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KAPITEL 1

Einleitung

1.1 Flissig-Fliissig-Phasentrennung

Die Entdeckung tropfchenartiger membranloser Organellen, wie des Nukleolus, datiert zu-
rick auf die erste Halfte des 19.Jahrhunderts!" und bereits 1899 formulierte der US-ameri-
kanische Zellbiologe Edmund Beecher Wilson, das fliissige Zellinnere gleiche einer Emul-
sion.?3 Erst im Jahre 2009 allerdings stellten Brangwynne et al.* durch die Untersuchung
von P-Granula in C. elegans die Verbindung zwischen der Entstehung dieser Organellen
und dem Phanomen der Flissig-Flissig-Phasentrennung her.®! In der Kolloid- und Poly-
merchemie ist das Prinzip der Flissig-Flissig-Phasentrennung gut erforscht, die Bedeu-
tung dieser fiir die Zellbiologie blieb bis zu jenem Zeitpunkt jedoch weitgehend unerkannt.[!
Die im Science-Magazin erschienene Publikation I6ste einen regelrechten Forschungs- und
Publikationsboom aus, welcher ein neues, sehr beliebtes Feld der Biowissenschaften
schuf.[®!

Der Fokus vorliegender Arbeit liegt auf eben dieser biologischen Flussig-Flussig-Phasen-
trennung. Nachfolgend sollen zunachst die theoretischen physikochemischen Grundlagen
der FlUssig-Flussig-Phasentrennung erlautert und anschlieBend die biologische Relevanz

derselben durch Beispiele aus Natur und Forschung verdeutlicht werden.



1 Einleitung

1.1.1 Theoretische Grundlagen

Die Flussig-FlUssig-Phasentrennung (engl. liquid-liquid phase separation, LLPS) bezeich-
net, zunachst ganz allgemein gesprochen, die Entmischung einer homogenen L6sung in
zwei fliissige Phasen.[! Die einfachste und vielfach angefiihrte Analogie hierfiir sind Oltrop-
fen in Wasser.[®-'% Dieses Alltagsbeispiel verhilft zu einer Vorstellung von der Flissig-Flis-
sig-Phasentrennung, es greift allerdings noch zu kurz.

Eine dem Ol-Wasser-Beispiel dhnliche Form der Entmischung ist die segregative Phasen-
trennung, welche einer von zwei Klassen der Flussig-Flussig-Phasentrennung entspricht
(Abb. 1.1). Startpunkt der segregativen Phasentrennung ist die homogene Lésung zweier
in einem Lésungsmittel aufgenommener Komponenten. Unter bestimmten Bedingungen
kommt es zur Entmischung und damit verbunden zur Anreicherung einer Komponente in
Phase 1 und der anderen Komponente in Phase 2.'" Das Resultat der segregativen Pha-
sentrennung ist ein wassriges Zwei-Phasen-System (engl. aqueous two-phase system,
ATPS).["?l Ein Beispiel eines in der Forschung oft zum Einsatz kommenden Zwei-Phasen-
Systems ist das System aus dem Polysaccharid Dextran und dem Polymer Polyethylengly-
kol (PEG)."? Das PEG/Dextran-System wird in zahlreichen Varianten verwendet, da sowohl
die eingesetzte Gewichtskonzentration als auch das Molekulargewicht beider Polymerkom-
ponenten jeweils variiert werden kann.['3l Im Unterschied zu dem alltaglichen Ol-Wasser-
Beispiel existiert bei der segregativen Entmischung mit dem Lésungsmittel noch eine dritte
Komponente, die allerdings in beiden entmischten Phasen enthalten ist.!'¥

Die zweite Form der FlUssig-FlUssig-Phasentrennung ist die assoziative Form. Bei der as-
soziativen Phasentrennung werden beide Komponenten aufgrund attraktiver Wechselwir-
kungen in derselben Phase angereichert, welche deshalb auch die dichte Phase genannt
wird.l'>4 Die andere Phase hingegen ,verarmt‘ bezliglich beider Komponenten und stellt
somit die verdlinnte Phase dar."'3! Eine weitere Bezeichnung flir den Prozess der assozi-
ativen Phasentrennung ist der Begriff ,Koazervation“ und die mit beiden Komponenten an-
gereicherte Phase wird entsprechend Koazervat genannt."¥! Sind elektrostatisch attraktive
Wechselwirkungen zwischen beiden Komponenten die Triebkraft der Entmischung, wird
diese Bezeichnung zu ,komplexe Koazervation“ erweitert.!"!

Die assoziative Flussig-Flussig-Phasentrennung bendtigt allerdings nicht zwingend zwei
Komponenten, um stattfinden zu kénnen. Wenn auch nur eine einzige Substanz im L6-
sungsmittel geldst ist, kann diese unter der Bedingung der Selbstassoziation in der Koazer-
vatphase angereichert werden.!"®! In diesem Fall handelt es sich um einfache Koazervation.
Wird die Entmischung der Substanz vor allem durch elektrostatisch attraktive Wechselwir-

kungen vermittelt, spricht man auch von autokomplexer Koazervation.['®
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1.1 Fliissig-Fliissig-Phasentrennung

Beiden Formen der Flissig-Fllssig-Phasentrennung gemein ist die Ausbildung von sphéri-
schen nano- bis mikrometergroRen Tropfen, die eine der beiden Phasen darstellen und
unter dem Mikroskop sichtbar sind. Neben dem Koazervatbegriff der assoziativen Phasen-
trennung werden hierflr auch noch die allgemeineren Begriffe , Tropfchen® und ,Konden-
sate” verwendet. Auch auf spektroskopische Weise kann die Existenz dieser Trépfchen
nachgewiesen werden, da diese das Licht streuen und somit eine Tribung (Turbiditat) der
Lésung verursachen, welche quantifizierbar ist. Die zeitabhangige Sedimentation der Tropf-

chen zieht eine makroskopische Phasentrennung nach sich.

Segregativ Assoziativ; Koazervation
I I

(komplex) einfach

7\\ 4 )
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Abbildung 1.1: Formen der Fliussig-Fliissig-Phasentrennung. Bei der segregativen Phasentren-
nung entstehen zwei fllissige Phasen, in denen jeweils eine von zwei gelésten Komponenten anteil-
mafig dominiert, wahrend bei der assoziativen Phasentrennung beide Komponenten in derselben
Phase angereichert werden (Koazervation). Die Koazervation beider Komponenten ist nur dann
komplex, wenn elektrostatisch attraktive Wechselwirkungen zwischen beiden Komponenten die Ur-
sache der Entmischung darstellen. Die assoziative Phasentrennung kann auch dann erfolgen, wenn
nur eine einzige (selbstassoziierende) Komponente geldst vorliegt. Ausgangszustand beider Entmi-
schungsformen ist der durchmischte einphasige Zustand. Adaptiert aus Referenz.['4]
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Bezulglich der Flussig-Flissig-Phasentrennung von Proteinen, die in dieser Arbeit aus-
schliel3lich untersucht wurde, finden sich in der Literatur Beispiele einfacher Koazerva-
tion,!'":'8 segregativer Phasentrennung (z. B. mit PEG)!'®2% und auch Beispiele der Koazer-
vation mit einer weiteren Komponente (z. B. mit DNA).?"22l AuRerdem kann die Flissig-
Flussig-Phasentrennung von Proteinen sowohl in vivo als auch in vitro stattfinden.?®! In den
dichten, aber flussigkeitsahnlichen Kondensaten sind Proteine um das 10-100-fache ange-
reichert.’?3! Kennzeichnend fiir das flissigkeitsahnliche Verhalten der Trépfchen sind unter
anderen die folgenden Merkmale: die Deformation der Tropfchen an Hindernissen und un-
ter dem Einfluss von Scherkraften, die Benetzung von Oberflachen sowie die Ausbildung

einer spharischen Form aufgrund von Oberflachenspannung.®%l



1 Einleitung

Darlber hinaus kénnen die Tropfchen, immer unter Wiedereinnahme der spharischen
Form, zu groBeren Tropfchen wachsen oder sich in kleinere Tropfchen aufspalten.?425 Das
Wachstum der Trépfchen kann entweder Gber den Prozess der Koaleszenz (Fusion) oder
durch Ostwald-Reifung erfolgen (Abb. 1.2).7 FRAP-Experimente, bei welchen typischer-
weise Bereiche innerhalb eines durch fluoreszierendes Protein geformten Kondensats mit
einem intensiven Laserpuls gebleicht werden, belegen aulerdem eine hohe innere Dyna-

mik der Tropfchen und einen Austausch mit der umgebenden Lésung. 28!
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Abbildung 1.2: Mechanismen des Tréopfchenwachstums. (A) Bei der Koaleszenz fusionieren
zwei Tropfchen ber eine gemeinsam gebildete Zwischenform zu einem gréReren, wieder sphari-
schen Tropfchen.ll (B) Im Falle der Ostwald-Reifung kommt es zum Materialaustausch zwischen
zwei Tropfchen mit der Folge, dass sich eines der Tropfchen stetig vergrofRert, wahrend das andere
kleiner wird.[2] Das Resultat der Ostwald-Reifung von zwei Tropfchen ist, wie bei der Koaleszenz
auch, ein einzelnes groReres Tropfchen. Adaptiert aus Referenz. 28]

Die Flussig-Flussig-Phasentrennung von Proteinen findet nur unter bestimmten Bedingun-
gen statt. Das Phasendiagramm eines Proteinsystems zeigt in Abhangigkeit zweier Para-
meter Bereiche der Homogenitat sowie Bereiche der Entmischung.’”® Um ein solches Pha-
sendiagramm aufstellen zu kénnen, mussen die zwei gewahlten Parameter variiert und an-
schlieRend festgestellt werden, in welchem Zustand sich die Losung befindet.l" Stellt einer
dieser Parameter die Konzentration dar, ergibt sich ein Phasendiagramm wie in Abbildung
1.3, anhand dessen einige wichtige Begrifflichkeiten erlautert werden kénnen. Ein Protein-
system geht in den phasenseparierten Zustand Uber, sobald eine bestimmte Threshold-
oder Sattigungskonzentration Gberschritten wird.?! Innerhalb des als zweiphasig gekenn-
zeichneten Bereichs des Diagramms werden wiederum erneut zwei verschiedene Bereiche

unterschieden, der Bereich zwischen Binodale und Spinodale und der spinodale Bereich.



1.1 Fliissig-Fliissig-Phasentrennung

Wird die Sattigungskonzentration erreicht, befindet sich das System zunachst in dem Be-
reich zwischen Binodale und Spinodale. In diesem Bereich ist die Entmischung des Sys-
tems zwar thermodynamisch begunstigt, die Tropfchen entstehen allerdings durch einen oft
langsamen Nukleationsmechanismus.?**% Gelangt das System durch ein Erhéhen der
Konzentration in den spinodalen Bereich, findet die Phasenseparation spontan statt®?® und
die fur diesen Bereich typische, von Tropfchen verschiedene Morphologie der Phasentren-
nung ist erkennbar. Ublicherweise erfolgt die Untersuchung von phasenseparierenden Sys-
temen unter Bedingungen, welche das System im Bereich zwischen Binodale und Spino-
dale lokalisieren. Das Maximum des zweiphasigen Bereichs wird kritischer Punkt genannt!"
und die ihm entsprechende Konzentration als kritische Konzentration bezeichnet. In einem
(T, ¢)-Phasendiagramm beispielsweise wird der kritische Punkt auch durch den spezifische-
ren Ausdruck der ,kritischen Temperatur beschrieben. Die Ubergangstemperatur bei jeder
anderen als der kritischen Konzentration wird Tribungstemperatur (engl. cloud point tem-
perature, Tuoud) genannt. Bei In-vitro-Untersuchungen konnte bereits festgestellt werden,
dass phasenseparierende Systeme empfindlich auf Anderungen der Temperatur, der lo-
nenstarke und des pH-Wertes reagieren.B" In vivo jedoch bestehen noch weitere Regula-

tionsparameter, die allerdings erst im Unterkapitel 1.1.2 vorgestellt werden.
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Abbildung 1.3: Phasendiagramm der parameterabhangigen Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
von Proteinen. Im farblosen Bereich ist das System einphasig, in beiden blaumarkierten Bereichen
findet die FlUssig-Flussig-Phasentrennung des Proteins statt. Die eingefligten schematischen Bilder
zeigen die Morphologie der Phasentrennung im Bereich zwischen Binodale und Spinodale und im
Bereich der spinodalen Entmischung. Der Parameter P stellt z. B. die Temperatur dar. Adaptiert aus
Referenzen.[!:2°]
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Mit den Grundlagen dieses Phanomens vertraut gemacht, stellt sich aus thermodynami-
scher Sicht jedoch die Frage, wieso die Flussig-Flissig-Phasentrennung Gberhaupt statt-
finden kann. Entsprechend des zweiten Hauptsatzes der Thermodynamik erfolgen Pro-
zesse spontan, wenn ein Entropiegewinn mit diesen einhergeht.®? Fiir eine Losung beste-
hend aus Lésungsmittelmolekilen und den darin geldsten (Bio-)Polymermolekiilen existie-
ren im homogenen Zustand mehr Anordnungsmoglichkeiten (Freiheitsgrade) als im pha-
senseparierten Zustand.®? Aus diesem Grund verwundert die Existenz dieses Phanomens
zunachst. Gemall dem bekanntesten Modell der Phasenseparation, und im Einklang mit
der Gibbs-Helmholtz-Gleichung, missen enthalpische Beitrdge den Entropieverlust aufwie-
gen, der mit der Entmischung verbunden ist. Bei betreffendem Modell handelt es sich um
das Flory-Huggins-Modell, bei dem die (Bio-)Polymermolekiile als lineare Ketten betrachtet
werden und der Grund fiir die Phasentrennung in attraktiven Wechselwirkungen besteht.!3"
Die Wechselwirkungen, die im Modell berlicksichtigt werden, sind sowohl homo- als auch
heterotypischer Natur und entsprechen Polymer-Polymer-Wechselwirkungen, Polymer-L6-
sungsmittel-Wechselwirkungen und L&sungsmittel-Losungsmittel-Wechselwirkungen.!
Dem Flory-Huggins-Modell zufolge entstehen entmischte Zustande aufgrund attraktiver Po-
lymer-Polymer-Wechselwirkungen und attraktiver Losungsmittel-Losungsmittel-Wechsel-
wirkungen.B%

Eine Klasse von Proteinen, die zur Phasentrennung fahig ist und deren Entmischung auf-
grund attraktiver Polymer-Polymer-Wechselwirkungen stattfinden kann, sind intrinsisch un-
geordnete Proteine (engl. intrinsically disordered proteins, IDPs). Diese Proteine sind ent-
weder vollstandig ungeordnet oder besitzen eine oder mehrere ungeordnete Domanen, so-
genannte intrinsisch ungeordnete Regionen (engl. intrinsically disordered region, IDR).
Intrinsisch ungeordnete Proteine verfligen Uber keine definierte 3D-Struktur und ihre Ami-
nosauresequenz weist einen einseitigen Aminosauregehalt auf.?®>24 Die Primarstruktur sel-
biger ist auRerdem oftmals repetitiv und enthalt sowohl positiv geladene Aminosauren (wie
Arginin (R) und Lysin (K)) als auch negativ geladene Aminosauren (wie Asparaginsaure (D)
und Glutaminsaure (E)), polare Aminosauren (wie Glycin (G), Glutamin (Q), Asparagin (N)
und Serin (S)) sowie aromatische Aminosauren (wie Phenylalanin (F) und Tyrosin (Y)).B4
In ungeordneten Proteinen finden sich daher oft Sequenzmotive wie YG/S, FG, RG, GY,
KSPEA, SY und Q/N sowie alternierende Ladungsblécke.?* Aus dem Vorkommen der oben
genannten Aminosauren resultieren schwache multivalente Wechselwirkungen, welche die
Triebkraft der Phasentrennung von IDP-Koazervaten darstellen.?>*! Bei diesen Wechsel-
wirkungen handelt es sich um Wechselwirkungen zwischen Ladungen, Dipol-Dipol-Wech-

selwirkungen, Kation-m-Wechselwirkungen zwischen einer positiv geladenen Aminosaure
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und einem aromatischen Rest und m-1-Stacking zwischen zwei aromatischen Aminosau-
reresten.®¥ Fir die Entmischung von intrinsisch ungeordneten Proteinen scheint die Ver-
teilung der Ladungen entlang der Proteinsequenz essentiell zu sein, wie Untersuchungen
mit einer Variante des IDPs Ddx4 zeigen konnten, bei der die Nettoladungszahl des Kon-
strukts unverandert blieb, die Reihenfolge der Ladungen selbst allerdings variiert wurde.®
Aus Untersuchungen von Schuster et al. mit Proteinkonstrukten, die ein bis drei RGG-Mo-
tive aus dem intrinsisch ungeordneten Protein LAF-1 enthielten, ging auflerdem hervor,
dass die temperaturabhangige Phasentrennung der Konstrukte mit gréRer werdender An-
zahl an RGG-Einheiten zunehmend gegen erhohte Temperaturen stabilisiert wird.7!

Die Phasentrennung von Proteinen ist gemafll dem Flory-Huggins-Modell enthalpiegetrie-
ben und eine Temperaturerniedrigung beglnstigt entsprechend die Entmischung.?¥ In
Ubereinstimmung mit den Voraussagen des Modells gehen viele der intrinsisch ungeord-
neten Proteine aufgrund einer Temperaturerniedrigung in den phasenseparierten Zustand
uber. Sie entmischen also mit einer oberen kritischen Losungstemperatur (engl. upper cri-
tical solution temperature, UCST) (Abb. 1.4). Es gibt allerdings auch Proteine, bei welchen
eine Temperaturerhbhung die Phasentrennung begiinstigt. In der Regel besitzen solche
Proteine einen hohen Anteil an hydrophoben Strukturen.®? Die Entmischung ist in diesem
Fall entropiegetrieben, da gebundene Wassermolekule durch die Phasentrennung von der
Proteinoberflache freigesetzt werden.® Diese Proteine entmischen also mit einer unteren

kritischen Losungstemperatur (engl. lower critical solution temperature, LCST).
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Abbildung 1.4: Temperaturabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Proteinen. Intrin-
sisch ungeordnete Proteine entmischen oftmals mit einer oberen kritischen Lésungstemperatur
(UCST). Die dieser Temperatur entsprechende Proteinkonzentration wird als kritische Konzentration
bezeichnet. Proteine mit einem hohen Anteil an hydrophoben Strukturen hingegen phasenseparie-
ren mit einer unteren kritischen Lésungstemperatur (LCST). Adaptiert aus Referenz.33
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1.1.2 Bedeutung der Flissig-Fliissig-Phasentrennung im zellorganisatori-

schen und zellfunktionalen Kontext

Eukaryotische Zellorganellen wie der Golgi-Apparat oder auch das Mitochondrium sind
durch eine einfache oder doppelte Lipidmembran vom Zytosol abgegrenzt. In Zellen gibt es
aber auch zahlreiche Organellen, die nicht von einer Membran umgeben sind und als
membranlose Organellen (engl. membraneless organelle, MLO) oder biomolekulare Kon-
densate bezeichnet werden.?®! Diese membranlosen Organellen stellen eine weitere Form
der zellularen Kompartimentierung dar und es finden sich zunehmend Belege dahingehend,
dass diese auf Grundlage der Flissig-Flissig-Phasentrennung entstehen.!"l Das Vorkom-
men dieser Organellen ist nicht auf einen Ort in der Zelle beschrankt. Man findet sie im
Nukleus, im Zytoplasma und auch an Membranen.B! Beispiele fiir solche membranlosen
Organellen sind der Nukleolus, Cajal-Korper und Paraspeckles im Nukleus, P-Granula,
Balbiani-Kérper und Stressgranula im Zytosol sowie synaptische Dichten und Membran-
cluster an Zellmembranen.[?! Viele der in vivo entmischenden Proteine existieren womadg-
lich in einer Konzentration, die &hnlich ihrer Sattigungskonzentration ist,*) und ihre Kon-
densate kdnnen entweder konstitutiv prasent sein oder nur unter bestimmten Bedingun-
genl® wie zum Beispiel bei Zellstress, ausgeldst durch Hitze.%

Anders als in vitro untersuchte Entmischungssysteme bestehen zellulare Kondensate nur
selten aus ein oder zwei Komponenten. In der Regel enthalten biomolekulare Kondensate
namlich zahlreiche Proteine und kénnen zudem auch Nukleinsauren binden.[?>4% Diese
Komponentenvielfalt hat oftmals die Entstehung sogenannter Multiphasentrépfchen zur
Folge. Bei diesen handelt es sich um Trépfchen, in welchen mehrere hierarchisch angeord-
nete Phasen koexistieren.*'! Es wird bei den verschiedenen Komponenten in biomolekula-
ren Kondensaten zwischen Scaffold- und Client-Molekulen unterschieden.“? Als Scaffold-
Molekul wird diejenige Komponente bezeichnet, die fir die Flissig-Flussig-Phasentrennung
unentbehrlich ist und die entmischende Komponente darstellt.":?° Bei dem Client-Molekil
handelt es sich um diejenige Komponente, welche zwar in das Kondensat aufgenommen
wird, nicht aber allein in den phasenseparierten Zustand libergehen kann.!"?! Der Begriff
,Partitioning”“ bezeichnet die Aufnahme von Client-Molekilen in die Kondensate und erste
Untersuchungen deuten darauf hin, dass der Prozess der Aufnahme auf selektiver Basis
erfolgt.B" Im Falle des Proteins Ddx4 konnte beispielsweise festgestellt werden, dass Ddx4-
Kondensate einzelstrangige DNA aufnehmen und doppelstrangige DNA ausschlieRen.3!
Neben den bereits aufgefiihrten Regulationsfaktoren der Entmischung von Proteinen wie
Temperatur, Druck, Konzentration etc. gibt es in der Zelle noch weitere Regulationsmecha-

nismen, die an dulRere Umgebungsbedingungen gekoppelt sein kdnnen.*4
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Ein in Zellen sehr wichtiger Regulationsmechanismus der Flissig-Flissig-Phasentrennung
sind posttranslationale Modifikationen (PTMs) wie z. B. Phosphorylierung, Acetylierung und
Methylierung. Diese Modifikationen verandern die Ladungszahl und damit auch die La-
dungsverteilung entlang der Proteinsequenz, welche insbesondere flir die Entmischung von
intrinsisch ungeordneten Proteinen von Relevanz ist.®"! Posttranslationale Modifikationen
kénnen die Entmischung von Proteinen sowohl begtinstigen als auch verhindern. Eine mal}-
geblich regulatorische Funktion konnte aulerdem bereits im Falle der Nukleinsdure RNA
festgestellt werden, welche Kondensateigenschaften beeinflussen und die Phasengrenzli-
nien der Entmischung verschieben kann.® Das Protein FIB-1 zum Beispiel kann auch ohne
RNA in den entmischten Zustand Ubergehen. In Anwesenheit von RNA allerdings findet die
Phasentrennung des Proteins auch bei erhohten Salzkonzentrationen statt.[*! Bezliglich
des bereits erwahnten intrinsisch ungeordneten Proteins LAF-1 wurde beispielsweise auch
nachgewiesen, dass RNA die Viskositat der LAF-Tropfchen verringert.!6!

Die Funktionen der biomolekularen Kondensate in Zellen sind vielfaltig. Im Nukleus vor-
kommende Kondensate sind oft an Prozessen der Transkription, Genomorganisation, Ge-
nexpression und DNA-Reparatur beteiligt.’*2¢! Im Allgemeinen stellt die Art der membranlo-
sen Kompartimentierung auf3erdem eine weitere Mdglichkeit der zeitlichen und raumlichen
Regulation von Prozessen und Reaktionen dar.*4 Mithilfe biomolekularer Kondensate
kénnte zudem die Konzentration von Proteinen in Zellen reguliert werden. So ist es gut
vorstellbar, dass membranlose Organellen Uberschissiges Protein aufnehmen und erst
dann wieder freisetzen, wenn die Konzentration des entsprechenden Proteins aul3erhalb
des Kondensats zu gering ist.l'" Membranlose Organellen kénnten des Weiteren als Reak-
tionszentren dienen, indem sie Enzymreaktionen durch Anreicherung von Reaktionspart-
nern beschleunigen oder auch Reaktionen aufierhalb des Kondensats durch Aufnahme ei-
nes essentiellen Reaktionspartners hemmen."

Allerdings sind bezuglich biomolekularer Kondensate in Zellen noch viele Fragen unbeant-
wortet: Wie zum Beispiel wird die Spezifitdt der Kondensate gewahrt oder aus welchem
Grund kommt es nicht zur Fusion von verschiedenen Kondensaten oder zum Austausch
von Molekilen zwischen diesen?t% Unverkennbar jedoch ist die Wichtigkeit von sowohl
membrangebundenen als auch membranungebundenen Organellen in Zellen, die sich in
ihren Funktionen komplementar erganzen.'?! Bei veranderten Umwelt- und Zellbedingun-
gen beispielsweise werden im Nukleus Transkriptionsanderungen eingeleitet, welche lan-
gerfristig wirken, aber mehr Zeit beanspruchen als die spontane Entstehung von membran-
losen Organellen, die eine schnellere Antwort auf sich andernde Bedingungen bietet!" und

zunehmend auch mit der zellularen Stressadaption assoziiert wird.3
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1.1.3 Bedeutung der Flussig-Flussig-Phasentrennung im pathologischen

Kontext

Der Wissenschaftszweig, der sich mit der FlUssig-Flissig-Phasentrennung in Zellen be-
schaftigt, stellt eine noch sehr junge Disziplin der Biowissenschaften dar und bietet die
Chance, viele zellulare Prozesse besser zu verstehen. Ebenso eréffnet er die Moglichkeit,
»-humane Krankheiten durch die Linse der Phasentrennung zu untersuchen® und auf diese
Weise noch unerkannte, fir die Krankheitsentwicklung verantwortliche Mechanismen zu
finden.!?® Erste Zusammenhange zwischen neurodegenerativen Erkrankungen, Krebs so-
wie einigen infektiosen Krankheiten, wie beispielsweise der SARS-CoV-Infektion,® und der
aberranten Bildung von biomolekularen Kondensaten konnten bereits gefunden werden.?°!
Neurodegenerative Erkrankungen werden zunehmend vor allem mit veranderten Materi-
aleigenschaften der Tropfchen in Verbindung gebracht.*” Von groRer Bedeutung ist hier
insbesondere der Flissig-Fest-Ubergang, also die Verfestigung der Kondensate. Grund-
satzlich wird die FlUssig-Flussig-Phasentrennung als reversibler Prozess beschrieben, da
sich die durch Phasentrennung geformten Kondensate in der Regel wieder auflésen kon-
nen.[" In einigen Fallen allerdings nehmen diese Kondensate zunachst gelahnliche und
dann feste Strukturen an.8 Veranderte Materialeigenschaften von biomolekularen Kon-
densaten sind jedoch nicht per se schlecht. Ein wichtiges Beispiel hierflr ist der Kernporen-
komplex, welcher in der Kernmembran lokalisiert ist. Dieser Komplex stellt eine semiper-
meable Barriere dar und wird durch Nukleoporine (NUPs) geformt, die Phenylalanin(F)-
Glycin(G)-Wiederholungen enthalten und folglich FG-NUPs abgekurzt werden. In vitro
adaptieren diese FG-NUPs nach der Entmischung einen geléhnlichen Zustand, der durch
multivalente Interaktionen zwischen den FG-Motiven in den intrinsisch ungeordneten Be-
reichen der NUPs vermittelt wird.®® Der gelahnliche Zustand erlaubt es den NUPs als mo-
lekularer Filter zu fungieren, welcher fir Molekule grofer 30 kDa nicht durchlassig ist und
daher eine Permeabilitat ahnlich zu dem Kernporenkomplex in Zellen besitzt, fir welchen
ein vergleichbarer Mechanismus vermutet wird.8!

