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1 Einleitung und Motivation

Die Geschichte der lonischen Flussigkeiten ist ca. 150 Jahre alt, denn schon Friedel und
Crafts bemerkten 1877 bei ihrer ersten Beschreibung ihrer Friedel-Crafts-Acylierung das
sich bei der Zugabe von wasserfreiem Aluminiumchlorid zu Amylchlorid eine zweipha-
sige Flussigkeit bildet.! Das erste Mal, das eine protische lonische Flissigkeit entdeckt
wurde, war 1888 von Gabriel et al. Dabei handelte es sich um Ethylammoniumnitrat,
dass vermutlich erste organische Salz mit einem Schmelzpunkt unter 100° C. ' 1914
veroffentlichte Walden et al. einen Synthese Mechanismus fur Ethylammoniumnitrat mit
einem Schmelzpunkt von 12,5° C, dies markierte die Geburtsstunde der lonischen Flis-
sigkeiten, die bei Raumtemperatur fliissig sind. '

Die Fortschritte auf diesem Gebiet waren langsam, bis Anfang der 1990er neue Entwick-
lungen und Technologien zu einem exponentiellen Anstieg der Verdffentlichungen in die-
sem Forschungsgebiet ein reges Interesse der wissenschaftlichen Gemeinschaft an lo-
nischen Flussigkeiten ausloste. Einen wichtigen Beitrag dazu leisteten Wilkes und Za-
worotko die 1992 Wasser und Luft stabile ILs auf Imidazol-Basis synthetisierten. ™=
Aufgrund ihrer positiven Eigenschaften wie, nicht Entflammbarkeit, geringer Toxizitat,
vernachlassigbarem Dampfdruck und Umweltfreundlichkeit werden sie auch als
,Green Solvents“ bezeichnet, was sie in den letzten drei Jahrzehnten immer weiter in
den Fokus der Wissenschaft gerlickt hat. 5 Sie kdnnen zur Katalyse von chemischen
Reaktionen, als Elektrolyt oder als Ersatz fir konventionelle organische Lésemittel ein-
gesetzt werden. Trotz dieser herausragenden Eigenschaften und Einsatzmaoglichkeiten
gehoren lonische Flussigkeiten immer noch zu den am wenigsten erforschten Stoffklas-
sen.1'2'5‘8

Eine weitere eher unerforschte Stoffklasse bilden die intrinsisch ungeordneten Proteine
(IDPs), bei ihnen handelt es sich um hochspezifische biologische Makromolekiile, die
essenzielle Aufgaben im menschlichen Kérper erflllen, aber in wassrigen Losungen kei-
nerlei sekundar oder tertiar Struktur bilden.®>="" Dies fiihrte in der Vergangenheit zu einem
Paradigma in der Strukturbiologie, da man lange Zeit annahm das fiir biologische Funk-
tionen eine stabile globulére Struktur notwendig sei.’? IDPs spielen eine wichtige Rolle
bei physiologischen Prozessen wie Signalweiterleitung, Zellkommunikation und Chape-
roneaktivitat.'*='” Anders als globulare Proteine konnen sie in zwei Kategorien eingeteilt
werden, vollkommen ungeordnete Proteine (IDPs) und Proteine mit ungeordneten Regi-
onen sogenannte IDRs."®2" Wegen ihrer Beteiligung an physiologischen und pathologi-

schen Prozessen ist die Umwandlung von Unordnung zu Ordnung von grof3em Interesse



fur die Forschung. IDPs sind hochspezifische Zielproteine, die ihre Konformation nur an
ihrem Bestimmungsort oder in der Nahe ihres Zielliganden verandern.'0:2’

Diese Arbeit versucht, diese beiden relativ unerforschten Gebiete zu vereinen, indem
der Einfluss von lonischen Flissigkeiten auf intrinsisch ungeordnete Proteine untersucht
werden soll. Wie schon zuvor und nochmal detaillierter in den theoretischen Grundlagen
beschrieben, haben ILs mannigfaltige Eigenschaften und zahlen trotz ihrer langen Ge-
schichte immer noch zu den am wenigsten erforschten Stoffklassen. Diese Arbeit soll
neue Anwendungsmadglichkeiten fiir ILs im Bereich der biophysikalischen Chemie auf-
zeigen. Aus friheren Verdéffentlichungen ist zu entnehmen, dass der Einfluss von ILs auf
Struktur und Dynamik von Proteinen schon langere Zeit im Fokus der wissenschaftlichen
Gemeinschaft steht, doch meistens handelt es sich dabei um Proteine, die bereits in
wassrigen Losungen sekundar und tertiar Strukturen ausbilden.”?>-2° Deswegen liegt der
Fokus dieser Arbeit auf intrinsisch ungeordneten Proteinen, die nachweislich keine
Strukturfeatures in wassrigen Lésungen bilden.

Als Modell Protein wurde das Basische Myelin Protein (MBP) gewahlt, dabei handelt es
sich um ein IDP der Myelinscheide welches dafiir sorgt, dass die Schichten der Multila-
mellaren Membran zusammenhalt und eine ungehinderte Signalweiterleitung der Ner-
venzelle garantiert.?>2" Es spielt eine Schlisselrolle bei demyelinisierenden Krankheiten
wie Multiple Sklerose (MS) und ist deshalb ein Forschungsschwerpunkt der letzten Jahr-
zehnte.?8-32 Als Modell ILs wurden 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat (BMIm)
und Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP) gewahlt, da sich in friiheren Projekten ILs auf
Imidazol- oder Cholin-Basis als auferst vielversprechend in Verbindung mit Proteinen
gezeigt haben. Sie sind ungiftig und umweltfreundlich, weshalb sie fir biophysikalische
Versuche besonders geeignet sind. Wie zuvor erwahnt, wurde MBP als Modell Protein
verwendet allerdings handelt es sich bei handelstublichem MBP um eine Mischung aus
all seinen Isoformen, weshalb sich ein grof3er Teil dieser Arbeit zusatzlich mit der rekom-
binanten Herstellung von MBP und einiger seiner Mutanten beschéftigt.

Fir diese Arbeit wurden verschiedene Mischungen von Puffer und ILs mit unterschiedli-
chen Protein Konzentrationen hergestellt und mit unterschiedlichen Spektroskopischen
Methoden untersucht. Als Hauptmethode wurde die dynamische Lichtstreuung (DLS)
gewahlt, sie liefert schnelle und zuverlassige Ergebnisse. Um zusatzliche Informationen
Uber Struktur und Dynamik zu erhalten, wurden Methoden wie Infrarot-Spektroskopie
(IR), Elektron Spin Resonanzspektroskopie (EPR) und Kleinwinkel Rdntgenstreuung
(SAXS) verwendet.3346



2 Theoretische Grundlagen

Dieses Kapitel beschéftigt sich mit den Grundlagen, angefangen von lonischen Flissig-
keiten, Uber intrinsisch ungeordnete Proteine bis hin zu den spektroskopischen und phy-

sikalischen Methoden, die verwendet wurden, um das Thema zu erforschen.

2.1 lonische Flussigkeiten

Als lonische Flissigkeiten werden organische Salze bezeichnet, deren Schmelzpunkte
unter 100° C liegen. Einige ILs sind unter Raumtemperatur fliissig, was sie zu einer neu-
artigen Kategorie von Lésemitteln mit einzigartigen Eigenschaften macht. Diese Eigen-
schaften sind darauf zurlickzuflhren, dass sie ohne Ldsemittel vollkommen dissoziiert
vorliegen. Dieser geladene Zustand flhrt dazu, dass ILs einen vernachlassigbaren
Dampfdruck besitzen. Des Weiteren sind sie nicht brennbar, ungiftig und umweltfreund-
lich, deshalb werden sie haufig auch als ,Green Solvents” bezeichnet.'->8 Der Grund fiir
ihren niedrigen Schmelzpunkt liegt in ihrer Asymmetrie, welche die Kristallisation verhin-
dern kann. lonische FlUssigkeiten bestehen meist aus einem groRen organischen Kation
auf Imidazol-, Pyrrolidin- oder Ammonium-Basis. Das Spektrum der Anionen ist noch viel
gréRer, es kann von kleinen und mittleren anorganischen bis hin zu grof3en komplexen
organischen Molekilen gehen. Die grofde Variabilitdt an Kombinationen von Anion und
Kation ist unter anderem verantwortlich fiir die geringe Toxizitat bis hin zur Biogenizitat
einiger ILs."347

Trotz ihrer mannigfaltigen Eigenschaften sind sie erst in den letzten Jahren in den
Schwerpunkt der Forschung gerlickt. Obwohl es sich um eine relativ junge Klasse von
Lésemitteln handelt, sind Alkylpyridiniumchloraluminate seit den 1950ern, Ethylmethyli-
midazoliumchloraluminate seit den 1980ern bekannt." Erst als in den friihen 1990er Jah-
ren die massenhafte Synthese von Imidazol basierten, in Wasser und Luft stabilen ILs
gelang, wuchs das Forschungsgebiet der ionischen Fliissigkeiten rapide.> Am Anfang
waren die Anwendungen begrenzt, man beschrankte sich auf Katalyse, Steigerung der
Ausbeute oder Entfernung von Nebenprodukten bei organischen Synthesen.? Da in den
letzten Jahren vermehrt Umweltfreundlichkeit in den Fokus der Wissenschaft gertickt ist,
fanden sich auf diesem Gebiet weitere Anwendungsmadglichkeiten von ILs. Es wurde
entdeckt, dass sie eine hohe Affinitdt haben, Gase wie Kohlenstoffdioxid oder Schwefel-
dioxid zu absorbieren, des Weiteren kénnen sie als Ersatz fur herkbmmliche organische
Losemittel eingesetzt werden.*® Mittlerweile werden lonische Fliissigkeiten gezielt fir

spezielle Anwendungen designt, durch die gewlnschte Kombination von Kation und
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Anion oder durch Modifikation der ionischen Bestandteile. Aufgrund dieser vielfaltigen
Kombinationsmdglichkeiten ist die Erforschung ihrer Eigenschaften und ihres physiko-

chemischen Verhaltens notwendiger denn je.?*®

2.1.1 1-Buthyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat

CHj
/ _
N+

/ ) ’\\\\\\\F
SN

N F

CH;
Abbildung 1 Strukturformel von 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat

1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat [BMIm][BF4] ist eine lonische Flussigkeit
auf Imidazol-Basis. Es handelt sich um eine transparente hellgelbe Flissigkeit mit einer
molaren Masse von 226 g/mol, einer Dichte von 1,21 g/cm® und einem Schmelzpunkt
von -75° C. Der pH-Wert bei Raumtemperatur betragt = 5. Imidazol basierte lonische
Flussigkeiten wurden flr eine Vielzahl von Proteinen ausgiebig studiert.*® Dabei erwie-
sen sich aprotische, bei Raumtemperatur flissige und mit Wasser mischbare lonische
Flissigkeiten als besonders vielversprechend. Sie konnten Strukturen in wassrigen Lo-
sungen stabilisieren oder denaturiertes Protein neu falten.”-24254850

[BMIm][BF4] ist in jedem Verhaltnis mit Wasser mischbar, wegen seiner amphiphilen Na-
tur neigt es dazu, lamellare oder mizellare Strukturen zu bilden. Aufgrund dieser Eigen-

schaften wurde es als Modell ausgewahlt.®%1-53

2.1.2 Cholin-dihydrogenphosphat

Abbildung 2 Strukturformel von Cholin-dihydrogenphosphat



Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP) ist ein weilder kristalliner Feststoff mit einer molaren
Masse von 201,1 g/mol und einem Schmelzpunkt von 190° C.%* Trotz dieser Eigenschaf-
ten wird es als lonische Flissigkeit klassifiziert. Cholin basierte sind weniger gut er-
forscht als Imidazol basierte ILs, jedoch bieten sie einige Vorteile wie z.B. geringere Zy-
totoxizitat. In friheren Studien erwiesen sich Cholin-basierte ILs vor allem das Cholin-
dihydrogenphosphat als besonders vielversprechend.?2223 Als biokompatible IL kann sie
Sekundar- und Tertiarstruktur von Proteinen in wassrigen Lésungen erhalten und sie vor

Denaturierung bewahren. Deshalb wurde sie als zweite Modell-IL ausgewahit?

2.2 Intrinsisch Ungeordnete Proteine

Proteinstrukturen konnen in vier Kategorien eingeteilt werden. Erstens die Primarstruk-
tur; hierbei handelt es sich um die reine Aminosauresequenz, aus der das Protein auf-
gebaut ist. Zweitens die Sekundarstruktur, sie entsteht aus der Interaktion der Amino-
sauren untereinander, es konnen sich a-Helices, B-Faltblatter und Random Coils bilden.
Drittens die Tertiarstruktur, mehrere Sekundarstrukturen die miteinander interagieren
und so einzigartige Konformationen bilden. Viertens, die Quartarstruktur, hierbei lagern
sich mehrere gefaltete Polypeptide zu einem funktionierendem Proteinkomplex zusam-
men.9—12,21,55,56

Fur intrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs) trifft diese Einteilung nicht zu, IDPs bilden
keine Tertiarstruktur in Losung und fir die meisten liegen keine Kristallstrukturdaten vor.
Schatzungen gehen davon aus, dass ca. 10 Prozent aller Proteine aus eukaryotischen
Organismen ungeordnet sind. Die Struktur von IDPs ist stark von ihrer Funktion abhan-
gig, so wird unterschieden in vollkommen unstrukturierte Proteine und Proteine mit intrin-
sisch ungeordneten Regionen (IDRs).%” Zur allgemeinen Struktur von IDPs lassen sich
folgende aussagen treffen: Sie besitzen wenig bis keine volumindsen Aminosauren, die
sterische Hinderung beglnstigen kénnten und sie enthalten Gberdurchschnittlich viele
geladenen Aminosauren. Dies beglnstigt elektrostatische Abstof3ung und verhindert zu-
satzlich Strukturbildung. Intrinsisch ungeordnete Proteine erfillen trotz ihnres Mangels an
Struktur wichtige Aufgaben im Organismus, so gibt es Proteine, die in ihrer Zielumge-
bung Strukturen ausbilden, um ihre Aufgabe zu erflllen. Eines von ihnen ist das Basi-

sche Myelin Protein.®-17:19.215557-69

2.2.1 Basisches Myelin Protein

Die Myelinscheide ist ein multilamellares lipidreiches Membrankonstrukt, dass sich von

den Oligodendrozyten bis zu den Schwann-Zellen erstreckt und eine isolierende Schicht
5



um Axone im zentralen und peripheren Nervensystem bildet.?5° Die Myelinscheide stellt
eine Verbindung zwischen Axon und dem umliegenden Gewebe her und ermdéglicht z.B.
durch Salzkanale eine schnelle Ubertragung der Nervenimpulse.?®%° Basisches Myelin
Protein (MBP), ist nach dem Proteolipid-Protein (PNP), das mengenmalig haufigste
Protein des zentralen Nervensystems (ZNS). Im ZNS sorgt hauptsachlich MBP daflr,
dass die zytoplasmischen Membranen der kompakten Myelinscheide verbunden und zu-

sammengehalten werden.26:27:3061
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Abbildung 3 MBP-Aminoséuresequenz und Sekundérstruktur 18,5 kDa entnommen von Vassall et al.5?

