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Kapitel 1

Einleitung und Motivation

Proteine sind biologische Makromolekiile, die in jedem lebenden Organismus
vorkommen und dort essentielle Funktionen iibernehmen. Proteine sind vor allem
Bestandteil von Zellen und nehmen dort bis zu 35 % des verfiigharen Raumes ein.
Die Funktion der Proteine ist nur in ihrem nativen Zustand gegeben, der durch
thermodynamische Parameter, wie dem hydrostatischen Druck oder der
Temperatur beeinflusst werden kann. Fiihrt eine Anderung dieser Parameter zur
Entfaltung der Proteine konnen sogenannte Protein-Kondensationskrankheiten, wie
beispielsweise Katarakt oder Alzheimer, auftreten. Umso erstaunlicher ist es, unter
welch unwirtlichen Bedingungen Leben entsteht und sich flexibel an die Umgebung
anpassen kann. Bezugnehmend auf den hydrostatischen Druck, existieren, trotz des
Einflusses auf die Proteinstruktur und intermolekulare Wechselwirkung,
Tiefseelebewesen bei Driicken von bis zu 1100bar im Marianengraben. Die
Anpassungsmechanismen von  biologischen Systemen an diese extremen
Bedingungen sind bis heute noch nicht vollstéindig entschliisselt. Eine tragende
Rolle scheint in diesem Zusammenhang der Einfluss von Osmolyten zu spielen, die
die Protein-Protein Wechselwirkung mafgeblich beeinflussen. Neben dem
hydrostatischen Druck spielt ebenfalls die Temperatur und weitere Faktoren, wie
Kosolventien und der pH-Wert eine wichtige Rolle.

Der Einfluss des hydrostatischen Drucks auf Proteinlosungen reicht so weit, dass
unter variierenden Druckbedingungen Phaseniibergénge, bei sonst unverdnderten
Parametern, induziert werden konnen. Von fundamentaler Bedeutung der
Phaseniibergéange in biologischen Systemen ist die fliissig-fliissig Phasenseparation
(engl.: liquid-liquid phase separation, kurz: LLPS). Bei der LLPS kommt es
aufgrund kurzreichweitiger attraktiver Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen
zur Ausbildung einer konzentrierten Phase, in der die Proteine in Trépfchen
vorliegen, und einer verdiinnten Phase mit einer deutlich geringeren Konzentration.
Die LLPS ist mafigeblich an vielen physiologischen Prozessen beteiligt, wie zum
Beispiel, der Bildung von membranlosen Organellen, dem Transport und der
Speicherung von Biomolekiilen oder der Ubertragung von Nervensignalen.
Weitere Anwendungsbereiche der LLPS finden sich in der Lebensmittel- und
Kosmetikindustrie, in denen Phaseniibergéinge in Proteinsystemen zur Erzeugung
von Gelen (Joghurt, Kése, Cremes) dienen, wobei ebenfalls die Anwendung von
hydrostatischem Druck zum Tragen kommt. Erneut wird ersichtlich, warum es von
grofem Interesse ist die zugrundeliegenden Mechanismen der druckinduzierten
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LLPS zu entschliisseln. Zu diesem Zweck wurden in der Vergangenheit viele
Untersuchungen der Protein-Protein Wechselwirkungen in konzentrierten
Proteinlosungen unter variablen Umgebungsbedingungen, unter anderem mittels
Triibungsmessungen und Rontgenkleinwinkelstreuungs-Messungen (engl.:
small-angle X-ray scattering, kurz: SAXS), durchgefithrt. Dabei wurde haufig das
zu untersuchende Modellsystem im &dquilibrierten Zustand charakterisiert, wodurch
keine Informationen iiber die Kinetik und Dynamik zugénglich waren. Gerade die
Kinetik und die Dynamik sind von hoher Relevanz zum vollstdndigen Verstédndnis
von biologischen Selbstorganisationsprozessen.

Durch die andauernden (Weiter-) Entwicklungen von Synchrotronstrahlungsquellen
und Detektoren ist es heutzutage moglich die zuvor genannten Mechanismen
mittels kohédrenter Rontgenstreuung auf kurzen Zeitskalen zu untersuchen.

Ein intensiv untersuchtes Modellsystem sind konzentrierte Lysozymlosungen.
Lysozym ist ein Enzym, das hauptséchlich an dem Abbau von Bakterien beteiligt
ist und leicht aus diversen Sekreten gewonnen werden kann. In dieser Arbeit wird
das Lysozym aus Hiihnereiweifs verwendet, das aufgrund seiner Struktur stabil
gegen die druckinduzierte Entfaltung ist und sich deshalb gut zur Untersuchung der
druckinduzierten LLPS eignet.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Charakterisierung der Wachstumskinetik und
der Dynamik von druckinduzierten Phaseniibergdngen in Kkonzentrierten
Lysozymlésungen in Abhéngigkeit der Quenchtiefe. Zu diesem Zweck wurden
Rontgenphotonenkorrelationsspektroskopie-Messungen — (engl.:  X-ray  photon
correlation spectroscopy, kurz: XPCS) durchgefithrt. XPCS ist eine Methode, die
auf der Streuung kohdrenter Rontgenstrahlung beruht und somit, neben den
zeitaufgelosten SAXS-Daten, durch Betrachtung der Autokorrelation der
Intensitatsfluktuationen, Informationen iiber die Dynamik des Systems liefert.
Aufgrund der Wellenldnge der verwendeten Strahlung sind Léngenskalen im
Bereich von Nanometern und Zeitskalen im sub-Milliseskunden Bereich, abhéngig
vom verwendeten Detektor, zugdnglich. Weitere Messungen beschéftigten sich mit
der druckinduzierten LLPS des Augenlinsenproteins ~D-Kristallin, der
Quenchtiefenabhéngigkeit der temperaturinduzierten LLPS in Lysozymldsungen,
dem FEinfluss von Crowdern auf die Kinetik und Dynamik der druckinduzierten
LLPS und der Dynamik in homogenen Lysozymltsungen, die ergédnzend mittels
dynamischer Lichtstreuung (engl.: dynamic light scattering, kurz: DLS) untersucht
wurden.

Fir die flissig-fliissig Phasenseparation konnte durch die Betrachtung der
Wachstumskinetik der kondensierten Phase und der Dynamik wéhrend der LLPS
gezeigt werden, dass konzentrierte Lysozymlosungen ein Gelnetzwerk ausbilden.
Durch die Untersuchung der homogenen Phase in konzentrierten Lysozymlosungen
mittels DLS und XPCS konnte die Existenz von mesoskopischen Clustern
nachgewiesen werden und es wurde gezeigt, dass die Diffusion von Monomeren
schneller ist, als die Zeitauflosung aktueller Rontgendetektoren.

Die Gliederungen der Arbeit lautet wie folgt:
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e Im zweiten Kapitel wird ein allgemeiner Uberblick iiber Proteine und deren
Phasenverhalten gegeben, sowie die theoretischen Grundlagen, der zur Cha-
rakterisierung der Probensysteme verwendeten Messmethoden erlautert.

e Das dritte Kapitel liefert einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwende-
ten Probensysteme und iiber den Aufbau der Messplatze. Aufserdem wird der
allgemeine Ablauf zur Erstellung von Messprotokollen an den verschiedenen
Messplétzen vorgestellt.

e Die Resultate der XPCS und DLS Messungen werden im vierten Kapitel pra-
sentiert und diskutiert. Der Fokus liegt dabei auf der Untersuchung der Kinetik
und Dynamik der druck- und temperaturinduzierten LLPS in Abhéngigkeit der
jeweiligen Quenchtiefen (Ap, AT). Zuséitzlich werden weitere Einflussfaktoren,
wie Crowder und Unterschiede zwischen der Niederdruck und Hochdruck LLPS
aufgezeigt.

e Abschlieend werden im fiinften Kapitel die wesentlichen Resultate zusammen-
gefasst und Vorschliage fiir weiterfiihrende Messungen geliefert.



Kapitel 2

Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen fiir das Verstdndnis der in
dieser Arbeit angewendeten Messmethoden vorgestellt. Aukerdem wird ein Uberblick
iiber den Aufbau und das Vorkommen von Proteinen, sowie grundlegende thermody-
namische Aspekte iiber deren Phasenverhalten in konzentrierten Lésungen gegeben.

2.1 Aufbau und Eigenschaften von Proteinen

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Aspekte iiber den Aufbau und die Eigenschaf-
ten von Proteinen orientieren sich im Wesentlichen an [Voet u. a., 2008; Berg u. a.,
2018; Brandén und Tooze, 1999|. Proteine sind biologische Makromolekiile, die in
jedem lebenden Organismus vorkommen. Sie ibernehmen entscheidende Funktionen
in nahezu allen physiologischen Prozessen, wie z.B. der Speicherung von Molekiilen
(Sauerstofftransport), der Katalyse von Reaktionen oder auch bei der Ubertragung
von Nervensignalen [Berg u.a., 2018]. Die Grundbausteine eines Proteins sind die
20 sogenannten proteinogenen Aminosauren (vgl. Abbildung 2.1). Die proteinogenen
Aminosauren bestehen aus einem zentralen C-Atom C, an das ein Wasserstoffatom
H, eine Carboxylgruppe COOH, eine Aminogruppe NH3 und ein Rest R bindet.
Die R-Gruppe, auch Seitenkette der Aminoséure, ist verantwortlich fiir die Ladung
und Polaritdt der Aminoséure und spielt eine wichtige Rolle bei der Proteinfaltung.
Da das zentrale C,-Atom fiir jede Aminosédure vier Bindungspartner besitzt, haben
alle Aminoséuren eine tetraedrische Form und sind chiral (bis auf Glycin), wobei
die spiegelbildlichen Paare als L— und D—Isomere bezeichnet werden. Bei dem Zu-
sammenschluss von Aminosduren zu Proteinen kommen ausschlieflich L—Isomere
vor, was eventuell durch eine geringfligig hohere Wasserloslichkeit gegeniiber den
D—Isomeren und der daraus resultierenden Selektion iiber viele Jahre begriindet
werden kann [Berg u.a., 2018|. In einem Protein sind die Aminoséuren iiber Pep-
tidbindungen zu verzweigten Polymeren verkniipft, weswegen Proteine héiufig auch
als Biopolymere bezeichnet werden. Die Abfolge der verkniipften Aminosduren heifst
Primérstruktur. Ein Polypeptid besteht aus regelméfigen sich wiederholenden Ein-
heiten, die das Riickgrat des Proteins bilden. Der variable Anteil der Polypeptidkette
sind die Seitenketten. Konventionsgeméfs wird die Abfolge der Aminosduren eines
Polypeptids beginnend mit dem aminoterminalen (N-terminalen) und abschliefend
mit dem carboxyterminalen (C-terminalen) Rest angegeben. Durch die (zwar ein-
geschrinkte) Flexibilitat der Peptidkette kénnen komplexere Strukturen, wie das
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Abbildung 2.1: Auflistung der proteinogenen Aminoséuren gruppiert nach ihren che-
mischen Eigenschaften [Wikimedia, 2022].

[B-Faltblatt oder die a-Helix geformt werden. Diese Strukturen sind Beispiele fiir
die Sekundarstruktur des Proteins. Die Stabilisierung der Sekundirstrukturen er-
folgt im Wesentlichen {iber Wasserstoftfbriickenbindungen oder auch iiber kovalente
Disulfidbriicken. In einem Protein sind in der Regel mehrere Sekundérstrukturen
vorhanden, die die Tertidrstruktur des Proteins bilden. Die rdumliche Anordnung
der Polypeptidketten ist ein komplexer Vorgang, der keiner Symmetrie folgt |[Berg
u.a., 2018| und wird auch als Proteinfaltung bezeichnet. Die spezifische Funktion
eines Proteins ist durch den Faltungszustand, der wiederum durch die Aminoséaure-
sequenz sowie der Wechselwirkungen zwischen den Aminoséureresten bestimmt wird,
gegeben. Weitere Wechselwirkungen zwischen den Aminoséureresten sind:

e van der Waals Wechselwirkung
e hydrophobe Wechselwirkung

e Coulomb Wechselwirkung

In Abbildung 2.1 sind die Strukturen der proteinogenen Aminoséuren, eingeteilt nach
den Eigenschaften unpolar/hydrophob, basisch, polar/neutral und sauer in Losung,
gezeigt. Diese Eigenschaften haben direkten Einfluss auf die Lokalisation der jewei-
ligen Aminosdure im gefalteten Protein. In der Regel besteht ein Protein zu etwa
40 % aus unpolaren Aminosauren, die sich in Losung zum groften Teil im inneren
des gefalteten Proteins anreichern. Die polaren Seitenketten sind im Gegensatz da-
zu haufig an der Oberfliche des gelosten Proteins vorzufinden. Zum einen sorgen
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die geladenen Aminoséduren an der Proteinoberfliche fiir eine dichte Hydratations-
schale mit einer um 10 % bis 15 % erhohten Dichte im Vergleich zum Wasser [Sver-
gun, Richard u.a., 1998|. Zum anderen hat die resultierende Oberflichenladung des
Proteins direkten Einfluss auf intermolekulare Protein-Protein Wechselwirkungen.
Die genannten Wechselwirkungen sorgen fiir eine sehr kompakte Form des Proteins
im gefalteten Zustand. Anderungen der Eigenschaften des Losungsmittels (z.B. pH
Wert, Salzkonzentration, Temperatur oder Druck) konnen geloste Proteine stabilisie-
ren oder destabilisieren. Neben den genannten intramolekularen Wechselwirkungen,
treten in Proteinlosungen oberhalb einer bestimmten Konzentration (typischerweise:
Cprot > Dmg/mL) auch intermolekulare Wechselwirkungen auf, die wiederum Ein-
fluss auf die Faltung des Proteins, sowie des Phasenverhaltens der Proteinlésung
haben. Quantitativ wird die intermolekulare Protein-Protein Wechselwirkung haufig
durch die DLVO-Theorie |Derjaguin und Landau, 1993; Verwey, 1947| (Derjaguin-
Landau-Verwey-Overbeek-Theorie) beschrieben. Die DLVO-Theorie beschreibt die
Stabilitat von geladenen Kolloiden in Losungen, indem die intermolekularen Wech-
selwirkungen der Kolloide modelliert werden. Das verwendete Wechselwirkungspo-
tential beriicksichtigt dabei elektrostatische Coulomb-Wechselwirkungen, sowie einen
van-der-Waals (vdW) Anteil und das Potential harter Kugeln (vgl. Abschnitt 2.2.2):

Vowvo(r) = Vse(r) + Vi (r) + Vs (r) . (2.1)

Der (abgeschirmte) Coulomb-Anteil wird dabei durch Vgc(r), der vdW-Anteil durch
ein Yukawa Potential Vi (r) und das Potential der harten Kugeln durch Vig(r) be-
riicksichtigt. Der Abstand der Kolloidzentren zueinander wird mit r bezeichnet. In
der DLVO-Theorie werden die Kolloide als Kugeln mit Durchmesser o betrachtet, de-
ren Oberflichenladung gleichméfig verteilt und als effektive Ladung Z.g¢ angegeben
wird. Dadurch werden Einflisse der Anisotropie der Kolloidform und der Oberfla-
chenladung auf die Kolloid-Kolloid Wechselwirkung vernachléssigt. Weiterhin werden
die im Losungsmittel vorhandenen Ionen als Punktladungen behandelt und schirmen
teilweise die Oberflachenladung der Kolloide ab, wodurch die Abstofsung verringert
wird. Trotz der Vielzahl an vereinfachenden Annahmen, konnte die DLVO-Theorie
erfolgreich zur Beschreibung der Protein-Protein Wechselwirkung in Lysozymlésun-
gen, sowie zur Charakterisierung der fliissig-fliissig Phasenseparation mittels Ront-
genstreuexperimenten verwendet werden |[Moller, Schroer u.a., 2012; Schulze u. a.,
2016; Julius, Weine, Gao u. a., 2019; Julius, Weine, Berghaus u. a., 2018; Schroer,
Markgraf u. a., 2011].

2.1.1 Auswirkung von hydrostatischem Druck auf Proteine

Hydrostatischer Druck beschreibt einen der vielen thermodynamischen Parameter,
der die Wechselwirkungen in Proteinlésungen, sowie deren Phasenverhalten beein-
flussen kann. Ein wichtiger Punkt, der ebenfalls im néchsten Abschnitt im Rahmen
der Auswirkungen von Réntgenstrahlung diskutiert wird, ist die Anderung des Fal-
tungszustandes bis hin zur vollstdndigen Entfaltung des Proteins.

Der Faltungszustand eines Proteins wird in der Literatur durch einen sogenannten
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Faltungstrichter beschrieben [Bryngelson u. a., 1995]. Der Faltungstrichter représen-
tiert die freie Energie des Proteins in Abhéngigkeit von dessen Faltungszustand (vgl.
Abbildung 2.2a)). Im nativen Zustand ist der Konfigurationsraum des Proteins stark
eingeschriankt, was mit einer Minimierung der freien Energie einhergeht. Abhingig
von der Komplexitit des Proteins, existieren lokale Minima im Verlauf der freien
Energie, die mogliche Zwischenzustidnde widerspiegeln. Diese lokalen Minima kon-

b A
2) = ) P2 as<o
A D AV <0 //Q
entfaltet &
)Y/
entfaltet
AS <0
Energie s LA
"\S} AV <0
geschmolzen
<
. \_ T
L;ﬁ\:;:ﬂ
nativ
Druck-
denaturierung
Kalte- Hitze-
denaturierung denaturierung

Abbildung 2.2: a) Schematische Darstellung des Faltungstrichters. Die Abbildung
wurde von [Wikimedia, 2022] iibernommen. b) Druck-Temperatur Stabilitdtsdia-
gramm eines Proteins. Innerhalb der Ellipse ist das Protein in seiner nativen Kon-
formation. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [Schroer, 2011] erstellt.

nen wihrend des (Ent-) Faltungsprozesses durchlaufen werden. Folglich hiangt die
Kinetik der Proteinfaltung mit der Rauhigkeit des Faltungstrichters zusammen [Dill
und Chan, 1997|. Die moglichen Zustédnde, die das Protein einnehmen kann, wer-
den hiufig vereinfacht in die Kategorien Zufallskette (s. Abschnitt 2.2.2), molten
globule (aufgequollen) und dem nativen Zustand eingeteilt. Die Beschreibung als
Zufallskette kommt fiir vollstdndig entfaltete Proteine zur Anwendung. Bei einem
entfalteten Protein existiert weder eine Tertidrstruktur, noch sind Sekundérstruktu-
relemente vorhanden. Lediglich die Peptidbindung des Riickgrats halten das Protein
zusammen. Im Vergleich dazu sind bei dem aufgequollenen Zustand noch Sekundér-
strukturelemente vorhanden, allerdings keine Tertidrstruktur. Dies fiihrt ebenfalls
dazu, dass das Protein eine hohere Flexibilitat als im nativen Zustand aufweist.

Es gibt viele Einflussfaktoren die dazu fithren kénnen, dass eine Anderung der Kon-

10
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formation herbeigefiihrt wird. In Abbildung 2.2b) ist ein Stabilitatsdiagramm fiir
die in dieser Arbeit relevanten Parameter, dem hydrostatischen Druck und der Tem-
peratur, gezeigt. Innerhalb der Ellipse befindet sich das Protein in seinem nativen
Zustand. Die Entfaltung des Proteins kann durch Anderung des Druckes (Druck-
denaturierung) oder der Temperatur (Hitze- und Kéltedenaturierung) herbeigefiihrt
werden. Im Fall der Hitzedenaturierung fiihrt die Erhohung der Temperatur da-
zu, dass Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen werden [Koizumi u. a., 2007],
wodurch ein Verlust der Tertidrstruktur und der Sekundérstrukturelemente herbei-
gefiilhrt werden kann. Im Gegensatz zu einer Temperaturerhhung, die mit einer
Anderung der Dichte und der inneren Energie eines Systems einhergeht, fiihrt ein
erhohter hydrostatischer Druck im Kilobar-Bereich ausschliefslich zu einer Erhéhung
der Dichte [Silva u.a., 2001]. Allgemein werden unter Druck die Zustdnde bevor-
zugt, die das kleinste Volumen aufweisen. Dies wird auch als das Prinzip von Le
Chatelier bezeichnet. Weiterhin fiihrt der hydrostatische Druck in dem in dieser Ar-
beit betrachteten Druckbereich zwischen 1bar bis 4 kbar nicht zur Entfaltung des
verwendeten Lysozyms und yD-Kristallins. Fiir Driicke oberhalb dieses Bereichs ist
eine druckinduzierte Entfaltung abhingig vom betrachteten Protein mdéglich, jedoch
fiir eine Vielzahl an Proteinen reversibel [Silva u. a., 2001; Perrett und Zhou, 2002;
Heremans und Smeller, 1998]. Die druckinduzierte Entfaltung wird hauptséchlich
durch den Kollaps von Hohlrdumen im Inneren des Proteins und Packungsdefek-
ten verursacht [Roche u.a., 2013; Royer, 2002]. Zusétzlich fithrt der hydrostatische
Druck héufig zum Eindringen von Wasser ins Innere des Proteins, wodurch teilweise
entfaltete Konformationen eingenommen werden [Meersman u. a., 2006]. Zur quan-
titativen Beschreibung der Proteinentfaltung und unter der Vernachléssigung von
Zwischenzustianden, wird die Hawley Gleichung verwendet [Hawley, 1971]. Die Haw-
ley Gleichung gibt die Differenz der freien Energie AG(p, T') zwischen dem entfalteten
und dem nativen Zustand an:

AG(p,T) = AGy — ASy (T — Ty) — AC, {(T—To)—Tln (;:))] »
; 2.2
+A‘/O(p_p0)+%(p_p0)2+AO~z(p—p0) (T —Tp)

mit der Entropie S, der Warmekapazitéit C,, dem Kompressibilitdtskoeffizienten k =
(9V/op)y und dem thermischen Ausdehnungskoeffizienten & = (9V/or),,. Das Gleich-
gewicht zwischen dem gefalteten und nativen Zustand ergibt sich fiir AG(p,T) =0
und ist durch die Ellipse im Druck-Temperatur Stabilitdtsdiagramm (Abbildung
2.2b)) dargestellt!. Anhand von Abbildung 2.2b) ist zu erkennen, dass Tempera-
tur und hydrostatischer Druck antagonistische Effekte auf die Stabilitat des Proteins
haben. Beispielsweise hat eine Erhéhung des hydrostatischen Drucks fiir Bedingun-
gen nahe der Hitzedenaturierung einen stabilisierenden Einfluss.

Hydrostatischer Druck hat nicht nur Einfluss auf die Proteinstruktur, sondern eben-
falls auf intermolekulare Wechselwirkungen und wurde in der Vergangenheit intensiv

'Die elliptische Form ergibt sich aus der Entwicklung des Terms in eckigen Klammern in Glei-
chung 2.2.

11



Theoretische Grundlagen

mittels Rontgenkleinwinkelstreuung untersucht [Méller, Schroer u. a., 2012; Schroer,
Markgraf u.a., 2011; Julius, Al-Ayoubi u.a., 2018; Julius, Weine, Gao u.a., 2019].
Das Wechselwirkungspotential wurde bei diesen Untersuchungen im Rahmen der
oben beschriebenen DLVO-Theorie modelliert. Fiir das Protein Lysozym wurde ein
nicht-linearer Zusammenhang zwischen der Amplitude des attraktiven Anteils des
Wechselwirkungspotentials J und dem hydrostatischen Druck gefunden. Dabei sinkt
J zunéchst bis zu einem Druck von ppin,; ~ 1,6 kbar, was durch Anderungen der
Wasserstruktur, sowie der Hydration der Proteine erklart wurde [Schroer, Markgraf
u. a., 2011; Weck u. a., 2009; Okhulkov u. a., 1994|. Eine weitere Erhohung des hydro-
statischen Drucks fiihrt zu einer erneuten Zunahme der attraktiven Wechselwirkung.
Der Ursprung des Anstiegs der attraktiven Wechselwirkung mit Erhéhung des hy-
drostatischen Drucks wurde in der Literatur in einem Kollaps der zweiten Hydratati-
onsschale des Wassers vermutet [Schroer, Markgraf u. a., 2011; Moller, Schroer u. a.,
2012; Weck u.a., 2009; Katayama u.a., 2010]. Diese Vermutung wurde allerdings
durch Simulationen widerlegt [Kumar und Marx, 2019; Pattni und Heyden, 2019].
Zusétzlich zum hydrostatischen Druck kénnen weitere Faktoren die druckabhéngigen
intermolekularen Wechselwirkungen beeinflussen. Die Hinzugabe von organischen
Osmolyten zu Proteinlésungen kénnen sowohl stabilisierende als auch destabilisie-
rende Effekte hervorrufen. Ein prominenter Vertreter der organischen Osmolyte stellt
das Trimethylamin-N-oxid (TMAO) dar, das vor allem in Zellen von Tiefseelebewesen
vorkommt. Dort iibernimmt es eine stabilisierende Rolle und wirkt der Komprimie-
rung durch hydrostatischen Druck entgegen [Cinar und Winter, 2020; Julius, Weine,
Berghaus u. a., 2018; Schroer, Zhai u.a., 2011; Al-Ayoubi u. a., 2019]. Dies geschieht
iiber eine durch TMAO hervorgerufene Erh6hung der starken H-Bindungen |Bennion
und Daggett, 2004; Panuszko u.a., 2009]. Der zuvor beschriebene nicht-lineare Zu-
sammenhang zwischen der Starke der attraktiven Protein-Protein Wechselwirkung J
und dem hydrostatischen Druck p wird ebenfalls von TMAO moduliert, indem mit
steigender Konzentration des Osmolyts das Minimum von J zu héheren Driicken
verschoben wird [Schroer, Zhai u.a., 2011|, was ebenfalls fiir eine Stabilisierung des
Wassernetzwerks spricht.

Ein weiterer Faktor der Einfluss auf die intermolekulare Wechselwirkung hat ist die
Hinzugabe von Salz. Die unterschiedlichen Salze konnen, wie auch andere Kosolventi-
en, nach ihren chaotropen und kosmotropen Eigenschaften kategorisiert werden. Fiir
Salze geschieht dies iiber die Hofmeister-Reihe [Hofmeister, 1888; Kunz u. a., 2004]:

F~ ~ 802~ < CH3CO0™ < CI” < NOj < ClO; < I~ < ClO; < SCN~

2.3
< Cl3CCOO™ (2:3)

Gleichung 2.3 zeigt die Hofmeister-Reihe fiir Anionen geordnet von kosmotrop nach
chaotrop. Kosmotrope Ionen (links von Cl7) sind in Losung stark hydriert und be-
giinstigen die Proteinfaltung, wohingegen chaotrope Ionen (rechts von C1™) schwach
hydriert sind und die Losung von nicht-polaren Komponenten, wie z.B. Aminoséu-
ren, und somit die Proteinentfaltung begiinstigen. Zusatzlich zeigen spezifische lo-
nen Auswirkung auf physikalisch-chemische Prozesse wie der Selbstorganisation, der
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Kristallbildung und der enzymatischen Aktivitat [Jungwirth und Winter, 2008; Col-
lins u.a., 2007; Tobias und Hemminger, 2008; Collins, 2006|, wobei der Einfluss
von Anionen stérker ist als von Kationen. Eine frithere Untersuchung ergab, dass
die Lokalisierung von spezifischen Anionen innerhalb der Hofmeister-Reihe ebenfalls
Einfluss auf druckabhéngige intermolekulare Wechselwirkungen in Lysozymlosungen
hat [Moller, Grobelny, Schulze, Steffen u. a., 2014]. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die Modulation der Protein-Protein Wechselwirkung in Abhéngigkeit des hydrosta-
tischen Drucks fiir das Salz NaCl am schwéchsten ist und sich der Einfluss von NaCl
auf die Abschirmung der Oberflichenladung der Proteine beschrankt [Zhang, Skoda
u. a., 2007; Zhang, Roosen-Runge u. a., 2012; Tardieu u. a., 1999].

Abschlieftend sei erwdhnt, dass die Proteinkonzentration sowie die Temperatur zu
keiner Verschiebung von J auf der Druckachse fithren, sondern lediglich zu einer
Zunahme (| Konzentration, | Temperatur) der Attraktivitat [Moller, Schroer u. a.,
2012; Schroer, Markgraf u. a., 2011].

2.1.2 Der Einfluss ionisierender Strahlung auf Proteine

Im vorherigen Abschnitt wurde unter anderem der Einfluss von hydrostatischem
Druck auf die Stabilitdt von Proteinen beschrieben. Ein weiterer wichtiger Einfluss-
faktor ist durch Rontgenstrahlung hervorgerufene Anderungen in strahlensensitiven
Proben. Dies wird vor allem bei der Untersuchung von Proteinlésungen an Synchro-
tronstrahlungsquellen mit hohem Photonenfluss relevant (s. Abschnitt 3.3.1). Durch
Rontgenstrahlung induzierte Anderungen beziehungsweise Schiden werden haupt-
sachlich iber das Losungsmittel, in diesem Fall Wasser, vermittelt. Dabei kommt
es im Wasser zur Bildung von Hydroxyl oder Hydroperoxyl Radikalen, die auf sehr
kurzen Zeitskalen an die Seitenketten und/oder an das Riickgrat des Proteins binden
[Kuwamoto u. a., 2004; Garrison, 1987]. Die durch die Radikale aktivierten Proteine
aggregieren iiber kovalente und nicht-kovalente Bindungen. Es existieren verschie-
dene Ansétze um strahleninduzierte Schiden zu minimieren. Einerseits kann, wenn
der experimentelle Aufbau es zulésst, eine Zelle mit konstantem Probenfluss (engl.:
flow cell) verwendet werden. Dadurch wird sichergestellt, dass vor dem Eintreten von
strahleninduzierten Schéden frisches Probenvolumen belichtet wird. Dieser Ansatz
kann in dieser Arbeit aufgrund der Verwendung einer Hochdruckzelle (s. Abschnitt
3.2.1) nicht verfolgt werden. Eine weitere Moglichkeit zur Minimierung von Strahlen-
schéden liefert die Verwendung von Kosolventien, wie zum Beispiel Gefrierschutzmit-
tel (engl.: eryoprotectants) [O’Neill u. a., 2002] oder Reduktionsmittel (engl.: reducing
agents) [Maleknia u. a., 2001]. Allerdings konnen diese Kosolventien Einfluss auf die
Stabilitdt der Proteine, auf die Viskositdt der Losung, auf intermolekulare Wech-
selwirkungen und auf den Streukontrast haben [Kuwamoto u.a., 2004, weshalb in
dieser Arbeit auch keine Kosolventien zum Schutz vor Strahlenschdden verwendet
werden?. Zuletzt sei erwithnt, dass bei dem Auftreten von strahleninduzierten Schi-
den in Proteinlosungen ein Verdiinnungseffekt auftritt. Dies liegt an dem bereits

Bis auf die Proben in denen Kosolventien, wie zum Beispiel Polyethylenglykol (PEG), zur
Untersuchung des Einflusses auf die Dynamik verwendet wurden.
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erwahnten Mechanismus, dass Strahlenschdden durch sekundére chemische Prozesse
(Bindung von Radikalen) verursacht werden. Somit fiihrt eine Reduktion der Wasser-
konzentration beziehungsweise eine Erhohung der Proteinkonzentration zu weniger
freien Radikalen in der Probe und folglich zu einer Erhohung des Dosislimits.

2.1.3 Fliissig-fliissig Phasenseparation in Proteinl6sungen

Die Untersuchung der fliissig-fliissig Phasenseparation (engl.: liquid-liquid phase se-
paration, kurz: LLPS) von Proteinlésungen gewann in den vergangenen Jahren stark
an Aufmerksamkeit, da es zum einen fiir viele Anwendungsbereiche von grofer Be-
deutung ist [Da Vela, Exner u.a., 2017], wie zum Beispiel in der Herstellung von
Biopharmazeutika [Raut und Kalonia, 2016|, bei der Proteinkristallisation [Sauter,
Roosen-Runge, Zhang, Lotze, Feoktystov u. a., 2015; Sauter, Roosen-Runge, Zhang,
Lotze, Jacobs u. a., 2015] oder bei der Lebensmittelverarbeitung [Gibaud, Mahmoudi
u. a., 2012|. Zum anderen ist die fliissig-fliissig Phasenseparation an vielen physiologi-
schen und pathogenen Prozessen beteiligt. Zu den physiologischen Prozessen zéhlen
beispielsweise die Bildung von membranlosen Organellen |[Brangwynne, 2013; Ba-
nani u. a., 2017], die Ubertragung von Nervensignalen [Wu u. a., 2020; Chong und
Forman-Kay, 2016| oder der Speicherung und Transport von Biomolekiilen [Wang
u. a., 2021] und zu den pathogenen Prozessen gehoren neurodegenerative Erkrankun-
gen wie die amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Alzheimer oder Parkinson [Li, King
u. a., 2013; Wang u. a., 2021; Ambadipudi u. a., 2017; Zbinden u. a., 2020]|. Bei der
LLPS kommt es zu einer spontanen Aufspaltung einer homogenen fliissigen Phase
in zwei koexistierende fliissige Phasen unterschiedlich hoher Konzentration aufgrund
kurzreichweitiger attraktiver Wechselwirkungen. Diese attraktiven Wechselwirkun-
gen konnen unterschiedlichen Ursprungs sein:

o Elektrostatische Wechselwirkungen
e Van der Waals Wechselwirkungen
e Hydrophobe Wechselwirkungen

e Entropische Krifte

Die quantitative Bestimmung der intermolekularen Protein-Protein Wechselwirkung
erfolgt experimentell iiber den zweiten Virialkoeffizienten Bay [Curtis und Lue, 2006],
der sich aus der osmotischen Virialgleichung realer Gase ergibt [Eisenberg, 1976]:

1I 1
= —+ B T . o 2.4
CpRT Mw + 22(]77 768) Cp + ) ( )

mit dem osmotischen Druck II, der Gaskonstanten R, dem Molekulargewicht My,
der Salzkonzentration ¢; und der Proteinkonzentration cp,. Der zweite Virialkoeffizient
kann mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung, Neutronenkleinwinkelstreu-
ung oder Rontgenkleinwinkelstreuung bestimmt werden und ist wie folgt mit dem
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Wechselwirkungspotential V'(r) verkniipft:

Bas = 27 0A / h (1 - e*””/(kBT)) r2 dr (2.5)
M3 Jo ’

mit der Avogadrokonstanten Na. Die Normierung des zweiten Virialkoeffizienten
auf den Beitrag resultierend aus der harten Schale (vgl. Abschnitt 2.2.2) liefert einen
allgemeineren Ansatz zur Charakterisierung der Protein-Protein Wechselwirkung un-
abhéngig von der Art und Grofse des Proteins. Damit ein System in die LLPS Phase
iibergehen kann, sind Werte des reduzierten zweiten Virialkoeffizienten by unterhalb
von —1,5 notwendig [Vliegenthart und Lekkerkerker, 2000].