Haufig ist die Ausbildung dieser veranderten Materialeigenschaften aber mit verschiedenen
Krankheiten assoziiert. In diesem Zusammenhang wird der Flissig-Fest-Ubergang oft auch
als Prozess des ,molekularen Alterns* bezeichnet,’?® bei dem die Tropfchen ihre fliissig-
keitsahnlichen Eigenschaften verlieren, darunter auch ihre spharische Form und ihre innere
Dynamik, und zuletzt sogar Aggregate oder fibrillare Strukturen ausbilden kénnen.”? Das
Hauptmerkmal von neurodegenerativen Erkrankungen stellt namlich die Bildung eben sol-
cher Aggregate dar, welche als ursachlich fur die Pathologie dieser Krankheiten betrachtet

werden.®
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Eine Vielzahl von Proteinen, die im Zusammenhang zu neurodegenerativen Erkrankungen
stehen, sind zur Flissig-Flissig-Phasentrennung fahig.”*”! So sind die folgenden Krankhei-
ten primar mit diesen entmischungsfahigen Proteinen assoziiert: Frontotemporale Demenz
(FTD) mit dem Protein FUS, amyotrophe Lateralsklerose (ALS) mit TDP-43, die Alzheimer-
Krankheit mit Tau und die Parkinson-Krankheit mit a-Synuclein.*”] Angesichts dieser Tat-
sache wird die Flissig-Flussig-Phasentrennung oft auch als Treiber der Aggregation disku-
tiert. Der Grund daflr liegt in der hohen lokalen Proteinkonzentration in den Tropfchen,
welche die Proteinaggregation beférdern konnte.*”! Der entmischte Zustand stellt, dieser
Vermutung folgend, die Zwischenstufe zwischen der monomeren und der aggregierten Pro-
teinform dar. Oftmals I6sen aber auch Mutationen den Flissig-Fest-Ubergang von ent-
mischten Proteinkondensaten aus.?® Fir FUS, TDP-43, Tau und a-Synuclein konnte be-
reits gezeigt werden, dass die Entmischung dieser Proteine zu veranderten Materialeigen-
schaften fiihrt und krankheitsrelevante Mutationen diesen Prozess beschleunigen.41-53
Auch bezuglich Krebserkrankungen verdichteten sich in jungster Zeit die Hinweise darauf,
dass Proteinaggregationen fir den Pathomechanismus der Krankheit relevant sein kénn-
ten, so z. B. fur mutante Formen des Tumorsuppressorproteins p53: dieses weist bei mehr
als 50 Prozent aller Krebstumore eine Mutation auf und bildet in der Folge Aggregate, die
die Auslibung seiner Funktion beeintrachtigen.® Im Falle der DNA-bindenden Doméane des
Proteins, in der die meisten Mutationen lokalisiert sind, wurde in vivo und in vitro eine FlUs-
sig-Flussig-Phasentrennung der p53-Domane mit anschlielender Verfestigung der Kon-
densate beobachtet.[¥ Darliber hinaus kdnnen Mutationen in Krebszellen sowohl die Chro-
matinstruktur als auch zellulare Prozesse wie Transkription, proliferatives Signaling etc. be-
einflussen, die tiber biomolekulare Kondensate geregelt werden. !

Neben veranderten Materialeigenschaften kdnnen sich durch Mutationen auch noch andere
Konsequenzen fur die Flissig-Flissig-Phasentrennung von zellularen Proteinen ergeben.
So kénnen Mutationen zum Beispiel ebenso die Sattigungskonzentration, die Lokalisation
des Proteins (z. B. Zytoplasma statt Nukleoplasma) sowie Client-Scaffold-Interaktionen be-
einflussen.?®! Die aberrante Flissig-Flissig-Phasentrennung von Proteinen kann jedoch
ebenfalls mit veranderten Regulatoraktivititen zusammenhangen.?® So konnte gezeigt
werden, dass eine phosphorylierte Form des Proteins Tau, welche eine krankheitsrelevante
Variante darstellt, die Entmischung des Proteins beglnstigt und zur sequentiellen Ausbil-
dung von oligomeren und toxischen Tau-Formen fiihrt.5% Zuletzt sei angemerkt, dass die
aberrante Entmischung von zelluldren Proteinen allerdings immer auch durch veranderte

Umwelt- und Zellbedingungen induziert werden kann.[?l
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1 Einleitung

1.1.4 Bedeutung der Flissig-Fliissig-Phasentrennung im Kontext einer pra-
biotischen Welt

Bei der Suche nach Protozellen, also Vorlaufern der uns heute bekannten Zellen, kommen
lipidumhdalite Strukturen als potentielle Kandidaten eher nicht infrage, da Lipidmembranen
chemisch komplexe Gebilde darstellen, welche auflerdem fiir die meisten Molekile imper-
meabel sind.® Eine interessante Hypothese hierzu stellte A. |. Oparin auf, denn er vermu-
tete, dass Leben in Koazervaten entstanden sei, die sich durch Entmischung in der ,Ur-
suppe” formiert haben sollen.® In diesen Koazervaten konnten die molekularen Bausteine
des Lebens, welche ansonsten zu verdinnt vorlagen, angereichert und fir Reaktionen und
Komplexierungen zusammengebracht worden sein.[" Darliber hinaus entstehen Koazer-
vate spontan und stellen dynamische Kompartimente dar, die einen Austausch mit der Um-
gebung ermdglichen.!" Aufgrund all dieser Eigenschaften, die Koazervaten zuteilwerden,
haben sie das Interesse der prabiotischen Forschung geweckt,'"¥ welche den Ursprung des
Lebens zu ergrinden sucht. Eine in diesem Zusammenhang spannende Studie von Abbas
et al.’’l erfolgte durch die Entwicklung eines Dipeptids, dessen Koazervation (iber eine
Disulfidbriicke mittels Redoxchemie kontrolliert werden konnte. Die Gruppe konnte zum ei-
nen zeigen, dass in den Koazervaten des Dipeptids verschiedene Molekile (ssDNA, RNA-
Porphyrine, organische Farbstoffe) angereichert werden konnten, und zum anderen, dass
kleine RNA-Hairpins durch die Aufnahme in die Koazervate dehybridisiert wurden. Dartber
hinaus fanden in diesen Koazervaten zwei wichtige Additionsreaktionen (Aldolreaktion und
Hydrazonbildung) statt, welche in den Koazervaten verglichen zu wassriger Losung 44-
bzw. 13-mal héhere Reaktionsraten aufwiesen.

Viele Koazervatuntersuchungen der prabiotischen Chemie widmen sich auf3erdem der
Nukleinsdure RNA, da diese als Trager von genetischen Informationen und aufgrund ihrer
katalytischen Aktivitdt die Grundlagen fur die Entstehung von Leben geschafft haben
konnte.B% Diese These wird durch aktuelle Studien bestatigt, die die wesentliche Rolle von
RNA als Komponente in biomolekularen Kondensaten der Zelle belegen.® Die Aktivitat
von Hammerhead-Ribozym, ein katalytisch aktives RNA-Molekiil, wurde von Drobot et al.l*®!
in Polysaccharid/Polypeptid-Koazervaten untersucht. Uber ein FRET-Substrat des Ri-
bozyms konnte die Gruppe die Substratspaltung in den Koazervaten nachvollziehen. Aus
ihren Ergebnissen ging hervor, dass die Ribozymaktivitat in den Koazervaten erhalten bleibt
und aulRerdem hoher als in der verdinnten Phase ist. Dies kann wahrscheinlich auf erhdhte
Ribozym- und Substratkonzentrationen in den Koazervaten zurtckgefuhrt werden. Des
Weiteren konnte die Gruppe feststellen, dass die Lange, Sequenz und Struktur von Ribo-

nukleinsauren deren Aufnahme in die Koazervate bestimmt.
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1.2 Leben unter Extrembedingungen

Die Bausteine des Lebens mussen sich in solchen Koazervaten unter harschen Bedingun-
gen und in kurzer Zeit im geologischen Zeitalter des Hadaikums entwickelt haben, welches
4,6-4,5 Gigajahre (Ga) zurlckliegt.[®® Denn bereits der sich dem Hadaikum anschlieRende
geologische Aon des Archaikums ((4,0+0,2) Ga) markiert den Anfang des Lebens auf der
Erde .l

Auch gegenwartig findet Leben noch immer unter extremen Bedingungen statt. Diese Ext-
rembedingungen beinhalten beispielsweise Habitate 6,7 km unter der Erdkruste, in 10 km
Meerestiefe des Marianengrabens, in polaren Regionen, Salzseen, hydrothermalen Spal-
ten und Wistenregionen.®%¢" Organismen, die unter solch extremen Bedingungen leben
und gedeihen, werden unter dem Begriff ,Extremophile* zusammengefasst.®? Im Unter-
schied zu extremotoleranten Organismen, die eine oder mehrere Extrembedingungen zwar
tolerieren, allerdings unter ansonsten ,normalen“ Bedingungen wachsen, bendtigen Extre-
mophile diese Bedingungen sogar fir inr Wachstum.!6%¢3! Den GroRteil der Extremophile
stellen Mikroorganismen (Archaeen und Bakterien) dar, es finden sich aber auch eukaryo-
tische und multizellulare Organismen unter diesen.®® Entsprechend der jeweiligen Extrem-
bedingung, der die Organismen in ihrem Habitat ausgesetzt sind, werden diese Extremo-
phile unterteilt in Thermophile (warmeliebend), Psychrophile (kalteliebend), Acidophile
(saureliebend), Alkaliphile (laugenliebend), Barophile/Piezophile (druckliebend) etc.[®* Die
meisten Extremophile sind in der Regel jedoch Polyextremophile®®, wie beispielsweise ei-
nige Unterwasserorganismen, die in den grof3en Meerestiefen sowohl hohen Driicken als
auch tiefen Temperaturen ausgesetzt sind.¥ Rekordhalter unter den thermophilen Orga-
nismen ist der Methanopyrus kandleri Stamm 116, welcher bei bis zu 122 °C noch
wachst, 8% und unter den Barophilen der Mikroorganismus Thermococcus piezophilus, wel-
cher Dricke bis zu 125 MPa aushalt.®"!

Extremophile stellen ausgehend von einem sowohl evolutionaren als auch astrobiologi-
schen Standpunkt dufRerst interessante Organismen dar, weil ihre Untersuchung zur Be-
antwortung der Fragen nach der Entstehung von Leben auf der Erde sowie nach der Exis-
tenz von Leben anderswo im Universum beitragen kann.!”!

Wie aber haben es Extremophile geschafft, mit derartigen Bedingungen zurecht zu kom-
men? Eine Anpassungsstrategie entspricht intrinsischen Adaptionen, welche die Moleku-
larstruktur von Nukleinsauren, Proteinen und Lipiden betreffen.[®® Die zweite Strategie be-
steht in der Akkumulation sogenannter Osmolyte, deren Vorkommen, Funktion und vermu-

tete Wirkungsweise im nachsten Unterkapitel erlautert werden.
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1.3 Osmolyte

Viele Proteine adaptieren einen gefalteten Zustand, um ihre Funktion in Zellen ausfiihren
zu koénnen.'®® Diese native Faltung reagiert empfindlich auf Anderungen der Umwelt und
kann durch solche sogar aufgehoben werden,®” welches kennzeichnend fir den Prozess
der Denaturierung ist. Osmolyte sind kleine organische Molekile, die bei Zellstress (Kalte,
Hitze, Druck, veranderte osmotische Bedingungen etc.) in Zellen akkumuliert werden und
so Enzyme und andere Makromolekiile vor der Denaturierung infolge solcher Stressbedin-
gungen bewahren.88% Dije zumeist ungeladenen oder zwitterionischen Molekiile werden
in die Klassen der Carbohydrate, Polyole, Aminosauren und Methylamine unterteilt."% Ab-
bildung 1.5 zeigt jeweils einen Vertreter der eben genannten Klassen.

Osmolyte beeinflussen das Faltungsgleichgewicht von Proteinen, ohne dass es dabei zum
Bruch bestehender oder zur Bildung neuer kovalenter Bindungen kommt.[’"! Indem sie die
freie Energie des ungefalteten Zustands erhdhen, verschieben Osmolyte das Faltungs-
gleichgewicht eines Proteins zu der gefalteten Proteinform."] Aus diesem Grund werden
sie als proteinstabilisierende Kosolute oder auch als chemische Chaperone bezeich-
net.""72l Neben der Stabilisierung des gefalteten Zustands von Proteinen verfligen Osmo-
lyte Uber eine weitere, sehr nitzliche Eigenschaft, die mit dem Begriff ,Kompatibilitat* be-
nannt wird. Osmolyte stéren namlich, wenn auch in sehr hohen Konzentrationen vorliegend,
nicht die Funktion von Proteinen, anders als beispielsweise lonen.®! Gegensatzlich zu pro-
teinstabilisierenden Kosoluten verhalten sich sogenannte Denaturantien, proteindestabili-
sierende Substanzen, welche das Faltungsgleichgewicht zu der entfalteten Proteinform ver-
schieben.[""! Beispiele fir proteindestabilisierende Molekiile sind Harnstoff und Harnstoff-
derivate wie Guanidin-Chlorid."]

In marinen Organismen beispielsweise wird der Osmolyt Trimethylamin-N-Oxid (TMAQ) ak-
kumuliert, welcher die Zellen vor hohen Driicken schiitzt und bei zunehmender Meerestiefe
in ansteigender Konzentration vorliegt.l" Auch in Saugetierorganen, wie zum Beispiel den
Nieren, die hohen Salz- und Harnstoffkonzentrationen ausgesetzt sind, kommen diverse
Osmolyte angehauft vor.[4!

Der Mechanismus, auf dem die stabilisierende bzw. destabilisierende Funktion von Koso-
luten basiert, ist in der Theorie derzeitig noch nicht eindeutig geklart.®”! Die meisten Theo-
rien betreffen allerdings den Mechanismus des Osmolyten TMAO und des Denaturans
Harnstoff.'% Innerhalb dieser vorgeschlagenen theoretischen Anséatze unterscheidet man
zwischen ,direkten” und ,indirekten“ Mechanismen, basierend auf der Interaktion des Ko-
soluts mit dem Protein (direkt) oder auf der kosolutinduzierten Veranderung des proteinum-

gebenden Wassernetzwerks (indirekt).[870
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Bezuglich TMAO wird ein indirekter Mechanismus vermutet, bei dem TMAO aufgrund un-
gunstiger Wechselwirkungen von der Oberflache des Proteins ausgeschlossen wird (osmo-
phobes Modell) und auf diese Weise die praferentielle Hydratation des Proteins durch Was-
sermolekile bewirkt, welche mit einer Bevorzugung des kompakteren gefalteten Zustands
einhergeht.’®88 F{ir Harnstoff hingegen wird ein direkter Mechanismus angenommen, da
das Molekdl glinstige Wechselwirkungen mit dem Proteinriickgrat bildet und so die Entfal-
tung des Proteins verursacht.[®”.7% Die Wirkung von Harnstoff kann allerdings durch TMAO
wieder aufgehoben werden. Diese additive Wirkung ist oftmals bei einem Konzentrations-

verhaltnis Harnstoff: TMAO von 2:1 beobachtbar.[’4

O
0]
OH B
: ANy
z Hic” '\ 3
= CHj,
OH OH
Glycin Sorbitol TMAO
CH,OH
CH,OH
(@) o o
OH S )J\
OH o CH,OH HoN NH,
OH OH
Saccharose Harnstoff

Abbildung 1.5: Struktur ausgewahlter Osmolyte und des Denaturans Harnstoff. Die Molekile
Glycin, Sorbitol, TMAO und Saccharose stellen proteinstabilisierende Osmolyte dar. Stellvertretend
fur die Klasse der Aminosauren ist Glycin, fir die Klasse der Polyole Sorbitol, fir die Klasse der
Methylamine TMAO und fur die Klasse der Carbohydrate Saccharose gezeigt. Harnstoff ist das Bei-
spiel fur eine proteindenaturierende Substanz.
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1.4 Makromolekulares Crowding

Zellen enthalten eine Vielzahl von biologischen Makromolekulen (Proteine, Nukleinsauren,
Polysaccharide etc.),®! die zusammen eine Konzentration von bis zu 400 g/L ergeben und
dabei ein nicht unerhebliches Gesamtvolumen von 20 bis 30 % einnehmen.l’”:’®l Die Be-
schreibung dieses dicht gepackten Zustandes erfolgt durch den englischen Begriff ,crow-
ded®, der dem Gebrauch des Begriffs ,konzentriert“ vorgezogen wird, da die Konzentration
der einzelnen Makromolekile selbst niedrig ist."”) Aufgrund der gegenseitigen Undurch-
dringbarkeit von Molekllen erzeugt die gecrowdete Umgebung ein Ausschlussvolumen,
welches verhindert, dass eine bestimmte Stelle in der Zelle gleichzeitig von zwei Makromo-
lekiilen besetzt werden kann.[®! Das Ausschlussvolumen ergibt sich aus der Summe der
Radien zweier Makromoleklle, welche, vom Mittelpunkt dieser betrachtet, dem kleinsten
einnehmbaren Abstand zwischen zwei Molekilen entspricht.["®! Da das ausgeschlossene
Volumen mit der GroRRe eines Molekils wachst, werden in einer gecrowdeten Umgebung
kleine kompakte Makromolekiile, wie beispielsweise gefaltete Proteine, gegenlber grof3en
nicht-kompakten Makromolekilen, wie sie etwa ungefaltete Proteine darstellen, bevor-
zugt.l”® Dies ist der Effekt des Ausschlussvolumens (engl. excluded volume effect), welcher
u. a. vermag, Proteine zu stabilisieren, Proteinaggregation zu beschleunigen und Enzym-

katalyseraten zu erhohen. %

Abbildung 1.6: Schematische 2D-Darstellung des Ausschlussvolumens. Ein hinzuzufigendes
Molekl (rot) kann nicht mit Crowder-Molekilen (schwarz) Uberlappen, weshalb eine Anndherung
der Molekulmittelpunkte nur bis zu einem Abstand von (rcrowder + rsiomotekit) erfolgen kann. Mit der
Grole des hinzuzufiigenden Molekiils vergrofert sich auch das Ausschlussvolumen (weiller Bereich
um die Crowder-Molekiile). Adaptiert aus Referenz.l7]
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Die Einnahme eines kompakteren Zustands ist entropisch begtinstigt, da dies gleichbedeu-
tend mit einem Zugewinn an Entropie des Gesamtsystems ist."®l Neben dieser sterischen
AbstoRung sind noch weitere Wechselwirkungsarten in einer gecrowdeten Umgebung még-
lich, wie zum Beispiel sogenannte ,weiche* Interaktionen, die den Ausschlussvolumeneffekt
sowohl unterstiitzen als auch hemmen kénnen.[ Bei diesen Interaktionen handelt es sich
um elektrostatische oder van-der-Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindun-
gen oder hydrophobe Interaktionen.["

Allerdings finden Messungen in vitro unter Bedingungen statt, welche die Crowding-Ver-
haltnisse in Zellen nicht widerspiegeln, weil die Proben nur das zu untersuchende Protein
enthalten, dessen Konzentration tiberdies oftmals nicht einmal 10 g/L Ubersteigt.[’¢7"1 Um
solche gecrowdeten Zustande in vitro imitieren zu kdnnen, werden ublicherweise syntheti-
sche Crowder wie Dextran, Ficoll und PEG (Abb. 1.7) oder Proteine wie Albumin, Lysozym

und Hamoglobin verwendet.l”

- —F---O—CHj

OH -

OH
— —m

Dextran Polyethylenglykol

Ficoll

Abbildung 1.7: Struktur der synthetischen Crowder Dextran, Ficoll und PEG.
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1.5 Zielsetzung

Die besondere Rolle von biomolekularen Kondensaten bei zellularen Prozessen sowie bei
der zellularen Organisation ist offenkundig und die Annahme, dass diese Kondensate auf
der Grundlage der Flissig-Flussig-Phasentrennung entstehen, zunehmend akzeptiert. Ne-
ben dem grofRen Allgemeininteresse der Forschung an der membranlosen Art der Kompar-
timentierung sind auch die Verknipfungen von Belang, die zwischen diesem Phanomen
und anderen Forschungsbereichen hergestellt werden kénnen, wie in der Einleitung bereits
fur die Bereiche der Krankheitsentwicklung und der prabiotischen Forschung veranschau-
licht. Mit Blick auf die zukiinftige Entwicklung der Kondensatforschung bleibt es also span-
nend zu beobachten, welche weiteren AnstoRe diese geben wird.

Die vorliegende Arbeit widmet sich dem Phanomen der Flussig-Fllssig-Phasentrennung
unter dem Aspekt von extremen Lebensbedingungen. Die Bildung von Proteinkondensaten
in Zellen, die die Grundeinheit aller lebenden Organismen darstellen, attribuiert membran-
losen Organellen ein ubiquitdres Vorkommen. Es kann also geschlussfolgert werden, dass
auch in Organismen, welche extremen Lebensbedingungen ausgesetzt sind, viele zellulare
Prozesse auf biomolekularen Kondensaten beruhen. Berlcksichtigt man zudem die der
Flissig-Flissig-Phasentrennung beigemessene Rolle bei der Entstehung des Lebens auf
der Erde und anderswo im Universum, ergibt sich ein weiterer Anreiz fur die Untersuchung
von Proteinkondensaten unter Extrembedingungen.

Vor diesem Hintergrund untersucht diese Arbeit die In-vitro-Entmischung von mehreren
strukturell und kompositionell verschiedenen Proteinen in Abhangigkeit von extremen Be-
dingungen, die von erhéhten Temperaturen und Dricken bis hin zu extremen Salinitaten
sowie Kombinationen derselben reichen. Welche Abhangigkeiten lassen sich hierbei fest-
stellen und welchen Effekt haben Osmolyte in diesem Zusammenhang, fiur welche die pro-
teinstabilisierende Funktion gegenuber extremen Bedingungen bereits bekannt ist? Ferner
wird untersucht, wie sich eine zellahnliche Umgebung, simuliert durch den Einsatz von syn-
thetischen Crowdern, auf die Entmischung von Proteinen bei hohen Driicken und hohen
Temperaturen auswirkt. Auch wird im Rahmen dieser Arbeit festzustellen versucht, wie ho-
her hydrostatischer Druck zur Untersuchung des oftmals pathologischen Flissig-Fest-
Ubergangs von Proteinkondensaten eingesetzt werden kann.

Uber dielektrische Messungen sollte letztlich ermittelt werden, welche dielektrische Umge-
bung innerhalb von Trépfchen vorliegt und wie sich diese auf die Polaritat und Permittivitat

auswirkt.
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2 Einfluss von Temperatur, Druck und Kosoluten auf die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
zweier intrinsisch ungeordneter Proteine

Teile dieses Kapitels wurden bereits in Journalartikeln publiziert:

-20 -

Abbildungen 2.3, 2.6 wurden mit Genehmigung von John Wiley & Sons, Inc. Copy-
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2.1 Einleitung

2.1 Einleitung

Intrinsisch ungeordnete Proteine stellen eine besondere Klasse der phasenseparierenden
Proteine dar und ihre Kennzeichen sind bereits eingehend in der Einleitung (1.1.1) beschrie-
ben worden. Zwei bekannte Vertreter dieser Klasse sind die ebenfalls schon erwahnten
Proteine Ddx4 und FUS, welche Gegenstand der in diesem Kapitel gezeigten Untersuchun-
gen sind und im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen.

Ddx4 ist ein ca. 79,3 kDa schweres Protein, das als Helikase RNA-Duplexe unter ATP-
Verbrauch entwindet.3 Das Protein verfligt Gber zwei intrinsisch ungeordnete Regionen,
die der N- und C-terminalen Domane des Proteins entsprechen, und eine gefaltete Doméane
zwischen diesen, welche fir die Helikaseaktivitat verantwortlich ist (Abb. 2.1).13 Die gefal-
tete Region enthalt ein Aminosauremotiv (D-E-A-D) bestehend aus den Aminosauren As-
paraginsaure (D), Glutaminsaure (E) und Alanin (A) und wird deshalb auch als DEAD-Box-
Domane bezeichnet. In Spermatozyten und Spermatiden stellt das Protein die Hauptkom-
ponente von Keimgranula dar, bei welchen es sich um biomolekulare Kondensate handelt,
die an RNA-Interferenzprozessen beteiligt sind.*é43 Darlber hinaus findet die Entmischung
des Proteins auch in vitro statt.*3 Fir die In-vitro-Entmischung genlgt bereits die N-termi-
nale Doméne des Proteins.*¥ Dabei ist NMR-spektroskopisch erwiesen worden, dass die
N-terminale Domane ihre ungeordnete Struktur auch in den Tropfchen beibehalt.®! Fir die
Entmischung von intrinsisch ungeordneten Proteinen spielen im Allgemeinen elektrostati-
sche, polare und aromateninvolvierende Wechselwirkungen eine wichtige Rolle. Fir Ddx4
im Speziellen sind es insbesondere Wechselwirkungen zwischen Ladungen und Kation-tr-
Wechselwirkungen. Letztere entstehen vor allem zwischen FG-, GF-, RG-, und GR-Motiven
in positiv geladenen Ladungsblocken. 3! Die Phasentrennung des Proteins reagiert folglich
empfindlich auf Anderungen der Salzkonzentration.*®! Diese Salzabhangigkeit wird noch
erheblich gesteigert, wenn die natirliche Reihenfolge der Ladungen im Protein verandert
wird, wie Messungen mit einer ladungsvertauschten Variante der N-terminalen Doméane
zeigen konnten.®®! Eine in Zellen wichtige Form der posttranslationalen Regulation der
Ddx4-Entmischung stellt die Methylierung dar, welche die Entstehung von Kondensaten
beeintrachtigt.

Das Protein FUS (fused in sarcoma) ist ein ca. 52 kDa schweres Protein, das RNA bindet
(engl. RNA-binding protein, RBP) und an Prozessen beteiligt ist, die die Transkription, das
Spleien und den Transport von RNA betreffen.B' Intrazellular kommt FUS vor allem im
Nukleus vor und verfiigt zur Lokalisation in diesem Uber eine Kernlokalisierungssequenz
(engl. nuclear localization sequence, NLS) (Abb. 2.1).5" Die Flussig-Flissig-Phasentren-

nung von FUS, welche sowohl in vivo als auch in vitro stattfindet, wird zum einen Uber
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mehrere RGG-Domanen vermittelt und zum anderen Uber eine N-terminale Domane nied-
riger Komplexitat (engl. low complexity domain, LC domain), die reich an Serin, Tyrosin,
Glycin und Glutamin ist.B" Die LC-Domaéne ist essentiell und auch ausreichend fiir die Ent-
mischung des Proteins.5'#" Als eine Form der Entmischungsregulation hat sich die Methy-
lierung des Proteins herausgestellt, welche eine Phasentrennung hemmt.%2 |n Zellen
existiert allerdings noch eine weitere Regulation Gber die Bindung an den nuklearen Im-
portrezeptor Transportin-1 (TNPO1), der auch unter dem Namen Karyopherin-p2 (KapB2)
bekannt ist.®®! Dieser Rezeptor ermdglicht die Translokation des Proteins entlang der Kern-
membran und bindet in einer entmischungshemmenden Art und Weise an das Pro-
tein 282831 FUS wird mit mehreren Formen von ALS und FTD assoziiert.[®! Krankheitsrele-
vante Mutationen, darunter auch Mutationen in der Kernlokalisierungssequenz, sowie die
ausbleibende Methylierung des Proteins (Hypomethylierung) begunstigen die Entmischung

des Proteins, welche in diesen Fallen von einem Flissig-Fest-Ubergang gefolgt wird.1®%:5182

Ddx4:

1 236 675 724
N-TD (F/R/G-reich) DEAD-Box-Doméne C-TD

FUS:

1 165 222 280 377__ 418 454 501 526

Abbildung 2.1: Domanenaufbau der Proteine Ddx4 und FUS. Schematische Abbildung der Do-
manenstruktur von Ddx4 und FUS. Abkirzungen: N-TD (N-terminale Doméane), C-TD (C-terminale
Domane), RRM (RNA recognition motif), ZnF (Zinc finger), NLS (Nuclear localization sequence). Bei
allen anderen Abklirzungen handelt es sich um den Einbuchstabencode von Aminosauren. Ddx4-
Domanenstruktur entsprechend Referenzen 3443 und FUS-Domanenstruktur gemaf ReferenzI®4l,

In diesem Kapitel wird die Untersuchung der FlUssig-Flissig-Phasentrennung der beiden
intrinsisch ungeordneten Proteine Ddx4 und FUS vorgestellt. Uber mikroskopische und
lichtstreuende Methoden wurde bei einer fixen Proteinkonzentration die Abhangigkeit der
Entmischung beider Proteine bezogen auf zwei Parameter, Temperatur und Druck, er-
forscht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Entmischung der Proteine empfindlich
auf Anderungen der Temperatur und des Drucks reagiert. Ebenso ging aus der Untersu-
chung hervor, dass diese Empfindlichkeit durch den Einsatz von Kosoluten wie Osmolyte

und Crowder erheblich modifiziert werden kann.
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Probenpraparation von Ddx4

Das untersuchte Ddx4-Konstrukt war ein Geschenk des Labors Forman-Kay und wurde von
Hong Lin erstellt. Die vollstandige Primarstruktur des verwendeten Konstrukts istim Anhang
(A.1.4) aufgefuhrt. Vor dem Versand wurde das Protein gegen Wasser dialysiert und an-
schliel3end lyophilisiert. Um die Entmischung des Konstrukts parameterabhangig zu unter-
suchen, wurde das lyophilisierte Protein in einer Konzentration von 5 mg/mL in Puffer
(20 mM NaP; (pH 7,4), 100 mM NacCl) geldst. Zur Untersuchung des Osmolyteffekts wurde
dem Puffer TMAO der Firma Sigma-Aldrich zugesetzt.