MBP gehort zur Klasse der intrinsisch ungeordneten Proteine (IDPs), wie in Kapitel 2.2
erwahnt, zeichnen sich IDPs durch geringe Anteile von voluminésen Aminosauren und
einem hohen Anteil geladener Aminosauren aus. So liegt der Anteil an positiv geladenen
Aminosauren bei 10,7 % Arginin (R), 7,7 % Lysin (K) und 4,8 % Histidin (H). Wohinge-
gen der Anteil an voluminésen Aminosauren deutlich geringer ausfallt, 0,6 % Tryptophan
(W), 3,0 % Tyrosin (T) und 5,4 % Phenylalanin (F). Aufgrund ihrer Zusammensetzung
interagieren sie intrinsisch mit Membranen und im Gegensatz zu peripheren Proteinen,
die nur mit der Membranoberflache interagieren, reichen sie in die Membran hinein oder
sogar hindurch. lhre Flexibilitat, aufgrund ihrer intrinsischen Unordnung erlaubt es ihnen,
mit einer Vielzahl von Bindungspartnern zu interagieren.®’

MBP entsteht aus einem Gen der Oligodendrozyten-Linie in Oligodendrozyten. Es wird
in den unterschiedlichsten Isoformen von 14 — 21,5 kDa produziert, wobei die Spleil3-
Isoform 18,5 kDa, mengenmaRig, die am haufigsten vorkommende im gesunden er-
wachsenen menschlichen Gehirn ist.?® Bei neutralem pH-Wert weist sie eine Nettola-
dung von +19 und eine Groke von 55x47x40 A% gebunden an eine Membran auf. In
wassriger Losung liegt MBP in verlangerter Aminosaure-Kette vor und neigt dazu Aggre-
gate zu bilden, um hydrophobe Bereiche vom hydrophilen Medium abzuschirmen.%3-5°
In einer membranassoziierten Umgebung kommt es zu einer Konformationsanderung
aufgrund von Protein-Protein- und Protein-Lipid-Wechselwirkungen. Dabei bildet MBP
drei amphipathische a-helikale Strukturen aus, die mit der Lipiddoppelschicht in Wech-
selwirkung treten. Die Interaktion beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen des

basischen, positiv geladenem MBP und der negativ geladenen Kopfgruppe der Lipide.
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Deshalb ist die Interaktion abhangig von der Lipidzusammensetzung, Metallionenkon-
zentration und der MBP-Variante (vgl. Abb. 4)%

W\'Disordered
Extended MBP

Disordered
Compacted MBP

Membrane Field

Membrane Surface

ao-helical
Extended MBP

(IR :“"'.

m(l'u' £ lnu\\ &N

Abbildung 4 Ubergang von ungeordnetem 18,5 kDa MBP zur a-helikalen Form entnommen nach Vassall et
al.67

Raasakka et al. postulierten einen plausiblen Stapel-Mechanismus, in dem freies MBP
durch negative Ladung der Lipide angezogen wird, eine partielle Insertion in die Memb-
ran erfolgt, was zu einer Neutralisation der Ladung und einer partiellen Faltung des Pro-
teins fuhrt. Die Oberflache der Lipidmembran reichert sich mit einseitig integriertem MBP
an, was zu einem stark positiven Ladungsiberschuss fihrt. Wenn nun eine kritische
Proteinkonzentration erreicht ist, interagieren MBP-Reste mit der gegeniberliegenden
Lipiddoppelschicht. Durch eine Phasenumwandlung nimmt das MBP seine finale ,Pa-
perclip“-Form an, welche die Membranen wie Kleber zusammenhalt, der Abstand zwi-
schen den Membranen betragt ca. 3 nm (siehe Abb. 5).66:68-70
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Abbildung 5 Mechanismus der Assoziation von MBP an die Myelin-Membran. Die Grafik zeigt einen mégli-
chen Bildungsmechanismus des kompakten Myelins bestehend aus major dense line, interperiod line und
den Lipidmembranen wie sie durch Interaktion mit MBP gebildet werden kénnten. Grafik entnommen aus
Raasakka et al.®®

Zusatzlich zu seinen mannigfaltigen Isoformen treten beim MBP auf3erdem noch die La-
dungsvarianten C1 bis C8 auf. Hierbei handelt es sich um die Abnahmen der positiven
Ladungen durch posttranslationale Modifikationen (PTMs), wie Deiminierung, Desamidi-
erung, Methylierung, N-terminale Acylierung oder Phosphorylierung. Die 18,5 kDa C1
Isoform reprasentiert die am wenigsten modifizierte Variante und wird als ,gesunde” oder
LWildtyp“ Form bezeichnet, da sie im gesunden erwachsenen Gehirn von Saugetieren
mengenmalig am haufigsten vorkommt. Wie zuvor erwahnt unterscheiden sich die Va-

rianten C2 bis C8 im sukzessiven Verlust einer weiteren positiven Ladung. Diese
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Varianten treten auf natirliche Weise im Alterungsprozess von MBP auf, bei iberdurch-
schnittlichem Vorkommen kdnnen sie Hinweise auf demyelinisierende Krankheiten wie
Multiple Sklerose (MS) sein 293168.71-78

Charakteristisch fur MS sind das Auftreten von Lasionen und Verlust der Membran Ad-
hasion bis zum Zerfall der Myelinstruktur. Durch den Verlust der Isolation des Axons
kommt es zu Fehlern in der SignalUbertragung, was zur Beeintrachtigung der sensori-
schen und motorischen Fahigkeiten fihrt. Die Demyelinisierung ist abhangig von der
MBP-Konzentration, Lipidzusammensetzung, der Menge der Varianten und der lonen-
konzentration.29:6871-78

In den Experimenten wurde kommerzielles bMBP verwendet und mit rekombinant her-
gestelltem rmMBP C1 WT und rmMBP C1 S17CH85C verglichen (Sequenz vgl.
Abb. 3).79:80

2.3 Spektroskopische Methoden

Dieses Kapitel der Arbeit befasst sich mit den theoretischen Grundlagen und Messprin-
zipien der verwendeten spektroskopischen Methoden. Allgemein bezeichnet Spektro-
skopie eine Gruppe von physikalischen Methoden, bei der elektromagnetische Strahlung
durch Interaktion mit Materie zerlegt oder verandert wird. Die so erhaltenen Intensitats-
verteilungen werden als Spektren bezeichnet. Im Zuge dieser Arbeit wurde Strahlung
des gesamten elektromagnetischen Spektrums verwendet, um die Proben zu untersu-
chen. Angefangen mit sichtbarem Licht bei der Dynamischen Lichtstreuung (DLS), tGber
Mikrowellenstrahlung bei der Elektronen Spin Resonanz (EPR), Infrarotstrahlung bei der
Infrarot-Spektroskopie (IR), bis hin zu Réntgenstrahlung bei der Kleinwinkel-Réntgen-
streuung (SAXS).8"82

2.3.1 Dynamische Lichtstreuung

Dynamische Lichtstreuung (DLS), auch bekannt als Photonen-Korrelations-Spektrosko-
pie oder Quasielastische Lichtstreuung ist eine schnelle nicht-invasive Methode zur Be-
stimmung von Grofken, Grofienverteilung oder Formen von Nanostrukturen. Licht-
streumethoden bilden die etablierte Grundlage zur Charakterisierung von Proteinen, Po-
lymeren und nanostrukturierten Materialien in Losung. Genaugenommen bestimmt man
mit der DLS den hydrodynamischen Radius einer hypothetischen harten Kugel, die mit
der gleichen Geschwindigkeit diffundiert wie die gemessenen Partikel.8384

Bevor die Methode genauer erlautert wird, muss der Begriff der Streuung erlautert wer-

den. In der Physik ist Streuung definiert als die Ablenkung eines Objekts durch
9



Wechselwirkung mit einem lokalen anderen Objekt. Die Streuung an den Partikeln im
DLS kann fiir Teilchen, deren Durchmesser klein im Vergleich zur Wellenlange A (<A/10)
ist, mittels Rayleigh-Streuung beschrieben werden. Ist diese Bedingung nicht erfillt,
mussen die Lichtstreumuster mathematisch mit dem komplexeren Modell der Mie-Streu-
ung erklart werden.8384

Partikel in einer Dispersion folgen der Brown schen Molekularbewegung, sie resultiert
aus Zusammenstolen des dispergierten Stoffes mit Losemittelmolekilen. Da die Kolli-
sionen zufallig sind, handelt es sich um eine ungerichtete Bewegung, dabei diffundieren
kleine Partikel schneller als Grof3e. Die Geschwindigkeit der Brown schen Bewegung
kann quantifiziert werden als Translationsdiffusionskoeffizient D. Die Diffusionsge-
schwindigkeit wird im DLS durch Einstrahlen von Laserlicht und der daraus resultieren-
den Fluktuation der Streulichtintensitat Gber Zeit 1(t), aufgrund der Bewegung der Teil-
chen, gemessen. Je kleiner ein Partikel, desto hoher ist die Geschwindigkeit dieser In-
tensitatsfluktuation, weshalb sie von der Diffusionsrate der Teilchen abhangig ist.838
Das Gerat zeichnet schnell hintereinander das Lichtstreusignal I(t+t) auf und vergleicht
es mit dem urspringlichem Signal I(t). T ist die Korrelationszeit und beschreibt die Zeit
zwischen den Aufnahmen der Signale, je kleiner die Abstande, desto besser korrelieren
die Signale. Mit Anderung des Intensitatssignals geht das urspriingliche Signal verloren
und es besteht keine Korrelation mehr. Der Vergleich verschiedener Zeitpunkte wird als
Autokorrelation bezeichnet. GroRe Partikel diffundieren langsamer als kleine, was dazu
flhrt, dass das Korrelationssignal spater verloren geht (vgl. Abb. 6)83-8°

Kleine Partikel

20

T
> 154

Intensitat

T T T T T T T
Zeit [s] 1E-6 1E-5 1E-4 0,001 0,01 0,1 1 10

GroRe Partikel

Intensitat

Zeit [s] 1E-6 1E-5 1E-4 0,001 0,01 0,1 1 10
T [s]

Abbildung 6 Verhéltnis von kleinen und grof3en Partikeln im DLS. Links das fluktuierende Intensitétssignal;
rechts die Intensitatskorrelationsfunktion
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Aus der normierten Intensitatskorrelationsfunktion wird der Translationsdiffusionskoeffi-

zient bestimmt.

U@ =1 =)
62(0) =i (1)

Uber die Siegert-Beziehung kann der Zusammenhang aus der Streufeld-Zeitkorrelati-
onsfunktion g1 hergeleitet werden.
9:(0) =1+ |g: (DI (2)
Far den Fall einer idealen monodispersen Suspension in der die Brown’sche Bewegung
als exponentiell abfallende Funktion der Korrelationszeit ausgedrickt werden kann, gilt:
g2(t) = C[1+ Be ] 3)

Dabei ist C die Basislinie, B die Steigung und I' die Abklingrate definiert als I' = D x g2

und g = (4%71) sin (g) n ist der Brechungsindex, 6 ist der Streuwinkel und A die Anre-
gungswellenlange. Der hydrodynamische Durchmesser wird mittels Stokes-Einstein
Gleichung berechnet.

kg*T

=3n*n*D (4)

H

kg ist die Boltzmann-Konstante, die Variablen flir Losemittelviskositat n und die Tempe-
ratur T missen bekannt sein, da sie die Diffusionsrate beeinflussen. Der Translations-
diffusionskoeffizient ist abhangig von der Partikelgréie, Oberflachenstruktur, Art und
Konzentration der lonen des Lésemittels und Dicke der elektrischen Doppelschicht.

Fir Proben mit multimodaler GréRenverteilung muss die Summe aller exponentiellen
Abklingfunktionen g:(t) in der Korrelationsfunktion bertcksichtigt werden.

g2(7) = C[1+ Bgy(1)?] (5)

Der Polydispersitatsindex (PDI) gibt Aufschluss Uber die Breite der Partikelgrofenvertei-
lung. Er wird aus der kumulativen Anpassung der Intensitatskorrelationsfunktion abge-

leitet. 38888

2.3.2 Elektrophoretische Lichtstreuung

Die elektrophoretische Lichtstreuung ist eine Methode zur Bestimmung des Zeta-Poten-
tials. 38

Die meisten Partikel haben in Lésung eine geladene Oberflache, sei es positiv oder ne-
gativ. In einer Elektrolytldsung herrscht eine gleichmaRige Verteilung von Anionen und
Kationen. Allerdings kommt es in der Nahe von geladenen Partikeln zu einer asymmet-
rischen Verteilung von lonen, da sich eine lonenschicht bildet, die die Oberflachenladung

des Teilchens ausgleicht, sie wird als Sternschicht bezeichnet.?*'
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Um diese starre lonenschicht bildet sich eine weitere diffuse lonenschicht, die haupt-
sachlich aus Gegenionen besteht, zusammen bilden sie eine elektrische Doppelschicht.
Die geladenen Partikel und ihre Sternschicht sind relativ stark durch elektrostatische
Wechselwirkungen verbunden, weshalb sie am Partikel bleibt, auch wenn sich die lonen
relativ zur Flissigkeit bewegen. Der Ubergang zwischen gebundenen und freien lonen
in der Flussigkeit wird als Scherebene bezeichnet. Das elektrische Potential einer Ober-
flache entspricht der Arbeit, die aufgebracht werden muss, um eine Ladungseinheit aus
unendlicher Entfernung ohne zuséatzliche Beschleunigung an die Oberflache zu bringen.
Die Oberflachenladung wird durch das vorhanden sein, gegensatzlich geladener lonen
abgeschirmt. Das bedeutet, dass das Potential zwischen Partikeloberflache und Scher-

ebene abnimmt. Das Potential der Scherebene ist als Zeta-Potential definiert.8:91.92

® e @ © ® ® ® © ® e ®
© Oberflachenladung = ® s
® Stern Schicht @ © ) ®
) Abscherebene @ P ® ©
® © ® ® ® e ®
e 5 : L) @ L] @ @
® e @ : Oberflachenpotential ®
Sternpotential
e ® e mV \. Zeta pote:tial e °
. X s L

Entfernung von der Partikeloberflache
Abbildung 7 Schematische Darstellung des Zetapotentials an einem geladenen Partikel in Lésung

Die Abnahme uber die Distanz hangt von mehreren Faktoren ab. Die Debye-Lange x1
ist definiert als die Doppelschichtdicke, bei der das Potential auf 1/e seines Anfangswer-
tes abgefallen ist. Die Dicke nimmt mit steigender lonenstarke ab, also muss kK umge-
kehrt proportional zur Konzentration sein.®?

Die Ubliche Methode zur Messung des Zetapotentials ist die Elektrophorese. Hierbei wird
die elektrophoretische Mobilitat eines Teilchens in Losung zur Gegenelektrode in einem
elektrischen Feld gemessen. Die Geschwindigkeit ist proportional zum angelegten

elektrischen Feld, da sich ein Gleichgewicht zwischen elektrostatischer Kraft und
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Reibungskraft bildet. Die Proportionalitatskonstante wird als elektrophoretische Kraft Ue
bezeichnet.®!