Das Auftreten einer LLLPS Phase wurde in der Vergangenheit fiir viele Proteine be-
obachtet, wie zum Beispiel fiir Lysozym [Ishimoto und Tanaka, 1977; Muschol und
Rosenberger, 1997; Cardinaux, Gibaud u. a., 2007; Moller, Grobelny, Schulze, Bie-
der u.a., 2014], fir BSA [Zhang, Zocher u.a., 2011; Da Vela, Braun u. a., 2016], fiir
v-Kristallin [Thomson u.a., 1987; Cinar, Cinar u.a., 2019] oder Hamoglobin [Gal-
kin u. a., 2002; Chen u. a., 2004]. Dabei wurde die Ausbildung einer LLPS Phase in
Abhéngigkeit diverser Parameter wie dem pH Wert, der Temperatur, der Salzkon-
zentration, der Salzart, dem hydrostatischen Druck und Kosolventien untersucht. Die
meisten Proteine zeigen eine obere kritische Losungstemperatur (engl.: upper criti-
cal solution temperature, kurz: UCST), wohingegen LCST-Verhalten (engl.: lower
critical solution temperature) seltener zu beobachten ist. Das bedeutet, dass ober-
halb (UCST) einer kritischen Temperatur T, das System in der homogenen Phase
ist und durch Kiihlen der Probe ein Ubergang in die LLPS Phase induziert werden
kann. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Verhalten durch Anderung der Salz-
konzentration umkehrbar ist [Begam, Matsarskaia u.a., 2020|. In Abbildung 2.3a)
ist ein schematisches Phasendiagramm dargestellt fiir ein System, das UCST Ver-
halten zeigt. In Abbildung 2.3b) ist die Spinodale, die von der Binodalen eingehiillt
wird dargestellt. Die Binodale und Spinodale schneiden sich im kritischen Punkt
(¢pc, Tc). In der Region zwischen der Binodalen und Spinodalen ist ein metastabiler
Bereich, in dem die Phasenentmischung iiber Nukleation stattfindet (Abbildung 2.3
unten links). Im Gegensatz dazu fiihrt ein Quench (plotzliche Anderung eines Um-
gebungsparameter, wie z.B. der Temperatur oder dem hydrostatischen Druck) in die
innere Region der Spinodalen zu einer Phasenseparation iiber die spinodale Entmi-
schung [Alberti u. a., 2019; Gibaud und Schurtenberger, 2009]|. Der Hauptunterschied
zwischen der spinodalen Entmischung und der Ausbildung eines Zweiphasensystems
iiber Nukleation ist das Vorhandensein einer Energiebarriere fiir die Bildung mikro-
skopischer Cluster. Aus diesem Grund ist die spinodale Entmischung im Vergleich
zur Nukleation deutlich schneller. Die spinodale Entmischung wird quantitativ tiber
die Cahn-Hilliard-Gleichung beschrieben [Cahn und Hilliard, 1958; Cahn, 1965].
Die folgenden Ausfiihrungen iiber die Cahn-Hilliard-Gleichung orientieren sich an
[Papon u.a., 2002; Cahn und Hilliard, 1958; Cahn, 1965|. In der Cahn-Hilliard-
Gleichung wird von einem binédren System, bestehend aus den Komponenten A und
B, ausgegangen, deren Konzentrationen in einem Volumen V iiber den dimensions-
losen Ordnungsparameter ¢(r,t) gegeben sind. ¢(r,t) kann in diesem Fall als lokale
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a) A

stabile Losung

kritischer Punkt

Abbildung 2.3: a) Schematisches Phasendiagramm einer Proteinlgsung mit UCST
Verhalten. In b) ist eine vergroferte Darstellung der Binodalen gezeigt. Im unteren
Teil der Abbildung ist schematisch die Topologie fiir die Nukleation (links) und die
spinodale Entmischung (rechts) dargestellt.

Konzentration einer Komponente betrachtet werden, wobei diese vom Ort r und von
der Zeit t abhéngt. Das Funktional der freien Energie F' fiir solch ein System ist
gegeben durch [Cahn und Hilliard, 1958; Papon u. a., 2002]:

Fo) = [ f6 )+ 3KV (o av. (26)
homogen inhomogen

mit lokalen Beitridgen zur freien Energie f(¢), einer positiven Konstante K und dem
Nabla-Operator V. Die freie Energie setzt sich nach Gleichung 2.6 aus einem Beitrag,
den ein homogenes System liefern wiirde und einem Beitrag der die Inhomogenitéten
des Systems beriicksichtigt zusammen. Durch Betrachtung der Energiedifferenz AF
zwischen einer homogenen und inhomogenen Losung, ergibt sich nach Entwicklung
von f(¢) um eine mittlere Konzentration ¢g, die freie Energie zur Bildung der neuen
Phase:

_ (1 » (0%f 1 2
ar= [ oot (55) o+ 5KIvear. (2.7
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Gleichung 2.7 zeigt, dass die spinodale Phasenentmischung nur unter der Bedin-
gung (9*f/a¢?) < 0 stattfinden kann, da ansonsten AF > 0 ist. Zusétzlich ist es zur
spinodalen Entmischung erforderlich, dass die Amplituden der Konzentrationsfluk-
tuationen grof genug sind, damit AF < 0 wird. Durch Integration von Gleichung 2.7
und unter Verwendung der Fouriertransformierten der Konzentrationsfluktuationen

S0(r,) = [ Go(k e dk it 39(r,1) = 6(r,1) — 6o (28)
ergibt sich die Bedingung zur spinodalen Entmischung:
62
<a£> + Kk <0, (2.9)
¢ d=d¢o

woraus ein kritischer Wellenvektor k. abgeleitet werden kann:

o 1 (Of
ke == <&¢2>¢¢0 . (2.10)

Unter Verwendung der Beziehung A, = 27/k. kann somit eine untere Wellenlénge
der Konzentrationsfluktuationen angegeben werden. Dabei wurden fiir die obigen
Betrachtungen die Konzentrationsfluktuationen als periodisch angenommen. Wird
das chemische Potential p = (9F/s¢) betrachtet, lasst sich die Kinetik der spinodalen
Entmischung aus der Relation fiir den Konzentrationsfluss 7

7 = MyVAu (2.11)
und der Bedingung der Massenerhaltung®
9¢(r, t)
ot
iiber die Cahn-Hilliard-Gleichung beschreiben:

0dp(r, t) B 9 of
ot =MV <8¢(r,t)

M = Mo/N bezeichnet dabei einen (auf die Teilchenzahl normierten) Transportko-
effizienten. Die linearisierte Form der Cahn-Hilliard-Gleichung ergibt sich aus der

Entwicklung von f(¢) zu:
2
(%) ~ KV?
06/ g=s0

und héingt nur noch von den Konzentrationsfluktuationen ab. Uber die linearisierte
Cahn-Hilliard-Gleichung kann beispielsweise die zeitliche Entwicklung der Streuin-
tensitdt eines Rontgenstreuexperiments (siehe Abschnitt 2.2.2) modelliert [Papon
u. a., 2002] oder auch Zwei-Zeiten Korrelationen (Abschnitt 2.2.3) simuliert werden
[Ragulskaya u. a., 2021].

+VJI=0 (2.12)

- KV2¢(r,t)> : (2.13)

35¢(T, t) — Mv?

o 5(r,t) (2.14)

3Die Massenerhaltung gilt, solange keine chemischen Reaktionen stattfinden.
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2.2 Rontgenstrahlung und Rontgenstreumethoden

Die Entdeckung der Rontgenstrahlung im Jahr 1895 durch Wilhelm Conrad Ront-
gen hatte weitreichende Konsequenzen in vielen Bereichen, wie zum Beispiel in der
Forschung und der Medizin. Dabei wurde zunéchst die Entstehung von Roéntgen-
strahlung in einer abgeschirmten Kathodenstrahlréhre beobachtet, die in der Nahe
befindliche fluoreszierende Gegensténde zum Leuchten anregte. Aufferdem entdeckte
er, dass die neue Art von Strahlung in der Lage ist Gegenstande und Gewebe (unter-
schiedlich stark) zu durchdringen. Durch diese Entdeckung wurde der Grundstein fiir
die heute etablierten experimentellen Methoden, wie z.B. Rontgenkleinwinkelstreu-
ung (SAXS), Rontgenreflektometrie (XRR), Rontgenphotonenkorrelationsspektros-
kopie (XPCS) oder Rontgendiffraktion (XRD) gelegt. Ein weiterer grofer Fortschritt
fiir die Forschung erfolgte durch die Entdeckung der Entstehung von Réntgenstrah-
lung in Synchrotrons fiir Teilchenphysikexperimente. Es wurde erkannt, dass Ront-
genstrahlung von Synchrotrons der Rontgenstrahlung von einer Rontgenrdhre im
Hinblick auf die Brillanz, der Kohérenz und dem verfiigharen Energiebereich weit
iiberlegen ist. Im folgenden Abschnitt wird eine Beschreibung der wichtigsten Eigen-
schaften von Rontgenstrahlung geliefert, sowie dessen Erzeugung an Synchrotron-
strahlungsquellen beschrieben.

2.2.1 Erzeugung und Charakterisierung kohirenter Rontgenstrah-
lung an Synchrotronstrahlungsquellen

Die in diesem Abschnitt aufgefithrten Aspekte sind im Wesentlichen aus [Als-Nielsen
und McMorrow, 2011; Jaeschke u.a., 2020; Talman, 2006] entnommen. Rontgen-
strahlen sind elektromagnetische Wellen mit einer Wellenlinge A im Angstrom Be-
reich (1A = 1-107'm). Die elektromagnetische Welle kann mathematisch durch
ihr elektrisches Feld E beschrieben werden:

E(7,t) = Eg2el(FoT—wt) (2.15)

wobei Fy die Amplitude des elektrischen Feldes, Eo den Wellenvektor der einfal-
lenden Strahlung mit ’Zg’ = 27/, w die Kreisfrequenz und 7 einen Ortsvektor

beschreibt. Im Fall einer linear polarisierten Welle, ist der Richtungsvektor €, auch
Polarisation genannt, des elektrischen Feldes zeitlich konstant und das elektrische
sowie magnetische Feld sind senkrecht zueinander und zur Ausbreitungsrichtung
orientiert. Die Erzeugung von Rontgenstrahlung, kann wie eingangs erwahnt durch
Rontgenrdhren, oder an Synchrotronstrahlungsquellen erfolgen. Im Fall einer Syn-
chrotronstrahlungsquelle werden geladene Teilchen, meistens Elektronen, auf nahezu
Lichtgeschwindigkeit beschleunigt und durch Magnetstrukturen auf einer geschlosse-
nen Kreisbahn (Speicherring) gehalten. An bestimmten Stellen des Rings werden die
Elektronenpakete durch einen Undulator oder Wiggler (allgemein: insertion device)
zu periodischen Schwingungen angeregt und geben dabei Réntgenstrahlung ab. Die
emittierte Rontgenstrahlung wird an den Strahllinien (Beamlines) fiir Experimente
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verwendet. Fine wichtige Kenngrofe zur Charakterisierung der Rontgenstrahlung ist
die Brillanz B, die sich iiber

P
B= , 2.16
An? - (ephir * €o— i) * (Ephir * €o—yy) (219

berechnen lasst [Hettel, 2014]. Dabei bezeichnen €., ,, = -, 0L die Emittanz

des Elektronenbiindels in horizontaler und vertikaler Richtung, die sich aus dem
Produkt der Ausdehnung der Quelle o,-., , und der Divergenz des Strahls o/ -
ergibt. Analog beschreibt ey, = Uph;rUé)h;T die Emittanz des Photonenstrahls im
Diffraktionslimit und * kennzeichnet den Faltungsoperator. Aufterdem ist die Brillanz

proportional zum spektralen Photonenfluss ®, der iiblicherweise in der Einheit
Photonen s ™' mm ™2 mrad =2(0,1%AN/x)

angegeben wird. AAX bezeichnet hierbei die spektrale Bandbreite BW. Fiir die in
dieser Arbeit verwendete Methode, die Réntgenphotonenkorrelationsspektroskopie
(engl.: X-ray photon correlation spectroscopy, XPCS; s. Abschnitt 2.2.3), ist vor allem
ein hoher kohérenter Photonenfluss ®. von Bedeutung;:

®, =B (;)2 . (2.17)

Gleichung 2.17 zeigt, dass der kohérente Fluss proportional zur Brillanz ist und mit
dem Quadrat der Photonenenergie abnimmt. Die Kohérenz der Rontgenstrahlung
unterteilt sich in zwei Komponenten:

(i) Transversale (rdumliche) Kohérenz
(ii) Longitudinale (zeitliche) Kohérenz

Der Grad der Kohédrenz wird dabei iiber die jeweiligen Kohérenzlangen Ly und L
bestimmt. Im Fall der longitudinalen Kohérenz ist dessen Kohérenzldnge wie folgt
definiert:

Lp=2". (2.18)

AN

| >

Zur Veranschaulichung kann Abbildung 2.4b) (links) herangezogen werden, die die
Wellenfronten zweier sich in gleicher Richtung ausbreitenden Wellen mit einer leicht
unterschiedlichen Wellenlange zeigt. Die Kohédrenzlange Ly, beschreibt die zuriickge-
legte Strecke nach der der Gangunterschied einer halben Wellenldnge entspricht. Fiir
die transversale Kohérenzlange wird dahingegen von zwei Wellen mit gleicher Wellen-
lange ausgegangen, die sich allerdings von zwei verschiedenen Punkten mit Abstand
D in einem Winkel Af zueinander ausbreiten (vgl. Abbildung 2.4b), rechts). Die bei-
den Wellen sind am Punkt P in Phase. Die transversale Kohéarenzldnge bezeichnet
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b) Koharenz
Longitudinal Transversal
2L, = NX
—Lt—">
IAI ||
Pl
= RRRR
~ UL —
C VNy A— AN

Abbildung 2.4: a) Schematische Darstellung eines Undulators. Gezeigt sind alternie-
rend und dquidistant angeordnete Magnetsegmente durch die der Teilchenstrahl pas-
siert und aufgrund des Magnetfeldes zur periodischen Schwingung angeregt wird. Die
Lange einer Undulatorperiode wird als A, bezeichnet. Aufgrund der Beschleunigung
des Teilchenstrahls wird Strahlung emittiert, die durch geeignete Wahl der Magnet-
feldstérke By in der Wellenldnge variiert werden kann. b) Schematische Darstellung
zur Definition der longitudinalen und transversalen Kohérenzlinge. Die Kohérenz-
lange ist im Allgemeinen als die Strecke definiert, die zwei Wellen propagieren bis
sie vollstédndig aufer Phase sind. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [Als-Nielsen
und McMorrow, 2011, S. 26| erstellt.

die Strecke entlang der Wellenfront, die zuriickgelegt werden muss, bis beide Wellen
aufler Phase sind und ergibt sich zu:

AR
~2D
wobei R den Abstand zur Quelle bezeichnet. Weiterhin unterteilt sich die transversale
Koharenzldnge in eine horizontale und vertikale Komponente. An Synchrotronstrah-
lungsquellen der dritten Generation kommen héufig Undulatoren zur Erzeugung bril-
lanter Rontgenstrahlung zum Einsatz. Ein Undulator besteht aus einer periodischen
Anordnung von alternierend gepolten Dipolmagneten (vgl. Abbildung 2.4a)). Pas-
siert ein Elektronenbiindel den Undulator, wird das Biindel zu periodischen Schwin-
gungen angeregt und emittiert dabei Rontgenstrahlung. Aufgrund der hohen Elek-
tronenenergie im Speicherring (s. Tabelle A.1) kommt es bei der Emission der Ront-
genstrahlung zur kegelférmigen Abstrahlung in Flugrichtung. Der Kegel weifst dabei
einen Offnungswinkel von niherungsweise 1/v/N+ auf. Hierbei ist N die Anzahl der
Undulatorperioden und v = (1 —v%/¢2)(=1/2) der Lorentzfaktor, mit der Geschwindig-
keit v und der Vakuumlichtgeschwindigkeit c. Undulatoren sind so konstruiert, dass
die abgestrahlte Rontgenstrahlung konstruktiv interferiert und liefern somit eine sehr
hohe Brillanz im Bereich von 102! Photonen/(s mm? mrad?)(0,1 % BW)~!. Die Wel-
lenlénge (auch fundamentale Wellenlange genannt) der vom Undulator erzeugten
Rontgenstrahlung kann iiber

A K? . eBo),

Ly (2.19)
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berechnet werden [Motz, 1979]. Um eine moglichst hohe Brillanz und einen damit
einhergehenden hohen kohérenten Fluss zu erhalten gilt es nach Gleichung 2.16 die
Emittanz zu minimieren. Die Emittanz der Undulatorstrahlung im Diffraktionslimit
kann unter der Annahme eines Gauft’schen Strahlprofils tiber

VIX XA

=y Al 92.21
obir = N T ar (2.21)
——
Oph;r U;h;r

berechnet werden [Jaeschke u. a., 2020, S. 40]. Dabei bezeichnet L = N\, die Léange
des Undulators. Fiir die Realisierung eines im Diffraktionslimit arbeitenden Spei-
cherrings muss die Emittanz des Teilchenstrahls kleiner sein als die Emittanz des
Photonenstrahls:

A

€emimy S i

(2.22)

Eine Verringerung der Emittanz fiihrt zu einer grofferen transversalen Kohérenzlan-
ge und im Diffraktionslimit zu einem vollstdndig kohdrenten Strahl. Die technische
Umsetzung von im Diffraktionslimit arbeitenden Speicherringen ist allerdings sehr
aufwindig, da deutlich komplexere Magnetstrukturen verwendet werden miissen (fiir
Details s. z.B. [Hettel, 2014; Einfeld u. a., 2014; Decker, 2014|) und befindet sich fiir
die meisten Speicherringe noch in der Umsetzung. Erste Speicherringe, der vierten
Generation, wie z.B. MAX IV, Sirius, oder ESRF-EBS sind bereits erfolgreich in
Betrieb und liefern eine Emittanz im sub-nmrad Bereich.

2.2.2 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die Roéntgenkleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-ray scattering, kurz: SAXS)
ist eine Methode zur Charakterisierung der Form, Groéfse und Wechselwirkung von
Molekiilen in Lésung. Durch die geeignete Wahl der Photonenenergie und der Winkel
(typischerweise < 5°), lassen sich Strukturen im Bereich von (1 bis 100) nm und fiir
ultra-kleine Winkel (USAXS) bis hin zu mehreren Mikrometern untersuchen. Durch
die stetige Weiterentwicklung von Synchrotronstrahlungsquellen ist es heutzutage
moglich zeitaufgeloste Untersuchungen an schwach streuenden Systemen, wie zum
Beispiel Proteinlosungen, durchzufiihren. Die hohe Brillanz an Synchrotronstrah-
lungsquellen der dritten und vierten Generation, sowie Rontgenlasern fiihrt dazu,
dass zur Charakterisierung von strahlensensitiven Proben die verfiighare Intensitat
durch Absorber verringert werden muss (vgl. Abschnitt 2.1.2). Die ersten theoreti-
schen Beschreibungen der Rontgenkleinwinkelstreuung wurden in den 1930er Jahren
von A. Guinier durchgefiihrt und trugen mafigeblich zu der schnellen Entwicklung
dieser Methode bei [Seeck und Murphy, 2015; Guinier u. a., 1956]. Ein wesentlicher
Unterschied zu den damals bekannten Rontgenstreumethoden besteht darin, dass bei
SAXS-Messungen der Analyt nicht in kristalliner Form vorliegen muss, sondern in
Umgebungen dhnlich der natiirlichen Umgebung (in vivo) untersucht werden kann.
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Dies gilt z.B. fiir konzentrierte Proteinlésungen |[Julius, Weine, Berghaus u. a., 2018].
Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die Réntgenkleinwinkelstreuung gegeben, in-
dem zunéchst die Streugeometrie vorgestellt wird, anschliefend die Streuung von
Rontgenstrahlung an verschiedenen Strukturen beschrieben wird, und zuletzt die
wichtigsten experimentell zugénglichen Parameter erldutert werden.

Die Streugeometrie in einem SAXS-Experiment ist schematisch in Abbildung 2.5
dargestellt. Im linken Teil der Abbildung ist der einfallende Réntg)enstrahl durch
die in blau dargestellten Wellenfronten mit seinem Wellenvektor k; gezeigt. Die-
ser trifft auf die Probe, die sich im Abstand L zum Detektor befindet und wird an
dieser unter einem Streuwinkel von 20 elastisch gestreut. Die gestreute Strahlung
kann durch den Wellenvektor ?5 beschrieben werden. Die in dunkelblau dargestellten
Bereiche des Detektors sind ausmaskiert, da zum Schutz des Detektors ein Strahl-
stopper (engl.: Beamstop) verwendet wird, wodurch im Bereich sehr kleiner Winkel
keine Streuintensitéit gemessen wird. Es kommt zusétzlich zu parasitdren Streubei-
tragen in horizontaler und vertikaler Richtung, die nicht von der Probe herriihren
und somit auch nicht beriicksichtigt werden diirfen. Handelt es sich bei der zu unter-

Probe Detektor

P zn%‘s? .....................

Abl))ildung 2.5: Schematischer Aufbau eines SAXS-Experiments. Die einfallende Wel-
le k; trifft auf die Probe und wird von dieser unter einem Winkel von 20 gestreut.
Das Streubild (exemplarisch durch k 5 dargestellt) wird im Abstand L zur Probe von
einem 2D-Flachendetektor aufgenommen.

suchenden Probe um ein ergodisches System, d.h., dass alle moéglichen Zusténde des
Systems in endlicher Zeit angenommen werden (was fiir geloste Molekiile angenom-
men werden kann) und handelt es sich bei den streuenden Strukturen um Partikel
mit geringer Anisotropie, erzeugt die Probe ein radialsymmetrisches Streubild |Feigin
und Svergun, 1987]. In diesem Fall bietet es sich an das 2D-Detektorbild azimutal zu
integrieren und die Streuintensitét in Abhéngigkeit des Betrages des Wellenvektor-
iibertrages | ¢| darzustellen. Der Wellenvektoriibertrag ist definiert als die Differenz
der Wellenvektoren der gestreuten und einfallenden Strahlung (vgl. Abbildung 2.5):

—

T=ks— ki. (2.23)
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Der Betrag von ¢ hingt iiber

4
|| =q= ; sin © (2.24)

mit dem Streuwinkel zusammen.

Streuung an einem Elektron

Trifft Rontgenstrahlung auf ein (quasi-) freies Elektron, wird das Elektron durch
die elektromagnetische Welle zu Schwingungen angeregt und emittiert bei einem
elastischen Streuprozess Strahlung gleicher Wellenldnge |[Als-Nielsen und McMor-
row, 2011]. Eine wichtige Grofe dieses Streuprozesses ist der differentielle Streuquer-
schnitt, der definiert ist als das Verhéltnis der Anzahl von Teilchen pro Zeiteinheit die
in ein Raumwinkelelement AQ gestreut werden zu dem einfallenden Photonenfluss:

Ao le _Leps
dQ  ®AQ I

(2.25)

Es kann gezeigt werden (s. [Als-Nielsen und McMorrow, 2011, S. 5-9]), dass der
differentielle Streuquerschnitt fiir die Streuung an einem Elektron durch den diffe-
rentiellen Thomson Streuquerschnitt gegeben ist:

—= =71p|€ - =g, (2.26)

mit dem klassischen Elektronenradius rg = '32/471'50771502 ~ 2,82 10~° A und den Pola-
risationsvektoren der einfallenden und gestreuten Strahlung € und €°. Da bei SAXS
nur kleine Streuwinkel betrachtet werden, kann der Polarisationsfaktor vernachlassigt
werden II = 1.

Streuung an einem Mehrelektronensystem

Ausgehend von einem System aus zwei Elektronen (vgl. Abbildung 2.6) kann die
Streuamplitude A () iiber

A(q) = 1o (1+T7) (2.27)

berechnet werden. Der differentielle Streuquerschnitt ergibt sich aus dem Betrags-
quadrat der Streuamplitude:

dO_ —> X [ —> —>

-5 = A(D) - A(@) = AP - (2.28)
dQ

Bei der Streuung an einem Zwei-Elektronen-System wird der einfallende Réntgen-
strahl an dem Elektron im Koordinatenursprung und an dem Elektron an der Posi-

tion 7 gestreut. Die Phasendifferenz zwischen der einfallenden und gestreuten Welle
betragt Ap = ¢ - 7.
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Streuung von Rontgenstrahlung an
einem Zwei-Elektronen-System. Die Wellenfronten der einfallenden Welle sind als
vertikale schwarze Linien dargestellt und die einfallende Welle ist durch den Wel-
lenvektor k charakterisiert. Nach dem Streuprozess an dem Elektron im Koordina-
tenursprung, wird die einfallende Strahlung an dem Eleli‘gron an Position 7 gestreut.
Die gestreute Strahlung wird durch den Wellenvektor k* beschrieben. Die Phasen-
differenz zwischen der einfallenden und der gestreuten Strahlung betrigt ¢ - 7.

Die obigen Betrachtungen lassen sich nun auf Systeme mit mehr als zwei Elektro-
nen erweitern, wobei sich die Streuamplitude aus der Summe der Streubeitrage aller
Elektronen zusammensetzt die an den Positionen 7 lokalisiert sind:

A(q)=—rg Y €T (2.29)
j

Dabei ist zu beachten, dass dieser Zusammenhang nur gilt, wenn keine Mehrfach-
streuung auftritt, was als Born-Néherung oder auch kinematische Naherung bezeich-
net wird und fiir schwach streuende Probensysteme, wie z.B. Proteinlosungen, erfiillt
ist [Landau und Lifshitz, 1975]. Durch Einfithrung der Elektronendichte p(7”) eines
Systems, lasst sich die Streuamplitude umschreiben:

L= —>
T

A(a):—ro/wp(?)ew- a7 . (2.30)

Gleichung 2.30 zeigt, dass die Streuamplitude durch die Fouriertransformierte der
Elektronendichte gegeben ist. Fiir den Spezialfall eines Atoms, beschreibt das Integral
in Gleichung 2.30 den sogenannten Atomformfaktor fy:

" Z 0
{ 4 (2.31)

fo(@) = [ p(7)e T a7 = .
Vol 0, g¢— o

Fiir den Grenzfall lin% fo =7, ist der Atomformfaktor identisch mit der Elementar-
q—
ladung Z des Atoms. Im anderen Grenzfall lim fy = 0 fluktuieren die Beitrége der
q—00

einzelnen Phasenfaktoren stark, sodass sie sich im Mittel aufheben.
Analog zu der Erweiterung eines Zwei-Elektronen-Systems auf ein Atom, lésst sich
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der Formfaktor eines Molekiils Fy, aus der Summe der Formfaktoren der zu dem
Molekiil gehérenden Atome bestimmen:

Fyjol = Z Fi(@)eT T, (2.32)

wobei f;(¢) den Formfaktor des j-ten Atoms und 7 die zugehérige Positionen angibt.
Das néchst komplexere System ist ein Ensemble aus zufillig angeordneten Molekiilen

(vgl. Abbildung 2.7). Die Elektronendichte des Ensembles p (E) setzt sich zusammen

Abbildung 2.7: Darstellung der Elektronendichteverteilung eines Ensembles aus Mo-
lekiilen. Der Koordinatenursprung beﬁndet sich an Punkt O. Die Vektoren R zeigen
auf die Schwerpunkte der Molekiile. R beschreibt einen Ortsvektor und r glbt den
Abstand des Vektors R vom Schwerpunkt des Molekiils an mit 7 = —R- R

aus der Summe der Elektronendichten pMO1 der einzelnen Molekiile [Glatter und

Kratky, 1982]:
Z Mol (2.33)

Unter Verwendung der Elektronendichte ergibt sich der differentielle Wirkungsquer-
schnitt zu:

2 i7(R;—Rx) / / Mol (77 Mol =T AT AT (2.34)
. o r')e rar :
0 ; g Vol Vol ( )

Durch Aufteilung der Summation in Beitrége fiir j = k und j # k und unter Verwen-
dung der Formamplitude sowie der Elektronendichte des Ensembles (vgl. Gleichungen
2.32 und 2.33) lasst sich der differentielle Wirkungsquerschnitt schreiben als:
do Mol Mol Mol i 7 (B~ Ry,
o= Z‘F Ty ROl ) (2.35)
J#k

25



Theoretische Grundlagen

Die erste Summe des differentiellen Wirkungsquerschnitts beriicksichtigt die Streu-
beitriige der einzelnen Molekiile, wohingegen die zweite Summe die Uberlagerung der
Streubeitrdge unterschiedlicher Molekiile beriicksichtigt. Auferdem héngt die zwei-
te Summe vom Abstand der Molekiile ab und steht dadurch mit ihrer rdumlichen
Korrelation in Verbindung. Bisher wurde angenommen, dass die streuenden Struk-
turen statisch sind. Allerdings unterliegen die Teilchen in einem realen System der
Brown’schen Molekularbewegung, sodass sich ihre Position und Orientierung zeit-
lich &ndert. Als Konsequenz daraus wird in einem Experiment das zeitliche Mittel
iiber verschiedene Zusténde des Systems gemessen und die Annahme eines statischen
Systems verliert ihre Giiltigkeit. Handelt es sich bei dem betrachteten System um
ein ergodisches System, d.h, dass alle Zusténde gleich wahrscheinlich sind und in
einem endlichen Zeitintervall eingenommen werden, kann das zeitliche Mittel, durch
das Mittel iiber alle moglichen Zustédnde (Ensemble-Mittel) ersetzt werden [Spalla,

2002]:
(), = (&), 23

Zur weiteren Vereinfachung wird angenommen, dass es sich bei den Partikeln um N
identische Molekiile handelt und dass ihre Formamplituden Fj('¢) nicht vom Abstand
der Molekiile zueinander abhéngen. Diese Vereinfachung wird auch als decoupling
approzimation bezeichnet. Dadurch lasst sich der differentielle Wirkungsquerschnitt
umschreiben [Kotlarchyk und Chen, 1983]:

<SS>QZZ%A7 <FWM2>Q+w<FMd>Qf.<g;g?G%§0> . (2.37)

Q
An dieser Stelle konnen zwei fundamentale Grofen zur Charakterisierung weicher
Materie definiert werden auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.

Verdiinnte Losungen - Der Formfaktor

Bei der ersten Grofe handelt es sich um den sogenannten Formfaktor P(q):

P(q)=:<’FMd(7ﬂ2> (2.38)

Q

Der Formfaktor enthélt Informationen iiber die Form und Gréfse der streuenden Par-
tikel und hangt nur noch vom Betrag des Wellenvektoriibertrages ab, da durch die
Mittelung iiber die méglichen Zustédnde und Bildung des Betragsquadrates die Pha-
seninformationen verloren gehen. Zur experimentellen Bestimmung des Formfaktors
ist anhand von Gleichung 2.37 erkennbar, dass dieser direkt gemessen wird, wenn
die Positionen der Streuobjekte unkorreliert sind. In diesem Fall ist die gemessene
Intensitéat proportional zu P(q):

2
o

ISC(Q) =1Ip 12 NP(Q) (239)
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Diese Bedingung wird in einem realen System geschaffen, wenn die Konzentration
¢ der Molekiile sehr gering ist (¢ < 1wt %) und die Wechselwirkung der gelosten
Molekiile vernachlassigt werden kann.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bisher noch nicht betrachtet wurde, ist, dass in
SAXS-Experimenten die zu untersuchenden Strukturen in Losung vorliegen. Der
Einfluss des Losungsmittels kann iiber Betrachtung der Streuamplitude evaluiert
werden. Dazu wird das Losungsmittel als Matrix mit einer mittleren Elektronendichte
p"M angenommen. Unter Vernachlissigung der Wechselwirkung der Molekiile mit
dem Losungsmittel, kann die Streuamplitude als Summe der einzelnen Streubeitréige
geschrieben werden [Debye und Bueche, 1949; Glatter und Kratky, 1982]:

.

A(q) = —ro (/ pMOl(?)e’q?d?—i-/ M 7T d?’)
1%V V—W101

ol

= —rg </ (PMU(7) = Pl TT AT + / pMe T d7> (2.40)
VMol 4

- < Ap(P)elTT a7 + pL/M&@fy) ,
VMol

mit dem Elektronendichtekontrast Ap zwischen Losungsmittel und Molekiil und der
§-Distribution §(¢). Gleichung 2.40 zeigt, dass die Streuamplitude unter Beriick-
sichtigung des Losungsmittels als Fouriertransformierte des Elektronendichtekon-
trasts aufgefasst werden kann. Aus experimenteller Sicht ist die Vernachléssigung
von p"™M§(7) unproblematisch, da fiir || = 0 durch die Verwendung eines Strahl-
stoppers keine Daten aufgenommen werden. Der Formfaktor ergibt sich damit zu:

Pla) = (FMN@)FM(7)),
_ </ Ap(T1)Ap(T2)e (T =T2) 47, d72> (2.41)
VMol Q
— </ Ap(P)Ap(71 — )T d?’ld?> :
Wto1

mit 7 = 71 — 73. An dieser Stelle kann die rdumliche Autokorrelationsfunktion des
Elektronendichtekontrasts v(7°) definiert werden [Debye und Bueche, 1949]:

V(7) = Ap(T1)Ap(T1 = T)d7, (2.42)

WMol

bzw. ihr Raummittel ~y(r):

Y(r) = y0(r) - Vatol = (7(7))gq 5 (2.43)

mit der normierten Autokorrelationsfunktion () und dem Volumen des streuenden
Molekiils Vago1- Auch hier fiihrt die Mittelung iiber den Raum dazu, dass Informa-
tionen iiber das Streuobjekt verloren gehen. Im Fall der rdumlichen Autokorrelation
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héngt diese nur noch vom Betrag des Abstandsvektors » = |77| ab. Anschaulich kann
70(r) als das relative Uberlappungsvolumen eines Objektes mit einer Kopie des Ob-
jektes im Abstand r interpretiert werden. Der Formfaktor nimmt nach Mittelung
iiber alle Orientierungen folgende Gestalt an [Glatter und Kratky, 1982]:

P(q) = 4w /000 V(T)TQSinq(fr) dr =4r /000 p(r)Sinq(fT) dr, (2.44)

mit der radialen Paarabstandsverteilungsfunktion p(r) := ~(r)r? (engl.: pair distance
distribution function, kurz: PDDF) |Feigin und Svergun, 1987|. Dabei wurde fiir die
Mittelung des Phasenfaktors! folgende Beziehung verwendet [Debye, 1915]:

7 sin(qr)

(17, = - (2.45)

Fiir einfache Strukturen, wie z.B. homogene Kugeln mit Radius R, konnen der Form-
faktor, die rdumliche Autokorrelation und die radiale Paarabstandsverteilungsfunk-
tion analytisch bestimmt werden [Rayleigh, 1914; Guinier u. a., 1956]:

Drmax sin (gr
Pla)=tr [ s ™ 4

” (2.46)
3 (sin (¢R) — qR cos (qR))>2 '
— (A 2V20 ( 7

( p) Mol (QR)3

3r 1 73
= (11 * 15170 (247

und
3 r? 3r 173

Fiir Rotationsellipsoiden mit den Halbachsen a und b, was eine gute Néherung fiir
das in dieser Arbeit verwendete Protein Lysozym darstellt [Svergun, Richard u. a.,
1998], ist der Formfaktor nur noch numerisch iiber [Mittelbach und Porod, 1962]

P(q) = /1 P? (q\/a2 + 22 (b — a2)) dz

0

1.J; (q\/a2 + 22 (b? — a2)) (2.49)
/ yi dz
0 (q\/aQ T (- a2)>

bestimmbar. J; bezeichnet die Besselfunktion der ersten Ordnung.
Fiir Kugeln und ausgewéhlte andere Formen sind in Abbildung 2.8 der Formfak-
tor und die zugehorigen radialen Paarabstandsverteilungsfunktionen dargestellt. Die

'Bildung des Raummittels einer Funktion: (f(7))q = 1= fo% Jo f(q,0,¢)sin0do dp
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Kugel Stab  Scheibe Hohlkugel Hantel

Abbildung 2.8: Logarithmierter Formfaktor log (P(q)) aufgetragen gegen ¢ (links),
sowie die zugehorigen radialen Paarabstandsverteilungsfunktionen p(r) in Abhéangig-
keit des Abstands r (rechts) fiir ausgewéhlte Strukturen. Die zugehorigen Strukturen
sind im obigen Teil der Abbildung dargestellt. Die Abbildung wurde aus [Svergun
und Koch, 2003] entnommen und abgeéndert.

radiale Paarabstandsverteilungsfunktion kann fiir homogene Partikel als Abstands-
histogramm aufgefasst werden. Die Hohe von p(r) ist dabei proportional zur An-
zahl der Verbindungslinien zweier Punkte innerhalb eines Molekiils deren Abstand
im Intervall [r,r + dr] liegt [Glatter, 2018|. Laut Gleichung 2.44 kann p(r) iiber
die Fourier-Riicktransformation des Formfaktors bestimmt werden. In einem rea-
len SAXS-Experiment wird allerdings durch die endliche Gréfse der Detektorpixel
kein kontinuierliches Signal im zugénglichen g-Bereich aufgenommen und haufig ist
der zugéngliche g-Bereich nicht ausreichend grof um Aussagen iiber die streuende
Struktur treffen zu kénnen. Im Fall der endlichen Auflésung, kann p(r) dennoch aus
dem gemessenen Formfaktor gewonnen werden, indem aus der diskreten Néherung
p(r) = >, ¢Si(r) ein Formfaktor errechnet und anschliefend iiber Variation der
Koeffizienten ¢; der Splines S;(r) an den experimentell bestimmten Formfaktor an-
gepasst wird [Glatter, 1977]. Dieses Vorgehen findet z.B. Anwendung in der héufig
fiir SAXS-Experimente verwendeten Software GNOM [Svergun, 1992|. Im Fall des
limitierten g-Bereiches ist allerdings meistens keine Bestimmung von p(r) moglich.
Dennoch kénnen strukturelle Informationen iiber die Betrachtung von Grenzberei-
chen gewonnen werden. Diese Grenzbereiche werden im Folgenden néher erldutert.
Im Bereich kleiner Wellenvektoriibertrage kann die sogenannte Guinier-N&herung an-
gewendet werden [Guinier u. a., 1956]. Dazu wird der Term sin (a7)/gr des Formfaktors

