluldren
Kontext ein besonderer Vorteil sein konnte, da eine schnelle Kinetik der LLPS-Bildung, d.h.
eine schnelle Umschaltbarkeit des Phasentibergangs durch die Anwesenheit von Kosolven-
tien, nicht beeintrachtigt werden sollte. Besonders Organismen, die unter Hochdruckbedin-
gungen in der Tiefsee leben, miissen in der Lage sein, die Druckempfindlichkeit ihrer bio-
molekularen Kondensate zu kontrollieren, um Beeintrachtigungen ihrer Zellphysiologie zu
vermeiden.[? Die hier gezeigten Forschungsergebnisse belegen, dass der in Tiefseefischen
hochregulierte Osmolyt TMAO die Stabilitit der kondensierten Proteintropfchen deutlich
erhoht, ohne die schnelle Phaseniibergangskinetik der LLPS-Bildung und Auflésung der

Proteinkondensate globulérer Proteine signifikant zu beeinflussen.
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5 Druckempfindliche SynGAP/PSD95 Kondensate
als Modell fiir die PSD und ihre biophysikalischen

und neurologischen Auswirkungen®®

Bekanntermallen wirkt sich hoher hydrostatischer Druck auf verschiedene biomolekulare
Systeme aus, wie zum Beispiel auf Lipidmembranen, Proteine (z.B. Enzyme), Membran-

S. [42,123,207,210,243,244] Abhanglg von

transporter, das Zytoskelett und Nukleinsdure-Hairpin
dem zu beobachtenden System werden Driicke von mehreren Hundert bis Tausend bar be-
notigt, um signifikante Konformations- und damit einhergehende Funktionsdnderungen zu
erzielen. Im Gegensatz dazu werden bei Wirbeltieren, die hohem Druck ausgesetzt werden,
schwere neurologische Storungen beobachtet, die als neurologisches Hochdruck-Syndrom
(high pressure nervous syndrome, HPNS) bekannt sind.!**! Bereits bei Driicken von einigen
zehn Atmosphéren werden fiir die HPNS typische Symptome wie Schwindel, Koordinati-
onsstorungen einschlieflich Zittern, Krampfe und ein veréndertes Elektroenzephalogramm
(EEG) beobachtet.[223-224246.247] Obwohl die Bekanntheit der HPNS weit verbreitet ist, sind
die zugrunde liegenden physiologischen und biomolekularen Ursachen noch weitgehend un-
erforscht. Bislang ist lediglich bekannt, dass die Funktion einiger Rezeptoren und lonenka-
ndle durch die unterdriickte Freisetzung verschiedener Neurotransmitter gestort wird.
[223,224,246,247

I Die molekularen Auswirkungen des Drucks auf komplexere synaptische Ver-

bindungen, wie z.B. die postsynaptische Dichte, sind noch immer weitgehend unbekannt.[??4!

Synapsen sind im gesamten Nervensystem vertreten und stellen eine spezifische Art von
membranumschlossenen Kompartimenten dar, die an der Steuerung der Signaliibertragung
beteiligt sind. Unter der postsynaptischen Plasmamembran der Synapse befindet sich ein
proteinreiches Subkompartiment, die so genannte postsynaptische Dichte (PSD). Diese ist
verantwortlich fiir den Empfang, die Verarbeitung und die Speicherung der von den présy-
naptischen axonalen Enden iibertragenen Signale.!'®!72*8] Die PSD setzt sich nachweislich
aus hunderten von dicht gepackten Proteinen zusammen, die grof8e Strukturen mit einer

Breite von einigen hundert Nanometern und eine Dicke von 30 — 50 nm ausbilden.[>*%20]

% Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in der Referenz publiziert:
H. Cinar, R. Oliva, Y. H. Lin, X. Chen, M. Zhang, H. S. Chan, R. Winter, Chemistry - A European Journal
2020, 26, 11024-11031.127)
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Umfassende Studien konnten eine Vielzahl an Protein-Protein-Wechselwirkungen aufzei-
gen, die das PSD-Protein-Netzwerk organisieren, zu denen auch die beiden Proteine
SynGAP und PSD95 gehdren.!'%17:241 SynGAP und PSD95 sind zwei sehr hiufig vorkom-
mende Proteine, die in der PSD in einem nahezu stochiometrischen Verhéltnis vorzufinden
sind.”*!! Untersuchungen ergaben, dass Mutationen von SynGAP oder PSD95 zu schwer-
wiegenden psychischen Storungen beim Menschen fiihren, zu denen geistige Behinderung

und Autismus gehoren. 2527254

SynGAP ist ein hirnspezifisches GTPase-aktivierendes Protein, das vorwiegend in den PSDs
lokalisiert ist, indem es spezifisch an PSD95 bindet.[*>>?36] Dabei bildet das Protein ein pa-
ralleles coiled-coil-Trimer aus, dass gleichzeitig an mehrere PSD95 Proteine binden kann.
Diese multivalente Interaktion zwischen SynGAP und PSD95 fiihrt sowohl in vitro als auch
in der lebenden Zelle zur Bildung einer Fliissig-Fliissig-Phasentrennung.!'%1724%] Die Art und
Weise, wie die einzelnen SynGAP- und PSD95-Monomere im LLPS-Zustand genau mitei-
nander assoziiert sind und Komplexe hoherer Ordnung bilden, ist strukturell noch nicht voll-
standig geklart. Die Aminosdurezusammensetzung der Molekiile, die an der Interaktion be-
teiligt ist, lasst vermuten, dass die giinstigen Kontakte eine Kombination aus hydrophoben

und n-Wechselwirkungen sind.

Um die Rolle der LLPS bei druckinduzierten neurologischen Schidigungen zu erforschen,
wurden Turbiditdtsmessungen, fluoreszenzspektroskopische und lichtmikroskopische Un-
tersuchungen mit unterschiedlichen Hochdruck-Messzellen an diesem Modellsystem durch-
gefiihrt. Ziel war es, die Struktur und die Phaseneigenschaften des SynGAP/PSD95-Systems
zu untersuchen, wobei ein Druckbereich bis zu 1500 bar abgedeckt wurde. Wie im Folgen-
den gezeigt wird, ist die LLPS des SynGAP/PSD95-Systems sehr druckempfindlich und
wird weit unterhalb von 1 kbar instabil, d.h. bei Driicken wie sie auch bei Tiefseeorganismen

vorkommen konnen.
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5.1 Probenpréparation

Fiir die in Kapitel 5 gezeigte Studie wurden Proteinlosungen von PSD95 PDZ-SH3-GK und
SynGAP CC-PBM in 50 mM TRIS-Puffer (50 mM TRIS, 10 mM NaCl, 1| mM EDTA,
1 mM DTT, pH = 7.8) verwendet. Die Expression und Aufreinigung der Proteine!'®! sowie
der fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Mingjie Zhang™™" und wurden fiir diese Studie in Form von konzentrierten Stammldsungen
zur Verfiigung gestellt. Die erhaltenen Stammldsungen konnten je nach Expressionserfolg

unterschiedliche Konzentrationen aufweisen.

5.1.1 Turbiditdtsmessungen

Fiir die konzentrationsabhidngigen Turbiditdtsmessungen des SynGAP/PSD95-Systems
wurde eine Verdiinnungsreihe zwischen 20 — 150 uM in 10 uM Schritten hergestellt. Zur
Verdiinnung der Stammlosung wurde ein TRIS-Puffer (50 mM,100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) verwendet, wobei in allen Probenlosungen das Mischungs-
verhiltnis von SynGAP und PSD95 stets eins zu eins (1:1) war. Fiir die druckabhingigen
Turbiditdtsmessungen wurde eine 50 uM SynGAP/PSD95-Probenldsung in TRIS-Puffer
(50 mM,100 mM NaCl, I mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) hergestellt. Da die Probenlo-
sungen unmittelbar nach dem Pipettieren beider Proteinlésungen eine Phasentrennung auf-
wiesen, wurden beide Proteinldsungen erst kurz vor der Messung zusammen pipettiert. Die

verwendeten Probenlosungen und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle 5.1 aufgelistet.

5.1.2 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die druck- und konzentrationsabhidngigen lichtmikroskopischen Untersuchungen wur-
den SynGAP/PSD95-Proben mit einer Proteinkonzentration zwischen 50 — 150 uM herge-
stellt. Zur Verdiinnung der Stammldsung wurde ein TRIS-Puffer (50 mM,100 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) verwendet, wobei in allen Probenlosungen das Mi-

schungsverhéltnis von SynGAP und PSD95 stets eins zu eins (1:1) war. Fiir die fluoreszenz-

** Division of Life Science, State Key Laboratory of Molecular Neuroscience, Hong Kong University of Sci-
ence and Technology, Clear Water Bay, Kowloon, Hong Kong, China
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mikroskopischen Untersuchungen wurde den unmarkierten Proteinen fluoreszenzmarkierte
SynGAP-Proteine hinzugefiigt. Als Fluorophor wurde Alexa488 verwendet. Die Gesamt-
konzentration des markierten SynGAP-Proteins betrug 0.23 uM. Wie schon in Kapitel 5.1.1
erwihnt, wurden beide Proteinldsungen erst kurz vor der Messung zusammen pipettiert. Die
verwendeten Probenlosungen und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle 5.1 aufgelistet.

Tabelle 5.1: Die fiir die Mikroskopie und Turbiditidtsmessungen verwendeten Probenldsungen und
ihre Zusammensetzung,

Probe Zusammensetzung

SynGAP/PSD95 20 — 150 uM SynGAP/PSD95 (1:1), 50 mM
TRIS, 100 mM NaCl, | mM EDTA, | mM
DTT, pH="7.8

SynGAP/PSD95 50 uM SynGAP/PSD95 (1:1), 50 mM TRIS,
100 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM DTT,
pH=7.8

SynGAP/SynGAP-Alexa488/PSD95 50 uM SynGAP/PSD95 (1:1), 0.23 pM
SynGAP-Alexa488, 50 mM TRIS, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH ="7.8

5.1.3 Forster Resonanz Energie Transfer-Messungen (FRET)

Die Probenpréparation und die druckabhdngigen FRET-Messungen wurden von Dr. Rosario
Oliva durchgefiihrt. Fiir die Messungen wurde eine mit Alexa405 (Donor) markierte 2.5 uM
PSD95-Losung in TRIS (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8)
hergestellt. Als Akzeptor diente mit Alexa488 (Akzeptor) markiertes SynGAP, dessen Kon-
zentration zwischen 0 — 14.8 pM variiert wurde. Die verwendeten Probenldsungen und ihre

Zusammensetzung sind in der Tabelle 5.2 aufgelistet.
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Tabelle 5.2: Die fiir die druckabhéngigen FRET-Messungen verwendeten Probenlésungen und ihre
Zusammensetzung.

Probe Zusammensetzung

PSD95-Alexa405 2.5 uM PSD95-Alexa405, 50 mM TRIS,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
pH=7.38

SynGAP-Alexa488 0—14.8 uM SynGAP-Alexa488, 50 mM TRIS,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
pH=7.38
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5.2 Druck- und konzentrationsabhiangige

Turbiditdtsmessungen

Vorangegangene Studien von M. Zeng et al.l'®! haben gezeigt, dass die beiden Proteine
SynGAP und PSD95 durch Bilden eines SynGAP-PSD95-Komplexes eine Fliissig-Fliissig-
Phasentrennung durchlaufen, wihrend sie als eigenstdndige Proteinldsungen eine klare ho-
mogene Losung aufweisen. Aufbauend auf diesen Forschungsergebnissen wurde zu Beginn
dieser Studie das temperaturabhingige Phasenverhalten des SynGAP/PSD95-Systems un-

tersucht.

Um festzustellen, ob das SynGAP/PSD95-System einen temperaturinduzierten Phaseniiber-
gang vom phasenseparierten in den homogenen Losungszustand aufweist, wurden tempera-
turabhidngige Absorptionsspektren einer 50 pM SynGAP/PSD95-Losung in einem Wellen-
langenbereich von 250 — 500 nm aufgenommen. Die Messungen erfolgten in einem breiten
Temperaturbereich von 5 — 60 °C bei Atmosphérendruck. Anschliefend wurden die Absorp-
tionsintensititen, die sich aus den Absorptionsspektren bei 400 nm ergaben, als Funktion der

Temperatur aufgetragen und sind in Abbildung 5.1a gezeigt.
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Abbildung 5.1: Dargestellt ist die UV/Vis-Absorptionsintensitit bei 400 nm einer 50 uM SynGAP/
PSD95-Losung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) als Funktion der
Temperatur und b) die UV/Vis-Absorptionsintensitét bei 400 nm einer SynGAP/PSD95-Losung als
Funktion der Proteinkonzentration bei 7= 25 °C. Alle Messungen wurden dreimal wiederholt. Die
Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!*”!

Uber den gesamten gemessenen Temperaturbereich wird eine hohe Absorptionsintensitit

beobachtet. Daraus ldsst sich schlieBen, dass das SynGAP/PSD95-System sich iiber den ge-
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samten gemessenen Temperaturbereich in einem phasenseparierten Losungszustand befin-
det und somit keine Phaseniibergangstemperatur in eine homogene Phase besitzt. Ein voll-
standiger Phaseniibergang in die homogene Phase wiirde sich in einer scheinbaren Absorp-
tion von 4 = 0 widerspiegeln. Mit zunehmender Temperatur wird eine Verringerung der
Absorptionsintensitit beobachtet, die jedoch ab einer Temperatur von 45 °C wieder zunimmt
und auf eine Aggregation innerhalb der Proteinldsung zuriickzufiihren ist. Die Abnahme der
Absorptionsintensitdt im mittleren Temperaturbereich konnte auf eine Abnahme der Pha-
sentropfchen hindeuten. Denkbar ist jedoch, dass es zu einer zeitlich bedingten Kondensa-
tion der Phasentrépfchen und anschlieSenden makroskopischen Phasentrennung kommt. Im
Anschluss wurden konzentrationsabhingige Turbidititsmessungen durchgefiihrt, um den
Einfluss der Proteinkonzentration auf die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung des binédren Pro-
teinsystems zu untersuchen. Abbildung 5.1b zeigt die Anderung der Absorptionsintensitit
als Funktion der SynGAP/PSD95-Konzentration (Verhiltnis 1:1) bei einer Wellenldnge von
400 nm und 25 °C. Wie in der Abbildung zu sehen ist, nimmt mit steigender Proteinkon-
zentration die Absorptionsintensitit zu. Besonders im unteren Konzentrationsbereich von
20 — 40 uM ist ein drastischer Intensitdtsanstieg zu beobachten, der im mittleren Konzentra-
tionsbereich stetig zunimmt und jenseits einer Proteinkonzentration von 90 uM einen Pla-
teauwert erreicht, was auf eine maximale Tropfchenbildung hindeuten kénnte. Wahrschein-
licher ist jedoch, dass bei hoher Proteinkonzentration die Koaleszenz der phasenseparierten
Tropfchen und die damit verbundene makroskopische Phasentrennung die Ursache sind. Un-
terhalb einer Konzentration von 20 uM geht die Absorptionsintensitét gegen 4 = 0, was auf

eine homogene Phase hindeutet.

Um den Einfluss von hohem hydrostatischem Druck auf das Phasenverhalten des
SynGAP/PSD95-Systems zu untersuchen, wurden zusétzlich zu den konzentrationsabhén-
gigen Messungen bidirektionale, druckabhingige Turbiditdtsmessungen an einer 50 uM
SynGAP/PSD95-Losung (1:1) durchgefiihrt. Als Puffersystem wurde eine 50 mM TRIS-L6-
sung (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) mit einem pH-Wert von 7.8 verwendet. Die
in Abbildung 5.2a dargestellten druckabhingigen UV/Vis-Daten zeigen, dass eine Drucker-
héhung tiber ~500 bar zu einer homogenen Phase bei 7= 25 °C fiihrt, wobei die Tropfchen-
zahl bis zu diesem Druck kontinuierlich abzunehmen scheint. Bei der anschlieBenden Dru-
ckentlastung verschiebt sich der Triibungspunkt der Losung leicht zu niedrigeren Driicken
und die erneute Tropfchenbildung findet unterhalb eines Drucks von ~400 bar statt. Die hier
beobachtete Hysterese war jedoch aufgrund des Nukleationsprozesses wéhrend des Phasen-

iibergangs zu erwarten. Dariiber hinaus wurden druckabhingige Turbiditdtsmessungen bei
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37 °C durchgefiihrt, die der physiologischen Temperatur des Menschen entspricht. Im Ver-
gleich zu den Druckmessungen bei 25 °C sind keine drastischen Anderungen der Ubergangs-
driicke zu beobachten (Abbildung 5.2b). Der Ubergangsdruck wihrend der Druckerhdhung
scheint sich lediglich zu etwas hoheren Werten zu verschieben, wihrend bei der Druckent-

lastung der Ubergangsdruck sich nicht merklich verindert hat.
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Abbildung 5.2: Druckabhingige Anderung der UV/Vis-Absorptionsintensitit (Triibung) einer
50 uM SynGAP/PSD95-Lésung (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH-Wert = 7.8) bei ei-
ner Wellenldnge von 400 nm und bei a) 25 °C und b) 37 °C. Die Messungen wurden dreimal wie-
derholt. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[%”)
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5.3 Druck- und konzentrationsabhédngige Lichtmikroskopie

Um das konzentrationsabhéngige Phasenverhalten des SynGAP/PSD95-Systems visuell
darzustellen, wurden lichtmikroskopische Untersuchungen einer SynGAP/PSD95-Losung
in Abhédngigkeit der Proteinkonzentration durchgefiihrt. In Abbildung 5.3 ist die Koazerva-
tion einer SynGAP/PSD95-Ldsung bei Konzentrationen zwischen 50 — 150 pM und einer

Temperatur von 25 °C gezeigt.