Um das Zetapotential aus der elektrophoretischen Mobilitat zu berechnen, gibt es zwei
Modelle fur bestimmte Grenzfalle. Erstens, wenn das Verhéltnis von Teilchenradius zur
Dicke der Doppelschicht k*a kleine Werte zeigt, erfolgt die Auswertung nach der Hiickel-
Gleichung. Fir den zweiten Grenzfall einer sehr diinnen Doppelschicht muss die Helm-
holtz-Smolochowski-Gleichung verwendet werden. Sollte k*a = 1 sein, muss die
Huckel-Gleichung um die Henry-Funktion erweitert werden. Daraus ergibt sich, dass die
elektrophoretische Mobilitdt Us von Zetapotential ¢, der Feldstarke, der Dielektrizitats-
konstante und der Viskositat des Losemittels abhangig ist. Daraus folgt:

_2*5*(*f(}c*o()
= 37

(6)

E

U, elektrophoretische Mobilitat, € Permittivitat, ¢ Zetapotential, n Lésemittelviskositat und
f(x*a) Henry-Funktion mit a Teilchenradius und k! Debye-Lange.%4

Um das Zetapotential zu bestimmen, greift man auf die elektrophoretische Lichtstreuung
zurick, es wird ein ahnliches Geratesetup wie bei der DLS verwendet, der einzige Un-
terschied ist, dass man eine spezielle Klivette verwendet, die innerhalb der Probe ein
elektrisches Feld erzeugt. Ein geladenes Partikel wird sich in Abhangigkeit seiner La-
dung in Richtung der Elektrode bewegen, wird nun die Probe mit einem Laser durchstra-
hit streut der Partikel Licht und erzeugt eine Dopplerverschiebung, die von der Ge-
schwindigkeit des Teilchens abhangig ist. Mittels der Laser Doppler Methode (LDV) wird
aus der gemessenen Frequenzverteilung eine Geschwindigkeitsverteilung berechnet,
welche dann zu einer elektrophoretischen Mobilitatsverteilung transformiert wird, woraus
am Ende das Zetapotential nach Gleichung 6 berechnet werden kann. Diese Technik
hat allerdings ein gewisses Fehlerpotential, da sie abhangig von der Konzentration des
Elektrolyten ist.92:93.95

Dieses Problem kann umgangen werden, indem man Phase-Analysis-Light-Scatte-
ring (PALS) anwendet. Dabei wird nicht die gemessene Frequenzverschiebung, sondern
die Phasenverschiebung verwendet, da die Phasenanderung proportional zur Anderung
der Position des Partikels ist (P=f*t). Das ermdglicht es auch, Proben mit hoher Elektro-

lytkonzentration zu messen.%2%

2.3.3 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR)

Bei der Elektronen Spinresonanz wird die Mikrowellenabsorption eines freien Elektrons

in einem Magnetfeld gemessen. Wahrend dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche
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Techniken zur Anregung des Elektrons verwendet, die in den folgenden Kapiteln erdrtert
werden. Zuvor missen die Grundprinzipien dieser Methode erlautert werden.%

ESR spektroskopische Verfahren basieren auf der Detektion des Resonanzverhaltens
von ungepaarten Elektronen in einem &aufleren Magnetfeld B. Der Eigendrehimpuls
(Spin) S eines Elektrons ist durch folgende Beziehung mit dem magnetischen Moment

Ms verknUpft:

Gelt
Hs==5=x%S )

Mit dem Bohr’schen Magneton ps und g. dem Landé-Faktor fur ein freies Elektron g, =
2,00232. Das entartete Energieniveau eines einzelnen Elektrons spaltet sich abhangig
von der Magnetquantenzahl mg = + 1/2 und der Starke des Magnetfeldes B, in zwei

Energieniveaus auf (vgl. Abb.8).9297-101
Elektron Zeeman (EZ) Nuklear Zeeman (N2) Hyperfein Interaktion (HF)
mz=-1

m,=+1/2 m=0

el mE2 mz=0

Abbildung 8 Energie Diagramm fiir ein Spinsystem S=1/2 mit Zeeman Aufspaltung Zeeman Kernaufspaltung
und Hyperfeinaufspaltung. Mit erlaubten Ubergéngen (griine Pfeile) welche zu einem drei Linien Spektrum
flihren

Deshalb kann das magnetische Moment des Elektrons zwei Orientierungen relativ zum
Magnetfeld einnehmen. Erstens (a) antiparallel (ms=+1/2) oder zweitens () Parallel
(ms=-1/2). Die Boltzmann-Verteilung liefert die relative Population n fiir die jeweiligen
Energiezustande
M _ o~y (8)
g
Die Resonanzbedingung erklart, dass ein Ubergang zwischen Energie-Niveaus stattfin-
det, wenn die Energie gleich der Differenz der Niveaus ist. Die Energiedifferenz zwischen
den beiden Energieniveaus ist definiert als:

AE = h*v = g, * up * B (9)
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Daher flhrt das Einstrahlen einer elektromagnetischen Welle mit der Frequenz v zu einer
Anderung des Spinquantenzustands des Elektrons von f zu a.'%?

Das Grundprinzip der EPR ist die Detektion der vom Elektron absorbierten Energie-
menge AE, praktisch wird das paramagnetische System in Resonanz gebracht. Dies
wird durch Einstrahlen einer konstanten Mikrowellenfrequenz, bei gleichzeitiger Varia-
tion des Magnetfeldes erreicht, was zu einer Trennung der Energieniveaus fihrt. Zur
Verbesserung des Signal-Rausch Verhaltnisses des Spektrums wird das Magnetfeld zu-
satzlich durch ein sinusférmiges Feld mit einer Amplitude dB und einer Frequenz von
v= 100 kHz moduliert. Die Modulation flihrt zur Detektion der ersten Ableitung des Ab-
sorptionssignals.%6.102-104

In einem paramagnetischen System mit einem ungepaarten Elektron wird der energeti-
sche Zustand des Elektronenspins durch das dulRere Magnetfeld, andere Elektronen-
spins, sowie Kernspins in unmittelbarer Nahe beeinflusst. Der energetische Eigenwert
des paramagnetischen Systems kann durch Lésen der Schrédinger-Gleichung beschrie-

ben werden. %%

ih%l[)(r, t) = HY(rt) (10)

Der statische Spin-Hamilton-Operator A enthalt alle magnetischen Wechselwirkungen
des Elektronenspins.%

H(S) = Hep + Hyps + Hyp + Hyp + Hyg + Hi (11)
Angeordnet in absteigender Reihenfolge ihres Beitrags zum Gesamtenergiezustand
werden die einzelnen Beitrage zu H im Folgenden erlautert.
Die Interaktion des Elektronen-Spins mit dem externen magnetischen Feld wird vom

Elektronen-Zeeman-Term beschrieben.

- U
Ae; =Bl gS (12)

Durch die Orientierungs-Abhangigkeit des angelegten magnetischen Feldes Bo und des
Elektronenspinoperators S hat g einen Vektor mit 3x3 Komponenten. Euler-Winkel-
Transformation mit drei Eulerwinkeln a, 8 und y flhrt zu einer diagonalisierten Form des
g-Vektors.%®
Ixx Yxy YGxz Ixx 0 0
g= (gyx 9yy gyz) = 0 Iyy 0 (13)
9zx gzy 9zz

Der gemittelte g-Wert, der bei schneller isotroper Rotation in LOsung angewendet wird,

wird als isotroper Landé-Faktor gis, bezeichnet.'?®
Yiso = (gxx + 9yy + gzz)/3 (14)
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Mehrere ungepaarte Elektronen in einem Atom fiihren zu einer Aufspaltung der Energie-
zustande ohne externes Magnetfeld, dieses Phanomen wird als Nullfeldaufspaltung
(ﬁzfs) bezeichnet. Durch Erzeugen eines intrinsischen Magnetfeldes kommt es zu
Wechselwirkung mit den Elektronenspins, dies ist der Fall in Festkérpern oder in Syste-
men mit einem Gesamtspin S > 1. Im Gegensatz dazu kommt es bei Systemen mit ku-
bischer Symmetrie S < 2 zu einem Wegfall des Terms."%
Die Interaktion mehrerer ungepaarter Elektronenspins unterschiedlicher Atome ist defi-
niert als Elektron-Elektron-Wechselwirkung (H,,). Die Interaktion wird in Dipol-Dipol-
Wechselwirkung und Austausch-Wechselwirkung eingeteilt. Dipol-Dipol-Wechselwirkun-
gen sind die Interaktionen von weit entfernten Elektronen. Die Ausrichtung ihrer Spin-
momente beeinflussen sich nicht gegenseitig und ihre Energie ist proportional zur dritten
negativen Potenz ihres Abstandes r3. Kommt es zu einem quantenmechanischen Aus-
tausch der Spin-Ausrichtung, spricht man von Spinaustausch-Interaktion, sie kommt nur
zustande, wenn sich die ungepaarten Elektronen in unmittelbarer Nahe zueinander be-
finden.105-107
Die Interaktion des Kern Dipolmoments mit dem Dipolmoment des freien Elektrons flihrt
zur Hyperfein-Aufspaltung des Energieniveaus und wird als Hyperfein-Wechselwirkung
(Hyr) bezeichnet. Im EPR-Spektrum kann gemaR der Spinmultiplizitat 2 = I + 1 mit | als
Kernspinquantenzahl und der quantenmechanischen Auswahlregel Amg¢ =41 und
Am; = % 0 eine entsprechende Anzahl an Absorptionslinien beobachtet werden. In Ana-
logie zur Elektron-Elektron-Wechselwirkung kann auch die Hyperfein-Wechselwirkung
in eine Dipol-Kern- (Hpy) und eine Fermi-Kontakt-Wechselwirkung (Hy) zerlegt werden.
Darraus ergibt sich folgender Zusammenhang:'%-17

H§F=HEN+E=ZS*AK*1 (15)
Mit | dem Kernspinoperator und Ax dem Hyperfeinkopplungstensor, der sich aus den
diagonalen Komponenten Axx, Ayy und Azz zusammensetzt. Ob die Hyperfein-Wechsel-
wirkung von der Dipol-Dipol- oder dem Fermi-Kontakt abhangig ist entscheidet die Ent-
fernung vom freien Elektron zum Atomkern. Aus den Abstanden der Nulldurchgange der
Resonanzsignale kann die richtungsabhangige Hyperfeinkopplungskonstante aiso be-
stimmt werden. 195197

Aiso = (Axx + Ayy + Azz)/3 (16)

Allgemein beruht die isotrope Hyperfeinkopplung auf dem direkten Kontakt zwischen un-
gepaarten Elektronen und dem Kern, ihr Abstand wird durch die Polaritat der Umgebung
beeinflusst.105107
Die Kern-Zeeman-Wechselwirkung (Hy,) beschreibt den Einfluss eines externen Mag-

netfeldes auf den Kernspin |, der mit einem Elektronenspin S durch Hyperfein-
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Wechselwirkung gekoppelt ist. Hy; spielt eine Rolle, wo anisotrope Anteile nicht ausge-
mittelt werden, z.B. in Festkorpern oder bei Doppelresonanz-Experimenten. In Lésung
sorgt er fur das typische Aufspaltungsmuster der Spektren z.B. drei Linien bei Nitroxid-
Radikalen. In Flussigkeiten entspricht die Quantisierungsrichtung der Kern-Zeeman -In-
teraktion und ist parallel zur Richtung des externen Magnetfeldes ausgerichtet.%1%

Die nicht kugelférmige Symmetrie der Ladungsverteilung fihrt zu einem Quadrupolmo-
ment, bei Kernspins I =1 tritt eine Kern Quadrupol-Wechselwirkung (ﬁNQ) auf. Es
kommt zu einer Wechsewirkung mit dem elektrischen Feldgradienten am Kernort, diese

ist normalerweise vernachlassigbar klein.'0%107.108

2.3.3.1 continuous wave Electron Paramagnetic Resonance

Bei der continuous wave (cw) Electron Paramagnetic Resonance Spektroskopie wird
eine Probe, die ungepaarte Elektronen enthalt, mit einer konstanten Mikrowelle in einem
variierenden Magnetfeld bestrahlt. Durch die Aufzeichnung der absorbierten Mikrowel-
lenleistung als Funktion des Magnetfeldes erhalt man das cw-EPR-Spektrum. Im Zuge
dieser Arbeit wurden stabile Nitroxid-Radikale verwendet und anhand dieser wird die
Analyse der Spektren naher erlautert. Durch Einflhren paramagnetischer Zentren in die
Probe durch Spinmaker kénnen EPR-Spektren aufgenommen werden. In den meisten
Fallen handelt es sich bei diesen Spinmarkern um Nitroxid-Radikale mit geringem Mole-
kulargewicht, die aufgrund sterischer Hinderung chemisch stabil sind. Die ungepaarten
Elektronen der Nitroxide halten sich bevorzugt in den Sauerstoff- und Stickstofforbitalen
auf. Die x-Achse verlauft entlang der NO-Bindung, die z-Achse entlang der 2p,-Orbitale

und die y-Achse senkrecht zur xz-Ebene. 05109110

Abbildung 9 Struktur einer Nitroxid-Spinsonde mit angedeuteter Tensorhauptachse und ihre Rotation ent-
lang der Achsen. R kann ein Rest sein, der je nach Anwendung variiert werden kann
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Der Vorteil von Nitroxid-Radikalen ist, dass der Spin-Hamilton-Operator mit der Elektron-
Zeeman- und Hyperfein-Wechselwirkung vereinfacht werden kann, um das Spinsystem
zu charakterisieren. Aus der Kernspinquantenzahl fir '“N-Isotope mi=-1, 0, +1 ergibt
sich I("*N) = 1 weshalb jedes Zeeman-Energieniveau in drei Unterniveaus aufgespalten
wird, die durch Hyperfein-Wechselwirkungen verursacht werden. Weshalb sich bei
schneller isotroper Rotation ein typisches drei Resonanzlinien Spektrum bildet, die um
aiso Separiert sind.105.107,109,110

Die chemische Umgebung der Spinsonde beeinflusst den Aufenthaltsort des ungepaar-
ten Elektrons, normalerweise befindet es sich anstelle der -Bindung zwischen Stickstoff
und Sauerstoff. Allerdings lasst sich die Elektronendichte in einer polaren Umgebung
durch Wasserstoffbriickenbindung oder Dipol-Dipol-Wechselwirkung in Richtung des
Stickstoffs verschieben, daraus resultiert eine grofere Hyperfeinkopplungskonstante.
Mittels isotroper Hyperfeinkopplungskonstante aiso wird die Umgebungspolaritat der
Spinsonde bestimmt. Fiur Nitroxide ist die Verschiebung axial und kann mit guter Nahe-
rung (Ayx = Ayy) vereinfacht werden.'07.111.112

Aiso = (2% Axx + Ayy)/3 (17)

Im Gegenzug bedeutet es, dass die Kopplungskonstante in hydrophober Umgebung ab-

nimmt 107,111

2a

iso

[ I I 1 ! 1
333 334 335 336 337 338
B [mT]

Abbildung 10 cw-EPR Spektrum mit der Hyperfeinkopplungskonstante aiso. hier vereinfacht als 2aiso als Ab-
stand zwischen Hochfeld-Peak und Tieffeld-Peak.
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Fir das EPR- Spektrum ist die molekulare Dynamik der Spinsonde von groRer Bedeu-
tung fir die Untersuchung der moglichen Wechselwirkungen. Die isotrope Bewegung

von Spinsonden wird durch die Rotationskorrelationszeit t, die aus der Brown schen

Rotationsdiffusion mit der Stokes-Einstein Diffusion charakterisiert:'0%:111-113
1
r=— (18)

Mit dem Rotationsdiffusionskoeffizient D. Fir nicht spharische Molekile muss ein aniso-
troper Rotationsdiffusionstensor D eingefiihrt werden, der aus dem geometrischen Mittel

der Tensorhauptwerte die mittlere Rotationskorrelationszeit berechnet.'"113

1
Tc = (19)

c=
63\/ (DXXDYYDZZ)