2.2.2 Expression und Aufreinigung von MBP-FUS

Das Plasmid MBP-FUS_FL_WT war ein Geschenk von Nicolas Fawzi (Addgene Plasmid
#98651; http://n2t.net/addgene:98651; RRID: Addgene 98651).18 Die vollstandige Pro-
teinsequenz des Konstrukts ist im Anhang (A.1.2) aufgeflihrt. Zur Expression des Proteins
wurde das Plasmid in E.coli-Zellen BL21 (DE3) transformiert. Die Bakterienkultur wurde in
LB-Medium, das Kanamycin und Chloramphenicol enthielt, bis zu einer ODgoo von 0,7 her-
angezulchtet. Durch Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die Proteinexpression induziert und
das Protein GUber Nacht bei 18 °C exprimiert. Am nachsten Tag wurde die Bakteriensuspen-
sion zentrifugiert und das Zellpellet in Puffer (20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,4), 500 mM
NaCl, 5 mM TCEP, 10 mM Imidazol, DNase und Proteasehemmer) aufgenommen. Nach
der Zelllyse mittels Ultraschallbehandlung wurde die Zelldebris durch 30-minttige Zentrifu-
gation bei 25000 rpm und 10 °C pelletiert. Der filtrierte Uberstand wurde auf eine Ni-Saule
gegeben, die mit Waschpuffer (20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,4), 500 mM NaCl, 5 mM
TCEP und 10 mM Imidazol) gewaschen wurde. Zur Elution des Proteins wurde die Saule
mit einem Hoch-Imidazol-Puffer (20 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7,4), 500 mM NaCl, 5 mM
TCEP und 500 mM Imidazol) gewaschen. Anschlieliend wurde das Protein mithilfe von
Amicon-Filtern einkonzentriert und in Puffer mit der Zusammensetzung 20 mM Na-Phos-
phatpuffer (pH 7,4), 500 mM NaCl, 5 mM TCEP umgepuffert. Zur Bestimmung der Protein-
konzentration durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 280 nm wurde ein Ex-
tinktionskoeffizient von 139470 1/M-cm genutzt. Das aliquotierte Protein wurde in flissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C aufbewahrt. Expression
und Aufreinigung des Proteins MBP-FUS erfolgten durch Simone Mobitz (Physikalische
Chemie I, TU Dortmund).
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2.2.3 Probenpraparation von MBP-FUS

Gefrorene MBP-FUS-Aliquots wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und eine entspre-
chende Menge des Proteins wurde mit TEV-Protease (New England Biolabs) und Tropf-
chenpuffer (20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 142,2 mM NaCl, 5 mM TCEP) gemischt, sodass sich
eine MBP-FUS-Konzentration von 3 uM und eine NaCl-Konzentration von 150 mM ergab.
Die Mischung wurde 1 Stunde lang bei Raumtemperatur (23 °C) inkubiert. Fir Crowding-
Experimente enthielt der Tropfchenpuffer zusatzlich Ficoll™ PM70 (GE Healthcare).

2.2.4 (Temperaturabhdngige) Turbiditatsmessungen

Jede Turbiditatsmessung, bei der es nicht zur Anwendung von hydrostatischem Druck kam,
wurde am UV/Vis-Spektrometer UV-1800 von Shimadzu durchgefiihrt. Die Messungen er-
folgten in einem Wellenlangenbereich von 250 bis 500 nm mit einer spektralen Auflosung
von 1 nm. Bei der Auswertung der Daten wurden nur die Absorbanzwerte bei A = 400 nm
betrachtet. Fir Messungen mit dem Protein Ddx4 wurde eine Quarzklvette mit 0,1 cm
Schichtdicke verwendet, fir Messungen mit MBP-FUS eine Kuvette mit 0,3 cm Schichtdi-
cke. Nach der Beflllung wurde die Kuvette in eine Halterung im Inneren des Gerats plat-
ziert, welche mit einem externen Wasserbad verbunden war. Uber dieses Wasserbad
wurde die Temperatur der Probe reguliert. Mit einem in der Probenlésung eintauchenden
Fuhler wurde die Temperatur direkt in der Ldsung gemessen und an einem digitalen Tem-

peraturmessgerat ausgegeben.

2.2.5 Druckabhiangige Turbiditaitsmessungen

Druckabhangige Turbiditatsmessungen erfolgten am UV/Vis-Spektrometer Lambda 25
(Perkin-Elmer) bei einer Wellenlange von 400 nm mit einer selbst gebauten Hochdruck-
zelle, welche mit Saphirfenstern (Durchmesser 20 mm, Dicke 10 mm) ausgestattet war. Der
Druck wurde hydrostatisch mithilfe einer Hochdruck-Handpumpe (Nova Swiss) erzeugt und
an einer digitalen Anzeige abgelesen. Durch einen Tropfen Immersionsdl wurde die Pro-
benlésung vom Druckmedium der Druckpumpe getrennt. Die Temperatur der Zelle wurde
Uber ein externes Wasserbad gesteuert. Um Wasserkondensation bei niedrigen Tempera-
turen zu vermeiden, wurde der Probenraum mit Stickstoff gespult. Der maximal applizierte
Druck betrug 2000 bar. Die Druckanderung erfolgte in definierten Abstanden und immer

erst, nachdem die Absorbanz konstant wurde.
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2.2.6 Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Experimente wurden an einem Eclipse TE2000-U Mikroskop (Nikon
Inc.) mit einem Nikon Plan Fluor 20x-Objektiv (NA 0,45; WD 7,4) oder einem Nikon 10x-
Objektiv (NA 0,25; WD 7,0) durchgefiuhrt. Bei allen Mikroskopieaufnahmen diente eine
selbst gebaute Mikroskopie-Hochdruckzelle®®! als Probenhalter. Fiir temperaturabhangige
Mikroskopieaufnahmen wurde die flache, von beiden Seiten mit einem Diamantfenster ver-
schlossene Hochdruckzelle von einer Seite gedffnet und auf das gegenuberliegende Fens-
ter ein PFTE-RIng (dinnen = 3 mm, dauwren= 8 mm) gelegt. In die Bohrung des Rings wurden
20 pL Probenldsung pipettiert und dartber ein rundes Deckglaschen mit einem Durchmes-
ser von 8 mm platziert. Die Zelle wurde daraufhin verschlossen und ein Heizblock daran
angeschraubt, der mit einem zirkulierenden Wasserbad verbunden war. Fur Druckmessun-
gen wurden die Fenster der Mikroskopie-Hochdruckzelle zunachst fest verschlossen und
anschlieftend ca. 420 uL der Probenlésung mit einer Spritze blasenfrei Uber den Anschluss
der Druckkapillare in die Zelle pipettiert. Die Druckkapillare war an eine Druckpumpe der
Firma Nova Swiss angeschlossen, tber welche der Druck hydrostatisch aufgebaut wurde.
Die Probenlésung wurde durch einen Tropfen Immersionsél vom Druckmedium getrennt.

Der maximal applizierte Druck betrug Ublicherweise 1000 bar.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Temperatur- und druckabhangige Fliissig-Flissig-Phasentrennung von
Ddx4

Das in diesem Kapitel untersuchte Ddx4-Konstrukt entspricht nur der N-terminalen Domane
des Proteins, die intrinsisch ungeordnet ist. Das Konstrukt ist aulierdem noch weiter modi-
fiziert, da alle Cysteine der Wildtypsequenz gegen Serin ausgetauscht wurden (s. Anhang
fur Primarstruktur). Dessen ungeachtet wird das untersuchte Konstrukt nachfolgend nur
kurz Ddx4 genannt. In der eigens gebauten Mikroskopie-Hochdruckzelle wurde die Druck-
abhangigkeit der Flussig-Flussig-Phasentrennung von Ddx4 in einer Konzentration von
5 mg/mL untersucht. Unter ambienten Bedingungen (23 °C, 1 bar) wurde die Entmischung
des Proteins durch Ldsung in ,Trépfchenpuffer® (20 mM NaP; (pH 7,4), 100 mM NacCl) in-
duziert. Es wurde sowohl die Druckabhangigkeit der Ddx4-Trépfchen in Losung als auch
auf Oberflachen (Diamantfenster der Druckzelle) untersucht. Auf dem Fenster der Mikro-

skopie-Hochdruckzelle bildet das Protein spharische, durchschnittlich 10 um grof3e Tropf-
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chen (Abb. 2.2). Die Erhéhung des Drucks ausgehend von Atmospharendruck in 100 bar-
Schritten offenbart, dass ein Druckeffekt auf die Entmischung von Ddx4 wirkt, welcher die

vollstandige Aufldsung der Tropfchen bei ca. 800 bar induziert.
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Abbildung 2.2: Druckabhéangige Flissig-Fliissig-Phasentrennung von Ddx4 auf Oberflachen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der druckabhangigen Phasentrennung von 5 mg/mL Ddx4 in
20 mM NaPi (pH 7,4), 100 mM NaCl auf dem Fenster der verwendeten Mikroskopie-Hochdruckzelle
bei T =23 °C. Der Mal3stabbalken entspricht 50 ym in allen Bildern.
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Die druckabhangige Untersuchung der Ddx4-Tropfchen in Lésung allerdings bietet ein ganz
anderes Bild. Zum einen sind die in Lésung befindlichen Trépfchen signifikant kleiner als
jene auf dem Fenster der Mikroskopie-Hochdruckzelle und zum anderen auch noch deutlich
druckempfindlicher (Abb. 2.3). Die Druckapplikation flhrt in diesem Fall bereits bei 150 bar
zur kompletten Auflésung der Ddx4-Trépfchen. Die Untersuchung des druckabhangigen
Phasenverhaltens auf Oberflachen und in Lésung bildet eine wichtige Fragestellung ab, da
sich im dichtgepackten intrazellularen Raum zahlreiche Kontaktflachen fiir biomolekulare
Kondensate ergeben, die, wie hier gezeigt, Einfluss auf die Stabilitdt der Tropfchen gegen-
uber sich andernden Bedingungen haben kénnen. Bei Untersuchungen der druckabhangi-
gen Entmischung sollten diese Effekte idealerweise mitbericksichtigt werden. Bei parame-
terabhangigen Turbiditadtsmessungen (UV/Vis-Absorbanz im langerwelligen Bereich), wie
sie hier durchgefihrt wurden, kénnen allerdings nur die Eigenschaften jener Trépfchen be-

stimmt werden, die sich in Lésung befinden.

STy =

1 bar 100 bar 150 bar

D bkl . .

Abbildung 2.3: Druckabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Ddx4 in Lésung. Licht-
mikroskopische Aufnahmen der druckabhangigen Phasentrennung von 5 mg/mL Ddx4 in 20 mM
NaPi (pH 7,4), 100 mM NaCl in Lésung bei T = 23 °C. Der Mal3stabbalken entspricht 30 um in allen
Bildern.

Die Ermittlung der temperaturabhangigen Phasengrenzlinien erfolgte UV/Vis-spektrosko-
pisch durch Messung der Probenabsorbanz bei einer Wellenlange von 400 nm. Eine Erho-
hung der Absorbanz in diesem Wellenlangenbereich ist gleichbedeutend mit der Entste-
hung von Trépfchen, die die gemessene Absorbanz verursachen, indem sie das einge-
strahlte Licht streuen. Im Allgemeinen wird die Turbiditat einer Losung nicht ausschlie3lich
durch Absorbanzmessung bei 400 nm bestimmt. Turbiditdtsmessungen erfolgen Ublicher-
weise auch bei den Wellenlangen 350 oder 600 nm. Fur 5 mg/mL Ddx4 in 100 mM NaCl
(pH 7,4) zeigt sich, dass eine Temperaturerniedrigung die Flissig-Flissig-Phasentrennung
des Proteins begunstigt (Abb. 2.4). Ausgehend vom homogenen Zustand bei hohen Tem-

peraturen wurde die Temperatur in 2 °C-Schritten erniedrigt. Unterhalb von 28 °C kommt
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es schlielich zur Bildung von Tropfchen, welche sich in einem sprunghaften Anstieg der
Turbiditat duRert. Die hier vorgestellten Daten sind in guter Ubereinstimmung mit bereits
veroffentlichten Daten hinsichtlich der Flissig-Fllissig-Phasentrennung der N-terminalen
Doméne des Ddx4-Wildtyps.®® Diese Daten beinhalten unter anderem ein (T, ¢)-Phasen-
diagramm, das die Flissig-Flussig-Phasentrennung des Proteins als Entmischung mit einer
oberen kritischen Lésungstemperatur kennzeichnet. Die temperaturabhangige Entmi-
schung der hier untersuchten Variante scheint durch die eingefiihrten Mutationen nicht be-

sonders beeinflusst zu sein.
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Abbildung 2.4: Temperaturabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Ddx4. (A) Exemp-
larische UV/Vis-Absorbanzspektren von 5 mg/mL Ddx4 in 20 mM NaPi (pH 7,4), 100 mM NaCl im
Wellenlangenbereich von 250-500 nm. Gezeigt sind die Spektren bei den Temperaturen 12-30 °C,
welche in 2 °C-Abstanden aufgenommen wurden. (B) Aus (A) resultierendes Turbiditatsdiagramm
(400 nm-Absorbanz) der temperaturabhangigen Entmischung von Ddx4.

Aulerdem untersucht wurde der kombinierte Effekt von Temperatur und Druck auf die Flis-
sig-Flussig-Phasentrennung von Ddx4. Zu diesem Zweck wurde die Druckabhangigkeit der
Ddx4-Trépfchen bei den Temperaturen 4, 10, 15, 20 und 25 °C ermittelt. Auch bei diesen
Messungen wurde die Turbiditat (400 nm-Absorbanz) der Probenldsung gemessen. Dabei
kam es zum Einsatz einer selbst gebauten UV/Vis-Zelle, welche fur die Anwendung bei
druckabhangigen UV/Vis-Messungen vorgesehen ist. Die Ergebnisse der Messungen (Abb.
2.5) bestéatigen die oben beschriebene Temperaturabhangigkeit der Ddx4-Tropfchen. Ein
Vergleich der Absorbanzwerte bei 1 bar macht deutlich, dass diese mit erniedrigten Tem-
peraturen grofRer werden. Des Weiteren wird aus den Daten ersichtlich, dass die entmischte
Phase von Ddx4 mit sinkender Temperatur zunehmend druckstabiler ist. Bei 4 °C beispiels-
weise werden die Ddx4-Tropfchen durch eine Druckapplikation von 350 bar vollstandig auf-

geldst. Im Vergleich dazu gentigt bei 20 °C bereits eine Druckapplikation von 100 bar.
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Die durch Turbiditatsmessung bestimmten Druckphasengrenzlinien sind von ahnlicher Gro-
Renordnung wie die Uber die Mikroskopie bestimmten Druckphasengrenzen der in Lésung
befindlichen Trépfchen (Abb. 2.3). Der maximal applizierte Druck bei diesen druckabhangi-
gen Turbiditatsmessungen betrug 2000 bar. Ein wiedereintretender Phaseniibergang (engl.
reentrant phase transition) bei sehr hohen Driicken, wie beispielsweise schon fir die Ent-
mischung des Proteins a-Elastin gezeigt,!'® wurde im Falle von Ddx4 bis 2000 bar nicht

beobachtet.
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Abbildung 2.5: Druckabhangige Flissig-Flussig-Phasentrennung von Ddx4 bei verschiede-
nen Temperaturen. 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 5 mg/mL Ddx4 in 20 mM NaPi (pH 7,4),
100 mM NaCl als Funktion des Drucks bei den Temperaturen 4, 10, 15, 20 und 25 °C.

2.3.2 Einfluss von TMAO auf die druckabhéangige Fliissig-Fliissig-Phasen-

trennung von Ddx4

Aus der druckabhangigen Untersuchung der Flussig-Flussig-Phasentrennung von Ddx4
lasst sich schlussfolgern, dass es sich bei der kondensierten Trépfchenphase des Proteins
um einen aulerst druckempfindlichen Zustand handelt. Die stabilisierende Wirkung von
Osmolyten wie TMAO auf die Sekundarstruktur von Proteinen gegenlber Extrembedingun-
gen ist bereits bekannt und erwiesen. Eine sich nun stellende Frage im Kontext der Protei-
nentmischung ist, ob Osmolyte auch proteingeformte Kondensate gegen veranderte Um-
weltbedingungen stabilisieren kénnen. Folglich wurde hier der konzentrationsabhangige Ef-
fekt von TMAO auf die druckabhangige Entmischung von Ddx4 bei einer Temperatur von
23 °C untersucht. Hierflr wurde in Tropfchenpuffer (100 mM NaCl, pH 7,4) geléstes TMAO
dem Protein in den Finalkonzentrationen 200 und 400 mM zugesetzt. Die sowohl mikrosko-
pisch als auch UV/Vis-spektroskopisch durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass die

Zugabe des Osmolyten eine Stabilisierung der Tropfchen gegen erhdhte Driicke bewirkt
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(Abb. 2.6). Angemerkt sei dennoch, dass die druckabhangigen Phasengrenzlinien, die
durch den Einsatz beider Methoden bestimmt wurden, leicht verschieden sind. Beide Me-
thoden bestéatigen insgesamt aber den konzentrationsabhangigen Effekt des Osmolyten
TMAO auf die druckabhangige Entmischung von Ddx4. Wahrend Ddx4-Trépfchen in reinem
Puffer (vgl. auch Abb. 2.3) bereits durch eine Druckapplikation von 50 bar (Turbiditat) bzw.
150 bar (Mikroskopie) vollstandig aufgeldst werden, werden in Anwesenheit von 400 mM
TMAO 150 bar (Turbiditat) bzw. 300 bar (Mikroskopie) bendétigt. Auch nach Zugabe von
TMAO wird kein wiedereintretender Phasenibergang bei sehr hohen Driicken bis 2000 bar
beobachtet.
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Abbildung 2.6: Einfluss des Osmolyten TMAO auf die druckabhéngige Fliissig-Fliissig-Pha-
sentrennung von Ddx4. (A) 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 5 mg/mL Ddx4 in 20 mM NaP; (pH
7,4), 100 mM NaCl und nach Zugabe von 200 bzw. 400 mM TMAO bei T = 23 °C. (B) Lichtmikro-
skopische Aufnahmen von 5 mg/mL Ddx4 in 400 mM TMAO enthaltender Pufferldsung bei ausge-
wahlten Dricken sowie einer Temperatur von 23 °C. Der Mal3stabbalken entspricht 30 um in allen
Bildern.
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2.3.3 Verdau des MBP-FUS-Konstrukts durch die TEV-Protease

Nachfolgend soll die parameterabhangige Untersuchung der Flussig-FlUssig-Phasentren-
nung des intrinsisch ungeordneten Proteins FUS vorgestellt werden. Das fur die Untersu-
chung verwendete FUS-Konstrukt (s. Anhang fur Primarstruktur) ist ein Fusionsprotein aus
FUS und dem Maltose-bindenden Protein (MBP). Um die Flussig-Flussig-Phasentrennung
von Proteinen ,an- und auszuschalten®, werden aullere Faktoren wie beispielsweise Tem-
peratur, pH, lonenstarke etc. variiert. Ublich ist es auch, sogenannte Léslichkeitstags (engl.
solubility tags) an das entmischende Protein anzuheften, die verhindern, dass das Protein
Kondensate bildet, solange das Tag noch daran gebunden ist. Im Falle des hier verwende-
ten Konstrukts stellt das Maltose-bindende Protein das Ldslichkeitstag des entmischenden
Proteins FUS dar. MBP ist an den N-Terminus des FUS-Proteins gebunden und nur durch
die Schnittstelle der TEV-Protease von diesem getrennt (s. Anhang fir Details). Zur Entmi-
schungsregulation des FUS-Konstrukts ist hier eine Kombination aus Tagentfernung und
Regulation der NaCl-Konzentration, welche erwiesenermallen die FUS-Entmischung be-
einflusst,® gewahlt worden. Um also die Phasentrennung des Proteins zu initiieren, das in
500 mM NaCl gelagert wurde, wurde sowohl die NaCl-Konzentration auf eine entmi-
schungsgunstige Konzentration von 150 mM abgesenkt als auch die TEV-Protease dazu-
gegeben. Wenn einzig die NaCl-Konzentration erniedrigt wird, kommt es ohne TEV-Pro-
tease nicht zur Phasentrennung des Proteins (Abb. 2.7). In 150 mM NaCl bewirkt erst die
Zugabe der Protease die Spaltung der Schnittsequenz zwischen MBP und FUS und somit

die Entfernung des entmischungshemmenden Tags.
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Abbildung 2.7: Ausbleibende Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von MBP-FUS bei Nichtzu-
gabe der TEV-Protease unter ansonsten entmischungsgiinstigen Bedingungen. UV/Vis-Absor-
banzspektrum und lichtmikroskopische Aufnahme (eingefligtes Bild) von 3 yM MBP-FUS in 150 mM
NaCl (pH 7,5) ohne Zugabe der TEV-Protease bei T = 23 °C. Der Malistabbalken im eingefiigten
Bild entspricht 20 ym.
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Bereits nach 15 Minuten (Abb. 2.8 A) ist ein Groliteil der Fusionsproteine geschnitten. Das
400 nm-Absorbanzmaximum (Turbiditat) wird allerdings erst nach 45 Minuten erreicht. Si-
cherheitshalber aber wurde bei allen Messungen ein TEV-Verdau von 60 Minuten einge-
halten. In guter Ubereinstimmung mit den Turbiditatsdaten sind die in gleichen Zeitabstan-
den gemachten lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abb. 2.8 B). Es sei angemerkt, dass sich
die Angabe der Proteinkonzentration in den nachfolgenden Abschnitten immer auf die noch
ungeschnittene MBP-FUS-Form bezieht.
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Abbildung 2.8: Zeitabhangiger TEV-Verdau des MBP-FUS-Konstrukts. (A) 400 nm-Absorbanz
(Turbiditat) und (B) lichtmikroskopische Aufnahmen von 3 yM MBP-FUS in 150 mM NaCl (pH 7,5)
15, 30, 45 und 60 Minuten nach Zugabe der TEV-Protease bei T = 23 °C. Der Mal3stabbalken ent-
spricht 20 ym in allen Bildern.

2.3.4 Zeit- und konzentrationsabhangige Mikroskopie des MBP-FUS-Kon-

strukts

Aufgrund der Instabilitdt und Anfalligkeit des Proteins beziiglich Aggregation musste zu-
nachst einmal festgestellt werden, bei welcher Konzentration die parameterabhangige Un-
tersuchung der Entmischung stattfinden kann. Das Protein wurde hierflr bei MBP-FUS-

Konzentrationen von 3, 6, 9, 12, 15 und 30 uM mikroskopisch untersucht. Bei allen betrach-
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teten Konzentrationen wurde darauf geachtet, dass die NaCl-Konzentration bei 150 mM
und der pH-Wert bei 7,5 gehalten wurden. Abbildung 2.9 zeigt das Ergebnis dieser Unter-
suchung und beinhaltet mikroskopische Lichtaufnahmen sowohl in Losung als auch auf
dem Fenster der Mikroskopie-Hochdruckzelle. Alle Bilder wurden 1 Stunde nach Start des
TEV-Verdaus und bei einer Temperatur von 23 °C aufgenommen. Bei dieser Untersuchung
konnte festgestellt werden, dass durch eine Erhéhung der Proteinkonzentration zunehmend
mehr Trépfchencluster und amorphe Aggregate zu beobachten sind. Da diese bei héheren
MBP-FUS-Konzentrationen zunehmend grofer werden und zu Boden absinken, werden
die Unterschiede zwischen den héheren Konzentrationen vor allem bei Vergleich der Mik-
roskopiebilder des Fensters sichtbar. Mit einer Konzentration von 3 uM MBP-FUS scheint

eine Konzentration gefunden zu sein, die keine Aggregate bildet.
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Abbildung 2.9: Konzentrationsabhdngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS. Lichtmik-
roskopische Aufnahmen von verschieden konzentrierten MBP-FUS-L6ésungen in 150 mM NaCl (pH
7,5) in Lésung und auf dem Fenster der verwendeten Mikroskopie-Druckzelle bei T = 23 °C. Der
MaRstabbalken entspricht 20 um in allen Bildern.
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Da die Untersuchung einer Probe inklusive TEV-Verdau durchschnittlich 2 Stunden dau-

erte, wurde fir diese Konzentration (3 uM) auRerdem noch Uberpriift, ob im gleichen Zeit-

raum keine Aggregate und Cluster gebildet werden. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen

(Abb. 2.10) bestatigen, dass dies nicht der Fall ist, weshalb fir die temperatur- und druck-

abhangigen Untersuchungen eine Proteinkonzentration von 3 uM MBP-FUS gewahit

wurde. Unterschiede in der Anzahl der Tropfchen sind auf die zeitabhangige Sedimentation

der Tropfchen auf das untere Fenster der Mikroskopie-Druckzelle zurlickzufihren.
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Abbildung 2.10: Zeitabhédngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von 3 uM MBP-FUS in 150 mM NacCl (pH 7,5) in Lésung und auf dem Fenster der ver-
wendeten Mikroskopie-Druckzelle bei T = 23 °C. Die Aufnahmen erfolgten 30, 60, 90 und 120 Minu-
ten nach Zugabe der TEV-Protease. Der Mal3stabbalken entspricht 20 um in allen Bildern.
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2.3.5 Temperatur- und druckabhangige Fliissig-Flliissig-Phasentrennung von
FUS

Die temperaturabhangige Untersuchung der Entmischung von FUS ergab, dass diese
durch eine Temperaturerniedrigung beguinstigt wird. Fiir eine MBP-FUS-Konzentration von
3 uMin 150 mM NacCl (pH 7,5) wurde Uber Turbiditatsmessungen eine Tribungstemperatur
von ca. 30 °C ermittelt (Abb. 2.11 A). Auch die mikroskopischen Aufnahmen der FUS-Pro-
ben bei den Temperaturen 10, 20, 30 und 40 °C belegen die spektroskopisch ermittelte

Temperaturabhangigkeit der Entmischung von FUS (Abb. 2.11 B).
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Abbildung 2.11: Temperaturabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS. (A) 400 nm-
Absorbanz (Turbiditat) und (B) lichtmikroskopische Aufnahmen von 3 yM MBP-FUS in 150 mM NacCl
(pH 7,5) als Funktion der Temperatur. Der Mal3stabbalken entspricht 20 um in allen Bildern.

Die druckabhangigen Untersuchungen erfolgten UV/Vis-spektroskopisch bei den Tempe-
raturen 10, 15, 20, 25 und 30 °C. Der Druck wurde ausgehend von Atmospharendruck in
definierten Schritten bis 2000 bar erhdht, welche die maximale Grenze der UV/Vis-Hoch-
druckzelle darstellt. Bei diesen Messungen konnte festgestellt werden, dass eine Tempe-
raturerniedrigung die Druckstabilitdt des phasenseparierten Systems erhéht (Abb. 2.12 A).
Zum Vergleich: die vollstandige Auflosung der Kondensate bei 25 °C erfolgt bei 750 bar
und bei 20 °C erst bei 1250 bar. Bei den Temperaturen 10 und 15 °C kommt es bis zu einer
Druckerhéhung von 2000 bar nicht zum Verschwinden der entmischten Phase. AuRerdem

kann bei diesen beiden Temperaturen auch noch ein wiedereintretender Phasenlibergang
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beobachtet werden, was an einem leichten Anstieg der Absorbanz erkennbar ist. Um die
Reversibilitat des Prozesses zu untersuchen, wurde der Druck nach Erreichen von 2000 bar
in gleichen Schritten erniedrigt und die Absorbanz erneut gemessen (Abb. 2.12 B). Der
Vergleich der Werte des Druckaufbaus und des Druckabbaus zeigt, dass die Entmischung
reversibel ist und sich in beide Richtungen nur leicht verschiedene Ubergénge ergeben. Die

Absorbanzwerte nach dem Druckabbau sind nur geringfligig kleiner als jene zu Beginn.
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Abbildung 2.12: Druckabhingige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS bei verschiede-
nen Temperaturen. 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 3 yM MBP-FUS in 150 mM NaCl (pH 7,5)
bei verschiedenen Temperaturen wahrend des Druckaufbaus (A) und -abbaus (B).