Abbildung 5.3: Konzentrationsabhéngige Lichtmikroskopiebilder einer reinen SynGAP/PSD95-L6-
sung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei ausgewéhlten Protein-
konzentrationen und 7'= 25 °C. Der Fokus des Objektivs lag auf der inneren Oberfldche der trans-
parenten Zelle (Glasoberflidche). Die MaBstabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von
50 pm. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.!>5”]

Unmittelbar nach dem Mischen beider Proteine bilden sich in der Losung Tropfchen mit
einem Durchmesser von ~5 um, die mit fortschreitender Zeit zu makroskopischen Phasen-
tropfchen kondensieren. Innerhalb von 15 Minuten sinken die proteinreichen Phasentropf-
chen zu Boden und bilden auf der unteren Fensteroberfliche der Mikroskopiezelle ausge-
dehnte Fliissig-Fliissig-phasengetrennte Bereiche. Wie in der Abbildung 5.3 (links) zu sehen
ist, betrdgt bei einer 50 uM SynGAP/PSD95-Losung der Durchmesser fiir den GroBteil der
Tropfchen 15 —20 um. Eine Erhohung der Konzentration auf 90 uM bewirkt, dass der
Durchmesser der kondensierten Phasen drastisch zunimmt. So sind in der mittleren Abbil-
dung dicht beieinander liegende Phasen zu erkennen, die einen Durchmesser von >50 pm
aufweisen. Bei einer Proteinkonzentration von 150 uM bildet sich in der gesamten Losung

ein Netzwerk aus Phasentropfchen, welches sich iiber einen Bereich von 100 pm erstreckt.

Zusétzlich zu den lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden Fluoreszenzbilder der konden-

sierten Phasentropfchen aufgenommen (Abbildung 5.4). Zu diesem Zweck wurden den un-

117



Druck- und konzentrationsabhdngige Lichtmikroskopie

markierten Proteinen fluoreszenzmarkierte SynGAP-Proteine hinzugefiigt. Als Fluorophor
wurde Alexa488 verwendet. Die Gesamtkonzentration des markierten SynGAP-Proteins be-
trug 0.23 uM. Wie aus der Abbildung 5.4a ersichtlich, befinden sich auf der Glasoberfliache
kondensierte, unregelméfig geformte Phasentropfchen, die einen Durchmesser von >50 pm
besitzen. Im zugehorigen Fluoreszenzbild (Abbildung 5.4b) sind die kondensierten Phasen-
tropfchen als fluoreszierende Bereiche erkennbar und zeigen eine eindeutige Ubereinstim-
mung mit den Phasentropfchen im Lichtmikroskopiebild. Die hohe Fluoreszenzintensitit der
Bereiche deutet auf eine hohe Konzentration des markierten SynGAP-Proteins innerhalb der
Phasen hin, wihrend die schwarzen Bereiche auf eine sehr geringe Proteinkonzentration
deuten. Somit wird durch die Fluoreszenzbilder bestitigt, dass es sich um kondensierte Pha-

sentropfchen des SynGAP/PSD95-Komplex handelt.

Abbildung 5.4: a) Lichtmikrokopie- und b) Fluoreszenzmikroskopiebilder einer fluoreszenzmar-
kierten SynGAP/PSD95-Losung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8)
bei 20 °C. Die Gesamtkonzentration des fluoreszenzmarkierten Proteins SynGAP-Alexa488 betrug
0.23 uM. Der Fokus des Objektivs lag auf der inneren Oberflache der transparenten Zelle (Glasober-
fliche). Die MaBstabsskala (schwarzer bzw. weiller Balken) entspricht einer Lange von 50 pm.

Unterstiitzend zu den druckabhdngigen Turbiditdtsmessungen wurden lichtmikroskopische
Untersuchungen bei ausgewihlten Driicken durchgefiihrt. Alle im Nachfolgenden prisen-
tierten Daten der lichtmikroskopischen Untersuchung zeigen das Phasenverhalten einer
50 uM SynGAP/PSD95-Losung. Um mdgliche Oberflicheneffekte wihrend der Mikrosko-
pie ausschlieen zu konnen, befand sich der Fokus des Objektivs innerhalb der Losung.
Abbildung 5.5 zeigt das druckabhédngige Phasenverhalten des SynGAP/PSD95-Systems bei
25 °C.
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Abbildung 5.5: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder einer reinen 50 uM SynGAP/PSD95-L6-
sung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei 25 °C. Gezeigt ist der
a) druckinduzierte Phaseniibergang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homogene

Phase und b) die phasenseparierte Losung nach Druckentspannung auf 1 bar. Der Fokus des Objek-
tivs lag in der Volumenphase der SynGAP/PSD95-Probe. Die Mafistabsskala (schwarzer Balken)
entspricht einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.*5”)

Unmittelbar nach dem Zusammenmischen beider Proteinlosungen bilden sich kleine gleich-
miBig geformte Phasentrdpfchen mit einem Durchmesser von 5 pm. In Ubereinstimmung
mit den Turbiditdtsdaten nimmt mit steigendem Druck die Anzahl der Phasentrépfchen in
der Losung kontinuierlich ab, bis eine vollstindig homogene Phase oberhalb von ~500 bar
vorliegt. Nach der Druckentlastung konnte ein erneuter Wiedereintritt in den phasensepa-
rierten Zustand und somit die Bildung neuer Phasentropfchen bei einem Druck von 400 bar

nachgewiesen werden.

Wie zuvor in den Turbidititsmessungen gezeigt, wird auch hier eine Verschiebung der Uber-

gangsdriicke bei einer Temperaturerhdhung auf 37 °C beobachtet (Abbildung 5.6).
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Abbildung 5.6: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder einer reinen 50 uM SynGAP/PSD95-L6-
sung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei 37 °C. Gezeigt ist der
a) druckinduzierte Phaseniibergang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homogene

Phase und b) die phasenseparierte Losung nach Druckentspannung auf 1 bar. Der Fokus des Objek-
tivs lag in der Volumenphase der SynGAP/PSD95-Probe. Die Malistabsskala (schwarzer Balken)
entspricht einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde gemif der Referenz modifiziert.*5”)

Obwohl die Anzahl der Phasentropfchen mit zunehmendem Druck drastisch abnahm, wur-
den bei der Druckerh6hung im gesamten gemessenen Druckbereich von 1 — 1100 bar wei-
terhin in geringer Zahl Phasentropfchen in der Bulk-Losung beobachtet. Wahrend der Dru-
ckentspannung wurde eine deutliche Zunahme der Tropfchen erst ab einem Druck von
~400 bar beobachtet und wiirde mit dem erneuten Intensititsanstieg der druckabhingigen

Turbiditdtsmessung bei 37 °C iibereinstimmen.

Ankniipfend an die mikroskopischen Untersuchungen der Phasentropfchen in der Bulk-Lo-
sung wurde der Einfluss von moglichen Oberflicheneffekten auf den Phasentibergangsdruck
der LLPS von SynGAP/PSD95 untersucht (Abbildung 5.7). Hierzu wurde der Fokus des
Objektivs auf die innere Oberfldche der transparenten Zelle gesetzt. Wie zuvor bei den kon-

zentrationsabhangigen lichtmikroskopischen Untersuchungen erldutert, bilden sich unmit-
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telbar nach dem Mischen beider Proteine in der Losung Phasentrpfchen mit einem Tropf-
chendurchmesser von ~5 uM, die mit fortschreitender Zeit zu makroskopischen Phasen-
tropfchen kondensieren und ausgedehnte Fliissig-Fliissig-phasengetrennte Bereiche auf der
unteren Fensteroberfliche der Mikroskopiezelle bilden. AnschlieBend wurde schrittweise
der Druck erhoht, bis sich die Fliissig-Fliissig-phasengetrennten Bereiche auf der Oberfléche
auflosen und eine vollstindig homogene Phase erreicht wird. Wie aus den Momentaufnah-
men ersichtlich wird, weisen die Phasen bei atmosphérischem Druck einen Durchmesser von
~50 pum auf, der mit steigendem Druck abnimmt. Erst nach einem Druck von 1300 bar haben
sich alle Phasentropfchen auf der Glasoberflache vollstindig aufgeldst und eine homogene
Losung liegt wieder vor. Im Vergleich zur Bulk-Ldsung verschiebt sich der Phaseniiber-
gangsdruck fiir die Phasentropfchen auf der Glasoberfliche um 800 bar zu hoheren Driicken,

d.h. die Wechselwirkung mit der Glasgrenzflache fiihrt zu einer Stabilisierung der Tropf-

chenphase.

{bar | > 1000 b I 1500 bar

Abbildung 5.7:Druckabhéngige Lichtmikroskopiebilder einer reinen 50 pM SynGAP/PSD95-L6-
sung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei 25 °C. Gezeigt wird
der Einfluss des Oberfldcheneffekts auf den Phaseniibergangsdruck der LLPS von SynGAP/PSD95.
Der Fokus des Objektivs lag auf der inneren Oberfldche der transparenten Zelle (Glasoberfldche).
Die Malistabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde
gemiB der Referenz modifiziert.[S”!
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5.4 Druckabhangige Forster Resonanz Energie Transfer

(FRET)-Messungen am SynGAP/PSD95-System™'f

Um die Auswirkungen des Drucks auf die Bindung zwischen SynGAP und PSD95 zu un-
tersuchen, wurden Fluoreszenzmessungen bei ausgewédhlten Driicken durchgefiihrt. Diesbe-
ziiglich wurde Alexa405 markiertes 2.5 uM PSD95 mit Alexa88 (Akzeptor) markiertem
SynGAP (0 — 14.8 uM) titriert. Zur Vermeidung des sogenannten inner filter Effekts (IFE)
wurde die Konzentration von PSD95 so gewihlt, dass die Absorption bei der Anregungs-
wellenldnge weniger als 0.05 betrug. Die Anregung der Proben erfolgte bei einer Wellen-
lange von 402 nm, wihrend die Emissionsspektren im Bereich von 420 — 630 nm aufgenom-
men wurden. Die Messungen erfolgten in einem Druckbereich von 1—2000 bar bei
T'=25 °C. In Abbildung 5.8a sind exemplarisch die Emissionsspektren (4 =420 — 630 nm)
bei atmosphdrischem Druck und 25 °C gezeigt (fiir die restlichen druckabhéngigen Daten
siche Abbildung 9.9).
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Abbildung 5.8: a) Fluoreszenzemissionsspektren bei Umgebungsdruck und b) druckabhingige Bin-
dungsisothermen aus der Titration von Alexa405-markiertem PSD95 mit Alexa488-markiertem
SynGAP bei 25 °C. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante Kq wurden die aufgetragenen Da-
tenpunkte an ein 1:1-Bindungsmodel angepasst. Die Abbildung wurde geméal3 der Referenz modifi-
ziert.[?%"]

" Die druckabhiingigen FRET-Messungen am SynGAP/PSD95-System wurden von Dr. Rosario Oliva durch-
gefiihrt, ausgewertet und interpretiert. Die entsprechenden Daten wurden in der Referenz?>7! publiziert.
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Mit steigender SynGAP Konzentration ist eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit bei
~430 nm von PSD95-Alexa408 und gleichzeitige Zunahme bei ~522 nm von SynGAP-
Alexa488 zu beobachten, was auf den Forster-Resonanz-Energietransfer (FRET) zwischen
den beiden Fluorophoren zuriick zu fiihren ist. AnschlieBend wurde das Verhéltnis der Flu-
oreszenzintensitit F/F als Funktion der SynGAP-Konzentration (in uM) aufgetragen, wo-
bei Fy die Fluoreszenzintensitit in Abwesenheit und /' in Anwesenheit unterschiedlicher
SynGAP-Konzentrationen ist. Zum Fitten der aufgetragenen Datenpunkte wurde ein Model
eines 1:1-Bindungsverhiltnisses verwendet. Die Daten sind in Abbildung 5.8b fiir 1 bar und
2000 bar gezeigt. Die sich aus der Datenanpassung ergebenden Dissoziationskonstanten Kq

sind fiir die jeweiligen Driicke in der Tabelle 5.3 aufgefiihrt.

Tabelle 5.3: Druckabhéngige Dissoziationskonstanten Kq des SynGAP/PSD95-Komplexes.

Druck / bar Ka/ pM
1 1.72 +£0.09
500 1.79 +£0.06
1000 2.08 +0.09
1500 2.27+0.05
2000 2.17+0.09

Mit steigendem Druck nimmt die Dissoziationskonstante fiir die Komplexbildung zwischen
den beiden Proteinen SynGAP und PSD95 leicht zu. Dementsprechend hemmt steigender
Druck die Bildung des SynGAP/PSD95-Komplexes und zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit den iibrigen druckabhiingigen LLPS-Daten. Da nur geringe Anderungen des Kq-Werts
beobachten wurden, ist jedoch davon anzugehen, dass andere Effekte eine wichtigere Rolle
bei der ausgeprigten Druckempfindlichkeit der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung des

SynGAP/PSD95-Systems spielen.
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5.5 Physikalische Interpretation des druckabhdngigen
Phasenverhaltens des SynGAP/PSD95-Modellsystems*

Wie bereits erwihnt, gehort der hydrostatische Druck zu den Umweltbedingungen in unserer
Biosphére, die erhebliche Auswirkungen auf die Evolution vieler Wasserorganismen hatten.
Obwohl die Auswirkungen des Drucks auf einfache biomolekulare Systeme wie Lipiddop-

42,123,207-210,233,243,244.258.259] Proteine und Nukleinsduren recht gut erforscht sind,

pelschichten!
ist der Einfluss des hydrostatischen Drucks auf komplexere biomolekulare Strukturen noch
weitgehend unerforscht. In diesem Kapitel wurden die Auswirkungen des Drucks auf die
LLPS zweier Hauptkomponenten der PSD untersucht. PSDs konzentrieren und organisieren
eine Vielzahl von Proteinen und dienen zur Signaliibertragung bei synaptischen Aktivita-
ten.[!617248] In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die LLPS des SynGAP/PSD95-
Modellsystems zu den druckempfindlichsten biomolekularen Systemen gehort, die bisher
identifiziert wurden. Eine Druckerh6hung von mehreren zehn bis hundert bar kann zu einer
drastischen Abnahme der phasengetrennten Tropfchen fiihren, wobei bereits ein Druck von
ca. 600 bar ausreicht, um den phasengetrennten Bereich des SynGAP/PSD95-Systems bei
Raumtemperatur vollstdndig aufzuldsen. Aus biophysikalischer Sicht ist es besonders inte-
ressant, dass sich die paarweise Wechselwirkung zwischen SynGAP und PSD9S5 als ziemlich
druckunempfindlich erwies (Tabelle 5.3), woraus zu schlieen ist, dass die Bindungsstelle
eines einzelnen SynGAP/PSD95-Komplexes weitgehend frei von Hohlrdumen und daher
ziemlich dicht gepackt ist. Es hat sich sogar herausgestellt, dass der paarweise Komplex bis
zu einem Druck von 2 kbar stabil ist. Daher ldsst sich die hohe Druckempfindlichkeit der
SynGAP/PSD95-Phasentropfchen nicht nur durch die Druckabhingigkeit der paarweisen
Bindung erkldren. An dieser Stelle wire aus physikalischer Sicht denkbar, dass das fiir Was-
sermolekiile unzugédngliche Hohlraumvolumen in der kondensierten Phase wesentlich gro-
Ber ist als in der homogenen Phase. Im Allgemeinen lassen sich aus geometrischer Sicht
Hohlraumvolumina durch eine fehlerhafte Packung in den kompakten Konformationszu-

standen erkldren,!'”]