29



Theoretische Grundlagen

(s. Gleichung 2.44) durch die Maclaurin Serie* geniihert und anschliefend die Inte-
gration durchgefiihrt. Dadurch nimmt der Formfaktor im Guinier-Bereich folgende
Gestalt an:

g
S
2

P(0) (1 - ;qmé) : (2.50)
mit
Drax
P(0) :/0 p(r)dr, (2.51)

und dem Quadrat des Gyrationsradius Rg [Feigin und Svergun, 1987]

2 fDma" p(r)r2 dr

0
O Py dr (252
Unter Verwendung der Maclaurin Serie e™* =~ 1 — x resultiert letztendlich:
P(q) = P(0) - e~ 34" B& (2.53)
bzw. fiir homogene Streuobjekte:
P(q) = (ApVaior)? - e 39 FG (2.54)

Gleichung 2.54 zeigt, dass im Bereich kleiner ¢ aus der Formfaktormessung Rg be-
stimmt werden kann. Dazu wird der natiirliche Logarithmus des gemessen Formfak-
tors gegen ¢? aufgetragen. Im Guinier-Bereich (¢ - Rg < 1,3 [Putnam u.a., 2007;
Svergun und Koch, 2003|) resultiert ein linearer Zusammenhang, wobei die Gerade
eine Steigung von —1/3R% aufweist (vgl. Abbildung 2.9). Der Gyrationsradius kann,
bei bekannter Form der streuenden Molekiile, in deren reale Dimensionen umgerech-
net werden. Die Beziehung fiir homogene Kugeln lautet zum Beispiel [Kratky und

Laggner, 2001]:
3
Rg = \/;R (2.55)

oder fiir einen Rotationsellipsoiden mit den Halbachsen a und b [Kratky und Laggner,

2001]:
242 + b2
Rg = \/%. (2.56)

4 Maclaurin Serie von M:
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Der zweite Grenzbereich ist der Bereich grofser Wellenvektoriibertréage, der sogenann-
te Porod-Bereich. Das Porod-Gesetz besagt, dass im Bereich grofer ¢ die Streuintensi-
tat proportional zum Verhéltnis S/vi, der Oberflache zum Volumen der Streupartikel
und invers proportional zu ¢* ist [Porod, 1951]:

lim ¢41(q) = 2m(Ap)>—

. 2.57
q—0 VMol ( )

Dieser Zusammenhang ist giiltig, wenn es sich um kompakte und homogene Streu-
objekte handelt. Auch bei diesem Grenzfall ist zu erkennen, dass durch das Verhal-
ten der Streuintensitéit im Bereich grofser ¢ keine Informationen iiber die Form der
Streupartikel gewonnen werden kann. In Abbildung 2.10a) sind Formfaktoren fiir
ausgewahlte Objekte in der Porod-Debye Darstellung gezeigt. Es ist zu erkennen,
dass fiir kompakte, homogene Strukturen, wie z.B. Kugeln oder Ellipsoide, der mit
q* skalierte Formfaktor fiir grofe ¢ einen konstanten Wert annimmt bzw. um diesen
oszilliert. Dieses Verhalten ist bereits in Abbildung 2.9 fiir Kugeln gezeigt. Ein wei-
terer Fall ist eine Gaulkette, ein Modell, das hdufig zur Beschreibung von Polymeren
herangezogen wird. In diesem Fall fillt die Streuintensitit fiir grofe ¢ nicht mit g=4,
sondern mit I(g) o< ¢~® = ¢~2, wodurch der Anstieg im Porod-Debye Plot erklirt

werden kann. Der Formfaktor einer Gauftkette kann tuiber

_ 2r
it

Pax <e*q21"% 14 qZRé> (2.58)

berechnet werden [Debye, 1947]. Der Formfaktor einer Kugel wurde mit Hilfe von
Gleichung 2.46 und der Formfaktor des Rotationsellipsoiden mit dem Programm Js-
catter Vers. 1.4.0 [Biehl, 2019] bestimmt. Im Allgemeinen variiert der Exponent des
Wellenvektoriibertrages o (I(q) oc ¢~%) in Abhéngigkeit der fraktalen Dimension D;
der Struktur [Schmidt u. a., 1991]. Im Gegensatz zur euklidischen Dimension d kann
D; nicht-ganzzahlige Werte annehmen, wodurch diese Strukturen auch den Namen
Fraktale erhalten haben [Mandelbrot, 1967]. Vereinfacht ausgedriickt ist ein Fraktal
ein Objekt, das auf verschiedenen Groéfsenskalen gleich bzw. dhnlich aussieht. Dies
wird auch als Selbstéhnlichkeit bezeichnet. Dabei wird zwischen Oberflichenfrak-
talen (Ds) und Massenfraktalen (D,,) unterschieden. Oberflachenfraktale bestehen
aus einem homogenen Kern und einer rauen Oberfliche, die auf bestimmten Gro-
Renskalen ein hohes Maf an Selbstéahnlichkeit aufweist. Im Gegensatz dazu besitzen
Massenfraktale keinen homogenen Kern, da die selbstédhnliche Struktur das gesamte
Volumen durchsetzt. Die Streuintensitét féllt fiir die beiden Arten von Fraktalen mit
[Seeck und Murphy, 2015|:

fiir Massenfraktale

q
I . 2.59
(@) o {q_(Qd_Ds) fir Oberflachenfraktale ( )

Tabelle 2.1 zeigt die jeweiligen Exponenten und fraktale Dimensionen fiir ausgewéhlte
Objekte.
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Objektart D,, Dy «
Diinner Stab 1 1 1
Diinnes Blatt 2 2 2
homogene Kugel 3 2 4
Massenfraktal D,<3 Ds<3 0<a<3
Oberflachenfraktal | 3 D,<2 3<a<4

Tabelle 2.1: Fraktale Dimensionen D,, und D,, sowie der Exponent a des Inten-
sitdtsabfalls fiir unterschiedliche fraktale Strukturen. Die Tabelle wurde aus [Seeck
und Murphy, 2015] iibernommen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass durch die Betrachtung des Formfak-
tors in Grenzbereichen des Wellenvektoriibertrags Informationen iiber die Grofie der
Streuobjekte in Form des Gyrationsradius (Guinier-Bereich) und {iber die fraktale
Dimension (Porod-Bereich) gewonnen werden kénnen, auch wenn der zugéngliche ¢-
Bereich nicht ausreichend grof ist um eine radiale Paarabstandsverteilungsfunktion
zu bestimmen. Abbildung 2.9 zeigt beispielhaft den Guinier- und Porod-Bereich fiir
einen berechneten Formfaktor einer Kugel (vgl. Gleichung 2.46) mit einem Radius
von R = 5nm.

Eine weitere wichtige Grofe, die in einem SAXS-Experiment bestimmt werden kann,
ist die Streuinvariante @, auch Porod-Invariante genannt (nicht zu verwechseln mit
der Porod-Konstanten). Die Streuinvariante ist definiert als [Porod, 1951]:

Q= /OOO I(q)¢* dq . (2.60)

In einem Experiment ist, wie bereits erwdhnt, der zugingliche g-Bereich endlich,
sodass sich die experimentell bestimmbare Streuinvariante Q* iiber

Qmax
Q"= I(q)¢* dg (2.61)

gmin
berechnen lasst. Dabei bezeichnen gminmax den jeweils unteren und oberen Wellen-
vektoriibertrag der durch das Experiment abgedeckt wird. Durch die Verwendung
der Autokorrelation des Elektronendichtekontrastes v(7) (vgl. Gleichung 2.42) kann
@ geschrieben werden als:

Q= [ @i =20 =22 [ ApE)aT, (2.62)
0

VMol

was im Fall eines homogenen Streuobjektes zu der einfachen Beziehung
Q = 27 Vata Ap? (2.63)

fithrt [Feigin und Svergun, 1987; Glatter und Kratky, 1982]. Anhand von Gleichung
2.62 ist ersichtlich, dass die Streuinvariante aus dem Integral des Kratky-Plots [Glat-
ter und Kratky, 1982] bestimmt werden kann. In einem Kratky-Plot wird ¢?I(q) ge-
gen g aufgetragen. Diese Darstellung wird héaufig herangezogen um beispielsweise den
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Abbildung 2.9: Guinier- und Porod-Bereich eines berechneten Formfaktors (blau)
einer Kugel mit R = 5nm. In rot gestrichelt ist der nach Gleichung 2.54 genéhrte
Formfaktor gezeigt. Im Einschub ist der Guinier-plot, sowie der Giiltigkeitsbereich
der Guinier-Né&herung dargestellt. Der Intensitétsabfall nach dem Porod-Gesetz wird
durch die schwarze Gerade im rechten Teil der Abbildung verdeutlicht.

Faltungszustand eines Proteins oder die Konformation von Polymeren zu bestimmen
[Kataoka u. a., 1995]. Der Kratky-Plot ist fiir die Formfaktoren ausgewéhlter Struk-
turen in Abbildung 2.10b) gezeigt.

Es wurde bisher fiir die betrachteten Systeme angenommen, dass sie aus einer Matrix
mit konstanter Elektronendichte, dem Losungsmittel, und den streuenden Partikeln
zusammengesetzt sind. Diese Annahme ist allerdings fiir viele Systeme nicht hinrei-
chend. Wird beispielsweise ein Zweiphasensystem betrachtet, wird das Streusignal
durch Elektronendichtefluktuationen der beiden Phasen verursacht. Eine schemati-
sche Darstellung eines Zweiphasensystem ist in Abbildung 2.11 gegeben. Innerhalb
der einzelnen Phasen wird die Elektronendichte als konstant angenommen mit den
Elektronendichten pq 2. Die mittlere Elektronendichte des Systems kann geschrieben
werden als [Glatter und Kratky, 1982; Melnichenko, 2016]:

p = p1p1 + d2p2, (2.64)

mit den zugehdrigen Volumenanteilen ¢ 2 fiir die ¢1 + ¢2 = 1 gilt. Analog kann die
mittlere quadratische Elektronendichte p? tiber

p* = $1p3 + 20 (2.65)

33



Theoretische Grundlagen
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Abbildung 2.10: Formfaktoren ausgewéhlter Strukturen in der a) Porod- und b)
Kratky-Darstellung. Die eingefarbte Flache in b) beschreibt das Integral unter der
Kratky-Kurve und représentiert somit die Streuinvariante Q*.

(p) = p2

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung eines Zweiphasensystems. Die Elektronen-
dichten der einzelnen Phasen sind konstant. Abbildung in Anlehnung an [Melnichen-
ko, 2016, S. 113|
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definiert werden. Die Elektronendichtefluktuationen 7,2 der einzelnen Phasen ist
gegeben durch:

M2 =pr2—p=d21(p12—p21) (2.66)
woraus sich die quadratische Elektronendichtefluktuation 72 ergibt:
= ¢y + Gy = b1 (p1 — p2)” = drAp”. (2.67)
Letztlich ist die Streuinvariante eines Zweiphasensystems:
Q = 2w d1¢2(Ap") Vo, (2.68)

mit dem belichteten Probenvolumen Vj. Die Streuinvariante liefert auch fiir das Zwei-
phasensystem keine Informationen iiber die Form der einzelnen Phasen. Der zeitliche
Verlauf von @ kann allerdings als Indikator herangezogen werden, ob das System in
einer stabilen Komposition vorliegt (s. Abschnitt 4.1.2). Auch an dieser Stelle gilt
das Porod-Gesetz, wodurch im Bereich grofser ¢ Informationen {iber das Verhéltnis
S/vy gewonnen werden konnen:

S i

=g dm (¢'1(q)) - (2.69)
Ein grofter Vorteil, der sich aus der Verwendung von @ ergibt ist, dass das spezifische
Volumen ohne die Verwendung einer absoluten Intensitétsskala bestimmt werden
kann, da die dabei auftretenden Skalierungsfaktoren sowohl im Nenner, als auch
im Zahler vorkommen. Dies kann beispielhaft anhand des Formfaktors einer Kugel
gezeigt werden. Das spezifische Volumen einer Kugel mit Radius R betrigt (5/v)y =
3/R. In Abbildung 2.10 ist der Formfaktor fiir eine Kugel mit Radius R = 2nm in der
Porod-Debye Darstellung und in der Kratky-Darstellung gezeigt. Die Streuinvariante
betrégt in diesem Fall:

10
QL = / ¢*Px(q) dg ~ 4,2616 - 1077 ,
0

wobei das Integral numerisch nach der Trapezregel berechnet wurde. Die Porod-
konstante Kp = lim,,o(¢*I(q)) wurde niherungsweise als der halbe Wert eines
Maximums im Porod-Debye Plot zu Kp ~ 2,141 - 1075 bestimmt. Daraus ergibt sich

das spezifische Volumen zu:
k @

Da bekannt ist, dass es sich bei dem betrachteten Objekt um eine Kugel handelt,
kann aus dem spezifischen Volumen der Radius berechnet werden. Dieser betragt,
unter Verwendung der oben angegeben Werte, R = 1,90 nm, was einer Abweichung
von 5 % entspricht, die im Wesentlichen durch die Ungenauigkeit der Streuinvariante
verursacht wird, da die Integration nur iiber einen limitierten g-Bereich moglich ist.
Im Folgenden wird nun auf den zweiten Teil des differentiellen Wirkungsquerschnitts
eingegangen der Informationen iiber die Wechselwirkungen von Teilchen in Lésung
enthalt.
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Konzentrierte Losungen - Der Strukturfaktor

Im Fall konzentrierter Losungen ist die rdumliche Korrelation der unterschiedlichen
Partikel nicht vernachlédssigbar. Der differentielle Wirkungsquerschnitt ist in diesem
Fall gegeben durch:

Ser (q)
<jg> =rgNP(q) - | 1+ 8(q) <Z eﬁ(ﬁjﬁk)> ’ (2.70)
Q J#k Q
N(S(q)-1))
wobel
B(q) QFMO]@MQ z (2.71)
O P () |

die Anisotropie der Streupartikel beriicksichtigt. Fiir den Fall einer Kugel gilt z.B.
B(q) = 1, wodurch das Streusignal direkt proportional zum Strukturfaktor S(q) und
zum Formfaktor P(g) ist. Fiir anisotrope Strukturen wird dahingegen der effektive
Strukturfaktor Seg gemessen. Aus Gleichung 2.70 geht folgende Beziehung hervor
[Kotlarchyk und Chen, 1983]:

S(q) =1+ % <Z eﬁ(ﬁj—ﬁk)> . (2.72)
' Q

An dieser Stelle fillt die Ahnlichkeit zu dem Ausgangspunkt des Formfaktors auf,
bei dem nach Einfiihrung der Elektronendichte und anschlieftender Integration iiber
das Volumen des Streupartikels die Autokorrelation der Elektronendichte gebildet
werden konnte (vgl. Gleichungen 2.41, 2.42, 2.44). Aufgrund der Ahnlichkeit der
Herangehensweise wird an dieser Stelle auf eine ausfiihrliche Rechnung verzichtet
und stattdessen auf die Literatur verwiesen [Glatter, 2018, S. 75-78|. Als Resultat
ergibt sich fiir den Strukturfaktor folgende Beziehung [Zernike und Prins, 1927]:

B N [* sin (gr)
S(g) =1+ 47TV/O (9(r) ~ D=0 (2.73)

mit  der sogenannten radialen  Verteilungsfunktion ¢(r)  bzw. der
Paarkorrelationsfunktion h(r) = g(r) — 1. Dabei wurde angenommen, dass das
System homogen und isotrop ist. Die radiale Verteilungsfunktion kann somit durch
Fourier-Riicktransformation des Strukturfaktors gewonnen werden. Anschaulich ist
g(r) proportional zu der Wahrscheinlichkeit Partikelzentren im Abstand r zu einem
beliebigen Partikelzentrum im Ursprung (r = 0) vorzufinden [Als-Nielsen und
McMorrow, 2011, S. 125-127|. Im Fall von gelosten kugelférmigen Partikeln weist
g(r) somit Maxima in der Ndhe von vielfachen des Partikeldurchmessers auf, die
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mit steigendem Abstand, aufgrund der fehlenden langreichweitigen Ordnung,
sinken. Es gilt:

Tll)rgog(r) =1. (2.74)
In Abbildung 2.12 sind der Strukturfaktor, die radiale Verteilungsfunktion und die
daraus resultierende Streukurve fiir wechselwirkungsfreie harte Kugeln mit Radius

R = 2,5nm gezeigt. Wechselwirkungsfrei meint in diesem Fall, dass das Wechselwir-
kungspotential folgende Gestalt hat [Hansen und McDonald, 2013]:

0o, r<2R
Vas(r) = {0 rsop (2.75)

Viis wird auch als das Potential der harten Kugeln (HK) (engl.: hard sphere, kurz:
HS) bezeichnet und beschreibt, dass die Kugeln nicht ineinander eindringen kénnen.
Fiir Abstande die grofer als der Partikeldurchmesser sind, nimmt das Potential den
Wert 0 an.

Um die radiale Verteilungsfunktion fiir ein gegebenes Interaktionspotenzial V(1) zu
bestimmen, wird die sogenannte Ornstein-Zernike-Gleichung verwendet |Ornstein
und Zernike, 1914]:

h(r12) = c(ra) + % / c(r1)h(ras) dTs (2.76)

mit der direkten Korrelationsfunktion ¢(r12) = ¢(r). Die Ornstein-Zernike Gleichung
spaltet somit die totale Korrelation zweier Partikel in einen direkten Anteil ¢(r) und
einen indirekten Anteil. Der indirekte Anteil enthélt die direkte Korrelation zwischen
Teilchen 1 und einem dritten Teilchen, sowie die totale Korrelation zwischen Teilchen
2 und Teilchen 3. Durch iteratives Einsetzen der Definition von h(r;;) ist schnell
ersichtlich, dass die Korrelationen zwischen allen Teilchen beriicksichtigt werden.
Durch Substitution von 719 = 7, To3 = 7/ und |[713] = |7 — 7’| kann die OZ-
Gleichung geschrieben werden als:

hr) = c(r) + g / (|7~ 7| h () a7 (2.77)

Nach einer Fouriertransformation und der Anwendung des Faltungstheorems® ergibt
sich fiir den Strukturfaktor folgender Zusammenhang:

1

S0 = T—~rvara o)

(2.78)

Fouriertransformation der Faltung zweier Funktionen f(r) und g(r):

T (f(r)*g(r)) = F[f(r) - Fg(r) = F(q) - G(q)
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10() A~ vrk'v_‘
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Abbildung 2.12: Strukturfaktor S(¢) (a)), radiale Verteilungsfunktion g(r) (b)) und
Streuintensitét I(q) (c)) fiir wechselwirkungsfreie Kugeln mit dem Radius R = 2,5nm
berechnet unter Verwendung der PY-Néaherung. In d) ist die geometrische Interpre-
tation der radialen Verteilungsfunktion gezeigt.
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wobei C(q) fiir die Fouriertransformation von ¢(r) steht. Um an dieser Stelle den
Strukturfaktor fiir ein gegebenes Potential V' (r) aus der direkten Korrelation ¢(r) zu
bestimmen werden Naherungen, sogenannte closure relations, verwendet. Beispiels-
weise kann der Strukturfaktor fiir ein System aus harten Kugeln (vgl. Gleichung
2.75) iiber die Percus-Yevick Ndaherung (PY-N&herung) analytisch bestimmt werden
[Wertheim, 1963]. Die PY-Néherung lautet [Percus und Yevick, 1958]:

cpy = (1 - eV(T)/(kBT)) g(r). (2.79)

Die in Abbildung 2.12 gezeigten Strukturfaktoren und radiale Verteilungsfunktionen
wurden unter Verwendung von 2.79 fiir harte Kugeln mit dem Radius R = 2,5nm
fiir verschiedene Volumenanteile ¢ berechnet. Es ist zu erkennen, dass sowohl S(q)
als auch g(r) Extrema aufweisen, die fiir steigende g bzw. steigende r abnehmen
und letztendlich in den Grenzféillen limg, . gegen 1 konvergieren. Dieses Verhal-
ten ist durch die fehlende langreichweitige Ordnung zu erkléren. Des Weiteren fallt
auf, dass sich die Extrema von g(r) mit steigender Konzentration zu kleineren Ab-
stdnden verschieben. Es existiert eine Vielzahl an N&herungen zur Bestimmung des
Zusammenhangs zwischen ¢(r) und V(r) und die Genauigkeit der jeweiligen Nahe-
rung héngt stark von der Konzentration des Systems und der Art der Wechselwirkung
ab. Da in dieser Arbeit aufgrund des limitierten g-Bereiches keine Strukturfaktoren
bestimmt werden, wird an dieser Stelle auf eine Beschreibung weiterer Naherungen
verzichtet und stattdessen auf [Dhont und Jiilich, 2008| verwiesen.

Eine weitere wichtige Grofbe, die iiber den Strukturfaktor im Grenzfall ¢ — 0 be-
stimmt werden kann, ist die isotherme Kompressibilitdt £ [Hansen und McDonald,

2013]:
lim S(q) =1+ 47r/ —1)r?dr = nkgTkr, (2.80)
q—0

mit der Teilchendichte n = N/v. Die isotherme Kompressibilitdt gibt die Volumen-
anderung eines Systems als Reaktion auf einen verdnderten Druck p bei konstanter

Temperatur an:
917
=—— 2.81
" ( Ip ) (281)

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt gezeigt werden, dass durch die Kom-
bination von SAXS-Messungen an verdiinnten und konzentrierten Losungen eine
Vielzahl an Informationen iiber die Form und Grofe der streuenden Partikel, so-
wie deren Wechselwirkungen in Losung gewonnen werden konnen. Die gemessene
SAXS-Intensitat I(q) fiir konzentrierte Probensysteme lésst sich unter Verwendung
der Gleichungen 2.70, 2.71 und 2.73 schreiben als:

| 1(q) < P(g) [1 + B(g) (S(g) — 1)] = P(g) - Sesi(9) | (2.82)
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und ist somit direkt proportional zum Formfaktor und zum effektiven Strukturfaktor
Der effektive Strukturfaktor weicht fiir anisotrope Streuobjekte von dem Struktur-
faktor ab. Fiir einfache geometrische Strukturen kann 3(q) bestimmt werden, sodass
aus dem gemessenen effektiven Strukturfaktor S(g) bestimmt werden kann. Um die
Streuintensitét in einem SAXS-Experiment absolut angeben zu konnen, muss zusétz-
lich auch die Transmission 7' = exp(—pud) beriicksichtigt werden. Hierbei bezeichnet
d die Dicke der Probe und p(E) den energieabhidngigen Absorptionskoeffizienten. Fiir
Proteinsysteme wird dabei hdufig der Absorptionskoeffizient von Wasser verwendet.
Die gemessene Intensitit kann nach Berticksichtigung dieses Effekts tiber folgende
Beziehung bestimmt werden:

Iy

:ﬁ.T.A.d.ApZ.n.VP?.p(q).SeH(q), (2.83)

I(q)

wobei A den Strahlquerschnitt, Vp das Volumen eines streuenden Partikels, Ap die
Streuléangendichte (1/m) und d die Probendicke bezeichnen.

Im n#chsten Abschnitt werden die theoretischen Grundlagen fiir die Réntgenphoto-
nenkorrelationsspektroskopie (XPCS) erldutert, bei der die zuvor aufgefiihrten Gro-
Ken und deren Entwicklung aus dem zeitabhéngigen SAXS-Signal gewonnen werden
kénnen. Zusétzlich kann die Dynamik eines Systems in einem XPCS-Experiment
charakterisiert werden.

2.2.3 Rontgenphotonenkorrelationsspektroskopie (XPCS)

Die Réntgenphotonenkorrelationsspektroskopie (engl.: X-ray photon correlation spec-
troscopy, kurz: XPCS) ist eine Methode zur Messung der Dynamik in weicher und
harter Materie auf Langenskalen zwischen Mikrometern und Nanometern und Zeits-
kalen zwischen Millisekunden bis hin zu Stunden. Sie gewann durch die rapide Ent-
wicklung von Synchrotronstrahlungsquellen stark an Aufmerksamkeit, da durch den
hohen kohérenten Fluss eine Vielzahl an Prozessen untersucht werden kann.

XPCS ist das Pendant zur dynamischen Lichtstreuung (DLS), mit dem Unterschied,
dass Rontgenstrahlung anstelle von sichtbarem Licht verwendet wird. Beide Metho-
den basieren auf der Streuung kohédrenter Strahlung an vielen Streuzentren, wobei
die gestreuten Anteile hinter der Probe miteinander interferieren. Durch die Ko-
hérenz der einfallenden Strahlung kénnen in dem Intensitdtsmuster Fluktuationen
beobachtet werden, sogenannte Specklemuster oder auch Speckles. Die ersten Be-
obachtungen von Speckles gehen zuriick bis in Jahr 1877, in dem Karl Exner die
Fraunhofer Ringe eines Systems aus zuféllig angeordneten Partikeln mit kohdrentem
Licht untersuchte [Exner, 1878; Hariharan, 1972]. Die dynamische Lichtstreuung er-
fuhr erst einige Zeit spéter ein rapides Wachstum durch die Verwendung von Lasern
und diente unter anderem als Methode zur Untersuchung der Brownschen Molekul-
arbewegung [Pusey, 1979|. Die erste Beobachtung von kohdrenter Rontgenstreuung
an einem CuszAu Kristall wurde im Jahr 1991 getétigt [Sutton, Mochrie u. a., 1991|
und legte somit den Grundstein der Photonenkorrelationsspektroskopie mit Ront-
genstrahlung. Die Verwendung von Rontgenstrahlung anstelle von sichtbarem Licht
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bietet vielerlei Vorteile, wie z.B., dass auch triibe Proben (fliissig-fliissig phasensepa-
rierte Proteinlosungen) oder Festkorper untersucht werden kénnen. Auferdem ist bei
XPCS aufgrund der deutlich kleineren Wellenldngen (Aprs =~ (600 bis 700) nm und
Axpcs =~ (0,04 bis 0,15) nm) die Dynamik auf kleineren Langenskalen zugénglich.
In einem XPCS-Experiment werden in der Regel 2D-Flachendetektoren verwendet,
wodurch zum einen die Dynamik iiber den gesamten zugénglichen g-Bereich simultan
gemessen wird und zusétzlich zeitabhédngige SAXS-Daten aufgenommen werden.
Der Ablauf eines Hochdruck XPCS-Experiments ist in Abbildung 2.13 schematisch
dargestellt. Der kohérente Rontgenstrahl trifft auf die Hochdruckzelle und wird
von der darin befindlichen Probe gestreut. Der gestreute Réntgenstrahl wird von ei-
nem hinter der Zelle befindlichen 2D-Fléchendetektor zeitabhéngig gemessen. Dabei
werden die Streubilder in dquidistanten Zeitabstinden At aufgenommen (Abbildung
2.13, oben). Aus den zeitaufgelosten Detektorbildern kénnen zum einen durch radiale
Integration zeitaufgeloste SAXS-Kurven bestimmt werden, aus denen dann wiederum
die in Abschnitt 2.2.2 diskutierten Grofen gewonnen werden kénnen (Abbildung 2.13,
links). Des Weiteren werden Informationen iiber die Dynamik aus den Intensitéts-
fluktuationen der Streubilder extrahiert (Abbildung 2.13, rechts). Dadurch kénnen
Korrelationsfunktionen (Zwei-Zeiten-Korrelationsfunktionen und Autokorrelations-
funktionen) bestimmt werden. Im Folgenden werden zunéchst die Grundlagen der
kohérenten Rontgenstreuung diskutiert und im Anschluss daran auf die wichtigsten
bestimmbaren Gréfen in einem XPCS-Experiment eingegangen.

Kohirente Rontgenstreuung und Speckles

Die Grundlagen zur Erzeugung und Beschreibung kohérenter Rontgenstrahlung an
Synchrotronstrahlungsquellen wurden bereits in Abschnitt 2.2.1 erldutert. Nun wer-
den die auftretenden Phdnomene bei Streuprozessen von kohérenter Strahlung be-
schrieben.

Trifft ein kohdrenter Photonenstrahl auf eine Probe, regt dieser die Elektronen der
Streuobjekte zu Schwingungen an, welche Réntgenstrahlung der gleichen Wellenlédnge
emittieren. Das elektrische Feld der Strahlung kann durch Gleichung 2.15 beschrie-
ben werden. Wie bereits erwahnt, werden Streubilder in einem zeitlichen Abstand
von At aufgenommen. Die Anzahl der aufgenommenen Bilder fiir eine Messung be-
tragt Ng., wodurch sich die gesamte Messdauer zu Ty, = N At ergibt. Die Kohérenz
der Strahlung in einem Streuexperiment wird durch die gegenseitige Koharenzfunkti-
on T (P, P, At) (engl.: mutual coherence function, kurz: MCF) charakterisiert. Die
MCF kann anhand eines einfachen Beugungsexperiments, dem Young’schen Doppel-
spaltversuch veranschaulicht werden (vgl. Abbildung 2.14). Die nachfolgenden Aus-
fithrungen {iber den Young’schen Doppelspaltversuch orientieren sich an [Goodman,
2015, S. 175-177]. Im Young’schen Doppelspaltexperiment trifft monochromatisches,
kohérentes Licht von der Quelle S auf einen Doppelspalt mit den Spaltpositionen
Py und P, und wird an diesem gebeugt, wodurch sich auf dem Beobachtungsschirm
ein Interferenzmuster ergibt. Unter der Annahme, dass die Wegléngendifferenz der
beiden betrachteten Strahlen deutlich kleiner ist als die longitudinale Kohérenzlénge,
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung eines XPCS-Experiments. Der einfallende
Rontgenstrahl wird von der in der Hochdruckzelle befindlichen Probe gestreut. Das
Streubild wird von einem 2D-Flichendetektor in dquidistanten Zeitabstdnden At
aufgenommen. Durch radiale Integration der Detektorbilder konnen zeitabhéngige
SAXS-Kurven bestimmt werden, aus denen wiederum charakteristische Grofsen, wie
Korrelationslangen, extrahiert werden kénnen. Durch die Betrachtung des zeitlichen
Verlaufs der Intensitatsfluktuationen konnen Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen und
Autokorrelationsfunktionen bestimmt werden. Diese Grofen enthalten Informationen
iiber die Dynamik eines Systems.
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung des Young’schen Doppelspaltversuchs.
Das von der Quelle ausgesandte kohérente Licht wird am Doppelspalt gebeugt und
die an den Spalten gebeugte Wellen interferieren hinter dem Doppelspalt miteinan-
der. Das Interferenzmuster wird auf dem Schirm aufgefangen. Die Abbildung wurde
in Anlehnung an [Goodman, 2015, S. 173| erstellt.

wird auf dem Schirm ein streifenférmiges Beugungsmuster beobachtet mit alternie-
renden Bereichen hoher und niedriger Intensitdt. Die Intensitdt am Observations-
punkt @ ergibt sich aus dem Betragsquadrat des gestreuten elektrischen Feldes, wel-
ches als Superposition der einzelnen Felder an den Punkten P; und P, geschrieben
werden kann:

E(Q.t)=K.E (Pl,t - %) + KoF (PQ,t - %2) : (2.84)

mit den komplexen Konstanten K 1. Dadurch ergibt sich die Intensitat I(Q) zu:

)

1Q) = (E@QE@Q.1),

= 1(Q) + [(Q) + K1 KT <P1,P2,r2;n> (2.85)

%‘I(ZLI{Z_I—:}k (P17P27 2 _Tl) 3
C

wobei (- -+ )p das Zeitmittel, T die MCF, K12 = ‘}_'(2172’ die Betrige der Konstan-

ten, und I; 2 die Intensitdten, die jeweils von Pj2 bei @) einzeln erzeugt werden,
bezeichnen. Die MCF ist definiert als:

T (P, Py, At) = <E (Pi,t+ At) B (pQ,t)>T . (2.86)

Nach Gleichung 2.85 ergibt sich demnach die Intensitdt am Observationspunkt aus
der Summe der einzelnen Intensitdten und einem weiteren Interferenzterm, der von
der MCF abhéngt. Durch die Normierung der MCF ldsst sich der komplexe Grad
der Kohiirenz 7 (engl.: complex degree of coherence) einfiihren:

—>

I (P, Py, At)

VIP)I(P,)

5 (P, Py, At) = (2.87)
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mit den einfallenden Intensitédten I(P; 2) an P 2. Dadurch vereinfacht sich Gleichung
2.85 zu:

1(Q) = L(Q) + L(Q) + m/Wm{ [7 (Pl,PQ, 2 . ”)] } . (2.88)

Der Normierungsfaktor in Gleichung 2.87 folgt direkt aus der Schwarzschen Unglei-
chung. Weiterhin folgt aus der Schwarzschen Ungleichung:

Fiir den Fall, dass I1(Q) = I2(Q) und At = 0 beschreibt der komplexe Grad der
Kohérenz den Kontrast (5y:

— Imax - Imin

ﬁO v (Ph P27 0) Imax + Inin ’ (290)
mit der maximalen bzw. minimalen Intensitét des Interferenzmusters Iiax min. Die
Erweiterung des Young’schen Doppelspaltversuchs auf ein reales Probensystem fiihrt
zu den eingangs erwdhnten Specklemustern. Speckles entstehen, wenn kohérente
Strahlung in unterschiedlichen Volumenelementen der Probe gestreut wird und zufél-
lig verteilte Phasenverschiebungen stattfinden. Die phasenverschobenen Anteile in-
terferieren miteinander und erzeugen am Beobachtungsschirm (Detektor) ein Speck-
lemuster (vgl. Abbildung 2.15) mit Bereichen hoher und niedriger Intensitét. Die
Probe kann somit vereinfacht als eine Vielzahl von Doppelspalten aufgefasst wer-
den, unter der Bedingung, dass das Probenvolumen viel grofer ist als das von der
longitudinalen Kohérenzldnge und den transversalen Kohérenzlangen aufgespannte
Kohérenzvolumen. Der Kontrast 5y kann in diesem Fall iiber [Cummins und Pike,
1977; Sutton, 2019]:

By = / / e (8/2)" o= (89210 ) o= (/=) gy v (2.91)
vV JV

berechnet werden. In Gleichung 2.91 bezeichnet V' das Probenvolumen, 7. = Lr/c die
Kohérenzzeit und Az, Ay den horizontalen bzw. vertikalen Abstand in der Observa-
tionsebene. Die Zeit wird hierbei als

(2.92)

ausgedriickt [Lee u.a., 2013; Sutton, 2019|, mit den Ortsvektoren 712 die auf die
Zentren der Volumenelemente dV; s zeigen. Eine erneute Betrachtung von Abbil-
dung 2.15 legt nahe, dass der Kontrast im Zusammenhang mit der Photonenstatistik
steht. Die Wahrscheinlichkeitsverteilung P(I) der Intensitdt kann fiir unabhéngige
(wechselwirkungsfreie) Streuer als Exponentialverteilung

e~/
P(I) = 0 (2.93)
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Abbildung 2.15: Detektorbild einer Probe bestehend aus in Wasser gelosten Silizi-
umdioxid Nanopartikeln. Im linken Teil der Abbildung ist die Summe aus 10 Bil-
dern gezeigt und im rechten Teil die Summe aus 1000 Bildern. Das Mittel weniger
Detektorbilder ergibt ein Specklemuster, da die Zeitskala der Teilchenbewegung im
Bereich der Belichtungszeit liegt. Bei der Mittelung iiber 1000 Bilder verschmiert
das Specklemuster und es wird nur noch ein Streubild aufgenommen, welches dem
Ensemble-Mittel entspricht. Die Abbildung wurde in Anlehnung an [Lee u. a., 2013]
erstellt.

angegeben werden [Goodman, 2015|. Dabei bezeichnet (I) die mittlere Intensitdt mit

1/2
der Standardabweichung o = (<I 2 —(I >2) . Hierbei wurde aufserdem angenom-

men, dass das Probenvolumen genau dem Kohédrenzvolumen entspricht. Dies ist in
der Regel nicht der Fall und die Wahrscheinlichkeitsdichte nimmt die Form einer
Gammaverteilung an [Mandel, 1959|:

M Me_MI/<1>IM_1
<I>> ron

mit der Anzahl der unabhingigen Speckles M und der Gammafunktion® I'(M). Diese
Verteilung weist eine Standardabweichung von o = (I)*/a auf und somit betriigt der

Pi(I) = < (2.94)

5Definition der Gammafunktion:

I'(z) = /Ooo o le b dt ZE D(z) = (z — 1)!
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Kontrast Sy = /M. Der Kontrast sinkt demnach mit steigender Anzahl der Speckles.
Ein weiterer Spezialfall ergibt sich bei schwachen Specklemustern, bei denen die Zahl-
statistik dominant ist. Dazu wird die Gammaverteilung mit einer Poisson-Verteilung
gefaltet und es ergibt sich die Poisson-Gamma-Verteilung [Goodman, 2015]:

v T(k+M) M\ * )\ M
P F(k)_—F(M)F(k+1) <1+<k>> <1+M> , (2.95)

dabei bezeichnet k ((k)) die (mittlere) Anzahl an Photonen pro Pixel. Diese Ver-
teilung findet haufig Anwendung in XSVS-Experimenten (engl.: X-ray speckle visi-
bility), die zur Messung der dynamischen Eigenschaften strahlensensitiver Proben,
wie z.B. Proteinlosungen, durchgefiihrt werden. Dabei wird durch Variation der Be-
lichtungszeit 7 und gleichzeitiger Betrachtung der Photonenstatistik der Kontrast
Bo(gq, T) bestimmt, woraus wiederum, im Fall von rein diffusiver Dynamik, Zerfalls-
raten bestimmt werden konnen |[Moller, Reiser u. a., 2021; Verwohlt u.a., 2018]. In
Abbildung 2.16a) sind die zuvor eingefiihrten Verteilungen P(I) gezeigt. Auferdem
sind in Abbildung 2.16b) experimentell bestimmten Photonenverteilungen und die
nach Gleichung 2.95 angepassten Verteilungen fiir unterschiedliche Belichtungszeiten
einer 1 wt % Losung aus Siliziumdioxid Nanopartikeln dargestellt. Es ist zu erkennen,
dass die Wahrscheinlichkeitsdichte sehr gut durch die Poisson-Gamma-Verteilung be-
schrieben wird.