(C) Beispielhafte Rohmessung (zeitabhdngige Messung der 400 nm-Absorbanz) einer 3 yM MBP-
FUS-Lésung bei T = 20 °C. Abnehmende Absorbanzwerte werden fur gewdhnlich wahrend des
Druckaufbaus beobachtet, steigende Absorbanzwerte sind typisch fir den Druckabbau. Der Druck
wurde in 250 bar-Schritten geandert, sobald die Absorbanz einen konstanten Wert annahm. Die dar-
gestellte Rohmessung beinhaltet noch nicht die Subtraktion des Puffer-Absorbanzwertes.

Lichtmikroskopische Aufnahmen, die mithilfe einer Mikroskopie-Hochdruckzelle bis zu ei-
nem Maximaldruck von 1000 bar und exemplarisch bei den Temperaturen 15 und 23 °C

erfolgten, bestatigen diesen kombinierten Effekt von Temperatur und Druck (Abb. 2.13).
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Abbildung 2.13: Druckabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS bei 15 °C und bei
Raumtemperatur. Lichtmikroskopische Aufnahmen der druckabhangigen Phasentrennung von
3 uM MBP-FUS in 150 mM NacCl (pH 7,5) bei 15 °C und bei Raumtemperatur (T = 23 °C). Der MaR3-
stabbalken entspricht 20 um in allen Bildern.
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2.3.6 Einfluss von Ficoll auf die temperatur- und druckabhéangige Fliissig-

Flussig-Phasentrennung von FUS

Die vorangegangene Charakterisierung des FUS-Konstruktes in reinem Puffer und bei ei-
ner MBP-FUS-Konzentration von 3 uM war notwendig, um abschlieRend untersuchen zu
kénnen, wie sich eine gecrowdete Umgebung auf die Flissig-Flissig-Phasentrennung und
auf die Temperatur- und Druckphasengrenzlinien von FUS auswirkt. Zu diesem Zweck
wurde der Crowder Ficoll verwendet, der in vitro oft zum Einsatz kommt, um die gecrowde-
ten Verhaltnisse in Zellen nachzuahmen. Zunachst wurde Uberprift, ob die Phasentren-
nung in Anwesenheit des Crowders stattfindet oder durch seine Anwesenheit verhindert
wird. Lichtmikroskopische Aufnahmen (Abb. 2.14) zeigen, dass der Crowder die Tropfchen-
bildung von FUS nicht hemmt und auch die Morphologie der FUS-Tropfchen nicht beein-

flusst.
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Abbildung 2.14: Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von FUS in gecrowdeter Umgebung. Licht-
mikroskopische Aufnahmen von 3 yM MBP-FUS in 150 mM NaCl (pH 7,5) und nach Zugabe von 50
bzw. 100 mg/mL Ficoll. Der Mal3stabbalken entspricht 20 pym in allen Bildern.

Die Ergebnisse der temperatur- und druckabhangigen Entmischung von FUS in einer durch
Ficoll gecrowdeten Umgebung sind in Abbildung 2.15 dargestellt und beinhalten sowohl
Mikroskopie- als auch Turbiditatsdaten. Die temperaturabhangige Untersuchung der Flis-
sig-Fllssig-Phasentrennung ergab eine Triibungstemperatur von ca. 30 °C in Puffer. In An-
wesenheit von 50 mg/mL Ficoll kommt es zu einer Verschiebung der temperaturabhangi-
gen Phasengrenzlinie zu ~36 °C. Wird die Ficollkonzentration verdoppelt (100 mg/mL),
ergibt sich sogar eine Tribungstemperatur von 42 °C, was verglichen zur reinen Pufferl6-
sung einer Differenz von 12 °C entspricht.

Der Crowder beeinflusst allerdings nicht nur die temperaturabhangige Flussig-Flussig-Pha-
sentrennung von FUS, sondern auch die Druckphasengrenzen. Bei einer Temperatur von

30 °C dissoziieren FUS-Tropfchen durch eine Druckapplikation von etwa 500 bar.
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Bei Zugabe von 50 mg/mL Ficoll missen zur vollstandigen Auflésung der Tropfchen bereits
~800 bar aufgebracht werden, in Anwesenheit von 100 mg/mL Ficoll sogar ~1200 bar. Zu-
sammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der Crowder Ficoll auf kon-
zentrationsabhangige Art und Weise die Stabilisierung der entmischten FUS-Troépfchen-

phase gegenlber erhéhten Temperaturen und Driicken induziert.
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Abbildung 2.15: Crowding-Effekt auf die temperatur- und druckabhangige Fliissig-Fliissig-
Phasentrennung von FUS. 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 3 yM MBP-FUS in 150 mM NacCl
(pH 7,5) und nach Zugabe von 50 bzw. 100 mg/mL Ficoll als Funktion der Temperatur (A) und als
Funktion des Drucks bei T = 30 °C (C). Lichtmikroskopische Aufnahmen von 3 yM MBP-FUS in Puf-
fer und nach Zugabe von 100 mg/mL Ficoll bei ausgewahlten Temperaturen (B) und bei ausgewahl-
ten Driicken (T = 30 °C) (D). Der Malistabbalken entspricht 20 um in allen Bildern.
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2.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die parameterabhangigen Untersuchungen der Flissig-Fllssig-Phasentrennung der bei-
den intrinsisch ungeordneten Proteine Ddx4 und FUS weisen viele Gemeinsamkeiten zuei-
nander auf, welche nachfolgend zusammengefasst und diskutiert werden sollen.

Die temperaturabhangige Untersuchung der Entmischung ergab, dass in Ubereinstimmung
mit den Voraussagen des Flory-Huggins-Modells eine Temperaturerniedrigung die Entmi-
schung beider intrinsisch ungeordneten Proteine beglinstigt. Fir die in dieser Untersuchung
gewahlten Proteinkonzentrationen (c(Ddx4) = 5 mg/mL, ¢(MBP-FUS) = 3 uM) und Puffer-
bedingungen wurde fir Ddx4 eine Tribungstemperatur von ~28 °C bestimmt und fir das
FUS-Protein eine Tribungstemperatur von ~30 °C. Entsprechend der Gibbs-Helmholtz-
Gleichung kénnen die in den Kondensaten zwischen den einzelnen Proteinketten wirken-
den attraktiven Wechselwirkungen den durch die Entmischung auftretenden Entropieverlust
ausgleichen.l'! Da der Entropiebeitrag zur freien Energie mit sinkender Temperatur ab-
nimmt,”! beglnstigt eine Temperaturerniedrigung die Entmischung der intrinsisch unge-
ordneten Proteine Ddx4 und FUS.

Bei der druckabhangigen Untersuchung der Entmischung beider Proteine wurde ersichtlich,
dass sowohl Ddx4- als auch FUS-Kondensate empfindlich auf Anderungen des Drucks re-
agieren. Unter ambienten Temperaturbedingungen (20-25 °C) I6sten sich Ddx4-Trépfchen
bereits bei 150 bar auf, FUS-Kondensate bei ca. 600 bar. Die beobachtete Auflésung der
Kondensate unter Einwirkung von Druck kann auf in den Kondensaten vorkommende tran-
siente Hohlrdume zurlckgefuhrt werden, die durch die Kontakte zwischen den Proteinket-
ten entstehen und unzuganglich fiir Wasser sind.l'"#7:881 Die Druckempfindlichkeit wird im
Falle beider Proteine verringert, wenn die Druckanwendung bei tiefen Temperaturen erfolgt,
erklarbar durch die oben beschriebene trépfchenstabilisierende Wirkung einer Tempera-
turerniedrigung.

Fir das Protein FUS wurde bei tiefen Temperaturen aufterdem noch ein wiedereintretender
Phasenubergang beobachtet. Diese Art von Verhalten konnte bereits auch bei der Unter-
suchung von Lysozym-®! oder Elastin-Losungen!'® festgestellt werden. Der Hochdruck-
Phasenlbergang von FUS wird durch Kationen-1-, Tr-11- und (wasservermittelte) hydro-
phobe Wechselwirkungen innerhalb der dichter gepackten Tropfchen erklart.!°”

AuRerdem untersucht wurde der Effekt von Kosoluten auf die Flissig-Flissig-Phasentren-
nung von FUS und Ddx4. Im Falle des Proteins Ddx4 wurde der konzentrationsabhangige
Effekt von TMAO auf die druckabhangige Entmischung der Kondensate untersucht. Dabei
konnte ein Stabilisierungseffekt gegenliber erhéhten Driicken festgestellt werden, der mit

zunehmender TMAO-Konzentration gréRer wird. Osmolyte kénnten also nicht nur die Pro-
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teinstruktur vor extremen Bedingungen bewahren, sondern auch proteingeformte Konden-
sate. Im Falle von FUS wurde der Einfluss einer zellahnlichen Umgebung auf die tempera-
tur- und druckabhangige Flissig-Flissig-Phasentrennung des Proteins durch Zugabe des
Crowders Ficoll untersucht. Auch hier zeigte sich ein konzentrationsabhangiger stabilisie-
render Effekt der gecrowdeten Umgebung gegenliber erhéhten Driicken und Temperatu-
ren. Der hinzugefiigte Crowder agiert tUber den Effekt des Ausschlussvolumens, wodurch
die Sattigungskonzentration der Entmischung erhéht sowie die entmischungsvermittelnden
Interaktionen zwischen den einzelnen FUS-Molekdlen verstarkt werden.®® Fir die Wirkung
von TMAO kann ein ahnlicher Mechanismus angenommen werden. Aufgrund ungtnstiger
Osmolyt-Proteinwechselwirkungen relativ zu Osmolyt-Wasser-Wechselwirkungen unter-
stitzt der Osmolyt die Entstehung von biomolekularen Kondensaten, welche verglichen
zum entmischten Zustand weniger TMAO-Kontaktflachen aufweisen.['7:87]

Bezuglich konstitutiv vorhandener Kondensate in Organismen, die konstant unter erhdhten
Dricken und Temperaturen existieren, legen diese Ergebnisse nahe, dass sowohl die ge-
crowdete Zellumgebung als auch akkumulierte Osmolyte eine tropfchenerhaltende bzw.
tropfchenstabilisierende Wirkung besitzen kdnnten. Gleichermalen sollte dieser trépfchen-
stabilisierende Effekt auch auf Kondensate wirken, die nur unter bestimmten Bedingungen
prasent sind. Zur Regulation ihrer Entstehung bzw. Auflésung bedarf es dartber hinaus
allerdings anderer Mechanismen, wie beispielsweise posttranslationale Modifikationen, Cli-

ent-Molekdle etc.
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KAPITEL 3

Biomolekulare Kondensate unter
extremen Marssalz-Bedingungen

-43 -



3 Biomolekulare Kondensate unter extremen Marssalz-Bedingungen

Teile dieses Kapitels wurden bereits in einem Journalartikel publiziert:
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3.1 Einleitung

3.1 Einleitung

Es scheint erwiesen, dass sich Leben unter extremen Umweltbedingungen entwickelt hat
und immer noch existiert, z. B. in der Tiefsee, wo hohe hydrostatische Drlicke (engl. high
hydrostatic pressure, HHP) von bis zu etwa 1 kbar (100 MPa) herrschen.[5%9"92 Die Exis-
tenz aller Phasenlibergange einschlief3lich der Flissig-Flissig-Phasentrennung hangt auf
empfindliche Weise von der Temperatur, dem Druck und den Konzentrationen (Aktivitaten)
aller Bestandteile, inklusive Kosolute wie Salze, ab.l'317.18.25.27.34.87.93.94] Tgatsachlich beher-
bergen tiefe unterirdische Umgebungen oft hohe Konzentrationen an gelésten Salzen, doch
wissen wir nur wenig dartber, wie diese hochkonzentrierten lonen die Bedingungen fir
Leben gestalten und noch weniger dartiber, wie kombinierte Salz-HHP-Effekte die Chancen
fur zellulares Leben einschranken. Ein solches lon ist das Perchlorat, ClO4~, das in extre-
men Umgebungen auf der Erde und insbesondere auf dem Mars gegenwartig ist.[61.91.95-97]
In den letzten zehn Jahren mehrten sich auch die Hinweise auf periodisch flieRendes Ober-
flachenwasser auf dem Mars und es ist jetzt bekannt, dass es unterirdisches Wasser in
Form von Seen unter der Oberflache nahe des Mars-Siidpols gibt.®®-1°" Das Mars-Grund-
wasser steht an der Basis der Kryosphare an den Marspolen unter einem Druck von
~1 kbar, falls diese eine Tiefe von 10 km erreicht.®¥ Ahnlich harsche Umgebungen in un-
terirdischen Seen gibt es auf der Erde, die nachweislich erstaunliche Mengen an Leben
beherbergen konnen.[®® Bestimmte lonen wie Perchlorat wirken bekanntermafen als Cha-
otrope, indem sie die Struktur des Wassers und seine Fahigkeit, Wasserstoffbriicken zu
bilden, storen!'%? und konnten daher die Assoziation biologischer Molekiile und die Bildung
biomolekularer Kondensate beeinflussen, welche, wie bereits erwahnt, als Voraussetzung
fur die Entwicklung zellularen Lebens angenommen werden. Neben den Perchloratsalzen
sind auch Sulfate auf der Marsoberflache weit verbreitet, wahrend auf der Erde Natrium-
chlorid (NaCl) das vorherrschende Salz ist, das fiir die Biochemie von Bedeutung ist.!6":98.103]
Um das Potenzial fur protozellulares Leben durch die Bildung flissiger Kondensate von
biomolekularen Systemen in unterirdischen Umgebungen zu bewerten, muss die Kombina-
tion aus stark ionischen Effekten dieser Salze und hohen hydrostatischen Driicken unter-
sucht werden.

In dieser Studie wurden daher die kombinierten Auswirkungen von hohem Druck und hohen
Salzkonzentrationen, inshesondere von Natrium/Magnesiumperchlorat und -sulfat und zum
Vergleich Natriumchlorid, auf die Neigung verschiedener entmischender Systeme zur Bil-
dung flissigkeitsahnlicher biomolekularer Kondensate untersucht. Die ausgewahlten ent-
mischenden Systeme reichen von einem globularen (yD-Kristallin), Gber ein teilweise un-

geordnetes (LAF-1) bis hin zu einem vollstdndig ungeordneten Polypeptid (a-Elastin).
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Um die Phaseneigenschaften dieser Systeme zu untersuchen, wurden lichtmikroskopische
Experimente unter Verwendung einer selbst gebauten Hochdruck-Probenzelle mit Dia-
mantfenstern durchgefihrt. Auferdem erfolgten FTIR-spektroskopische Messungen zur
Bestimmung des Salzeinflusses auf die Sekundarstruktur der Proteine.

Die Untersuchung ergab, dass nicht nur Temperatur und Proteinkonzentration, sondern
auch hohe Driicke und hohe Salzkonzentrationen die Bildung von Kondensaten deutlich
beeinflussen. Abhangig von den intermolekularen Wechselwirkungen, die die Entmischung
steuern, und dem Salztyp wurde eine hohe Stressresistenz und sogar ein wiedereintreten-
der Phasenlbergang beobachtet, in dem Proteintropfchen selbst bei extremen Dricken
und Salzkonzentrationen bestehen bleiben. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass im Fall
bestimmter biomolekularer Systeme hohe Drticke und ein hoher Salzgehalt die Bildung von
Kondensaten erméglichen kénnen, d.h. die Bewohnbarkeit von Umgebungen unter hohem

Salzstress nicht verhindern.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Expression und Aufreinigung von LAF-1

Die fur den Wildtyp des Proteins LAF-1 codierende DNA-Sequenz wurde durch die Firma
GenScript in den Expressionsvektor pET-28a(+) eingefugt. Hierfur wurde der Vektor mit
den Restriktionsenzymen Ncol und Xhol geschnitten. Am C-Terminus des Proteins wurde
ein 6xHis-Tag erganzt, mit dem das Protein mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt
werden kann. Zwischen der LAF-Sequenz und dem 6xHis-Tag wurde aul3erdem eine
Thrombin-Erkennungssequenz (LVPRGS) eingefugt, um das His-Tag gegebenenfalls auch
entfernen zu kdnnen. Die vollstdndige Proteinsequenz des Konstrukts istim Anhang (A.1.1)
aufgefuhrt. Zur Expression des Proteins wurde das Plasmid in E.coli-Zellen BL21 (DE3)
transformiert. Die Bakterienkultur wurde in LB-Medium, das Kanamycin und Chloramphe-
nicol enthielt, bis zu einer ODgoo von 0,6-0,7 herangezichtet. Durch Zugabe von 0,5 mM
IPTG wurde die Proteinexpression induziert und das Protein Uber Nacht bei 18 °C expri-
miert. Am nachsten Tag wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert und das Zellpellet in
Puffer (20 mM Tris (pH 7,4), 500 mM NacCl, 25 mM Imidazol, 10 % Glycerin, 5 mM TCEP,
DNase und Proteasehemmer) aufgenommen. Nach der Zelllyse mittels Ultraschallbehand-
lung wurde die Zelldebris durch 30-minttige Zentrifugation bei 25000 rpm pelletiert. Der
filtrierte Uberstand wurde auf eine HisTrap-S4ule gegeben, die mit dem oben genannten

Puffer gewaschen wurde.
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Zur Elution des Proteins wurde die Saule mit einem Hoch-Imidazol-Puffer (20 mM Tris (pH
7,4), 500 mM NacCl, 300 mM Imidazol, 10 % Glycerin, 5 mM TCEP) gewaschen. Anschlie-
Rend wurde das Protein mithilfe von 10 kDa-Amicon-Filtern bei Raumtemperatur einkon-
zentriert und in Puffer mit der Zusammensetzung 20 mM Tris (pH 7,4), 1 M NaCl und 5 mM
TCEP umgepuffert. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration durch Absorptionsmessung
bei einer Wellenlange von 280 nm wurde ein Extinktionskoeffizient von 75670 1/M-cm ge-
nutzt. Das aliquotierte Protein wurde in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren
Verwendung bei —80 °C aufbewahrt. Expression und Aufreinigung des Proteins LAF-1 er-
folgten durch Simone Mobitz (Physikalische Chemie |, TU Dortmund).

3.2.2 Expression und Aufreinigung von yD-Kristallin

Die fur den Wildtyp des Proteins yD-Kristallin codierende DNA-Sequenz wurde durch die
Firma GenScript in den Expressionsvektor pET-30b(+) eingeflgt. Hierfir wurde der Vektor
mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol geschnitten. Am C-Terminus des Proteins
wurde ein 6xHis-Tag erganzt, mit dem das Protein mittels Affinitdtschromatographie aufge-
reinigt werden kann. Die vollstédndige Proteinsequenz des Konstrukts ist im Anhang (A.1.3)
aufgefuhrt. Zur Expression des Proteins wurde das Plasmid in E.coli-Zellen BL21 (DE3)
transformiert. Die Bakterienkultur wurde in LB-Medium, das Kanamycin und Chloramphe-
nicol enthielt, bis zu einer ODgsoo von ~2,3 herangezichtet. Durch Zugabe von 0,5 mM IPTG
wurde die Proteinexpression induziert und das Protein iber Nacht bei 30 °C exprimiert. Am
nachsten Tag wurde die Bakteriensuspension zentrifugiert und das Zellpellet in Puffer
(50 mM NazHPO4 (pH 8,0), 300 mM NacCl, 2,5 mM Imidazol, 1 mM DTT + DNase) aufge-
nommen. Nach der Zelllyse mittels Ultraschallbehandlung wurde die Zelldebris durch 30-
minitige Zentrifugation bei 25000 rpm und 10 °C pelletiert. Der filtrierte Uberstand wurde
auf eine HisTrap-Saule gegeben, die mit dem oben erwahnten Puffer gewaschen wurde.
Zur Elution des Proteins wurde die Saule mit Hoch-Imidazol-Puffer (50 mM Na.HPO. (pH
8,0), 300 mM NaCl, 300 mM Imidazol, 1 mM DTT) gewaschen. AnschlieBend wurde das
Protein mithilfe von 10 kDa-Amicon-Filtern einkonzentriert und auf eine Gelfiltrationssaule
gegeben, welche mit Puffer der Zusammensetzung 50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NacCl
gewaschen wurde. Zuletzt wurde das Protein einkonzentriert und die Proteinkonzentration
durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt, wobei ein Extink-
tionskoeffizient von 40000 1/M-cm genutzt wurde. Das aliquotierte Protein wurde in fllssi-
gem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C aufbewahrt. Ex-

pression und Aufreinigung des Proteins yD-Kristallin erfolgten durch Simone Mébitz (Phy-
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sikalische Chemie |, TU Dortmund).

3.2.3 Chemikalien

Die fur diese Studie verwendeten Salze sind samt Bezugsquelle in unten stehender Tabelle

aufgefthrt.

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien und ihre Bezugsquellen.

Chemikalie Bezugsquelle
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich
Magnesiumsulfat (MgSOs) abcr GmbH
Magnesiumperchlorat (Mg(ClOs4).) Alfa Aesar
Natriumsulfat (Na;SO.) Sigma-Aldrich
Natriumperchlorat (NaClO4) Alfa Aesar

3.2.4 Probenpraparation fir mikroskopische Untersuchungen

LAF-1: Stammldsungen des jeweiligen Salzes wurden angesetzt und mit Proteinaliquots
von LAF-1 (20 mM Tris (pH 7,4), 5 mM TCEP, 1 M NaCl) gemischt, sodass sich die ge-
wulnschte Finalkonzentration des getesteten Salzes und eine LAF-1-Konzentration von
7,8 UM ergab.

yD-Kristallin: Stammldsungen des jeweiligen Salzes wurden angesetzt und mit Proteinali-
quots von yD-Kristallin (50 mM Tris (pH 7,4), 150 mM NaCl) gemischt, sodass sich die ge-
wulnschte Finalkonzentration des getesteten Salzes und eine yD-Kristallin-Konzentration
von 55 mg/mL ergab.

a-Elastin: Lyophilisiertes a-Elastin-Pulver wurde von Elastin Products Co. Inc. erworben
und in PBS-Puffer (8,0 g/L NaCl, 0,2 g/L KCI, 1,15 g/L Na;HPO4, 0,2 g/L KH2PO4, pH 7,4)
geldst. Es wurden Stammldésungen des jeweiligen Salzes angesetzt und mit dem Protein
gemischt, sodass sich die gewilinschte Finalkonzentration des getesteten Salzes und eine

a-Elastin-Konzentration von 20 mg/mL ergab.

Die Entmischung aller Proteine wurde bei unterschiedlichen Konzentrationen von NaCl,
MgSOs4, Mg(ClOa)2, Na2SO4 und NaClO4 untersucht. Aufgrund der begrenzten Loslichkeit
der Salze konnten nicht alle oben aufgefiihrten Salze in sehr hohen, multimolaren Konzent-

rationen getestet werden.
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3.2.5 Lichtmikroskopie

Lichtmikroskopische Bildaufnahmen wurden am Mikroskop Eclipse TE2000-U (Nikon Inc.)
mit einem Nikon Plan Fluor 20x-Objektiv (NA 0,45; WD 7,4) erstellt. Bei allen Messungen
wurde die in Abschnitt 2.2.6 erwahnte Mikroskopie-Hochdruckzelle genutzt. Fir Messungen
ohne Anwendung von Druck wurde ein Probenvolumen von 20 pL verwendet, fur druckab-
hangige Messungen wurde der gesamte Innenraum der Druckzelle mit der Probenldsung
befullt. Die zwei Befullungsweisen sind im oben genannten Abschnitt ausfuhrlicher be-
schrieben ebenso wie die Temperaturregulation und die Druckapplikation in der Druckzelle.
Die Mikroskopieexperimente erfolgten 10 Minuten nach Ansetzen der Probenlésung und
bei 25 °C fur LAF-1, bei 2,0-2,5 °C fiur yD-Kristallin und bei 32 °C fir a-Elastin.

3.2.6 Probenpraparation fir FTIR-Spektroskopie

Fur FTIR-Experimente wurden die Proteinlosungen mit Amicon-Filtern der entsprechenden
Massenausschlussgrenze gegen deuteriertes Wasser (Sigma-Aldrich) dialysiert und ein-
konzentriert. AnschlieRend wurden die Proteinldsungen in flissigem Stickstoff eingefroren
und das Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Das lyophilisierte Protein wurde in den unter
3.2.4 genannten Puffern geldst, die allerdings mit DO angesetzt wurden und einen pD-
Wert von 7,4 aufwiesen. Bei den Messungen wurde yD-Kristallin in einer Konzentration von

55 mg/mL und LAF-1 in einer Konzentration von 45 mg/mL eingesetzt.

3.2.7 FTIR-Spektroskopie

Die FTIR-Messungen erfolgten an dem FTIR-Spektrometer Nicolet 6700 (Thermo Fisher
Scientific), das fiir den Wellenzahlbereich von 4000-650 cm™ eingesetzt werden kann. Das
Gerat enthalt einen MCT-Detektor (HgCdTe), welcher mit flissigem Stickstoff gekihlt wird.
Fur FTIR-Messungen mit yD-Kristallin wurden 20 uL Probe zwischen zwei CaF,-Fenstern
platziert, die durch einen Mylar-Spacer (50 um) getrennt waren. Die FTIR-Messungen mit
LAF-1 erfolgten aufgrund begrenzter Probenmenge mithilfe einer P-series Diamantstem-
pelzelle (Diacell® VivoDAC, Almax easyLab) mit Typ Ila Diamanten (Almax easyLab). Zwi-
schen den Diamantfenstern wurde ein Messingring mit einer Dicke von 50 ym und zentraler
Bohrung gelegt. In diese Bohrung wurden 4 uL der Probe platziert. Fir jede Probe wurden
128 Scans mit einer spektralen Auflésung von 2 cm™ aufgenommen und gemittelt. Die Aus-
wertung der FTIR-Spektren erfolgte mit der GRAMS Software. Nach der Puffersubstraktion

wurde zunéachst eine Basislinienkorrektur und die Flachennormierung der Amid-I’-Bande

=49 -



3 Biomolekulare Kondensate unter extremen Marssalz-Bedingungen

auf 1 durchgeflhrt. Die Bestimmung der Subbandenposition erfolgte sowohl durch Bildung
der 2. Ableitung als auch durch Fourier Self-Deconvolution (FSD). Mittels GaulR-Lorentz-

Kurven wurden abschliel3end die verschiedenen Subbanden angepasst.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Salz- und druckabhangige Flussig-Flussig-Phasentrennung von LAF-1

Fir das intrinsisch ungeordnete P-Granulum-Protein LAF-1 ist nachweislich bekannt, dass
dieses in lebenden Zellen und in vitro eine Entmischung in dichte flissigkeitsahnliche Tropf-
chen vollzieht.?%46.104 Die Phasentrennung von LAF-1, die zur Bildung dieser Tropfchen
fuhrt, wird weitgehend durch elektrostatische Wechselwirkungen verursacht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die N-terminale Proteinregion von LAF-1, welche eine Arginin(R)/Gly-
cin(G)-reiche Domane mit geringer Sequenzkomplexitat darstellt, flr die Phasentrennung
des Proteins ausreicht.[*®!

Wie in Abbildung 3.1 veranschaulicht, entmischt LAF-1 bei einer Konzentration von 7,8 uM
sowie einer Temperatur von 25 °C in Gegenwart von 125 mM NaCl in eine Trépfchenphase.
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass die Zugabe von 1-3 M NaCl zur Auflé-
sung des phasengetrennten Zustands fuhrt. Interessanterweise taucht oberhalb von 4 M
NaCl die Tréopfchenphase wieder auf. Es wird also ein wiedereintretender Phasenlibergang
beobachtet.

In den sulfatsalzhaltigen Puffern (MgSO. und Na>SO4) erfolgt bei keiner der getesteten
Konzentrationen eine Tropfchenbildung. In Anwesenheit von Perchloratsalzen (Mg(ClOa4),
und NaClO,) allerdings bildet das Protein weiterhin Trépfchen, die im Falle von Mg(ClOa4).
bis zu einer Konzentration von 1 M und im Falle von NaClO4 bis zu einer Konzentration von
500 mM bestehen bleiben. Eine Erhohung der Perchloratkonzentration bis zu diesen Kon-
zentrationsgrenzen férdert jedoch die Aggregation des Proteins, da immer mehr amorphe
Strukturen zu beobachten sind. Aufgrund der Zunahme aggregierter Strukturen und der
damit verbundenen Abnahme der fur die Entmischung verfugbaren LAF-Proteine ist zu er-
warten, dass die Anzahl der flissigen Tropfchen abnimmt. Oberhalb von 2 M Mg(ClO4).
sowie 1 M NaClO4 werden keine LAF-Tropfchen mehr beobachtet.