Dazu wird mittels der Eulerwinkel a, B und y das Hauptachsensystem des Rotationsdif-
fusionstensors in das Molekulkoordinatensystem Uberfuhrt. Fir die detaillierte Auswer-
tung siehe Kapitel 4.5.1.111-114

2.3.3.2 Puls EPR

Der Nachteil der cw-EPR-Spektroskopie ist die Schwierigkeit der Unterscheidung zwi-
schen den einzelnen Wechselwirkungsbeitragen des Spin-Hamilton-Operators. Puls-
techniken bieten eine Lésung fir dieses Problem, bei ihnen wird eine Probe mit kurzen
Mikrowellenpulsen bestrahlt und anschlie®end die zeitaufgeldste Reaktion gemessen.
Dies ermoglicht eng beieinander liegende Spektrallinien aufzulésen und eignet sich zur
Messung von Relaxationseffekten. Dadurch kdnnen spezifische Wechselwirkungen se-
lektiv betrachtet werden, z. B. ESEEM-Experimente die Elektron-Kern-Wechselwirkun-
gen oder DEER-Experimente, die dipolare Elektron-Elektron-Wechselwirkungen zeigen.
Zur Beschreibung von Puls-Experimenten mit Bewegung der Magnetisierung eignet sich
das Vektorbild. Die Pulse dndern den Spinzustand der als Anderung des Winkels des
Magnetisierungsvektors in Bezug auf das externe Magnetfeld Bo beschrieben werden
kann. Die Drehung des Magnetisierungsvektors ist von der Pulslange und der Magnet-
feldamplitude abhangig.1%

Das Hahn-Echo-Experiment beschreibt ein Einfaches zwei Puls Experiment, bei der das

Primarecho der anfanglichen Magnetisierung nach einer Impulssequenz von % —T—T—

7 detektiert wird, wobei t die freie Evolutionszeit ist.'06.115.116
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Abbildung 11 Schematischer Ablauf des Hahn-Echo-Experiments bis zur Detektion des Primérechos

Abbildung 11 zeigt die Hahn Echo-Sequenz. Am Anfang ist der Magnetisierungsvektor
parallel zum statischen Magnetfeld und befindet sich im thermodynamischen Gleichge-
wicht. Der 11/2-Puls andert die Magnetisierung entlang der y-Achse um 90°. Mit Beginn
der Evolutionszeit t prazedieren die Spinpakete mit ihrer jeweiligen Larmor-Frequenz,
was zu einer Defokussierung der transversalen Magnetisierung fihrt. Der 1-Puls andert
den Vektor der y-Achse um 180°, ohne die Richtung der Rotation zu verandern, was zu
einer Refokussierung der Spinpakete in der darauffolgenden Evolutionszeit fuhrt. Aus
den nun aufeinander zulaufenden Spinpaketen wird das Elektronenspin-Echo (ESE) de-
tektiert. Uber ein zwei Puls Experiment wird das Echo in Abhangigkeit der Zeit in einem
definierten Magnetfeld gemessen. Der daraus ermittelte exponentielle Abfall, ist definiert
als die Phasengedéachtniszeit Tm, von der die Echointensitat anhangig ist."'%11

Double Electron Electron Resonance (DEER) EPR erlaubt es, den Abstand zwischen
Spins Uber schwache dipolare Kopplung zwischen zwei ungepaarten Elektronen zu mes-
sen. Durch Pulse mit zwei unterschiedlichen Frequenzen lasst sich die Elektron-Elekt-
ron-Wechselwirkung von anderen Interaktionen trennen und erlaubt die Bestimmung von
Distanzen im Bereich von 1,5-8 nm, in Abhangigkeit von r23. Folgende vier Puls Sequenz

ohne Totzeit wurde fiir alle DEER-Experimente verwendet:'5-120

7T/2 (Vobs) -7 — T[(Vobs) -t - T[(Vpump) - (Tl +7— t,) - T[(Vobs) — T2 — Echo (20)
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Abbildung 12 A: Ergebnis des Hahn-Echo-Experiments daraus werden Pumpfrequenz und Beobachterfre-
quenz ermittelt. B: Graphische Darstellung des Vier-Puls-Experiments flir die DEER-Messung

Unter der Annahme, dass die Beobachterfrequenz nur A-Spins und die Pumpfrequenz
nur B-Spins anregt, erzeugt die Beobachterfrequenz ein refokusiertes Echo aus drei Pul-
sen der Beobachterfrequenz vous mit konstanten Evolutionszeiten t1 und t2. Durch den
Pumppuls mit der Pumpfrequenz vyump kommt es zur Inversion der Spinzustéande, wobei
die Bestrahlungszeit des Pumppulses zwischen der Position des Primarechos und des
11-Pulses der Pumpsequenz variiert wird. Die Anderung der Prazessionsfrequenz der A-
Spins um die Elektron-Elektron-Wechselwirkung ist eine Folge der Invertierung. Es ent-
steht ein Phasenunterschied der Magnetisierung von A¢ = v * t’. Die Echointensitat
des refokussierten Echos wird als Funktion des Pumppulses zur Zeit t" aufgenommen.

Basierend auf,

2
Ho*ga*gp*tp 1
Vpp = = (21)

4xmxn Tip

werden die Abstandsdaten aus dem Datensatz extrahiert.6:117-121

2.3.4 Infrarot-Spektroskopie

Bei der Infrarotspektroskopie (IR) werden durch Absorption von Infrarotstrahlung Mole-
kilschwingungen und -rotationen angeregt. Es gibt verschiedene Methoden zur Mes-
sung von Rotationen und Schwingungen von Molekilen, erstens die IR-Spektroskopie,
bei der direkt die Absorption gemessen wird oder zweitens Raman-Spektroskopie, bei
der die indirekte Strahlung gemessen wird. Die fiir Strukturaufklarung interessanten Ban-
den befinden sich in einem Wellenlangenbereich A=2,5-1,5 ym. Man kénnte dies einfach
im IR-Spektrum darstellen, aber man verwendet Ublicherweise die reziproke Wellen-
lange, die sogenannte Wellenzahl 7 [cm"]. Sie gibt an, wie viele Wellen der Infrarotstrah-

lung auf einen Zentimeter kommen 81122-125
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g:% (22)

Der Vorteil bei der Verwendung der Wellenzahl ist, dass sie proportional zur Frequenz v
und somit auch direkt proportional zur Energie AE ist. Daraus ergibt sich folgende Bezie-

hung:
c=A1xv v=%=c*17 (23)

hx*c
AE =hx*xv= 7 =h*xcx*V (24)

Mit ¢ der Lichtgeschwindigkeit, h dem Planck’schen Wirkungsquantum, v der Frequenz,

A der Wellenlang und ¥ der Wellenzahl. Der tbliche Bereich eines IR-Spektrums liegt im
Wellenzahlbereich von 4000-800 cm™. Die IR-Spektroskopie ist eine einfache und
schnelle Methode zur Identifizierung einer Substanz, da funktionelle Gruppen in einem
Molekil charakteristische Absorptionsbanden zeigen. Das grofite Problem hierbei ist,
dass sich keine Aussagen Uber den Rest des Molekills treffen lassen. Um die physikali-
schen Grundlagen hinter der Entstehung eines IR-Spektrums zu verstehen, kann auf ein
einfaches Modell aus der Mechanik zurtickgegriffen werden.8"122.126

Man stellt sich die Atome eines Molekiils als Punktmassen ms und m vor, die durch eine
elastische Feder verbunden sind. Dehnt man nun den Gleichgewichtsabstand ro um den
Betrag x; + x, entsteht die rlucktreibende Kraft K. Lasst man los, schwingt das System
um seine Gleichgewichtslage. Durch Anwendung des Hooke schen Gesetz ist die riick-
treibende Kraft naherungsweise proportional zur Auslenkung Ar.

K = —k * Ar (25)

Das negative Vorzeichen kommt davon, dass die Kraft entgegen der Ausrichtung wirkt.
K ist im mechanischen Modell die Federkonstante und entspricht im Molekull der Bin-

dungsstarke zwischen den Atomen 8122

)
—pe—— [ ot >

Abbildung 13 Mechanisches Modell eines schwingenden zweiatomigen Molek(ils
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Die Energie der Schwingung kann mit dem Modell des harmonischen Oszillators als

Funktion des Kernabstandes r berechnet werden

1
U=3Kx x? = 2m?uviy, * x3 (26)
Mit U der potenziellen Energie, K der Kraftkonstante, x der Auslenkung, u = % der
1 2

reduzierten Masse und v.sc der Schwingfrequenz des Oszillators. Aus der Gleichung
kann die Schwingfrequenz nach dem mechanischen Modell fir ein zweiatomiges Mole-
kil berechnet werden. Fir gréoRere Molekile ist diese einfache Beziehung nicht anwend-
bar, doch kann man Uber den Zusammenhang von Bindungsstarke und Schwingfre-
quenz die Absorptionsfrequenzen im IR-Spektrum qualitativ abschatzen.8'122

Das klassische Modell des harmonischen Oszillators st6f3t bei der Betrachtung moleku-
larer Schwingungsvorgange an seine Grenzen, da es nicht die Schwachung der Bindung
bei der Absorption héherer Energiebetrage bericksichtigt. Deswegen geht man zum Mo-
dell des anharmonischen Oszillators Uber. Dieses besagt, dass mit zunehmendem Ab-
stand r die Bindungskrafte des schwingenden Systems schwacher werden. Des Weite-
ren muss die gequantelte Energieabsorbtion berlcksichtigt werden, das hat zur Folge,
dass ein molekularer anharmonischer Oszillator durch diskrete Energieaufnahme nur
bestimmte Schwingzustande einnehmen kann. Bei einer Quantenzahl n= 0 befindet sich
das schwingende System im Grundzustand, alle Abweichung vom Gleichgewichtszu-
stand ro kdnnen fir konstante Temperatur durch Heisenberg sche Unscharfe erklart wer-
den. Uber die Schrodinger-Gleichung kann der absorbierte Energiebetrag AEyi, zweier

benachbarter Energieeigenwerte E1 und E, berechnet werden 81122

1 n K 1
Epip = h * vy (n+§) =§\/;(TL+E) (27)

Mit n=1, 2, 3... AE,;, = E, + 1 —E,, = h*v,,. n der Schwingungsquantenzahl, h dem
Planck’sche Wirkungsquantum und E,i, der Schwingungsenergie. Bei der Anregung wird
das Molekil unter Absorption eines Lichtquants vom Schwingungszustand n in einen
héheren z.B. n+1 versetzt. Der Abstand zwischen den Schwingungsniveaus wird mit
steigendem n kleiner, da die Bindung mit zunehmender Dehnung schwacher wird, bis
die Dissoziationsgrenze erreicht ist. Bei einem Ubergang von n= 0 zu n= 1 spricht man
von einer Grundschwingung, beim sogenannten Doppelquantentibergang von n=0 zu
n= 2 spricht man von der ersten Oberschwingung, ihre Frequenz ist ca. doppelt so grof3

wie die Grundschwingung.8'122
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Abbildung 14 A: Potentialkurve des harmonischen Oszillators mit diskreten Schwingungsniveaus. B: Poten-
tialkurve des anharmonischen Oszillators

Doppel- oder Mehrquanteniibergange nehmen mit zunehmender Ordnung ab, weshalb
die Absorptionsbandenintensitat schwach ist. Um im IR eine Schwingung anzuregen,
muss nicht nur die Resonanzbedingung(AE = h * v) erfullt sein, sondern das Dipolmo-
ment muss sich wahrend einer Schwingung periodisch andern, um eine sichtbare Bande
zu generieren, deshalb sind die Bandenintensitaten stark von der Symmetrie des Mole-
kils abhangig. Fur diese Arbeit wurde ein ATR-IR verwendet, welches im nachsten Ka-

pitel explizit erklart wird 8122

2.3.4.1 Attenuated Total Reflection Infrarot Spektroskopie (ATR-IR)

Bei der Attenuated Total Reflection Infrarot Spektroskopie (ATR-IR), friiher auch Internal
Reflection Spektroskopie (IRS) genannt, handelt es sich um eine spektroskopische Me-
thode, bei der die Oberflache einer Probe mit einem internen Reflexionselement (IRE)
mit hohem Brechungsindex in Kontakt gebracht wird. Da die Strahlung zwischen Probe
und IRE ,gefangen® ist, kann sie nur mit der Oberflache der Probe interagieren, die ein-
dringtiefen liegen zwischen einigen Nanometern bis zu Mikrometern. Dies macht die
ATR-IR-Spektroskopie zu einer Methode mit einem breiten Spektrum an Anwendungs-
moglichkeiten, z.B. zur Verfolgung von chemischen Reaktionen, chemischer Zusam-

mensetzung und zur qualitativen und quantitativen Analyse.'?®
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Abbildung 15 Schematische Darstellung eines ATR-IR Aufbaus mit Strahlungsquelle, Probe, IRE und De-
tektor

Wie schon bei der Refraktometrie spielt bei dieser Methode der Grenzwinkel der Total-
reflexion ©¢ eine gro3e Rolle. Der Einfallswinkel 0 betragt 0° bis 90°, daraus wird der
Grenzwinkel der Totalreflexion in Abhangigkeit vom Verhaltnis der Brechungsindices
von Probe (nz) und IRE (n:) zueinander berechnet.'?®

6= sin_l(Z—i) (28)
Der Grenzwinkel wird von héherem Einfallswinkel angendhert, je weiter man sich vom
Grenzwinkel entfernt, desto verzerrter erscheint das Spektrum. Diese Verzerrung des
Spektrums hangt mit der Eindringtiefe der einfallenden Strahlung zusammen. Die einfal-
lende Strahlung durchdringt nicht die Probe, sondern verhalt sich wie eine evaneszente
Welle oder ein exponentiell abfallendes elektrisches Feld. Die Feldamplitude verringert

sich nach folgendem Zusammenhang:'%

E=E" (29)
Mit E der Amplitude in der Probe, z der Eindringtiefe, y einer Konstanten und E, der
Amplitude an der Probenoberflache. Die Intensitat der evaneszenten Welle verringert
sich, je tiefer sie in die Probe eindringt, weshalb sie schon bei geringen Eindringtiefen
vernachlassigbar klein wird. Die Eindringtiefe dp ist die Strecke, die die Strahlung in der
Probe zurticklegt, dass daraus resultierende Spektrum wird durch folgende Gleichung

beschrieben: 12
Afny

dp = (30)

2n(sin%6 — (nz/nl)z)%
Mit A der Wellenlange, ® dem Einfallswinkel, n, Brechungsindex der Probe und n; dem
Brechungsindex des IRE. dp ist unabhangig von der Polarisation der Strahlung und in
ATR-Experimenten ist es die ,geschatzte” Eindringtiefe, aus der der Hauptteil der spekt-

ralen Informationen kommt. Es handelt sich also um einen Durchschnittswert an
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spektralen Informationen einer abklingenden evaneszenten Welle mit abnehmendem
Beitrag tieferer Schichten bis dp erreicht wurde.'®

Die Anzahl der Reflexionen hangt von der Geometrie des IRE ab, je mehr Reflexionen
der einfallenden Strahlung, desto hoéher ist die Intensitat des entstehenden Spektrums.