wie sie auch in den gefalteten Strukturen globulédrer Proteine beobach-
tet werden.[#0:192:193:2091 Qo konnten Hohlraumvolumeneffekte eine mogliche Erklirung fiir

die druckabhingige LLPS biomolekularer Kondensate sein, wobei die Hohlrdume als ein

i Die hier beschriebenen physikalischen Uberlegungen entstanden in Kooperation mit Prof. Dr. Hue Sun
Chan. Die Daten wurden in der Referenz®*’lpubliziert.
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zeitlich begrenzter (transienter) Zustand angesehen werden muss, wihrend die Hohlrdume

in den gefalteten Proteinen im Wesentlichen statisch sind.!>*>%

Mit Hilfe eines sehr vereinfachten Modells der SynGAP/PSD95-Phasentrennung sollen die
Auswirkungen des Hohlraumvolumens in den SynGAP/PSD95-Tropfchen halbquantitativ
untersucht werden. Da die Wechselwirkungen zwischen SynGAP und PSD95 strukturell
spezifisch sind, ist es angemessener anstelle eines Flory-Huggins-Polymer-Modells mit un-
spezifischen Kontaktwechselwirkungen ein Gel-Modell zu verwenden, das eine bestimmte
Anzahl von "Sticker" fiir jedes Molekiil vorsieht. Dass die SynGAP/PSD95-Tropfchen eher
fliissig als gelartig sind, soll an dieser Stelle auler Acht gelassen werden. Da die beiden
Proteine SynGAP (1308 Aminosdurereste) und PSD95 (721 Reste) weitgehend gefaltet sind
und zur Komplexbildung mit einer 3:2-Stochiometrie neigen, wurde in diesem Modell eine
einzelne generische Molekiilspezies mit begrenzter struktureller Flexibilitét und einem Mo-
lekiilvolumen ¥, angenommen, das dem 5000-fachen eines Aminosdurerests entspricht
(= 139.6 A?). Basierend auf dem SynGAP/PSD95-Interaktionsmuster werden in dem Modell
jeder Einheit vier ,,Sticker* zugewiesen. Dabei entspricht die druckabhéngige Stérke der
Wechselwirkung zwischen einem Sticker-Paar den Werten in Tabelle 5.3. Die aus der Un-
tersuchung resultierenden Ergebnisse sind in Abbildung 5.9 dargestellt. Ndhere Angaben zu
dem verwendeten Modell, wobei die Auswirkungen des Hohlraumvolumens vernachlissigt
werden, befinden sich im Anhang (vgl. S.181 und 182). Wie bereits vermutet, zeigt sich,
dass die druckabhéingigen K¢-Werte in Tabelle 5.3 nur eine sehr geringe Verdnderung der
bevorzugten LLPS-Bildung bewirken (schmales graues Feld). Die Tatsache, dass der pha-
senseparierte Zustand oberhalb von ~500 bar experimentell nicht mehr beobachtet wird (das
gesamte graue Feld liegt im phasengetrennten Bereich), wurde hierbei nicht beriicksichtigt.
Dies wird auch durch die Energieprofile in Abbildung 5.9b verdeutlicht, die alle bimodal

sind und eine kondensierte Phase bevorzugen.
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Abbildung 5.9: Ermittlung der Zunahme des Hohlraumvolumens infolge der kondensierten
SynGAP/PSD95-Phasenbildung auf der Grundlage eines einfachen Semenov-Rubinstein-Gel-Mo-
dells.*%% (a) Phasendiagramme (Koexistenzkurven) von drei alternativen Modellen, wobei N die ef-
fektive Anzahl der starren Einheiten darstellt und daher ein groferes MV fiir flexiblere SynGAP- und
PSD95-Molekiile sorgt. Die graue Fliche kennzeichnet den Bereich der paarweisen Dissoziations-
konstanten in Tabelle 5.3. (b) Druckabhéngige Energieprofile des N =2 Modells. Die vertikale Va-
riable entspricht Fi(¢,p) — ¢F(1,1) (vgl. Anhang S.181 und 182) wobei ¢ der Proteinvolumenanteil
und Fy die freie Energie pro Volumeneinheit (in der Einheit von kg7 ks ist Boltzmann-Konstante
und 7= 300 K die absolute Temperatur) ist. Der rote Pfeil verdeutlicht die Destabilisierung des lo-
kalen Minimums der kondensierten Phase bei ¢ = 0.7 aufgrund des steigenden Drucks (p1): Der
blaue gestrichelte Pfeil zeigt an, dass ein hoheres Hohlraumvolumen die kondensierte Phase desta-
bilisieren kann. (c) AF ist die Differenz der freien Energie pro Proteinkomplex zwischen dem lokalen
Maximum bei niedrigem ¢-Wert und dem lokalen Minimum bei hohem ¢-Wert in Anwesenheit eines
hypothetischen &V.oi¢. Die Ergebnisse werden fiir den Druck p = 500 bar und fiir die drei Modelle
angegeben, die in Abbildung a) verwendet wurden. Die Kennzeichnung der Ergebnisse erfolgt wie
in a) durch den gleichen Farbcode fiir N. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[?3]

Da im Modell keine Effekte des Hohlraumvolumens beriicksichtigt werden, soll nun gezeigt
werden, wie sich eine zuséitzliche Zunahme des Hohlraumvolumens 8 Vvoid von der verdiinn-
ten zur kondensierten Phase auf das Phasenverhalten auswirken wiirde. Bei einem Druck p
wird die freie Energie des kondensierten Phasenzustands durch 6V yoia um pd¥Vyoeida erhoht (ge-
strichelter Pfeil in Abbildung 5.9b), wodurch zu erwarten ist, dass ein positives 6FVyoida die
kondensierten Tropfchen destabilisiert. Da die Phasengrenzen durch die zweite Ableitung
der freien Energie nach dem Volumenanteil bestimmt werden,*”! miisste das Hohlraumvo-
lumen fiir alle Proteinvolumenanteile (und nicht nur fiir die Differenz zwischen der konden-
sierten und der verdiinnten Phase) bekannt sein, um die Auswirkungen des Hohlraumvolu-
mens auf das Phasenverhalten exakt bestimmen zu konnen. Ungeachtet dessen sind unge-
fahre Angaben nur auf der Grundlage von 6 Vvoia moglich, da es wahrscheinlich ist, dass eine
Phasentrennung nicht mehr stattfindet, wenn die freie Energie der kondensierten Phase iiber
die gemeinsame Grenze zwischen der verdiinnten und der kondensierten Phase angehoben
wird. Unter Verwendung einer solch annidhernden Vorgehensweise und der Voraussetzung,

dass bei 500 bar keine LLPS auftritt, wird dVvoid als Anteil des Protein-Molekularvolumens
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auf 0.01 — 0.03 % geschitzt (AF = 0 Schnittpunkte in Abbildung 5.9c). An dieser Stelle ist
anzumerken, dass die Anderung der Modellparameter N (bis auf N = 10) und ¥}, (z.B. Ver-
ringerung von ¥}, auf 2000 Reste wie bei einem SynGAP/PSD95-Komplex) keine wesentli-
chen Auswirkungen auf diese Werte hat. In diesem Zusammenhang ist auch zu beachten,
dass eine Verringerung der Kq-Werte in Tabelle 5.3 zu relativ groBBeren o Vyoig- Werten fithren
wiirde. Trotz der erwéhnten Modellierungs- und experimentellen Ungenauigkeiten und unter
Beriicksichtigung aller genannten Uberlegungen ist es wahrscheinlich, dass das Hohlraum-
volumen eine wichtige Rolle bei der Druckempfindlichkeit der SynGAP/PSD95-Phasen-
tropfchen spielt. Unter diesem Gesichtspunkt wird die kondensierte Tropfchenphase gemél
dem Prinzip von Le Chatelier®!”) unter hohem Druck instabil, da beim Auflésen der Tropf-
chen und der Bildung einer homogenen verdiinnten Phase teilweise eine Verringerung des
Hohlraumvolumens erreicht wird, was auch durch eine hohere Mischungsentropie begiins-

tigt wird.[>*!

Die vorliegende Angabe von 8Vveid/Vp = 0.01 —0.03 % ist physikalisch plausibel, da sie
keine grofB3en, fiir Wasser unzugénglichen Hohlrdume bedingt, die im fliissigen Zustand nur
schwer aufrechtzuerhalten wéren. Tatsdchlich ist dieses 0 Vyoid/ Vp-Verhdltnis viel kleiner als
das fiir gefaltete globulire Proteine geschitzte §Vvoid/Vp = 7 %.[1*) Demnach entsteht die
Druckempfindlichkeit der SynGAP/PSD95 Phasentropfchen nicht durch ein groBes 6Vyoid.
Wahrscheinlicher ist, dass sich die Druckempfindlichkeit aus dem Zusammenspiel eines ge-
ringen 6 Vyoid und einer Reihe von Tropfchen bildenden kohdsiven Wechselwirkungen ergibt
(Tabelle 5.3), die viel schwécher sind als die Wechselwirkungen, die den gefalteten Zustand

globuldrer Proteine bewirken.

127



Druckempfindliche SynGAP/PSDY95 Kondensate als Modell fiir die PSD und ihre biophysikalischen
und neurologischen Auswirkungen

5.6 Zusammenfassung und Fazit

Wie bereits erwihnt, ist der korrekte Aufbau von PSDs von entscheidender Bedeutung fiir
die neuronale Funktion. Ein interessantes Beispiel ist, dass bei Méusen die PSDs durch
Schlaf herunterreguliert werden kann.!*!! So werden Mutationen und Funktionsstdrungen
der postsynaptischen Dichten mit verschiedenen neuropsychiatrischen und neurologischen

t,[223.224.2452471 Wenn man bedenkt, dass das

Entwicklungsstorungen in Verbindung gebrach
Nervensystem eines der empfindlichsten Ziele fiir hohen Druck ist!?*°247] ist es umso inte-
ressanter, dass der Phaseniibergangsdruck des PSD-imitierenden SynGAP/PSD95-Systems
um etwa eine Groflenordnung geringer ist als der Druck, der fiir gewdhnlich zur Proteinent-
faltung fiihrt.[*>?!% Obwohl noch weitere Anstrengungen nétig sind (z.B.: Konstruktion
kiinstlicher PSDs unter Verwendung komplexerer In-vitro-Systeme!'”’), um die Struktur-
Funktions-Beziehung von PSDs aufzukléren, bieten die vorliegenden Beobachtungen einen
neuen Ansatz zur Untersuchung der neurologischen Auswirkungen durch den hydrostati-
schem Druck. Wenn die Druckempfindlichkeit natiirlicher PSDs &hnlich oder gar hdher ist
als die der SynGAP/PSD95-Phasentropfchen, konnten die vorliegenden Ergebnisse dazu
beitragen, die zugrundeliegenden Mechanismen der druckbedingten, neurologischen Stérun-

gen bei Wirbeltieren zu entschliisseln.[?24]
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6 Der Einfluss von Kosolventien und Crowding
Agenzien auf die Stabilitit und die Ubergangs-
kinetik des SynGAP/PSD95-Kondensats®®®

Auf Grundlage der in Kapitel 5 gezeigten Forschungsergebnisse, konzentriert sich diese Stu-
die auf potenzielle adaptive Mechanismen der postsynaptischen Dichte. Insbesondere liegt
der Fokus darauf, ob die Hochregulierung spezifischer zelluldrer Komponenten die PSDs
vor einer druckbedingten Schiadigung bewahren kann. Wie schon zuvor beschrieben, stellt
die postsynaptische Dichte ein proteinreiches Subkompartiment unter der postsynaptischen
Plasmamembran der Synapse dar und ist sowohl fiir den Empfang als auch fiir die Verarbei-
tung und Speicherung der Signale verantwortlich, die von den priasynaptischen axonalen En-
den iibertragen werden.[!%17248] Als Modell fiir die PSD wurde das SynGAP/PSD95-System
verwendet. SynGAP und PSD95 sind zwei primédre Bestandteile der PSD, die sowohl in vivo
als auch in vitro in der Lage sind, gemeinsam eine LLPS hervorzurufen.!'®) Obwohl die bio-
logischen PSDs zahlreiche andere Proteinkomponenten enthalten,!'”) legt das Verhalten des
einfachen SynGAP/PSD95-Modells der postsynaptischen Dichte nahe, dass die PSD-Tropt-
chenphase zumindest teilweise durch intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den ge-
falteten PDZ-Doménen von PSD95 und dem Proteinbindungsmotiv von SynGAP stabilisiert

wird.[262]

Da makromolekulare Crowding Agenzien und Kosolventien hdufige Bestandteile des zellu-
laren Milieus sind und bekanntermallen die relative Stabilitdt biomolekularer Systeme be-
einflussen,>% werden hier die Auswirkungen des makromolekularen Crowding Agens
Ficoll sowie der Kosolventien Trimethylamin-N-oxid (TMAQO) und Harnstoff auf die Stabi-
litdt der SynGAP/PSD95-Kondensate untersucht. Im Allgemeinen stellt das Zellinnere eine
mit Proteinen, Makromolekiilen und Membranoberflachen dicht bepackte Umgebung dar,
wodurch der zur Verfligung stehende Raum erheblich eingeschrankt wird. Um dieses dicht
bepackte Milieu in der Zelle nachzustellen, wurde in den vorliegenden Untersuchungen das
5.1 nm (Stokes-Radius, Ro) groBe Polysaccharid Ficoll® PM 70 als Crowder Molekiil einge-
setzt. Als Kosolvens wurde das kompatible Osmolyt TMAO ausgewéhlt, da es in Organis-

%88 Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in der Referenz publiziert:
H. Cinar, R. Oliva, H. Wu, M. Zhang, H. S. Chan, R. Winter, J. Phys. Chem. B 2022, 126, 1734-1741.[268)
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men, die in der Tiefsee bei hohen Driicken von mehreren hundert bar leben, hochreguliert
ist.[129234 Aufgrund dessen wird davon ausgegangen, dass TMAO als Druckkompensator
bzw. "Piezolyt" agiert.[!17:119.214.263.264] A]q weiterer Kosolvens wurde hier Harnstoff unter-
sucht, da seine Auswirkungen auf biomolekulare Strukturen im Allgemeinen denen von
TMAO entgegengesetzt sind.!***?3°! Die Erforschung der TMAO-Auswirkung auf die PSD
ist auch fiir die menschliche Physiologie von Bedeutung. TMAO ist das Oxidationsprodukt
von Trimethylamin und zugleich ein hepatischer Metabolit des Menschen, der aus dem Kata-
bolismus der Nahrungsmittel durch die Darmmikrobiota stammt. Besonders bei Diabetikern
sowie bei Patienten mit kognitiven Storungen und Demenz konnte eine erhdhte TMAO-
Konzentration im Blutkreislauf und in der zerebralen Riickenmarksfliissigkeit festgestellt
werden.[?6>27] Eg ist anzunehmen, dass TMAO wahrscheinlich die Expression von prisy-
naptischen und postsynaptischen Rezeptoren beeinflusst. Des Weiteren besteht die An-
nahme, dass TMAO zum einen Defizite in der Expression von Proteinen (z.B. PSD95) her-
vorrufen kann, die maf3igebend fiir die synaptische Plastizitdt sind und zum anderen den
mTOR-Signalweg herunterreguliert. Diese Effekte konnten erhebliche neurologische Kon-
sequenzen mit sich bringen, da eine verminderte Expression von PSD95 sowohl zu kogniti-

ven Stérungen als auch zu Gedichtnisproblemen fiihrt.[2%]

Ein grundlegender Unterschied zwischen der Kompartimentierung durch Lipid-Doppel-
schichtmembranen und durch die LLPS besteht darin, dass sich biomolekulare Kondensate
als Reaktion auf biomolekulare Konzentrationsgradienten oder auf Umweltreize schneller
bilden und aufldsen kdnnen. In Anbetracht dessen ist die Kinetik des Auf- und Abbaus von
biomolekularen Kondensaten von zentraler Bedeutung fiir deren biologische Funktion. Aus
diesem Grund wurde mittels Drucksprung-Relaxationsspektroskopie die LLPS-Kinetik des
SynGAP/PSD95-Modellsystems in Abhédngigkeit unterschiedlicher Kosolventien unter-
sucht. Der Einsatz von Druck als physikalische Grofe bietet im Vergleich zu anderen Tech-
niken, die zur Untersuchung der Kinetik von Phaseniibergdngen eingesetzt werden kénnen,
eine Vielzahl von Vorteilen.’!*!% Zum einen erweist sich der Druck als ein sehr mildes
Stormittel, das unmittelbar und gleichméBig auf die Probe einwirkt (zusétzliches Mischen
ist nicht erforderlich) und zum anderen kénnen Druckspriinge vom phasengetrennten in den
homogenen durchmischten Zustand und umgekehrt durchgefiihrt werden, ohne eine Verén-
derung der Probenzusammensetzung herbeizufiihren. Des Weiteren wurden zusétzlich zu

den Drucksprung-Relaxationsmessungen druckabhingige UV/Vis-Absorptionsmessungen
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und lichtmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt, um das druckabhidngige LLPS-Ver-
halten des SynGAP/PSD95-Systems in reiner Losung und in Anwesenheit unterschiedlicher

Kosolventien zu untersuchen.

6.1 Probenpréparation

Wie in Kapitel 5.1 wurden fiir die vorliegende Studie Proteinlosungen von PSD95 PDZ-
SH3-GK und SynGAP CC-PBM in 50 mM TRIS-Puffer (50 mM,100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) verwendet. Die Expression und Aufreinigung der Proteine!!¢!
sowie der fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Mingjie Zhang"™™" und wurden fiir diese Studie in Form von konzentrierten Stammldsungen
zur Verfiigung gestellt. Die erhaltenen Stammldsungen konnten je nach Expressionserfolg

unterschiedliche Konzentrationen aufweisen.