Neben dem Kontrast spielt auch das Signal-Rausch-Verhéltnis (signal to noise ratio,
kurz: SN R) eine wichtige Rolle. Das SN R lésst sich {iber

SNR = B{I) \/Nirr/Npixy/Nrep (2.96)

mit der gesamten Anzahl an Bildern Ny, = T/, der Anzahl der Pixel im betrachteten
¢-Ring Npix und der Anzahl der Bildserien Nyep, berechnen [Lumma u. a., 2000; Falus
u. a., 2006]. Unter Verwendung von (I) = Io7(P/L)?, wobei P die Pixelgrofe und L
der Probe-Detektor Abstand ist, ldsst sich das SN R schreiben als:

P 2
SNR = B <L> VT Npix Neep » (2.97)

mit der totalen Streuintensitédt Iy, die unter anderem vom einfallenden kohérenten
Fluss ®. abhingt (Iy < ®.). Gleichung 2.97 zeigt, dass eine Erhchung des Flusses um
eine Grofenordnung, zwei Grofenordnungen schnellere Zeitskalen zugénglich macht,
bei gleichem SN R [Madsen, 2011; Moller, Sprung u. a., 2019]. Der optische Kontrast
B kann bei einem XPCS-Experiment als Produkt aus den Anteilen 8¢ und Bres
geschrieben werden. Die Reduktion des Kontrastes aufgrund der longitudinalen und
transversalen Kohérenzlange wird durch (. beriicksichtigt und die Reduktion durch
den experimentellen Aufbau durch Syes [Mo6ller, Sprung u. a., 2019]:

6(017 d7 q, /\7 L) - BC](a7 d7 q, )‘) : 5res(a7 L7 )\> . (298)
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Abbildung 2.16: a) Wahrscheinlichkeitsverteilungen P(I) I Photonen pro Pixel zu
detektieren, bei einer mittleren Intensitat von (I) = 5. Gezeigt sind die Exponenti-
alverteilung (griin), die Gammaverteilung (rot) und die Poisson-Gamma-Verteilung
(blau). Fiir die beiden zuletzt genannten Verteilungen betriagt die Anzahl der Speck-
les M = 20 (durchgezogene Linien) und M = 10 (gestrichelte Linien). In b) ist
die experimentell bestimmte Wahrscheinlichkeitsverteilung eines Systems aus Sili-
ziumdioxid Nanopartikeln (¢ = 1wt %) fiir unterschiedliche Belichtungszeiten texp
zwischen (127 und 3810) ps gezeigt. Die unterschiedlichen Belichtungszeiten wurden
durch Aufsummieren der entsprechenden Anzahl an Einzelbildern erzeugt.

Es gilt 5 = By (vgl. Gleichung 2.91). Der Anteil (yes kann iiber

Bres(a, L, \) = <£2 /Ow(w —v) [W]de)z (2.99)

berechnet werden. Dabei ist w = 27 Pa/(LA) = 2nP/S, mit der Strahlgréfe a und
der Ausdehnung des Speckles S ~ AL/a. Es konnte gezeigt werden, dass das SNR
maximiert wird, wenn die Ausdehnung des Speckles der Pixelgrofte entspricht
(S = P) [Madsen, 2011; Moller, Sprung u. a., 2019].

Im Folgenden werden die wichtigsten Grofsen eines XPCS-Experiments eingefiihrt
und erldutert, die sich aus der Betrachtung der zeitlichen Entwicklung der Speckles
ergeben.
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Charakteristische Grofien eines XPCS-Experiments

Ein wesentlicher Unterschied von XPCS zu Streuexperimenten mit inkohérenter
Strahlung ist, dass bei XPCS das erzeugte Specklemuster mit der exakten Anord-
nung der Molekiile im bestrahlten Volumen zusammenhéngt. Die Intensitét ergibt
sich in diesem Fall zu: [Griibel u. a., 2008; Madsen, Fluerasu u. a., 2018]:

2

SEREIVI (2.100)

mit der Streuamplitude f, des n-ten Partikels, und den zugehdrigen zeitabhéngigen
Ortsvektor 7, (t). Durch die Bewegung der Molekiile in Losung, dndert sich auch
das Specklemuster mit der Zeit. Aufgrund dessen kénnen Informationen iiber die
Dynamik des Systems iiber Betrachtung der zeitlichen Entwicklung des Speckles
gewonnen werden, wenn die charakteristische Zeitkonstante des Systems unterhalb
des zeitlichen Abstandes der Belichtungen At liegt. Die messbare Grofse ist in diesem
Fall die Intensitéts-Intensitdts Autokorrelationsfunktion Ga(g, At) [Cummins und
Pike, 1977; Lumma u. a., 2000|:

Galg. AF) = ({L(q.H)I(q,t + A1), ). (2.101)

bzw. die normierte Intensitats-Intensitats Autokorrelationsfunktion:
((I(g,)1(q,t +A1)),)
((T(,1)),)

wobei (- ->p fiir die Mittelung tiber Pixel, die einem Bereich ¢ £+ Aq¢ zugehorig sind,
und (---), fiir die Mittelung {iber die Zeit steht. Der Index 2 verdeutlicht, dass es
sich um eine Korrelationsfunktion zweiter Ordnung handelt. g» kann {iber die Sie-
gert Relation [Siegert und Laboratory, 1943|, mit der zeitlichen Korrelationsfunktion
erster Ordnung g; (At) verkniipft werden:

92(q. At) = 1+ Bo - [g1(q, At)* (2.103)

92(q, At) = t, (2.102)

t

wobei g1 (g, At) auch als intermediate scattering function (kurz: ISF) bezeichnet wird,
die iiber das Verhéltnis des dynamischen und statischen Strukturfaktors bestimmt
werden kann [Madsen, Fluerasu u. a., 2018|:

TR T rr o P I B

(---) reprisentiert das Mittel iiber das Streuvolumen. Fiir ein System aus wechsel-
wirkungsfreien Partikeln die frei diffundieren nimmt die ISF eine exponentielle Form
an [Segré und Pusey, 1997]:

7 (q’ At) _ e—AtP(q) _ e—<Ar2(At)>q2/6’ (2.105)
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mit der Zerfallsrate I'(¢) und der mittleren quadratischen Verschiebung <Ar2>. Die
Zerfallsrate wird hiaufig auch invers als Dekorrelationszeit 7(q) = 1/r(q) ausgedriickt
und hingt tiber

I'(q) = Dog® (2.106)

mit der Diffusionskonstante Dy zusammen, die wiederum iiber die Stokes-Einstein
Beziehung wichtige Informationen {iber das System liefern kann:
_ ksT

~ 6mnRy

Durch Kombination der Gleichungen 2.106 und 2.107 kann bei bekannter Viskositét
1 der Probe aus der gemessen Zerfallsrate der hydrodynamische Radius R), bestimmt
werden (und andersherum). Somit kénnen z.B. rheologische Eigenschaften eines Sys-
tems auf mikroskopischer Ebene mittels XPCS untersucht werden [Madsen, Fluerasu
u. a., 2018; Papagiannopoulos u. a., 2005]. Abbildung 2.17a) zeigt eine vereinfachte In-
terpretation der Autokorrelationsfunktion g fiir ein System aus frei diffundierenden
Partikeln. In Abbildung 2.17b) sind nach Gleichung 2.103 berechnete g-abhingige
Autokorrelationsfunktionen dargestellt. Dabei wurde fiir die ISF ein exponentieller
Zerfall angenommen. Bei konzentrierten Probensystemen ist die Annahme eines ein-
fachen exponentiellen Zerfalls fiir die ISF nicht erfiillt und es miissen andere Modelle
herangezogen werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Modelle fiir die ISF werden
in den entsprechenden Kapiteln eingefiithrt. In [Madsen, Leheny u.a., 2010| (und
darin angegeben Quellen) findet sich eine Ubersicht iiber verschiedene Systeme und
zugehorigen ISF. Die bisherigen Betrachtungen gelten nur im Fall von équilibrierten
Systemen. Ziel dieser Arbeit ist es allerdings die Anderung der Dynamik wihren eines
druckinduzierten fliissig-fliissig Phaseniibergangs in konzentrierten Proteinlosungen
zu untersuchen. Die Autokorrelationsfunktion aus Gleichung 2.102 eignet sich dazu
nicht, da ein zeitliches Mittel iiber die gesamte Messdauer gebildet wird und somit die
Informationen iiber die Anderungen der Dynamik verloren gehen. Um Die Anderun-
gen der Dynamik analysieren zu kénnen wird die Zwei-Zeiten Korrelationsfunktion
verwendet, die wie folgt definiert werden kann [Bikondoa, 2017; Brown u.a., 1997,
Sutton, Laaziri u. a., 2003]:

0 (2.107)

(g, 1) (g, 12)), — (0, 00)), (0, 12),
(120,00, — @ 1202)" (1200120, — 1@, 1202)

Corr(q,t1,t2) =

(2.108)
(g t) (g, t2)),
G(g, t1,t2) = T i), .t (2.109)
C(g,t1,t2) = (D(g,t1)D(q, t2)),, , (2.110)
mit
D(q,t) _ I(Qat) - <I(Q>t)>p (2111)

(I(g; 1)),
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Abbildung 2.17: a) Modellierte Autokorrelationsfunktion g fiir § = 1 und einer
Zerfallsrate von I' = 2s~!. In den schwarz umrandeten Kacheln ist eine schemati-
sche Interpretation fiir die Verschiebung eines einzelnen Teilchens an den jeweiligen
Positionen der Autokorrelationsfunktion gezeigt. b) Autokorrelationsfunktionen fiir
verschiedene Wellenvektoriibertrage ¢ eines Gleichgewichtssystems (links). Die Kur-
ven wurden nach Gleichungen 2.103 und 2.105 fiir Dy = 800nm?s~! berechnet.
Rechts sind die nach Gleichung 2.106 berechneten Zerfallsraten in Abhéngigkeit des
Wellenvektoriibertrages gezeigt.
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Die Intensitéten I(gq,t;) beinhalten dabei die Anzahl an Photonen die zum Zeit-
punkt ¢; in allen Pixeln, die zu einem Bereich ¢ = Ag gehoren, gemessen wurde.
Handelt es sich bei den Fluktuationen um eine zuféllige gaufiverteilte Variable, sind
die drei gezeigten Definitionen dquivalent [Bikondoa, 2017]. In dieser Arbeit wird
die Zwei-Zeiten Korrelation in der Form von G(q,t1,t2) verwendet. Der Vorteil der
Verwendung von von Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen bei Nicht-Gleichgewichts
Systemen liegt darin, dass Autokorrelationsfunktionen in Abhéngigkeit des Proben-
alters ty, (in Bezug auf den Beginn der Messung) extrahiert werden konnen. Die
zeitabhéngigen Funktionen g¢s(q,tyw, At) werden auch als Schnitte der Zwei-Zeiten
Korrelationsfunktion bezeichnet. Die Extraktion von zeitabhéngigen go-Funktionen
ist beispielhaft fiir die fliissig-fliissig Phasenseparation einer konzentrierten Lyso-
zymlosung in Abbildung 2.18 veranschaulicht. Die Zwei-Zeiten Korrelationsfunktion

b)

1,10 A

1,08

1,06 %' 1,08 1
1,05 ¢ 1,06 -
1,04 10§

1,04 4

1,02 A

o 5 10 15 20 25 30

ty [s]
Abbildung 2.18: a) Zwei-Zeiten Korrelationsfunktion aufgenommen wéahrend der
druckinduzierten Phasenseparation einer konzentrierten Lysozymlosung. Die Pfei-
le senkrecht zur Diagonalen veranschaulichen die Extraktion der Ein-Zeiten Kor-

relationsfunktionen in Abhéngigkeit des Probenalters t,,. Die extrahierten Schnitte
92(q, tw, At) aus a) sind fiir ausgewéhlte Zeiten in b) dargestellt.

weist folgende Eigenschaften auf:

e Die Diagonale entspricht einer Zeitdifferenz von At = |t; —t2] = 0s und ihr
Wert entspricht dem Kontrast 3.

e Die Zwei-Zeiten Korrelationsfunktion ist symmetrisch.

e Anderungen der Dynamik kénnen leicht anhand der Breite des Bereichs um der
Diagonalen abgelesen werden. Eine Verbreiterung dieses Bereiches mit steigen-
dem Probenalter entspricht einer Verlangsamung der Dynamik.

Die Verlangsamung des Systems wird ebenfalls bei Betrachtung der Schnitte deutlich,
da mit steigendem t,, die Dekorrelation (go — 1) fiir gréfere At beobachtet wird.
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Fiir ein Gleichgewichtssystem wére keine Verbreiterung von G zu beobachten und die
Autokorrelationsfunktion aus Gleichung 2.102 kann durch Mittelung von G gewonnen
werden:

g2(q, At) = (G(g; 1, AL)),, - (2.112)

Zur Vollstandigkeit sei erwéahnt, dass durch Betrachtung der normalisierten Varianz

(G*(q,t1, A1), — (Glg,t1, A1)},

x(gq, At) = (2.113)
<G(Q7 l1, At = 0))1?1
oder der Korrelationsfunktion 4. Ordnung
94((:15 tWa At) = <G(Q? tlv tl + tW)G(Qa tl + At? tl + At + tW>t1 (2114)

Informationen iiber die Heterogenitit der Dynamik gewonnen werden kénnen [Ma-
dsen, Leheny u. a., 2010; Orsi u. a., 2012].

2.3 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die dynamische Lichtstreuung (kurz: DLS) ist eine Methode zur Charakterisierung
der Grofse und Dynamik von gelésten Partikeln im Bereich von 3nm bis 3 pm auf
Zeitskalen zwischen Nanosekunden und Sekunden. DLS wurde bereits in dem Kapitel
zur Rontgenphotonenkorrelationsspektroskopie angesprochen, da es auf den gleichen
theoretischen Grundlagen wie XPCS basiert - der kohdrenten Lichtstreuung. Analog
zu XPCS werden auch bei DLS Intensitdtsfluktuationen des gestreuten Lichts ge-
messen, mit dem Unterschied, dass sichtbares Licht anstelle von Réntgenstrahlung
verwendet wird. Durch die unterschiedliche Wellenlédnge der Strahlung kommt es zu
Limitierungen des zugénglichen g-Bereiches bei den beiden Techniken. Fiir DLS sind
nur Wellenvektoriibertriige unterhalb von gprs < 1-102nm™! zuginglich, wohin-
gegen bei XPCS der Bereich zwischen 1-1072nm ™! < ¢gxpcs < 1nm~! liegt [Zhang,
Allen u. a., 2012|. Kleinere Wellenvektoriibertrage konnen im Fall von XPCS durch
die Betrachtung ultra-kleiner Streuwinkel (USAXS-XPCS) erreicht werden, wie es
auch in dieser Arbeit Anwendung findet. Ein weiterer Punkt der sich bei DLS héu-
fig nicht vermeiden lésst ist das Auftreten von Mehrfachstreuung. Wie bereits in
den theoretischen Beschreibungen zur Rontgenkleinwinkelstreuung (vgl. Abschnitt
2.2.2) erwahnt wurde, wird zur Berechnung des Streufeldes die Giiltigkeit der Born-
Néherung angenommen. Aufgrund dessen limitieren sich die zu untersuchenden Pro-
ben fiir DLS meist auf optisch transparente, verdinnte Losungen. Aufserdem kom-
men zur Detektion des Streufeldes hdufig Photodioden zum Einsatz, sodass keine
zweidimensionalen Streubilder aufgenommen werden. Die Streuintensitit wird somit
in diskreten Zeitabstédnden fiir jeden Winkel einzeln gemessen und zur Berechnung
der normierten Autokorrelationsfunktion go entfillt die Mittelung iiber Pixel (vgl.
Gleichung 2.102). Auch fiir die dynamische Lichtstreuung gilt, dass das einfallende
elektrische Feld an vielen Volumenelementen dV,, der Probe gestreut wird und dass
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sich das Streufeld ES aus der Superposition der Einzelbeitriige ES ergibt, wobei diese
statistisch unabhéngig voneinander sind. Ist diese Voraussetzung erfiillt und handelt
es sich bei dem eingestrahlten elektrischen Feld um eine gaufiverteilte Variable, ist
das Streufeld ebenfalls eine gaufverteilte Variable (zentraler Grenzwertsatz). Bei der
Betrachtung der Diffusion eines verdiinnten monodispersen Systems kénnen die im
vorherigen Abschnitt eingefithrten Grofen, wie z.B. der hydrodynamische Radius
bestimmt werden.

Ein wichtiger Faktor, der bisher noch nicht diskutiert wurde, ist die Polydispersitét.
Die Intensitats-Intensitats Autokorrelationsfunktion ergibt sich, auch fiir ein polydi-
sperses System, aus der Siegert-Relation:

g2(At) = 1+ B g1 (AL)]* . (2.115)

Der Unterschied zu einem monodispersen System besteht darin, dass sich die ISF aus
der Uberlagerung von exponentiellen Zerfiallen mit unterschiedlichen Zerfallsraten
ergibt, was fiir eine kontinuierliche Verteilung ¢(I") als Integralgleichung ausgedriickt
werden kann |[Glatter, 2018|:

Fmax

g1(At) = / g(D)e~TAtdr . (2.116)
1—‘lmin

I'min,max bezeichnet dabei die minimale bzw. maximale in dem System auftretende

Zerfallsrate. Fiir sphérische Partikel kann die Autokorrelationsfunktion als gewich-

tetes Integral tiber eine (Intensitéts-, Volumen-, Massen- oder Anzahl-) Verteilung

D(7) ausgedriickt werden:

Tmax
g1(At) = / D(r)W (r)e* 72 dr | (2.117)
Trmin
mit den Wichtungsfaktoren W (), die abhéngig von der betrachteten Verteilung sind.
Die Bestimmung der ISF fiir ein polydisperses System kann iiber numerische Berech-
nungen, wie sie z.B. bei dem Softwarepaket CONTIN Anwendung finden [Provencher,
1982| oder iiber die sogenannte Kumulantenmethode [Koppel, 1972] bestimmt wer-
den. Bei der Kumulantenmethode wird die Feldautokorrelationsfunktion entwickelt:

In(G1(At)) = Ko — K1 At + KoAt? /2! — K3A3 /30 - - - (2.118)

wobei (G1 die unnormierte Feldautokorrelationsfunktion ist. Fiir ein monodisperses
System entspricht exp (Ky) der Amplitude von G und K der Zerfallsrate I". Durch
die Polydispersitdt weicht GG; von der reinen exponentiellen Form ab, was in der
Kumulantenmethode durch nicht verschwindende Terme ab der 2. Ordnung beritick-
sichtigt wird. In diesem Fall entspricht K; der mittleren Zerfallsrate und Ko der
Varianz von I'. Bei der Charakterisierung von polydispersen Systemen wird héufig
der Polydispersitatsindex (PDI) herangezogen, der wie folgt definiert ist:

PDI = — . (2.119)
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Bis zu einem PDI von 4 % wird ein System noch als monodispers angesehen |Glatter,
2018|. Dies demonstriert die geringe Auflésung eines DLS-Experiments. Als Faust-
regel gilt, dass zur Auflésung unterschiedlich grofser Strukturen, sich ihr Radius um
einen Faktor von mindestens 3 unterscheiden sollte [Bhattacharjee, 2016].
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Kapitel 3

Probensystem und Messplatze

In diesem Kapitel werden die verwendeten Probensysteme sowie der zugehorige Pra-
parationsprozess und im Anschluss daran die verwendete Hochdruckzelle und die
Messpléatze vorgestellt.

3.1 Untersuchte Proteinlosungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Proteine sind das Lysozym aus Hiihnereiweifs und
das Gammakristallin D. Beide Proteine stellen sehr gut untersuchte Modellsysteme
dar, deren Phasenverhalten und Wechselwirkungen in Losung in Abhéngigkeit einer
Vielzahl von Parametern, wie z.B. hydrostatischer Druck, Temperatur, Salzart, Salz-
konzentration, Proteinkonzentration, pH Wert und unterschiedlicher Kosolventien
untersucht wurden [Schroer, Markgraf u. a., 2011; Moller, Schroer u. a., 2012; Julius,
Weine, Berghaus u. a., 2018; Julius, Weine, Gao u. a., 2019; Moller, Grobelny, Schul-
ze, Bieder u. a., 2014; Schulze u. a., 2016; Schroer, 2011; Winter, 2019; Cinar, Fetahaj
u. a., 2019; Cinar, Cinar u. a., 2019; Cinar und Winter, 2020]. Aufgrund ihrer hohen
Stabilitat eignen sie sich vor allem zur Untersuchung mittels Rontgenstreumethoden.

3.1.1 Lysozym

Lysozym (auch Muramidase genannt) ist ein Enzym, das sowohl im menschlichen
Korper, als auch bei Sdugetieren, Pflanzen oder Pilzen vorkommt und hauptséch-
lich am Abbau von Bakterien beteiligt ist. Lysozym gehort somit zum angeborenen
Immunsystem und ist hadufig in Sekreten, wie z.B. Speichel, Tranenfliissigkeit, Frucht-
wasser oder auch in Milch vorzufinden. Im Fall des in dieser Arbeit verwendeten Ly-
sozyms handelt es sich um aus Hiithner Eiklar gewonnenes Lysozym (im Folgenden
HEW-Lysozym oder nur Lysozym). Das Lysozym verleiht dem Eiklar seine antibak-
terielle Wirkung, die erstmals im Jahr 1909 beobachtet wurde [Laschtschenko, 1909]
und ist dort in hohen Konzentrationen vorhanden. Abbildung 3.1a) zeigt die Ter-
tidrstruktur (PDB: 1DPX [Weiss u. a., 2000]) von Lysozym. Lysozym besteht aus
vier a-Helices und drei -Faltblatt Strukturen und aus insgesamt 129 Aminosduren
mit einem resultierenden Molekulargewicht von 14,3 kDa. Die besonders hohe Stabi-
litdt von Lysozym folgt zum einen aus seiner globuléren nativen Struktur und zum
anderen aus den vier im Protein auftretenden kovalenten Disulfidbriicken [Winter
und Noll, 1998; Moller, 2014]. Die in dieser Arbeit verwendeten Lysozymlosungen
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weisen alle die selbe Zusammensetzung auf und unterscheiden sich lediglich in der
Proteinkonzentration. Die Komposition der Losungen lautet wie folgt:

e Lysozym aus Hiithnereiweifs in verénderlichen Konzentrationen (Sigma Aldrich:
10837059001)

e 25mM BisTris (Sigma Aldrich: B9754)
e 500 mM Natriumchlorid (Sigma Aldrich: S7653).

BisTris wird verwendet, um auch bei hohen hydrostatischen Driicken den pH Wert
(pH 7) konstant zu halten [Neuman u.a., 1973|. Natriumchlorid (NaCl) schirmt die
Oberflichenladung des Proteins ab und unterdriickt somit zum Teil die Coulomb-
Abstofsung, wodurch die fliissig-fliissig Phasenseparation erméglicht wird. Um die
in dieser Arbeit verwendeten hohen Proteinkonzentrationen zu erreichen, wurden
zwei unterschiedliche Verfahren angewendet. Im Fall der XPCS und SAXS Messun-
gen wurden die Proben dialysiert. Da dieses Verfahren in vielen Arbeiten erfolgreich
Anwendung fand (z.B. [Schulze u. a., 2016; Julius, 2019; Méller, 2014]), wird im Fol-
genden nur ein kurzer Uberblick iiber den Ablauf des Verfahrens geliefert. Fiir eine
detaillierte Beschreibung der Dialyse sei auf die zuvor angegebene Literatur verwie-
sen.

Fiir die Dialyse wird das Lysozym zu einer Konzentration von 13wt % in einer Puf-
ferlosung aus 25 mMm BisTris bei pH 7 gelost. Die daraus erhaltene Losung wird
in eine Dialyse Kassette (Slide-A-Lyzer G2 Dialysis Cassettes, 2K MWCO, 15mL,
Thermo Fisher Scientific: 87719) gefiillt, welche unter konstantem Riihren in einer
konzentrierten Polyethylenglykol-Losung (PEG-Losung) fir 12 bis 15 Stunden bei
Raumtemperatur platziert wird. Die PEG-Losung besteht aus 250 g/L PEG 35000
(My, = 35000 ¢g/mol, Sigma Aldrich: 94646) gelost in einer 25 mM BisTris Pufferls-
sung bei pH 7. Durch den identischen pH-Wert und identischer BisTris-Konzentration
in der Proteinlésung und Dialyselosung wird sichergestellt, dass diese Parameter in
der konzentrierten Losung erhalten bleiben. Die finale Proteinkonzentration wurde
mittels UV-Vis Spektroskopie bei einer Wellenldnge von 280 nm unter der Verwen-
dung eines Extinktionskoeffizienten von ¢ = 2,64 mL/(mgcm) bestimmt [Sophia-
nopoulos u. a., 1962]. Als letzter Schritt wurde die konzentrierte Proteinlosung mit
einer Salzlosung bestehend aus 3M NaCl, 25 mM BisTris, pH 7 im Verhéltnis von
5 : 1 gemischt, wodurch sich die finale Salzkonzentration von 500 mM ergibt. Die
Vermischung der Proteinlosung mit der Salzlésung wurde unmittelbar vor jedem Ex-
periment durchgefiihrt, da das Salz die Stabilitdt der Losung verringert.

Bei der Probenpréaparation fiir die DLS-Messungen wurde die Proteinlésung unter
Verwendung einer Zentrifuge (Sigma 2-16KL) mit Zentrifugenfiltern (Amicon Ultra-
15 Zentrifugen-Filtereinheit, Sigma Aldrich: UFC901008) aufkonzentriert. Dazu wur-
de ebenfalls eine wie oben beschriebene Stammlésung erstellt und in die Filtereinheit
gefiillt. Anschliefend wurde die mit der Probe befiillte Filtereinheit in die Zentrifuge
gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 3068 Umdrehungen pro Mi-
nute zentrifugiert. Nach diesem Vorgang wurde die konzentrierte Losung mit einer
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Spritze aus der Filtereinheit extrahiert und dessen Konzentration mit einem UV-Vis
Spektrometer bestimmt. Beide Methoden haben gegeniibergestellt Vor- und Nach-
teile. Die Dialyse ist sehr zeitaufwéindig, liefert aber im Vergleich zur Zentrifugation
ein deutlich groferes Probenvolumen.

3.1.2 Gammakristallin D

(Gamma) Kristalline sind Proteine, die in Augenlinsen von Wirbeltieren und Tin-
tenfischen vorzufinden sind und dort im Wesentlichen fiir die Brechkraft und Trans-
parenz der Linse verantwortlich sind. Verdnderungen in der Wechselwirkung von
Gammakristallin, die z.B. zur Kristallisation oder fliissig-fliissig Phasenseparation
fiihren, gehen mit einer Triitbung der Augenlinse einher, was Krankheiten wie Ka-
tarakt auslost, die zu einer deutlich verminderten Sehkraft bis hin zur Erblindung
fithren [Gunton u.a., 2007]. Das in dieser Arbeit untersuchte Gammakristallin ist
das humane Gammakristallin D (auch: CRYGD oder yD-Kristallin genannt, PDB:
1HKO [Basak u.a., 2003]). CRYGD besteht aus 173 Aminoséduren mit einem Mole-
kulargewicht von 20,63 kDa. Die Tertidrstruktur von CRYGD ist in Abbildung 3.1b)
dargestellt und zeigt den globuldren Charakter von CRYGD. Die in dieser Arbeit
untersuchten Gammakristallinlésungen wurden von der Gruppe von Prof. Roland
Winter (Technische Universitdt Dortmund, Fakultét fiir Chemie und chemische Bio-
logie, Otto-Hahn-Strake 4a, 44227 Dortmund) zur Verfiigung gestellt. Das Protein
ist in verschiedenen Konzentrationen in einer Pufferlésung bestehend aus 50 mMm Tris
und 150 mMm NaCl bei pH 7,4 gelost.

a) Lysozym b) GammaD Kristallin

Abbildung 3.1: Tertidrstrukturen fiir die in dieser Arbeit verwendeten Proteine Ly-
sozym (a) und GammaD Kristallin (b).

3.2 Messplaitze

3.2.1 Die Hochdruckzelle

Die druckabhingigen Experimente wurden in einer von C. Krywka konstruierten
Hochdruckzelle [Krywka u.a., 2008] durchgefithrt. Der schematische Aufbau der

57



Probensystem und Messplatze

Hochdruckzelle ist in Abbildung 3.2 gezeigt. Die Hochdruckzelle besteht aus einem
massiven Metallblock der Bohrungen zur Einfiihrung des Probenhalters, zur Versie-
gelung der Zelle mittels Diamantfenster, zum Anschluss einer Hochdruckpumpe und
Heizkanéle zur Temperierung der Probe enthélt. Die Bohrungen mit einer direkten
Verbindung zum Probenvolumen werden iiber die in Abbildung 3.2 gezeigten Stempel
und mittels O-Ringen abgedichtet. Eine weitere Offnung befindet sich unterhalb eines
Diamantfensters und ragt bis in die unmittelbare Ndhe des Probenvolumens, sodass
mit einem Temperatursensor die Temperatur in der Probenumgebung iiberwacht
werden kann. Die Diamantfenster erméglichen die Transmission von Rontgenstrah-
lung und sichtbarem Licht durch die Zelle und den darin befindlichen Probenhalter.
Zur Vermeidung der Beschadigung der Diamantfenster beschrinken sich die Mes-
sungen auf Driicke von bis zu 4kbar. Auferdem ist in Abbildung 3.2 (unten) der
Probenhalter gezeigt. Die Probe wird mit Hilfe einer Spritze iiber den Befiillkanal in
den Probenhalter gefiillt. Um eine hohe Transmission von Roéntgenstrahlung durch
den Probenhalter zu gewéhrleisten, werden die Sichtfenster des Probenhalters mit
Kaptonfolie beklebt. Nach der Befiillung des Probenhalters, wird der Befiillkanal mit
einer Kunststoffschraube verschlossen.

Die Hochdruckzelle wurde bereits erfolgreich fiir eine Vielzahl druckabhéngiger Un-
tersuchungen diverser Probensysteme mittels Rontgenstrahlung und Absorptions-
messungen von sichtbaren Licht (Triitbungsmessungen) verwendet [Schulze u. a., 2016;
Julius, Al-Ayoubi u. a., 2018; Schroer, Markgraf u. a., 2011; Krywka u. a., 2008, wes-
halb an dieser Stelle auf eine ausfiihrlichere Beschreibung der Hochdruckzelle ver-
zichtet wird.

3.2.2 Kohirenzstrahllinie P10, PETRA III, DESY

Die XPCS-Messungen wurden an der Kohérenzstrahllinie P10 des Speicherrings PE-
TRA III am Deutsches Elektronensynchrotron (DESY) in Hamburg durchgefiihrt.
PETRA III ist eine Elektronenspeicherringanlage der dritten Generation in der Elek-
tronen mit einer Energie von 6 GeV auf einer Kreisbahn mit einem Umfang von
2304 m gehalten werden. Die Strahllinie P10 ist in drei Abschnitte, sogenannte hut-
ches, aufgeteilt, dessen wesentlichen Komponenten in Abbildung 3.3 schematisch
dargestellt sind. Die hutches unterteilen sich in eine fiir die Rontgenoptik (OH) und
zwei fiir den Experimentierbetrieb (EH1, EH2). An der Strahllinie P10 wird ein U29
Undulator mit einer Lénge von 5 m verwendet. Hinter dem Undulator befinden sich
zwei Blenden (PS1, PS2) zur ersten Kollimation des Strahls. Der kollimierte Strahl
trifft auf einen Si(111) Monochromator (HHM), der es erlaubt die Energie in einem
Bereich von (5 bis 20) keV zu wihlen. Dadurch verringert sich die relative Band-
breite der Strahlung auf AA/x = 10™*, was nach Gleichung 2.18 mit einer Erhéhung
der longitudinalen Kohérenzlange einhergeht. Im Anschluss an den Monochromator
wird der Strahl von zwei Spiegeln (M1, M2) reflektiert, die die héheren Harmonischen
des Undulatorstrahls herausfiltern. Zur Vermeidung der Detektion von parasitdren
Streubeitrdgen und zur Definition der Strahlgréfe an der Probenposition dienen die
Blenden G1 und G2, die in EH1 bzw. EH2 lokalisiert sind. Aufserdem kommen re-
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Emlosionszeichrmg Hochdruckzelle
der Probenzelle

Diamant

Probentrager

Verschlussschraube

Kuhl-/Heizkanal
Stempelmutter (2x) Stempel (2x)
Schematischer Autbau \y Druck

Aufbau des Probentragers
der Probenumgebung

Befiilkanal
Goldbeschichteter
Probent

Probenvolumen

A Heizung/Kuhlung W

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau der Hochdruckzelle. Die Abbildung wurde aus
[Krywka, 2008] entnommen.

OH
I 1 =
nw G1
U29 ps1,ps2  HHM i, \2 free path 7s ag USAXS
,; — o
FE wall XPCS /CDI

I bt 1 t
0 14 28 38 41 68

713 735 763 84 86.1 877 93

Abbildung 3.3: Schematischer Aufbau der Kohérenzstrahllinie P10 an PETRA 111,
DESY. Die Gerade unterhalb der gezeigten Strukturen gibt den Abstand der jewei-

ligen Komponente zum Undulator (U29) in Metern an. Die Abbildungen wurde aus
[DESY, 2022b| entnommen.
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fraktive Rontgenlinsen (engl.: Compound Refractive Lenses, kurz: CRLs) zur Fokus-
sierung des Rontgenstrahls zum Einsatz. Dadurch lassen sich Strahlprofile mit einer
Grofse von Mikrometern am Probenort realisieren. Fiir den USAXS/XPCS-Betrieb
wird die Probe in EH1 platziert und die Streustrahlung von einem Detektor in einem
Abstand von 21,2m in EH2 detektiert, wohingegen sich die Probe fiir SAXS/XPCS-
Messungen in EH2 in einem Abstand von 5,1 m zum Detektor befindet. In den folgen-
den Abschnitten werden die Aufbauten fiir die unterschiedlichen Probenumgebungen
vorgestellt.

3.2.3 Aufbau und Parameter fiir druckabhingige USAXS/XPCS-
Messungen

An der Strahllinie P10 wurde fiir die USAXS/XPCS-Messungen die in Abschnitt
3.2.1 vorgestellte Hochdruckzelle verwendet. Der experimentelle Aufbau fiir die
druckabhéangigen USAXS/XPCS-Messungen ist in Abbildung 3.4 gezeigt. Der

Probenhalter

21,2 m
! USAXS !