Die Anzahl der Reflexionen kann nach folgender Formel berechnet werden:'?

l
N=Ecot@ (31)

Mit N der Anzahl an Reflexionen, 1 Lange des IREs, d der Dicke des IREs und © der
Einfallswinkel. ATR-Spektren haben niedrige Intensitaten fir kirzere Wellenlangen und
hohe Intensitaten bei langen Wellenlangen, was zu einer gewissen Wellenlangenabhan-
gigkeit fuhrt. Dieses Problem kann vermieden werden, indem IREs aus Materialien mit
hohem Brechungsindex, wie z.B. Germanium, Zinkselenid, Thalliumbromidiodid (KRS-
5), Silicium oder Diamant verwendet werden. Bei modernen ATR-IR-Spektrometern gibt
es spezielle Software, die eine automatische Korrektur dieser Wellenlangenabhangigkeit
ermdglichen. Einer der grofiten Vorteile der ATR-IR ist, dass die Probe nicht durchstrahlt
werden muss, was die Messung von nicht transparenten Materialien ermoéglicht. Des
Weiteren sind Messungen mit Polarisation in alle drei Raumrichtungen maoglich, dies lie-
fert Informationen Uber praferierte Ausrichtung und Anisotropie der Probe. Einer der
grofiten Nachteile dieser Methode ist, dass die Probe in Kontakt mit dem IRE gebracht
werden muss. Durch Kontamination der Oberflache kann es zu falschen Ergebnissen
kommen, da sich die Konzentration an der Oberflache durch Diffusion verandern kénnte.
Trotzdem handelt es sich bei der ATR-IR-Spektroskopie um eine schnelle und robuste

Methode zur Identifikation von Substanzen.'?®

2.3.5 Brechungsindex und Refraktometrie

Refraktometrie bezeichnet die spektroskopische Methode zur Bestimmung des Bre-
chungsindex. Der Brechungsindex oder auch Brechzahl genannt ist das Verhaltnis der
Lichtgeschwindigkeit im Vakuum zur Lichtgeschwindigkeit in einem lichtdurchlassigen
Medium. Die Geschwindigkeit hangt von der Dichte und Beschaffenheit des Mediums
ab. Die Absolute Brechzahl ist definiert als:

_ Cvak

Ng

(32)

CMed
Da es in der Praxis kompliziert ist, den Brechungsindex gegen Vakuum zu messen, greift
man auf die relative Brechzahl zurlick, welche gegen Luft gemessen wir.'?’

Trifft ein Lichtstrahl im Einfallswinkel i, auf die Grenzflache zwischen zwei Medien, wird
er aufgrund der unterschiedlichen Geschwindigkeiten gebrochen, daraus ergibt sich der

Brechungswinkel i,. Beide Winkel gehorchen dem Snellius’schen Brechungsgesetz:
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ny *sini; = n, *sini, (33)
Aufgrund zunehmender Dispersion bei abnehmender Wellenlange der elektromagneti-
schen Strahlung ist der Brechungsindex von der Wellenlange A des einfallenden Lichts
abhangig. Der Brechungsindex wird Ublicherweise fir die Wellenlange der Natrium-D-
Linie von A= 589 nm angegeben. Da die Dichte der meisten Stoffe temperaturabhangig

ist, ist auch der Brechungsindex temperaturabhangig. Die Dichte nimmt mit steigender
Temperatur ab, was dazu fihrt, dass der Temperaturkoeffizient der Brechzahl % negativ

ist. FUr Gase ist der Brechungsindex zusatzlich Druckabhangig, da dieser die Gasdichte
beeinflusst.'?’

Der Brechungsindex wird hauptsachlich mit Hilfe des Grenzwinkels der Totalreflexion

gemessen. Wie zuvor erwahnt, folgt die Brechung des Lichts an einer Grenzflache zwi-
schen zwei Medien dem Snellius’schen Brechungsgesetz.

Medium 1 Medium 2

Abbildung 16 Schematischer Eintritt eines Lichtstrahls von einem Medium in ein anderes mit Grenzwinkel
der Totalreflexion

Der Maximalwert flr den Winkel betragt i;= 90 °, folglich erreicht auch i; seinen Maxi-

malwert, fortan bezeichnet als e. Daraus ergibt sich folgender Zusammenhang:
n, *sin90° = n, * sine (34)

da sin 90° = 1 folgt:
n, =n, *sine (35)
oder vereinfacht:
n =N *sine (36)
Der Winkel e in dem optisch dichteren Medium wir als Grenzwinkel der Totalreflexion
bezeichnet. Zur Messung des Grenzwinkels werden in der Praxis nicht einzelne Strah-

len, sondern ein Mittelwert aus unendlich vielen Strahlen verwendet, um das Verhaltnis
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n: N oder wenn N bekannt ist, n direkt zu messen. Ein typisches Gerat zur Messung des

Brechungsindex ist ein Abbe-Refraktometer.'?’

2.3.6 Small Angle X-Ray Scattering (SAXS)

Kleinwinkel Streuung (SAS) von Réntgenstrahlung (SAXS) oder Neutronen (SANS) ist
eine effektive Methode zur Bestimmung von Struktur oder Strukturdnderungen von Mak-
romolekdlen in Lésung. Von den ersten Streumustern der 1930er, aus denen strukturelle
Informationen nicht kristalliner Proben aus Biologie, Physik und Materialwissenschaften
gewonnen wurden, haben Verbesserungen der Instrumente und Datenanalyse in den
vergangenen Jahren dazu gefuhrt, dass SAS-Methoden zur Charakterisierung von Pro-
teinen eine ahnlich groRe Rolle spielen wie Rontgenkristallographie oder NMR. 28129

Im speziellen kdnnen SAS-Methoden fur flexible Systeme wie Multi-Domanen-Proteine
mit flexiblen Linkern oder intrinsisch ungeordnete Proteine (IDPs) eingesetzt werden.
Die Grundlagen von Streumethoden sowohl SAXS als auch SANS ist die Interaktion von
Strahlung mit Atomen in der Probe, wobei die Photonen der Réntgenstrahlung mit Elekt-
ronen und die Neutronen mit dem Kern interagieren. Zur Strukturaufklarung werden nur
elastische Streueffekte ohne Energieaustausch mit der Probe betrachtet. Photonen der
Roéntgenstrahlung kdénnen als elektromagnetische Wellen betrachtet werden. Zwischen

Energie E und Wellenlange A gilt folgende Beziehung:'#®
E=h % (37)

Fur strukturelle Studien werden harte Rontgenstrahlen von ca. 10 keV verwendet.'?®

Réntgenquelle

Planare Welle Planare Welle

Probe

Abbildung 17 Schema eines Réntgenexperiments
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In einem Streuexperiment spielt der Abstand von Probe zur Strahlungsquelle (L1) und
Probe zum Detektor (L) eine grof3e Rolle, es handelt sich um makroskopische Grélen,
die typischerweise in Metern [m] angegeben werden. Mittels der charakteristischen
GroRe der strukturellen Innomogenitaten der Probe von d =~ 10° — 103nm und der Wel-

lenlange der Strahlung A = 0,1 — 0,15 nm kommt man zur sogenannten Fresnelnummer:
j—; > 1 (38)

Deshalb kann die eingestrahlte Strahlung und die gestreute Strahlung in alle Raumrich-
tungen als ebene Welle betrachtet werden, obwohl die Gesamtstreuung als divergent
angesehen wird."?

Wenn ein Objekt mit einer monochromatischen Welle mit einem Vektor k = |k| = 2 /A
angestrahlt wird, interagieren Atome mit dieser Strahlung und es entstehen sphéarische
Wellen. Aus diesen gestreuten Wellen ergibt sich der Vektor k" = |k’| = k. Da nur elas-
tische Streuung ohne Energietransfer berlicksichtigt wird, gilt fir die Impulsiibertragung:

q=k —k (39)

In der Quantentheorie wird die elastische Streuung von Roéntgenstrahlung mit der
Born’schen Naherung beschrieben, dabei wird angenommen, dass jeder streuende
Punkt (Streuer) durch das eingestrahlte Feld und nicht das Gesamtfeld angetrieben wird.
Diese kinetische Betrachtung der Streuung trifft nur dann zu, wenn das Streufeld we-
sentlich kleiner als das eingestrahlte Feld ist. Da biologische Makromolekiile hauptsach-
lich aus leichten Atomen bestehen, sind die definierten Streulangen ausreichend klein,
um Mehrfachstreuung zu ignorieren, sodass man innerhalb der Born’schen Naherung
bleibt.12%-133

Die einzelnen Streuer innerhalb eines koharent streuenden Volumens emittieren Wellen,
auf deren Interferenz die elastische Streuung beruht. Die Streuer haben eine korrelierte
Position im Raum, durch Umwandlung vom ,realen® Raum mit Laborkoordinaten r in den
.reziproken Raum mit dem Streuvektor q wird die definierte Struktur des streuenden
Objekts Uber die gestreute Strahlung gemessen. Dieser Umwandlungsvorgang wird in
der Born’schen Naherung mittels Fourier-Transformation beschrieben. Das bedeutet fir
die Reziprokizitat zwischen Dimensionen, das reziproke Grofken groRer werden, je klei-
ner die reale GroRe ist. In Lésung ist die Streuung isotrop und die Streuintensitat nur

abhangig vom Betrag der Impulstibertragung |q| = g = (4 sin @) /A. Durch den differen-
ziellen Streuquerschnitt Z—g wird die Starke der Wechselwirkung der eingestrahlten Strah-

lung und Probe beschrieben. Die Streuamplitude ist die Summe der Streuer N an Posi-
tion ri mit (1 <i < N), der von den einzelnen Zentren gestreuten Wellen. Sie werden

durch den Faktor b; als Streuldange beschrieben und besitzen deshalb die Einheit [cm].
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Die Streuamplitude ist die Fourier-Transformation der Verteilung der Streuer A(q) und

hangt von den individuellen Streuern und der Phase definiert von ihrer Position ab.

N
A@) = ) biexp (g 1) (40)
I=1

Angenommen ein Objekt besteht aus N Streuern, die jede Orientierung annehmen kon-
nen, wird der Phasenfaktor durch folgende Gleichung ausgedriickt:
sin(qr)
qr
Ein Objekt kann durch eine diskrete Verteilung von Streuern dargestellt werden, dabei

(exp(lq *17)) = (41)

ist es praktikabler, eine kontinuierliche Verteilung der Streulangendichte p(r) (gesamte
Streulange der Atome pro Volumeneinheit) zu verwenden. Je nach Anwendung kénnen
beide Ansatze eingesetzt werden.'?8.129

Die Streulangendichteverteilung ist abhangig von der Interaktion der Strahlung mit Ma-
terie, bei harter Rontgenstrahlung findet die Interaktion ausschlieRlich mit Elektronen
statt, da sie im Vergleich zu Protonen eine wesentlich geringere Masse aufweisen. Fr
ein einzelnes Elektron betragt der Radius b = 1, = 2,82 * 10~ 3¢m. Flr ein Atom mit ei-
ner radialen Elektronendichte mit der Streuldngendichte p(r) als Ursprungsort gilt:

sin(qr) ir
qr

be(q) = rodn f p(r)r? (42)

sin(x)

Da lim (

x—0

) = 1, die Atomare Streulange in Vorwartsrichtung (q = 0) ist b, (0) = Zr,

mit Z als Ordnungszahl ist der Grund, weshalb Rdntgenstrahlen starker mit schweren
Atomen interagieren. Die Rontgenstreuungslange sollte Wellenlangen-unabhangig sein,
auler die Photonenenergie |6st Absorptionsvorgange im Molekul aus, was zu sogenann-

ter resonanter oder anomaler Streuung fiihrt."?°

Losung

k
EinfallenderStrahl |k| = 2w /A

K/ 20 N
Gestreuter Strah|/ Ik :

Detektor

Losemittel

Abbildung 18 Schematische Darstellung eines SAXS-Experiments in Lésung
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Fur Streuexperimente an Makromolekilen in Losung ist es praktisch, ihre Streulangen-
dichteverteilung p(r) zu bestimmen. Dies erfordert die Messung sowohl des Lésemittels
mit und ohne das zu analysierende Makromolekil. Um die Nettostreuung der Partikel zu
erhalten, werden die Streumuster voneinander abgezogen. Dabei wird das Ldsemittel
als merkmallose Matrix mit konstanter Streulangendichte ps angesehen und das Abwei-
chungen dieser Streulangendichte wird AusschlieBlich durch Partikel in der Losung ver-

ursacht 42,129,130,133

Ap(r) = p(r) —ps (43)
Mittels Fourier-Transformation erhalt man die zugehdrige Streuamplitude:
A@ =3lp()] = | 8p) expliar) dr (44)
|4

Die Amplitude kann nicht direkt gemessen werden, sondern nur die Intensitat. Fir mo-
nochromatische Strahlung entspricht dieser der Anzahl an Photonen pro Flache und Zeit

in Richtung 26, daraus ergibt sich folgender Zusammenhang:'®

I(q) = A(q) * A"(q) (45)
Fur die Intensitat die am Detektor gemessen wird, gilt folgende Gleichung:'?°
I.(q9) Iy do
Imeas(q) = L22 = L_% * a0 (46)

Fir die Anzahl der Streuer Nnews(q) gilt die Anzahl der Photonen in einem Pixel A wah-
rend der Zeit At:'?°

A A do
Nmeas(Q) = IeL_zzAt =1 L_ZZE

(q@)At (47)
Diese Funktion beschreibt die Betrachtung eines einzelnen Partikels in der Probe unter
der Annahme, dass die Probe aus einer Kombination von identischen Partikeln besteht.
Dadurch ist die Gesamtstreuung von der Partikelverteilung in der Probe abhangig. Das
bedeutet, die totale Streudichte setzt sich aus einer Funktion fur die Partikeldichtevertei-
lung Ap(r) und einer Funktion von Lage und Orientierung der Partikel d(r) zusammen,
daraus ergibt sich:'?°
Apeotar(r) = Ap(r) * d(r) (48)
Daraus ergeben sich aus der Fourier-Transformation folgende Gleichungen flr
Amplitude:
Atotai(@) = S[Ap(M)] x5[d ()] = A(q) * F(q) (49)
Und fiir die Intensitéat:'2°
Itotar(q) = 1(q) * S(q) (50)
Wobei I(q) die Struktur des Partikels und S(q) seine Verteilung bertcksichtigt. In einem
idealen Einkristall haben alle Atome die gleiche Ausrichtung und sind gleichmaBig im

Raum verteilt. Das bedeutet alle Streuamplituden der individuellen Partikel kénnen flr
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alle Interpartikelinterferenzen summiert werden. Das hat zur Folge, dass die totale
Streuintensitat entlang eines definierten reziproken Gitters verlauft und als diskrete drei-
dimensionale Funktion I(qnua) flir den gesamten Kristall aus einer Streudichteverteilung
einer einzelnen Einheit des Kristalls gemessen werden kann. Diese Einheiten werden
als Diffraktionsmuster bezeichnet.'28-130
Sind die Partikel hingegen zufallig im Raum verteilt und ist ihre Position und Ausrichtung
nicht korreliert, wie in LOsung Ublich ist, ist die Intensitat dieses Ensembles eine kontinu-
ierliche isotrope Funktion proportional der Streuintensitat eines Partikels gemittelt Gber
alle Orientierungen:
I(g) = [I(@)]a (51)

Dies gilt fur ausreichend verdliinnte Lésungen ohne Interaktion der Molekule untereinan-
der.'?®
Der zweite Fall beschreibt das Vorliegen von teilverdiinnten Lésungen, mit zufallig ver-
teilten aber miteinander interagierenden Partikeln. Solange sie zufallig orientiert sind,
bleibt die Funktion isotrop und fiir sphéarische Molekiile bleibt sie ein Produkt von:'?°