6.1.1 Steady-state Fluoreszenzspektroskopie

Die Probenpréparation und die druckabhingigen steady-state Fluoreszenzmessungen wur-
den von Dr. Rosario Oliva durchgefiihrt. Hierzu wurde eine 2 uM Ldsung von Alexa405-
markiertem PSD95 mit einer Losung von unmarkiertem SynGAP im Bereich von 0 — 25 uM
titriert. Die Labelling-Effizienz des Alexa405-markierten PSD95 betrug 60 %. Als Puffer
wurde 50 mM TRIS-Puffer (50 mM,100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8)
verwendet. Die verwendeten Probenldsungen und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle

6.1 aufgelistet.

sk

* Division of Life Science, State Key Laboratory of Molecular Neuroscience, Hong Kong University of
Science and Technology, Clear Water Bay, Kowloon, Hong Kong, China
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Tabelle 6.1: Die fiir die steady-state Fluoreszenzmessungen verwendeten Probenldsungen und ihre
Zusammensetzung.

Probe Zusammensetzung

PSD95-Alexa405 2 uM PSD95-Alexa405, 50 mM TRIS,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
pH=7.38

SynGAP 0—25 uM SynGAP, 50 mM TRIS, 100 mM

NaCl, ] mM EDTA, 1 mM DTT, pH ="7.8

6.1.2 Turbiditits- und Drucksprung-Relaxationsmessungen

Fiir die Kosolvens- bzw. Crowder-abhingigen Messungen wurden im Vorfeld Stammldsun-
gen von einer | M TMAO-Lo6sung, 1 M Harnstoff- und 20 Gew.-% Ficoll® PM 70-Losung
in TRIS-Puffer (50 mM,100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) vorbereitet.
Da die Probenlésungen unmittelbar nach dem Pipettieren beider Proteinlosungen eine Pha-
sentrennung aufwiesen, wurde zunichst der TRIS-Puffer mit SynGAP und dem jeweiligen
Kosolvens oder Crowder gemischt und unmittelbar vor der Messung wurde abschlieend die
PSD95-Losung hinzu pipettiert. In allen Messungen wurde eine SynGAP/PSD95-Konzent-
ration von 50 uM verwendet. Die verwendeten Probenlosungen und ihre Zusammensetzung

sind in der Tabelle 6.2 aufgelistet.

6.1.3 Lichtmikroskopie

Gemal Kapitel 6.1.2 wurden zu Beginn der Probenprédparation Stammldsungen von einer
1M TMAO-, 1 M Harnstoff- und 20 Gew.-% Ficoll® PM 70-Lésung in TRIS-Puffer
(50 mM,100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) vorbereitet. Zunichst wurde
der TRIS-Puffer mit SynGAP und dem jeweiligen Kosolvens bzw. Crowder gemischt und
unmittelbar vor der Messung wurde abschlieBend die PSD95-Lésung hinzu pipettiert. In al-
len Messungen wurde eine SynGAP/PSD95-Konzentration von 50 uM verwendet. Die ver-

wendeten Probenldsungen und ihre Zusammensetzung sind in der Tabelle 6.2 aufgelistet.
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Tabelle 6.2: Die fiir die Lichtmikroskopie, Turbiditdts-, und Drucksprung-Relaxationsmessungen
verwendeten Probenldsungen und ihre Zusammensetzung.

Probe

Zusammensetzung

SynGAP/PSD95

SynGAP/PSD95-Harnstoff

SynGAP/PSD95-TMAO

SynGAP/PSD95-Ficoll

50 uM SynGAP/PSD95 (1:1), 50 mM TRIS,
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH="7.8

0.1 — 0.2 M Harnstoff, 50 uM SynGAP/PSD95
(1:1), 50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA,
I mM DTT, pH="7.8

0.1 -0.5M TMAO, 50 uM SynGAP/PSD95 (1:1),
50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT,pH="7.8

2.5 7.5 Gew.-% Ficoll® PM 70, 50 uM
SynGAP/PSD95 (1:1), 50 mM TRIS, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH =17.8
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6.2 Druckabhangige Turbidititsmessungen

Im vorangegangenen Kapitel wurde schon gezeigt, dass die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
des SynGAP/PSD95-Systems jenseits von 20 uM auftritt, wiahrend die temperaturabhangi-
gen Untersuchungen in einem Temperaturbereich von 4 — 70 °C keine signifikante Auswir-

2571 Ausgehend davon wurde das

kung der Temperatur auf das Phasenverhalten zeigten.!
druckabhingige LLPS-Verhalten des SynGAP/PSD95-Systems in Anwesenheit unter-
schiedlicher Kosolventien untersucht. Als stabilisierende Kosolventien wurden das Osmolyt
TMAO und das makromolekulare Crowding Agens Ficoll verwendet, wihrend Harnstoft als
typisch destabilisierender Kosolvens eingesetzt wurde. Einleitend in die Studie wurden
druckabhéngige Turbiditdtsmessungen einer SynGAP/PSD95 Losung bei einer Wellenldnge
von 400 nm und bei ausgewihlten Kosolvens-Konzentrationen durchgefiihrt. Da die voran-
gegangene Studie keinen temperaturabhdngigen Einfluss auf das LLPS-Verhalten des

SynGAP/PSD95-Systems zeigte, wurden die hier gezeigten Turbiditdtsmessungen bei einer

Temperatur von 25 °C aufgenommen.

In Abbildung 6.1 sind die druckabhingigen Turbiditdtsdaten einer 50 uM SynGAP/PSD95-
Losung (1:1), (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) in Anwe-
senheit unterschiedlicher TMAO-, Ficoll- und Harnstoffkonzentrationen und in einem

Druckbereich von 1 — 1800 bar gezeigt.
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Abbildung 6.1: Reprisentative UV/Vis-Absorptionsdaten (Triibung) bei 400 nm einer 50 uM
SynGAP/PSD95-Lésung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH="7.8) als
Funktion des Drucks, in einer a) reinen Puffer-, 0.2 M Harnstoff- 0.2 — 0.5 M TMAO- und b)
2.5-17.5 Gew.-% Ficoll-Losung bei 7= 25 °C. Die Abbildung wurde gemil3 der Referenz modifi-
ziert.[268]
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Wie schon zuvor bei dem globuléren Protein yD-Kristallin und dem IDP a-Elastin beobach-
tet wurde, zeigen hier die druckabhiéngigen Turbiditétsdaten erneut den stabilisierenden
Effekt von TMAO auf die LLPS des SynGAP/PSD95-Systems gegeniiber erhohtem Druck.
Fiir eine reine 50 uM SynGAP/PSD95-Losung wurde erwartungsgemal eine drastische In-
tensitdtsabnahme der scheinbaren Absorption bis zu einem Druck von ~300 bar bei 25 °C
beobachtet, was auf den vollstindigen Phaseniibergang von der phasengetrennten in die ho-
mogene Losung deutet. Eine Zugabe von 0.3 M TMAO bewirkt eine Verschiebung des Pha-
seniibergangdrucks von 300 bar auf ~600 bar, wihrend eine weitere Erthohung der TMAO-
Konzentration den Ubergangsdruck in die homogene Phase auf circa 1.4 kbar verschiebt. Im
Gegensatz zu TMAO bewirkt Harnstoff als chaotropes Agens eine Verschiebung des Pha-
seniibergangs zu niedrigeren Driicken. So reicht bei 0.2 M Harnstoff lediglich ein Druck von
~200 bar aus, um die phasengetrennte SynGAP/PSD95-Losung in den homogenen Lésungs-
zustand zu tiberfiihren. Wie auch das TMAO tiibt Ficoll eine stabilisierende Wirkung auf die
Tropfchenphase des SynGAP/PSD95-Systems aus, die sehr wahrscheinlich auf den
excluded-volume Effekt zuriickzufiihren ist, der die Bildung der kompakten proteinreichen
Phasentropfchen beglinstigt. Auffallend ist, dass bei einer makromolekularen Crowder-Kon-
zentration von lediglich 7.5 Gew.-% Ficoll, die weit unter der typischen makromolekularen

241

Crowding-Situation in einer biologischen Zelle (20 — 30 Gew.-%) liegt!>*!], der Phaseniiber-

gangsdruck von der phasengetrennten in die homogene Phase deutlich tiber 1 kbar liegt.
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6.3 Druckabhingige Lichtmikroskopie

Um das druck- und Kosolvens-abhiangige Phasenverhalten des SynGAP/PSD95-Systems zu
visualisieren, wurden unterstiitzend zu den druckabhédngigen Turbiditdtsmessungen licht-
mikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Abbildung 6.2 und 6.3 zeigen ausgewéhlte
lichtmikroskopische Momentaufnahmen von 50 uM SynGAP/PSD95 in reiner Puffer-
(50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH =7.8), 0.2 M TMAO- und
5 Gew.-% Ficoll-Losung bei 7'=25 °C, die den phasengetrennten Zustand und den homo-
genen Losungszustand in Abhingigkeit des Drucks darstellen. Hinsichtlich der Lage des
LLPS-Stabilitdtsbereichs stimmen die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Aufnahmen gut
mit denen der Triibungsmessungen iiberein. In allen drei Losungsmittelbedingungen wurde
mit zunehmendem Druck eine stitige Abnahme der Tropfchenzahl beobachtet, bis eine voll-
stindig homogene Phase vorlag. So wurde fiir eine reine Pufferlosung eine vollstindig ho-
mogene Ldsung bei ~400 bar beobachtet (Abbildung 6.2), wihrend der Ubergangsdruck fiir
eine 0.2 M TMAO- und 5 Gew.-% Ficoll-Losung bei 600 bar bzw. 900 bar lag (Abbildung
6.3aund b).
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Abbildung 6.2: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder einer 50 uM SynGAP/PSD95-Lésung
(50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei 25 °C. Druckinduzierter
Phaseniibergang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homogene Phase. Der Fokus des
Objektivs lag in der Volumenphase der SynGAP/PSD95-Probe. Die MaBstabsskala (schwarzer Bal-
ken) entspricht einer Linge von 50 um. Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.[26®!

Ubereinstimmend mit den Turbiditétsmessungen wurde in einer 0.2 M Harnstoff-Ldsung die
vollstdndig homogene Phase bereit bei ca. 200 bar erreicht (Abbildung 9.12). Sowohl in Ge-
genwart der beiden stabilisierenden Kosolventien als auch in Anwesenheit von Harnstoff
wurden keine Verdnderungen der Tropfchenform und des Durchmessers beobachtet. Fiir alle

untersuchten Bedingungen betrug der Durchmesser ~5 pm.
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Abbildung 6.3: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder von 50 pM SynGAP/PSD95 (50 mM
TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH="7.8) in einer a) 0.2 M TMAO- und b)
5 Gew.-% Ficoll-Losung bei 25 °C. Druckinduzierter Phaseniibergang von einer phasenseparierten
Loésung in eine klare homogene Phase. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der
SynGAP/PSD95-Probe. Die MaBstabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 50 um.
Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!>*®!
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6.4 Druckabhingige steady-state Fluoreszenzmessungen' 't

Um Einblicke in die Mechanismen zu gewinnen, durch die Kosolventien die druckinduzierte
Auflosung der Tropfchenphase von SynGAP und PSD95 beeinflussen, wurde die steady-
state Fluoreszenzspektroskopie zur Bestimmung der Dissoziationskonstante Kg des
SynGAP-PSD95-Komplexes eingesetzt. In diesem Zusammenhang wurde eine 2 pM L6-
sung von Alexa405-markiertem PSD95 mit einer Losung von unmarkiertem SynGAP im
Bereich von 0 —25 uM titriert und die Anderungen der Fluoreszenzintensitit von PSD-
Alexa bei 426 nm ermittelt. Anschliefend wurde das Verhiltnis der Fluoreszenzintensitit
F/Fy als Funktion der SynGAP-Konzentration aufgetragen, wobei Fy die Fluoreszenzinten-
sitdt in Abwesenheit und F in Anwesenheit unterschiedlicher SynGAP-Konzentrationen ist.
Zum Fitten der aufgetragenen Datenpunkte wurde das Model eines 1:1-Bindungsverhéltnis-
ses verwendet. Abbildung 6.4 zeigt die aus den Datenanpassungen erhaltenen Bindungsiso-
thermen in reiner Pufferlésung und in 0.5 M TMAO- bzw. 7.5 Gew.-% Ficoll-Ldsung bei
einer Umgebungstemperatur von 25 °C und ausgewihlten Driicken. Eine vollstindige Zu-
sammenfassung der druckabhidngigen Bindungskurven (500, 1000, 1500 und 2000 bar) in
Gegenwart von 0.5 M TMAO und 7.5 Gew.-% Ficoll sind in der Abbildung 9.10 und der
Abbildung 9.11 zu finden.

Die sich aus der Datenanpassung ergebenden Dissoziationskonstanten Ky fiir die jeweiligen
Driicke sind in der Tabelle 6.3 aufgefiihrt. In den vorangegangenen FRET-Messungen (Ka-
pitel 5.4) wurde fiir die Bildung des SynGAP-PSD95-Komplexes in reiner Pufferlosung
(50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) eine Dissoziations-
konstante von Kq=1.7 pM bei 25 °C und Umgebungsdruck (p = 1 bar) ermittelt.**”! Die
entsprechende Bindungskurve im vorliegenden Experiment ist in Abbildung 3a dargestellt.
Die Datenanalyse ergab einen K¢-Wert von 5.3 + 1.5 uM, was angesichts der unterschiedli-
chen Methoden, die wéihrend der beiden Messungen verwendet wurden, eine verhéltnisma-
Big gute Ubereinstimmung vorweist. AuBerdem wurde die Dissoziationskonstante bei einem
Druck von 2 kbar ermittelt, wobei ein Wert von Kq= 8.8 + 1.8 uM erhalten wurde. Wie
schon zuvor erwéhnt, deutet der geringe druckbedingte Anstieg der Dissoziationskonstante
darauf hin, dass die Bildung des SynGAP-PSD95-Komplexes in verdiinnter, homogener

Losung nahezu druckunempfindlich ist. Nichtsdestotrotz hangt der mit zunehmendem Druck

" Die steady-State Fluoreszenzmessungen am SynGAP/PSD95-System wurden von Dr. Rosario Oliva durch-
gefiihrt, ausgewertet und interpretiert. Die entsprechenden Daten wurden in der Referenz?%! publiziert.
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geringfiigig ansteigende Kg¢-Wert mit der abnehmenden Neigung zur LLPS-Bildung bei
erhohtem Druck zusammen, d.h. die druckabhingige Stabilitit des SynGAP—PSD95-
Kondensats wird durch die Starke der paarweisen SynGAP-PSD95-Wechselwirkung in der

verdiinnten Losung widergespiegelt.[>]
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Abbildung 6.4: Druckabhingige Bindungsisothermen der Komplexbildung zwischen SynGAP und
PSD95 bei T'=25 °C in a) reiner Pufferléosung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT, pH =7.8),b) in 0.5 M TMAO-L6sung, c¢) in 7.5 Gew.-% Ficoll-Lésung und d) in 0.2 M Harn-
stoff-Losung. Zum Fitten der aufgetragenen Datenpunkte wurde ein 1:1-Bindungsmodel verwendet.
Die Abbildung wurde gemiB der Referenz modifiziert.!2%]

In Gegenwart von 0.5 M TMAO wurde fiir die Dissoziationskonstante ein Kq-Wert von
99 uM ermittelt. Er ist im Verhéltnis zur reinen Pufferldsung um das 20-fache hoher. Daraus
lasst sich schlieBen, dass die gilinstige Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen
SynGAP und PSD95 in der verdiinnten Phase durch TMAO stark beeintrachtigt wird. Dieses
Verhalten konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass TMAO das Wasserstoffbriickenbin-
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dungsnetzwerk von Wasser und die Stabilitdt der Hydratationsschicht um die Proteine herum
verstirkt,[117-214.263.2641 TMAO wechselwirkt auf unterschiedliche Weise mit verschiedenen

2691 Jiingste Studien haben gezeigt, dass TMAO in

chemischen Gruppen einer Proteinkette.!
der Néhe unpolarer Gruppen in geringen Mallen angereichert werden kann, wihrend es von
den Amidgruppen der Proteinmolekiile stark verdridngt wird. Somit hdngt die Verarmung
von TMAO um die Proteinmolekiile stark von der Konfiguration der Molekiile ab.[27027!]
Unter diesem Gesichtspunkt deutet der hier beobachtete starke Anstieg des Kq-Wertes darauf
hin, dass TMAO um die SynGAP-PSD95-Komplexe verhéltnismaBig stiarker abgereichert
wird als um die freien (unkomplexierten) SynGAP- und PSD95-Molekiile. Dies konnte ein
mogliches Szenario sein, da TMAO unterschiedliche Affinitdten fiir die unterschiedlichen
chemischen Gruppen der beiden Proteine aufweist. Die Erhohung des Drucks bis auf
2000 bar hatte keinen signifikanten Einfluss auf den hohen K¢-Wert (Tabelle 6.3).

Tabelle 6.3: Druckabhéngige Dissoziationskonstanten Kq des SynGAP — PSD95-Komplexes in rei-

ner Pufferlésung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) und bei unter-
schiedlichen Kosolvens-Bedingungen.