Abbildung 3.4: Experimenteller Aufbau an der Strahllinie P10 fiir die druckabhén-
gigen USAXS/XPCS-Messungen.

einfallende Roéntgenstrahl (von rechts in Abbildung 3.4) passiert das erste
Diamantfenster der Hochdruckzelle und trifft anschlieffend auf die Probe von
welcher er gestreut wird. Die gestreute Strahlung verldsst iiber das zweite
Diamantfenster (nicht sichtbar in der Abbildung) die Hochdruckzelle und gelangt
iiber eine vakuumierte Flugstrecke auf den in 21,2m entfernten Detektor. In
Abbildung 3.4 ist oben rechts das verwendete pneumatische Hochdruckventil von
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der Firma Sitec gezeigt. Die pneumatischen Ventile sind fiir Driicke bis 10000 bar
ausgelegt und konnen iiber einen Luftdruckluftanschluss gesteuert werden. Diese
Konstellation ermoglicht es Druckspriinge auch wéahrend der Belichtung der Probe
auszufithren und somit auch frithe druckinduzierte Anderungen in der Probe zu
untersuchen. Zur Untersuchung der LLPS in konzentrierten Proteinlésungen wurde
eine Strahlgrofe von 100 pm x 100 pm und eine Photonenenergie von Ep, = 13keV
gewahlt. Die Wahl eines vergleichsweise grofsen Strahlprofils hat den Vorteil, dass
sich die in der Probe deponierte Dosis pro Volumenelement (vgl. Gleichung 3.2)
verringert. Andererseits reduziert sich dadurch die Ausdehnung des Speckles und
somit der Kontrast. Um den Kontrast moglichst zu erhalten, muss deshalb der
Probe-zu-Detektor Abstand grofs gewéhlt werden. Eine weitere Reduktion der Dosis
wurde durch die Verwendung von Absorbern erzielt. Dadurch wurde der initiale
Photonenfluss von 4 - 10! Photonen/(spm?) auf maximal 107 Photonen/(sm?)
reduziert. Zur Detektion der gestreuten Strahlung kam im Rahmen der
USAXS/XPCS-Messungen ein Eiger X 4M Hybrid-Photonenzahl-Detektor (engl.:
hybrid photon counting detector, kurz: HPCD) mit einer Auflosung von
2070 Pixel x 2167 Pixel, einer Pixelgrofe von 75 pm x 75 pm und einer maximalen
Bildrate von 750 Bildern pro Sekunde zum Einsatz. Die maximale Zahlrate des
Detektors liegt bei 10° Photonen/s/Pixel. Aufgrund der hohen Intensitit des
Primérstrahls wird ein Strahlstopper (engl.: Beamstop) verwendet, wodurch die
Beschédigung des Detektors verhindert wird und dennoch hohe Zahlraten des
Streufeldes messbar sind. Der aus dieser Konfiguration resultierende ¢-Bereich liegt
zwischen

0,007nm ™! < ¢ < 0,5nm™*.

Die Probenzelle wurde iiber einen Warmetauscher temperiert und die Temperatur
in der Probenumgebung mittels eines in der Hochdruckzelle befindlichen
Temperatursensors gemessen.

3.2.4 Aufbau und Parameter fiir temperaturabhingige
USAXS/XPCS-Messungen

Auferdem wurden temperaturabhéingige USAXS/XPCS-Messungen durchgefiihrt,
mit denen die Dynamik der temperaturinduzierten fliissig-fliissig Phasenseparation in
Lysozymlésungen untersucht wurde. Konzeptionell unterscheidet sich der Aufbau fiir
temperaturabhéngige USAXS-Experimente vom Druckaufbau nur in der am Proben-
ort vorhandenen Zelle. Zur Temperatursteuerung wurde eine Linkam-Stage verwen-
det (s. Abbildung 3.5¢)), mit welcher Heizraten von 150 K/min und Kiihlraten von
100 K /min erzielt werden konnen. Die Kiihlung der Linkam-Stage erfolgt iiber Kané-
le die mit fliissigem Stickstoff gespiilt werden. Bei der Verwendung der Linkam-Stage
werden die Proben in Quarzkapillaren gefiillt und anschlieflend durch Schmelzen der
Offnung oder Verdichtung mittels Klebstoff versiegelt. Die Kapillare wird anschlie-
Rend tiber einen Kanal im Sichtfenster der Linkam-Stage positioniert. Auch fiir die

61



Probensystem und Messplatze

SAXS/XPCS USAXS/XPCS
e S

Abbildung 3.5: a)-b) Aufbau des SAXS/XPCS-Experiments zur Charakterisierung
der Dynamik in homogenen Lysozymlosungen. In a) ist die Probenkammer und in
b) die Halterung fiir die Kapillaren gezeigt. In c) ist die fiir temperaturabhéngi-
ge USAXS/XPCS-Messungen gezeigte Linkam-Stage abgebildet. ¢; zeigt den Kanal
iiber den, die Kapillare in das Sichtfenster gefiihrt wird und co markiert den An-
schluss fiir Fliissigstickstoff zur Kiithlung der Probe. Der blaue Pfeil gibt jeweils die
Richtung des propagierenden Rontgenstrahls an.

temperaturabhéngigen Messungen wurde zur Reduktion der deponierten Dosis eine
Strahlgrofse von 100 pm x 100 pm gewahlt, allerdings bei einer Photonenenergie von
Epn = 8,54keV, wodurch sich ein zugénglicher g-Bereich von

0,004dnm™! < ¢ < 02nm™*

ergibt. Fiir die Untersuchung der temperaturinduzierten LLPS wurde ebenfalls der
im vorherigen Abschnitt vorgestellte Eiger X 4M Detektor verwendet.

3.2.5 Aufbau fiir SAXS/XPCS-Messungen an homogenen Protein-
I6sungen

Bei der Untersuchung der Dynamik in homogenen Proteinlésungen wurde die SAXS-
Geometrie verwendet. Bei diesem Aufbau kam eine von der Strahllinie P10 zur Ver-
fiigung gestellte Probenkammer zum Einsatz, die in Abbildung 3.5a) und b) gezeigt
ist. In die Kammer wurde eine Halterung befestigt, die Platz fiir drei Kapillaren bie-
tet. Die SAXS/XPCS-Messungen wurden alle bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Da
sich in der homogenen Phase die betrachteten Strukturen deutlich schneller bewegen,
ist auch ein schnellerer Detektor notwendig. Deshalb wurde zur Charakterisierung
der Dynamik in der homogenen Phase der Eiger X 500k Detektor verwendet mit einer
Auflésung von 1030 Pixel x 514 Pixel, einer Pixelgréfe von 75 pm x 75 pm und einer
maximalen Bildrate von 7000 Bildern pro Sekunde. Da fiir Messungen in der homo-
genen Phase ein deutlich geringerer Kontrast zu erwarten ist, wurde ein Strahlprofil
von 12,3um x 14,1 pm verwendet bei einer Photonenenergie von Ep, = 8,76 keV.
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Der g-Bereich liegt in diesem Fall zwischen
0,013nm~ ! < ¢ < 0,47nm™' .

Zur besseren Ubersicht sind in der nachfolgenden Tabelle die wesentlichen Parameter
fiir sémtliche XPCS-Messungen noch ein mal zusammengefasst.

Druckinduzierte Temperaturinduzierte Homogene
LLPS LLPS Loésung
Detektor Eiger X 4M Eiger X 4M Eiger X 500k
Geometrie USAXS (21,2m) USAXS (21,2m) SAXS (5,1m)
Epn [keV] 13 8,54 8,76
Strahlprofil [pm?] 100 x 100 100 x 100 12,3 x 14,1
g-Bereich [nm~!]| 0,007 < ¢ <0,5 0,004 < ¢ <0,2 0,013 < ¢ <0,47

Tabelle 3.1: Ubersicht der experimentellen Parameter fiir die XPCS-Messungen.

3.2.6 Aufbau des DLS-Experiments

Zum Vergleich der SAXS/XPCS-Messungen an homogenen Lysozymlosungen
wurden DLS-Messungen am Institut fiir angewandte Physik von Prof. Dr. Frank
Schreiber der Universitdt Tiibingen durchgefiihrt. Der Aufbau ist in Abbildung
3.6b) gezeigt und besteht im Wesentlichen aus einem He-Ne Laser (A = 633 nm) zur
Belichtung der Probe, einem von Toluol umgebenen Probenhalter zur Vermeidung
unerwiinschter Reflektionen und zur besseren Temperaturkontrolle, einem
Goniometer zur Anderung des Winkels zwischen Probe und Detektor, dem
Detektor (Avalanche-Photodiode) zur Detektion der gestreuten Photonen und
einem Multi-Tau-Autokorrelator zur Berechnung der Autokorrelationsfunktion. Bei
dem verwendeten Aufbau kénnen Intensitdtsfluktuationen in Zeitintervallen
zwischen 100 ns bis 3430 s aufgenommen werden [Schreiber, 2022].
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a)
, He-Ne Laser
Detektor
Toluolbad
Probe

Spiegel

Abbildung 3.6: a) Schematischer Darstellung des DLS-Aufbaus. Das Licht des He-Ne
Lasers wird {iber zwei Spiegel auf die Probe reflektiert. Die in der Probenkammer
befindliche Kiivette ist zur besseren Temperaturkontrolle und zur Vermeidung uner-
wiinschter Reflektionen von einem Toluolbad umgeben. Der Detektor befindet sich
im Winkel 6 zur Probe und kann die Streustrahlung in einem Winkelbereich von (17
bis 150)° detektieren. b) Foto des DLS-Aufbaus des Instituts fiir angewandte Physik
in Tiibingen.

3.3 Entwicklung von Messprotokollen und allgemeine
Datenverarbeitung

In diesem Abschnitt wird die Vorgehensweise zur Erstellung des, an das jeweilige
Probensystem angepasste, Messprotokolls vorgestellt und ein genereller Uberblick
iiber die Verarbeitung der erhaltenen Daten geliefert. Begonnen wird dabei mit den
USAXS/XPCS-Messungen der druck- und temperaturinduzierten fliissig-fliissig Pha-
senseparation. Im Anschluss daran wird die Entwicklung von Messprotokollen fiir
SAXS/XPCS-Messungen an homogenen Proteinlgsungen vorgestellt.

3.3.1 Messprotokolle und Datenverarbeitung von USAXS /XPCS-
Messungen an fliissig-fliissig phasenseparierten Proteinlésun-
gen

In einem XPCS-Experiment wird zur Charakterisierung der Dynamik die Korrelation
von aufeineranderfolgenden Streubildern bestimmt. Im Fall von strahlensensitiven
Proteinlosungen ist es daher notwendig die Dosis so gering wie méglich zu halten und
dabei einen ausreichend hohen Kontrast zu erzielen. Die charakteristischen Zeitskalen
andern sich bei phasenseparierenden Proteinlésungen wahrend der Messung, weshalb
eine geeignete Wahl der Belichtungszeit tcxp und Gesamtanzahl der aufgenommen
Bilder Nt., woraus sich die Gesamtmessdauer Ty, ergibt, stattfinden muss. Die Dauer
einer Messung kann iiber

Tm = Nfr * At(), (31)
berechnet werden. Atg beinhaltet dabei zusatzlich zur Belichtungszeit teyp, die Aus-

lesezeit des Detektors t,..aq, Latenzzeiten t,; und eine eventuell gewahlte Verzoge-
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rungszeit zwischen zwei Aufnahmen t4ejay. Da die Zeitskala der LLPS im Vergleich
zur Auslesezeit des Detektors und den Latenzzeiten grofé ist, werden diese im Folgen-
den vernachléssigt und es gilt Aty ~ texp + tdelay- Die wihrend einer Messung in der
Probe deponierte Strahlendosis steht im direkten Zusammenhang mit der Messdauer
Ty, und kann iiber

 OEwAT

9 = (3.2)

Zstp
abgeschétzt werden [Perakis und Gutt, 2020]. Dabei bezeichnen ¢ den Photonen-
fluss (unter Berticksichtigung des gewéhlten Absorbers), E, die Photonenenergie,
A =1 —T die Absorption, z? die Strahlgréfe am Probenort, dy die Probendicke in
Strahlrichtung und p die Dichte der Losung. Die Absorption bzw. Transmission wird
iiber das Lambert-Beersche Gesetz bestimmt und die entsprechenden Absorptions-
langen Aups aus Tabellenwerken (z.B.: [Henke u. a., 1993]) entnommen. Dabei wird fiir
die Proteinlésung ndherungsweise die Absorptionslange und Dichte von Wasser ver-
wendet. Zur Berechnung der Absorption miissen die Komponenten der Probenumge-
bung beriicksichtigt werden, die wiederum abhéngig von der verwendeten Zelle sind.
Fiir die Hochdruckzelle wird somit die Absorption des ersten Diamantfensters und
fiir die Linkam-Stage die Absorption von Borosilikatglas zur Berechnung der Dosis
mit einbezogen. Die Absorption der Kaptonfolie wird fiir die Berechnung der Dosis
vernachldssigt, da sie im gewéhlten Energiebereich unter einem Prozent betragt. Zur
Entwicklung eines geeigneten Messprotokolls, muss einerseits eine ausreichend grofse
Messzeit gewahlt werden, um die charakteristischen Zeitskalen des Systems abzu-
decken und andererseits Parameter wie Strahlgrofe, Absorber und Belichtungszeit
so gewahlt werden, dass ein moglichst hohes SNR erzielt wird und keine strahlenin-
duzierten Anderungen im System auftreten. Um die kritische Dosis %, abschitzen
zu koénnen wird ein Test auf Strahlenschidden durchgefiihrt. Zum Test auf durch
Rontgenstrahlung hervorgerufene Anderungen des Systems wird eine konzentrierte
homogene Proteinlosung verwendet und diese unter Variation der Belichtungszeit,
Anzahl der Absorberfolien und Anzahl der aufgenommenen Bilder beleuchtet, bis
im zeitabhéngigen SAXS-Signal Verdnderungen aufgrund von Aggregatbildung be-
obachtet werden koénnen.

Zur Berechnung der SAXS-Intensitdt muss das zweidimensionale Detektorbild zu-
néchst maskiert werden, damit Strukturen, wie z.B. der Strahlstopper, die Begren-
zungen der Detektorelemente und parasitare Streubeitrage von anderen Komponen-
ten des Aufbaus bei der azimutalen Integration nicht beriicksichtigt werden. Die
Erstellung von Masken, sowie die Integration der Detektorbilder erfolgte mit dem
Python Paket pyFAI vers. 0.20.0 [Ashiotis u. a., 2015|. Das pyFAI Paket bietet die
Méglichkeit die Integration auf einem Grafikprozessor (GPU) auszufiihren, wodurch
im Vergleich zur auf dem Hauptprozessor (CPU) durchgefiihrten Integration deutlich
kiirze Rechenzeiten erzielt werden. Dies ist vor allem fiir die im néchsten Abschnitt
vorgestellten SAXS/XPCS-Messungen relevant. Abbildung 3.7 veranschaulicht das
Vorgehen zur Erstellung einer Detektormaske. Die Erstellung der Detektormaske
erfolgt, indem mehrere Einzelbilder einer Messung aufsummiert werden, und im An-
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Abbildung 3.7: Vorgehensweise zur Erstellung einer Detektormaske. In a) und c)
ist die Summe von 50 Detektorbildern aus der Messung an einer Lysozymlésung
gezeigt. Die roten Geraden sind die Begrenzungen der einzelnen Detektormodule
und die roten Quadrate stellen defekte Pixel dar. Die Modulbegrenzungen und die
defekten Pixel weisen eine falschlicherweise hohe Zahlrate auf und diirfen daher bei
der Integration nicht berticksichtigt werden. In b) und d) ist die auf der Grundlage
der Messung aus a) erstellte Maske gezeigt. Die in rot dargestellten Bereiche (Wert
1) werden nicht integriert.
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schluss daran Pixel mit sehr hohen Zéahlraten, sowie der Strahlstopper und sichtba-
re Artefakte ausmaskiert werden. Die erhaltene Maske ist ein Datenarray mit den
gleichen Dimensionen wie die aktive Detektorfliche und beinhaltet die Werte 0 (un-
maskiert) und 1 (maskiert). Nach der Erstellung der Maske kénnen von weiteren
Messungen die zweidimensionalen Bilder, wie oben beschrieben, integriert werden.
Abbildung 3.8 zeigt eine Messung zur Kontrolle auf strahleninduzierte Anderungen
des Systems. Fiir die gezeigten Messungen wurden die in Tabelle 3.2 aufgefiihrten

a) b) |50
102 47,8 55,5
43,5/} 50,4 45
— 101 39,21} 45,4
N — 34,84t 40,4 40 o,
3 3 30,5(1F 35,3 — X
= 100 X 26,34 30,3 L L35 O
9 — 21,84 25,3 +
< o Q 17,54t 20,2 D=2,7kGy £ | 30 N
=~ 13,1 15,2
8,84 10,2 i
1072 4,44 5,1 2>
0,1

10-2 10~ 100 10-1 100 10!
qglnm™1] t[s]

Abbildung 3.8: Messung zur Bestimmung der kritischen Dosis an einer konzentrier-
ten Lysozymlésung bei T = 12°C. Die Messung wurde ohne Absorber mit einem
Photonenfluss von ®. = 2,5 - 10'° Photonen/s, einer Belichtungszeit von texp = 0,18
und einer Gesamtanzahl von Ny = 600 Bildern durchgefiihrt. In a) ist das zeitab-
hingige SAXS-Signal dargestellt und in b) ist die Summe der Intensitit im in a)
grau dargestellten g-Bereich in Abhéngigkeit der Zeit gezeigt. Ab einer gewissen Zeit
(Dosis: Z.) ist ein deutlicher Anstieg der Intensitit zu beobachten, der durch die
Aggregation der Proteine begriindet werden kann.

Parameter verwendet.
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Der einfallende Strahl wurde fiir den Test Parameter Wert

auf Strahlenschédden nicht abgeschwacht. toxp 0,1s

Die bei dieser Messung erhaltene kumu- N, 600

lierte Dosis ist in Abbildung 3.8a) auf der o 2,5 - 101 Photonen /s
linken Seite der farblichen Legende darge- 52 100 um x 100 pm
stellt und gegeniiberliegend ist die verstri- Nabs 4365 pm
chene Zeit gezeigt. Es ist deutlich zu erken- d, 1000 jtm

nen, dass"bereits nach wenigen Expositio- Epp 13keV

nen eine Anderungen der SAXS-Intensitét A 20,5%
beobachtet werden kann. Zur Veranschauli- p 1000 kg /m?

chung ist in Abbildung 3.8b) die summierte

SAXS-Intensitat (g-Bereich entspricht dem Tabelle 3.2: Parameter zur Berechnung
in a) grau dargestellten Bereich) abgebil- der Strahlungsdosis 2.

det. Die kritische Dosis &, wurde an der

Stelle gesetzt, an der die summierte Intensitit erstmals mehr als 5% von der Inten-
sitdt zum Zeitpunkt ¢ = 0s abweicht und betrigt 2. = 2,7kGy. Im Vergleich zum
Literaturwert von %, = 1kGy [Moller, Sprung u. a., 2019] scheint die hier gefundene
kritische Dosis plausibel zu sein, da bei den in dieser Arbeit vorgestellten Messungen
ein deutlich groferer Strahlquerschnitt verwendet wurde. Zur Erstellung von Mess-
routinen wurde darauf geachtet diesen Schwellwert nicht zu iiberschreiten.

Da fiir die USAXS/XPCS-Messungen die fliissig-fliissig Phasenseparation untersucht
wird, ist es in einem letzten Schritt notwendig, fiir jede untersuchte Probe, in Abhén-
gigkeit der Proteinkonzentration, dem hydrostatischen Druck und der Temperatur
die Phasengrenze des Systems zu bestimmen. Dazu wird ein langer Scan mit ho-
hem Absorber verwendet und der Druck bzw. die Temperatur variiert, wihrend das
Detektorbild auf einem Bildschirm beobachtet wird. Mit dem Beginn der Phasen-
separation, kann aufgrund der gréfseren Strukturen in der Losung, ein Anstieg der
Streuintensitidt beobachtet werden. Durch Druckerhohung und Verringerung um die
Phasengrenze herum und der Beobachtung der Intensitédtsab- bzw. Zunahme, kann
der Druck (die Temperatur) des Phaseniibergangs immer weiter eingegrenzt wer-
den. Dieses Vorgehen ist in Abbildung 3.9 dargestellt. Nach der Bestimmung der
Phasengrenze, konnen die Messungen unter Einhaltung der kritischen Dosis durch-
gefiithrt werden. Im néchsten Abschnitt wird die Entwicklung von Messprotokollen fiir
SAXS/XPCS-Messungen an Lysozymlosungen in der homogenen Phase vorgestellt.

3.3.2 Messprotokolle und Datenverarbeitung von
SAXS/XPCS-Messungen an homogenen Proteinlésungen

Die Entwicklung von Messprotokollen fiir homogene Proteinlésungen unterscheidet
sich wesentlich von der obig vorgestellten Vorgehensweise. Zum einen ist der
Kontrast deutlich geringer, sodass diese Messungen ohne Absorber durchgefiihrt
werden. Andererseits, da die Dynamik in homogenen Losungen deutlich schneller
ist, sind die Belichtungszeiten kiirzer, wodurch die Gesamtdosis pro Messung im
Rahmen gehalten wird. Bei den Messungen wurde der in Abbildung 3.5 a) und b)
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Abbildung 3.9: Rohe Streudaten fiir eine konzentrierte Lysozymlosung in der homo-
genen Phase (links) und der LLPS Phase (rechts).

gezeigte Aufbau in Kombination mit dem Eiger X 500k Detektor verwendet. Die
Belichtungszeit fiir eine Aufnahme wurde an die maximale Wiederholrate des
Detektors angepasst und betrug tex, = 127ps (R7,8kHz). Aufgrund der kurzen
Belichtungszeit ist das Streusignal sehr gering und es werden fiir eine Exposition
wenige einzelne Photonen detektiert. Deshalb wurde zur Bestimmung einer
mittleren Korrelationsfunktion die Kapillare gerastert und an jedem Punkt eine
Bildserie mit Ng = 4000 Bildern aufgenommen. Die Unterteilung der Kapillare
beinhaltet elf Stellen in horizontaler und 80 Stellen in vertikaler Richtung, wodurch
sich eine Gesamtzahl von 880 Stellen bzw. 3,52 Millionen Bilder pro Kapillare
ergibt. Es ist leicht ersichtlich, dass dies mit einer groffen Datenmenge einhergeht
und somit optimierte Auswertungsprogramme verwendet werden miissen, um in
akzeptabler Zeit Korrelationsfunktionen bestimmen zu konnen. Ein weiterer
wichtiger Einflussfaktor sind parasitdre Streubeitrdge bei einzelnen Bildserien, die
die resultierenden Korrelationsfunktionen verfilschen wiirden. Durch die Variation
der Position dieser Beitrage kénnen diese auch nicht ausmaskiert werden, da sonst
der kleinste zugéngliche Wellenvektor gmin zu groferen Werten verschoben wird.
Weiterhin ist der Zeitaufwand, jede Bildserie einzeln zu betrachten und
unbrauchbare Messungen auszusortieren zu grof, weswegen zur Filterung der
Messungen mit parasitdren Streubeitridgen ein anderer Ansatz gewéhlt wurde. Wird
die Summe eines Streubildes betrachtet, weisen die Messungen mit unerwiinschten
Streubeitrdgen eine deutlich héhere Intensitét auf. Somit kann die Auftragung der
summierten Intensitidt gegen die Position auf der Kapillare dabei helfen
unbrauchbare Messungen herauszufiltern. Dies ist in Abbildung 3.10 gezeigt.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten DLS-Messungen dienen dem Vergleich der
SAXS/XPCS-Messungen, weshalb sich die Erstellung des Messprotokolls an diesen
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Abbildung 3.10: Im linken Teil der Abbildung sind zwei Detektorbilder mit (oben)
und ohne (unten) parasitiren Streubeitragen gezeigt. Der rechte Teil der Abbildung
zeigt die summierte Intensitdt fiir 880 Messungen an verschiedenen Positionen auf
der Kapillare. Die Pfeile weisen auf den Bereich der summierten Intensitéit, aus dem
die Detektorbilder stammen. Im grauen Rechteck befinden sich die Datenpunkte
(summierte Intensitdt und Kapillarenposition), die zur Analyse verwendet wurden.

orientiert. Somit wird nach Moglichkeit die gleiche Probenzusammensetzung
gewahlt und die Messungen bei gleicher Umgebungstemperatur durchgefiihrt. Die
betrachteten Proben werden in den jeweiligen Abschnitten des vierten Kapitels
vorgestellt, weshalb an dieser Stelle auf eine separate Ausfiilhrung zur Erstellung
von Messprotokollen fiir DLS-Messungen verzichtet wird.
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Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Kinetik und Dynamik von fliissig-fliissig Phaseniiber-
gangen in Proteinlésungen

In diesem Abschnitt werden die gewonnenen Erkenntnisse iiber die Kinetik und
Dynamik der fliissig-fliissig Phasenseparation in konzentrierten Proteinlésungen aus
den USAXS/XPCS-Messungen vorgestellt. Ein allgemeiner Uberblick iiber die
fliissig-fliissig Phasenseparation wurde in Abschnitt 2.1.3 gegeben.

In der Vergangenheit wurden bereits viele Untersuchungen der LLPS an
konzentrierten Proteinlosungen durchgefithrt. Die meisten Studien befassten
sich mit dem Einfluss diverser Parameter, wie zum Beispiel dem pH Wert,
der Temperatur, Salze und Salzkonzentration, Proteinkonzentration und
hydrostatischen Druck auf die intermolekulare Wechselwirkung und das
Phasenverhalten von Proteinlosungen. Das Vorgehen zur Untersuchung des
Phasenverhaltens bestand in den meisten Féllen darin, dass die oben genannten
Parameter eingestellt wurden und anschliefsend das untersuchte Probensystem vor
der Messung #quilibrierte. Dadurch sind zeitabhingige Anderungen des
Systems nicht mehr beobachtbar. Um die Mechanismen und FEinfliisse der
thermodynamischen Parameter auf das Phasenverhalten und die intermolekularen
Wechselwirkungen vollstandig verstehen zu koénnen, ist es unabdingbar auch die
zeitliche Entwicklung des Systems zu betrachten. Aus diesem Grund wurden in
dieser Arbeit Druck- und Temperaturspriinge durchgefiihrt und das System
wahrenddessen mittels USAXS/XPCS charakterisiert.

4.1.1 Allgemeiner Ablauf und Datenauswertung

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick iiber die Behandlung der Rohdaten gelie-
fert. Wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben wird zunéchst eine Detektormaske erstellt
und anschlieffend werden die maskierten Detektorbilder integriert. Aufgrund des li-
mitierten g-Bereichs in der USAXS-Geometrie werden die integrierten Daten ohne
Abzug eines Hintergrundsignals verarbeitet. Dies stellte sich bei der Auswertung der
SAXS-Kurven als unproblematisch dar, da sich durch die Subtraktion eines Hinter-
grundsignals die Lage der Maxima in den SAXS-Kurven nicht d&ndert. In Abbildung
4.1 ist exemplarisch das integrierte SAXS-Signal fiir ausgewéhlte Zeiten wahrend der
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Abbildung 4.1: SAXS-Kurven aufgenommen wahrend der druckinduzierten LLPS
einer Lysozymlosung fiir ausgewéhlte Zeiten.

LLPS einer konzentrierten Lysozymlésung in der Kratky-Darstellung gezeigt. Der
Drucksprung, der die LLPS induziert, wurde zwei Sekunden nach Beginn der Mes-
sung ausgelost. Kurze Zeit spéter lasst sich im SAXS-Signal die Ausbildung eines
Maximums beobachten, das mit fortschreitender Zeit an Intensitdt zunimmt und
sich zu kleineren ¢g-Werten verschiebt. Zur Extraktion der Position des Maximums
Gmax Wurden die Kratky-Kurven mit einem Polynom 6. Grades modelliert. Der zeit-
liche Verlauf von gpax ist in Abbildung 4.1 in rot dargestellt. Aus der Position des
Maximums lassen sich anschliefsend Korrelationslangen iiber

27
Gmax(t)

§(t) = (4.1)

bestimmen. Zur Charakterisierung der Dynamik wurden Zwei-Zeiten Korrelations-
funktionen nach Gleichung 2.110 fiir verschiedene ¢-Werte bestimmt. Von den Zwei-
Zeiten Korrelationsfunktionen kénnen iiber Schnitte Ein-Zeiten Autokorrelations-
funktionen in Abhéingigkeit des Probenalters gewonnen werden.

4.1.2 Druckinduzierte Phaseniiberginge in konzentrierten Protein-
I6sungen

In dieser Arbeit wurde die Kinetik und Dynamik der druckinduzierten
Phasenseparation fiir die Proteine ~D-Kristallin und Lysozym fiir verschiedene
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Temperaturen, Quenchtiefen, Proteinkonzentrationen und fiir Proteinlésungen mit
Crowdern (PEG) unterschiedlicher Kettenldnge untersucht. Im nachfolgenden
Abschnitt werden die Resultate der Kinetik und Dynamik der druckinduzierten
LLPS in Abhéngigkeit der Quenchtiefe fiir konzentrierte Lysozymldsungen
vorgestellt. Die Ergebnisse wurden bereits in [Moron u. a., 2022| publiziert.

Einfluss der Quenchtiefe auf die Kinetik und Dynamik

Vor jeder Messung wurde, wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben, der Ubergangsdruck
bestimmt. Dieser liegt fiir die betrachtete Lysozymlosung (¢, = 238 mg/mL, cnact =
500mmMm, pH 7, T = 7,6 °C) bei py = 700 bar. Im Anschluss daran wurde der Druck vor
der Messung auf py + 300 bar = 1000 bar eingestellt. Das pneumatische Ventil wurde
danach geschlossen und ein Unterdruck zwischen der Pumpe und dem pneumatischen
Ventil erzeugt. Zwei Sekunden nach Beginn der Messung wurde das pneumatische
Ventil gedffnet, sodass ein Druckausgleich stattfand, der die LLPS induzierte, wah-
rend die Probe belichtet wurde. Die Quenchtiefe Ap ist in dieser Arbeit definiert als
die Differenz zwischen Ubergangsdruck und dem Druck am Ende der Messung peng:

Ap = |pt _pend’ . (42)

In Abbildung 4.2 sind fiir verschiedene Quenchtiefen SAXS-Kurven in der Kratky-
Darstellung fiir ausgewéhlte Zeiten gezeigt. Fiir die iibrigen Quenchtiefen sind die
SAXS-Kurven im Anhang in Abbildung B.1 dargestellt. Die Ausbildung eines Maxi-
mums in den SAXS-Kurven mit fortschreitender Zeit ist fiir alle gezeigten Quench-
tiefen deutlich zu erkennen. Zuséatzlich ist ersichtlich, dass die Maxima fiir kleine
Quenchtiefen bei niedrigeren g-Werten liegen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
fiir kleine Quenchtiefen grofsere Strukturen in der konzentrierten LLPS Phase ent-
stehen. Dieser Sachverhalt wird deutlicher, wenn die aus den Maxima extrahier-
ten Korrelationslangen in Abhéngigkeit der Quenchtiefe und der Zeit dargestellt
werden. Dies ist in Abbildung 4.3a) veranschaulicht. Unmittelbar nach dem Druck-
sprung (ty = 2s) ist ein starker Anstieg der Korrelationslange £ beobachtbar. Die
Korrelationslédngen liegen fiir grofe Quenchtiefen (Ap = 509 bar) im Bereich von
150 nm bis 350nm und fiir kleine Ap (Ap = Obar) zwischen 200 nm und 950 nm.
Nach ungefihr 10 Sekunden folgt das Wachstum der Korrelationslédnge einem Po-
tenzgesetz:

Et)=A-t/", (4.3)

mit einem Vorfaktor A und einem Wachstumsexponenten 1/n. Der inverse Wachs-
tumsexponent ist in Abbildung 4.3b) in Abhéngigkeit der Quenchtiefe gezeigt. n
zeigt einen deutlichen Anstieg mit steigender Quenchtiefe und ein Plateau fiir Ap >
400 bar. Dies entspricht einer Verlangsamung des Wachstums mit steigender Quench-
tiefe. Fiir das Wachstum basierend auf Diffusion und Koaleszenz werden inverse
Wachstumsexponenten von n ~ 3 berichtet [Siggia, 1979; Lifshitz und Slyozov, 1961;
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Zeit [s]
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Abbildung 4.2: SAXS-Kurven in der Kratky-Darstellung fiir die druckinduzierte LL-
PS einer Lysozymlésung mit ¢, = 238 mg/mL und einer NaCl-Konzentration von
cNac1 = 500mM bei T' = 7,6 °C fiir ausgewahlte Quenchtiefen und Zeiten. Die durch-
gezogenen Linien représentieren die Modellierung der Kratky-Kurven mit einem Po-
lynom 6. Grades.
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Abbildung 4.3: a) Zeitliche Entwicklung der Korrelationslinge ¢ fiir alle in dieser
Arbeit betrachteten Quenchtiefen Ap. Die Balken veranschaulichen die Modellie-
rung des spiten Wachstums mit einem Potenzgesetz. b) Aus dem Potenzgesetz (a))
resultierende Wachstumsexponenten in Abhéngigkeit der Quenchtiefe.

Da Vela, Exner u. a., 2017|, was bei der hier vorgestellten druckinduzierten LLPS nur
fiir die kleinste Quenchtiefe von Ap = 0 bar der Fall ist. Mit steigender Quenchtiefe
wird das Wachstum langsamer (n ~ 4,6) und die resultierenden Strukturen sind klei-
ner. Die Verlangsamung des Wachstums mit steigender Quenchtiefe wurde ebenfalls
fiir die temperaturinduzierte LLPS eines v-Globulin-PEG Systems [Da Vela, Exner
u.a., 2017], eines BSA-YCl3 Systems [Da Vela, Braun u. a., 2016; Da Vela, Begam
u. a., 2020], eines BSA-HoCl3 /LaCls Systems [Matsarskaia u. a., 2019] und fiir wéssri-
ge Glutenlosungen [Banc u. a., 2019] berichtet. Auferdem wurde der Anstieg von n in
Simulationen eines Gelierungsprozesses mit einer verringerten Mobilitdt der konden-
sierten Phase fiir grofe Quenchtiefen beobachtet |Testard u.a., 2011]. In den zuvor
erwahnten Studien konnte gezeigt werden, dass die Proteinlésungen mit steigender
Quenchtiefe in einen kinetisch “gefrorenen Zustand iibergehen, was sich in einem
Plateau der Korrelationslénge fiir grofte Zeiten duftert. Dieses Verhalten konnte eben-
falls fiir Lysozymlosungen bei Temperaturspriingen beobachtet werden [Gibaud und
Schurtenberger, 2009], was durch die Ausbildung einer glas- bzw. gelartigen Phase,
bevor die LLPS abgeschlossen ist, begriindet wird [Dumetz u. a., 2008|. Die resul-
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tierenden Phasendiagramme weisen eine Glasiibergangslinie in der ¢-T-Ebene auf,
die sich bis in die innere Region der Spinodalen erstreckt (vgl. Abbildung 2.3b)).
Das Einfrieren der Kinetik ohne die Ausbildung einer Glasphase wird durch eine
sogenannte arrest tie line [Gibaud und Schurtenberger, 2009] im Phasendiagramm
berticksichtigt, die sich ebenfalls innerhalb der Spinodalen befindet.