Itotar(q) = 1(q) X S(q) (52)
Mit dem Streuintensitatsterm I(q) auch als Formfaktor und dem Interferenzterm S(q) als
Strukturfaktor bekannt. Fir die Analyse der Struktur und Interaktion von Makromolekiilen
in Losung sind sowohl der Term fir die Streuintensitat als auch der Interferenz von gro-
Rer Bedeutung. Durch Veranderung der Konzentration der Makromolekile oder Veran-
derung der Eigenschaften des Losemittels, z.B. pH-Wert, lonenstarke usw. kénnen die
Terme voneinander unabhangig untersucht werden. Aus der unterschiedlichen Gewich-
tung der Gesamtstreuintensitat kann so bestimmt werden, ob unterschiedliche Partikel-

groRen und/oder Ausrichtungen in der Probe vorliegen.'?®

2.4 Physikalische Methoden

Dieses Kapitel der Arbeit befasst sich mit den theoretischen Grundlagen und Messprin-

zipien der verwendeten physikalischen Methoden

2.4.1 Viskositat und Rheologie

Die Viskositat oder friher auch Zahigkeit einer Flissigkeit, bezeichnet den auftretenden
FlieBwiederstand, der aus Reibungskraften entsteht, wenn Molekule in einem Fluid ge-
geneinander verschoben werden. Per Definition sind Fluide alle Stoffe oder Stoffgemi-

sche, die ein Flieverhalten an den Tag legen, z.B. Flissigkeiten oder Gase.
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Bei konstanter Temperatur ist das Verhaltnis von Schubspannung 1 und Scherrate y eine
Materialkonstante.'3* Dies gilt allerdings nur fiir idealviskoses- oder Newton‘sches Flief3-

verhalten. Ist diese Bedingung erflllt, kann aus dem Newton’schen Reibungsgesetz,

dv
— - 53
F=nxA=* I (53)
zwischen zwei laminaren Schichten das Newton’sche Gesetz abgeleitet werden.
T=1n*y (54)

Mit n der Viskositéat, y der Scherrate und T der Schubspannung'34-'36

Die graphische Darstellung des FlielRverhaltens wird als FlieRkurve bezeichnet, hierbei
wird die Scherrate y gegen die Schubspannung t aufgetragen. Aus der FlieRkurve wird
die Viskositatskurve abgeleitet, dabei wird die Scherrate y gegen die Viskositat n aufge-

tragen, fur Newton'sche Fluide ergibt sich eine Ursprungsgerade (vgl. Abb. 19).

Viskositat [mPa*s]

. T :

0 50 100
Scherrate [1/s]

Abbildung 19 FlieBkurve eines Newton schen Fluids

Daraus ergibt sich, dass die Viskositat fur idealviskose Fluide unabhangig von der Hohe
und Dauer der Scherbelastung ist. Viskositaten kdnnen mittels Auslaufbechern, Kapillar-
, Kugelfall- oder Stabinger-Viskosimetern gemessen werden. 34136

Um das wesentlich komplexere Flielverhalten von nicht Newton schen Fluiden zu be-
stimmen, wird auf die Technik der Rheologie zuriickgegriffen. Mit dieser Messtechnik ist
es moglich, Deformations- und FlieRverhalten von sehr niedrigen bis sehr hohen Scher-
belastungen zu messen. Die Grundlage fir alle rheologischen Parameter ist das Zwei-
Platten-Modell, bei dem die obere Platte (Flache A) durch eine Kraft F bewegt und die
Geschwindigkeit v gemessen wird. Die untere Platte ist unbeweglich, was zur Scherung
des Fluids im Spalt mit dem Abstand h fiihrt. 134136
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Abbildung 20 Schematische Darstellung der FlieBgeschwindigkeit einer Fliissigkeit im Spalt eines Zwei-
Platten-Modells fiir Scherversuche

Fur eine exakte Berechnung der rheologischen Parameter missen zwei Bedingungen
erfillt sein, erstens die Probe muss Uber Adhasion mit beiden Platten verbunden sein,
zweitens es gibt nur laminare FlieRbedingungen und keine turbulente Strémung. Die re-
alen geometrischen Verhéltnisse in einem Rheometer sind nicht so ideal wie im Zwei-
Platten-Modell beschrieben, weshalb die Annahmen nur bei kleinen Messspalthéhen
gelten. 134137

Die Schubspannung T ist definiert als Kraft F pro Flache A

=0 (55)

und die Scherrate y als Geschwindigkeit v durch die Messspalthéhe h

V== (56)
Daraus ergibt sich fir die Viskositat n
_ T
n= }—/ (57)

In der praktischen Anwendung wurde das Platte-Platte-Messsystem durch ein Kegel-
Platte-Messystem ausgetauscht, das bietet den Vorteil das die Scherrate unabhangig
vom Radius ist."3+-137
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Abbildung 21 Schematische Darstellung der Messsysteme eines Rheometers mit allen wichtigen Kenngré-
Ben

Der Messspalt h zwischen Kegel und Platte vergrofiert sich nach auf3en mit dem Abstand
r von der Drehachse (0 <r <R). Der Maximalwert fur den Messspalt wird bei r=R er-

reicht daraus folgt:

hmax
= 58
tana R ( )

Die Umfangsgeschwindigkeit ist ebenfalls vom Radius abhangig und erreicht ihren Ma-

ximalwert bei r=R, was zu folgender Beziehung flihrt.

. Umax w *R 0] w
Y Rpax R*tand tana «a (59)

Das bedeutet, dass die Scherrate unabhéngig vom Radius wird, wenn a < 3° ist.’34-138

3 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse und Diskussion sind in drei grol’e Themenblécke unterteilt, die in Kapi-
tel 5 nochmal als Gesamtergebnis mit Ausblick auf zuklnftige Projekte zusammenge-
fasst werden. Die einzelnen Themenblocke beschreiben ein in sich abgeschlossenes
Projekt, das die unterschiedlichen Eigenschaften ausgewabhlter ILs und ihren Einfluss
auf das Basische Myelin Protein als Modellprotein fir IDPs zeigen. Der erste Abschnitt
befasst sich hauptsachlich mit dem Einfluss von Cholin-dihydrogenphosphat auf die L6-
sungsstruktur von MBP in unterschiedlichen Puffern. Wahrend es im zweiten Abschnitt
eher um die rekombinante Herstellung und die Ausbeutenmaximierung von MBP und

seinen Mutanten geht. Der dritte und letzte Abschnitt stellt eine Vereinigung der
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vorherigen Projekte dar, wobei anhand einer Modell IL auf Imidazolbasis ein Modell-
membransystem geschaffen werden sollte, dass die Ausbildung von Sekundar- und Ter-

tiarstruktur von IDPs ermdglichen sollte.

3.1 Einfluss von Cholin-dihydrogenphosphat auf Struktur und Dyna-
mik von MBP

Obwohl lonische Flissigkeiten schon seit mehr als 150 Jahren bekannt sind, steckt die
Erforschung ihrer Anwendungsmaoglichkeiten noch in den Kinderschuhen, da sie erst in
den letzten Jahren starker in den Fokus der Wissenschaft gerickt sind. In friheren Stu-
dien wurde bereits der positive Einfluss von einigen ILs auf Struktur und Dynamik von
Proteinen festgestellt. Bis jetzt wurde der Einfluss von Cholin-dihydrogenphosphat
hauptsachlich fir Proteine, die bereits Sekundar- oder Tertiarstrukturen aufweisen, er-
forscht.®2® Deswegen war eines der Ziele dieses Projekts den, Einfluss von CDHP auf
intrinsisch ungeordnete Proteine, wie MBP eines ist, zu untersuchen und zu klaren, ob
auch unterschiedliche Puffer bei gleichem pH-Wert einen Einfluss auf die Losungsstruk-
tur haben koénnen.

Bei Basischem Myelin Protein handelt es sich um ein IDP, das in Wasser oder wassrigen
Lésungen Cluster oder Aggregate bildet, um seine hydrophoben Regionen bestmdglich
vom polaren Lésemittel abzuschirmen.

Um herauszufinden, welchen Einfluss ILs auf MBP haben kénnen, wurden Proben mit
0, 5, 10, 15, 20, 25 und 50 Prozent CDHP hergestellt und mit Konzentrationen von 2-
10 uM MBP versetzt, da MBP bereits bei niedrigen Konzentrationen zur Aggregation
neigt. Um dieses Aggregationsverhalten zu beobachten, wurde die dynamische Licht-
streuung (DLS) als Methode gewahlt und zur Erganzung noch die elektrophoretische

Lichtstreuung (ELS), um das Zetapotential zu bestimmen.

3.1.1 Ergebnisse Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP) in PBS-Puffer

In diesem Teil der Arbeit wird der mdgliche Einfluss von PBS-Puffer auf IL/Wasser-Mi-

schungen und die Struktur und Dynamik von MBP diskutiert.

3.1.1.1 Ergebnisse Brechungsindex und Viskositét

Der Puffer wurde wie in Kapitel 4.2.2 und die Proben nach dem Pipettierschema in Ka-

pitel 4.2.3 hergestellt. Zuerst mussten der Brechungsindex und die Viskositat bestimmt
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werden, da es sich bei beiden GréRen um stoffspezifische Eigenschaften handelt, mit
denen das Gemisch aus Puffer/IL charakterisiert werden kann. Des Weiteren werden die
beiden Gréflen zur Berechnung des hydrodynamischen Radius flr die Dynamische
Lichtstreuung (DLS) bendtigt. Die Messung des Brechungsindex erfolgte, wie in Kapitel

4.7 beschrieben. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle 1.7
Tabelle 1 Brechungsindex von Cholin-dihydrogenphosphat in PBS-Puffer

CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP
5% 10% 15% 20% 25% 50%
20 1,33465 1,34186 1,34908 1,35634 1,36319 1,3702  1,4047
25 1,33411 1,34128 1,34844 1,35566 1,36247 1,36946 1,40384
30 1,33351 1,34064 1,34774 1,35494 1,36172 1,36869 1,40305
35 1,33281 1,33993 1,34698 1,35417 1,3609 1,36785 1,40217
37 1,3325 1,33963 1,34668 1,3539 1,36063 1,3675 1,40179

T[°C] PBS

Danach wurde die Viskositat mittels Rheometer wie in Kapitel 4.8 beschrieben gemes-
sen. Aus der FlieBkurve der dynamischen Viskositat Iasst sich bereits die Aussage tref-
fen, dass es sich um ein Newton’sches Fluid handelt (Abb. 22).137.138
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CDHP/PBS 50% 35°
l CDHP/PBS 50% 37°
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Abbildung 22 Graphische Darstellung einer FlieBkurve der dynamischen Viskositdt in Abhéngigkeit von
Scherrate und Temperatur
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Bei den Ergebnissen in Tabelle 2 handelt es sich um die Mittelwerte, die aus jeweils 40

Messpunkten berechnet wurden.

Tabelle 2 Viskositdt von Cholin-dihydrogenphosphat in PBS-Puffer

T PBS CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP

5% 10% 15% 20% 25% 50%
[°C] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S]
20 | 0,00101 0,001087 0,001302 0,001513 0,00168 0,00208 0,00995
25 | 0,000887 0,001031 0,001101 0,001225 0,00139 0,00187 0,01092
30 | 0,000649 0,000849 0,001006 0,001017 0,00134 0,00168 0,01381
35 | 0,000503 0,000789 0,000837 0,000998 0,00127 0,00163 0,01548
37 | 0,000467 0,000705 0,000797 0,000954 0,00106 0,00156 0,01841

In den Werten fir die Viskositaten sieht man die typische Disproportionalitat. Mit stei-
gender Temperatur nimmt die Viskositat ab, mit einer Ausnahme: Bei der Mischung mit
einem Massenanteil von 50 % lonischer Flussigkeit sieht man einen Anstieg der Visko-
sitat mit der Temperatur (vgl. Abb. 22). Dies kdnnte fir einen konzentrationsabhangigen

Effekt der IL sprechen und muss im Auge behalten werden. 37138

3.1.1.2 Ergebnisse Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Nachdem der Brechungsindex und die Viskositat bestimmt waren, wurden DLS-Messun-
gen durchgefuhrt. Zuerst wurden die Referenzmessungen der IL/Puffer Mischungen
ohne Protein gemessen, um herauszufinden, ob bereits in der Lésung Strukturen vor-
handen sind.

Bei den Messungen handelt es sich um Temperaturserien von 20°-37° C, gemessen in
der Rickwartsstreuung in einem Winkel von 175°, die Zugehdrigen Messung der Seit-
wartsstreuung befinden sich im Anhang. In Abbildung 23 A sind exemplarisch die Korre-
lations-Zeit-Funktionen fiir 37° C abgebildet.
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Abbildung 23 A: Korrelations-Zeit-Funktionen von PBS-Puffer mit unterschiedlichen Konzentrationen Cholin-
dihydrogenphosphat B: die dazugehérigen Partikelgré3enverteilungen

37° C wurde ausgewahlt, da die Messungen zu einem spateren Zeitpunkt mit Protein

wiederholt werden sollten und dies der Kérpertemperatur eines Menschen entspricht,
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bei der man die héchstmaogliche Funktionalitat eines Proteins erwartet. In Abbildung 23 B
finden sich die dazugehdrigen PartikelgroRenverteilungen.

Wie zuvor erwahnt, handelt es sich bei der DLS um eine schnelle Methode zur Messung
der PartikelgrofRe bzw. PartikelgrofRenverteilung. Sie gibt keinen Aufschluss tber Struk-
tur oder Zusammensetzung der Partikel, auRerdem ist die Methode sehr anfallig fir Ver-
unreinigungen. Allgemein sind DLS-Messungen mit Vorsicht zu beurteilen, da der be-
rechnete hydrodynamische Radius einer idealen harten Kugel entspricht, die mit der Ge-
schwindigkeit des zu untersuchenden Partikels diffundiert.

Um Informationen Uber das Verhalten von MBP in PBS-Puffer und unterschiedlichen
Konzentrationen CDHP zu erhalten, sind Messungen ohne Protein entscheidend. Da
aus der Autokorrelation die PartikelgroRenverteilung abgeleitet wird, ist die Analyse der
Referenz Proben von grofiter Bedeutung. Generell sollten Korrelationsfunktionen = 0,3
sein, damit sie signifikant sind; ansonsten kénnen aus ihnen nur Trends abgelesen wer-
den und ihre PartikelgréRenverteilungen kdnnten ungiiltig sein.

Auffallig ist, dass alle Korrelationsfunktionen, mit Ausnahme von PBS/CDHP 50% unter
0,1 liegen Das hat zur Folge, dass die Aussagekraft sehr gering ist und man die berech-
neten PartikelgréRenverteilung héchstens als einen Trend ansehen sollte. Als Nachstes
sollte auffallen, dass die Korrelationsfunktionen einer aufsteigenden Ordnung folgen; mit
zunehmender Konzentration an CDHP steigt ihre Intensitat. Des Weiteren fallt auf, dass
alle Kurven eine typische Form aufweisen: erst ein langsamer Abfall bis zu 1 ms, gefolgt
von einem schnellen Abfall.

Wie zuvor erwahnt wird aus der Autokorrelationsfunktion die Partikelgrofienverteilung
berechnet und bei einer zu niedrigen Korrelationsfunktion kann der Wert nur als Trend
angesehen werden.