Kosolvens Druck / bar Ka/ pM
Pufferlosung 1 53+£1.5
2000 8.8+ 1.8

0.5 M TMAO-L6sung 1 99+5.0
500 100 + 3.8

1000 104 +2.3

1500 104 +£2.5

2000 100+1.4

7.5 Gew.-% Ficoll-Losung 1 6.2+3.2
500 55+39

1000 46+2.6

1500 42+1.9

2000 6.6 +3.2

Trotz der Destabilisierung des paarweisen SynGAP-PSD95-Komplexes durch TMAO wird
die dichte SynGAP/PSD95-Tropfchenphase in der TMAO-haltigen Lésung im Vergleich
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zur reinen Pufferlosung bei allen untersuchten Driicken stabilisiert (Kapitel 6.2, Abbildung
6.1a). Naheliegend ist, dass im kondensierten Zustand die unvorteilhafte Interaktion der Pro-
teine an der Tropfchengrenzflaiche mit TMAO geringer ist und zu der beobachteten Stabili-
sierung der Tropfchenphase gegeniiber hohem Druck fiihrt. Zusammenfassend deuten die
scheinbar unterschiedlichen Auswirkungen von TMAO auf die paarweise SynGAP-PSD95-
Assoziation und die SynGAP/PSD95-Phasentrennung darauf hin, dass die Stabilisierung des
SynGAP/PSD95-Kondensats durch TMAO auf Wechselwirkungen hoherer Ordnung (Viel-
teilchen-Wechselwirkungen) und nicht auf der paarweisen Wechselwirkung beruht. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit den jlingsten Forschungsergebnissen, wonach SynGAP/
PSD95-Kondensate durch weitere Wechselwirkungen stabilisiert werden, die iiber die

Wechselwirkungen in der verdiinnten Phase hinausgehen.!?’?]

In Anwesenheit des Denaturierungsmittels Harnstoff in einer Konzentration von 0.2 M wur-
den nur geringfiigige Anderungen der Fluoreszenzintensitit von PSD-Alexa bei Zugabe von
SynGAP beobachtet, wodurch das Bestimmen einer Bindungskurve nicht mdéglich war
(Abbildung 6.4d). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass bei Anwesenheit von Harnstoff die
Komplexbildung derart unterdriickt wird, dass keine komplexbildende Bindung zwischen
SynGAP und PSD95 beobachtet werden konnte. Im Unterschied zu TMAO korreliert die
harnstoffinduzierte Verringerung der SynGAP-PSD95-Bindung in der verdiinnten Phase
mit der destabilisierenden Wirkung auf die Tropfchenphase. Eine weitere Erhohung des
Drucks auf 2000 bar fiihrte zu keiner sichtbaren Verdnderung. Da die Wechselwirkungen
von Harnstoff mit dem Proteinriickgrat und den Seitenketten bekanntlich den ungefalteten
Zustand begiinstigen, sind vermutlich die gleichen Wechselwirkungsarten auch fiir die beo-
bachtete harnstoffinduzierte Abnahme der Tropfchenstabilitdt verantwortlich (Abbildung
6.1a).

In Anwesenheit von 7.5 Gew.-% Ficoll wurde ein K¢-Wert von 6.2 + 3.2 uM ermittelt, der
dem Wert in reiner Pufferlésung dhnlich ist (Tabelle 6.3). Folglich hat die Anwesenheit von
Ficoll offenbar keinen signifikanten Einfluss auf die Bildung eines paarweisen Komplexes
zwischen PSD95 und SynGAP in verdiinnter Losung. Auch eine Druckerhohung fiihrte zu
keiner signifikanten Anderung der Dissoziationskonstante. Es ist anzunehmen, dass Ficoll
die Stabilisierung der Tropfchenphase durch den entropischen excluded-volume Effekt her-
vorruft und somit die Tropfchenphase von SynGAP/PSD95 begiinstigt, da die kompakte
Form des Kondensats ein geringeres fiir das Losungsmittel ausgeschlossenes Volumen zur

Folge hat.
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6.5 Drucksprung-Relaxationsexperimente

Zusétzlich zu den Gleichgewichtsmessungen bei verschiedenen Driicken, die den Bedingun-
gen in der Tiefsee nachempfunden waren, wurde der Druck auch als physikalische Mess-
grofle zur Untersuchung der LLPS-Bildung verwendet. In Abbildung 6.5a sind die zeitab-
héngigen Absorptionsdaten einer reinen 50 uM SynGAP/PSD95-Losung (im molaren Ver-
héltnis von 1:1) bei Raumtemperatur (7' =25 °C), nach einem schnellen p-Sprung (Totzeit
~50 ms) von verschiedenen Anfangsdriicken in Richtung des Umgebungsdrucks (1 bar) zum
Zeitpunkt ¢ = 0 gezeigt. Die scheinbare Absorption 4 (Turbiditit) nimmt beim Ubergang aus
der homogenen Phase in den Fliissig-Fliissig-phasengetrennten Bereich rasch zu und flacht
nach etwa 6.4 s, beim Erreichen des neuen Gleichgewichtszustands, ab. Abbildung 6.5b
zeigt die p-Sprungdaten in Richtung der Druckerhdhung. Aus den Daten wird ersichtlich,
dass der drucksprunginduzierte Ubergang vom phasenseparierten Zustand in die homogene
Phase eine circa dreimal schnellere Ubergangskinetik aufweist als der Phaseniibergang von
der homogenen in die phasengetrennte Losung. Unabhédngig davon ist der Phaseniibergang
in beide Drucksprungrichtungen insgesamt sehr schnell. Die beobachteten Prozesse laufen
alle auf einer Zeitskala von wenigen Sekunden ab, wobei die Ubergangszeit mit zunehmen-

der Druckamplitude (Ap = 600...1600 bar) leicht abnimmt.

Zur Auswertung der Kinetikdaten wurde an die zeitabhingig gemessenen Drucksprungdaten
die Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov-Funktion (JMAK) gefittet. Gemél der Gleichung
(2.15), gilt fiir den Ubergang in den LLPS-Bereich 0~ A(f) = 1-exp(-kt)" sowie 04~ A(f) =
exp(-kr)" beim Wiedereintritt in die homogene Phase, wobei n der sogenannte Avrami-Ex-
ponent und k eine scheinbare Geschwindigkeitskonstante ist. A(?) ist proportional zum zeit-
abhéngigen Volumenanteil Vrwptenen/V der kondensierten Tropfchenphase. Aufgrund der
normierten Absorptionsdaten wird der Vorfaktor C in Gleichung (2.15) auf C =1 gesetzt.
Aus den gemessenen Kinetikdaten konnten direkt die Gesamtiibergangszeit #, und die Halb-
wertszeit #12 bestimmt werden. Hierbei ist #: die Zeit, die das System fiir den vollstandigen
Phasentiibergang und zum Erreichen des neuen Gleichgewichtszustands bendtigt, wihrend
t12 die Zeit ist, in der die Hélfte der Absorptionsintensititsanderungen erreicht wird (Tabelle

9.12 bis Tabelle 9.14).
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Abbildung 6.5: Zeitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption 4 (Turbiditét) einer reinen 50 uM
SynGAP/PSD95-Ldsung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei
T=125°C nach einem p-Sprung mit variabler Druckamplitude von a) hohem Druck in Richtung
Umgebungsdruck (Druckentlastung, LLPS-Bildung) und b) von 1 bar in Richtung hohem Druck
(Druckanstieg, Auflosung des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximal-
werte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von
SynGAP/PSD95 im phasenseparierten Zustand bei Atmosphirendruck darstellt. Die Abbildung
wurde gemiB der Referenz modifiziert.[®)

Exemplarisch sind in den Abbildungen 6.6a und b die Absorptionsdaten von SynGAP/
PSD95 nach Zugabe von 0.2 M TMAO dargestellt. Die Anwesenheit von 0.2 M TMAO ver-
schiebt die Gesamtiibergangszeit der LLPS-Bildung von 6 s auf 12 s (Tabelle 9.13), wéhrend
keine signifikante Auswirkung des Kosolvens auf die Auflosungskinetik der Zweiphasenre-
gion beobachtet wurde. Die Erhohung der TMAO-Konzentration von 0.2 M auf 0.3 M be-
wirkt eine weitere drastische Verschiebung der Gesamtiibergangszeit der LLPS-Bildung auf
40 s. Demzufolge wird durch die Anwesenheit hoher TMAO-Konzentrationen die LLPS-
Bildung erheblich verzogert (Tabelle 9.13). Ein dhnlicher Trend wurde auch in Gegenwart
von 5 Gew.-% Ficoll beobachtet, obwohl der Effekt nicht so ausgepréigt war wie beit TMAO

(Abbildung 6.6¢ & d und Tabelle 9.14).

Fiir die reine Puffer- und Ficoll-Losung wurde ein Avrami-Exponent von # = 2 und fiir die
0.2 M TMAO-Lo6sung ein Wert von n = 1.5 ermittelt, was auf einen diffusionsbegrenzten
Keimbildungs- und Wachstumsmechanismus bei der LLPS-Bildung hindeutet. Avrami-Ex-
ponenten zwischen n = 1.5 und n = 2.5 weisen auf ein Keimbildungs- bzw. Wachstumsver-
halten hin, das einer gemischten heterogenen (n = 1.5) und homogenen (n = 2) Keimbildung

entspricht. Wenn sich die Diffusionszonen benachbarter Tropfchen zu iiberschneiden begin-
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nen, lisst sich ein Ubergang zu einem n = 1-Verhalten beobachten, wie es bei der hochkon-

zentrierten (0.3 M) TMAO-Losung beobachtet wurde (Tabelle 9.13).
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Abbildung 6.6: Zecitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption 4 (Turbiditdt) einer 50 uM
SynGAP/PSD95-Losung (50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) bei
T'= 25 °C nach einem p-Sprung mit variabler Druckamplitude in Gegenwart von a-b) 0.2 M TMAO
und c-d) 5 Gew.-% Ficoll. a) und ¢) sind Druckspriinge von hohem Druck in Richtung Umgebungs-
druck (Druckentlastung, LLPS-Bildung). b) und d) sind Druckspriinge von 1 bar in Richtung hohem
Druck (Druckanstieg, Auflésung des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Ma-
ximalwerte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand
von SynGAP/PSD95 im phasenseparierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt.
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Zusammenfassung und Fazit

6.6 Zusammenfassung und Fazit

In dieser Studie wurden die Auswirkungen unterschiedlicher Kosolventien und eines mak-
romolekularen Crowding Agens auf die fliissigen Phasentropfchen und die LLPS-Kinetik
zweier Hauptkomponenten der PSDs untersucht. PSDs konzentrieren Rezeptoren von Neu-
rotransmittern und dienen der Signalverarbeitung bei synaptischer Aktivitdt. Dabei tauschen
sie Komponenten mit dem umgebenden Zytoplasma aus und werden durch die synaptische

rt.[16:17273] E5 konnte gezeigt werden, dass die fliissigen Phasentrdpfchen

Plastizitit verdnde
des SynGAP/PSD95-Modellsystems zu den druckempfindlichsten biomolekularen Struk-
turen gehoren, die bisher identifiziert wurden. Eine Druckerhdhung um mehrere zehn bis
hundert bar bewirkte eine drastische Abnahme der Tropfchenstabilitit und das Ausbleiben
der Phasentrennung fiir eine 50 uM SynGAP/PSD95-Losung bei etwa 200 bar. Demnach ist
der kritische Druck des PSD-SynGAP/PSD95-Modellsystems um mehr als eine Gréenord-
nung geringer als der Druck, der normalerweise fiir die Entfaltung von Proteinen oder kano-

42,123,207.210274.2751 Ay der extremen Druck-

nischen Nukleinsdurestrukturen erforderlich ist.!
empfindlichkeit des SynGAP/PSD95-Systems lédsst sich schlieBen, dass die Proteine in den
Tropfchen einen sehr grofBen partiellen Molvolumenunterschied im Vergleich zu ihrem Zu-
stand in freier Losung aufweisen. Dies kann mit den assoziierten bzw. dissoziierten Zustén-
den der beiden Proteine zusammenhéngen und moglicherweise auch mit den Eigenschaften
und der Menge des Hydratationswassers der Proteine in den Phasentropfchen bzw. in der
Bulk-Losung. Die beobachtete Druckempfindlichkeit der SynGAP/PSD95-Tropfen ldsst
sich nicht ausschlieBlich durch die Druckabhingigkeit der paarweisen SynGAP—PSD95-
Wechselwirkung erkliren. Eine physikalische Erklarung ist, dass die beobachtete Druck-
empfindlichkeit der Phasentrépfchen sich aus dem Zusammenspiel von grof3en, fiir Wasser-
molekiile unzugéngliche Hohlraumvolumina und dem Vielteilchen-Interaktionsnetzwerk
ergibt. Demzufolge wiirde eine druckinduzierte Dissoziation der Tropfchenphase zu einer

generellen Volumenabnahme im System fiihren.!>7!

Eine weitere wichtige Erkenntnis ist, dass der kompatible Osmolyt TMAO in moderaten
Konzentrationen die destabilisierende Wirkung des Drucks auf die Tropfchen minimieren
und die kondensierte Phase des SynGAP/PSD95-Systems bis in den kbar-Bereich stabilisie-
ren kann. Zum Vergleich betragt der durchschnittliche Druck in den Weltmeeren ~400 bar

und erreicht im Marianengraben einen maximalen Druck von ~1100 bar.3!
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Die makromolekulare Verdriangung, auch Crowding genannt, ist eine in der zelluldren Um-
gebung allgegenwirtige thermodynamische Kraft, die hier durch das biologisch vertrigliche
Polysaccharid Ficoll imitiert wird und eine dhnlich ausgeprégte, stabilisierende Wirkung auf
die Tropfchenphase von SynGAP/PSD95 aufweist. Der Effekt des Crowders kann als eine
effektive Verstirkung der Protein-Protein-Wechselwirkungen interpretiert werden, die

durch das ausgeschlossene Volumen des Crowders entropisch begiinstigt werden.

Offensichtlich trdgt TMAO zum piezophilen Metabolismus bei und dient wahrscheinlich
dazu, Proteine vor den schidlichen Auswirkungen hohen Drucks zu schiitzen.[!20-234276] [n
Ubereinstimmung mit dieser Erwartung wurde festgestellt, dass TMAO in den Zellen zahl-
reicher Meeresorganismen linear mit der Meerestiefe bis zu einer Konzentration von etwa
0.5 M ansteigt, was auch der maximalen TMAO-Konzentration entspricht, die in der vorlie-
genden Arbeit beriicksichtigt wurde. Dariiber hinaus haben Treberg et al.l*’’! gezeigt, dass
nicht nur in den Muskelzellen von Tiefseefischen der TMAO-Gehalt mit zunehmender Tiefe
ansteigt, sondern auch eine Anreicherung von TMAO in verschiedenen anderen Geweben
der Teleosteer, einschlieflich des Gehirns, zu beobachten ist. Aulerdem kann die TMAO-
Konzentration in verschiedenen Tiefseeorganismen um bis zu zwei Gréf8enordnungen hoher
sein als in Flachwasserarten. Die vorliegenden Ergebnisse weisen darauf hin, dass Organis-
men stabilisierende Osmolyte wie TMAO und zelluldres Crowding nicht nur nutzen kénnen,
um extreme Umweltbedingungen zu kompensieren und einzelne Proteinmolekiile vor der
Entfaltung und Denaturierung zu schiitzen, sondern sie kdnnen dieselben Kosolventien auch
nutzen, um biomolekulare LLPS-Prozesse bei hohem Umgebungsdruck aufrechtzuerhalten
und zu steuern. Abgesehen von den stabilisierenden Effekten solcher Kosolventien konnten
auch Sequenzvariationen von Proteinen zur Anpassung an Driicke beitragen, dhnlich wie bei
den Proteinen in thermophilen Organismen, die an das Leben bei hohen Temperaturen an-
gepasst sind. Bislang liegen jedoch keine validen Informationen vor. Daher sollten kiinftige

Bemiihungen unternommen werden, um diese Frage zu klaren.

Aufgrund seines groen Dipolmoments ist TMAO in der Lage, stark mit Wasser zu intera-

gieren, und es besteht offenbar Einigkeit dariiber, dass TMAO im Allgemeinen nicht bevor-

6,117,214,263,264

zugt an Proteinoberflichen bindet,! 1 obwohl einige Studien darauf hindeuten,

dass TMAO von den unpolaren Gruppen in den Proteinen leicht angezogen werden

270271 Dies scheint auch der Grund fiir die hier beobachtete starke Stabilisierung der

kann.[
Tropfchenphase zu sein. Es wird vermutet, dass TMAO als Ausgangspunkt dient, von dem

aus sich das tetraedrische Wassernetzwerk aufbauen und stabilisieren kann. Des Weiteren
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Der Einfluss von Kosolventien und Crowding Agenzien auf die Stabilitiit und die Ubergangskinetik
des SynGAP/PSD95-Kondensats

wird angenommen, dass TMAO in der Lage ist, der druckinduzierten strukturellen Stérung
des Wassers entgegenzuwirken.[?4l Demnach verhindert die TMAO-induzierte Zunahme
der Wasserstoftbriickenbindung in der Wasserstruktur und ihrer Stirke das Eindringen von
Wasser in die Hohlrdume innerhalb kompakt gefalteter Proteinstrukturen, wodurch eine Vo-
lumenverringerung durch Entfaltung der Proteine bei hohem Druck unwahrscheinlicher
wird.[?*¢] Ein vergleichbares Szenario kénnte auch auf die dichte Tropfchenphase von

SynGAP/PSD95 zutreffen.