Im Gegensatz zu der temperaturinduzierten LLPS, konnte fiir die hier vorgestellten
druckabhingigen LLPS-Messungen kein kinetischer Stillstand beobachtet werden.
Diese Beobachtung kann dadurch begriindet werden, dass eine Druckdnderung das
Interaktionspotential nur geringfiigig andert (1kbar = 1kgT [Schroer, Markgraf u. a.,
2011]) und somit in dem hier vorgestellten Experiment nur der obere Teil der Spi-
nodalen untersucht wird, in dem weder eine Glasiibergang noch eine arrest tie line
liegen. Zur Uberpriifung, ob die Phasenseparation fiir alle Quenchtiefen vollstéindig
ablauft, kann der zeitliche Verlauf der Streuinvariante Q* aus Gleichung 2.60 verwen-
det werden, der in Abbildung 4.4a) gezeigt ist. Es ist deutlich zu erkennen, dass die
Streuinvariante nach einem schnellen initialen Anstieg (unmittelbar nach dem Druck-
sprung), einen Plateauwert Qp annimmt. Q7 wurde tiber das Zeitmittel von Q* fiir
Zeiten ty > 10s (vgl. grauer Bereich in Abbildung 4.4a)) gebildet. Fiir ein Zweipha-
sensystem héngt die Streuinvariante nach Gleichung 2.68 von den Volumenanteilen
der beiden Phasen und dem Elektronendichtekontrast zwischen den beiden Phasen
ab. Unter der Annahme, dass beide Phasen homogen sind, hat die Topologie der ein-
zelnen Phasen keinen Einfluss auf die Streuinvariante, wodurch diese als Indikator
herangezogen werden kann, ob das System &quilibriert ist. Diese Herangehensweise
wurde ebenfalls in [Da Vela, Begam u. a., 2020 verfolgt, um temperaturinduzierte
Phaseniibergénge in konzentrierten BSA-Y Cl3 und «-Globulin-PEG Lésungen zu un-
tersuchen. Da Vela et al. bestétigen, dass zwei Szenarien, die zuvor in der Literatur
stark diskutiert wurden |[Zaccarelli, 2007; Cardinaux, Gibaud u.a., 2007| abhéingig
vom Probensystem realisierbar sind. Bei den Szenarien handelt es sich um den Ver-
lauf der Glaslinie im Bezug auf die Binodale. Im ersten Fall verlduft die Glaslinie
entlang der Binodalen (Szenario (f): follow) und im zweiten Fall schneidet die Glas-
linie die Bionodale (Szenario (i): intersect). Sie begriinden ihre Ergebnisse mit dem
Ursprung der intermolekularen attraktiven Wechselwirkung. Fiir das Szenario (i)
resultiert die attraktive Wechselwirkung aus gerichteten Ladungswechselwirkungen
(BSA-YCl3), wohingegen fiir das Szenario (f) isotrope Verarmungswechselwirkungen
(engl.: depletion interaction) den Ursprung der attraktiven Wechselwirkung darstel-
len. Ubertragen auf das in diesem Abschnitt diskutierte Lysozym-NaCl System ist
somit, falls ein kinetischer Stillstand eintritt, Szenario (i) zu erwarten. Fiir dieses
Szenario wurde ebenfalls @ in Kombination mit der Korrelationslinge herange-
zogen, um zu beurteilen, ob das System in einen kinetischen gefrorenen Zustand
iibergeht und folglich, ob die Phasenseparation vollstéandig ablauft. Dabei wurde be-
obachtet, dass bei einer ausreichend grofien Quenchtiefe der zeitliche Verlauf der
Korrelationslénge ein Plateau nach ungefahr 15 s aufweist und dass @} kleinere Wer-
te annimmt als fiir Quenchtiefen unterhalb des gefundenen glasartigen Zustand. In
Abbildung 4.4b) kann lediglich eine leichte Abweichung des linearen Anstiegs von
@ fiir die hochsten in dieser Arbeit betrachteten Quenchtiefen beobachtet werden
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Abbildung 4.4: a) Streuinvariante Q* in Abhéngigkeit der Zeit fiir alle betrachteten
Ap. Der graue Bereich markiert das Intervall in dem Q* gemittelt wurde, um den in
b) gezeigten Plateauwert @}, zu berechnen. Die Linie in b) zeigt die lineare Regression
von Q}(Ap), wobei die letzten beiden Punkte fiir die Ausgleichsrechnung nicht mit
berticksichtigt wurden.

(Ap = 456 bar und Ap = 509 bar). Daraus lasst sich schlussfolgern, dass fiir die be-
trachteten Quenchtiefen kein glasartiger Zustand eingenommen wird. Aufgrund des
verwendeten Aufbaus und der Komposition der Probe, sind deutlich grofere Quench-
tiefen, die solch einen Ubergang induzieren kénnten, nicht zugénglich, da der kleinste
erreichbare Druck (= maximale Quenchtiefe) durch den Umgebungsdruck und den
Ubergangsdruck des Systems limitiert ist.

Fiir eine grobe Abschéitzung der Konzentration in der kondensierten Phase, kénnen
ausgehend von einem exponentiellen Anstieg der Streuintensitét in der frithen Phase

der Phasenentmischung [Binder und Stauffer, 1974; Liao u. a., 1999]

InI(q,t) x2R(q,Ap)-t, (4.4)
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mit einer Wachstumsrate R(g, Ap), und unter Verwendung von Diffusionskonstanten
Dy aus der linearisierten Cahn-Hilliard Gleichung [Liao u.a., 1999]

2
R(q, Ap) = Dog? (1 - (qi) ) , (4.5)

mit einem kritischen Wellenvektoriibertrag q., relative Konzentrationen in Bezug auf

die Glasphase ¢/¢¢ tiber
o —2.1
1 = 1H,0 (1 - (m) (4.6)

berechnet werden [Cardinaux, Zaccarelli u.a., 2011; Bergman u. a., 2019]. Die Vi-
soksitdt kann dabei iiber die Stokes-Einstein Beziehung aus Gleichung 2.107 mit der
mittleren Korrelationslinge £(Ap) iiber das Zeitintervall zwischen 2,4s und 5s ab-
geschitzt werden. Die resultierenden Parameter sind in Abbildung 4.5 abgebildet.
Die Giiltigkeit der linearisierten Cahn-Hilliard Gleichung ist fiir alle Quenchtiefen
anhand von Abbildung 4.5a) zu erkennen. Die aus den Wachstumsraten bestimm-
ten Diffusionskonstanten Dy sind in Abhéngigkeit der Quenchtiefe in b) gezeigt und
weisen einen stetigen Abfall mit steigender Quenchtiefe auf. Folglich steigt die Vis-
kositdt mit steigendem Ap (c)). Die mittleren Korrelationslingen zur Berechnung
der Viskositét reichten dabei von 200 nm (Ap = 509 bar) bis 390 nm (Ap = 0bar).
Zur Berechnung des relativen Volumenanteils der konzentrierten Phase ¢/¢¢ wurde
fiir den Volumenanteil der Glasphase ein Wert von ¢ = 0,34 gewéhlt [Bergman
u.a., 2019|. Auferdem steigt der Volumenanteil mit steigender Quenchtiefe stetig
an, was darauf hindeutet, dass sich das System fiir grofse Ap einem gefrorenen Zu-
stand néhert, ihn jedoch nicht erreicht. Die relativen Volumenanteile reichen dabei
von ungefiahr 88 % bis 94 %. Auf der Grundlage dieser Resultate kann ebenfalls davon
ausgegangen werden, dass die Phasenseparation vollstdndig ablauft.

Eine Betrachtung der Dynamik kann zusétzlich dabei helfen, einen gefrorenen Zu-
stand zu identifizieren. Dazu wurden zunéchst Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen
(TTCs) fiir verschiedene g-Werte und Quenchtiefen nach Gleichung 2.110 berechnet.
Fiir die betrachteten Ap sind TTCs bei ¢ = 0,0lnm™' in Abbildung 4.6 grafisch
dargestellt (fiir weiter g-Werte s. Abbildungen C.1 - C.3). Alle TTCs zeigen un-
mittelbar nach dem Drucksprung die Ausbildung einer endlichen Korrelation. Vor
dem Drucksprung ist eine vermeintlich hohe Korrelation zu erkennen, die durch die
Normierung in Verbindung mit sehr niedrigen Zahlraten (in der homogenen Phase)
zustande kommt. Auferdem lésst sich anhand der Breite der TTCs eine Zunahme
der Dekorrelationszeit 7(Ap) = 1/r(ap) mit voranschreitender Zeit erkennen. Dieses
Verhalten ist typisch fiir Nicht-Gleichgewichts-Prozesse [Ragulskaya u. a., 2021; Be-
gam, Ragulskaya u. a., 2021; Girelli u. a., 2021], wie die in dieser Arbeit untersuchte
druckinduzierte LLPS und spiegelt die Alterung des Systems wieder. Im Gegensatz
zu dem in [Girelli u.a., 2021] untersuchten IgG-PEG System, zeigen die Lysozym
Proben auch keinen dynamischen Stillstand (vgl. Abbildung C.4). Dieses Verhalten
ist konsistent mit der zuvor geschilderten Beobachtung, dass auch kein kinetischer
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Abbildung 4.5: a) Wachstumsraten R(Ap.a)/¢? in Abhingigkeit von ¢ berechnet aus
dem zeitlichen exponentiellen Anstieg der Streuintensitét I(q, t, Ap). Die Linien stel-
len die Modellierung der Wachstumsrate nach der linearisierten Cahn-Hilliard Glei-
chung dar. Die aus der Modellierung gewonnenen Diffusionskonstanten Dy sind in
Abhéngigkeit der Quenchtiefe Ap in b) gezeigt. c) Berechnete Viskositdten aus der
Stokes-Einstein Beziehung unter Verwendung der mittleren Korrelationsldnge im Zei-
tintervall von 2,4 s bis 5s in Abhéngigkeit von Ap. In d) ist die Quenchtiefe in Abhén-
gigkeit des Volumenanteils der konzentrierten Phase, normiert auf den Volumenanteil
des Glasiibergangs, dargestellt.
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Abbildung 4.6: Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen fiir die druckinduzierte LLPS ei-
ner konzentrierten Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen bei ¢ = 0,01 nm™".
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Stillstand eintritt. Zur quantitativen Analyse der Dynamik, werden, wie in Abschnitt
2.2.3 beschrieben, Schnitte der TTCs vorgenommen, um gs-Funktionen abhéngig
vom Probenalter zu extrahieren. Die resultierenden go-Funktionen werden anschlie-
fend mit einer Modellfunktion angepasst, um Informationen iiber die Dynamik zu
gewinnen. Das an dieser Stelle verwendete Modell fiir die go Funktionen beinhaltet
zwei exponentielle Zerfille in der Kohlrausch-Williams-Watts (KWW) Form [Wil-
liams und Watts, 1970]:

92(q, Ap, At, B2, T19,712) = 1 4 B - e 2T1A0™

+ By - 2T o

Y

dabei bezeichnen (12 Kontrastfaktoren, I'is Zerfallsraten, und -2 die
KWW-Exponenten fiir den jeweils ersten (schnellen) und zweiten (langsamen)
Zerfall. At ist der zeitliche Abstand zwischen zwei aufeinanderfolgende
Expositionen. Fiir ausgewidhlte Parameter sind aus TTCs gewonnene
Korrelationsfunktionen in Abbildung 4.7 gezeigt. In Abhéngigkeit des Probenalters
tw ist eine deutliche Zunahme der Zerfallszeit 7 zu beobachten, die sich dadurch
manifestiert, dass sich der Abfall der Korrelationsfunktionen zu spéteren Zeiten
verschiebt (Abbildung 4.7a)). Weiterhin l4sst sich anhand von Abbildung 4.7¢) eine
Abnahme der Zerfallszeiten in Abhéngigkeit von ¢ beobachten. Dieses Verhalten ist
zu erwarten, da mit wachsendem ¢ kleinere Léngenskalen abgebildet werden, auf
denen das System eine schnellere Dynamik aufweist. Zuletzt ist sowohl an den
TTCs als auch anhand der go-Funktionen (Abbildungen 4.6 und 4.7b)) ein
nicht-monotones Verhalten der Dekorrelationszeit in Abhéngigkeit der Quenchtiefe
sichtbar. Dieses nicht-monotone Verhalten, sowie weitere Abhingigkeiten
(Ap, tw, q) der Dynamik der druckinduzierten LLPS werden im Folgenden
detailliert, auf der Grundlage der gewonnenen Parameter aus den modellierten
go-Funktionen, diskutiert.

Beginnend mit der Dynamik in Abhéngigkeit der Quenchtiefe, sind in Abbildung
4.8 die wichtigsten Parameter fiir ausgewihlte ty, bei ¢ = 0,0lnm~' dargestellt
(Fir weitere ¢-Werte s. Abbildung C.5 - C.7). Fiir den schnellen Zerfall (I'y, v1)
zeigt die Zerfallsrate den zuvor angesprochenen nicht-monotonen Verlauf mit Ap,
der in Abbildung 4.8a) dargestellt ist. Die Zerfallsraten sinken zunéchst mit der
Quenchtiefe von Obar bis 151bar und steigen anschliefend fiir Ap zwischen
201 bar und 371bar an, bis sie letztlich einen Plateauwert erreichen fiir
Ap > 371 bar. Im Gegensatz zum schnellen Zerfall, ist beim langsamen Zerfall (I's,
v2) eine Zunahme der Zerfallsrate mit Ap zu sehen, was mit schnelleren
charakteristischen Zeiten einhergeht. Dieses Verhalten ist in Ubereinstimmung mit
den gewonnenen Erkenntnissen iiber die Kinetik, dass sich fiir grofe Quenchtiefen
kleinere Strukturen ausbilden, die sich schneller in der Loésung bewegen koénnen.
Beide Zerfille zeigen aukerdem eine anomale Diffusion (y12 # 1) fiir alle Ap, was
fir den schnellen Zerfall starker betont ist. Dabei ergibt sich iiber den gesamten
betrachteten Druckbereich ein super-diffusiver, schneller Zerfall (y; > 1, Abbildung
4.8¢)) mit einem leicht zunehmenden Grad der Superdiffusivitit mit steigendem Ap
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Abbildung 4.7: go-Funktionen extrahiert aus den in Abbildung 4.6 gezeigten TT-
Cs (auker fiur die ¢g-Abhéngigkeit in c¢)) in Abhéngigkeit des Probenalters (a)), der
Qeunchtiefe (b)) und von ¢ (c)).
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und ein sub-diffusiver bis diffusiver langsamer Zerfall (2 < 1, Abbildung 4.8d)). An
dieser Stelle sei erwahnt, dass der zweite Zerfall einen geringen Kontrast aufweist
und zusétzlich nur wenige Datenpunkte der gemessenen Korrelation zum zweiten
Zerfall beitragen, wodurch die Fehler der berechneten Parameter I's und o grof
sind und vereinzelt Abweichungen des sub-diffusiven Verhaltens auftreten. Dennoch
ist es notwendig einen zweiten Zerfall anzusetzen, da ansonsten die gemessenen
Korrelationen fiir grofe At nicht addquat modelliert werden koénnen (vgl.
Abbildung C.8).

Zur Untersuchung der g-Abhéangigkeit sind in Abbildung 4.9 die Zerfallsraten und
KWW-Exponenten gezeigt. Der schnelle Zerfall weist keine quadratische
Abhéngigkeit der Zerfallsrate von ¢ auf, wie es bei einem rein diffusiven Prozess zu
erwarten wére (vgl. Abbildung 4.9a)), sondern einen ballistischen Zusammenhang
(I'1 o g). Die ballistische Bewegung zeigt sich vor allem fiir die spdte Phase der
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Abbildung 4.9: ¢-Abhéngigkeit der Zerfallsraten und KWW-Exponenten fiir ausge-
wahlte Quenchtiefen bei ¢y, = 19s
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LLPS und ist fiir frithe Zeiten nur bei niedrigen Quenchtiefen erkennbar (vgl.
Abbildungen C.9 und C.10). Eine ballistische Dispersion in Verbindung mit
KWW-Exponenten ~; zwischen 1,5 und 2,5 ergab sich ebenfalls bei der
experimentellen Untersuchung der spinodalen Entmischung eines IgG-PEG Systems
[Girelli u. a., 2021|. Die Werte der KWW-Exponenten konnten dabei zusétzlich aus
der Simulation {iber die Cahn-Hilliard Gleichung bestétigt werden, die ballistische
Dispersion allerdings nicht. Girelli et al. begriinden die Abwesenheit des 'y « ¢
Verhaltens iiber die Vernachlassigung der Viskoelastizitdt in der Cahn-Hilliard
Gleichung. Da die druckinduzierte LLPS fiir kleine Quenchtiefen initial schneller
ablauft, konnte dies eine mogliche Erkldrung fiir das spétere Einsetzen des
ballistischen Verhaltens fiir grofe Quenchtiefen darstellen. Im Gegensatz dazu
handelt es sich bei dem langsamen Zerfall um einen schwach sub-diffusiven
(yv2 < 1) Zerfall, der keine erkennbare g¢-Abhéngigkeit aufweist. Sub-diffusive
Relaxationsprozesse konnen beispielsweise in kolloidalen Gelen beobachtet werden,
resultierend aus internen elastischen Moden iiber eine Vielzahl von Langenskalen
[Krall und Weitz, 1998].

Weitere Informationen {iber das System konnen aus dem sogenannten
non-ergodicity parameter (kurz: NEP) f [Megen u.a., 1991] gewonnen werden. Der
NEP kann fiir einen zweistufigen Zerfall {iber die jeweiligen Kontrastfaktoren ;2
definiert werden |Girelli u. a., 2021]:

_ B
B+ B2

Fiir Korrelationsfunktionen mit einem exponentiellen Zerfall beschreibt der NEP
den nicht zerfallenden Anteil einer Korrelationsfunktion und ist somit haufig in kol-
loidalen Glasen [Megen u.a., 1991] und Gel-Systemen [Puertas u.a., 2003; Osaka
u. a., 2008] vertreten. Bei einem zweistufigen Zerfall hingegen ist der NEP der Kon-
trastanteil der f—Relaxation (langsamer Zerfall) in Bezug auf den Gesamtkontrast.
Fiir die in diesem Abnschitt vorgestellte Quenchserie ist der NEP in Abbildung 4.10
in Abhéngigkeit von ¢ (b)) und in Abhéngigkeit von Ap (c)) dargestellt. In a) ist
aulerdem die zeitliche Entwicklung gemittelter Zerfallszeiten 7 o fiir grofse Quench-
tiefen (gemittelt iiber Ap im Bereich zwischen 371 bar und 509 bar) in Abhéngigkeit
des Probenalters ¢y, gezeigt. Der zeitliche Verlauf von 719 veranschaulicht deutlich
die Alterung des Systems mit einem ndherungsweise linearen Zusammenhang. Der
NEP weist einen Abfall mit steigendem ¢ auf, da auf kleineren Langenskalen die
charakteristischen Zeiten kleiner werden, wodurch go dekorreliert. Zur Berechnung
des NEP geht der Kontrast des zweiten Zerfalls 82 mit ein, weshalb die Fehler grofs
sind. Dennoch kann fiir groffe Quenchtiefen eine Zunahme von f beobachtet werden.
Die Existenz eines NEP (f > 0) in Verbindung mit der Alterung des Systems wurde
ebenfalls fiir gelierende Proben beobachtet [Zaccarelli, 2007; Cipelletti u. a., 2003]
und legt die Annahme nahe, dass fiir grofse Ap ein Geliibergang einsetzt. Bestérkt
wird diese Annahme durch die ballistische Dispersion der Zerfallsrate in Verbindung
mit super-diffusivem Verhalten, wie es auch fiir andere kolloidale Gele beobachtet
wurde [Jain u.a., 2020; Ballesta u. a., 2008; Fluerasu u. a., 2007|]. Der Anstieg von

f

(4.8)
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Abbildung 4.10: a) Zeitlicher Verlauf mittlerer Dekorrelationszeiten fiir grofse
Quenchtiefen (371 bar bis 509 bar) bei ¢ = 0,01 nm~!. Die schwarzen Linien repriisen-
tieren lineare Ausgleichsgeraden zur Verdeutlichung der Alterung des Systems. Der
non-ergodicity parameter f ist in Abhéngigkeit von ¢ fiir Ap = 509 bar und ¢y, = 155
in b) und in Abh#ngigkeit der Quenchtiefe fiir ¢ = 0,0lnm~! und ¢, = 155 in c)
gezeigt.
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~v1 mit Ap kann durch die Zunahme der Viskoelastizitdt begriindet werden, ebenfalls
eine in Gel-Systemen anzutreffende Eigenschaft [Duri und Cipelletti, 2006; Cipelletti
u. a., 2003]. Kombiniert mit den Erkenntnissen aus der Wachstumskinetik, ndmlich
der Verlangsamung des Wachstums mit steigender Quenchtiefe, und dem stetigen
Anstieg der Viskositdt mit Ap kann geschlussfolgert werden, dass konzentrierte Ly-
sozymlosungen fiir grofe Quenchtiefen ein nanostrukturiertes Gel ausbilden.

Kinetik und Dynamik der HP-LLPS von Lysozym

Im vorherigen Abschnitt wurde die Kinetik und Dynamik der druckinduzierten LL-
PS von konzentrierten Lysozymlésungen in Abhéngigkeit der Quenchtiefe diskutiert.
Die durchgefiihrten Druckspriinge dienten ausschliefflich zum Quench in die LLPS-
Phase bei niedrigen Driicken (LP-LLPS). Lysozym ist eines der wenigen Proteine,
das in Abhéngigkeit des hydrostatischen Drucks zwei Phaseniibergéinge zeigt. Im Fall
von Lysozym wurde dieses Verhalten erstmals von Moller et al. beobachtet [Moller,
Grobelny, Schulze, Bieder u.a., 2014]. Die Ursache des Phaseniibergangs fiir hohe
Driicke wurde dabei durch eine Anderung der Wasserstruktur begriindet [Mbller,
Grobelny, Schulze, Bieder u.a., 2014; Schroer, Markgraf u.a., 2011; Moller, Schro-
er u.a., 2012; Schulze u. a., 2016]. Eine kombinierte theoretische und experimentelle
Studie tiber die HP- und LP-LLPS eines RNA bindenden Proteins (FUS), erklért
das Auftreten der HP-LLPS Phase mit der Destabilisierung von elektrostatischen
Wechselwirkungen begleitet von der Stabilisierung hydrophober, Kationen-7 und 7-
7w Wechselwirkungen, die zu einer Reduktion des partiellen molaren Volumens fiihren
[Li, Yoshizawa u.a., 2021|. Viele weitere Arbeiten befassten sich mit der Erkundung
des Phasenraums [Schulze u.a., 2016] und der Untersuchung der druckabhéngigen
Protein-Protein Wechselwirkung (siehe z.B. [Julius, Weine, Gao u.a., 2019; Julius,
Al-Ayoubi u. a., 2018] und enthaltene Quellen). Zur Erweiterung des Verstandnisses
dieses Effekts, ist es hilfreich die Kinetik und Dynamik der HP-LLPS zu untersuchen.
Im Folgenden werden zunéchst die gewonnenen Informationen aus den SAXS-Daten
vorgestellt und im Anschluss daran die Dynamik in der HP-LLPS-Phase diskutiert.
In Abbildung 4.11a) ist die Streuintensitét fiir die HP- (rot) und LP-LLPS (blau)
in der Krakty-Darstellung fiir ausgewahlte Zeiten gezeigt. Fiir beide Proben lag die
Quenchtiefe bei Ap = 250bar und der Ubergangsdruck der HP-LLPS wurde zu
piP’ = 2300 bar bestimmt. Die zeitliche Entwicklung des Streusignals in der HP-
LLPS Phase weist einen ahnlichen Verlauf wie bei der LP-LLPS auf, ndmlich die
Ausbildung eines Maximums und eine Verschiebung zu niedrigeren ¢ mit steigen-
dem Probenalter. Bei der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Korrelationslangen
(Abbildung 4.11b)) fallen jedoch zwei wesentliche Unterschiede auf:

1. In der frihen Phase der LLPS bilden sich in der HP-LLPS, unmittelbar nach
dem Drucksprung, gréfere Strukturen aus als in der LP-LLPS.

2. In der spéten Phase der LLPS ist das Wachstum der Korrelationsldngen in der
HP-LLPS langsamer.
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Abbildung 4.11: a) Streuintensitdt in der Kratky-Darstellung wéhrend der HP-
(oben) und LP-LLPS (unten) fiir ausgewéhlte Zeiten. Die Legende der HP-LLPS
gilt auch fiir die darunter dargestellte LP-LLPS. b) Zeitliche Entwicklung der Kor-
relationslangen.
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Dabei wird fiir die HP-LLPS ein inverser Wachstumsexponenten von n = 5,6 im Zei-
tintervall ¢, = (10 — 25)s beobachtet, wohingegen fiir die LP-LLPS ein Wert von
n = 3,54 erreicht wird. Das Wachstum der Korrelationslange in der LP-LLPS Phase
ist konsistent mit den gefundenen Exponenten aus der Quenchserie (s. Abschnitt
4.1.2). Der Vergleich des Wachstumsexponenten der HP-LLPS mit den Exponenten
aus der LP-Quenchserie (s. Abschnitt 4.1.2) zeigt, dass das Wachstum in der HP-
LLPS langsamer ist als fiir die grofsten untersuchten Quenchtiefen der LP-LLPS. In
der Literatur existieren nur wenige Studien zur Kinetik der HP-LLPS. Kitahara et
al. untersuchten die Kinetik der druckinduzierten HP-LLPS und LP-LLPS des FUS
Proteins mittels zeitaufgeloster UV-Vis-Spektroskopie und berichten ebenfalls von
einem deutlich langsameren Wachstum der HP-LLPS Phase |Kitahara u.a., 2021].
AuRerdem ergab sich fiir den Ubergang in die homogene Phase eine langsamere
Auflésung der kondensierten Phase fiir die HP-LLPS. Dieses Verhalten wurde mit
starkeren Wechselwirkungen in der HP-LLPS Phase begriindet. Aufgrund der bereits
nach 25 Sekunden entstandenen grofen Strukturen (£ > 700nm) liefern die daran
anschliefsenden Messungen keine weiteren Informationen iiber die zeitliche Entwick-
lung der Korrelationslinge, da die Maxima aufterhalb des zugénglichen g-Bereichs
liegen.

Zuséatzliche Informationen kénnen iiber die Betrachtung der Dynamik in der HP- und
LP-LLPS Phase gewonnen werden. Die TTCs und daraus erhaltenen Schnitte sind
fir ¢ = 0,00lnm~! in Abbildung C.11 gezeigt. Wie zuvor, werden die extrahierten
g2-Funktionen in der frithen Phase der LLPS (¢, < 30s) mit zwei exponentiellen
Zerfallen modelliert. Die daraus resultierenden Parameter sind in Abbildung 4.12
dargestellt. Zu Beginn der Phasenseparation ist der erste Zerfall I'; fiir die HP-LLPS
deutlich schneller als fiir die LP-LLPS. Mit fortschreitender Zeit nédhert sich aller-
dings die Zerfallsrate der HP-LLPS der der LP-LLPS an, was in Abbildung 4.12a) zu
erkennen ist. Dieses Verhalten ist in Ubereinstimmung mit der Wachstumskinetik.
Der erste Zerfall ist auferdem fiir beide Druckbereiche super-diffusiv mit KWW-
Exponenten zwischen 1,2 und 2,2. Der langsame Zerfall bildet sich fiir beide Proben
erst nach einigen Sekunden aus, wodurch die Fehler fiir I's, 9 bei ¢, < 10s grof
sind. Die erneute Zunahme der Fehler von I'y und =5 fiir t,, > 18s kann durch die
Abnahme der maximal zugénglichen Verzogerungszeiten Atyax(ty) mit steigendem
Probenalter begriindet werden, die aus der diagonalen Extraktion der go-Funktionen
aus den TTCs resultiert. Dadurch wird fiir Probenalter ty, > Tm/2 = 15 der langsa-
me Zerfall nicht vollstédndig abgebildet, was zu einer ungenauen Modellierung fiihrt.
Die Zerfallsraten I'y unterscheiden sich im HP- und LP-Bereich kaum voneinander.
Der langsame Zerfall ist in dem Zeitintervall zwischen 10s und 18 s sub-diffusiv, in
Ubereinstimmung mit der Dynamik aus der Lysozym-Quenchserie. Fiir die LP-LLPS
kann aukerdem eine ballistische Dispersion des schnellen Zerfalls beobachtet werden
I'1 x g, die fiir die HP-LLPS ausbleibt (vgl. Abbildung C.13 a)). Der langsame Zer-
fall zeigt fiir beide Druckbereiche keine erkennbare g-Abhéngigkeit, was in Abbildung
C.13 b) zu erkennen ist. Die Abweichung vom diffusiven Verhalten bleibt fiir beide
Zerfalle iiber den gesamten g-Bereich erhalten (s. Abbildung C.13 ¢)-d)).

Die zeitliche Entwicklung in Abbildung 4.12a) legt nahe, dass fiir grofere Zeiten
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Abbildung 4.12: Zeitliche Entwicklung der Zerfallsraten und KWW-Exponenten der
friihen Phase der HP- und LP-LLPS einer konzentrierten Lysozymlosung bei ¢ =
0,0l nm~—".

der erste Zerfall des HP-Systems langsamer wird als fiir das LP-System. Aus die-
sem Grund wurden TTCs und go-Funktionen fiir anschlieRende Messungen mit einer
Gesamtdauer von 900s berechnet (vgl. Abbildung C.12). Da fiir beide Systeme die
Korrelation nicht vollstéandig zerféllt, konnen keine hinreichend genauen Parameter
fiir den langsamen Zerfall bestimmt werden, weshalb in Abbildung 4.13 nur I'y und
~1 fiir Probenalter zwischen 30 s und 900s betrachtet wird. Die zuvor getroffene An-
nahme des Verlaufs der Zerfallsraten ist anhand von Abbildung 4.13a) zu erkennen.
Dabei liegt die Zerfallsrate des HP-Systems um zwei und die des LP-Systems um eine
Grofenordnung tiefer als fiir ¢, = 18 s und beide Zerfallsraten zeigen keine wesentli-
chen Anderungen mit voranschreitender Alterung des Systems (s. Abbildung 4.13a)).
Die dabei sprunghaft erscheinende zeitliche Entwicklung von I'y kommt durch eine
nicht quantifizierbare Verzogerung! zwischen den in Abbildungen 4.12 und 4.13 ge-
zeigten Messungen zustande. Die Superdiffusivitit bleibt auch fiir ¢y, > 30s erhalten

!Die Verzdgerung kommt durch die Anderung des verwendeten Absorbers und Starten einer
neuen Messung zustande.
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Abbildung 4.13: Zeitliche Entwicklung der a) Zerfallsraten und b) KWW-Exponenten
der spiten Phase der HP- und LP-LLPS bei ¢ = 0,01 nm™".

(Abbildung 4.13b)). Da der Kontrast fiir die in Abbildung 4.13 dargestellte Messung
fiir grofkere g stark abféllt und die Korrelationen stark fluktuieren, sind keine Aussa-
gen iiber das g-abhédngige Verhalten moglich.

Es lasst sich festhalten, dass sowohl die Informationen aus der Wachstumskinetik,
als auch die Erkenntnisse aus der Dynamik der beiden Systeme ein deutlich schnel-
leres frithes Wachstum der kondensierten HP-LLPS Phase wiedergeben, mit einer
daran anschliefenden starken Verlangsamung des Wachstums und der Dynamik im
Vergleich zur LP-LLPS Phase.

Kinetik und Dynamik der LLPS in yD-Kristallin Lésungen

Ein weiteres in dieser Arbeit betrachtetes Probensystem stellen konzentrierte yD-
Kristallin Losungen dar. Anders als Lysozym (vgl. vorheriger Abschnitt) zeigt vD-
Kristallin in dem betrachteten Druckbereich zwischen 1bar und 3500 bar nur einen
Phaseniibergang im Niederdruckbereich [Cinar, Cinar u. a., 2019]. Das druckabhén-
gige Phasenverhalten von yD-Kristallin wurde in der Vergangenheit intensiv in Ab-
héngigkeit der Proteinkonzentration, Osmolyte und Osmolytkonzentration und der
Temperatur untersucht [Cinar, Cinar u.a., 2019; Cinar und Winter, 2020]|. Zusétz-
lich wurde in [Cinar und Winter, 2020| auch die Wachstumskinetik der konden-
sierten Phase nach einem Drucksprung charakterisiert und keine Abhéngigkeit von
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der Proteinkonzentration oder der Quenchtiefe gefunden. In dieser Arbeit wurden
keine quenchtiefenabhingigen Messungen durchgefiihrt, um die Unabhéngigkeit der
Wachstumskinetik von dieser zu verifizieren. Allerdings konnte in dieser Arbeit eine
Konzentrationsabhéngigkeit der Wachstumskinetik festgestellt werden, wie es in Ab-
bildung 4.14 dargestellt ist. In a) sind die Streuintensititen fiir ausgewéhlte Zeiten
zwischen 0s und 25s wihrend der LLPS einer yD-Kristallinlosung bei T = 2,5°C
gezeigt. Beide Proben beinhalten 150 mM NaCl und werden durch die Verwendung
von 20 mM Tris Puffer bei einem pH-Wert von 7,4 stabilisiert. Die Proteinkonzentra-
tionen betragen 182mg/mL (links) und 211 mg/mL (rechts). Die Ubergangsdriicke
wurden nach der in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Vorgehensweise fiir beide Kon-
zentrationen zu pirans = 350 bar bestimmt. Analog zu den Beobachtungen bei den
zuvor vorgestellten Messungen an Lysozymlosungen, bildet sich mit fortschreitender
Zeit ein Maximum in der Streuintensitdt aus, das sich zu kleineren ¢ verschiebt. In
b) ist die zeitliche Entwicklung der Streuintensitit zu spéteren Zeiten dargestellt.
Fiir spéte Zeiten (ty, > 30s) ist deutlich zu erkennen, dass sich das Maximum der
Streuintensitit aus dem zugénglichen g-Bereich verschiebt, weshalb keine Informatio-
nen in diesen Zeitintervallen zugénglich sind. Fiir eine Konzentration von 211 mg/mL
wichst die in ¢) gezeigte Korrelationslange deutlich schneller als fiir die Probe mit
einer geringeren Konzentration. Fiir eine Proteinkonzentration von 182 mg/mL zeigt
sich in der spaten Phase der LLPS ein sehr langsames Wachstum mit n = 9,4, was auf
einen kinetisch gefrorenen Zustand hindeutet. Dieser Zustand wird allerdings frithes-
tens nach 30 s erreicht, wohingegen in [Cinar und Winter, 2020| die Phasenseparation
nach weniger als zwei Sekunden als abgeschlossen gilt. Der Unterschied kénnte zum
einen aus der deutlich niedrigeren Proteinkonzentration von 50 mg/mL resultieren,
oder zum anderen aus der Sensitivitdt der jeweiligen Messmethoden. Cinar et al.
verwendeten Absorptionsmessungen und sahen die LLPS als abgeschlossen an, wenn
keine Anderung mehr in der Absorption messbar war. Dies schliekt allerdings nicht
aus, dass keine strukturellen Anderungen mehr in der Probe stattfinden.

Die Dynamik der yD-Kristallin-Systeme unterscheidet sich ebenfalls von den zuvor
untersuchten Lysozymlosungen. Fiir die hier vorgestellten Resultate iiber die Dyna-
mik wurden die TTCs nach der Definition von Brown [Brown u. a., 1997| berechnet.
Wie bereits erlautert sind die unterschiedlichen Definitionen dquivalent [Bikondoa,
2017|. Die Modellfunktionen fiir die kurzen und langen Messungen lauten:

By - e 2T1A)™ | g o=2(T2A0™ 4 < 95 g

: 4.9
Ft By e2Man™ tw > 255 (49)

gQ(qa th At) = {

wobei f den bereits eingefithrten non-ergodicity parameter bezeichnet. Die Modelle
wurden gewdhlt, da fiir die frithe Phase der LLPS zwei Zerfélle sichtbar sind, die
iiber die betrachtete Messdauer vollstandig dekorrelieren. Im Gegensatz dazu klingt
die Korrelation fiir die spéte Phase der LLPS nicht vollsténdig ab, weshalb zur Mo-
dellierung der gs-Funktionen der NEP f benétigt wird. Aufserdem ist fiir die spéte
Phase der LLPS nur noch ein Zerfall erkennbar, wodurch in der Modellfunktion der
zweite exponentielle Zerfall wegfillt. Dadurch reduziert sich die Anzahl der freien
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Abbildung 4.14: a) Streuintensitit in der Krakty-Darstellung aufgenommen wéahrend
der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Losung mit 182 mg/mL (links) und
211 mg/mL (rechts) in der frithen Phase der LLPS bei T' = 2,5 °C. In b) sind anschlie-
fende lange Scans mit niedrigerem Absorber fiir die jeweils dariiber in a) gezeigte
Probe dargestellt. ¢) Korrelationslangen in Abhéngigkeit der Zeit, sowie zugehorige
Wachstumsexponenten. Die Quenchtiefe lag fiir beide Proben bei Ap = 250 bar.
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Parameter fiir die spéate Phase der LLPS von sechs auf vier.