Dies bestatigt sich, wenn man zur weiteren Auswertung die Seitwartsstreuung im An-
hang in Betracht zieht. Die Autokorrelationen zeigen nun Werte teilweise > 1, ihre zuvor
beobachtete Ordnung geht verloren und sie wirken zuféllig. lhre Form ist ahnlich, ein
langsamer Abfall bis zu 1 ms, gefolgt von einem schnelleren Abfall, durch ihre gréRere
Intensitat hier deutlicher zu erkennen. Die daraus resultierende Partikelgrof3enverteilung
zeigt einen deutlich gréReren hydrodynamischen Radius als die der Rickwartsstreuung.
Um einen Vergleich zu ermdglichen, wurden die DLS-Messungen unter gleichen Bedin-
gungen mit 2 yM MBP wiederholt. In Abb. 24 sind die Ergebnisse der Rickwartsstreu-

ung flr die Autokorrelationsfunktion und der PartikelgroRenverteilung gezeigt.
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Abbildung 24 A: Korrelations-Zeit-Funktion verschiedener PBS/CDHP Mischungen B: Die zu A gehérenden
Partikelgré3enverteilungen

Beginnen wir die Betrachtung hier bei der Grof3e der Korrelationsfunktionen. Durch die
Zugabe von MBP hat sich ihre Hohe nahezu verdoppelt, ist aber immer noch unter der

Signifikanzgrenze von 0,3. Es ist keine Ubergeordnete Ordnung zu erkennen, ahnlich
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der Seitwartsstreuung im Anhang. Aus ihrer Form lasst sich ableiten, dass es sich min-
destens um eine bimodale Verteilung handelt. Die bimodale Verteilung spricht dafiir,
dass die Probe mindestens zwei Spezies enthalt, die unterschiedliche Streumuster auf-
weisen. Vergleicht man die PartikelgréRenverteilung von Seitwarts- und Rickwartsstreu-
ung, zeichnet sich ein deutliches Bild ab; vergleicht man die Form der Peaks, sieht man
nicht nur eine bimodale, sondern eher eine multimodale Partikelgrofienverteilung. Das
spricht daftir, dass in der Probe Proteinaggregate in allen erdenklichen Formen und Groé-

Ren vorliegen mussen.

3.1.1.3 Ergebnisse Elektrophoretische Lichtstreuung (ELS)

Als letztes Experiment zur Charakterisierung des Einflusses von PBS/CDHP Mischun-
gen auf MBP, wurde die Elektrophoretische Lichtstreuung (ELS) durchgefiihrt. Hierbei
werden durch die Messung des Potenzials an der Scherebene das Zetapotential und die
elektrophoretische Mobilitat bestimmt. Da man bei den Messungen ohne MBP anna-
hernd von einer monomodalen Verteilung ausgehen kann, sind Veranderungen des
Zetapotentials ausschlieBlich auf die Zugabe von MBP zurlickzuflhren. Zetapotential
Messungen kdnnen ausschliellich in der Rickwartsstreuung durchgeflihrt werden. Alle

Messungen wurden bei 25° C durchgefihrt.
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Abbildung 25 A: Mittleres Zetapotential gegen Konzentration CDHP B: Mittleres Zetapotential gegen Kon-
zentration CDHP mit 2 uM MBP

Betrachtet man zuerst das Zetapotential von reinem PBS-Puffer fallt auf, dass es bei ca.

-10,9 mV liegt, durch die Zugabe von CDHP verschiebt es sich in Richtung positiverer

Werte. Dies kommt eventuell davon, dass es sich bei Cholin-dihydrogenphosphat um

eine lonische Flussigkeit handelt. Durch die Zugabe zusatzlicher lonen erhoht sich die

Gesamtleitfahigkeit der Lésung, was vermutlich zu einer homogeneren Verteilung der
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Ladungen innerhalb der Probe fihrt. Interessanterweise ist dieser Effekt nicht konzent-
rationsabhangig, was zu erwarten ware. Analysiert man nun die Zetapotentiale mit Pro-
tein, fuhrt schon die Zugabe von geringen Mengen Protein zu einer deutlichen Verande-
rung, da alle Proben die CDHP enthalten ein positives Zetapotential aufweisen. Dies ist
vor allem auf die Ladung von MBP zurlickzufihren, die mengenmalig haufigste Variante
hat eine Nettoladung von +19. Das positive Zetapotential kommt durch den Ausgleich
der vorhandenen negativen Ladung zustande. Allerdings ist kein Muster erkennbar und
die Positivierung des Zetapotentials scheint nicht von der Konzentration des CDHP ab-
zuhangen. Die Werte des Zetapotentials sind in diesem Zusammenhang mit Vorsicht zu
beurteilen, da sich durch Zugabe des MBP mindesten eine bimodale, wenn nicht sogar
multimodale PartikelgréRenverteilung bildet. Des Weiteren sind die Unterschiede zwi-
schen den Zetapotentialen nicht signifikant genug, um eine genaue Aussage zu treffen,
man kann hochstens einen Trend ablesen.

Mittels der Elektrophoretischen Lichtstreuung wurde nicht nur das Zetapotential be-
stimmt, sondern auch die elektrophoretische Mobilitdt. Dabei handelt es sich um eine
stoffspezifische GréRRe, die die Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld
beschreibt. Sie ist abhangig von der Nettoladung des Partikels, seiner Grolie, der lonen-
starke, Viskositat, pH-Milieu des Mediums und der Temperatur. Fir amphiphile Molekile
wie Proteine ist es interessant, diesen Parameter zu kennen, um z.B. den isoelektrischen
Punkt zu bestimmen. In Abb. 26 sind die elektrophoretischen Mobilitaten in Abhangigkeit

zur Konzentration der IL dargestellt.
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Abbildung 26 A: Elektrophoretische Mobilitdt gegen Konzentration CDHP B: Elektrophoretische Mobilitat
gegen Konzentration CDHP mit 2 uM MBP

In Abb. 26 A sieht man, dass die elektrophoretische Mobilitdt im niedrigen negativen

Bereich liegt und mit steigender CDHP-Konzentration annahernd linear bleibt. Betrachtet

man Abb. 26 B fallt auf, dass sich die elektrophoretische Mobilitat in Richtung positiverer
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Werte verschiebt, aullerdem geht der lineare Zusammenhang der reinen PBS/CDHP
Mischungen verloren. Dies kann zum ersten dadurch erklart werden, dass die Zugabe
von positiven Ladungen in Form von Proteinen die elektrophoretische Mobilitat erhéht.
Zweitens kommt es durch die Zugabe des Proteins zu einer Veranderung von einer mo-
nomodalen zu einer bi- oder multimodalen Verteilung. Dies spricht dafir, dass in der
Probe unterschiedlich grolie Aggregate vorliegen. Da die elektrophoretische Mobilitat
auch von der GroRRe der Partikel abhangig ist, erklart das moglicherweise die Unter-
schiede in Abhangigkeit von der CDHP-Konzentration. Auch hier sind die Unterschiede
nicht signifikant genug, um eindeutige Aussagen zu treffen und man sollte es wie beim

Zetapotential nur als einen Trend sehen.

3.1.2 Ergebnisse Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP) in HEPES-Puffer

Dieser Abschnitt der Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von Mischungen aus HEPES
Puffer mit Cholin-dihydrogenphosphat auf MBP. Die Vorgehensweise bei den Experi-

menten folgt der gleichen Reihenfolge wie in 3.1.1 beschrieben.

3.1.2.1 Ergebnisse Brechungsindex und Viskositét

Wie in Kapitel 3.1.1 wurden auch hier zuerst die Viskositat und der Brechungsindex der
Mischungen bestimmt, da diese flr die Berechnung der Partikelgré3en im DLS bendétigt
werden. Die Probenvorbereitung erfolgte, wie in Kapitel 4.1.2 und 4.2.3 beschrieben. In
Tabelle 3 finden sich die gemessene Brechungsindizes.'?’
Tabelle 3 Brechungsindex HEPES/CDHP
CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP
5% 10% 15% 20% 25% 50%
20 | 1,33388 1,34156 1,34915 1,35723 1,36426 1,37267 1,40438
25 | 1,33336 1,34099 1,34851 1,35655 1,36355 1,37192 1,40355
30 | 1,33277 1,34035 1,34783 1,35584 1,36281 1,37116  1,40285
35 1,33212 1,33964  1,3471 1,35513 1,36209 1,37043  1,40199
37 1,33183 1,33936 1,34686 1,35493 1,36187 1,37024 1,4017

HEPES

Als nachstes wurde die dynamische Viskositat mittels Rheologie bestimmt, bei den an-

gegebenen Werten handelt es sich um einen Mittelwert Gber 40 Messpunkte.
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Tabelle 4 Dynamischen Viskositéat der HEPES/CDHP Messungen

T HEPES CDHP CDHP CDHP CDHP CDHP  CDHP

5% 10% 15% 20% 25% 50%
[°C] [PA*S] [PA*S]  [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S]
20 | 0,00102 0,00108 0,00134 0,00187 0,00222 0,00264 0,00905
25 | 0,000958 0,000916 0,00111 0,00168 0,00208 0,00222 0,00984
30 | 0,000668 0,000838 0,00102 0,00143 0,00189 0,00199 0,01117
35 | 0,000512 0,000777 0,000931 0,00134 0,00181 0,00185 0,01208
37 | 0,000493 0,000709 0,000801 0,00131 0,00176 0,00181 0,01385

Die Viskositatswerte ahneln denen mit PBS-Puffer, kleinere Unterschiede kdnnen durch
die unterschiedlichen Konzentrationen der Puffer erklart werden. Was auffallt ist, dass
die HEPES/CDHP 50% Mischung einen proportionalen Anstieg zwischen Temperatur
und Viskositat zeigt und dieses Verhalten untypisch fur Newton’sche Fluide ist, da nor-
malerweise mit steigender Temperatur die Viskositat abnimmt. Ein ahnliches Verhalten
konnte schon bei Mischungen mit PBS-Puffer beobachtet werden. Da dieses Verhalten
bei zwei voneinander unabhangigen Messreihen, aufgetreten ist, handelt es sich még-

licherweise um eine Eigenschafft der lonischen Flissigkeit.'3":138

3.1.2.2 Ergebnisse Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Nach den Brechungsindex- und Viskositats-Messungen folgten die DLS-Messungen.
Wie bereits in Kapitel 3.1.1.2 erwahnt, lassen DLS-Messungen keine Aussage Uber Zu-
sammensetzung oder Beschaffenheit der Partikel zu, sondern nur PartikelgrofRen bzw.
PartikelgroRenverteilung des hydrodynamischen Radius. Da sich bei den PBS/CDHP
Mischungen gezeigt hat, dass bereits geringe Protein-Konzentrationen von 2 yM MBP-
Aggregate bilden und zuséatzlich die Korrelations-Zeit-Funktionen sehr niedrig ausgefal-
len sind, wurde fir die Messreihe mit HEPES-Puffer zusatzlich noch die Proteinkonzent-
ration variiert, um detailliertere Aussagen Uber das Verhalten von MBP, in Mischungen
von unterschiedlichen CDHP-Konzentrationen, treffen zu kénnen.

Wie zuvor wurden Temperaturserien von 25°-37° C in Seitwarts- und Rickwartsstreuung
aufgenommen. In Abb. 27 sind exemplarisch einige Autokorrelationsfunktionen mit ihren
zugehdrigen PartikelgréfRenverteilungen abgebildet. Um die Vergleichbarkeit zu 3.1.1.2
zu wahren, handelt es sich um die Messungen bei 37° in der Rickwartsstreuung, weitere

Ergebnisse befinden sich im Anhang.
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Abbildung 27 A: Autokorrelationsfunktion fiir 0-10 uM MBP in HEPES Puffer B: PartikelgréBenverteilung O-
10 uM MBP in HEPES Puffer C: Autokorrelationsfunktion fiir 0-10 uM MBP in HEPES/CDHP 15% D: Parti-
kelgréBenverteilung 0-10 uM MBP in HEPES/CDHP 15% E: Autokorrelationsfunktion fiir 0-10 uM MBP in
HEPES/CDHP 50% F: PartikelgréBenverteilung 0-10 uM MBP in HEPES/CDHP 50%

Wie schon in Kapitel 3.1.1.2 fallt auf, dass die Autokorrelationsfunktionen sehr niedrig

sind, allerdings steigen sie mit héheren Konzentrationen CDHP an (Vgl. Abb. 26 A und

46



E). Des Weiteren fallt auf, dass sich die Hohe der Autokorrelation mit steigender Protein-
konzentration verandert. Trotzdem bleiben die Hohen der Korrelationsfunktionen unter
dem Signifikanzwert von 0,3. Mit Ausnahme der Mischung von HEPES/CDHP 50%,
kann man die berechneten PartikelgréRenverteilungen ahnlich wie in Kapitel 3.1.1.2 nur
als einen Trend ansehen. Bezieht man hier zusatzlich die Autokorrelationsfunktionen der
Seitwartsstreuung mit ein (Abb. 58, 59 und 60 im Anhang), bestatigt sich dieser Trend,
da nun die Autokorrelationsfunktionen oberhalb des Signifikanzwertes von 0,3 liegen
und die dazugehdrigen Partikelgrofienverteilungen zu denen der Rickwartsstreuung
passen.

Als nachstes sollte man die Form der Korrelationsfunktionen betrachten. Man erkennt
die typische Form, die man auch schon in Kapitel 3.1.1.2 gesehen hat, es fangt mit einem
flachen Abfall an, gefolgt von einem starken Abfall bei ca. 1 ms. Diese Form spricht wie-
der daflr, dass man von einer mindestens bimodalen Partikelgrofenverteilung ausge-
hen muss. Schaut man sich in diesem Zusammenhang die PartikelgréRenverteilung des
hydrodynamischen Radius an, fallt auf, dass sich mindestens zwei Arten von streuenden
Partikeln in der Probe befinden missen. Einige haben einen sehr kleinen hydrodynami-
schen Radius zwischen 1-10 nm, hierbei handelt es sich vermutlich um das Cholin-
dihydrogenphosphat mit seiner Hydrathdille, das singulare Protein mit seiner Hydrathiille
oder eine Kombination aus Protein und ionischer Flissigkeit. Bei der zweiten Spezies

von ca. 100-1000 nm handelt es sich vermutlich um Proteinaggregate.

3.1.2.3 Ergebnisse Elektrophoretische Lichtstreuung (ELS

Auch hier wurden zusatzlich ELS-Messungen durchgeflhrt, wie schon in Kapitel 3.1.1.3
beschrieben werden hier mittels cmPALS-Methode das Zetapotential und die elektro-
phoretische Mobilitdt bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen von Ka-
pitel 3.1.1.3 zu gewahrleisten, wurden die gleichen Parameter bei der Messung verwen-
det.

Die PartikelgroRenverteilungen der HEPES/CDHP Mischungen konnten wieder als an-
nahrend monomodal angesehen werden, was zur Folge hat, dass Veranderungen des
Zetapotentials und der elektrophoretischen Mobilitat nur von der Konzentration des Pro-
teins und der Grolie der ausgebildeten Strukturen abhangig ist.

In Abb. 28 A ist das Zetapotential gegen die Konzentration CDHP aufgetragen, in 28 B
die elektrophoretische Mobilitat gegen die Konzentration CDHP.
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Abbildung 28 A: Mittleres Zetapotential gegen die Konzentration CDHP mit 0, 2, 5 und 10 uM MBP B: elekt-
rophoretische Mobilitdt gegen Konzentration CDHP mit 0, 2, 5 und 10 uM MBP

Zunachst fallt auf, dass durch die Zugabe von MBP sowohl das Zetapotential als auch
die elektrophoretische Mobilitat vom leicht negativen in den positiven Bereich verscho-
ben werden. Das lasst sich einfach durch die Nettoladung des Proteins von +19 erklaren,
welche die negativen Ladungen des CDHP ausgleicht.