Die Drucksprungexperimente zeigen, dass die Bildung der Tropfchenphase von SynGAP/
PSD95 ein zeitlich relativ schneller Prozess ist, der innerhalb weniger Sekunden in den ho-
mogenen Phasenzustand und wieder zuriick in den phasenseparierten Ausgangszustand
tiberfiihrt werden kann. Verglichen mit der ausgepragten Wirkung von TMAO und Ficoll
auf die Stabilitdt des LLPS-Zustands, ist deren Wirkung auf die Phasentrennungskinetik bei
biologisch relevanten Konzentrationen eher gering. Dies konnte sich im zelluldren Kontext
als funktionell vorteilhaft erweisen, da in diesem Fall die Fahigkeit des schnellen Umschal-
tens zwischen dem Bilden und dem Auflésen tropfchenférmiger membranloser Organellen
nicht durch die Anwesenheit zelluldrer Kosolventien beeintrachtigt wire. Unter den unter-
suchten TMAO-Konzentrationen fiihrt ausschlieBlich eine hohe Konzentration von 0.3 M zu
einer etwa 10-fachen Erhohung der Phasentlibergangszeit. In anderen Worten ausgedriickt,
kann das stark stabilisierende Osmolyt TMAO bei hohen Konzentrationen die Tropfchen-
bildung verzogern, was zusammen mit seiner ausgeprigten Wirkung auf die Tropfchensta-
bilitdt die Plastizitdt der PSDs beeintrdchtigen und somit ihre Funktion in Neuronen sogar
erheblich einschrinken konnte. Angesichts des eher einfachen Charakters des SynGAP/
PSD95-Kondensatmodells fiir die PSDs sind weitere Bemiihungen erforderlich, um die
Struktur-Funktionsbeziehung von PSDs unter Hochdruck- und Kosolvens-Bedingungen auf-
zukliren. Beispielsweise konnten biologisch relevantere In-vitro-PSD-Modelle!!”! fiir druck-

und Kosolvens-abhidngige Experimente prapariert und verwendet werden.

Die Druckstabilitdt des Nervensystems von Tiefseeorganismen (z.B. Elasmobranchier oder
Teleosteer wie der Hadal-Schneckenfisch, der in Meerestiefen von bis zu 7000 m lebt) ist
eine wichtige, wahrend ihrer Evolution erworbene Eigenschaft. Im Gegensatz dazu kommt
es bei menschlichen Tauchern zu dramatischen Verdnderungen der motorischen Funktionen
und der Erregbarkeit des Nervensystems, wie die Krankheitsfille des HPNS zeigen.!**! Ver-
gleichbare physiologische, biochemische und biophysikalische Untersuchungen zur Hoch-

druckadaptation des Nervensystems stehen jedoch noch aus. Die vorliegende Untersuchung
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der Druckabhingigkeit der LLPS des einfachen SynGAP/PSD95-Modells bietet jedoch neue
biophysikalische Einblicke in die neurologischen Auswirkungen des hydrostatischen Drucks
und wie bestimmte Kosolventien des zelluldren Milieus (z.B. TMAO) die schddlichen Aus-

wirkungen des Drucks kompensieren kénnen.24%-2781
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7 Zusammenfassung

Die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung (LLPS) von Proteinen und Nukleinsduren spielt eine
wichtige Rolle in einer Vielzahl von biologischen Prozessen innerhalb der Zelle. So wurde
erst in den letzten 10 Jahren erkannt,!'”) dass neben der "klassischen" Lipid-Doppelschicht-
membran gestiitzten Kompartimentierung, wie bei der Plasmamembran, den Mitochondrien
oder dem endoplasmatischen Retikulum, auch biomolekulare Kondensate an der zelluldren
Organisation beteiligt sind. Beispiele fiir solche membranlosen Organellen sind zytoplasma-
tische Granula, Nukleoli, Cluster von Proteinen, die an der Signaliibertragung beteiligt sind,
und postsynaptische Dichten, d.h. proteinreiche zelluldre Kompartimente unter der postsy-

16.28.31.43.101 Dje Existenz und die Lage der Phaseniiberginge, ein-

naptischen Membran.[!*
schlieBlich komplexer biomolekularer Gemische, die eine LLPS durchlaufen, hingen hierbei
stark von der Temperatur, dem Druck, der Ionenstdrke und der Konzentration der Kompo-
nenten ab. Aufgrund dieser hohen Empfindlichkeit der LLPS gegeniiber sich &ndernden Um-
weltbedingungen, sind biomolekulare Kondensate hdufig an Reaktionen beteiligt, die sich
gegen externe Stressfaktoren wie dem Hitzeschock richten.*”] Neben der Beteiligung an bi-
ologischen Prozessen, welche die Zellaktivitdt aufrechterhalten, spielen kondensierte oder
aggregierte Zustidnde auch eine wichtige Rolle bei einer Vielzahl von Krankheiten, wie der
amyotrophen Lateralsklerose oder dem Katarakt.!!:”# Weiterfiihrend kénnte die biomoleku-
lare LLPS und membranlose Kompartimentierung sogar eine wichtige Rolle bei der Ent-
wicklung von Protozellen in der prabiotischen Evolution gespielt haben, wie erstmals in der

Arbeit von Oparin im Jahr 1924126271

vorgeschlagen wurde. Da tiber 60 % der irdischen Or-
ganismen im Ozean in einer Tiefe von mehr als 1000 m und bei Driicken iiber 100 bar (im
Marianengraben herrschen sogar Driicke von 1 kbar) existieren, der zugleich auch als poten-
zieller Geburtsort des Lebens auf der Erde gilt,*®*1 wurde in dieser Arbeit ein besonderes
Augenmerk auf den hydrostatischen Druck (high hydrostatic pressure, HHP) als Stressfak-

tor gelegt.

Im Bestreben, biomolekulare LLPS-Prozesse zu verstehen, konzentrierte sich diese Arbeit
auf die Gleichgewichtsthermodynamik der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung unterschiedli-
cher Proteinsysteme in Abhingigkeit der Temperatur, des Druckes und unterschiedlicher
Kosolvens-Bedingungen. Um die Funktion solcher LLPS-gesteuerten biologischen Kom-

partimentierungsvorginge vollstindig verstehen zu konnen, reicht jedoch die Kenntnis des
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Gleichgewichtsverhaltens solcher LLPS-Prozesse nicht aus. Aufgrund dessen wurde die Ar-

beit auf die Untersuchung der Phaseniibergangskinetik der LLPS-Prozesse erweitert.

Im ersten Teilprojekt wurden die Phaseniibergangseigenschaften und die Struktur unter-
schiedlicher Proteine {iber einen weiten Temperaturen-, Druck- und TMAO-Konzentrations-
bereich untersucht. Hierzu wurden das globulére, gefaltete Protein y-Kristallin und das
intrinsisch ungeordnete Protein (IDP) a-Elastin als Proteinsysteme ausgewéhlt. Als drittes
System wurde die intrinsisch ungeordnete Proteinregionen DDx4 ausgewéhlt. Die Ergeb-
nisse hierzu stammten aus der Publikation von Cinar et al.>*! Die Untersuchungen ergaben,
dass neben dem temperaturinduzierten Phaseniibergang besonders Druck als thermodyna-
mische Variable und die sich daraus ergebenden volumetrischen Effekte einen empfindli-
chen Einfluss auf die Phasentrennung der hier gezeigten Systeme hat. Druckénderungen von
einigen zehn bis hundert bar konnen ausreichen um die biomolekulare LLPS vollstidndig
aufzuheben. Diese druckbedingte Destabilisierung der Phasentropfchen kann durch die Zu-
gabe des natiirlichen Osmolyts TMAO verhindert werden. Aus den Daten geht hervor, dass
schon moderate TMAO-Konzentrationen (wie sie auch in Tiefseefischen zu finden sind)
ausreichen, um die Tropfchenphase selbst bei Driicken von mehreren hundert bar zu stabili-
sieren. Begriindet wird diese Beobachtung dadurch, dass TMAO in der Lage ist, bevorzugt
mit Bulk-Wasser zu interagieren, wahrend es von der Proteingrenzfliche vorwiegend aus-
geschlossen wird. Demzufolge besitzen die Proteine in der kondensierten Tropfchenphase
eine geringere exponierte Proteinoberflache, im Vergleich zum homogenen Losungszustand,
was energetisch giinstiger ist. FT-IR spektroskopische Untersuchungen ergaben zudem, dass
wiéhrend des temperatur- und druckabhidngigen LLPS-Phaseniibergangs keine sekundar-

strukturellen Verdnderungen stattfinden.

Im zweiten Teilprojekt konzentrierten sich die Untersuchungen auf das globuldre, gefaltete
Protein yD-Kristallin. Ziel war es, die Phaseniibergangskinetik des yD-Kristallin-Systems zu
untersuchen. Da Kosolventien und Crowding Agenzien hdufige Bestandteile des zelluldren
Milieus sind und bekanntermallen die relative Stabilitit biomolekularer Systeme, einschlie3-

[5.6,52:533. 17 wurde zusitzlich der Einfluss von Harn-

lich der Proteinkondensate, beeinflussen,
stoff, Trimethylamin-N-Oxid (TMAO) und dem Crowding Agens Ficoll auf die Phasensta-
bilitit und die Ubergangsphasenkinetik des Systems untersucht. Als Voraussetzung fiir die
kinetischen Untersuchungen wurde zunichst die Stabilitét des Proteins fiir alle verwendeten
Losungsmittelbedingungen, Temperaturen und Driicke untersucht. Die Daten ergaben, dass

die beiden Kosolventien TMAO und Ficoll zum einen die Phaseniibergangtemperatur von
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Zusammenfassung

yD-Kristallin erh6hen und zum anderen eine deutliche Erhohung der Druckstabilitit der kon-
densierten Phasentropfchen bewirken. Die stabilisierende Wirkung des Crowding Agens
Ficoll 14sst sich durch den excluded-volume Effekt erkldaren, wodurch kondensierte Struktu-
ren begiinstigt werden. Im Gegensatz dazu bewirkt Harnstoff eine Destabilisierung des pha-
sengetrennten Zustands. Dieser Effekt ist hochstwahrscheinlich auf die Wechselwirkung von
Harnstoff mit dem Proteinriickgrat und den Seitenketten von yD-Kristallin zuriickzufiihren,
wodurch eine Verringerung der schwachen intermolekularen Wechselwirkungen zwischen
den Proteinmolekiilen in der Tropfchenphase bewirkt wird. Aus den Kinetik-Untersuchun-
gen ging hervor, dass der Phasentlibergang in den phasenseparierten Zustand iiber einen dif-
fusionsbegrenzten Keimbildungs- und Wachstumsmechanismus erfolgt, wobei sich die
Wachstumsrate wahrscheinlich mit der Zeit dndert. Insgesamt sind die Bildung und die Auf-
16sung des Proteinkondensats ein sehr schneller Prozess, der innerhalb von einigen Sekun-
den lduft, und somit in einem biologisch relevanten kurzen Zeitraum liegt. Ungeachtet der
ausgepragten Wirkung der Kosolventien auf die Stabilitdt des LLPS-Bereichs, war ihr Ein-
fluss auf die Phaseniibergangskinetik bei biologisch relevanten Konzentrationen quasi ver-

nachléssigbar.

Im dritten Teilprojekt wurde das druckempfindliche Phasenverhalten des SynGAP/PSD95-
Systems untersucht, das als Modellsystem fiir die postsynaptische Dichte (PSD) dienen
sollte. Im Gegensatz zu den vorherigen Systemen wurde kein temperaturabhéngiger Phasen-
iibergang beobachtet. Nach dem Mischen beider Proteinlosungen bildete sich ein phasense-
parierter Zustand, der iiber den gesamten Temperaturbereich von 5 bis 60 °C erhalten blieb.
Jedoch zeigte sich auch bei diesem System ein sehr druckempfindliches Phasenverhalten.
Eine Druckerh6hung auf einige hundert bar reichte aus, um die Bildung der LLPS vollstén-
dig zu unterbinden. Eine Druckentlastung fiihrte bei allen gezeigten Systemen zu einem er-
neuten Wiedereintritt in den phasenseparierten Zustand, d.h. der Prozess ist vollstindig re-

versibel.

Das vierte und zugleich letzte Teilprojekt widmete sich der Untersuchung der Phasenstabi-
litdt und der Phaseniibergangskinetik von SynGAP/PSD95 in Anwesenheit unterschiedlicher
Kosolventien. Auch hier zeigte sich erneut der stabilisierende Effekt von TMAO und Ficoll
auf die LLPS gegeniiber hohem Druck, wéhrend Harnstoff den gegenteiligen Effekt be-
wirkte und den Ubergangsdruck in die homogene Phase zu noch geringeren Driicken herab-
setzte. Generell 1dsst sich die beobachtete Druckempfindlichkeit der Phasentropfchen durch

ein Zusammenspiel von grofen, fiir Wassermolekiile unzugingliche, Hohlraumvolumina
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und einem Vielteilchen-Interaktionsnetzwerk der Proteinmolekiile erkldren, wodurch eine
druckinduzierte Dissoziation der Tropfchenphase zu einer Volumenabnahme im System
fiihren wiirde.”>” Wie bei dem globuliren gefalteten Protein yD-Kristallin ist die Bildung
der Tropfchenphase von SynGAP/PSD95 ein zeitlich sehr schneller Prozess, der innerhalb
weniger Sekunden abléduft, wobei die Wirkung von TMAO und Ficoll auf die Phasentren-
nungskinetik, bei biologisch relevanten Konzentrationen, eher gering ist. Unter den unter-
suchten TMAO-Konzentrationen fiihrt ausschlieBlich eine hohe Konzentration von 0.3 M zu
einer etwa 10-fachen Erh6hung der Phaseniibergangszeit. Somit wiirden hohe Konzentrati-
onen des stark stabilisierenden Osmolyt die Tropfchenbildung etwas verzégern, was zusam-
men mit seiner ausgepragten Wirkung auf die Tropfchenstabilitdt die Plastizitit der PSDs

beeintrachtigen und somit ihre Funktion in Neuronen einschrinken konnte.
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8 Summary

Liquid-liquid phase separation (LLPS) of proteins and nucleic acids plays an important role
in a variety of biological processes within the cell. For example, it has only been recognized
in the last 10 years!!”) that in addition to the "classical" lipid bilayer membrane-supported
compartmentalization, as by the plasma membrane or in mitochondria and the endoplasmic
reticulum, biomolecular condensates are also involved in cellular organization. Examples of
such membrane-less organelles include cytoplasmic granules, nucleoli, clusters of proteins
involved in signal transduction, and postsynaptic densities, i.e., protein-rich cellular com-

5.[13:16.28.31.43,150] Here the existence and location of

partments under postsynaptic membrane
phase transitions, including complex biomolecular mixtures, undergoing an LLPS are highly
dependent on the temperature, pressure, ionic strength and concentration of the components.
Because of this high sensitivity of LLPS to changing environmental conditions, biomolecu-
lar condensates are often involved in reactions directed against external stressors such as
heat shock.[*”! In addition to being involved in biological processes that sustain cellular ac-
tivity, condensed or aggregated states also play an important role in a variety of diseases,

t.[1.78] Furthermore, biomolecular LLPS and

such as amyotrophic lateral sclerosis and catarac
membrane-less compartmentalization may even have played an important role in the devel-
opment of protocells in prebiotic evolution, as first proposed in the work of Oparin in
1924.126271 Although more than 60 % of terrestrial organisms exist in the ocean at depths
greater than 1000 m and pressures above 100 bar (pressures of up to 1 kbar prevail in the
Mariana Trench), which is also considered the potential birthplace of life on Earth, 33! this
work also focused on hydrostatic pressure (HHP) as a stressor. In an effort to understand
biomolecular LLPS processes, this work focused on the equilibrium thermodynamics of lig-
uid-liquid phase separation of different protein systems as a function of temperature, pres-
sure, and different cosolvent conditions. However, to fully understand the function of such
LLPS-driven biological compartmentalization processes, the knowledge of the equilibrium

behavior of such LLPS processes is not sufficient. Due to this, the work was extended to the

study of the phase transition kinetics of LLPS processes.

Initially, in the first subproject, the phase transition properties and structure of different pro-
teins were studied over a wide range of temperature, pressure and TMAO concentrations.

For this purpose, the globular folded protein y-crystallin and the intrinsically disordered pro-

153



tein (IDP) a-elastin were selected as protein systems. The intrinsically disordered protein
regions DDx4 was selected as a third system. The results of DDx4 were obtained from the
publication of Cinar et al.’* The investigations showed that, in addition to the temperature-
induced phase transition, especially pressure as a thermodynamic variable and the resulting
volumetric effects, has a sensitive effect on the phase separation of the systems shown here.
Pressure changes of tens to hundreds bar can be sufficient to completely abrogate or induce
biomolecular LLPS. This pressure-induced destabilization of the phase droplets could be
counteracted by the addition of the natural osmolyte TMAO. The data indicate that even
moderate TMAO concentrations (as found in deep-sea fish) are sufficient to stabilize the
droplet phase even at pressures of several hundred bars. The reason for this observation is
that TMAO is able to interact preferentially with bulk water, while it is excluded from the
protein interface. Consequently, proteins in the condensed droplet phase would have a lower
protein surface area that may interact energetically unfavorably with TMAO compared to
the homogeneous solution state. The FT-IR spectroscopic studies revealed that no secondary
structural changes take place during the temperature- and pressure-dependent phase transi-

tion.