Sowohl die Trépfchenphase in 125 mM NaCl als auch die wiedereintretende Phase bei
4,5 M NaCl ist bis zu einem Druck von 1000 bar druckstabil (Abb. 3.2). Eine Druckapplika-
tion bis zu 1000 bar in Anwesenheit der Salze MgSOa4 und Na>SO4 (¢ = 250 mM) flhrt au-

3erdem nicht zur Entstehung von Tropfchen.
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Abbildung 3.1: Salzabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von LAF-1. Lichtmikroskopi-
sche Aufnahmen von 7,8 yM LAF-1 in 20 mM Tris (pH 7,4) bei einer Temperatur von 25 °C sowie
Atmospharendruck in Anwesenheit verschieden konzentrierter Salze (NaCl, MgSQ4, Mg(ClOa4)2,
Na2S04 und NaClOa). Der Mafistabbalken entspricht 15 pm in allen Bildern.
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Abbildung 3.2: Druckabhéngige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von LAF-1 in Anwesenheit
verschiedener Salze. Lichtmikroskopische Aufnahmen der druckabhangigen Flussig-Flussig-Pha-
sentrennung von 7,8 yM LAF-1 in 20 mM Tris (pH 7,4) in Anwesenheit verschiedener Salze bei T =
25 °C. Der Malstabbalken entspricht 15 um in allen Bildern.
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3.3.2 Salz-und druckabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von a-Elas-
tin
Als Beispiel fur die salzabhangige Flissig-Flissig-Phasentrennung eines intrinsisch unge-
ordneten Proteins mit einer unteren kritischen Losungstemperatur werden hier die Daten
fur a-Elastin vorgestellt, das teilweise vernetzt, aber I6slich ist und einen Hauptbestandteil
der extrazellularen Matrix darstellt, welche den Geweben von Wirbeltieren Elastizitat ver-
leiht.[195.10€] g-Elastin hat eine alternierend hydrophobe und hydrophile Domanenstruktur.
Die hydrophoben Bereiche (~80 %) enthalten unpolare Aminosaurereste mit dem sich wie-
derholenden Motiv VGVAPG.['%5-1%] Die einzelnen Elastinketten sind in der kondensierten
Tropfchenphase immer noch grétenteils ungeordnet. In ihren hochdynamischen Konfor-
mationen weisen sie nur transiente B-Turns auf.l'®! Die Konformation von a-Elastin ist bei
einem Druck von bis zu 10 kbar ungeordnet.['®! Der phasengetrennte kondensierte Zustand
von a-Elastin wird bei Umgebungsdruck weitgehend durch glinstige hydrophobe Kontakte
zwischen unpolaren Aminosaureresten stabilisiert, und das temperatur- und druckabhan-
gige Phasenverhalten des reinen a-Elastin-IDPs wurde kiirzlich untersucht.!®!
Als reprasentative Beispiele sind in Abbildung 3.3 lichtmikroskopische Aufnahmen von
20 mg/mL a-Elastin unter verschiedenen Ldsungsbedingungen bei einer Temperatur T =
32 °C dargestellt. Bei dieser Proteinkonzentration weist a-Elastin einen temperaturbeding-
ten Tribungspunkt, Tecou, bei ~23 °C auf, d. h. oberhalb dieser Temperatur findet die Flis-
sig-Flussig-Phasentrennung des Proteins statt.
In Lésungen mit Konzentrationen bis zu 2 M NaCl sind flussige Phasentropfchen deutlich
sichtbar. Die Anzahl der flussigkeitsahnlichen Tropfchen nimmt jedoch mit zunehmender
Konzentration des Salzes ab. Jenseits von 3 M NaCl kommt es schliel3lich zur Prazipitation
des Proteins.
Bemerkenswerterweise kdnnen auch in der Anwesenheit der anderen untersuchten Salze
stets Elastintropfchen nachgewiesen werden. Bei hohen Perchlorat- und Sulfatsalzkonzent-
rationen verringert sich die Anzahl der Tropfchen lediglich. Selbst nach Zugabe von 5 M
NaClO;4 sind erstaunlicherweise noch Trépfchen vorhanden.
Wie aus Abbildung 3.4 hervorgeht, haben hohe hydrostatische Drucke bis in den Bereich
von 1000 bar auch unter verschiedenen Lésungsbedingungen keinen Einfluss auf die

Trépfchenphase des Systems.
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Abbildung 3.3: Salzabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von a-Elastin. Lichtmikrosko-
pische Aufnahmen von 20 mg/mL a-Elastin in Phosphatpuffer (pH 7,4) bei einer Temperatur von
32 °C sowie Atmospharendruck in Anwesenheit verschieden konzentrierter Salze (NaCl, MgSOa,
Mg(ClOa4)2, Na2SO4 und NaClO4). Der Mal3stabbalken entspricht 15 ym in allen Bildern.
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Abbildung 3.4: Druckabhéngige Flussig-Fliissig-Phasentrennung von a-Elastin in Anwesen-
heit verschiedener Salze. Lichtmikroskopische Aufnahmen von 20 mg/mL a-Elastin in Phosphat-
puffer (pH 7,4) in Anwesenheit verschiedener Salze bei T = 32 °C. Der Mal3stabbalken entspricht
15 um in allen Bildern.
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3 Biomolekulare Kondensate unter extremen Marssalz-Bedingungen

3.3.3 Salz- und druckabhangige Flussig-Flussig-Phasentrennung von yD-

Kristallin

Als Beispiel fur ein globulares entmischendes Protein wurde das gefaltete Monomerprotein
yD-Kristallin gewahlt, das zu einer Gruppe von Saugetierproteinen gehort, die im Zyto-
plasma der Augenlinsenzellen in einer Konzentration von bis zu mehreren hundert mg/mL
vorkommen.!"1%-1121 Aufgrund der geladenen und hydrophoben Reste auf der gefalteten yD-
Kristallin-Oberflache wird die phasengetrennte kondensierte Phase bei niedriger Tempera-
tur durch transiente elektrostatische, hydrophobe und van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen benachbarten Proteinmolekilen stabilisiert.!'”!

Abbildung 3.5 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von 55 mg/mL yD-Kristallin in verschie-
den konzentrierten Lésungen der Salze NaCl, MgSO4, Mg(ClO4)2, Na;SO4 und NaClO, bei
Atmospharendruck und einer Temperatur T = 2 °C. yD-Kristallin weist in Pufferldsung einen
temperaturbedingten Triibungspunkt, Teous, bei ~6 °C auf.l'’! Oberhalb dieser Temperatur
bildet sich eine homogene Phase aus. In Anwesenheit von 150 mM NaCl sind flissige Pha-
sentropfchen bis zu einer Grée von einigen Mikrometern klar zu erkennen. Die lichtmikro-
skopischen Aufnahmen, die oberhalb von 1 M NaCl gemacht wurden, zeigen das Ver-
schwinden des phasengetrennten Zustands. Bei NaCl-Konzentrationen groRer als 3 M fallt
das Protein aus, da hier die Léslichkeitsgrenze des Proteins erreicht ist.

Bei Zugabe von MgSO, zur Pufferldsung von yD-Kristallin verschwindet die Tropfchen-
phase. Der Ersatz von Mg?* durch Na* fiihrt zu einem anderen Szenario: In 250 mM Na,SO4
verschwinden die Tropfchen ebenfalls, sie tauchen jedoch bei 500 mM Na>SO. wieder auf,
d. h. der Ersatz von Mg?* durch Na* induziert einen wiedereintretenden Phaseniibergang
bei hohen Salzkonzentrationen.

In 250 mM Mg(ClOs). entmischt das Protein nicht in kondensierte Tropfchen. Eine Erhé-
hung der Perchloratkonzentration fuhrt aber zur Bildung amorpher Strukturen und schlief3-
lich zur Prazipitation des Proteins. Ebenso verhindert die Zugabe von 250 mM und 500 mM
NaClO4 eine Entstehung der Tropfchen. Bei sehr hohen Salzkonzentrationen, Uber 4 M
NaClO,, wird jedoch ein wiedereintretender Phasenlibergang beobachtet, bei welchem die
Tropfchen mit amorphen Aggregaten koexistieren.

Abbildung 3.6 zeigt die Auswirkungen des Drucks auf die Entmischung von yD-Kristallin in
ausgewahlten Lésungsbedingungen. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten!'”! verschwin-
det die Tropfchenphase bei etwa 200 bar und taucht bis 1000 bar nicht wieder auf. Anders
als bei Lysozym beispielsweise, wird fur yD-Kristallin innerhalb des untersuchten Druckbe-
reichs kein druckinduzierter wiedereintretender Phasenlibergang beobachtet, obwohl es

nicht vollig ausgeschlossen ist, dass dieser erst bei viel hdheren Driicken auftritt. Auch in

-56 -



3.3 Ergebnisse

den Proben, die 250 mM Na>SO,; und MgSO. enthielten, wird im gesamterfassten Druck-

bereich keine druckinduzierte Phasentrennung beobachtet.
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Abbildung 3.5: Salzabhéngige Fliissig-Fliissig- Phasentrennung von yD-Kristallin. Lichtmikro-
skopische Aufnahmen von 55 mg/mL yD-Kristallin in 50 mM Tris (pH 7,4) bei einer Temperatur von
2 °C sowie Atmospharendruck in Anwesenheit verschieden konzentrierter Salze (NaCl, MgSOs,
Mg(ClO4)2, Na2SO4 und NaClO4). Der Malstabbalken entspricht 15 um in allen Bildern.
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Abbildung 3.6: Druckabhéangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von yD-Kristallin in Anwe-
senheit verschiedener Salze. Lichtmikroskopische Aufnahmen der druckabhangigen Flissig-Flus-
sig-Phasentrennung von 55 mg/mL yD-Kristallin in 50 mM Tris (pH 7,4) in Anwesenheit verschiede-
ner Salze bei T = 2 °C. Der Malstabbalken entspricht 15 uym in allen Bildern.

3.3.4 Konzentrationsabhangiger Einfluss von Magnesiumperchlorat auf die

Sekundarstruktur von yD-Kristallin

Der Effekt der Marssalze auf die Flussig-Flussig-Phasentrennung von yD-Kristallin fiel je
nach eingesetzter Salzart und -konzentration unterschiedlich aus. Um herauszufinden, ob
der Effekt der Salze auf eine Beeinflussung der entmischungsvermittelnden Interaktionen
oder auf eine Anderung der Sekundarstruktur zuriickgefiihrt werden kann, wurden FTIR-
spektroskopische Messungen beispielhaft in Magnesiumperchlorat durchgefihrt. Der Effekt
dieses Salzes sei hier noch einmal kurz zusammengefasst: In Puffer bildet yD-Kristallin
Trépfchen, in 250 mM Magnesiumperchlorat bleibt die Entmischung aus und in 500 mM
Magnesiumperchlorat koexistieren Trépfchen mit amorphoben Tropfchenstrukturen. Die
FTIR-Messungen erfolgten, wie die Mikroskopieexperimente auch, bei einer Konzentration

von 55 mg/mL yD-Kristallin in mit deuteriertem Wasser angesetzten Puffer (pD 7,4).
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Zur Strukturbestimmung wurde der Wellenzahlbereich zwischen 1700 und 1600 cm™ be-
trachtet. Nach Puffersubstraktion und Normierung der Amid-I'-Bande auf eine Flache von 1
fur alle drei Loésungsbedingungen ergibt sich eine Auftragung, wie sie in Abbildung 3.7 ge-
zeigt ist. Die Auftragung der normierten Amid-I’-Banden lasst bereits erahnen, dass das
hinzugefiigte Magnesiumperchlorat in den Konzentrationen 250 und 500 mM nur minimale

Anderungen der Sekundarstruktur bewirkt.

0,030 T T T T T T T T T T T

0 M Mg(ClO,),

0,025 | 0,25 M Mg(ClO,), .
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Abbildung 3.7: FTIR-Spektroskopie von yD-Kristallin in Magnesiumperchlorat. Normierte
Amid-I'-Bande der FTIR-spektroskopischen Untersuchung von 55 mg/mL yD-Kristallin in 50 mM Tris
(pD 7,4) und nach Zugabe von 250 bzw. 500 mM Magnesiumperchlorat bei einer Temperatur von
23 °C.

Um die entsprechenden Strukturanteile zu bestimmen, wurden die in der Literatur bereits
beschriebenen Subbandpositionen des Proteins verwendet.®”] Den Literaturdaten zufolge
kdnnen die Subbandpositionen den folgenden Sekundarstrukturelementen zugeordnet wer-
den: B-Faltblatter 1685, 1676 und 1635 cm™, Schleifen ~1664 cm™', a-Helices ~1653 cm™,
ungeordnete Strukturen ~1644 cm™ und exponierte B-Faltblatter ~1611 cm™. Die damit be-
rechneten Sekundarstrukturanteile sind fur die unterschiedlichen Lésungsbedingungen in
Abbildung 3.8 gezeigt. Unter diesen Strukturanteilen machen B-Faltblatter in allen drei L6-
sungsbedingungen den gréRten Anteil der Sekundarstruktur aus. Durch die Zugabe von
sowohl 250 als auch 500 mM Magnesiumperchlorat wird die Sekundarstruktur des Proteins
nicht signifikant beeinflusst. Daraus kann abgeleitet werden, dass die mikroskopisch ge-

machten Beobachtungen vermutlich durch einen Einfluss des Salzes auf die entmischungs-
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vermittelnden intermolekularen Interaktionen erklart werden kénnen und weniger durch

salzinduzierte Anderungen der Proteinsekundarstruktur.

50 | - 0 M Mg(CIO,), .
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Abbildung 3.8: Konzentrationsabhéngiger Einfluss von Magnesiumperchlorat auf die Sekun-
darstruktur von yD-Kristallin. Relative Anteile der Sekundarstrukturelemente (in %) von yD-Kris-
tallin in 50 mM Tris (pD 7,4) sowie nach Zugabe von 250 bzw. 500 mM Magnesiumperchlorat. Die
Position der Subbanden wird den folgenden Sekundarstrukturelementen zugeordnet: 3-Faltblatter
(1685, 1676, 1635 cm-"), B-Schleifen (1664 cm'), a-Helices (1653 cm™'), ungeordnete Strukturen
(1644 cm-') und exponierte B-Faltblatter (1611 cm').

Im Falle des Proteins a-Elastin mit seiner ungeordneten, weitgehend hydrophoben Struktur
erfolgte die Strukturuntersuchung nicht. Fur das teilweise ungeordnete Protein LAF-1 aller-
dings wurde die FTIR-spektroskopische Untersuchung in Magnesiumperchlorat ebenfalls

durchgefuhrt, die im nachfolgenden Abschnitt gezeigt ist.

3.3.5 Konzentrationsabhangiger Einfluss von Magnesiumperchlorat auf die
Sekundarstruktur des Proteins LAF-1

Wie bei der Kristallin-Untersuchung erfolgten die FTIR-spektroskopischen Messungen des
Proteins LAF-1 in Puffer und zusatzlich in Pufferldsung, welche Magnesiumperchlorat in
den Konzentrationen 250 bzw. 500 mM enthielt. Als LAF-1-Konzentration wurde eine Kon-
zentration von 45 mg/mL gewahlt. In den FTIR-Rohmessungen (Abb. 3.9 A, C) ist die Amid-
I’-Bande allerdings nicht sichtbar, stattdessen ist eine deutliche Bande im Bereich zwischen

1600 und 1500 cm™' zu erkennen.
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Im Ublicherweise betrachteten Bereich der Sekundarstrukturanalyse zwischen 1700 und
1600 cm™ ist lediglich eine Schulter zu erkennen. Die Normierung der Flache auf 1 hat
entsprechend nicht funktioniert. Vermutlich war die Proteinprobe durch die in den verwen-
deten Ni-NTA-Aufreinigungssaulen enthaltene Substanz Nitrilotriessigsaure (NTA) verun-
reinigt, welche in diesem Bereich ebenfalls eine Absorptionsbande aufweist.[''®! Der Ansatz
der zusatzlichen Aufreinigung Gber die Methode der Gelfiltrationschromatographie, wie sie
bei der Aufreinigung des Proteins yD-Kristallin bereits durchgefiihrt wurde, schuf keine Ab-
hilfe.
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Abbildung 3.9: FTIR-Spektroskopie von LAF-1 in Magnesiumperchlorat. FTIR-spektroskopi-
sche Rohmessung von 45 mg/mL LAF-1 in 20 mM Tris (pD 7,4) (A) und nach Zugabe von 500 mM
Magnesiumperchlorat (C). Normierte Amid-I'-Bande der FTIR-Messung von LAF-1 in Puffer (B) und
nach Zugabe von 500 mM Magnesiumperchlorat (D). In allen Diagrammen sind neben der Puffer-
messung auflerdem noch zwei beispielhafte Proteinmessungen gezeigt. Die Messungen erfolgten
bei 23 °C.
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3.4 Diskussion

Im Folgenden wird eine mogliche Erklarung der Effekte von hohen Salzkonzentrationen und
Druck auf die Entmischungsphanomene vorgestellt. Im Allgemeinen sind neben der hydro-
phobgetriebenen Flissig-Flissig-Phasentrennung auch Wasserstoffbriickenbindungen,
elektrostatische, Kationen-1r- und m-m-Wechselwirkungen sowohl fir die biomolekulare
Kondensatstruktur als auch die Flussig-Flissig-Phasentrennung wichtig und es ist zu er-
warten, dass alle diese Wechselwirkungen in unterschiedlichem Malie durch hohe Salz-
konzentrationen und hohen hydrostatischen Druck beeinflusst werden. Neben der Druck-
abhangigkeit dieser verschiedenen Wechselwirkungsmechanismen werden auch Hohl-
raumvolumina und Hydratationseffekte fiir die beobachteten Druckeffekte verantwortlich
sein, da sie das Mischungsvolumen des Systems stark beeinflussen. Insbesondere kann
eine lockere Packung von Proteinen in den Trépfchen der kondensierten Phase ein relativ
grof3es fluktuierendes Hohlraumvolumen erzeugen, was zu einer verringerten Stabilitat des
Kondensats unter hohem hydrostatischem Druck flihrt. Darlber hinaus kénnten Konforma-
tionsdnderungen der Proteine bei Zugabe von Salz (z. B. Chaotrope) und bei hohen Dri-
cken eine Rolle spielen. Druckeffekte auf monomere Proteine werden in der Regel erst bei
viel héheren Driicken beobachtet.['4-117]

Ein wesentlicher Effekt von Salzen auf die elektrostatisch gesteuerte Flissig-Flissig-Pha-
sentrennung durfte die abschirmende Wirkung von positiv und negativ geladenen Seiten-
ketten der Polypeptide sein. Die klassische Debye-Hiickel-Theorie!'*®, die auf der Poisson-
Boltzmann (PB) Mean-Field-Naherung basiert und die Abschirmung von Ladungen be-
schreibt, gilt nur fur verdiinnte Elektrolyte und sagt voraus, dass die Wechselwirkung zwi-
schen zwei geladenen Oberflachen in einem Elektrolyten exponentiell mit ihnrem Abstand

abnimmt, und zwar mit einer Abschirmlange, die als Debye-Lange bezeichnet wird und

durchl19-121
1 = ekgT %
b 47‘[q2C10n

beschrieben wird, wobei ¢ die Dielektrizitdtskonstante der konzentrationsabhangigen L6-
sung darstellt, ks die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, g = ze die lonenla-
dung (z ihre Wertigkeit, e die Elementarladung) und cion die lonenkonzentration. Der Term
Is = g°/(eks T) wird auch als Bjerrum-Lange bezeichnet, welche dem Abstand entspricht, bei

dem die Wechselwirkungsenergie zwischen zwei lonen in einem dielektrischen Medium mit
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der Dielektrizitatskonstante ¢ gleich der thermischen Energie ksT ist. In einer Lésung von
mehreren lonen i mit der molaren Konzentration cion; und der Wertigkeit z; wird die lonen-
starke / = 0,5Y; cion,i z? eingefiihrt. Da / eine Valenzquadrat-gewichtete Konzentration der
lonen darstellt, ergibt sich, dass mehrwertige lonen einen starkeren Einfluss auf Ap haben
als einwertige lonen (z. B. fiur cion = 0,1 M in Wasser bei 25 °C, Ap = 1 nm fir ein 1:1-Salz
und Ap = 0,5 nm flr ein 1:2- oder 2:2-Salz).

Die Debye-Lange in wassrigen 1:1-Elektrolytlésungen stimmt mit experimentellen Messun-
gen bis zu Salzkonzentrationen von etwa 1 M Uberein, wo Ap = 0,3 nm betragt."'®! Bei 4 M
Salz warde Ap = 0,15 nm betragen. Bei solch kurzen Abstéanden spielen jedoch Wechsel-
wirkungen mit kurzer Reichweite eine Rolle, wie van-der-Waals-Wechselwirkungen, lonen-
korrelationen und Hydratationskrafte.[''8-12% J{ingste Oberflachenkraftmessungen und the-
oretische Berechnungen haben im Gegensatz zur PB-Mean-Field-Theorie gezeigt, dass die
Wechselwirkungskraft zwischen geladenen Oberflachen in einer hochkonzentrierten ioni-
schen Flussigkeit immer noch exponentiell abklingt, allerdings mit einer Abschirmlange As,
die um GréRenordnungen groRer sein kann als die Debye-Lange Ap und sogar mit der Elekt-
rolytkonzentration zunimmt, was in direktem Widerspruch zur Vorhersage der PB-Theorie
steht. Es wurde festgestellt, dass die Abschirmlange As der Skalierungsbeziehung
folgt! 1191201

¢,

S = JrelegT HlonCion, (2)
wobei aion der lonendurchmesser ist. In solch konzentrierten Elektrolytlosungen sind die
lonen raumlich stark korreliert. Messungen ergaben recht grofl3e Abklinglangen von 3-12 nm
des elektrischen Potenzials in konzentrierten Salzlésungen (2-10 M NaCI/LiCl), wobei As mit
steigender Salzkonzentration zunimmt. Diesem Skalierungsgesetz folgend kdnnen bei kon-
stantem ¢, T und cion die folgenden Anderungen der Abschirmlangen fir die in dieser Studie
getesteten lonen jenseits der molaren Konzentrationen erwartet werden: As(Mg?*)/As(Na*) =
6,8, As(SO427)/As(CI7) = 6,1 und As(SO427)/As(ClO4™) = 9,9, wobei die Werte firr die Radien der
entsprechenden hydratisierten lonen verwendet wurden.['19122]

Neben den allgemeinen elektrostatischen Effekten kénnen auch spezifische Wechselwir-
kungen von Salzen mit den Proteinen wirksam sein, die typischerweise bei hohen Konzen-
trationen vorherrschen und haufig im Rahmen der Hofmeister-Reihe diskutiert werden.['2%-
126] Die Hofmeister-Reihe flr lonen ist nach der Fahigkeit von Kationen (K* > Na* > Li* >
Mg?* > Ca?*) und Anionen (SO4>” > CI~ > ClO4~ > SCN") geordnet, bei mittelhohen Konzen-
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trationen die Loslichkeit von Proteinen in Wasser zu verringern (,Salting-out“-Effekt), wobei
Anionen eine groRere Wirkung zu haben scheinen als Kationen.!'?324 Es wurde vermutet,
dass Salze, die in der Hofmeister-Reihe weiter oben stehen, die Loslichkeit von Proteinen
in Lésung erhdhen, indem sie die Starke der hydrophoben Wechselwirkungen effektiv
schwachen (,Salting-in“-Effekt). Daher sollte auch die Bildung von Proteinkondensaten mit
Salzen hdherer Ordnung in dieser Reihe benachteiligt sein. Darlber hinaus sind stark cha-
otrope Anionen wie Perchlorate (ClO.)", die aufgrund ihrer Fahigkeit, mit der Oberflache
von Biomakromolekulen zu interagieren, nachweislich als Proteindenaturierungsmittel wir-
ken, ebenfalls in der Lage, die Wasserstruktur zu stéren, und kénnen daher die Wasser-
stoffbriickenbindungen, einschlieRlich der des Wassers selbst, beeintrachtigen.l'%!

Die Flussig-Flussig-Phasentrennung des teilweise ungeordneten Proteins LAF-1 mit seiner
N-terminalen RG-reichen Domane geringer Komplexitat wird ebenfalls weitgehend durch
elektrostatische Wechselwirkungen angetrieben. Daher ist zu erwarten, dass die Wechsel-
wirkungen in den geladenen Blocken, welche positiv und negativ geladene Reste enthalten,
bei hohen Salzkonzentrationen durch Ladungsabschirmung gestdrt werden. Tatsachlich
zeigten die lichtmikroskopischen Daten, dass 1-3 M NaCl zum Verschwinden des phasen-
getrennten Zustands fuhrt. Bemerkenswert ist, dass oberhalb von 4 M NaCl die Trépfchen-
phase wieder auftrat, d. h. es wurde ein wiedereintretender Phasenlibergang beobachtet.
Die Trépfchenphase war sowohl bei niedrigen (z. B. 125 mM) als auch bei hohen (z. B.
4,5 M) NaCl-Konzentrationen druckstabil bis zu 1 kbar. Bei diesen hohen Salzkonzentrati-
onen, bei denen ein wiedereintretender Phasenubergang beobachtet wurde und die La-
dungsabschirmung immer wichtiger wird, durften attraktive van-der-Waals- und hydrophobe
Wechselwirkungen an Bedeutung gewinnen. Dartber hinaus kann bei diesen hohen Salz-
konzentrationen, bei denen der Poisson-Boltzmann-Ansatz nicht mehr gultig ist, eine Ver-
grélRerung der Abschirmungslange bis in den Bereich von 10 nm zur Stabilisierung der Flis-
sigkeitstropfchen beitragen, moéglicherweise durch Einbezug von m-mm-Wechselwirkungen
und Wechselwirkungen zwischen kationischen Aminosauren und aromatischen Resten
(Kationen-tmr-Wechselwirkungen). LAF-1 zeigte in den sulfatsalzhaltigen Puffern (Na>SO4
und MgSOQ.) bei keiner der getesteten Salzkonzentrationen eine Trdpfchenbildung. In den
Perchloratsalzen (NaClO4 und Mg(ClO4)2) hingegen bildete das Protein immer noch Tropf-
chen, was wahrscheinlich darauf zurlickzuflihren ist, dass die Abschirmungslange im Ver-
gleich zu den zweiwertigen Salzen groRer ist. Eine Erhdhung der Perchloratkonzentration
férderte jedoch die Aggregation des Proteins, da mehr und mehr amorphe Strukturen beo-

bachtet werden konnten. Bei Perchloratkonzentrationen tber 2 M wurden keine Trépfchen
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mehr beobachtet. Insgesamt ermdglichen die Mars-Perchloratsalze die Persistenz der
Tropfchenphase von LAF-1 noch bei hundertmillimolaren Konzentrationen.

Die phasengetrennte kondensierte Phase des globularen yD-Kristallins bei niedrigen Tem-
peraturen wird durch transiente elektrostatische, hydrophobe und van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen zwischen benachbarten Proteinmolekiilen stabilisiert. Die bei 150 mM NaCl
noch vorhandenen Flissigkeitstropfchen |6sten sich jenseits von 1 M NaCl auf. Oberhalb
von 3 M NaCl ist schlie3lich die Léslichkeitsgrenze des Proteins erreicht und das Protein
fiel aus. Ahnlich wie bei MgSO, (und Mg(ClO4),), das sowohl bei mittleren als auch bei
hohen Salzkonzentrationen zum Verschwinden der Tropfchen flihrte, verschwand auch die
Tropfchenphase in 250 mM NaySO4. In Anwesenheit von 500 mM Na,SO4 tauchte die
Tropfchenphase jedoch wieder auf; d. h. der Ersatz von Mg?* durch das weniger ,einsal-
zende® Kation Na* zeigt bei hohen Natriumsulfatkonzentrationen einen wiedereintretenden
Phasenubergang. Ein ahnliches Szenario wurde fur das Natriumperchloratsalz beobachtet.
Eine wiedereintretende 2-Phasenregion wurde bei sehr hohen Salzkonzentrationen ober-
halb von 4 M NaClO4 beobachtet, wo Proteintrépfchen mit amorphen Aggregaten koexis-
tierten. Alle Marssalze filhrten bei mittelhohen Salzkonzentrationen (250 mM) zum Ver-
schwinden der Trépfchenphase von yD-Kristallin, aber die Entmischung (manchmal beglei-
tet von amorphen Ausfallungen) konnte auch bei molaren Konzentrationen der Salze beo-
bachtet werden. Abgesehen von der ausgepragten Druckwirkung auf die Flissig-Flissig-
Phasentrennung des Proteins in reiner Pufferlésung bei 150 mM NaCl, hatte der Druck kei-
nen Einfluss auf das Phasenverhalten in anderen Salzl6sungen.