TTCs der frithen Phase der druckinduzierten LLPS, sowie vom Probenalter abhén-
gige go-Funktion fiir zwei ausgewdhlte ¢, sind zur Erhaltung der Leserlichkeit im
Anhang in Abbildungen C.14 - C.17 gezeigt. Anschliefsende Messungen mit groferen
Belichtungszeiten der selben Proben sind in den Abbildungen C.18 - C.21 zu finden.
Es ergeben sich ebenfalls in der Dynamik deutliche Unterschiede in Abhéngigkeit
der Proteinkonzentration. Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 4.15 zun&chst
fiir die kurzen Messungen (ty, < 25s) die aus den Anpassungen der go-Funktionen
gewonnenen Parameter dargestellt. Die Zerfallsraten I'y 2 sind fiir beide betrachte-
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Abbildung 4.15: Parameter aus den Anpassungen der vom Probenalter abhéngi-
gen Korrelationsfunktionen fiir die frithe Phase der druckinduzierten LLPS bei
¢ =0,008nm~!.

ten Proben ahnlich grofs und sinken mit steigendem Probenalter, was aus der Ver-
langsamung der Dynamik aufgrund der fortschreitenden Phasenseparation resultiert
(Abbildung 4.15 a) und b)). Der schnelle Zerfall ist zusitzlich iiber die gesamte
Messdauer super-diffusiv (c)), wobei der Grad der Superdiffusivitdt fiir die Probe
mit der geringeren Proteinkonzentration hoher ist (7 & 2) als fiir die hoher kon-
zentrierte Probe (71 &~ 1,4). Das Verhalten des langsamen Zerfalls wechselt fiir hohe
Proteinkonzentrationen von super-diffusiv zu normaler Diffusion (d)). Die anschlie-
fenden Messungen mit einer Gesamtmessdauer von 200 Sekunden verdeutlichen den
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Abbildung 4.16: Parameter aus den Anpassungen der vom Probenalter abhingi-
gen Korrelationsfunktionen fiir die spéite Phase der druckinduzierten LLPS bei
g =0,008nm!.

weiteren Ubergang zur Subdiffusion in der hoher konzentrierten Losung (y; < 1,
vgl. Abbildung 4.16b)). Fiir grofe Zeiten fluktuieren die Zerfallsraten T'; und die
KWW-Exponenten ~; beider Proben stark, wobei die hochkonzentrierte Losung nun
deutlich grofere Zerfallsraten und starkere Fluktuationen zeigt als zuvor. Dies ist in
Abbildung 4.16a) dargestellt. In c) ist auferdem der NEP f abgebildet und weist fiir
die beiden betrachteten Konzentrationen ein gegensétzliches Verhalten auf. Fiir das
Probensystem mit 182 mg/mL steigt f mit der Zeit wohingegen f fiir 211 mg/mL
sinkt.

Zusétzlich ist fiir die frithe Phase der LLPS ein &hnliches Verhalten der Dynamik,
wie bei der LLPS von Lysozym, in Abhéngigkeit von ¢ beobachtbar, ndmlich ein
ballistischer schneller Zerfall (I'; o« ¢) und ein langsamer Zerfall ohne erkennbare
g-Abhéngigkeit (vgl. Abbildung C.22 a) und b)). Der schnelle Zerfall ist iiber den
gesamten betrachteten g-Bereich fiir beide Proben super-diffusiv (c¢)) und fiir den
langsamen Zerfall nimmt der Grad der Subdiffusivitidt mit steigendem ¢ zu (d)). Die
g-Abhéangigkeit der langen Messungen ist schwer zu analysieren, da durch den sehr
geringen Kontrast mit steigendem ¢ nur fiir wenige g-Werte hinreichend genaue Mo-
dellierungen méglich sind. Die Resultate sind in Abbildung C.23 grafisch dargestellt.
Der Parameter f sinkt mit steigendem ¢ und ndhert sich fiir die héchsten zugéngli-
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chen ¢-Werte dem Wert Null, was mit einer Wiederherstellung der Ergodizitét auf
kleineren Léngenskalen einhergeht. Die Dynamik wird mit steigendem ¢ schneller,
was sich in leicht steigenden I'; dufiert. Fiir die Probe mit niedrigerer Konzentration
findet aufierdem ein Ubergang von Super- zu Subdiffusion statt, die fiir die hoher
konzentrierte Probe iiber den gesamten ¢-Bereich ausgepragt ist.

Aus den getitigten Beobachtungen kann geschlussfolgert werden, dass fiir die unter-
suchten yD-Kristallin Proben ein Geliibergang iiber die druckinduzierte LLPS ein-
tritt. Dies wird sowohl aus der Wachstumskinetik durch grofse n fiir die spéate Phase
der LLPS deutlich, als auch aus den gewonnenen Informationen iiber die Dynamik.
Dabei tritt ebenfalls eine Verlangsamung des Systems mit steigendem Probenalter
ein und in der frithen Phase der LLPS sind zwei super-diffusive Zerfille vorhanden,
wobei der erste Zerfall eine ballistische Dispersion aufweist. Fiir sehr grofse Zeiten
ist aufserdem eine nicht verschwindende Korrelation f und starke Fluktuationen der
Zerfallsrate und KWW-Exponenten zu sehen, wie es bereits fiir kolloidale Gele be-
obachtet wurde [Duri und Cipelletti, 2006; Fluerasu u. a., 2007]. Die Abnahme des
Parameters f mit dem Probenalter fiir die hoher konzentrierte Probe kann iiber den
Kollaps des Gelnetzwerks unter Einfluss der Gravitation begriindet werden. Somit
kann auch fiir konzentrierte vD-Kristallin Losungen geschlussfolgert werden, dass
diese liber die druckinduzierte LLPS ein Gel ausbilden.

Der Einfluss von PEG auf die Kinetik und Dynamik

In diesem Abschnitt wird der Einfluss von Polymeren (PEG) auf die Kinetik und
Dynamik der druckinduzierten LLPS in konzentrierten Proteinlosungen diskutiert.
Der Einfluss von PEG auf die intermolekulare Protein-Protein Wechselwirkung und
das Phasenverhalten von Proteinlosungen wurde bereits ausgiebig untersucht [Julius,
Weine, Gao u. a., 2019|. Dabei ergab sich, dass der Einfluss der Polymere auf das In-
teraktionspotenzial stark von dem Polymer zu Protein Grofenverhéltnis Re.pec/Rg 1.
und der Polymerkonzentration abhéngt. In Bezug auf die Polymerkonzentration wird
zwischen zwei verschiedenen Bereichen unterschieden:

1. cprg < c¢*
2. cpgq > ¢*,

mit der sogenannten Uberlappungskonzentration ¢*. Im ersten Fall ist die Polymer-
konzentration kleiner als die Uberlappungskonzentration, wodurch die in der Lésung
befindlichen Polymere individuell betrachtet und bei der experimentellen Charakteri-
sierung als Zufallsknduel modelliert werden kénnen. In diesem Konzentrationsbereich
wurde eine Abnahme der attraktiven Wechselwirkung beobachtet, wobei dieser Effekt
fiir kleine Polymere am stérksten ausgeprigt war. Im zweiten Fall hingegen, wenn
cprG > ¢ ist, bilden die Polymere ein verzweigtes Netzwerk [Mao u. a., 1995] und in-
teressanterweise ist die Starke der Attraktivitdt im Bereich, wie sie in polymer-freien
Losungen gefunden wurde. Die Uberlappungskonzentration kann in Abhéingigkeit des
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Molekulargewichts My, prg und des Gyrationsradius iiber

(4.10)

berechnet werden [Gennes und Witten, 1980]. Der Gyrationsradius in Abhéngigkeit
des Molekulargewichts folgt dabei einem Potenzgesetz:

Re ppc [nm 1] = 0,215M0 55, (4.11)

Unter Verwendung der Gleichungen 4.10 und 4.11 ergeben sich fiir die in dieser Arbeit
verwendeten Molekulargewichte von 2000 g/mol bis 4000 g/mol Uberlappungskon-
zentrationen von 13,44 (w/v)% (PEG2k) und 8,00 (w/v)% (PEG4k). Es wurde keine
Konzentrationsabhéngigkeit der Polymere untersucht und die verwendete Konzen-
tration lag mit 5 (w/v)% fiir beide Molekulargewichte unterhalb der Uberlappungs-
konzentration.

Auch in diesem Abschnitt wird das gleiche Vorgehen zur Untersuchung der LLPS
verfolgt, indem zunédchst die Wachstumskinetik und daran anschlieftend die Dyna-
mik diskutiert wird.

Beginnend mit der Wachstumskinetik sind in Abbildung 4.17 die Streuintensitdten
in der Kratky-Darstellung fiir verschiedene Probenalter einer kurzen Messung (a))
mit Ty, = 30s und einer langen Messung (b)) mit T}, = 600s wihrend der LLPS ei-
ner konzentrierten Lysozymlosung mit PEG4k dargestellt. Die zeitliche Entwicklung
der aus den Positionen der Maxima extrahierten Korrelationsldngen ist fiir beide
Messungen in c¢) gezeigt. Zum Vergleich ist zusétzlich die zeitliche Entwicklung der
Korrelationslédnge eines PEG-freien Systems dargestellt. Es fallt auf, dass die Kor-
relationslangen deutlich kleiner sind verglichen mit Proben die kein PEG enthalten.
Der inverse Wachstumsexponent ist mit n = 5,8 grofer, als er fiir Proben ohne PEG
beobachtet wird und liegt fiir ¢, < 30s im Bereich der bereits diskutierten HP-
LLPS. Fiir die spéte Phase der LLPS (ty, > 50s) verlangsamt sich die Kinetik weiter
und n steigt auf 8,3 an. Die erhaltenen Korrelationsldngen fir das PEG-freie, das
PEG2k und das PEG4k System sind zusammengefasst in Abbildung 4.18 gezeigt.
Der Vergleich zwischen der PEG4k, PEG2k und PEG-freien Probe zeigt, dass die
Korrelationsléngen mit steigendem PEG-Molekulargewicht sinken. Die Entstehung
der kondensierten Phase scheint demnach durch die Hinzugabe von PEG gehindert
zu sein, was sich mit steigendem M, prpg verstarkt. Das PEG2k System zeigt fiir
tw > 35s das langsamste Wachstum mit einem Wachstumsexponenten von n = 24,2,
was als kinetischer Stillstand betrachtet werden kann. Dieser kinetische Arrest wur-
de ebenfalls fiir die temperaturinduzierte LLPS eines v-Globulin-PEG Systems [Da
Vela, Exner u.a., 2017] und eines IgG-PEG Systems [Girelli u.a., 2021 gefunden
und konnte zum einen durch grofere Quenchtiefen und zum anderen durch Erho-
hung der Polymerkonzentration verstirkt werden. Aufserdem wurden &hnlich hohe
Wachstumsexponenten fiir die viskoelastische Phasenseparation in Polymerlosungen
gefunden [Tanaka, 2000] und ebenfalls in gelierenden Kolloid-Polymer Mischungen
[Zhang, Royall u. a., 2013|.
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Abbildung 4.17: a)-b) Streuintensitdten aufgenommen wahrend der LLPS einer
Lysozym-PEG-Losung mit ¢, = 238 mg/mL und einer PEG4k Konzentration von
cpEGg = 5 (w/v)% bei T' = 12°C. Die Quenchtiefe betrug Ap = 250 bar. In c) sind
die erhaltenen Korrelationsldngen fiir Messungen mit Ty, = 600s (griine Kreuze),
mit Ty, = 30s (magentafarbene Dreiecke) und zum Vergleich die eines PEG-freien
Systems mit Ty, = 30s dargestellt.

Zur Charakterisierung der Dynamik beider Systeme sind in Abbildung 4.19 die Zer-
fallsrate (a)) und der KWW-Exponent (b)) des schnellen Zerfalls fiir die Messungen
mit einer Gesamtdauer von Ty, = 30s gezeigt. Auf eine Analyse des zweiten Zer-
falls wurde verzichtet, da aufgrund der langsamen Dynamik und der begrenzt zu-
ginglichen Zeitabstidnde At keine ausreichend genauen Parameter berechnet werden
konnten. Die TTCs und go-Funktionen, aus denen die gezeigten Parameter resultie-
ren, sind in Abbildung C.24 abgebildet. Die Parameter des PEG4k Systems sind um
drei Sekunden verschoben, da, wie an den TTCs ersichtlich, der Drucksprung fiir
die PEG2k Messung drei Sekunden spéter durchgefiihrt wurde (¢ ppgox = 5s und
t; PEG4k = 2s). Fiir beide Proben ist ein linearer Abfall der Zerfallsrate I'y zu beob-
achten, wobei das System mit PEG4k iiber den gesamten betrachteten Zeitraum eine
schnellere Dynamik aufweist. Dieses Ergebnis deckt sich mit der Wachstumskinetik,
bei der sich fiir PEG4k ein schnelleres Wachstum der Korrelationsléange ergab. Auch
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Abbildung 4.18: Zeitliche Entwicklung der Korrelationslangen wéhrend der druck-
induzierten LLPS einer Lysozymlosung in Abhéngigkeit des Molekulargewichts
My, pEG-

bei den Proteinlosungen mit PEG ist die Bewegung super-diffusiv mit Werten fiir v,
zwischen 1,2 und 1,8, was in Abbildung 4.19b) zu erkennen ist. Die ¢g-Abhéngigkeit
der Zerfallsrate des PEG4k Systems ist fiir ty, = 14 s nahezu quadratisch und zeigt fiir
grofsere ty, ein monotones Wachstum (vgl. Abbildung C.25). Aus dieser Relation ldsst
sich iiber I'y o< Dog? eine Diffusionskonstante Dg zu Dy = (540 & 53) nm? s~ ! bestim-
men und ist somit um fast eine Grofsenordnung kleiner als der Diffusionskoeffizient fiir
Lysozymlosungen ohne PEG (s. Abbildung 4.5b)). Die Dynamik fiir ¢y, > 30s zeigt
starke Fluktuationen der Zerfallsraten und KWW-Exponenten, sodass lediglich eine
weitere Verlangsamung des Systems erfasst werden kann, mit {iberwiegend super-
diffusivem Verhalten. Durch die Notwendigkeit der Verwendung hoher Absorber bei
Messungen mit Ty, > 30s sinkt der Kontrast mit steigendem ¢ stark, sodass keine
Aussagen tber die g-Abhéngigkeit der Zerfallsraten und KWW-Exponenten moglich
sind. Eine Zusammenfassung der Dynamik fiir hohe Probenalter bei ¢ = 0,0054 nm™*
ist im Anhang in den Abbildungen C.26 und C.27 zu finden.
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Abbildung 4.19: a) Zerfallsraten des ersten Zerfalls wiahrend der frithen Phase der
LLPS eines Lysozym-PEG-Systems bei ¢ = 0,0lnm~'. Die zugehorigen KWW-
Exponenten sind in b) dargestellt.

4.1.3 Temperaturinduzierte Phaseniiberginge in konzentrierten
Lysozymlosungen

Viele Untersuchungen haben sich bereits mit dem FEinfluss der Temperatur auf das
Phasenverhalten von Proteinlésungen beschéftigt und ergaben im Fall von Lysozym
eine Abnahme der attraktiven Wechselwirkung mit steigender Temperatur [Schroer,
Markgraf u. a., 2011], einhergehend mit einer Verbreiterung der Phasengrenzen [Mol-
ler, Grobelny, Schulze, Bieder u. a., 2014; Schulze u. a., 2016]. Auferdem wurde fiir
die temperaturinduzierte LLPS in den letzten Jahren die Wachstumskinetik und die
Dynamik der LLPS mittels zeitaufgeloster Kleinwinkelstreuung charakterisiert (SA-
XS, USAXS/XPCS, VSANS: very small-angle neutron scattering) [Da Vela, Braun
u. a., 2016; Da Vela, Exner u. a., 2017; Matsarskaia u. a., 2019; Begam, Matsarskaia
u. a., 2020; Girelli u. a., 2021|. Fiir das in dieser Arbeit verwendete Protein Lysozym,
sind bisher noch keine Informationen iiber die Dynamik der temperaturinduzierten
LLPS bekannt, die wesentlich zum Versténdnis dieses komplexen Phénomens beitra-
gen konnen.

Im Folgenden werden die USAXS/XPCS Messungen fiir die temperaturinduzierte
LLPS in konzentrierten Lysozymlosungen vorgestellt. Der prinzipielle Ablauf der
Messungen, sowie die wesentlichen Parameter wurden bereits in Abschnitt 3.3.1 vor-
gestellt. Die Probenkomposition dhnelt den Proben aus den bereits vorgestellten
Druckmessungen. Der einzige Unterschied besteht in der Proteinkonzentration, die
im Fall der temperaturabhéngigen Messungen bei ¢, = 190 mg/mL liegt. Die Uber-
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gangstemperatur Tt ans lag fiir die untersuchten Proben bei 10 °C.

Zu Beginn sei erwahnt, dass fiir die temperaturinduzierte LLPS keine Informationen
iiber die zeitliche Entwicklung der Korrelationslange zuganglich sind, da sich, wie
in Abbildung C.28 gezeigt, kein erkennbares Maximum im USAXS-Signal ausbildet.
Dennoch konnen, wie bereits fiir die Druckserie vorgestellt, Streuinvarianten und
Wachstumsraten bestimmt werden. Die Streuinvariante @Q* ist in Abhéngigkeit des
Probenalters in Abbildung 4.20a) dargestellt. Im Vergleich zu den Druckspriingen
ist der Anstieg von @Q* deutlich langsamer. Die Ursache dafiir liegt in der begrenzten
Kiihlrate der Linkam-Stage. Auch fiir die Temperaturserie ist die Ausbildung eines
Plateaus fiir spate Zeiten, sowie eine lineare Abhéngigkeit des Plateau-Wertes @)},
von der Quenchtiefe AT erkennbar (s. Abbildung 4.20). Fiir die grofiten betrachteten

AT[°C]
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7« 9 ’
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//
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/ L
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T T T _1’0
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Abbildung 4.20: a) Zeitlicher Verlauf der Streuinvariante wahrend der temperatu-
rinduzierten Phasenseparation einer Lysozymlésung fiir verschiedene Quenchtiefen
AT. In dem Grau markierten Bereich liegen die Punkte, die zur Berechnung des in
b) gezeigten Plateau-Wertes @y verwendet wurden.

Quenchtiefen weicht der die Abhéngigkeit des Plateau-Wertes von AT vom linearen
Verhalten ab, was ein Indikator fiir einen kinetischen Stillstand sein kénnte. Dieses
Verhalten wurde bereits fiir die Druckserie diskutiert und auch fiir die temperatu-
rinduzierte LLPS eines BSA-YCl3 in [Da Vela, Begam u. a., 2020| gefunden. Unter
der Anwendung des gleichen Schemas wie bei der Druckserie, zur Bestimmung von
Wachstumsraten aus dem exponentiellen Anstieg der Streuintensitét fiir Probenalter
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zwischen 4s und 10s ergeben sich die in Abbildung 4.21 gezeigten Wachstumsraten
und Diffusionskonstanten. Es fillt auf, dass fiir die temperaturinduzierte LLPS ein
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Abbildung 4.21: a) Wachstumsraten der SAXS-Intensitét fiir verschiedene Quench-
tiefen. In b) sind die aus den Wachstumsraten berechneten Diffusionskonstanten
dargestellt.

schnelleres Wachstum der Streuintensitét fiir groffe Quenchtiefen stattfindet, was
sich in steigenden Wachstumsraten und Diffusionskonstanten mit AT &ufsert. Eine
mogliche Erklarung fiir dieses, im Vergleich zur druckinduzierten LLPS gegensétzli-
che Verhalten, ist die bei der Temperaturserie geringe Kiihlrate der Linkam-Stage.
Die begrenzte Kiihlrate konnte dazu fiithren, dass in dem hier betrachteten Zeitraum
zwischen ¢y, = (4 — 10) s die eingestellte Zieltemperatur noch nicht erreicht ist und
das System sich somit noch aufserhalb eines Gel-Bereiches im Phasendiagramm be-
findet(vgl. Abbildung 2.3b)). Es kann angenommen werden, dass die Temperatur
am Probenort in dem betrachteten Zeitintervall bei den Messungen niedriger ist,
die eine kleinere Zieltemperatur (= grofere Quenchtiefe) aufweisen. Deshalb konnte
das Wachstum fiir grofsere Quenchtiefen in der frithen Phase der LLPS schneller sein
[Girelli u. a., 2021], einhergehend mit groferen Diffusionskonstanten und Wachstums-
raten.

Zur weiteren Untersuchung der LLPS wird die Dynamik in Form der Zwei-Zeiten-
Korrelation und den daraus erhaltenen go-Funktionen betrachtet. Fiir den niedrigsten
g-Wert von ¢ = 0,0054nm~" sind die TTCs in Abbildung C.29 gezeigt. Anhand der
TTCs ist zu erkennen, dass die Phasenseparation fiir niedrigere Quenchtiefen spéter
einsetzt, bedingt durch die begrenzte Kiihlrate der Linkam-Stage. In der spéten Pha-
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se der LLPS verbreitern sich die TTCs stark, was einer deutlichen Verringerungen der
Zerfallsraten entspricht. Aufterdem nimmt der Kontrast mit steigender Quenchtiefe
zu, was aufgrund des betrachteten ¢-Bereichs ein Indiz fiir die Ausbildung grofie-
rer Strukturen ist. Da die TTCs bereits in der frithen Phase der LLPS nicht de-
korrelieren, wurden die extrahierten gs-Funktionen mit einem exponentiellen Zerfall
modelliert. Die erhaltenen Parameter sind in Abbildung 4.22 fiir ¢ = 0,006 nm~! dar-
gestellt. Die zeitliche Entwicklung der Zerfallsrate weist fiir alle Quenchtiefen einen
exponentiellen Abfall auf (a)). In Abhéngigkeit des Probenalters ist auferdem ein
Ubergang von sub-diffusivem zu super-diffusivem Verhalten zu beobachten (c)). Die
starke Alterung des Systems und der Ubergang des dynamischen Verhaltens deuten
auf eine Zunahme der Viskoelastizitat hin [Duri und Cipelletti, 2006; Cipelletti u. a.,
2003]. Allerdings muss bei dem Vergleich der zeitlichen Entwicklung der Parameter
fiir unterschiedliche Quenchtiefen moglicherweise eine Verschiebung auf der Zeitachse
beriicksichtigt werden, da aufgrund der Kiihlrate eine nicht quantifizierbare zeitliche
Verzogerung bis zum Erreichen der finalen Temperatur auftritt. Dennoch zeigt sich
fiir alle Quenchtiefen einzeln betrachtet qualitativ das obig beschriebene Verhalten.
Aus dem gleichen Grund beschréankt sich die Betrachtung der Dynamik in Abhén-
gigkeit von AT auf spite Zeiten (ty, > 15s). Die Zerfallsrate zeigt, wie auch bei
der druckinduzierten LLPS, einen nicht-monotonen Verlauf mit der Quenchtiefe AT
(s. Abbildung 4.22b)). Die Dynamik ist fiir die kleinsten betrachteten Quenchtiefen
am schnellsten, erreicht ein Minimum bei AT = 4°C und wird mit weiter steigen-
dem AT wieder schneller. Dabei ist der Anstieg von I'y fiir frithe Zeiten (ty, < 20s)
deutlicher ausgepriagt und steigt mit AT fiir t,, > 20s nur noch leicht an. Begleitet
wird dieses Verhalten der Zerfallsrate von einer Zunahme der Superdiffusivitat (vgl.
Abbildung 4.22d)). Fiir ty, = 25s ist eine lineare Dispersion von I'; und keine erkenn-
bare Abhéngigkeit fiir 47 von g zu erkennen (vgl. Abbildung C.33). Fiir ¢y, < 255
hingegen sinkt der Kontrast mit steigendem ¢ stark, sodass keine Aussagen in diesem
Zeitintervall getroffen werden konnen.

Die gefunden Erkenntnisse {iber die Dynamik sind in Ubereinstimmung mit denen der
temperaturinduzierten LLPS eines IgG-PEG Systems [Girelli u. a., 2021], bei dem,
gestiitzt durch numerische Simulation, ebenfalls eine Zunahme der Viskoelastizitét zu
einer schnelleren Dynamik des Systems fithrt, die mit steigender Quenchtiefe weiter
ansteigt. Zudem ist die quenchtiefenabhéngige Dynamik fiir AT > 4°C im Einklang
mit den Resultaten aus der Wachstumskinetik (s. Abbildung 4.21), da sowohl die
Wachstumsrate R(AT') als auch die Zerfallsrate I'y mit steigender Quenchtiefe zu-
nehmen, wodurch geschlussfolgert werden kann, dass der schnelle Zerfall die Bildung
der kondensierten Phase widerspiegelt. Abschliefsend sei erwéhnt, dass die gefundene
Kopplung zwischen der kinetischen Wachstumsrate und der dynamischen Zerfallsra-
te (siche Abbildung C.34) bisher nicht beobachtet wurde, sondern fiir beispielsweise
ein BSA-YCls System die Zerfallsraten I'y um einen Faktor 40 grofser sind, als die
Wachstumsrate [Ragulskaya u. a., 2021]. Allerdings wird fiir das genannte System ei-
ne Kopplung zwischen dem langsamen Zerfall und der Wachstumsrate gefunden. Der
exponentielle Anstieg der Zerfallsrate in der frithen Phase der LLPS ist wiederum in
Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen in [Ragulskaya u. a., 2021].
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Abbildung 4.22: Zerfallsrate I'1 und KWW-Exponent 1 in Abhéngigkeit des Proben-
alters (a) und c)) und in Abhiingigkeit der Quenchtiefe (b) und d) fiir ¢ = 0,006 nm .
Die Farbsittigung der Legenden aus a) und b) ist auf die in ¢) und d) gezeigten Daten
iibertragbar.

Eine mogliche Ursache fiir das in dieser Arbeit gefundene abweichende Verhalten
kénnte in den unterschiedlichen Molekulargewichten der betrachteten Proteine Ly-
sozym (Mpys = 14,6 kDa) und BSA (Mpsa = 66,5kDa) liegen. Das deutlich kleinere
Molekulargewicht von Lysozym lésst die Vermutung zu, dass ein noch schnellerer
Prozess, der aufgrund der limitierten Zeitauflosung nicht beobachtbar ist, dem in
[Ragulskaya u. a., 2021] als schneller Zerfall identifizierte entspricht.

Zusatzlich zu den Messungen der frithen Phase der LLPS, wurden an einem Sys-
tem der gleichen Komposition lange Messungen mit einer Gesamtdauer von 440s
durchgefiihrt. Fiir Probenalter ¢, < 40s ergibt sich qualitativ das gleiche Verhalten,
wie bei den zuvor vorgestellten Messungen, weshalb sich die nachfolgenden Ausfiih-
rungen nur mit Zeiten ¢y, > 40s befassen. Die TTCs der langen Messungen sind in
Abbildung C.30 fiir ¢ = 0,0054 nm ™! dargestellt. Anhand der TTCs ist zu erkennen,
dass sich bereits unmittelbar nach Beginn der Phasenseparation die Korrelation stark
verbreitert und in dem betrachteten Zeitbereich auch nicht vollstéandig dekorreliert.
Dieses Verhalten entspricht einem dynamischen Stillstand. Der Stillstand kann in die-
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sem Fall nicht durch die Wachstumskinetik bestétigt oder widerlegt werden, da sich
die Grofe der Strukturen auferhalb des zugénglichen g-Bereichs befinden. Werden
aus den TTCs {iber Schnitte probenalterabhéngige go-Funktionen extrahiert, ist der
dynamische Stillstand deutlich zu erkennen (vgl. Abbildungen 4.23, C.31 und C.32).
Bereits nach 100 Sekunden liegen die gemessenen Dekorrelationszeiten 7 = 1/ bei
mehreren hunderten Sekunden. Da die go-Funktionen nicht vollstédndig dekorrelieren
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Abbildung 4.23: TTC und go Funktionen wahrend der temperaturinduzierten LLPS
mit einer Quenchtiefe von AT = 9°C bei ¢ = 0,0054nm™".

und sich auch kein Plateau f fiir grofe AT erkennen l&sst, ist eine prézise Model-
lierung fiir grofie Zeiten nicht moglich. Wird jedoch eine vollsténdige Dekorrelation
unterstellt, konnen aus den go-Funktionen, unter Verwendung eines exponentiellen
Zerfalls, Zerfallsraten und KWW-Exponenten bestimmt werden. Die Resultate aus
den Modellierungen sind in Abbildung 4.24 zusammengefasst. In Abhéngigkeit des
Probenalters ist eine leichte Abnahme der Superdiffusivitdt und ein exponentieller
Abfall der Zerfallsrate zu beobachten (a) und d)). Die sehr hohen KWW-Exponenten
fiir groe Quenchtiefen resultieren aus der geringen Anzahl an Datenpunkten, die
zur Dekorrelation der go-Funktionen beitragen, weshalb die Modellierung eine starke
Stauchung des exponentiellen Abfalls ergibt. In Abhéngigkeit der Quenchtiefe ldsst
sich aufterdem eine leichte Zunahme der Zerfallsrate fiir ¢, = 150s beobachten (Ab-
bildung 4.24b)), wie es auch bereits in der frithen Phase der LLPS (¢, < 40s, vgl.
Abbildung 4.22b)) der Fall war. Der Grad der Superdiffusivitét zeigt einen linearen
Anstieg (ausgenommen AT > 7°C) mit AT, was in Abbildung 4.24e) dargestellt ist.
Die zuvor gefundene ballistische Dispersion fiir Zeiten t,, < 40s bleibt in der spéten
Phase der LLPS (¢, = 150s) nicht erhalten. Stattdessen ist I'; fiir alle Quench-
tiefen im betrachteten g-Bereich konstant (Abbildung 4.24c)). Zuletzt ldsst anhand
von Abbildung 4.24f) ein nahezu linearer Abfall der KWW-Exponenten mit ¢ beob-
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achten, wobei v fiir die grofsten betrachteten ¢ und kleine AT in den Bereich der
Subdiffusion iibergeht.

Die gewonnenen Erkenntnisse aus der Dynamik wahrend der temperaturinduzierten
LLPS gleichen in vielen Punkten der Dynamik, wie sie beispielsweise in kolloidalen
Gelen auftritt [Jain u. a., 2020; Gao u. a., 2015; Duri und Cipelletti, 2006; Cipelletti
u. a., 2003|, weshalb auch bei der temperaturinduzierten LLPS von einem Geliiber-
gang fiir groke Zeiten ausgegangen werden kann.
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Abbildung 4.24: Parameter aus der Modellierung der gs-Funktionen aus der spéaten
Phase der LLPS fiir alle untersuchten Quenchtiefen. In a)-c) ist die Zerfallsrate in
Abhéngigkeit des Probenalters ty,, der Quenchtiefe AT und des Wellenvektoriiber-
trags q gezeigt. Die gleichen Abhéngigkeiten sind fiir den KWW-Exponenten in d)-
e) dargestellt. Die vom Probenalter abhiingigen Daten wurden fiir ¢ = 0,006 nm—1!,
die quenchtiefenabhéngigen Daten fiir den selben g-Wert bei t,, = 150s und die

g-abhéngigen Daten ebenfalls fiir t,, = 150 s bestimmt.

107



Ergebnisse und Diskussion

4.2 Diffusion von Proteinen in homogenen Losungen

Die vorherigen Kapitel befassten sich mit der Charakterisierung von Proteinlosungen
wahrend eines Nicht-Gleichgewichts-Prozesses, namlich der fliissig-fliissig Phasense-
paration. Ein weiterer Aspekt, der helfen kann ein besseres Versténdnis fiir die LLPS
zu erhalten, ist die Untersuchung der Dynamik und intermolekularen Wechselwir-
kung von homogenen Proteinlésungen unter Bedingungen nahe der Phasengrenze.
Fiir das Protein Lysozym wurde die intermolekulare Wechselwirkung bereits in Ab-
héngigkeit von vielen Parametern mittels SAXS untersucht [Schroer, Markgraf u. a.,
2011; Schulze u. a., 2016; Moller, Schroer u. a., 2012; Méller, Grobelny, Schulze, Stef-
fen u. a., 2014; Julius, Weine, Gao u. a., 2019]. Es existieren ebenfalls viele Studien,
die sich zur Charakterisierung der Dynamik der dynamischen Lichtstreuung bedie-
nen [Kuehner u.a., 1997; Muschol und Rosenberger, 1995; Parmar und Muschol,
2009; Li, Lubchenko u.a., 2011|. Gerade bei der Untersuchung von konzentrierten
Lésungen, bringt die DLS-Technik Einschréankungen, wie die Mehrfachstreuung, mit
sich. Durch Mehrfachstreuung werden kleinere hydrodynamische Radii detektiert,
als sie tatsdchlich in der Losung vorliegen. Es existieren Ansétze um die Detekti-
on von Mehrfachstreuung zu unterdriicken, wie beispielsweise die Verwendung von
Riickstreuoptiken [Kaszuba u. a., 2007|. Es gibt jedoch weitere Griinde, warum die
Untersuchung der Dynamik mittels Rontgenstreuung von grofem Interesse ist. Im
Vergleich zu SAXS/XPCS ist, aufgrund der Wellenlénge der verwendeten Strahlung,
die Dynamik nur auf sehr groffen Langenskalen mit DLS charakterisierbar. Zusétzlich
konnen SAXS/XPCS-Messungen, an verdiinnten Losungen, auch Informationen iiber
die Form der streuenden Partikel liefern, wohingegen DLS nur den hydrodynamischen
Radius liefert. Dennoch bietet DLS auch abhingig vom betrachteten Probensystem
Vorteile gegentiber SAXS/XPCS-Messungen, da die Durchfiihrung eines DLS Expe-
riments einen deutlich geringeren Aufwand erfordert, einen héheren Kontrast liefert,
kleinere Zeitskalen zugénglich macht, und bei schwach streuenden Probensystemen
keine strahleninduzierten Effekte hervorgerufen werden. Fiir homogene Proteinlésun-
gen sind vor allem die beiden zuletzt genannten Punkte relevant.

In der Literatur gibt es Hinweise auf das Vorhandensein von mesoskopischen Clustern
in konzentrierten Lysozymlosungen im Groéfsenbereich zwischen 30 nm und 100 nm,
deren Existenz und Ursprung in der Vergangenheit stark diskutiert wurde [Strad-
ner, Sedgwick u.a., 2004; Stradner, Cardinaux u.a., 2008; Shukla u.a., 2008|. Die
Existenz der Cluster in konzentrierten Lysozymlosungen konnte einige Zeit spéter
bestétigt und zusétzlich fiir weitere kolloidale Systeme beobachtet werden [Cardin-
aux, Zaccarelli u.a., 2011]. In einer aktuellen Studie wird die Ursache der Cluster-
bildung in Verunreinigungen und/oder der Existenz geringer Mengen partiell entfal-
teter Lysozymmonomere vermutet, die wihrend der Reinigung oder Lyophilisierung
in die Proben gelangen |[Nikfarjam u. a., 2019], weshalb die Grofe der Cluster sowohl
hersteller- als auch chargenabhéngig ist. Aufserdem konnte gezeigt werden, dass der
Anteil an Monomeren in der Losung mit steigender Proteinkonzentration sinkt [Ko-
walczyk u.a., 2011; Nikfarjam u.a., 2019], weshalb in stark verdiinnten Losungen
(z.B. ¢p < 5mg/mL bei Formfaktormessungen) keine Cluster zu sehen sind. Durch
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Filterung der Lysozymlésungen mit 20 nm Spritzenfiltern konnten die Cluster voll-
standig entfernt und auch nach mehreren Tagen keine Neubildung beobachtet werden
[Nikfarjam u. a., 2019].
Die Existenz und der Einfluss von Lysozymclustern in konzentrierten Losungen
wird unter anderem in den nachfolgenden Ausfiihrungen zu den XPCS- und DLS-
Resultaten diskutiert.

4.2.1 Charakterisierung der Diffusion mittels XPCS

Die hier vorgestellten Messungen dienen lediglich zur Demonstration der
Durchfiihrbarkeit von XPCS-Messungen an konzentrierten Lysozymlsungen in der
homogenen Phase und wurden deshalb nicht systematisch in Abhingigkeit weiterer
Parameter untersucht. Das allgemeine Vorgehen und die experimentellen Parameter
wurden bereits in Abschnitt 3.3.2 vorgestellt.