In the second subproject, the studies focused on the globular folded protein yD-crystallin.
The aim was to investigate the phase transition kinetics of the yD-crystallin system. Since
cosolvents and crowding agents are common components of the cellular environment and
are known to affect the relative stability of biomolecular systems, including protein conden-

[5.6.52.53.117 the influence of urea, trimethylamine-N-oxide (TMAO), and the crowding

sates,
agent Ficoll on the phase stability and phase transition kinetics of the system was addition-
ally investigated. As a prerequisite for the kinetic studies, the stability of the protein was first
examined for all solvent, temperature, and pressure conditions used. The data revealed that
the cosolvents TMAO and Ficoll increase the phase transition temperature of yD-crystallin
and cause a significant increase in the pressure stability of the condensed phase droplets. The
stabilizing effect of the crowding agent Ficoll can be explained by the excluded-volume
effect, which favors condensed structures. In contrast, urea causes destabilization of the
phase-separated state. This effect is most likely due to the interaction of urea with the protein
backbone and side chains of yD-crystallin, resulting in a reduction of the weak intermolecu-
lar interactions between the protein molecules in the droplet phase. The kinetics investigation
revealed that the phase transition to the phase-separated state occurs by a diffusion-limited

nucleation and growth mechanism, with the growth rate likely changing with time. In sum-

mary, the formation and dissolution of the protein condensate is a very rapid process that
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Summary

occurs within a few seconds, and thus occurs on a biologically relevant short time scale.
Notwithstanding the pronounced effect of the cosolute on the stability of the LLPS region,
the effect of the cosolute on the phase transition kinetics was quasi-negligible at biologically

relevant concentrations.

In the third subproject, the pressure-sensitive phase behavior of the SynGAP/PSD95-system
was investigated to serve as a model system for postsynaptic densities (PSD). In contrast to
the previous systems, no temperature-dependent phase transition was observed. After mixing
the two protein solutions, a phase-separated state was formed which was maintained over
the entire temperature range from 5 to 60 °C. However, this system also showed a very pres-
sure sensitive phase behavior. An increase in pressure to several hundred bar was sufficient
to completely abolish the LLPs process. Depressurization resulted in re-entry into the phase-

separated state for all systems shown, i.e., the LLPS formation is fully reversible.

The fourth and last subproject focused on the investigation of the phase stability and phase
transition kinetics of SynGAP/PSD95 in the presence of different cosolvents. Again, the
stabilizing effect of TMAO and Ficoll on the LLPS against high pressure was demonstrated,
while urea caused the opposite effect and lowered the transition pressure to the homogeneous
phase to even lower pressures. In general, the observed pressure sensitivity of the phase
droplets can be explained by an interplay of large transient void volumes, which are inac-
cessible to water molecules, and a multimolecule interaction network, whereby pressure-
induced dissociation of the droplet phase would lead to a general decrease in volume in the
system. As with the globular folded protein yD-crystallin, the formation of the droplet phase
of SynGAP/PSD9S5 is a very rapid process, occurring within a few seconds, whereby the
effect of TMAO and Ficoll cosolutes on the phase separation kinetics, at biologically rele-
vant concentrations, is rather small. Among the TMAO concentrations studied, solely a high
concentration of 0.3 M leads to an approximately 10-fold increase in LLPS time. Thus, high
concentrations of the strongly stabilizing osmolyte would delay droplet formation, which,
together with its pronounced effect on droplet stability, could impair the plasticity of PSDs

and thus limit their function in neurons.
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9 Anhang
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vD-KTristallin der Ratte (Rattus norvegicus)
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Abbildung 9.1: Einbuchstaben-Proteinsequenz von humanem yD-Kristallin und der Ratte.
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Abbildung 9.2: Temperaturabhingige Lichtmikroskopiebilder einer a) reinen 55 mg mL! humanem
vD-Kristallin-Lésung bei 3 °C und in Gegenwart von 0.6 M TMAO bei 20 °C (50 mM TRIS,
150 mM NaCl, pH = 7.4). Die Aufnahme der Mikroskopiebilder erfolgte bei 30x Vergroferung. Der
Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der yD-Kristallin-Probe. Die Maf3stabsskala (schwar-
zer Balken) entspricht einer Lange von 30 um.
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Abbildung 9.3: Flichennormierte Amid-I‘-Banden (1700 — 600 cm™) von einer 50 mg mL™' yD-
Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pD = 7.4) bei 24 °C (gestrichelte Linie) und bei

1 °C (rote Linie). Die Messungen wurden dreimal wiederholt.
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Abbildung 9.4: UV/Vis-Absorptionsspektren (250 — 450 nm) einer a) reinen 20 mg mL™! a-Elastin-
Loésung (50 mM TRIS, 150 mM NacCl, pH = 7.4) und b) in Gegenwart von 20 mM TMAO bei aus-
gewihlten Temperaturen. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.
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500 bar

800 bar

Abbildung 9.5: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder einer 55 mg mL! humanen yD-Kristallin-
Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) in Gegenwart von 0.6 M TMAO bei 4 °C. Druck-
induzierter Phaseniibergang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homogene Phase. Der
Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der yD-Kristallin-Probe. Die Maf3stabsskala (schwar-
zer Balken) entspricht einer Lange von 50 um.

900 bar

1600 bar

Abbildung 9.6: Druckabhiingige LLPS von 20 mg mL™"! o-Elastin in einerl0 mM TMAO-L&sung.
Gezeigt werden hier lichtmikroskopische Aufnahmen von a-Elastin bei a) 36 °C. Die Messungen
erfolgten in einem Druckbereich von 1 — 1600 bar. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase

der a-Elastin-Probe. Die Mafistabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lange von 50 um. Die

Abbildung wurde gemih der Referenz modifiziert.[>*!
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Abbildung 9.7: Differenzspektren der flichennormierten FT-IR Spektren (1700 — 1600 cm™) der
druckabhingigen Messungen einer 50 mg mL! yD-Kristallin-Losung (50 mM TRIS, 150 mM NaCl,
pD =7.4) im Bereich von 1 — 10000 bar bei a) 24 °C und b) 4 °C. Die Amid-I‘-Banden bei 1 bar
dienten als Referenzspektren und wurden von allen anderen Amid-I‘-Banden abgezogen. Die Mes-
sungen wurden dreimal wiederholt.
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Abbildung 9.8: Temperatur- und Harnstoff-abhéngige Turbiditdtsmessungen bei 400 nm fiir eine
50 mg mL'-Losung von humanem yD-Kristallin (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4). Die Mes-
sungen wurden dreimal wiederholt.
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Abbildung 9.9: Druckabhingige Bindungsisothermen aus der Titration von Alexa405-markiertem
PSD95 mit Alexa488-markiertem SynGAP bei a) 500 bar, b) 1000 bar, c) 1500 bar und d) 2000 bar.
Alle Messungen erfolgten bei einer Temperatur von 25 °C. Zum Fitten der aufgetragenen Daten-

punkte wurde ein 1:1-Bindungsmodel verwendet.
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Abbildung 9.10: Druckabhingige Bindungsisothermen der Komplexbildung zwischen SynGAP und
PSD95 in einer 0.5 M TMAO-L6sung bei T=25 °C. Die Messungen erfolgten jeweils bei einem
Druck von a) 500 bar, b) 1000 bar, ¢) 1500 bar und d) 2000 bar. Zum Fitten der aufgetragenen Daten-
punkte wurde ein 1:1-Bindungsmodel verwendet.
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Abbildung 9.11: Druckabhingige Bindungsisothermen der Komplexbildung zwischen SynGAP und
PSD95 in einer 7.5 Gew.-% Ficoll-Losung bei T = 25 °C. Die Messungen erfolgten jeweils bei einem
Druck von a) 500 bar, b) 1000 bar, ¢) 1500 bar und d) 2000 bar. Zum Fitten der aufgetragenen Daten-
punkte wurde ein 1:1-Bindungsmodel verwendet.
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200 bar

Abbildung 9.12: Druckabhingige Lichtmikroskopiebilder von 50 uM SynGAP/PSD95 (50 mM
TRIS, 100 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) in einer 0.2 M Harnstoff-Losung bei
25 °C. Druckinduzierter Phaseniibergang von einer phasenseparierten Losung in eine klare homo-
gene Phase. Der Fokus des Objektivs lag in der Volumenphase der SynGAP/PSD95-Probe. Die Mal3-
stabsskala (schwarzer Balken) entspricht einer Lédnge von 50 um.
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Kinetikdaten der Drucksprung-Relaxationsstudie von yD-Kristallin

(Kapitel 4.4)
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Abbildung 9.13: Zeitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption (Turbiditit) 4 von 50 mg mL"! yD-
Kristallin in einer 0.3 M TMAO-L6sung (50 mM TRIS, 0.3 M TMAO, 150 mM NaCl, pH = 7.4) bei
T =3 °C nach einem p-Sprung mit variabler Druckamplitude von a) hohem Druck in Richtung Um-
gebungsdruck (Druckentlastung, LLPS-Bildung) und b) von 1 bar in Richtung hohem Druck (Druck-
anstieg, Auflésung des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximalwerte
(4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von yD-
Kiristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt. Die Messungen wurden
dreimal wiederholt.
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Abbildung 9.14: Zeitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption (Turbiditéit) 4 von 50 mg mL™! yD-
Kristallin in einer 0.2 M Harnstoff-Lésung (S0 mM TRIS, 0.2 M Harnstoff, 150 mM NacCl,
pH =7.4) bei T=2 °C nach einem p-Sprung mit variabler Amplitude von a) hohem Druck in Rich-
tung Umgebungsdruck (Druckentlastung, LLPS-Bildung) und b) von 1 bar in Richtung hohem Druck
(Druckanstieg, Auflosung des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximal-
werte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von
vD-Kristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphérendruck darstellt. Die Messungen wurden
dreimal wiederholt.
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Abbildung 9.15: Zeitlicher Verlauf der scheinbaren Absorption (Turbiditéit) 4 von 50 mg mL™! yD-
Kristallin in einer 10 Gew.-% Ficoll-Losung (50 mM TRIS, 10 Gew.-% Ficoll, 150 mM NacCl,
pH =7.4) bei T=3 °C nach einem p-Sprung mit variabler Amplitude von a) hohem Druck in Rich-
tung Umgebungsdruck (Druckentlastung, LLPS-Bildung) und b) von 1 bar in Richtung hohem Druck
(Druckanstieg, Auflosung des Zweiphasenbereichs). Die Absorptionsdaten sind auf ihre Maximal-
werte (4 = 1.0) normiert, wobei eine scheinbare Absorption von ~1 den Gleichgewichtszustand von
vD-Kristallin im phasenseparierten Zustand bei Atmosphéarendruck darstellt. Die Messungen wurden
dreimal wiederholt.

166



Anhang

Tabelle 9.1: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % gedndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL"' yD-Kristallin in reiner Pufferldsung
(50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und in einem Temperaturbereich von -2 °C bis 3 °C. Es
wurden Drucksprungamplituden von 300 — 2000 bar in die druckverringernde Richtung verwendet.
Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

Pufferlosung 7 = -2 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

Dstart / bar n k/s! tels  tan/s
500 1.99 +0.02 0.17+0.00 5.1 2.1
800 1.97 +£0.02 0.17+0.00 53 2.1
1000 2.01 £0.03 0.16 = 0.00 5.5 2.1
1600 1.95+0.03 0.18 = 0.00 53 2.1
Pufferlosung 7 = 0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
Dstart / bar n k/s! tels  tan/s
300 2.05+0.06 0.17+0.01 54 2.0
500 2.03+0.11 0.16 = 0.02 5.2 2.0
1000 2.05+0.06 0.16 £0.01 5.1 2.0
1500 2.15+0.15 0.15+0.03 4.8 2.0
2000 2.05+0.02 0.16 = 0.00 4.8 2.1
Pufferlosung 7 =3 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
Pstart / bar n k/s! tels  tan/s
300 1.90 +0.03 0.24+0.01 4.4 1.8
500 1.88+0.90 0.24 +0.02 4.7 1.8
1000 1.87 +0.02 0.24 +0.00 4.1 1.8
1500 1.69 +0.02 0.27 +£0.01 4.5 1.8
2000 1.87+0.17 0.22+0.04 4.1 1.8
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Tabelle 9.2: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % gedndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL"' yD-Kristallin in reiner Pufferldsung
(50 mM TRIS, 150 mM NaCl, pH =7.4) und in einem Temperaturbereich von -2 °C bis 3 °C. Es
wurden Drucksprungamplituden von 300 — 1600 bar in die druckerh6hende Richtung verwendet. Die
Messungen wurden dreimal wiederholt.

Pufferlosung 7 = -2 °C (Druckerh6hung, 1 bar — pend)

Dend / bar n k/s! tels  tan/s
500 097 +0.64 3.16£2.27 1.5 0.2
800 0.86 £ 0.60 321+£2.34 1.5 0.2
1000 0.71 £0.61 3.54+2.99 1.4 0.1
1600 0.68 £0.58 342+2.72 1.4 0.1

Pufferlosung 7= 0 °C (Druckerhéhung, 1 bar — pend)

Dend / bar n k/s! tels  tan/s
300 1.85+1.16 3.11+£2.54 1.6 0.4
500 1.10 £ 0.07 3.25+0.23 1.4 0.2
1000 1.53+0.10 3.18+0.25 1.6 0.3
1500 1.33+0.84 326+2.58 1.4 0.3

Pufferlosung 7 =3 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

PDend / bar n k/s! ftwels  tan/s
300 1.37+0.48 2.56 £0.96 1.7 0.3
500 0.87+0.34 2.81+1.03 1.5 0.2
1000 1.00+£0.43 3.56+1.84 1.3 0.2
1500 0.66 £0.32 3.08+1.24 1.3 0.1
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Tabelle 9.3: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéindert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™' yD-Kristallin in einer 0.3 M TMAO-L6-
sung (50 mM TRIS, 0.3 M TMAO, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und in einem Temperaturbereich von
3 °C bis 11 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 600 — 2000 bar in die druckverringernde
Richtung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

0.3 M TMAO-Losung T = 3.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

Dstart / bar n k/s! tels  tan/s
600 1.75+0.03 0.17+0.00 55 23
1000 1.75+0.02 0.18+£0.01 4.9 23
1500 1.73 £0.06 0.19+0.01 4.7 2.2
2000 1.79 £0.03 0.18 = 0.00 4.8 2.2
0.3 M TMAO-Losung 7 =7.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
Dstart / bar n k/s! tels  tan/s
600 1.81+0.10 0.19+0.02 4.8 2.2
1000 1.73 £0.04 0.19+0.01 4.4 2.2
1500 1.90 +£0.03 0.16 £0.01 4.5 23
2000 1.76 £ 0.07 0.18 +£0.01 4.8 2.2
0.3 M TMAO-Losung 7 =11.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
PDstart / bar n k/s! tels  tanls
600 1.83 £0.02 0.21 +0.00 4.2 1.9
1000 1.84 +0.03 0.19+0.01 43 2.1
1500 1.93 +£0.03 0.18 +=0.00 4.4 2.1
2000 1.76 £ 0.01 0.19+0.00 4.5 2.2
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Tabelle 9.4: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™' yD-Kristallin in einer 0.3 M TMAO-L6-
sung (50 mM TRIS, 0.3 M TMAO, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und in einem Temperaturbereich von
3 °Cbis 11 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 600 — 1600 bar in die druckerhhende Rich-
tung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

0.3 M TMAO-Losung T = 3.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k/s! fwels  tan/s
600 1.21+0.74 3.53+£2.76 1.7 0.3
1000 0.83 £0.65 3.89+3.53 1.5 0.1
1600 1.02+0.70 395+3.53 1.7 0.2

0.3 M TMAO-Losung T = 7.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k/s! tels  tanls
600 1.07+£0.70 331+2.54 1.8 0.2
1000 0.56 £0.51 3.194+£2.20 1.6 0.1
1600 0.89 +£0.59 3.03+2.05 1.7 0.2

0.3 M TMAO-Losung 7T =11.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k/s! tels  tanls
600 0.79+0.48 2.56+1.33 1.9 0.2
1000 0.68 £0.54 320+2.27 1.5 0.1
1600 0.61 £0.48 297+1.79 1.5 0.1
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Anhang

Tabelle 9.5: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL"! yD-Kristallin bei unterschiedlichen
TMAO-Konzentrationen (50 mM TRIS, 0 — 0.5 M TMAO, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einer kon-
stanten Temperatur von 3 °C. Es wurde eine konstante Drucksprungamplitude von 1000 bar in beide
Druckrichtungen verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