Das Phasenverhalten des mit einer unteren kritischen Losungstemperatur entmischenden
Systems a-Elastin wird weitgehend durch hydrophobe Wechselwirkungen bestimmt. Die
Zugabe der ein- und zweiwertigen Salze hatte selbst bei sehr hohen Konzentrationen keine
nennenswerte Auswirkung auf die Tropfchenbildung des Systems, was zeigt, dass durch
hydrophobe Wechselwirkungen stabilisierte Flissigphasentrépfchen eher unempfindlich
gegenuber extremer Salinitat sind. Bei molaren Salzkonzentrationen nahm die Anzahl der
Tropfchen jedoch ab. Wahrend bei Temperaturen unter 32 °C ein druckinduzierter wieder-
eintretender Phasenlibergang beobachtet wurde, wurde bei 32 °C und dartber kein Ver-
schwinden der Tropfchenphase beobachtet, was mit Literaturdaten tbereinstimmt.®”] Auch
eine Erhéhung des Drucks nach Zugabe der salzhaltigen Losungen hatte bis zu 1000 bar
keinen Einfluss auf die Tropfchenphase. Interessanterweise ermoglichen NaCl und alle
Marssalze in der ungeordneten, hydrophobisch stabilisierten Tropfchenphase von a-Elastin
die Persistenz der Tropfchenphase sogar bis zu molaren Konzentrationen und Driicken bis

in den Kilobarbereich. Fir hohe Salzkonzentrationen wurde vorgeschlagen, dass die Tropf-
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chenbildung grundsatzlich mdglich ist und hauptsachlich durch hydrophobe und nichtioni-
sche Wechselwirkungen (einschlieflich 1r-11- und Kationen-m-Wechselwirkungen) angetrie-
ben wird.['?"] Darliber hinaus ist bei multimolaren Konzentrationen aufgrund von lonenkor-
relationseffekten wahrscheinlich eine Zunahme der Abschirmungsléange zu beobachten,

was das Auftreten der wiedereintretenden Tropfchenbildung unterstitzen durfte. 1191201

3.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die treibende Kraft fir die Phasentrennung
von Proteinen sowohl auf empfindliche Weise von der Aminosauresequenz, d. h. der Art
der Aminosaurereste und ihrer Anordnung, von Temperatur und Druck als auch stark von
der Art des Salzes und seiner Konzentration in der Kondensatumgebung abhangt. Es Iasst
sich vermuten, dass bei diesen hohen Salzkonzentrationen, wie sie im Marsboden und in
ahnlich harschen Umgebungen auf der Erde anzutreffen sind, attraktive kurzreichweitige
Krafte sowie hydrophobe und 1r-gesteuerte Wechselwirkungen die Entmischung fir geeig-
nete Polypeptidsequenzen aufrechterhalten kdnnen. Die Anionen und Kationen in der Hof-
meister-Reihe haben nicht nur auf die Stabilitdt des Proteins unterschiedliche Auswirkun-
gen, sondern auch auf die Stabilitat der Tropfchenphase, d. h. auf die Lage und Form der
Phasengrenzen in der 2-Phasenregion. Auch Gegenioneneffekte kdnnten von Bedeutung
sein, sind aber bisher weniger untersucht worden.['?*! AuRerdem konnte mittels FTIR-spekt-
roskopischen Messungen im Falle des Proteins yD-Kristallin gezeigt werden, dass die in
Magnesiumperchlorat gemachten Beobachtungen nicht etwa durch salzinduzierte Ande-
rungen der Proteinsekundarstruktur bewirkt wurden, sondern vielmehr durch einen Effekt
des Salzes auf die entmischungsvermittelnden Interaktionen erklart werden kénnen. Fur
das Protein LAF-1 hingegen hatte die FTIR-spektroskopische Analyse nicht funktioniert, da
vermutlich die in den Aufreinigungssaulen enthaltene Substanz NTA an das Protein gebun-

den hat und die Spektren deshalb nicht verwertbar waren.
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4 Dielektrische Untersuchungen am phasenseparierten Zustand von a-Elastin

4.1 Einleitung

Mit einem Anteil von mehr als 65 % der Erdoberflache stellt die Tiefsee, welche 200 bis
11000 m tief reicht, das groRte Biotop des Planeten dar.['?8! Auch der menschliche Korper
besitzt einen Wasseranteil von ca. 60 %!['*! und so Uberrascht es nicht, dass das Vorkom-
men von Wasser die Voraussetzung von Leben bildet.[30.131]

Das kennzeichnende Merkmal von proteingeformten Kondensaten, die durch die Entmi-
schung einer zunachst homogenen wassrigen Lésung entstehen, stellen das flissigkeits-
ahnliche Verhalten und alle damit verbundenen Eigenschaften (Fusion, Fission, Oberfla-
chenbenetzung etc.) dar. Was aber passiert mit Wasser, wenn die Kondensate entstehen?
Durchdringt Wasser die Tropfchen oder wird es zu grofen Teilen aus diesen ausgeschlos-
sen? Welcher Wasseranteil I&sst sich bestimmen und was ist die Struktur und Dynamik vom
Wasser, das in den Tropfchen verbleibt? All dies sind noch offene, aber dul3erst relevante
Fragen der Kondensatforschung, da durch den Wassergehalt die chemische Umgebung
und die Polaritat in den Tropfchen bestimmt wird, welche wiederum die Geschwindigkeit
von Reaktionen und das Partitioning von Molekilen in Tropfchen beeinflussen.!'®3'! Erste
Untersuchungen in diese Richtung konnten fir das Protein LAF-1 bereits eine Polaritat ahn-
lich zu Methanol belegen.!'3? Bei diesen Messungen wurde der solvatochromatische Farb-
stoff Prodan eingesetzt, dessen Emissionswellenlange in Abhangigkeit der Umgebungspo-
laritat variiert.['*? Durch einen Vergleich der Prodan-Emissionswellenlange in den Tropf-
chen mit den Emissionswellenlangen des Farbstoffs in verschiedenen L&sungsmitteln
wurde die relative Polaritat innerhalb der Trépfchen zu 0,70 (vgl. 1,0 fur Wasser) bestimmt.
Eine wichtige Methode zur Untersuchung von Wasser- und Proteindynamiken ist die Me-
thode der dielektrischen Spektroskopie, bei der die Permittivitat (¢’) einer Probe gemessen
wird. Bei der dielektrischen Spektroskopie wird ausgenutzt, dass Ladungen in einem elektri-
schen Feld ausgerichtet oder induziert werden, was als Polarisation bezeichnet wird. Man
unterscheidet insgesamt vier verschiedene Polarisationsarten: Raum-Ladungs-Polarisa-
tion, Dipol-Polarisation, lon/Atom-Polarisation und elektronische Polarisation.['*3 Die elekt-
ronische Polarisation betrifft Elektronen und Kerne eines Atoms, die lon/Atom-Polarisation
lonen (zum Beispiel in einem lonenkristall) und die Dipol-Polarisation Dipole wie das Was-
sermolekil, aber auch wesentlich groRere Molekile wie zum Beispiel Proteine. Mit der
Raum-Ladungs-Polarisation ist die Akkumulation von Ladungen an Elektroden und Grenz-
flachen gemeint.['*3 All diese Polarisationsbeitrage bilden zusammen die Permittivitat (die-
lektrische Konstante) einer Substanz.['*3 Wird eine Substanz also beispielsweise zwischen
zwei Elektrodenplatten positioniert, dann induziert das einwirkende elektrische Feld dessen

Polarisation. Wechselt das elektrische Feld die Richtung, schwingen die Molekiile entspre-
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chend mit, was mit dem Begriff ,Reorientierung” beschrieben wird. Eine Frequenzerhéhung
der Richtungsanderung hat zur Folge, dass Polarisationsbeitrage verloren gehen (Abb.
4.1), weil die aufgezahlten Polarisationsarten der Richtungsanderung unterschiedlich
schnell folgen konnen.!'3% Fir die dielektrische Spektroskopie an Proteinen besonders re-
levant ist die Dipol-Polarisation, dessen Permittivitatsbeitrag sich in diesem Fall in drei Re-
laxationen auffachert, die B-, 8- und y-Relaxation.!"* Bei einer Frequenzerhthung werden
diese Relaxationen in oben genannter Reihenfolge aufgeldst. Die B-Relaxation bezeichnet
die Reorientierungsbewegung von Proteinen und die y-Relaxation die der Bulkwassermo-
lektle, wahrend man beim &-Prozess davon ausgeht, dass es sich dabei um die Reorien-
tierung von Hydrationswasser handelt.!"** Grolke Molekiile wie Proteine konnen den Rich-
tungsanderungen des elektrischen Feldes weniger gut folgen als durch die Proteinoberfla-
che gebundenes Wasser (Hydratationswasser) und dieses wiederum weniger schnell als
Bulkwassermolekile. Die Reorientierung der Proteinmolekile (,rotational tumbling®) mit ih-
ren oftmals grol3en permanenten Dipolmomenten erfolgt, abhangig von der Molmasse, bei
etwa 10%-107 Hz. Die 5-Relaxation, welche die dynamische Wechselwirkung zwischen Pro-
tein und Hydratwasser beschreibt (Hydratationsbeitrag der Proteine), erfolgt bei etwa 10’-
108 Hz, wahrend die Reorientierungsdynamik von Bulkwassermolekilen bei 10%-10' Hz

liegt.

Raum-
Ladungs-
Polarisation

Dipol-
Polarisation

Permittivitat (&)

lon/Atom-
Polarisation
Elektronische
Polarisation

v

Frequenz / Hz

Abbildung 4.1: Schematische Abbildung eines dielektrischen Spektrums. Alle im Diagramm
aufgefiihrten verschiedenen Polarisationsarten tragen zur Permittivitat einer Substanz bei. In einem
wechselnden elektrischen Feld gehen die langsameren Beitrdge mit steigender Frequenz verloren
und ihre Relaxation kann spektroskopisch aufgeldst werden. Die Beitrage der verschiedenen Pola-
risationsarten sind, anders als hier dargestellt, nicht gleich grof3. Adaptiert aus Referenz.[133]
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In diesem Kapitel wird die dielektrische Untersuchung am phasenseparierten Zustand des
Proteins a-Elastin, das bereits im vorherigen Kapitel vorgestellt wurde, gezeigt. Die Unter-
suchung erfolgte in einem Frequenzbereich von 1 bis 10° Hertz und diente der Bestimmung

der Permittivitat innerhalb der Tropfchen.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Probenpraparation

Fir die Messungen wurde das lyophilisierte Elastin-Pulver (AE17, Elastin Products. Co.
Inc.) in einer Konzentration von 20 mg/mL bzw. 200 mg/mL in Reinstwasser (Reinstwas-
seranlage PURELAB flex) aufgenommen. Zur Lésung des Proteinpulvers wurde die Probe
gevortext und zwischendurch gekihlt. AbschlieRend wurde die Losung mithilfe einer Tisch-

zentrifuge kurz zentrifugiert und in ein neues Eppendorf-Gefaly uberfuhrt.

4.2.2 Temperaturabhangige Turbiditatsmessungen

Temperaturabhangige Turbiditdtsmessungen wurden am UV/Vis-Spektrometer UV1800
(Shimadzu) mit einer Quarzkuvette der Schichtdicke 0,1 cm durchgefihrt. Die Spektren
wurden mit einer spektralen Auflésung von 1 nm in einem Wellenlangenbereich von 250 bis
500 nm aufgenommen. Turbiditatsbezogene Aussagen beziehen sich nur auf die Absor-
banzwerte bei A = 400 nm. Die Temperatur wurde Uber ein externes Wasserbad reguliert
und durch Einsatz eines Temperaturmessgerats, das mit einem Fihler ausgestattet war,
direkt in der Probenldsung gemessen. Von 5 °C ausgehend wurde alle 5 °C-Schritte ein
Spektrum aufgenommen, bis eine Temperatur von 45 °C erreicht wurde. Die Probenkam-

mer wurde aul3erdem mit Stickstoff gespult, um Wasserkondensation zu vermeiden.

4.2.3 Dielektrische Messungen

Die dielektrischen Messungen erfolgten unter Assistenz von Philipp Munzner in der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Roland Béhmer (Experimentelle Physik 3, TU Dortmund). Sie teilen
sich in niederfrequente und hochfrequente Messungen auf und umspannen insgesamt ei-
nen Frequenzbereich von 10° bis 10° Hz. Wenige Tropfen der Probenldsung wurden hierfir
zwischen zwei Kondensatorplatten platziert, zwischen denen eine Wechselstromspannung

angelegt war. Die niederfrequenten Messungen, welche in einem Frequenzbereich von 10°
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bis 10% Hz durchgefiihrt wurden, erfolgten mit dem Alpha-A Analyser (Novocontrol). Die
Hochfrequenzmessungen in einem Frequenzbereich von 108 bis 10° Hz wurden mit einem
Agilent E4991A RF impedance analyzer (Novocontrol) durchgefiihrt. Mithilfe des Quatro
Cryosytem (Novocontrol) wurde die Temperatur im Kondensator auf 5 bzw. 35 °C einge-
stellt. Die Temperatur-Aquilibrierungszeit betrug dabei 5 Minuten. Neben den Elastin-halti-
gen Lésungen (¢ = 20 mg/mL und ¢ = 200 mg/mL) wurde auch das Reinstwasser als Refe-

renz gemessen. Jede Messung erfolgte dreimal.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

Die direkte Bestimmung der Permittivitat innerhalb der Tropfchen ist nicht moglich. Um aber
zumindest eine qualitative Aussage Uber die Permittivitat in diesen treffen zu kénnen, wird
die zu bestimmende Permittivitat definiert als das mit dem Volumenanteil gewichtete arith-
metische Mittel aus der Permittivitat innerhalb der Kondensate und der sie umgebenden
verdinnten Phase. Ausgenutzt wird hierbei, dass sich die Permittivitat von Reinstwasser
(~80 bei Raumtemperatur) signifikant von der von Proteinen (~2-4) unterscheidet!"*® und
zum anderen, dass die FlUssig-Flussig-Phasentrennung von Proteinen bei zwei verschie-
denen Konzentrationen c1 und ¢, (c1<<cz) zwei verschiedene Volumenanteile ¢ und ¢-
(@1<<@2) hervorbringt. Erfolgt die Kondensatbildung unter groRem Wasserausschluss, wird
die Permittivitat mit steigender Proteinkonzentration drastisch absinken. Ist Wasser zu gro-
Ren Teilen in den Tropfchen enthalten, wird die Permittivitat einer entmischten Proteinlo-

sung mit zunehmender Konzentration annahernd linear abnehmen.'*%

A) B) C) ®
0 00000

0 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Cy, @4 Co @, ®

Abbildung 4.2: Dem Projekt zugrundeliegende Uberlegungen. (A) und (B) Ein entmischtes Sys-
tem nimmt bei einer Erhéhung der Konzentration (c1 < c2) ein grof3eres Volumen ein. (C) Verhalten
der Permittivitat unter der Annahme zweier verschiedener Szenarien. Die rote Linie zeigt die Per-
mittivitdt, wenn Wasser in den Kondensaten enthalten ist und die blaue Linie zeigt, wie sich die
Permittivitat verhalt, wenn Wasser ausgeschlossen wird. Adaptiert aus Referenz.['3%
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4.3.1 Temperaturabhangige Fliussig-Fliissig-Phasentrennung von a-Elastin

in Wasser

Entsprechend der oben dargestellten Projektliberlegungen wurde entschieden, die die-
lektrischen Messungen bei einer Proteinkonzentration von ¢1 = 20 mg/mL und ¢ =
200 mg/mL a-Elastin durchzufiihren. Da freie lonen bei den dielektrischen Messungen st6-
ren, wurde der sonst flir das Protein genutzte Puffer (s. Kapitel 3.2) gegen ultrareines Was-
ser ausgetauscht. Auf diese Weise werden die Beitrage der Raum-Ladungs-Polarisation im
Spektrum vermindert und die weitaus interessanteren Relaxationen (B-, o-, y-Prozesse)
kénnen besser aufgeldst werden. Dielektrische Beitrage, die auf der Relaxation von Ge-
genionen beruhen (Gegenionendiffusion), erfolgen typischerweise im sub-kHz-Bereich (a-
Relaxation). Eine notwendige Bedingung, die sich fir die dielektrischen Messungen dieses
Projektes ergibt, ist die Durchfiihrung dieser am phasenseparierten Zustand von a-Elastin.
Aus diesem Grund wurde UV/Vis-spektroskopisch Uberprift, ob die Entmischung des Pro-
teins auch in Reinstwasser stattfindet. Die temperaturabhangigen Turbiditdtsmessungen
(Abb. 4.3) bestatigen, dass die Phasentrennung von Elastin auch in reinem Wasser erfolgt.
Sie wird, wie in Puffer auch, durch erhdhte Proteinkonzentrationen und erhéhte Tempera-

turen begunstigt.
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Abbildung 4.3: Temperaturabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von a-Elastin in Was-
ser. 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 20 und 200 mg/mL a-Elastin in Wasser als Funktion der

Temperatur.

4.3.2 Dielektrische Messungen an a-Elastin in Wasser

Die dielektrischen Messungen mussten geratetechnisch in zwei Schritten durchgeflihrt wer-

den. Die hier als hochfrequent bezeichneten Messungen fanden in einem Frequenzbereich
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von 10° bis 10° Hz statt und die als niederfrequent bezeichneten Messungen umspannten
einen Frequenzbereich von 10° bis 108 Hz. Um ein ganzheitliches dielektrisches Spektrum
zu erhalten, wurden die Spektren beider Messungen abschlieliend zusammengesetzt. Die
hochfrequenten Messungen (Abb. 4.4 C, D) werden dabei bezlglich ihrer Absolutwerte als
zuverlassiger erachtet und aus diesem Grund unverandert gelassen. Die niederfrequenten
Messungen (Abb. 4.4 A, B) hingegen wurden in y-Richtung verschoben, sodass sich eine
Uberlappung mit den hochfrequenten Messungen ergab. Bei der Reinstwasser-Messung
lasst sich bei beiden gemessenen Temperaturen im Bereich von 10* bis 107 Hz ein Plateau
erkennen, das die Permittivitdt von Wasser darstellt. Fur 5 °C ergibt sich ein Wert von ca.
89. Mit steigender Temperatur wird die Ausrichtung der Wassermolekile durch das elektri-
sche Feld aufgrund der verstarkten Molekularbewegung zunehmend schwieriger. Entspre-
chend ergibt sich ein kleinerer Wert flr Reinstwasser bei 35 °C. Hier wurde ein Wert von
ca. 78 bestimmt. Beide Werte sind in guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten, welche

eine Dielektrizitatskonstante von 85 fir 5 °C und eine von 74 fiir 35 °C angeben.['*®
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Abbildung 4.4: Nieder- und hochfrequente dielektrische Messungen von a-Elastin in Wasser.
Niederfrequente ¢-Daten von Wasser sowie von 20 bzw. 200 mg/mL in Wasser geléstem a-Elastin
in einem Frequenzbereich von 100 bis 107 Hz bei einer Temperatur von 5 °C (A) und bei 35 °C (B).
Hochfrequente ¢-Daten von Wasser sowie von 20 bzw. 200 mg/mL in Wasser geléstem a-Elastin in
einem Frequenzbereich von 10° bis 10° Hz bei einer Temperatur von 5 °C (C) und bei 35 °C (D).
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Anhand der zusammengesetzten Spektren der dielektrischen Messungen (Abb. 4.6) kdn-
nen dann die fir das phasenseparierte System wichtigen Zusammenhange diskutiert wer-
den. Es lasst sich eindeutig erkennen, dass bei den Messungen am phasenseparierten
Zustand von Elastin im Vergleich zur Wassermessung noch weitere Relaxationsprozesse
stattfinden. Bei diesen Prozessen wird es sich sicherlich um die Relaxation des Proteins
und des Hydratationswassers handeln. Aber auch bereits bei niedrigen Frequenzen bis
10° Hz koénnen groflRe Beitrage erkannt werden. Diese sind mit groBer Wahrscheinlichkeit
das Resultat des Maxwell-Wagner-Effekts, der in inhomogenen Lésungen auftritt. Der Max-
well-Wagner-Effekt bezeichnet die Raum-Ladungs-Polarisation von Ladungen an Grenzfla-
chen wie spharischen Partikeln, welche eine andere Permittivitat als das umgebende Me-
dium besitzen.3"! In der Folge kommt es zur Anlagerung von Ladungen an diesen Grenz-
flachen.!'*8 Maxwell-Wagner-Relaxationsbeitrage liegen meist im Bereich 10°-108 Hz, sind
jedoch hier wegen der hohen Polydispersitat der Kondensattropfchen (und eventuell auch

ihrer zeitlichen Instabilitat) nicht zuverlassig berechenbar.

. ®
00°

QQQ

Abbildung 4.5: Maxwell-Wagner-Polarisation in inhomogenen Lésungen. An den Grenzflachen
der sphérischen Partikel mit der Permittivitat 2 und der sie umgebenden Lésung mit der Permittivitat
&1 kommt es zur Akkumulation von Ladungen. Adaptiert aus Referenz.[137]

In den zusammengesetzten Spektren dominiert vor allem dieser Prozess, der leider eine
Bestimmung der einzelnen anderen Relaxationsbeitrage nicht zulasst. Allerdings weist die
starke Auspragung dieses Effekts im phasenseparierten Zustand von a-Elastin und die Zu-
nahme der Relaxationsbeitrage im Bereich der 6-Relaxationen darauf hin, dass zwischen
der proteinreichen Phase und der sie umgebenden verdiinnten Phase ein signifikanter Un-
terschied in den Permittivitaten besteht, welcher bei Berticksichtigung des hohen hydropho-

ben Anteils des Proteins von ca. 80 % durchaus sinnvoll erscheint. Die Entmischung des
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Proteins tragt zu einer vergleichsweise geringeren Wasserexposition dieser hydrophoben

Bereiche bei und geht wahrscheinlich mit einem deutlichen Ausschluss von Wasser einher.
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Abbildung 4.6: Dielektrische Spektroskopie von a-Elastin in Wasser. ¢-Daten von Wasser so-
wie von 20 bzw. 200 mg/mL in Wasser gelostem a-Elastin in einem Frequenzbereich von 100 bis
10° Hz bei einer Temperatur von 5 °C (A) und bei 35 °C (B).
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& Unterdriickung der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung und Aggregation von Antikérpern
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Dieses Kapitel wurde bereits in dem folgenden Journalartikel veréffentlicht:

o Z. Fetahaj, M. Jaworek, R. Oliva, R. Winter. Suppression of Liquid-Liquid Phase Sepa-
ration and Aggregation of Antibodies by Modest Pressure Application. Chem. — Eur. J.
2022, 28, 202201658

Die Inhalte dieser Publikation (Abbildungen und Text) wurden ins Deutsche Ubertragen und
hier nochmals veroffentlicht. Die Wiederverwendung der Publikationsinhalte in dieser Arbeit

bedarf keiner gesonderten Genehmigung.
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5.1 Einleitung

Antikérper oder auch Immunglobuline (lgs) genannt, insbesondere 1gGs, gehoéren aufgrund
ihrer hohen Spezifitdt und geringen Toxizitdt zu den wichtigsten Therapeutika. Sie haben
die Behandlung zahlreicher menschlicher Krankheiten revolutioniert, darunter Krebs-, Au-
toimmun-, Entziindungs- und Infektionserkrankungen.!'3%'401 |n den letzten zwei Jahren
wurde auch eine grof3e Anzahl monoklonaler Antikérper zur Bekampfung von COVID-19
entwickelt.'*"] Leider sind Antikdrper thermodynamisch nur geringfligig stabil und missen
oft in hohen Konzentrationen formuliert werden, was sie anfallig flir Phasentrennung, Ag-
gregation und Ausfallung macht. Die Gesamt-lgG-Konzentration im Blut liegt normaler-
weise zwischen 10-25 mg/mL. In pharmazeutischen Anwendungen werden haufig kon-
zentrierte IgG-Lésungen zur Erzielung der gewinschten therapeutischen Wirkung bendtigt.
In solchen Fallen werden Antikérpermedikamente in Konzentrationen von bis zu etwa
100 mg/mL gelagert und verabreicht.['3149 Um die Stabilitat und Haltbarkeit von Antikor-
pern zu bewahren und somit diese teuren proteinbasierten Therapeutika zu erhalten, wer-
den haufig zwei Strategien angewandt. Zum einen kann die Proteinsequenz verandert wer-
den, zum anderen kdénnen extrinsische Faktoren wie die Lésungsmittelbedingungen durch
die Zugabe pharmazeutischer Hilfsstoffe (engl. excipients) verandert werden, die die Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen und damit die Stabilitat der Proteinformulierung beeinflus-
Sen.[142‘144]

Bei hohen Konzentrationen und niedrigen Temperaturen vollziehen Immunglobuline eine
Flussig-Flussig-Phasentrennung, insbesondere, wenn sie bei niedriger lonenstarke formu-
liert und bei neutralem pH-Wert in der Nahe ihres isoelektrischen Punkts gepuffert wer-
den 181401421471 Haufig wird beobachtet, dass solche flissigkeitsahnlichen Trépfchenpha-
sen mit der Zeit gelartige Phasenlbergange von flissig zu fest durchlaufen, die nach der
Reifung (oder beschleunigt durch krankheitsassoziierte Mutationen) zur Fibrillenbildung
und zur Entwicklung von pathologischen Krankheiten wie Parkinson, Alzheimer, Katarakt
und Antikdrper-Leichtketten-Amyloidose (engl. antibody light-chain amyloidosis, AL amyloi-
dosis) flihren.!>'#® Bei der AL-Amyloidose lagern sich Fibrillen in verschiedenen Organen
ab, am haufigsten im Herzen und in den Nieren, und beeintrachtigen deren Funktion.!'4®!
Die FlUssig-FlUissig-Phasentrennung von Proteinen wird im Allgemeinen durch schwache
multivalente Wechselwirkungen, wie elektrostatische, hydrophobe, 1-11- und Kation-tr-
Wechselwirkungen?>24, angetrieben und stark von duRBeren Bedingungen wie Temperatur,
pH-Wert, lonenstarke sowie Art und Konzentration der Kosolute beeinflusst. Kirzlich wurde
aber auch beobachtet, dass Proteinsysteme, die eine Entmischung durchlaufen, sehr emp-

findlich auf Druck reagieren konnen,!'7:18.90.83.149-152] \wag darauf hindeutet, dass eine Druck-
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modulation zur Unterdriickung der Trépfchenbildung und der anschlie3enden irreversiblen
Aggregation und Fibrillierung eingesetzt werden kénnte. Im Allgemeinen ist Druck ein mil-
des Stérmittel, das instantan und raumlich isotrop wirkt und sehr empfindlich auf volumetri-
sche Eigenschaften des Systems reagiert, sodass kein zusatzliches Mischen erforderlich
ist. Druckrampen kénnen in beide Richtungen des Phasenibergangs angewandt werden,
ohne dass sich die Zusammensetzung der Probe andert, und die druckinduzierten Veran-
derungen sind im Allgemeinen vollstandig reversibel.l'14-116.153]

In diesem Kapitel wurde die Wirkung von Druck auf das Immunoglobulin-Modellsystem y-
Globulin, ein polyvalentes Antikdrpergemisch aus IgG, IgM und IgA, das eine FlUssig-Flis-
sig-Phasentrennung durchlauft und dessen temperatur-konzentrationsabhangiges Phasen-
verhalten kirzlich charakterisiert wurde, untersucht.['%431461 Der Hauptbestandteil des y-
Globulins ist 1IgG (~80 %), ein relativ flexibles, nichtspharisches, Y-férmiges Protein, das
aus vier disulfidverknlpften Peptidketten besteht, zwei schweren Ketten von etwa 55 kDa
und zwei leichten Ketten von etwa 20 kDa. Zur Bestimmung des druckabhangigen Phasen-
verhaltens und der Struktur des Systems wurden Lichtmikroskopie, FTIR-, UV/Vis-Absor-
banz- und Fluoreszenzspektroskopie unter Verwendung von Hochdruck-Probenzellen
durchgefluhrt, erganzt durch kalorimetrische Untersuchungen. In Gegenwart des nichtioni-
schen Crowders PEG, der, wie bereits erwahnt, intrazellulare Crowding-Effekte nachahmt,
nimmt die Anziehungskraft zwischen den Proteinmolekilen durch die Asakura-Oosawa-
,verarmungs“-Wechselwirkung (engl. depletion interaction) isotrop zu, was sogar bei
Raumtemperatur zu einer Phasentrennung fuhrt. Die ,Verarmungs“-Krafte entstehen durch
den sterischen Ausschluss von PEG aus dem Kontaktbereich zwischen den Proteinmole-
kilen und sind entropischer Natur.[>54 Da organische Kosolute haufig als Hilfsstoffe zur
Regulierung der kolloidalen Stabilitat konzentrierter Antikérperldsungen verwendet werden,
wurde auch der Effekt von TMAO auf die Stabilitat der Tropfchenphase von y-Globulin un-
tersucht. TMAO ist ein sehr wirksamer kompatibler Osmolyt, der in Organismen, die in der
Tiefsee bei hohen Driicken von mehreren hundert bar leben, hochreguliert wird, um die
Stabilisierung von Proteinen und deren Funktionen unter solch harschen Umweltbedingun-

gen zu unterstiitzen.[59.75.155-158]
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5.2 Material und Methoden

5.2.1 Chemikalien

Die in diesem Projekt genutzten Chemikalien sind samt Bezugsquelle in nachfolgender Ta-

belle aufgelistet. Die Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Tabelle 5.1: Verwendete Chemikalien und ihre Bezugsquellen.