Die untersuchten Lysozymlosungen haben eine Proteinkonzentration von
¢p = 200mg/mL, einen pH Wert von 7 und die Messungen wurden bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach der in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen
Filterung von Messungen mit parasitdren Streubeitrdgen und der Berechnung der
Korrelationsfunktionen jeder Bildserie, wurde aus den resultierenden go-Funktionen
eine mittlere Korrelationsfunktion bestimmt. Aufgrund der niedrigen Zéhlraten pro
Exposition, kommt es bei der Berechnung von Korrelationsfunktionen zu sehr
kleinen Normierungsfaktoren, die einen unrealistisch hohen Kontrast liefern. Durch
die Modellierung der gemittelten go-Funktionen kénnen trotzdem Zerfallsraten und
KWW-Exponenten bestimmt werden. Dazu wurden die in Abbildung 4.25
dargestellten Korrelationsfunktionen mit einem exponentiellen Zerfall und einer
baseline modelliert. Der Ursprung der nicht verschwindenden Korrelation
(lima¢—o00 g2 # 1) konnte nicht abschliefend geklart werden, kann jedoch ebenfalls
mit den niedrigen Z&dhlraten zusammenhingen. Da die Werte der go-Funktionen
stark fluktuieren, wurde zur besseren Ubersicht jede Korrelationsfunktion einzeln
dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Fluktuationen mit steigendem ¢
zunehmen und sich fiir den grofiten gezeigten g-Wert nur noch geringfiigig vom
Rauschen unterscheiden. Die aus den Anpassungen gewonnenen Parameter sind in
Abbildung 4.26 gezeigt. Die gefundenen KWW-Exponenten sind fiir alle
betrachteten ¢ Kkleiner als eins, sodass von einer sub-diffusiven Bewegung
ausgegangen werden kann. Die Beurteilung der g-Abhéngigkeit von I' ist schwierig,
da nur drei verwertbare Datenpunkte vorliegen. In diesem g¢-Bereich steigen die
ersten drei Zerfallsraten stark an, wie es aufgrund kleinerer Léngenskalen zu
erwarten ist. Die Zerfallsrate steigt dabei von 27s~! fiir den kleinsten ¢-Wert auf
ungefihr 350s~! fiir ¢ = 0,025nm~! an, was einer Dekorrelationszeit von 2,9 ms
entspricht. Unter Verwendung der Zerfallsraten fiir die ersten drei g-Werte, kann
iiber die Relation I' = Dgg? und iiber die Stokes-Einstein Beziehung (Gleichung
2.107), nach einer Abschéitzung der Viskositédt, der hydrodynamische Radius
bestimmt werden. Die Viskositiat wurde unter Verwendung von [Monkos, 1997,
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Abbildung 4.25: Gemittelte Autokorrelationsfunktionen fiir verschiedene g-Werte aus
710 Messungen mit jeweils 4000 Expositionen.
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Abbildung 4.26: a) Zerfallsraten I' und b) KWW-Exponenten 7 in Abhéngigkeit von
q fiir die Dynamik einer homogenen Lysozymlosung bei Raumtemperatur.
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Mooney, 1951]
1 = nEy0e” 07K (4.12)

berechnet. Dabei bezeichnen S und K zwei vom verwendeten Protein und vom Lo-
sungsmittel abhéngige Parameter. Die daraus erhaltene Viskositét ergibt sich fiir
eine Lysozymlosung mit ¢, = 200mg/mL bei einer Temperatur von 293,15K zu
n = 3,14mPas. Der resultierende hydrodynamische Radius betrégt R;, = 61 = 13nm
und liegt somit im Grofenbereich der in [Nikfarjam u. a., 2019] gefundenen Cluster.
Zur Uberpriifung dieser Resultate, wurden DLS-Messungen an gefilterten Lysozym-
l6sungen durchgefiihrt, die im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.2.2 Charakterisierung der Diffusion mittels DLS

Die in diesem Abschnitt vorgestellten DLS-Messungen wurden an Lysozymlésungen
mit einer Proteinkonzentration von ¢, = 170mg/mL bei pH 7 und ebenfalls bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Zusétzlich wurde bei den DLS-Messungen die
Proteinlosung mit Whatman(©)Anotop(©)(Merck: WHA68091122) Spritzenfilter
unterschiedlicher Porengrofse gefiltert, um den FEinfluss von Clustern im
Grofenbereich zwischen 30nm und 100 nm zu untersuchen [Nikfarjam u.a., 2019].
Die Porengrofen der Filter betragen 20 nm, 100 nm und 200 nm. Aufserdem wurden
Messungen an ungefilterten Proben durchgefiihrt.

Die gemessenen go-Funktionen sind fiir alle verwendeten Filter in Abbildung 4.27
fir ¢-Werte zwischen 6,85pm~' und 2555pm~! abgebildet. Anhand der
Korrelationsfunktion ist zu erkennen, dass die mit einem 100 und einem 200
Nanometer Filter gefilterten Proben zwei deutliche Zerfélle aufweisen (s. Abbildung
4.27b) und c)). Das Filtrieren der Lysozymlosung mit einem 20 Nanometer Filter
fihrt dazu, dass nur noch ein Zerfall sichtbar ist und die Dekorrelationszeiten
Zeiten abnehmen. Fiir die ungefilterte Probe ist ebenfalls nur ein Zerfall sichtbar,
der die Uberlagerung einer Grofenverteilung von Clustern widerspiegelt Durch die
Modellierung der go-Funktionen, analog zu den XPCS-Messungen, koénnen
Zerfallsraten und KWW-Exponenten extrahiert werden. Dabei werden fiir die
ungefilterte und die 20 nm-gefilterte Proben ein exponentieller Zerfall und fiir die
iibrigen Proben zwei Zerfille verwendet. Aufterdem fallt auf, dass sich fiir alle
betrachteten Proben die Dekorrelationszeiten mit steigendem ¢ zu kleineren Werten
verschieben, was im Folgenden genauer diskutiert wird.

Beginnend mit der ungefilterten Probe, zeigt die Zerfallsrate eine starke
g-Abhingigkeit (I' oc ¢*) und sub-diffusives Verhalten (vgl. Abbildung C.35). Die
Ursache liegt in der bereits erwéhnten Polydispersitidt des Systems, weshalb auf
eine ausfithrliche Analyse und Bestimmung einer Gréfsenverteilung verzichtet wird.
Im né&chsten Schritt werden die gefilterten Proben miteinander verglichen. Fiir
Porengrofen oberhalb von 20nm sind die Parameter der beiden Zerfille in
Abbildung 4.28 grafisch dargestellt. Fiir den schnellen Zerfall (T'y, ~1) sind die
beiden Parameter nahezu identisch und zeigen in jedem Fall eine quadratische
Dispersion I'; o< ¢?. Fiir den schnellen Zerfall wird ein niherungsweise diffusives
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Abbildung 4.27: a) Gemessene Korrelationsfunktionen einer ungefilterten, konzen-
trierten Lysozymlosung. In b)-d) sind die go-Funktionen fiir gefilterte Proben gezeigt.

Verhalten beobachtet ;3 &~ 1, wohingegen fiir den langsamen Zerfall ein
sub-diffusives (72 < 1) Verhalten vorliegt. Die Zerfallsrate der 20 nm-gefilterten
Losung ist um ungefihr einen Faktor zwei kleiner, als die Zerfallsraten I'; der
anderen gefilterten Proben. Die Parameter der 20nm gefilterten Probe sind in
Abbildung 4.29 dargestellt. Auch fiir diese Probe zeigt sich eine quadratische
Dispersionsrelation und die KWW-Exponenten deuten auf einen schwach
sub-diffusives Verhalten hin. Die Abweichungen von ideal diffusivem Verhalten
liegen bei maximal 7%. Analog zu den im vorherigen Abschnitt 4.2.1 vorgestellten
XPCS-Messungen koénnen nach Abschitzung der Viskositdt (Gleichung 4.12)
hydrodynamische Radii aus der Dispersion der Zerfallsrate bestimmt werden. In
Tabelle 4.1 ist eine Zusammenfassung der ermittelten hydrodynamischen
Radii gegeben. Fiir die mit 200 und 100 Nanometer Filtern gefilterten
Proben liegt der hydrodynamische Radius aus dem schnellen Zerfall Ry ; im
Bereich des Literaturwertes von Ry, = (1,85 +0,05)nm [Parmar und Muschol,
2009; Nikfarjam u.a., 2019]. Da allerdings die Messungen an konzentrierten
Proteinlésungen durchgefiihrt wurden, scheint dieses Ergebnis zuféllig zu sein und
eher aus interagierenden, kleineren (kleiner als die aus dem zweiten Zerfall
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Abbildung 4.28: Zerfallsraten des schnellen (a)) und des langsamen (b)) Zerfalls
in Abhéngigkeit von ¢ fiir gefilterte Lysozymlésungen mit Filtern unterschiedlicher
Porengrofse. In ¢)-d) sind die jeweiligen KWW-Exponenten gezeigt.

resultierenden) Clustern zu stammen. Denn aufgrund von nicht vernachléssigbaren
Wechselwirkungen mit steigender Proteinkonzentration sollten signifikant kleinere
Ry, gemessen werden. Beispielsweise wird fiir eine Lysozymkonzentration von
60 mg/mL bereits von einem hydrodynamischen Radius von 1,2nm berichtet
[Nikfarjam u.a., 2019|. Die Groke der Cluster aus dem zweiten Zerfall liegen
ebenfalls in dem in der Literatur angegeben Bereich von 30nm bis 100nm.
Bestétigt wird die Vermutung, dass es sich bei dem schnellen Zerfall nicht um
Lysozym Monomere handeln kann, durch die Betrachtung der mit 20nm Filtern
gefilterte Probe. Die go-Funktionen und die Dispersion belegen eindeutig, dass es
sich um ein monodisperses System handelt und der resultierende hydrodynamische
Radius ist mit Ry ; = 0,92nm um einen Faktor zwei kleiner, als der in einer
verdlinnten Losung gemessene Ry,.

Bei den SAXS/XPCS-Messungen, die an einer 200nm-gefilterten Probe
durchgefiihrt wurden, kam bereits die Vermutung auf, dass nicht die Diffusion
einzelner Proteine, sondern die der Cluster gemessen wurde. Belegt wird dies durch
den Vergleich des hydrodynamischen Radius aus den XPCS- und DLS-Messungen
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Abbildung 4.29: a) Zerfallsrate und b) KWW-Exponent in Abhéngigkeit von ¢ fiir
eine gefilterte Lysozymlosung mit einer Filtergrofse 20 nm.

Filtergrofe [nm| Ry ; [nm] Ry 2 [nm] Rﬁgcs [nm]
200 1,81 + 0,02 67,80 4+ 0,06 61+13
100 1,66 +0,01 58,70 0,06 ;
20 0,92 4+ 0,00 - -

Tabelle 4.1: Hydrodynamischer Radius berechnet aus der Steigung von I'; o< ¢ fiir
gefilterte Lysozymlosungen mit unterschiedlichen Filtergrofsen.

(s. Tabelle 4.1). Der aus den XPCS-Messungen ermittelte hydrodynamische Radius
stimmt, im Rahmen des Fehlers, mit dem hydrodynamischen Radius aus dem
zweiten Zerfall der DLS-Messungen iiberein. Zusétzlich féllt Beim Vergleich der
Dekorrelationszeiten aus den XPCS- und DLS-Messungen bei ¢ = 0,021 nm™!
(tprs = 0,88ms und 7xpcs = 8,70ms) auf, dass die Dekorrelationszeit aus den
XPCS-Messungen um einen Faktor zehn iiber der aus dem langsamen Zerfall der
DLS-Messungen liegt. Die Diskrepanz der beiden Dekorrelationszeiten kann durch
die hohere Proteinkonzentration bei den XPCS-Messungen begriindet werden. Zur
Messung der Dynamik von Lysozymmonomeren mittels XPCS, geben die
DLS-Daten eine Dekorrelationszeit von 15pus vor, was eine Grofenordnung unter
der maximalen Bildrate des verwendeten Detektors liegt.
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Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Kinetik und Dynamik in konzentrierten Proteinlésungen
mittels XPCS untersucht. Diese wurden wahrend der temperatur- und druckinduzier-
ten fliissig-fliissig Phasenseparation und unter dem Einfluss von Crowdern betrachtet.
Zusatzlich wurde die Dynamik in homogenen Proteinldsungen untersucht. Ergdnzend
zu den XPCS-Messungen wurden DLS-Messungen an homogenen Lysozymlosungen
durchgefiihrt.

Aus der zeitlichen Verschiebung der Position des Maximums im SAXS-Signal wéh-
rend der druckinduzierten LLPS konnte die Entwicklung der Korrelationslédnge in
Abhéngigkeit der Quenchtiefe untersucht werden. Dabei ergab sich eine Verlang-
samung des Wachstums und eine Ausbildung kleinerer Strukturen mit steigender
Quenchtiefe. Aulerdem konnten Wachstumsraten aus dem exponentiellen Anstieg
der Streuintensitédt in der frithen Phase der druckinduzierten LLPS bestimmt wer-
den, woraus wiederum relative Konzentrationen der kondensierten Phase in Bezug
auf den Glasiibergang bestimmt werden konnten. Die relativen Konzentrationen né-
herten sich mit steigender Quenchtiefe dem Glasiibergang auf bis zu 94 % an. Infor-
mationen {iber die Dynamik konnten durch Betrachtung von TTCs und probenal-
terabhéngigen Schnitten gewonnen werden. Die go-Funktionen zeigten zwei Zerfélle,
wobei der langsame Zerfall in manchen Féllen einen geringen Kontrast aufweist. Aus
der Modellierung der go-Funktionen wurden Zerfallsraten und KWW-Exponenten
bestimmt, durch die Aussagen iiber die Art der Dynamik getroffen werden konnten.
Dabei beschreibt der schnelle Zerfall eine super-diffusive ballistische und der langsa-
me Zerfall eine sub-diffusive Bewegung ohne erkennbare Dispersion. Der erste Zerfall
spiegelt die Bildungsdynamik der kondensierten Phase und der zweite Zerfall dessen
Wachstum wieder. Aus der Betrachtung des NEP in Abhéngigkeit der Quenchtiefe
und in Verbindung mit der Alterung des Systems, konnte geschlussfolgert werden,
dass die druckinduzierte LLPS in konzentrierten Lysozymlosungen die Ausbildung
eines Gelnetzwerkes fiir grofse Druckspriinge begiinstigt.

Zuséatzlich zu der LP-LLPS, wurde die HP-LLPS in Lysozymlésungen untersucht
und ergab einen schnelleres initiales Wachstum wahrend der HP-LLPS, das jedoch
in der spéaten Phase der LLPS verlangsamt war. Dieses Verhalten wurde ebenfalls in
der Dynamik beobachtet, bei der zu Beginn der HP-LLPS grofere und in der spaten
Phase kleine Zerfallsraten gefunden wurden.

Zur Untersuchung des Einflusses grofser Quenchtiefen auf die Kinetik und Dynamik
der LLPS, bietet es sich an die Probenkomposition und die Temperatur so zu anzu-
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passen, dass grofere Ap erreicht werden konnen. Fiir weiterfithrende Messungen und
zu einem besseren Vergleich der HP- und LP-LLPS waren aufserdem quenchtiefen-
abhéngige Messungen im Hochdruckbereich von grofsem Wert.

Ein weiterer untersuchter Einflussfaktor auf die Kinetik und Dynamik der druckin-
duzierten LLPS in Lysozymlosungen stellten in dieser Arbeit Crowder (PEG) un-
terschiedlicher Molekulargewichte dar. Dabei wurde die Konzentration der Crowder
konstant unterhalb ihrer jeweiligen Uberlappungskonzentrationen gehalten. Fiir bei-
de betrachteten Crowder ergab sich eine deutlich langsamere Wachstumskinetik als in
Losungen ohne Crowder, die fiir das leichtere PEG (PEG2k) stirker betont war. Die
erhaltenen Korrelationsldngen waren ebenfalls kleiner als fiir die LLPS ohne Crow-
der. Ein kinetischer Stillstand, trat nur fiir spéate Zeiten bei der PEG2k Probe auf
mit einem inversen Wachstumsexponenten von n = 24,2 und beide Proben zeigten
im Bezug auf die Dynamik keinen Stillstand. In Ubereinstimmung mit der Kinetik,
ist die Dynamik in der frithen Phase der LLPS fiir die PEG2k Probe langsamer als
in der PEG4k Probe. Die langsamere Dynamik fiir PEG2k in der frithen Phase der
LLPS resultiert wahrscheinlich aus der Abnahme der kurzreichweitigen attraktiven
Wechselwirkungen mit steigendem PEG-Molekulargewicht [Julius, 2019].

Eine systematische Untersuchung der Kinetik und Dynamik der druckinduzierten LL-
PS in Abhéngigkeit des PEG-Molekulargewichts und dessen Konzentration, kénnte
dabei helfen den Einfluss des effektiven Grofsenverhéltnisses zwischen PEG und Ly-
sozym auf die LLPS besser zu verstehen. Vor allem interessant wéren Betrachtungen
der Dynamik nahe der Uberlappungskonzentration der Polymere, da dort, durch die
Verschriankung der Polymere, starke Anderungen zu erwarten sind.

Analog zu den Druckspriingen, wurde die temperaturinduzierte LLPS in Lysozym-
16sungen in Abhéngigkeit der Quenchtiefe untersucht. Dabei ergab sich eine deutlich
schnellere, exponentielle Alterung des Systems in der frithen Phase der LLPS, im
Vergleich zur linearen Alterung fiir die druckinduzierte LLPS. Aufgrund der schnel-
len Alterung, war die Modellierung der Autokorrelationsfunktionen nur mit einem
exponentiellen Zerfall moglich. Bis auf die Alterung des Systems, konnte qualitativ
die gleiche Dynamik, wie bei der druckinduzierten LLPS beobachtet werden, ndmlich
eine super-diffusive ballistische Bewegung. In der spiaten Phase der LLPS trat aufser-
dem ein dynamischer Stillstand fiir groffe Quenchtiefen auf. Im Fall der SAXS-Daten,
war aukerdem kein Maximum in der Streuintensitét zu erkennen, was darauf hindeu-
tet, dass die Strukturen makroskopisch grofs sind und das Maximum unterhalb des
kleinsten messbaren g-Wertes liegen. Dennoch konnten Streuinvarianten und Wachs-
tumsraten der SAXS-Intensitit bestimmt werden. Fiir hohe Quenchtiefen ergab sich
ebenfalls eine Abnahme des Wachstums der Streuinvarianten, was auf die Annéhe-
rung an einen kinetischen Stillstand hindeutet. Interessanterweise ist das Verhalten
der Zerfallsrate aus den SAXS-Daten fiir die temperaturinduzierte LLPS genau ge-
genséatzlich zu dem Verhalten der druckinduzierten LLPS und zeigt ein schnelleres
Wachstum fiir grofte Quenchtiefen. Eine mdgliche Ursache dafiir ist die begrenzte
Kiihlrate des experimentellen Aufbaus, wodurch, im Zeitintervall in dem die Wachs-
tumsraten bestimmt wurden, die Proben noch nicht bis zur Gelierungstemperatur
abgekiihlt sind und somit die LLPS fiir grofse Quenchtiefen schneller ablauft.
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Zusammenfassung und Ausblick

Zur Untersuchung der druckinduzierten LLPS in konzentrierten yD-Kristallin Lo-
sungen, wurde die LLPS fiir zwei unterschiedliche Konzentrationen betrachtet. Die
Wachstumsexponenten aus dem zeitlichen Verlauf der Korrelationsléngen zeigten
ein schnelleres Wachstum in der hoher konzentrierten Probe und im Vergleich zu
Lysozym, die Ausbildung groferer Strukturen. In der spidten Phase der LLPS ver-
langsamt sich das Wachstum weiter und néhert sich fiir die niedriger konzentrierte
Probe einem kinetischen Stillstand. Aus der Dynamik ergaben sich zwei Zerfalle,
ein schneller, super-diffusiver, ballistischer Zerfall und ein langsamer Zerfall ohne
erkennbare Dispersion. In der spidten Phase der LLPS treten starke Fluktuationen
in den Dekorrelationszeiten und KWW-Exponenten auf, was ausgepragter fiir die
hoher konzentrierte Losung war. Zusétzlich wurde eine nicht verschwindende Korre-
lation in der spéten Phase der LLPS gefunden, die fiir die hoher konzentrierte Probe
mit fortschreitender Zeit abnahm und fiir die geringere Konzentration zunahm. Die
Zunahme des NEP mit der Zeit und der kinetische Stillstand deuten auf einen Gel-
iibergang hin. Die Abnahme des NEP fiir die Probe mit hoherer Konzentration héangt
vielleicht mit dem Kollaps des Gelnetzwerkes zusammen [Fluerasu u. a., 2007|. Fiir
weiterfilhrende Messungen wére es interessant die Quenchtiefenabhéngigkeit der Ki-
netik und Dynamik, sowie den Einfluss von Crowdern mittels XPCS in vD-Kristallin
Loésungen zu untersuchen.

Zuletzt, konnte durch die Kombination aus DLS und XPCS-Messungen gezeigt wer-
den, dass die Dynamik der einzelnen Proteine zu schnell ist, um sie mit den aktuell
verwendeten Detektoren aufzulésen. Es wurde durch Filterung von Lysozymlosun-
gen mit Filtern unterschiedlicher Porengrofie belegt, dass in den XPCS-Messungen
an homogenen Losungen, Lysozymcluster mit einer Grofe von 60 Nanometern vor-
liegen. Es konnte auflerdem durch die DLS-Messungen gezeigt werden, dass durch
Filtrieren der Losung mit einem 20-Nanometer Spritzenfilter die Cluster vollstandig
entfernt werden kénnen. Die Neubildung von Clustern konnte auch fiinf Tage spéter
nicht beobachtet werden. Um dennoch die Dynamik einzelner Proteine mittels XPCS
zu charakterisieren, bietet es sich an die Messungen bei deutlich niedrigeren Tempe-
raturen und eventuell in Préasenz von Crowdern, wie das in dieser Arbeit verwendete
PEG, durchzufiihren.

Durch das geplante PETRA IV Upgrade werden in Zukunft hohere kohérente Fliis-
se und grofkere Kohdrenzlédngen erzielt, die wiederum zu groferen SNR und Kon-
trastwerten fithren, wodurch kleinere charakteristische Zeitskalen bei einer niedri-
geren applizierten Dosis zugénglich werden [Moller, Reiser u.a., 2021|. Die fir die
P10 geplante Installation eines fast shutters wird es zukiinftig erlauben Messungen
mit logarithmisch verteilten Verzogerungszeiten durchzufiihren, wodurch gerade fiir
Nichtgleichgewichts-Prozesse, wie die LLPS, die Verzogerungszeiten an die Entwick-
lung der charakteristischen Zeiten des Probensystems angepasst werden kénnen, was
mit deutlich geringeren Strahlendosen einhergehen wird.
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Parameter ausgewéahlter Synchrotronstrahlungsquellen
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Tabelle A.1: Parameteriibersicht ausgewéhlter Synchrotronstrahlungsquellen.
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Anhang B

Zusatzliche SAXS-Daten
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Zusatzliche SAXS-Daten

Zeit [s]
0,3 0,9 3,0 9,01 18,02 24,02

Q% Ispxs [wW. E. ]

Abbildung B.1: SAXS-Kurven in der Kratky-Darstellung fiir die druckinduzierte LL-
PS einer Lysozymlésung mit ¢, = 238 mg/mL und einer NaCl-Konzentration von
cNac1 = 500mM bei T' = 7,6 °C fiir ausgewahlte Quenchtiefen und Zeiten. Die durch-
gezogenen Linien représentieren die Modellierung der Kratky-Kurven mit einem Po-
lynom 6. Grades.

140



Anhang C

Zusatzliche Daten zur Dynamik

C.1 Lysozym Quenchserie

C.1.1 Zwei-Zeiten Korrelation fiir weitere Wellenvektoriibertrage

In den nachfolgenden Abbildungen sind TTCs aus dem gesamten betrachteten g¢-
Bereich fiir alle Quenchtiefen dargestellt. Der Trend des nicht-monotonen Verhaltens
der Zerfallsraten in Abhéngigkeit von Ap bleibt iiber den gesamten ¢-Bereich erhal-
ten. Mit steigendem ¢ nimmt der Streukontrast ab, bis letztlich fiir Ap = 0 bar keine
Korrelation mehr gemessen wird (Abbildung C.3).
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

Korrelation
1,04 1,08

I

ty [s]

]
|4

Abbildung C.1: Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen fiir die druckinduzierte LLPS ei-
ner konzentrierten Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen bei ¢ = 0,008 nm™".
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

Korrelation
1,04 1,08

= / -
s i

#

ty [s]

tq [s]

Abbildung C.2: Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen fiir die druckinduzierte LLPS ei-
ner konzentrierten Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen bei ¢ = 0,016 nm™".
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

Korrelation
1,04

ty [s]

Abbildung C.3: Zwei-Zeiten Korrelationsfunktionen fiir die druckinduzierte LLPS ei-
ner konzentrierten Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen bei ¢ = 0,023 nm™".
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

b)

L 1,10 700
1,075 &
_ L 1,08 600
s 500
1,050 = L 1,06 0
3 S 400 —
o z
1,025 1,04 300 *
L 1,02 200
1,000 ‘j ’ | 1'00 100
109 10! 107
d) 4.000
L 3.000
Iy
- 2.000 —
(g}
~
L 1.000
1 1 1 1 1 I- 0
250 500 750 250 500 750

Abbildung C.4: TTC (a) und zugehorige go-Funktionen (b) fiir ausgewéhlte ¢y, zwi-
schen 100s und 750s bei ¢ = 0,009 nm ™! fiir eine Lysozymprobe mit ¢p = 238 mg/mL
nach der druckinduzierten LLPS. Die Quenchtiefe Ap betragt 225 bar. Die Linien re-
présentieren die modellierten go-Funktionen. In ¢) und d) sind die Zerfallszeiten 7 o
in Abhéngigkeit des Probenalters gezeigt.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

C.1.2 Parameter der modellierten g;-Funktionen

a) tw[s] tw[s] b)
N 14 14 0.8
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Abbildung C.5: Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'1 2 und KWW-Exponenten 7 o fiir
ausgewihlte Zeiten bei ¢ = 0,008 nm™! von Ap.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

. - 0,8
a) | tu[s] tu[s] b)
14 14 L 06
_I'T' g4y v 16 v 16 l] l _l'._‘
w0 < 20 < 20 M N 7))
— 61 LYe, 408 =
3 et g
< | L o%Y1x to02d
= 4 Yogrexl 1 =~
- SR 5 QERET b
« Y ¥ + - 0,0
241 A :
»'“'vvg <
LT
C) T T T T T T d)
10 -
-2,0
8- [ I
I -1,5
3 6 11y 3
S i 4;4I—=—l—l—-1,os
—~ 4 '[ '[ T q-[" 5 1 X ~N
>~ IR R PR {1 ER Ty >
T%'{i?#i%!{a y Y 1] 4 :l - 0.5
21afas 1 F 2T TS v
; — i
0! - 0,0
0 200 400 0 200 400
Ap [bar]

Abbildung C.6: Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'1 o und KWW-Exponenten v o fiir
ausgewihlte Zeiten bei ¢ = 0,015nm™! von Ap.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik
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Abbildung C.7: Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'1 o und KWW-Exponenten 7 o fiir

ausgewihlte Zeiten bei ¢ = 0,018 nm™! von Ap.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

a) 0,101y ® B — Zwei zerfalle | 110 b)
® B —~ — Ein Zerfall
0,08 @ ] - 1,08
I [ ]
1 T T
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Abbildung C.8: a) Kontrastfaktoren des ersten und zweiten Zerfalls in Abhéngig-
keit der Quenchtiefe bei ¢ = 0,0lnm~! und t, = 16s. b) Gemessene Autokor-
relationsfunktion fiir die LLPS einer Lysozymlosung nach einem Drucksprung von
Ap = 51 bar bei ty, = 16s und die zugehorigen Modellierungen mit einem exponen-
tiellen Zerfall (rot) und zwei exponentiellen Zerfillen (schwarz).
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Zusétzliche Daten zur Dynamik
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Abbildung C.9: Zerfallsraten und KWW-Exponenten in Abhéngigkeit von ¢ fiir t, =
10s.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik
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Abbildung C.10: Zerfallsraten und KWW-Exponenten in Abhéngigkeit von ¢ fiir
tw = 14s.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

C.2 HP-LLPS Lysozym

C.2.1 TTCs und g-Funktionen

Korrelation
a) 1,00 1,04 1,08 b)

1,00 -

L6

10-1 101
t1[s] At[s]

Abbildung C.11: TTCs und ge-Funktionen fiir die druckinduzierte HP-LLPS (a)-b))
und LP-LLPS (c)-d)) bei ¢ = 0,0l nm~.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

) Korrelation )
d) 100 1,05 1,10 1,15

500 100 10' 1072
t1 [s] At[s]

Abbildung C.12: TTCs und ge-Funktionen fiir die druckinduzierte HP-LLPS (a)-b))
und LP-LLPS (c)-d)) bei ¢ = 0,01 nm~1.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

C.2.2 Parameter der modellierten g;-Funktionen

@ HP)|

a) 4l + lj LP | + _3C)
Wl :
E’.z_i f i o * + + P
SIS s —]

]
Y2

A i

0,0100 0,0125 0,0150 0,0100 0,0125 0,0150
-1
glnm™*]

Abbildung C.13: ¢g-Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'; (a)) und I's (b)) und KWW-
Exponenten v; (c¢)) und 72 (d)) fiir die HP- und LP-LLPS einer konzentrierten Ly-
sozymlosung bei ty, = 14s

C.3 ~yD-Kristallin

C.3.1 Zwei-Zeiten Korrelation und g;-Funktionen
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

a) Corr(g=0,008nm™,t;, t) tw [S] b)
0,00 005 010 015 6 9 12 15 18

10
t1[s]

Abbildung C.14: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die frithe Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Lésung mit ¢,p =
182mg/mL.

a) Corr(g=0,011nm™1, t3, t5) b)
0,00 0,05 0,10 0,15
[ eeess— |
25
20
— 15 -
v =
(V] (gl
+ 10 (@)}
5
0
0 10 20

t1[s] At[s]

Abbildung C.15: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die frithe Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Lésung mit ¢,p =
182 mg/mL.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

a) Corr(g =0,008nm~1, t, t5) tw [s] b)
0,0 0,1 0,2 0,3 6 9 12 15 18

0 10 20 10-1 10!
ty[s] At[s]

Abbildung C.16: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir

die frithe Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Lésung mit ¢,p =
211 mg/mL.

a) Corr(g=0,011nm™1, t;, t5) tw[s] b)
0,00 0,05 0,10 0,15 0,206 9 12 15 18

gZ(tw)

10 20
t1[s] At[s]

Abbildung C.17: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir

die frithe Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Lésung mit ¢,p =
211 mg/mL.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

a) Corr(g=0,008nm™1, t, t5) tw [s] b)
0,0 0,2 0,4 20 60 100 140

0 50 100 150 200 1(')0 102
t1[s] At[s]

Abbildung C.18: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die spite Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Losung mit c¢yp =
182 mg/mL.

a) Corr(g=0,011nm™1, t;, t5) twls] b)
0,0 0,1 0,2 20 60 100 140

0 100 200 . L _0.05

Abbildung C.19: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die spite Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Losung mit c¢yp =
182mg/mL.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

a) Corr(g=0,008nm™1, t, t5) tw [s] b)
0,0 0,2 0,4 20 60 100 140

0 50 100 150 200 10° 102
t1[s] At[s]

Abbildung C.20: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die spite Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Losung mit c¢yp =

211 mg/mL.

a) Corr(g=0,011nm™1, t;, ) twls] b)
0,000 0,025 0,050 20 60 100 140
—.
200
150
w
— 100
(V]
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50
o & b 1
0 100 200 | 1 _0.050
t; [s] 10° 102
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Abbildung C.21: TTC (a)) und Schnitte der TTC gy (b)) fiir ausgewéhlte t,, fiir
die spite Phase der druckinduzierten LLPS einer yD-Kristallin Losung mit c¢yp =

211 mg/mL.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik

C.3.2 Parameter der modellierten g;-Funktionen
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Abbildung C.22: g-Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'1 » und KWW-Exponenten 71 2
der druckinduzierten LLPS von yD-Kristallin Losungen mit ¢,p = 182mg/mL und
cyp = 211 mg/mL bei t,, = 18s.
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Zusétzliche Daten zur Dynamik
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Abbildung C.23: ¢g-Abhéngigkeit der Zerfallsraten I'; o und KWW-Exponenten 71 o
fir die druckinduzierte LLPS von D-Kristallin Losungen mit ¢,p = 182mg/mL
und ¢yp = 211 mg/mL bei t,, = 100s.
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C.4 Lysozym und PEG

C.4.1 TTCs und g-Funktionen
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Abbildung C.24: TTCs (a) und c¢)) und go-Funktionen (b) und d)) fir die druck-
induzierte LLPS in eines PEG2k (a)-b)) und eines PEG4k Systems (c)-d)) bei
q¢=0,0lnm™ %

C.4.2 Parameter der modellierten g;-Funktionen
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Abbildung C.25: Zerfallsraten und KWW-Exponenten fiir ¢, = 20s (a)) und ¢ty =
14s (b)) fur die druckinduzierte LLPS eines PEG2k (blau) und PEG4k (rot) Systems
in Abhéngigkeit von q.
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Korrelation
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Abbildung C.26: TTCs (a) und c¢)) und ge-Funktionen (b) und d)) fiir die spéte
Phase der druckinduzierten LLPS eines PEG2k (a)-b)) und eines PEG4k Systems
(c)-d)) bei ¢ = 0,0l nm~.
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Abbildung C.27: a) Zerfallsraten des ersten Zerfalls wihrend der spéten Phase der
LLPS eines Lysozym/PEG Systems bei ¢ = 0,01nm~!. Die zugehorigen KWW-
Exponenten sind in b) dargestellt.
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C.5 Temperaturinduzierte Phaseniibergange in
Lysozymlosungen

C.5.1 SAXS-Daten
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Abbildung C.28: Zeitabhéngige SAXS-Kurven in der Kratky-Darstellung aufgenom-
men wahrend der temperaturinduzierten LLPS einer Lysozymlosung mit Quenchtie-
fen von a) AT =2°C und b) AT =9°C.

C.5.2 TTCs und g;-Funktionen
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g =0.0054nm™1
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Abbildung C.29: TTCs aufgenommen wahrend der temperaturinduzierten LLPS ei-
ner Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen. Die Temperaturangabe entspricht

der Quenchtiefe AT
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g =0.0054nm™!
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Abbildung C.30: TTCs aufgenommen wéhrend der temperaturinduzierten LLPS ei-
ner Lysozymlosung fiir verschiedene Quenchtiefen. Die Temperaturangabe entspricht
der Quenchtiefe AT. Die Gesamtmessdauer betrug 440s. Im unteren mittleren Teil
der Abbildung ist eine vergréferte Darstellung des Bereichs der frithen LLPS fiir
AT = 6°C zur Verdeutlichung der qualitativen Ubereinstimmung mit den kurzen
Messungen aus Abbildung C.29.
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a) Korrelation tw[s]
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t [s]

tq[s]

Abbildung C.31: TTC und go Funktionen wiahrend der temperaturinduzierten LLPS
mit einer Quenchtiefe von AT = 3°C bei ¢ = 0,0054nm™".
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Abbildung C.32: TTC und go Funktionen wéhrend der temperaturinduzierten LLPS
mit einer Quenchtiefe von AT = 6°C bei ¢ = 0,0054nm~".
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C.5.3 Parameter der modellierten g;-Funktionen
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Abbildung C.33: ¢-Abhéngigkeit der a) Zerfallsraten I'1 und der b) KWW-
Exponenten v, fiir die betrachteten Quenchtiefen AT bei ty, = 25s.
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Abbildung C.34: Zerfallsrate I'1 und Wachstumsrate R in Abhéngigkeit der Quench-
tiefe AT fiir die frithe Phase der LLPS. Die gezeigten Parameter wurden fiir
g = 0,007nm~' und bei twdyn = 12s bestimmt. Die Wachstumsraten aus dem
SAXS-Signal wurden {iber ein Zeitintervall zwischen 4 s und 10,5 s abhéngig von der
Quenchtiefe berechnet.

170



Zusétzliche Daten zur Dynamik

C.6 Diffusion in homogenen Losungen

C.6.1 DLS-Daten
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Abbildung C.35: Zerfallsrate a) und KWW-Exponent b) aus der Modellierung der

Autokorrelationsfunktionen einer ungefilterten Lysozymlosung.
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