T = 3.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar, pstart = 1000 bar)

ctvao / M n k/s! tels  tanls
0 1.87+£0.02 0.24 £0.00 4.1 1.8
0.3 1.75+0.02 0.18 £ 0.00 4.9 2.3
0.5 2.01 £0.02 0.15+0.00 5.4 2.2

T =3.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend, penda = 1000 bar)

ctmao /M n k/s! te/s  tanl/s
0 1.00 +0.43 3.56+1.84 1.3 0.2
0.3 0.83 +£0.65 3.89+3.53 1.5 0.1
0.5 0.83 +0.61 3.37+2.62 1.5 0.2
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Tabelle 9.6: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % gedndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL!' yD-Kristallin in einer 0.2 M Harnstoff-
Loésung (50 mM TRIS, 0.2 M Harnstoff, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einem Temperaturbereich
von -2 °C bis 2 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 500 — 1600 bar in die druckverringernde
Richtung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

0.2 M Harnstoff-Losung 7 = -2.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

Pstart / bar n k/s! tels  tanls
500 1.98 £0.02 0.21 +0.00 5.1 1.9
800 1.92 +0.02 0.23 +£0.00 5.5 1.8
1000 1.99 +0.02 0.20 +0.00 5.2 1.9
1600 1.92 +£0.02 0.21 +0.00 5.2 1.9

0.2 M Harnstoff-Losung 7 = 2.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
500 1.94 +0.02 0.26 +=0.00 5.0 1.7
800 1.95+0.02 0.26 +=0.00 4.9 1.7
1000 1.95+0.02 0.25+0.00 4.8 1.7
1600 1.99 +0.02 0.23 +0.00 4.8 1.8

172



Anhang

Tabelle 9.7: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % gedndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL' yD-Kristallin in einer 0.2 M Harnstoff-
Loésung (50 mM TRIS, 0.2 M Harnstoff, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einem Temperaturbereich
von -2 °C bis 2 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 500 — 1600 bar in die druckerhéhende
Richtung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

0.2 M Harnstoff-Losung 7 = -2.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k/s! tels  tanls
500 0.92 +£0.66 3.46+2.82 1.5 0.2
800 0.83 +£0.62 3.40+2.70 1.5 0.2
1000 0.75+0.56 3.14+2.19 1.6 0.1
1600 0.72 £0.55 3.14£2.18 1.5 0.1

0.2 M Harnstoff-Losung 7 = 2.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k/s! tels  tan/s
500 0.90 +0.59 3.02+2.02 1.7 0.2
800 0.83 +£0.57 3.04 +£2.04 1.6 0.2
1000 0.83 £0.57 3.03£2.01 1.6 0.2
1600 0.92 +0.60 3.01 £2.01 1.7 0.2
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Tabelle 9.8: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™! yD-Kristallin bei unterschiedlichen Harn-
stoffkonzentrationen (50 mM TRIS, 0 — 0.3 M Harnstoff, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einer kon-
stanten Temperatur von -2 °C. Es wurde eine konstante Drucksprungamplitude von 1000 bar in beide
Druckrichtungen verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

T =-2.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar, pstart = 1000 bar)

CHanstoff / M n k/s! twls  tan/s
0 2.01+0.03 0.16 =0.00 5.6 2.1
0.2 1.99 £0.02 0.20+0.00 53 1.9
0.3 2.07£0.02 0.17+0.00 5.4 2.0

T =-2.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend, pena = 1000 bar)

CHarnstoff / M n k/s! tels  tanls
0 0.71 £0.61 3.54+2.99 1.4 0.1
0.2 0.75+£0.56 3.14+2.19 1.6 0.1
0.3 0.73 +£0.56 324 +£2.36 1.7 0.1
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Tabelle 9.9: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™! yD-Kristallin in einer 10 Gew.-% Ficoll-
Losung (50 mM TRIS, 10 Gew.-% Ficoll, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einem Temperaturbereich
von 3 °C bis 7 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 800 — 1500 bar in die druckverringernde

Richtung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

10 Gew.-% Ficoll-Losung T = 3.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

Pstart / bar n k /s twls  tan/s
800 2.14+£0.03 0.17+0.01 4.9 2.0
1000 1.92 +0.02 0.21 +£0.00 5.0 1.9
1500 1.97 +£0.02 0.20 +0.00 4.8 2.0

10 Gew.-% Ficoll-Losung 7 = 7.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

Pstart / bar n k /s tels  tan/s
800 2.31+£0.04 0.15+0.01 4.8 2.0
1000 2.19+0.03 0.16 £0.01 4.8 2.0
1500 2.06 +0.03 0.20+0.01 5.0 1.9
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Tabelle 9.10: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™! yD-Kristallin in einer 10 Gew.-% Ficoll-
Losung (50 mM TRIS, 10 Gew.-% Ficoll, 150 mM NaCl, pH = 7.4) und einem Temperaturbereich
von 3 °C bis 7 °C. Es wurden Drucksprungamplituden von 800 — 1500 bar in die druckerh6hende
Richtung verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

10 Gew.-% Ficoll-Losung 7 = 3.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k /st fwels  tan/s
800 1.44 £ 0.57 454+1.76 1.8 0.3
1000 0.87+£0.26 3.59+1.07 1.5 0.2
1500 1.02 £0.61 395+ 1.86 1.5 0.2

10 Gew.-% Ficoll-Losung 7= 7.0 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

Pend / bar n k /s tels  tanls
800 0.94 £ 0.64 291+1.92 1.5 0.2
1000 1.03+0.14 3.16+1.57 1.6 0.2
1500 097 +0.32 3.16+1.62 1.6 0.2
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Tabelle 9.11: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 mg mL™! yD-Kristallin bei unterschiedlichen Ficoll-
Konzentrationen (50 mM TRIS, 0 — 20 Gew.-% Ficoll, 150 mM NacCl, pH = 7.4) und einer konstan-
ten Temperatur von 3 °C. Es wurde eine konstante Drucksprungamplitude von 1000 bar in beide
Druckrichtungen verwendet. Die Messungen wurden dreimal wiederholt.

T = 3.0 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar, pstart = 1000 bar)

CFicoll /| Gew.-% n k /s fwels  tan/s
0 1.93 £0.02 0.24 +0.00 4.1 1.8
10 1.92 +£0.02 0.21 +£0.00 5.0 1.9
20 2.10+0.04 0.17+0.01 53 2.0

T =3.0 °C (Druckerhohung, 1bar — pend, penda = 1000 bar)

CFicoll /| Gew.-% n k /s fwels  tan/s
0 0.71 £0.61 3.54+2.99 3.0 0.1
10 0.87+£0.26 3.59+1.07 1.5 0.2
20 098 +0.18 3.62+1.83 1.5 0.2
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Kinetikdaten der Drucksprung-Relaxationsstudie von

SynGAP/PSD95 (Kapitel 6.5)

Tabelle 9.12: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die
Gesamtiibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die
Triibung sich um 50 % geéndert hat. Gemessen wurde 50 uM SynGAP/PSD95 in reiner Pufferlosung
(50 mM TRIS, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH=7.8) bei 25°C. Es wurden
Drucksprungamplituden von 600-1600 bar in beide Druckrichtungen verwendet. Die Messungen
wurden dreimal wiederholt.

Pufferlosung T = 25 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
600 2.04 +0.01 0.16 = 0.00 7.1 2.1
800 2.08 £ 0.01 0.16 £0.01 6.6 2.1
1000 2.01 £0.01 0.19+0.02 6.3 2.0
1400 1.97 £ 0.01 0.22+0.01 5.9 1.9
1600 2.03 +£0.02 0.20+0.01 6.0 1.9

Pufferlosung 7 = 25 °C (Druckerhohung, 1 bar — pend)

PDend / bar n k/s! ftwels  tan/s
600 1.63+1.04 0.57+0.34 4.2 1.1
800 1.56 +1.23 1.29+0.89 3.2 0.6
1000 1.51+1.30 2.08 +1.80 2.5 0.5
1400 1.31 +1.01 2.81 +1.77 23 0.3
1600 1.61 +1.11 3.11+2.16 23 0.4

178



Anhang

Tabelle 9.13: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und #1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geédndert hat. Gemessen wurde 50 uM SynGAP/PSD95 (50 mM TRIS, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) in einer 0.2 M und 0.3 M TMAO-L6sung bei 25 °C. Es wurden
Drucksprungamplituden von 1000 — 1600 bar in beide Druckrichtungen verwendet. Die Messungen
wurden dreimal wiederholt.

0.2 M TMAO-Losung T =25 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.47 £ 0.01 0.17£0.00 14.6 2.3
1200 1.47 £ 0.01 0.21 £0.00 13.8 2.2
1400 1.61 £0.01 0.23 £0.00 10.2 2.0
1600 1.63 £0.01 0.22+0.00 10.6 2.0

0.2 M TMAO-Lésung T =25 °C (Druckerhéhung, 1 bar — pend)

Dend / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.45+1.37 1.33+0.87 3.8 0.6
1400 1.39+1.03 1.58 £0.88 3.8 0.5
1600 1.31+1.35 2.12+1.98 3.1 0.4
0.3 M TMAO-Losung T =25 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
1000 0.87 £0.00 0.15+0.01 55.8 5.7
1200 0.90 +0.00 0.16 £ 0.01 45.6 4.9
1400 0.97 +0.00 0.18 +£0.01 34.7 3.7
1600 1.04 +£0.01 0.20 £ 0.01 25.0 3.1
0.3 M TMAO-Lésung T =25 °C (Druckerh6hung, 1 bar — pend)
Dend / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.18 £0.50 0.61+£0.24 6.9 1.0
1400 1.37 +0.90 1.31+£0.59 4.0 0.6
1600 1.31 £1.08 1.64 +£1.00 33 0.5
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Tabelle 9.14: Durch das Anfitten der Johnson-Mehl-Avrami-Kolmogorov (JMAK)-Funktion an die
Kinetikdaten wurden der Avrami-Exponenten » und die Geschwindigkeitskonstante & erhalten. #;
und ¢1, wurden direkt aus den normierten Absorptionsdaten bestimmt und beschreiben die Gesamt-
iibergangszeit der Phasenumwandlung bzw. die Halbwertszeit an dem Punkt, bei dem die Triibung
sich um 50 % geédndert hat. Gemessen wurde 50 pM SynGAP/PSD95 (50 mM TRIS, 100 mM NaCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH = 7.8) in einer 2.5 Gew.-% und 5 Gew.-% Ficoll-Losung bei 25 °C.
Es wurden Drucksprungamplituden von 1000 — 1600 bar in beide Druckrichtungen verwendet. Die
Messungen wurden dreimal wiederholt.

2.5 Gew.-% Ficoll-Losung T = 25 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)

PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
1000 2.06 £0.02 0.20£0.01 6.3 1.8
1200 2.02+£0.01 0.26 £ 0.01 5.9 1.8
1400 1.96 £0.02 0.22 +£0.01 6.2 1.8
1600 1.98 £0.03 0.24 £ 0.01 5.5 1.7
2.5 Gew.-% Ficoll-Losung 7 = 25 °C (Druckerhéhung, 1 bar — pena)
Dend / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.45+1.37 1.33 £0.87 4.1 0.6
1400 1.40 £1.02 1.59 +£0.88 3.7 0.5
1600 1.31 +£1.31 2.12+1.88 3.1 0.4
5.0 Gew.-% Ficoll-Losung 7 = 25 °C (Druckverringerung, pstart — 1 bar)
PDstart / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.50 £0.01 0.24 £0.01 10.5 2.0
1200 1.57 +0.01 0.25+0.01 9.3 1.9
1400 1.62 +0.01 0.23 £0.01 9.3 1.9
1600 1.62+£0.02 0.25+0.01 8.4 1.9
5.0 Gew.-% Ficoll-Losung 7 = 25 °C (Druckerhéhung, 1 bar — pend)
Dend / bar n k/s! tels  tan/s
1000 1.26 +0.50 0.29+0.18 10.3 2.0
1200 1.41 £0.81 0.39+0.28 8.1 1.5
1400 1.48 £0.94 0.76 £0.39 4.7 0.3
1600 1.44+1.45 1.15+0.78 4.1 0.6
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Anhang

Semenov-Rubinstein-Gel-Modell fiir die LLPS von
SynGAP/PSD95 (Kapitel 5.5)

Wie in Kapitel 5.5 erwédhnt, wird aufgrund der strukturellen Eigenschaften der SynGAP/
PSD95-Bindung ein Semenov-Rubinstein-Gel-Modell?*”) mit den folgenden Uberlegungen

erstellt:

L. Der Einfachheit halber ist im Modell die einzige Polymerspezies ein generischer
SynGAP/PSD95-Komplex, der in etwa mit dem experimentell bestimmten Komplex
(3:2-Stdchiometrie) gleichgesetzt werden kann.!'®!

II. Da die einzelnen SynGAP und PSD95 Molekiile im Wesentlichen gefaltet vorliegen,
wird davon ausgegangen, dass die Polymere eine begrenzte strukturelle Flexibilitét
im Modell aufweisen. Dementsprechend besteht jedes Polymer nur aus einer gerin-
gen Anzahl N von Monomereinheiten, wobei jede Monomereinheit einen weitgehend
starren Bereich eines generischen Komplexes darstellt, der aus vielen Aminoséu-
reresten besteht.

III.  Angenommen, V ist das Volumen einer Monomereinheit im Modell und V,, ist das
Polymervolumen, das den generischen SynGAP/PSD95-Komplex darstellt, so ergibt
sich fiir V" der Ausdruck V= V,/N.

IV.  Des Weiteren hat jedes Polymer /= 4 "Sticker", die ungefdhr den beiden PDZ3- und

(2621 in einem 3:2-SynGAP/PSD95-Komplex entsprechen.

den beiden GK-Doménen
V. Als weitere Vereinfachung wird nicht zwischen den beiden PDZ3- und den beiden

GK-Dominen unterschieden und alle "Sticker" werden identisch behandelt.

Unter diesen Voraussetzungen ist die freie Energie pro Volumeneinheit (in Einheiten von
ksT, wobei kg die Boltzmann-Konstante und 7" die absolute Temperatur ist) gegeben

durch!?¢°]

Fy(¢.p) = (¢/N) In(§) + (1 — ¢) In(1 — @) + (¢fIN) {r(4,p)/2 + In[1 - r(g.p)]},  (9.1)

wobei ¢ der Volumenanteil des Proteins (Polymers), p der Druck in bar und r(¢,p) der Anteil
der Sticker ist, die Paare bilden. GemaB der Arbeit von A. N. Semenov und M. Rubinstein!?¢"]

ist
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r(g.p) = 1 — {[4¢fA(p)/N +11"% — 1}/[24f(p)/N], 9.2)

wobei A(p) = 1/[Kd(p)V] der Boltzmann-Faktor fiir die Bildung eines Sticker-Paares ist und
Ka(p) die druckabhingigen Dissoziationskonstanten aus der Tabelle 5.3 sind. Die Phasendi-
agramme (Koexistenzkurven) in Abbildung 5.9a wurden mit Hilfe von Standardmethoden
aus dem Ausdruck Fy(¢,p) ermittelt.[*”] Per Definition ist die freie Energie F pro Polymer
(Proteinkomplex) bei dem Druck p gegeben durch F(¢)|, = NksT Fi(¢,p)/¢. Ergénzend zu
den Energieprofilen Fi{¢,p) — ¢Fi(1,1) = Fi{¢,p) + 8.552¢, die in Abbildung 5.9b verwen-
det wurden (die fiir alle Driicke die gleiche Subtraktion ¢F)(1,1) vornimmt), wurde auch
Fd)p— dF (1), — (1 — 9)F(0)|, angeschaut (von dem alle druckabhédngigen Beitrdge der
reinen Phase abgezogen werden) und die lokalen Minima bzw. Maxima der alternierenden
Energieprofile wurden verwendet, um die leicht abweichenden Werte fiir 6Vyoid/ V) zu erhal-

ten, die in den gestrichelten Linien in Abbildung 5.9c dargestellt sind.
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submission of a false affidavit can be punished with a
prison sentence of up to one year or a fine, Section 161
of the Criminal Code.

| have taken note of the above official notification.

Ort, Datum
(Place, date)

Titel der Dissertation:
(Title of the thesis):

Unterschrift
(Signature)

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorlie-
gende Dissertation mit dem Titel selbststandig und ohne
unzuldssige fremde Hilfe angefertigt habe. Ich habe keine
anderen als die angegebenen Quellen und Hilfs- mittel
benutzt sowie wortliche und sinngemale Zitate kenntlich
gemacht.

Die Arbeit hat in gegenwartiger oder in einer anderen
Fassung weder der TU Dortmund noch einer anderen
Hochschule im Zusammenhang mit einer staatlichen oder
akademischen Prifung vorgelegen.

| hereby swear that | have completed the present
dissertation independently and without inadmissible
external support. | have not used any sources or tools
other than those indicated and have identified literal and
analogous quotations.

The thesis in its current version or another version has
not been presented to the TU Dortmund University or
another university in connection with a state or
academic examination.*

*Please be aware that solely the German version of the affidavit ("Eidesstattliche Versicherung") for the

PhD thesis is the official and legally binding version.

Ort, Datum
(Place, date)

Unterschrift
(Signature)