Chemikalie Bezugsquelle
y-Globulin aus Rinderblut (G5009) Sigma-Aldrich
PEG 1000 Carl Roth
Dansylchlorid Invitrogen
TMAO Sigma-Aldrich
Natriumazid (NaNs) Sigma-Aldrich

5.2.2 Probenpréaparation

y-Globulin aus Rinderblut, das ~80 % IgG, ~10 % IgM und <10 % IgA enthielt, wurde in
Puffer mit 20 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl und 2 mM Natriumazid geldst. Anschliel3end
wurde die Proteinprobe 10 Minuten lang bei 1000 rpm zentrifugiert. Um eine Phasentren-
nung zu induzieren, wurde die Proteinldsung im Verhaltnis 1:1 mit einer 20 %-igen (w/v)
PEG-1000-Lésung gemischt. Die Probe wurde fur 30-60 Minuten bei Raumtemperatur
aquilibriert. Zur Konzentrationsbestimmung durch UV/Vis-Absorptionsspektroskopie bei

280 nm wurde ein Extinktionskoeffizient von 1,4 mL/mg-cm verwendet.['%%

5.2.3 Turbiditatsmessungen

Das UV/Vis-Spektrometer UV-1800 von Shimadzu wurde zur Durchfliihrung der tempera-
turabhangigen Experimente in einer 3 mm-Quarzklvette verwendet. Zur Regulation der
Temperatur in der Kuvette wurde ein externes Wasserbad verwendet. Die druckabhangigen
Turbiditadtsmessungen bei 400 nm wurden mit dem UV/Vis-Spektrometer Lambda 25 (Per-
kin Elmer) durchgefihrt. Dazu wurde eine selbst gebaute Hochdruckzelle mit Saphirfens-
tern (Durchmesser 20 mm, Dicke 10 mm) verwendet und die flissige Probe wurde durch
einen Polymerfilm vom Druckmedium (flussiges Wasser) getrennt. Der Druck im Inneren
der Zelle wurde hydrostatisch mit einer Hochdruck-Handpumpe geregelt. Um die Tempe-

ratur im Inneren der Zelle zu regulieren, wurde ein externes Wasserbad verwendet.
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5.2.4 Lichtmikroskopie

Hellfeld-Lichtmikroskopische Aufnahmen wurden an einem Eclipse TE2000-U Mikroskop
(Nikon Inc.) mit einem Nikon Plan Fluor 20x Objektiv (NA 0,45; WD 7,4) erstellt. Fur die
Druckanwendung wurde eine selbst gebaute Hochdruckzelle mit flachen Diamantfenstern

verwendet. Der Druck wurde hydrostatisch mithilfe einer Hochdruck-Handpumpe erzeugt.

5.2.5 DSC-Messungen

Die DSC-Messungen wurden mit einem Q20-Differential-Scanning-Kalorimeter von TA In-
strument (New Castle, DE) durchgeflihrt. HierfUr wurde ein Gesamtprobenvolumen von
20 uL mit einer Proteinkonzentration von 100 mg/mL bendtigt. Als Referenz wurde die ent-
sprechende Pufferlésung verwendet. Sowohl die Referenz- als auch die Probenzelle wurde

mit einer Heizrate von 1 °C/min von 1 ° auf 90 °C erhitzt.

5.2.6 Fluoreszenzmarkierung von y-Globulin

10 mg y-Globulin-Pulver wurden in einem Puffer mit 100 mM NaHCOs (pH 8,5), 1 mM CaCl,
geldst und 2 mg Dansylchlorid in 200 uL Aceton. Ein fiinffacher Uberschuss an Dansylchlo-
rid wurde der Proteinlésung zugesetzt. Die LOsung wurde unter Rotation 2 Stunden lang im
Dunkeln inkubiert. Zur Entfernung des Uberschussigen Farbstoffs wurde eine 5-mL-HiTrap-
Entsalzungssaule mit Sephadex G-25-Harz verwendet. Die Fluoreszenzmarkierung von y-

Globulin erfolgte durch Simone Mdobitz (Physikalische Chemie |, TU Dortmund).

5.2.7 Fluoreszenzanisotropie-Messungen

Die Messungen der Fluoreszenzanisotropie wurden mit einem K2-Fluorometer von ISS
durchgefuhrt. Als Anregungswellenlange wurde 340 nm verwendet und die Emission wurde
bei 500 nm erfasst. Der Anregungsmonochromator wurde auf 8 nm und die Emissionsmo-
nochromatoren auf 4 nm eingestellt. Fir die druckabhangigen Messungen wurde eine ISS-
Hochdruckzelle mit 10 mm dicken Quarzfenstern verwendet. Mithilfe eines externen Was-
serbades wurde die Temperatur in der Druckzelle wahrend der Messungen konstant bei
20 °C gehalten. Eine kleine Quarzkivette, die mit der Probenlésung befiillt war, wurde mit
DuraSeal™-Laborstretchfolie versiegelt und in die Hochdruckzelle gestellt. Der Druck
wurde hydrostatisch mit einer Handpumpe (Druckmedium Wasser) erzeugt. Die Konzent-

ration des fluoreszenzmarkierten y-Globulins betrug bei jeder Messung 0,43 uM, wahrend
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die Konzentration des unmarkierten y-Globulins in einem Bereich von 0 bis 250 uM variiert
wurde. Die Anwendung von hohem Druck kann zu einer Depolarisierung des Lichts fiihren,
was auf einen Scrambling-Effekt an den Quarzfenstern der Hochdruckzelle zurtickzufuhren
ist. Bei den fir diese Messungen verwendeten Driicken sind die Scrambling-Effekte der
optischen Fenster jedoch vernachlassigbar. Daher waren keine Anisotropiekorrekturen er-

forderlich.l'8% Der Datenfit erfolgte durch Dr. Rosario Oliva.

5.2.8 FTIR-Spektroskopie

y-Globulin und PEG 1000 wurden mithilfe von Amicon Ultra (2 mL) Zentrifugationseinheiten
mit 10 kDa Cutoff gegen D-O dialysiert, anschlieend lyophilisiert und durch Dialyse gerei-
nigt, um die Zusatzstoffe zu entfernen. Die Antikdrper/PEG-Lésungen wurden in Tris (D20)-
Puffer (20 mM Tris, 2 mM NaNsz und 150 mM NaCl) angesetzt. Der pD-Wert der Lésung
wurde durch Zugabe von DCI auf 7,0 eingestellt. Eine Proteinkonzentration von 8 Gew.-%
sowie 10 Gew.-% PEG wurde in der Tris (D20)-Pufferldsung verwendet. Die Trépfchen-
phase wurde auf die gleiche Weise hergestellt wie bei den Mikroskopiemessungen. Sowohl
die temperatur- als auch die druckabhangigen FTIR-Messungen wurden mit einem Nicolet
6700 (Thermo Fisher Scientific) Spektrometer durchgeflihrt, das mit einem in Fllssigstick-
stoff gekihlten MCT-Detektor (HgCdTe) ausgestattet war, und Daten im Wellenzahlbereich
zwischen 4000 und 650 cm™ aufgezeichnet. Die erforderliche Temperatur in der Zelle
wurde mithilfe eines externen Wasserthermostats auf 0,1 °C geregelt. Hohe Driicke (1 bar-
10 kbar) konnten mit einer membrangetriebenen Diamantstempelzelle (Diacells VivoDac,
Almax easyLab) erreicht werden, die mit Diamanten vom Typ lla (Almax easyLab) bestlickt
und an einen automatischen pneumatischen Druckregler (Diacells iGM Controller, Almax
easylLab) angeschlossen war. Der Druckausgleich wurde fur 5 Minuten und der Tempera-
turausgleich fur 10 Minuten aufrechterhalten, bevor die Spektren aufgenommen wurden.
BaSO4-Pulver wurde als internes Druckkalibriermittel zur Bestimmung der Druckwerte ver-
wendet. BaSO;, zeigt eine charakteristische druckempfindliche symmetrische Streckschwin-
gung um 983,5 cm™, die linear mit dem Druck zunimmt.['8l Die Probenkammer des FTIR-
Spektrometers wurde kontinuierlich mit COo-freier trockener Luft gespllt, um ein gutes Sig-
nal-Rausch-Verhaltnis zu erreichen. Fir jedes Spektrum wurden 128 Scans in einer Reihe
aufgenommen. Die Spektren wurden mit Happ-Genzel-Apodisierung unter Verwendung der
Spektralverarbeitungssoftware Omnic 7.2 verarbeitet. Die Spektralanalyse wurde mit der
Software Thermo Grams 8.0 durchgefiihrt. Nach der Puffersubtraktion und der Glattung

jedes Spektrums wurde die Flache der Amid-I'-Bande (1700-1600 cm™) auf 1 normiert.
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Die Anzahl und Positionen der Subbanden wurden mithilfe von zwei mathematischen Ope-
rationen, der Fourier Self-Deconvolution (FSD) und der zweiten Ableitung des Spektrums,
bestimmt, um die Position von Sekundarstrukturelementen zu ermitteln und Konformations-
anderungen auswerten zu kénnen. Hierbei wurde der Bereich der Amid-I-Bande der Anti-
korper in sieben Subbanden unterteilt.'8?! Die relativen Veranderungen in der Population
der Sekundarstrukturelemente wurden durch die Verwendung gemischter GaulR-Lorentz-
scher Linienformfunktionen beim Anpassungsverfahren ermittelt.['®® Die FTIR-Messungen
wurden von Dr. Michel Jaworek (Physikalische Chemie |, TU Dortmund) durchgefuhrt und

ausgewertet.

5.3 Ergebnisse und Diskussion

Bevor die Ergebnisse der Untersuchungen gezeigt werden, sei an dieser Stelle angemerkt,
dass sich die Bezeichnung ,Puffer‘ auf das reine Puffersystem (20 mM Tris (pH 7,5),
150 mM NaCl und 2 mM NaNs) bezieht, in das das Proteinpulver gelést wurde. Die Be-
zeichnung ,PEG-Puffer kennzeichnet den um PEG 1000 erganzten Probenpuffer, welcher

eingesetzt wurde, um die Entmischung des Proteinsystems zu induzieren.

5.3.1 Konzentrationsabhangiger Einfluss von TMAO auf die temperatur- und

druckabhangige Flussig-Fluissig-Phasentrennung von y-Globulin

Zur Veranschaulichung des temperatur-, druck- und kosolutabhangigen Phasenverhaltens
des y-Globulin-Systems wurden hellfeldmikroskopische Untersuchungen durchgefihrt. Ab-
bildung 5.1 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von 80 mg/mL y-Globulin in PEG-Puffer
und nach Zugabe von 0,5 M TMAO bei ausgewahlten Temperaturen (p = 1 bar) sowie bei
ausgewahlten Dricken flr T = 20 °C. Unter dem Lichtmikroskop sind bei niedrigen Tempe-
raturen deutlich mikrometergroRe Trépfchen zu sehen, die flir den Zustand der Flissig-
Flissig-Phasentrennung charakteristisch sind. Diese l6sen sich vollstandig auf, wenn die
Lésungstemperatur Uber etwa 30 °C erhdht wird. Auflerdem wurde unter beiden Lésungs-
bedingungen auch der Effekt von Druck und Temperatur auf y-Globulin-Trépfchen unter-
sucht, die sich direkt auf dem unteren Fenster der Mikroskopiezelle befanden. Die Ergeb-
nisse (Abb. 5.2) zeigen, dass die Grenzflachenbenetzung nur eine gering stabilisierende
Wirkung auf die Tropfchenphase hat. Die allgemeine Empfindlichkeit des entmischten Sys-

tems gegeniber erhéhten Temperaturen und Dricken bleibt bestehen.
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Abbildung 5.1: Temperatur- und druckabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von y-Glo-
bulin in L6sung sowie unter verschiedenen Lésungsbedingungen. Lichtmikroskopische Auf-
nahmen der Flussig-Flussig-Phasentrennung von 80 mg/mL y-Globulin in PEG-Puffer als Funktion
der Temperatur (A) und des Drucks bei T =20 °C (B) und in Gegenwart von 0,5 M TMAO als Funk-
tion der Temperatur (C) und des Drucks bei T = 20 °C (D). Der Fokus des Objektivs befand sich in
der L6ésung. MaRstabbalken: 20 um.
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Abbildung 5.2: Temperatur- und druckabhangige Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von y-Glo-
bulin auf Oberflachen sowie unter verschiedenen Lésungsbedingungen. Lichtmikroskopische
Aufnahmen der Flissig-Flussig-Phasentrennung von 80 mg/mL y-Globulin in PEG-Puffer als Funk-
tion der Temperatur (A) und des Drucks bei T = 20 °C (B) und in Gegenwart von 0,5 M TMAO als
Funktion der Temperatur (C) und des Drucks bei T =20 °C (D). Der Fokus des Objektivs befand sich
auf dem unteren Diamantfenster der verwendeten Mikroskopiezelle. MalRstabbalken: 20 ym.
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Erganzende Absorbanzmessungen (Turbiditdtsmessungen) wurden bei 400 nm an einem
UV/Vis-Spektrometer durchgefihrt, um die Phasenlibergangstemperaturen (d. h. die Tri-
bungstemperaturen, Tuoud) und -driicke (d. h. die Tribungsdriicke, pcioud) beim Eintritt in und
Austritt aus der Zweiphasenregion genauer zu lokalisieren. Die druckabhangigen Absor-
banzmessungen wurden mit einer selbst gebauten optischen Hochdruckzelle durchge-
flhrt.[1893.1491 Hellfeld-Lichtmikroskopie unter Verwendung einer Hochdruck-Diamantzelle
wurde angewandt, um die Bildung und Auflésung von Proteintrépfchen auf der um-Skala
zu visualisieren.['893.149 Bej T 0,4 0der paous Werden die Proben triibe und die Intensitat des
durchgelassenen Lichts @ndert sich schnell, was auf das Uberschreiten der konodalen
(Koexistenz-)Kurve hinweist. In Gegenwart von 10 % (w/v) PEG 1000 entmischt die Pro-
teinphase unterhalb einer Temperatur von ~30 °C, was mit Literaturdaten (s. eingefligtes
Bild in Abb. 5.3 A)"® und den Mikroskopieergebnissen Ubereinstimmt. Die Zugabe von
TMAO destabilisiert die Tropfchenphase des Proteins geringfiigig und verschiebt den Be-
ginn der Phasentrennung runter auf ~22 °C. Dieser Effekt wird bereits bei TMAO-Konzent-
rationen von 0,2 M beobachtet.

Die Anwendung von Druck bei 20 °C I6st die Proteintropfchen in PEG-Puffer bei etwa
400 bar vollstandig auf, was darauf hindeutet, dass die entmischte Tropfchenphase des
Proteins bei relativ niedrigen Dricken verschwindet. Einige 10 bis 100 bar reichen bereits
aus, um die Menge der Tropfchenphase drastisch zu reduzieren (Abb. 5.3 B). Bezlglich
der Stabilitatsregion der entmischten Phase stimmen die Ergebnisse der Turbiditatsmes-
sungen gut mit denen der lichtmikroskopischen Messungen (Abb. 5.1) tUberein. Auch hier
wurde festgestellt, dass die Zugabe von TMAO die phasengetrennte Proteinlésung desta-
bilisiert und den Trubungsdruck in einer konzentrationsabhangigen Weise erniedrigt. Ein
anderes Szenario wurde bei anderen phasentrennenden Proteinsystemen beobachtet. So
hat TMAO beispielsweise eine stabilisierende Wirkung auf die Tropfchenphase von Syn-
GAP/PSD-95, einem Kondensat-Modellsystem flir postsynaptische Dichten, welche wahr-
scheinlich grofdtenteils auf den Ausschluss von TMAO von der Proteingrenzflache zurtck-
zufihren ist und kompakte Strukturen einschlie3lich proteinreicher Tropfchen beglins-
tigt.ls1
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Abbildung 5.3: Temperatur- und druckabhangige Flissig-Fliissig-Phasentrennung von y-Glo-
bulin unter verschiedenen Loésungsbedingungen. (A) 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von
80 mg/mL y-Globulin als Funktion der Temperatur in PEG-Puffer (rot), +0,2 M TMAO (blau), +0,5 M
TMAO (griin) und +0,7 M TMAO (magenta). Die Absorbanzdaten wurden auf 1,0 normiert, was ihren
Maximalwerten entspricht. Die Datenpunkte sind die Mittelwerte von drei unabhangigen Messungen.
Unterhalb einer bestimmten Temperatur, der ,Tribungstemperatur® (Tcoud), wird die Probe sichtbar
tribe und die transmittierte Intensitat nimmt rasch ab, was zu einem starken Anstieg der Absorbanz
fuhrt. Diese Trubung markiert den Beginn der Phasentrennung und ist auf die Bildung kleiner Tropf-
chen der proteinreichen Phase in der verdiinnten Lésung oder kleiner Trépfchen der proteinarmen
Phase in der konzentrierten Proteinldsung zuriickzufiihren. Eingefligtes Diagramm: Temperatur-
Konzentrations-Phasendiagramm von y-Globulin/10 % (w/v) PEG 1000!'®! und Richtung der Turbidi-
tatsmessung (roter Pfeil). (B) 400 nm-Absorbanz (Turbiditat) von 80 mg/mL y-Globulin als Funktion
des Drucks in PEG-Puffer (rot), +0,2 M TMAO (blau) und +0,5 M TMAO (grin) bei T =20 °C. Einge-
fugte Abbildungen: Schematische Darstellung der PEG-induzierten Flissig-Flussig-Phasentrennung
von y-Globulin (rot) und der Auflésung der flissigen Tropfchenphase bei hohen Dricken.

Um herauszufinden, auf welche Art und Weise erhdhte Temperaturen und TMAO den ge-
falteten Zustand von y-Globulin beeinflussen, wurden Differenzkalorimetrie-Messungen
(engl. differential scanning calorimetry, DSC) durchgefihrt, weil jede Veranderung der Pro-
teinstabilitdt auch die Lage der Koexistenzkurve der 2-Phasenregion beeinflussen kdnnte.
DSC-Messungen in reinem Puffer ergaben eine Entfaltungs-/Denaturierungstemperatur
des Proteins von T, = (73,940,1) °C. Die Zugabe von 0,5 M TMAO hat eine geringfiigig
stabilisierende Wirkung auf das Protein (in Bezug auf die Tn-Werte) und ergab einen Tp-
Wert von (75,4+0,1) °C (Abb. 5.4). Dieses Verhalten kdnnte auf den vergroflernden Effekt
von TMAO auf die Wasserstoffbriickenbindungs-Netzwerkstruktur von Wasser zurtickzu-
fuhren sein, was zu einer bevorzugten Hydratation und zur allgemeinen Stabilisierung von
Proteinen in TMAO/Wasser-Losungen fiihrt.[’51%6-1%81 Umgekehrt bewirkt die Zugabe von
TMAO allerdings eine leichte Destabilisierung der Trépfchenphase des Systems. Eine ahn-
liche Beobachtung machten Banks und Cordia, die ebenfalls eine destabilisierende Wir-

kung mehrerer Kosolute auf die temperaturabhangige Flissig-Flissig-Phasentrennung von
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monoklonalen Antikorpern feststellten, welche nicht mit der DSC-bestimmten strukturellen

Temperaturstabilitat der Proteinsysteme korrelierte.[4”]
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Abbildung 5.4: Temperaturinduzierte Entfaltung von y-Globulin unter verschiedenen L6-
sungsbedingungen. DSC-Thermogramme von y-Globulin in Puffer und in Gegenwart von 0,5 M
TMAO. 2 mg des Proteins wurden zu diesem Zweck mit einer Heizrate von 1 °C/min von 1 ° auf
90 °C erhitzt.

5.3.2 Selbstassoziation von y-Globulin in An- und Abwesenheit von TMAO

Um ein besseres Verstandnis des Mechanismus zu erlangen, durch welchen Druck und
Kosolute die Auflésung der Tropfchenphase von y-Globulin bewirken, wurden stationare
Fluoreszenzanisotropie-Messungen durchgefihrt, mithilfe derer die Bindungskonstante K
der Komplexbildung von y-Globulin-Molekulen bestimmt werden konnte. Der druckabhan-
gige Bindungsassay erfolgte durch Messung der Fluoreszenzanisotropie von dansylmar-
kiertem y-Globulin in reinem Puffer und in Gegenwart von 0,5 M TMAO. Die Bindungsiso-
thermen wurden durch Auftragung der Fluoreszenzanisotropie-Anderung, Ar = r — ro (wobei
rund ro die Anisotropien von markiertem y-Globulin in Gegenwart bzw. in Abwesenheit von
unmarkiertem y-Globulin sind), gegen die Gesamtkonzentration von y-Globulin, [y-Globu-
lin]iotar, ermittelt. Die experimentellen Daten wurden unter der Annahme angepasst, dass ein

y-Globulin mit einem anderen y-Globulin interagieren und ein Dimer bilden kann. Dieses
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einfache Bindungsmodell wurde verwendet, weil die Stdchiometrie der Komplexbildung un-
bekannt ist und die Daten mit diesem Modell gut angepasst werden konnten. Die aus den
Bindungsstudien gezogenen Schlussfolgerungen, d. h. der geringe Druckeffekt auf die Bin-
dungskonstante, der héchstwahrscheinlich nicht fiir die hohe Druckempfindlichkeit des Sys-
tems (siehe unten) verantwortlich sein kann, wird nicht beeinflusst, wenn die Bindungsge-
ometrie eine andere ware.

Abbildung 5.5 zeigt die Bindungsisothermen, die bei Umgebungstemperatur (20 °C) und
ausgewahlten Dricken in reinem Puffer bzw. in 0,5 M TMAO erhalten wurden. Wie erwartet,
sind die Bindungskonstanten sehr niedrig und es kann kein nennenswerter Unterschied
zwischen der Bindungskonstante in Puffer (K, = (882+152) M") und der in 0,5 M TMAO (Ko
= (592+220) M™") innerhalb der experimentellen Unsicherheit festgestellt werden. Der Kp-
Wert in TMAO-LGsung scheint jedoch etwas kleiner zu sein. AuRerdem hat die Anwendung
von Druck nur einen geringen Einfluss auf die Bindungskonstante unter beiden Lésungsbe-
dingungen (z. B. K, = (1530+£350) M-"in Puffer, Ky, = (997+235) M' in 0,5 M TMAO fiir p =
500 bar). Diese Daten zeigen, dass die hohe Druckempfindlichkeit der y-Globulin-Konden-
sate wahrscheinlich nicht durch die Starke der paarweisen y-Globulin-Wechselwirkungen

in der verdinnten Phase widergespiegelt wird.
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Abbildung 5.5: Druckabhéngiger Selbstassoziationsassay von y-Globulin unter verschiede-
nen Losungsbedingungen. Fluoreszenzanisotropie-Daten der Selbstassoziation von y-Globulin
bei verschiedenen Drucken in Puffer (A) und in Gegenwart von 0,5 M TMAO (B) bei T =20 °C. Um
die Bindungskonstante Kb zu ermitteln, wurden die experimentellen Daten, Ar vs. [y-Globulinjotal,
einem 1:1-Bindungsmodell entsprechend gefittet (dargestellt durch die Linien).
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5.3.3 FTIR-spektroskopische Untersuchung von y-Globulin unter verschie-

denen Losungsbedingungen

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob sich die Konformation des Proteins bei der
Trépfchenbildung andert und wie die Sekundarstruktur von y-Globulin durch Temperatur
und Druck beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurde die konformationsempfindliche Amid-
I-Infrarotbande mittels FTIR-Spektroskopie unter Verwendung einer Peak-Fitting-Routine
analysiert, die quantitative Informationen Uber die jeweiligen Anteile der Sekundarstruktur-
elemente des Proteins liefert. Die thermische Stabilitat von y-Globulin wurde bereits durch
CD- und DSC-Messungen untersucht. y-Globulin hat zwei Domanen, zwei Fab- und Fc-
Regionen, die, gefolgt von einem irreversiblen Aggregationsschritt bei etwa 70 °C, unab-
hangig voneinander denaturieren.!'841%5 Abbildung 5.6 A, B zeigt die Daten zur Tempera-
turabhangigkeit von y-Globulin bei Umgebungsdruck. Es wurden sieben FTIR-Subbanden
identifiziert (bei ~1683, ~1666, ~1654, ~1644, ~1634 & 1622 und 1616 cm™), die jeweils B-
Faltblattern, Turns/Schleifen, a-Helices, Random Coils, intramolekularen (3-Faltblattern und
intermolekularen B-Faltblattern (von Aggregaten) entsprechen. Bis ~65 °C bleiben die Se-
kundarstrukturelemente im Wesentlichen unverandert, wobei der Gehalt an intramolekula-
ren B-Faltblattern dominiert, was mit Literaturdaten tbereinstimmt.['®2 Oberhalb von 65 °C
beginnt der Anteil an intramolekularen B-Faltblattern zu sinken, wahrend gleichzeitig der
Gehalt an Schleifen und intermolekularen -Faltblattern (die fur die Proteinaggregation cha-
rakteristisch sind) zu steigen beginnt. Das bedeutet, dass sich das Protein bei steigender
Temperatur gleichzeitig zu entfalten beginnt und Aggregate bildet. Sigmoidale Anpassun-
gen der Absorptionsverschiebungen ergaben eine Entfaltungstemperatur, T., von
(70,0£0,4) °C, in guter Ubereinstimmung mit den DSC- und Literaturdaten.['62164.1651 7y pe-
achten ist allerdings, dass aufgrund des Aggregationsprozesses nach der Proteinentfaltung
die Temperaturdenaturierung teilweise irreversibel ist, was die Verwendung von T-Werten
(wenn sie proportional zur Anderung der freien Gibbs-Energie sind) als Mal fiir die wahre
thermodynamische Stabilitdt des Systems verhindert. Umgekehrt sind alle druckabhangi-
gen Untersuchungen im Allgemeinen vollstandig reversibel.l'14-116.153]

Abbildung 5.6 C, D zeigt die Druckabhangigkeit der Sekundarstruktur von y-Globulin in Tris-
Puffer bis zu 10 kbar bei T = 21 °C. Bis zu ~5000 bar kann keine druckbedingte Verande-
rung festgestellt werden. Von ~5000 bis ~7000 bar wird bei gleichzeitiger Zunahme der
Turn- und Schleifenstrukturen nur ein Verlust von ~4 % des intramolekularen B3-Faltblattan-
teils festgestellt, was auf eine partielle druckinduzierte Entfaltung des Proteins hinweist. Der
Mitteldruck dieser partiellen Entfaltung, pm, wurde zu (6750+£300) bar bestimmt. Im Gegen-

satz zu den temperaturabhangigen Messungen findet bei der Druckapplikation keine Aggre-
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gation statt und der Verlust der nativen Sekundarstruktur ist viel weniger ausgepragt. Diese
partielle druckinduzierte Denaturierung geht mit einer Volumenanderung, AV, von
(-28+2) mL/mol einher, die fur diesen Konformationsiibergang aus der Druckabhangigkeit
der Gleichgewichtskonstante (dIinK/dp)r = —AV/(RT)"® ermittelt wurde. Die hohe Druckbe-
standigkeit der Struktur des menschlichen Antikérpers Immunglobulin G bis zu 5 kbar wurde
auch aus neuesten Kleinwinkel-Rdntgenstreuungsexperimenten (engl. small-angle X-ray
scattering, SAXS) abgeleitet; der Gyrationsradius zeigte nur eine leichte Zunahme bei ho-

heren Driicken.['68]
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Abbildung 5.6: Temperatur- und druckabhangige Sekundarstrukturanalyse von y-Globulin in
Puffer. Temperatur- und druckabhangige FTIR-Absorptionsdaten von 8 Gew.-% y-Globulin (IgG
(~80 %), IgM (~10 %) und IgA (<10 %)) in Puffer. Links: normierte Amid-I'-Bande, rechts: jeweilige
Sekundarstrukturelemente der temperatur- und druckinduzierten Veranderungen. Die temperaturab-
hangigen Messungen wurden bei Umgebungsdruck (1 bar) durchgefihrt, die druckabhangigen Mes-
sungen bei T = 21 °C. Die absoluten Werte der Sekundarstrukturelemente, die fir verschiedene
Probenpraparate ermittelt wurden, kobnnen aufgrund des hohen Hintergrunds der Diamantstempel-
zelle um einige Prozent abweichen.
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In Gegenwart von 0,5 M TMAO (Abb. 5.7) werden keine signifikanten Veranderungen der
Temperatur- (T = (71,4£0,6) °C) oder Druckstabilitat (pm = (6450+150) bar) von y-Globulin

festgestellt.
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Abbildung 5.7: Temperatur- und druckabhangige Sekundarstrukturanalyse von y-Globulin in
TMAO-zugesetztem Puffer. Temperatur- und druckabhangige FTIR-Absorptionsdaten von 8 Gew.-
% y-Globulin (IgG (~80 %), IgM (~10 %) und IgA (<10 %)) in 0,5 M TMAO enthaltender Pufferlésung.
Links: normierte Amid-I’-Bande, rechts: jeweilige Sekundarstrukturelemente der temperatur- und
druckinduzierten Veranderungen. Die temperaturabhangigen Messungen wurden bei Umgebungs-
druck (1 bar) durchgefiihrt, die druckabhangigen Messungen bei T =21 °C. Die absoluten Werte der
Sekundarstrukturelemente, die fiir verschiedene Probenpraparate ermittelt wurden, kénnen auf-
grund des hohen Hintergrunds der Diamantstempelzelle um einige Prozent abweichen.

Abbildung 5.8 zeigt die FTIR-Spektren des Proteins im entmischten 2-Phasenzustand, d.
h. in Gegenwart von 10 Gew.-% PEG 1000, wo die Spektren aufgrund der wesentlich ho-
heren Konzentration von der Sekundarstruktur der in der Tropfchenphase eingebetteten
Proteinmolekule dominiert werden durften. Wie deutlich zu erkennen ist, werden keine sig-
nifikanten Sekundarstrukturveranderungen verglichen zur Antikérpermessung in reinem
Puffer beobachtet. In Gegenwart von 10 Gew.-% PEG 1000 ist das Verhalten bei héheren
Dricken und Temperaturen nahezu identisch mit dem des PEG-freien homogenen Sys-

tems.
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Abbildung 5.8: Temperatur- und druckabhiéngige Sekundarstrukturanalyse von y-Globulin im
PEG-induzierten Entmischungszustand. Temperatur- und druckabhangige FTIR-Absorptionsda-
ten von 8 Gew.-% y-Globulin (IgG (~80 %), IgM (~10 %) und IgA (<10 %)) in Gegenwart von
10 Gew.-% PEG 1000, welches bei niedrigen Temperaturen und Dricken die Ausbildung des ent-
mischten Zustands induziert. Links: normierte Amid-I-Bande, rechts: jeweilige Sekundarstrukturele-
mente der temperatur- und druckinduzierten Veranderungen. Die temperaturabhangigen Messun-
gen wurden bei Umgebungsdruck (1 bar) durchgefihrt, die druckabhangigen Messungen bei T =
21 °C. Die absoluten Werte der Sekundarstrukturelemente, die flir verschiedene Probenpraparate
ermittelt wurden, kdnnen aufgrund des hohen Hintergrunds der Diamantstempelzelle um einige Pro-
zent abweichen.

Die sedimentatorische Auftrennung der entmischten Lésung in eine obere und untere
Phase bei niedrigen Temperaturen und Dricken erlaubte aulRerdem auch noch die ge-
trennte Aufnahme von FTIR-Spektren der proteinarmen und proteinreichen Phase des y-
Globulin-Systems. Die Daten und ihre Auswertung sind in Abbildung 5.9 dargestellt. Auch
diese Daten deuten darauf hin, dass sich die Sekundarstrukturelemente des Proteins in der
Tropfchenphase verglichen zur umgebenden verdinnten Phase im Rahmen der Daten-

genauigkeit nicht wesentlich verandern.
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Abbildung 5.9: Temperatur- und druckabhdngige Sekundarstrukturanalyse beider Phasen.
Temperatur- und druckabhangige FTIR-Absorptionsdaten von y-Globulin in der proteinarmen und
proteinreichen Phase. Temperatur- (A) und druckinduzierte Veranderungen (B) der normierten
Amid-I'-Bande und die entsprechenden Veranderungen der Sekundarstrukturelemente (C-F).
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5.4 Zusammenfassung

Fur Formulierungen werden haufig hochkonzentrierte Antikérperlésungen (~100 mg/mL)
bendtigt, was bei der Herstellung mehrere Herausforderungen, darunter Langzeitstabilitat
und Haltbarkeit, mit sich bringt. Bei hohen Konzentrationen kdénnen die verstarkten inter-
molekularen Wechselwirkungen die Tendenz der Lésungen zur Phasentrennung und an-
schlieRender Kristallisation oder Aggregation und amyloidartiger Fibrillenbildung erhdhen.
Um die kolloidale Stabilitat von Lésungen zu verbessern, wurden zahlreiche pharmazeuti-
sche Hilfsstoffe mit unterschiedlichen physikalisch-chemischen Eigenschaften, wie z. B.
Sorbitol, Saccharose und Aminosauren, verwendet. Die Mechanismen, durch die die Hilfs-
stoffe die Stabilitat von Proteinldsungen beeinflussen, kdnnen sehr komplex sein und die
attraktiven Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolekilen entweder direkt durch die
Wechselwirkungen zwischen Hilfsstoff und Protein oder indirekt durch die Veranderung der
Hydratationseigenschaften des Proteins und der Aktivitat (Aktivitatskoeffizienten) aller
Komponenten verandern, ihre Effekte sind gemeinhin aber schwer vorherzusagen.['44147]
Gemessene praferentielle Interaktionskoeffizienten von Hilfsstoffen ergaben Interaktions-
parameter, die im Allgemeinen auf thermodynamisch ungunstige Protein-Hilfsstoff-Wech-
selwirkungen hinweisen (negative praferentielle Bindungskoeffizienten, pc, zwischen Pro-
tein und Kosolut), obwohl spezifische Wechselwirkungen mit der Protein-Grenzflache den-
noch auftreten konnen.[0144154 |n dieser Studie wurde festgestellt, dass das kompatible
Kosolut TMAO selbst bei hohen Konzentrationen von 0,5 M keine drastische Wirkung auf
die Temperatur- und Druckstabilitat der Tropfchenphase hatte und nur zu einer leichten
Destabilisierung dieser fuhrte. Ein anderes Szenario wurde bei anderen entmischenden
Systemen wie y-Kristallin und SynGAP/PSD-95 beobachtet, bei welchen die Kosolutzugabe
die entmischte Kondensatphase stark stabilisierte, von der angenommen wurde, dass sie
weitgehend kosolutfrei ist.['"931%" Die |eichte Destabilisierung der Tropfchenphase von y-
Globulin durch TMAO ist wahrscheinlich auf einige spezifische Protein-Hilfsstoff-Wechsel-
wirkungen zuruckzufuhren, wie die Abnahme des Ky,-Wertes in der TMAO-L&sung nahelegt.
In dieser Arbeit wurde ein anderer Ansatz zur Modulation der Flissig-FlUissig-Phasentren-
nung und zur Unterdrickung der anschlieRenden Aggregation und Ausfallung von Immun-
globulinen untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die Flissigphasentropfchen von y-
Globulin sehr druckempfindliche biomolekulare Anordnungen sind. Eine Erhdhung des
Drucks um mehrere zehn bis hundert bar fihrte zu einer drastischen Abnahme der Trdpf-
chenstabilitat in Pufferldsung, wobei die Tropfchenphase jenseits von etwa 400 bar voll-
standig verschwand. In Anwesenheit von TMAO waren niedrigere Driicke flr die vollstan-

dige Kondensatauflésung erforderlich. Die Druckabhangigkeit der paarweisen y-Globulin-
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5.4 Zusammenfassung

Assoziation reicht wahrscheinlich nicht aus, um die beobachtete Druckempfindlichkeit der
Tropfchenphase zu erklaren. Was ist also der Grund flr die ausgepragte Druckempfindlich-
keit der kondensierten y-Globulin-Phase?

Die Flussig-Flissig-Phasentrennung von Antikérpern impliziert stark attraktive enthalpische
Protein-Protein-Wechselwirkungen durch mehrfache Ladungs-Patch-Wechselwirkungen
mit komplementarer Oberflachenladung, die eine héhere Temperatur als die Raumtempe-
ratur (hier T > 30 °C) erfordern, damit der entropische Beitrag zur freien Gibbs-Energie der
Mischung dominiert und eine homogene Lésung begiinstigt.[42143:147] Antikdrper haben eine
verzweigtere und flexiblere Struktur als viele andere Proteine, wie beispielsweise das glo-
bulare Lysozym-Molekul. Infolgedessen hat die binodale Flussig-Flussig-Phasentrennung
von Antikdrpern aufgrund ihrer nichtspharischen und anisotropen Natur einen viel geringe-
ren kritischen Volumenanteil als bei globuldren Proteinen. Der beobachtete niedrige kriti-
sche Volumenanteil, ¢cit, ist wahrscheinlich das Ergebnis eines grof3en effektiven Aus-
schlussvolumens von Antikdrpermolekilen (¢cit((Antikdrper) = 7 %, @erit(Lysozym) = 17 %).
Mithilfe der quasi-elastischen Neutronenstreuung beobachteten Girelli et al. eine starke Ab-
nahme der Antikorperdiffusion im Tropfchenzustand, obwohl die interne Flexibilitat, die
durch die Diffusion der Lappen bei niedrigen Temperaturen dominiert wird, in erheblichem
Male erhalten bleibt.['*®! Da es sich bei Antikdrpern um grofte, verzweigte und flexible Pro-
teinmolekule handelt, kann davon ausgegangen werden, dass sie eine erhebliche Menge
an wasserfreiem Hohlraumvolumen erzeugen, wenn sie in der dichten Tropfchenphase ge-
packt sind. Eine plausible Erklarung ist daher, dass es im Vergleich zur dispersen Phase
von y-Globulin ein betrachtliches (transientes) Hohlraumvolumen gibt, welches durch das
Interaktionsnetzwerk von mehreren Proteinmolekulen im Kondensat entsteht und fir Was-
sermolekile unzuganglich ist. Nach dem Prinzip von Le Chatelier fihrt die Druckapplikation
zur Begulnstigung des homogenen Zustands, da dieser mit einer allgemeinen Volumenab-
nahme des Systems eingehergeht (Abb. 5.10) und aufierdem auch noch eine héhere Mi-
schungsentropie besitzt. Veranderungen der Hydratation der Proteinoberflache kénnten ei-
nen zusatzlichen Beitrag leisten,!'®”! der hier wahrscheinlich von geringer Bedeutung ist. Es
sei darauf hingewiesen, dass Hohlraumvolumina auch durch unvollkommene Packung in
gefalteten Strukturen globularer Proteine entstehen, die aber bei viel hdheren Dricken, ty-

pischerweise zwischen ~4 und ~8 kbar, entfalten.[®!
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& Unterdriickung der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung und Aggregation von Antikérpern
durch geringe Druckanwendung

Druck
AV<0

Abbildung 5.10: Mechanismus der druckabhangigen y-Globulin-Kondensatauflosung. Sche-
matische Darstellung des vorgeschlagenen Mechanismus der druckinduzierten Auflésung von y-
Globulin-Trépfchen (PDB ID 11GT wurde fur die Struktur von I1gG verwendet). Die leichten und
schweren Ketten der Immunglobuline sind griin bzw. braun gefarbt. Der Crowder PEG 1000 ist als
blaue Knauel dargestellt und die (transienten) Hohlraumvolumina in der Tropfchenphase sind in weil’
abgebildet.

In dieser Studie wurde die praktische Anwendbarkeit von Hochdruck als Technik zur Unter-
drickung der Flussig-Flussig-Phasentrennung und der Aggregation konzentrierter Antikor-
perlésungen untersucht. Einige andere praktische Anwendungen der Hochdrucktechnik ha-
ben sich bereits als erfolgreich erwiesen. Die Druckbehandlung bei kbar-Druck (4-6 kbar)
hat eine lange Tradition in der Hochdruck-Lebensmittelverarbeitung, die ein Beispiel fur
eine gut etablierte biotechnologische Anwendung ist. Hoher hydrostatischer Druck hat das
Potenzial Mikroorganismen, Viren und Enzyme zu inaktivieren, wahrend die Auswirkungen
auf den Geschmack und den Nahrstoffgehalt von Lebensmitteln im Vergleich zu den Aus-
wirkungen thermischer Behandlungen nur gering sind.['16:153.169.1701 7, den hochdruckbehan-
delten Produkten gehoéren Safte und Milch. Milch hat von Natur aus einen hohen Gehalt an
Antikérpern, der bei der Verarbeitung erhalten werden sollte. Tatsachlich bilden Immunglo-
buline einen wichtigen Bestandteil der immunologischen Aktivitat in Milch und Kolost-
rum.['"" Sie sind auch von zentraler Bedeutung fiir die immunologische Verbindung, die
entsteht, wenn die Mutter passive Immunitat auf den Nachwuchs tbertragt. Auch im Rin-
derkolostrum verleiht das Antikérpersystem passive Immunitat, bis das eigene Immunsys-
tem des Kalbes ausgereift ist. Das erste Kolostrum enthalt sehr hohe Konzentrationen an
Immunglobulinen (40-200 mg/mL), welche nach einigen Tagen abnehmen. Hier wurde ge-
zeigt, dass Immunglobulinmolekdle selbst sehr widerstandsfahig gegen die Entfaltung unter
hohem Druck, sogar bis zu etwa 6 kbar, sind, d. h. sie dirften gegen die Druckbehandlung

von Milch resistent sein.
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Zusammenfassung

Lipidmembranen ermdglichen als Abgrenzungen von Zellen und Organellen eine Myriade
von Prozessen und Funktionen. Neben membranumhullten Organellen existieren in Zellen
auch membranlose Organellen, welche in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der
Forschung gertickt sind und gleichermallen wichtige zellulare Funktionen erflllen. Diese
membranlosen Organellen werden in der Regel durch mehrere Proteine sowie RNA und
DNA gebildet und entstehen durch den Prozess der Flussig-Flussig-Phasentrennung, bei
dem eine homogene Proteinldsung in eine proteinreiche und eine proteinarme Phase ent-
mischt. Da es sich bei diesen Proteinkondensaten um intrazellulare Korper handelt, entste-
hen diese folglich auch in Lebewesen und Organismen, welche unter extremen Bedingun-
gen leben. Berucksichtigt man zudem die der Flussig-Flussig-Phasentrennung beigemes-
sene Rolle bei der Entstehung des Lebens auf der Erde und anderswo im Universum, ergibt
sich ein weiterer Anreiz fur die Untersuchung von Proteinkondensaten unter Extrembedin-
gungen. Vor diesem Hintergrund untersuchte diese Arbeit die In-vitro-Entmischung von
mehreren strukturell und kompositionell verschiedenen Proteinen in Abhangigkeit von ext-
remen Bedingungen, welche von erhdhten Temperaturen und Drucken bis hin zu extremen
Salinitaten sowie Kombinationen derselben reichen.

Im ersten Projekt dieser Arbeit wurde die Fllssig-Flissig-Phasentrennung der beiden intrin-
sisch ungeordneten Proteine Ddx4 und FUS untersucht und dabei die temperatur- und
druckabhangigen Phasengrenzlinien der Entmischung bestimmt. Die Ergebnisse der para-
meterabhangigen Entmischungsuntersuchung beider Proteine weisen einige Gemeinsam-
keiten auf. Zum einen entmischen die Proteine unterhalb einer kritischen Lésungstempera-
tur (Ddx4: 28 °C, FUS: 30 °C), zum anderen I8sen sich ihre Proteinkondensate bei Druck-
applikation auf. Diese Druckempfindlichkeit kann im Fall beider Proteine durch eine Tem-
peraturerniedrigung minimiert werden. Daruber hinaus konnte durch den Osmolyt TMAO
ein stabilisierender Effekt auf die druckabhangige Entmischung von Ddx4 bewirkt werden.
Bezuglich des Proteins FUS wurde gezeigt, dass der Crowder Ficoll sowohl die Tempera-
tur- als auch die Druckphasengrenzlinien zu signifikant héheren Werten verschiebt. Der

beobachtete Effekt von TMAO sowie von Ficoll duRert sich in einer konzentrationsabhangi-

-99-



Zusammenfassung

gen Art und Weise.

In einem zweiten Projekt wurde der Einfluss einer marsahnlichen Umgebung auf die Ent-
mischung von Proteinen untersucht, da die Flissig-Flissig-Phasentrennung eine beson-
dere Rolle bei der Entstehung von Leben in einer prabiotischen Welt gespielt haben kdnnte.
In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss von marstypischen Salzen in verschiedenen
Konzentrationen und in Kombination mit Hochdruck auf die Entmischung von drei verschie-
denen Proteinen (LAF-1, a-Elastin, yD-Kristallin) analysiert. Dabei konnte festgestellt wer-
den, dass die Phasentrennung dieser von der Aminosauresequenz des jeweiligen Proteins,
der Salzkonzentration und lonenart sowie vom Druck abhangig ist. In einigen Fallen wurde
bei sehr hohen, multimolaren Salzkonzentrationen sogar ein wiedereintretender Phasen-
Ubergang beobachtet. FTIR-spektroskopische Untersuchungen am Protein yD-Kristallin le-
gen nahe, dass die Effekte der Salze auf eine Beeinflussung der entmischungsvermitteln-
den Interaktionen zurtickzufiihren sind und nicht auf salzinduzierte Anderungen der Pro-
teinsekundarstruktur. Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Studie darauf hin, dass Pro-
teinkondensate selbst unter harschen Umweltbedingungen bestehen bleiben kdnnen.

Im dritten Projekt war es das Ziel, mehr Uber die dielektrische Umgebung in den Trépfchen
in Erfahrung zu bringen, da diese auch beeinflusst, welche Client-Molekdle in die Trépfchen
aufgenommen werden und wie schnell Reaktionen in Tropfchen ablaufen. Zu diesem
Zweck wurde die dielektrische Konstante als Mal} der Polaritat am phasenseparierten Zu-
stand des Proteins a-Elastin bestimmt. Hierbei wurde deutlich, dass sich die Bestimmung
der dielektrischen Konstante durch die Methode der dielektrischen Spektroskopie als
schwierig erweist, weil der Maxwell-Wagner-Effekt in phasenseparierten Systemen stark
ausfallt und alle weiteren dielektrischen Relaxationsprozesse dominiert.

Im vierten Projekt wurde die Entmischung von Antikérpern, welche fur die Therapie zahlrei-
cher Humankrankheiten von besonderer Wichtigkeit sind, untersucht. Typischerweise wer-
den pharmazeutische Formulierungen durch die Zugabe von Kosoluten vor Flissig-Flissig-
Phasentrennung, Aggregation und Prazipitation geschutzt. Hier konnte am Beispiel des
Proteins y-Globulin gezeigt werden, dass auch Druck ein geeigneter Parameter ist, um
diese Ubergénge in Antikdrperldsungen zu verhindern. Die groe Druckempfindlichkeit der
Globulinkondensate kann auf transiente wasserfreie Hohlrdume in den Proteinkondensaten
zurtickgefiihrt werden, welche aufgrund der Y-férmigen Struktur des Proteins entstehen.
Ein Zusatz von Kosoluten wie TMAO hat kaum einen Effekt auf die Stabilitat von y-Globulin-
Kondensaten. FTIR-spektroskopisch demonstriert wurde auflerdem, dass die Druckappli-
kation bis zu Driicken von ca. 7000 bar keine Anderungen der Sekundarstruktur von y-

Globulin verursacht.

-100 -



Summary

As boundaries of both cells and organelles lipid membranes enable a myriad of processes
and functions. In addition to membrane-bound organelles, cells also contain membraneless
organelles, which in recent years have increasingly become the focus of research and per-
form equally important cellular functions. These membraneless organelles usually contain
several proteins as well as RNA and DNA and are formed by the process of liquid-liquid
phase separation, by which a homogeneous protein solution demixes into a protein-rich and
a protein-poor phase. As these protein condensates are intracellular bodies, they are also
formed in organisms living under extreme conditions. Considering the proposed role of lig-
uid-liquid phase separation in the origin of life on Earth and elsewhere in the universe, there
is a further incentive to study protein condensates under extreme conditions. In this context,
the present work investigated the in vitro liquid-liquid phase separation of several structur-
ally and compositionally distinct proteins in response to extreme conditions, ranging from
elevated temperatures and pressures to extreme salinities as well as combinations thereof.
In the first project of this work, the liquid-liquid phase separation of two intrinsically disor-
dered proteins (Ddx4 and FUS) was investigated, determining the temperature- and pres-
sure-dependent phase boundaries of their demixing. The results of this parameter-depend-
ent phase separation study of both proteins show several similarities. First, the proteins
undergo phase separation below a critical solution temperature (Ddx4: 28 °C, FUS: 30 °C)
and secondly, their protein condensates dissolve upon pressure application. This pressure
sensitivity can be minimized in both cases by lowering the temperature. Furthermore, a
stabilizing effect on the pressure-dependent phase separation of Ddx4 could be achieved
by the addition of the osmolyte TMAO. Regarding the protein FUS, the crowding agent Ficoll
was shown to shift the temperature as well as the pressure phase boundaries towards sig-
nificant higher values. The observed effect of both TMAO and Ficoll manifests itself in a
concentration-dependent manner.

In a second project, the influence of a Mars-like environment on the proteaceous phase
separation was investigated as liquid-liquid phase separation may have played an important

role in the origin of life in a prebiotic world. In this context, the influence of several Martian
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Summary

salts at different concentrations and in combination with high pressure was studied on the
demixing of three different proteins (LAF-1, a-elastin, yD-crystallin). It was found that the
phase separation of these proteins is dependent on the amino acid sequence of the respec-
tive protein, the salt concentration and ion type as well as pressure. In some cases, a reen-
trant phase transition was observed even at very high, multimolar salt concentrations. FTIR
spectroscopic studies using the protein yD-crystallin suggest that the salt effects are due to
an influence on the separation-mediating interactions rather than salt-induced changes in
the protein’s secondary structure. Taken together, the results of this study indicate that pro-
tein condensates can persist even under harsh environmental conditions.

In the third project, the goal was to learn more about the dielectric environment in the drop-
lets as this also affects which client molecules are taken up into the droplets and how fast
reactions occur in droplets. For this purpose, the dielectric constant of the phase-separated
protein a-elastin was determined as a measure of polarity. Here it became apparent that
the determination of the dielectric constant by the method of dielectric spectroscopy proves
to be difficult, since the Maxwell-Wagner effect is very strong in phase-separated systems
and dominates all other dielectric relaxation processes.

The fourth project investigated the phase separation of antibodies, which are of particular
importance in the therapy of numerous human diseases. Typically, pharmaceutical formu-
lations are protected from liquid-liquid phase separation, aggregation and precipitation by
the addition of cosolutes. Here, it was shown that pressure is also a suitable parameter to
prevent these transitions in solutions of the protein y-globulin. The high-pressure sensitivity
of the globulin condensates can be attributed to transient anhydrous void volumes in the
protein condensates, which are formed due to the Y-shaped structure of the protein. The
addition of cosolutes such as TMAO has little effect on the stability of y-globulin conden-
sates. By means of FTIR spectroscopy it was also demonstrated that pressure application
up to pressures of about 7000 bar does not cause any changes in the secondary structure

of y-globulin.
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Anhang

A.1 Aminosauresequenzen der verwendeten Proteine

A.1.1 LAF-1

MESNQSNNGGSGNAALNRGGRYVPPHLRGGDGGAAAAASAGGDDRRGGAGGGGYRRGGGN
SGGGGGGGYDRGYNDNRDDRDNRGGSGGYGRDRNYEDRGYNGGGGGGGNRGYNNNRGGGG
GGYNRQDRGDGGSSNEFSRGGYNNRDEGSDNRGSGRSYNNDRRDNGGDGONTRWNNLDAPP
SRGTSKWENRGARDERIEQELFSGOQLSGINFDKYEEIPVEATGDDVPQPISLESDLSLHE
WIEENIKTAGYDRPTPVOKYSIPALQGGRDLMSCAQTGSGKTAAFLVPLVNAILQDGPDA
VHRSVTSSGGRKKQYPSALVLSPTRELSLOIFNESRKFAYRTPITSALLYGGRENYKDQT
HKLRLGCHILIATPGRLIDVMDOQGLIGMEGCRYLVLDEADRMLDMGFEPQIRQIVECNRM
PSKEERITAMFSATFPKEIQLLAQDFLKENYVEFLAVGRVGSTSENIMOKIVWVEEDEKRS
YLMDLLDATGDSSLTLVEFVETKRGASDLAYYLNRONYEVVTIHGDLKQFEREKHLDLFRT
GTAPILVATAVAARGLDIPNVKHVINYDLPSDVDEYVHRIGRTGRVGNVGLATSEEFNDKN
RNIARELMDLIVEANQELPDWLEGMSGDMRSGGGYRGRGGRGNGOREGGRDHRYQGGSGN
GGGGNGGGGGFGGGGQRSGGGGGFQSGGGGGRQQQQQQRAQPQQDWWSLVPRFSLEHHHH

HH

Legende:
LAF-1, Thrombin-Erkennungssequenz (inklusive Schnittstelle), 6xHis-Tag

722 Aminosauren, MW: 78,0 kDa
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A.1.2 MBP-FUS (Addgene: Plasmidnummer 98651)

MGSDKIHHHHHHSSGTKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLE
EKFPOVAATGDGPDITFWAHDREFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLT
AYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMENLQEPYFTWPLIAAD
GGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAM
TINGPWAWSNIDTSKVNYGVIVLPTFKGOPSKPEVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYL
LTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENAQKGEIMPNIPOMSAFWYAVR
TAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSGSDITSLYKKAEGGTENLYFQFHMASNDYTQQATQS
YGAYPTQPGOGYSQOSSQOPYGOOSYSGYSQSTDTSGYGOSSYSSYGOSONTGYGTQSTPQ
GYGSTGGYGSSQSSQOSSYGQOSSYPGYGQQPAPSSTSGSYGSSSQSSSYGQPQSGSYSQO
PSYGGOOOSYGOOOSYNPPOGYGQONQYNSSSGGGGGGGGGENYGODOSSMSSGGGSGGG
YGNODQOSGGGGSGGYGQODRGGRGRGGSGGGGEEGEEGEEGYNRSSGGYEPRGRGGGRGGRGG
MGGSDRGGENKEFGGPRDOGSRHDSEQDNSDNNTIEFVQGLGENVTIESVADYFKQIGIIKT
NKKTGOPMINLYTDRETGKLKGEATVSFDDPPSAKAATIDWEDGKEEFSGNPIKVSEFATRRA
DEFNRGGGNGRGGRGRGGPMGRGGYGGGGSGGGGRGGEFPSGGGGGGGOORAGDWKCPNPTC
ENMNESWRNECNQCKAPKPDGPGGGPGGSHMGGNYGDDRRGGRGGYDRGGYRGRGGDRGG

FRGGRGGGDRGGFGPGKMDSRGEHRQDRRERPY

Legende:
6xHis-Tag, MBP, TEV-Erkennungssequenz (inklusive Schnittstelle), FUS
933 Aminosauren, MW: 98,1 kDa

-113 -



Anhang

A.1.3 yD-Kristallin

MGKITLYEDRGFQGRHYECSSDHPNLQPYLSRCNSARVDSGCWMLYEQPNYSGLQYFLRR
GDYADHQQWMGLSDSVRSCRLIPHSGSHRIRLYEREDYRGOMIEFTEDCSCLQDRFRENE
THSLNVLEGSWVLYELSNYRGRQYLLMPGDYRRYQDWGATNARVGSLRRVIDFSLEHHHH

HH

Legende:
yD-Kristallin, 6xHis-Tag
182 Aminosauren, MW: 21,8 kDa

A.1.4 Ddx4 (N-terminale Domane)

GAMGSMGDEDWEAEINPHMSSYVPIFEKDRYSGENGDNENRTPASSSEMDDGPSRRDHEM
KSGFASGRNFGNRDAGESNKRDNTSTMGGFGVGKSFGNRGFSNSRFEDGDSSGFWRESSN
DSEDNPTRNRGFSKRGGYRDGNNSEASGPYRRGGRGSFRGSRGGFGLGSPNNDLDPDESM
QRTGGLFGSRRPVLSGTGNGDTSQSRSGSGSERGGYKGLNEEVITGSGKNSWKSEAEGGE

S

Legende:
Ddx4 (Nicht-Wildtyp, Cystein gegen Serin ausgetauscht)
241 Aminosauren, MW: 25,8 kDa
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