Als nachstes fallt die Form der Kurven von 0, 2, 10 uM auf, sie haben alle ein lokales
Maximum bei einer Konzentration von ca. 2 M sowohl flir die elektrophoretische Mobilitat
als auch das Zetapotential. Eine Erhéhung des Zetapotentials, ausgeldst durch eine Ver-
starkung der interpartikularen AbstoBungskrafte, kdnnte ein Zeichen fir verringerte Ag-
gregation sein; allerdings gibt es in den PartikelgréRenverteilungen der DLS keine Be-
weise fur diese Annahme.

Bei der Kurve von 5 yM MBP fallt auf, dass sie ganz anders verlauft als die Ubrigen
Kurven. Sie hat den hochsten Ausgangswert vom Zetapotential und der elektrophoreti-
schen Mobilitat und fallt proportional zum Anstieg der CDHP-Konzentration ab. Eine
mogliche Erklarung findet sich in den Autokorrelationsfunktionen der Ruckwartsstreu-
ung. Bei einer Konzentration von 5 yM MBP fallen diese deutlich niedriger aus als die
Korrelationsfunktionen der Proben, die kein MBP enthalten. Allgemein sind die Ergeb-
nisse der Rickwartsstreuung und deswegen auch die ELS-Messungen mit Vorsicht zu
bewerten, da die Autokorrelationsfunktionen sehr niedrig und unter dem Signifikanzwert
von 0,3 liegen. Deswegen kénnen die berechneten Werte héchsten als Trend und nicht

absolut angesehen werden.
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3.1.3 Diskussion

Ziel dieses Projekts war es, den Einfluss von Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP), einer
lonischen Flissigkeit, in Mischung mit PBS- und HEPES-Puffer, auf das Basische
Myelinprotein (MBP) zu untersuchen. Frihere Studien legen nahe, dass CDHP die Aus-
bildung von Sekundar- und Tertiarstrukturen globularer Proteine unterstiitzt.® In diesem
Zusammenhang wurde erstmals ein intrinsisch ungeordnetes Protein (IDP) verwendet,
in der Hoffnung, dass CDHP einen Ubergang von Unordnung zu Ordnung auslésen kann
und man so in der Lage gewesen ware, das Protein in wassriger Losung zu untersuchen.
Deswegen wurden die Dynamische und die Elektrophoretische Lichtstreuung ausge-
wahlt, um etwaiges Aggregationsverhalten zu untersuchen. Zuséatzlich sollte der Einfluss
des Puffers auf die unterschiedlichen CDHP/Puffer Mischungen untersucht werden.
Hierfur wurden PBS, ein biochemischer Standardpuffer, der aufgrund seiner Zusammen-
setzung dem osmotischen Druck im menschlichen Kdérper entspricht, und HEPES, ein
weiterer biochemischer Puffer, der wenig Wechselwirkungen mit Proteinen besitzt und
eher den Pufferverhaltnissen im Gehirn entspricht.

Zuerst wurden jeweils der Brechungsindex und die Viskositat beider Puffer sowie die
CDHP/Puffer Mischungen bestimmt. Zum einen handelt es sich bei Brechungsindex und
Viskositat um stoffspezifische Gré3en zur Charakterisierung eines Systems, zum ande-
ren werden sie bendtigt, um in der DLS die PartikelgréRenverteilungen aus der Autokor-
relationsfunktion zu bestimmen. Die Ergebnisse waren eher unspektakular und wie zu
erwarten, mit einer Ausnahme: Bei den beiden Puffer/CDHP Mischungen von 50 % steigt
die Viskositat mit steigender Temperatur an, was nicht dem typischen Verhalten eines
Newton’schen Fluids entspricht.

Danach wurden DLS-Experimente in Temperaturreihen von 20-37° C durchgefiihrt, zu-
satzlich wurden Seitwarts- und Rickwartsstreuung von den Proben gemessen. Bei den
Proben mit PBS-Puffer fiel auf, dass bereits geringste Konzentrationen von 2 yM MBP
zur Aggregation flhrten, weshalb von Experimenten mit hdheren MBP-Konzentrationen
abgesehen wurde. Auflerdem fihrten die niedrigen Autokorrelationsfunktionen der
Ruckwartsstreuung dazu, dass auch die darauffolgenden ELS-Messungen nicht beson-
ders aussagekraftig sind und hochstens als Trend angesehen werden kénnen. Auch die
durchgeflihrten Seitwartsstreuungs-Experimente zeigen, dass sich bei MPB in
PBS/CDHP Mischungen eine multimodale PartikelgroRenverteilung ausbildet und sich
vermutlich nur Aggregate von unterschiedlicher GréRe in der Probe bilden. Dies kénnte
auf den Phosphatpuffer zurlick zu fihren sein, denn schon in friheren Arbeiten
(Cerajewski et al.)'° stellte sich PBS als eher ungeeignet heraus, da er die Bildung von

Proteinclustern eher noch fordert.
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Bei den DLS-Messungen mit HEPES Puffer wurden zusatzlich noch Messungen mit
5 uM und 10 uM MBP durchgefihrt, um eventuelle konzentrationsabhangige Anderun-
gen zu sehen und um eine bessere Datenausgangslage zu haben. Auch bei diesen Er-
gebnissen fallt auf, dass die Autokorrelationsfunktionen sehr niedrig sind und man sie
eher als Trend sehen sollte. Aber im Gegensatz zu den Messungen mit PBS-Puffer fallt
auf das die Partikelgréfienverteilung mit steigender CDHP-Konzentration verandert und
die Peaks eine viel definiertere Form haben. AuRerdem wird der Trend aus der Ruck-
wartsstreuung deutlicher, wenn man die Ergebnisse mit der Seitwartsstreuung ver-
gleicht. Hierbei sieht man eine deutlichere bimodale Verteilung, in der Probe liegen min-
destens zwei Spezies von streuenden Partikeln vor. Bei den groRen hydrodynamischen
Radien von 100-1000 nm handelt es sich, wie schon beim PBS-Puffer, um Aggregate
unterschiedlicher Form und GréRe die MBP Ublicherweise in wassrigen Losungen bildet.
Bei den kleineren Partikeln handelt es sich eventuell um eine Kombination aus Protein
und IL, mit oder ohne Hydrathille. Eine interessante Erkenntnis stammt aus den ELS-
Messungen, sie zeigen ein lokales Maximum der elektrophoretischen Mobilitat und des
Zetapotentials zwischen einer CDHP-Konzentration von 1,5-2 M. Wie auch zuvor sind
die Messung mit Vorsicht zu beurteilen, da sie in Riickwartsstreuung gemessen wurde.
Die hier gezeigten Ergebnisse legen folgende Schlisse nahe: Mischungen aus PBS und
CDHP sind ungeeignet, um das Protein zu 16sen, da bereits geringe Mengen MBP zur
Aggregation fuhren, vermutlich verstarkt durch die elektrostatischen Wechselwirkungen
der Phosphat lonen aus IL und Puffer. Die Verwendung von HEPES Puffer und CDHP
erzielte etwas bessere Ergebnisse, man erhielt eine bimodale Partikelgrofienverteilung
und man konnte bis zu einer Konzentration von 10 yM MBP-Messungen durchflihren, in
denen immerhin noch ein gewisser Anteil monomeres Protein vorlag. Aulerdem wurde
eine gewisse Anomalie in den ELS-Daten entdeckt, die eventuell auf einen Einfluss der
IL auf das Lésungsverhalten und die Dynamik von MBP zuruckzufuhren ist.

Alles in allem ist das System nicht dazu geeignet, Basisches Myelinprotein (MBP) zu
I6sen, ohne dass sich Aggregate bilden. Das bedeutet im Umkehrschluss, dass es nicht
moglich ist, das monomere Protein in seiner naturlichen Faltung wie es in der Myelin-

scheide vorliegt, zu untersuchen.
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3.2 Rekombinante Herstellung von MBP

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, besteht handelsibliches MBP aus einer Mischung
all seiner Isoformen. In den theoretischen Grundlagen wurde erlautert, dass je nach Al-
ter, Umwelteinfluss oder Krankheitsbild unterschiedliche Isoformen vom Kaérper gebildet
werden. Die mengenmalig haufigste Isoform ist die 18,5 kDa-Variante, mit einer Ladung
von +19, von nun an bezeichnet als C1WT. Des Weiteren handelt es sich bei handels-
Ublichem MBP um bovines MBP (bMBP), das rekombinant hergestellte rmMBP stammt
von Nagern und ahnelt in seiner Aminosauresequenz eher dem menschlichen MBP.

Die Expression war nétig, um die reine Isoform des Proteins studieren zu kénnen. Wobei
der Hauptfokus auf zwei Varianten gelegt wurde, einmal C1WT und C1S17CH85C. Die
Doppelcysteinmutante wurde flr spezielle Puls-EPR-Experimente bendtigt, um einen
detaillierten Einblick in die Lésungsstruktur, mit und ohne lonische Flissigkeit zu erhal-
ten. Die Vektoren flr die rekombinante Herstellung wurden von Harauz Lab in Kanada

zur Verfugung gestellt.

3.2.1 Ergebnisse der Expressionsexperimente und Optimierung der Ausbeute

Die Vektoren wurden von Harauz et al. aus Kanada zur Verfiigung gestellt. Erste Ex-
pressionsexperimente wurden streng nach Protokoll durchgeflihrt. Da es sich um
pET22b (+) Vektoren handelt, die flr den E. coli Stamm BL 21 optimiert sind, wurde zu-
erst nur diese Zelllinie verwendet. Allerdings viel bei friiheren expressions Experimenten
auf, dass die Ausbeuten im Vergleich zu denen aus Kanada viel geringer ausfielen.
Deswegen musste der gesamte Prozess von Anfang an Uberprift und falls nétig Gberar-
beitet werden. Als Ausgangsposition diente das Harauz Lab Manual, durch Unterteilen
des Gesamtprozesses in sechs Schritte wurde der Prozess durch ein Trial-and-Error
Verfahren stetig optimiert, bis die finale Durchfihrung entstand, die in Kapitel 4.10 be-
schrieben ist.®

Zuerst musste Uberprift werden, ob BL 21 Zellen, die am besten geeigneten Zellen fir
das Konstrukt waren. Deshalb wurden Expressionsexperimente mit vier unterschiedli-
chen Zelllinien durchgefuhrt: BL 21, BL 21 pUBS, Rosetta und C43. Bei allen Zelllinien
handelt es sich um unterschiedliche E. coli-Stamme. Um eine Vergleichbarkeit der Ex-
pressionsexperimente zu gewahrleisten, wurden sie alle unter den gleichen Bedingun-
gen durchgeflihrt. Hierzu wurden die jeweiligen Zellen bis zu einer OD von 0,8 inkubiert
und dann wurde die MBP-Expression mittels IPTG induziert und stlindlich eine Probe flir

die SDS-Page genommen.*® Auf die Gele wurde immer ein Proteinmarker mit definierten
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GroRRen aufgetragen. Dabei handelt es sich um den Rotimark Standard (New England
Biolabs).Die Ergebnisse sind in Abb. 29-32 zu sehen.

g~

1 ] = ey

e S e %

Abbildung 29 Expressionsexperimente von MBP fiir BL 21 Zellen nach 24 h

Abbildung 30 Expressionsexperimente von MBP fiir BL 21 pUBS-Zellen nach 24 h
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Abbildung 31 Expressionsexperimente von MBP fiir Rosetta Zellen nach 24 h

 Prelnd. ) e S 4h 5h 6h 24h
Abbildung 32 Expressionsexperimente von MBP fiir C 43 Zellen nach 24 h
Aus den Ergebnissen ist eindeutig zu erkennen, dass C43 Zellen nicht fir die Expression

von MBP geeignet sind. Anhand der Dicke der Banden I&sst sich abschatzen, wie viel

Protein in der Probe enthalten ist. Was bei den drei Zelllinien, die funktioniert haben zu
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erkennen ist, dass die Bande nach 24 Stunden die schwéchste ist, was ein Indiz dafir
sein konnte, dass die Zellen das Protein nach einer Zeit wieder abbauen, was zu einer
Verminderung der Ausbeute fihrt. AuRerdem zeigen Rosetta und BL 21 Zellen nach drei
Stunden eine vergrélerte Bande, was dafir spricht, dass dort ein Optimum erreicht ist.
Deshalb kommen fiir die weiteren Expressionen hauptsachlich Rosetta und BL 21 Zellen
infrage. Da die Vektoren urspriinglich flr BL 21 optimiert wurden, fiel die finale Entschei-
dung auf BL 21. Trotzdem konnte aus diesen Expressionsexperimenten eine wichtige
Information gewonnen werden, namlich, dass die optimale Inkubationszeit nach der In-
duktion ca. 3 Stunden betragt, um einen Abbau des Proteins zu mindern.

Nachdem die passende Zelllinie und die optimale Inkubationszeit ermittelt wurde, war
als nachstes der Reinigungsprozess an der Reihe Uberprift zu werden.®* Auch hier
diente das Harauz Lab Manual als Grundlage fur die Durchfiihrung. Die grof3ten Heraus-
forderungen stellten die groRen Volumina und die Viskositat des Losemittels dar, da die
Basis des FlieBmittels 6 bzw. 8 mol/l Harnstoff war. Nach dem Zellaufschluss wurden
die Suspensionen mindesten 50:50 mit FlieBmittel verdiinnt, da sie so viskos waren,
dass sie eventuell das Saulenmaterial beschadigen.®® In Abb. 33 ist ein Chromatogramm
eines vollstandigen Chromatogrphielaufes mittels einer Nickelaffinitatssaule (HisTrap)
abgebildet.
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Abbildung 33 Nickelaffinitdtschromatographie Absorptionsspektrum UV und Zusammensetzung des Fliel3-
mittels gegen das Volumen
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Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem Peak um das Zielprotein MBP handelt, wurden
unterschiedliche Fraktionen aus dem Lauf entnommen und mittels SDS-Page Utberprift.

In Abb. 34 ist die SDS-Page nach der Nickelaffinitdtschromatographie zu sehen.

1 : : . g = x vow

Abbildung 34 SDS-Page der unterschiedlichen Fraktionen der Nickelaffinitdtschromatographie am unteren
Bildrand sind die jeweilige entnommene Fraktion X1-X4 Auftrag, A1-A3 Waschen, A5-A10 Eluieren

Fir die Nickelaffinitatschromatographie war eigentlich eine HisTrap FF Saule vorgese-
hen, aber da das Saulenbett in einigen Durchlaufen, aufgrund der hohen Viskositat der
Proben, irreversibel komprimiert wurde, wurden fir alle weitern Durchlaufe His-
Trap FF crude Saulen verwendet.®® Crude Saulen sind nicht so dicht gepackt wie andere
vergleichbare Saulen, dafir ist ihre Bindekapazitat verringert. Aufgrund ihrer loseren Pa-
ckung sind sie weniger anfallig fir Schaden am Saulenbett durch hoch viskose Proben.
Der Hersteller verspricht sogar, dass die direkte Aufgabe von Zelllysat méglich sei.

Nach der Nickelaffinitdtschromatographie erfolgt ein Dialyseschritt bei dem die Harn-
stoffkonzentration von 8 mol/l auf 6 mol/l gesenkt wird. Danach wurde eine lonenaus-
tauschchromatographie (IEX) durchgefiihrt.>® In Abb. 35 ist das Chromatogramm des

|IEX-Laufs zu sehen.
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Abbildung 35 IEX-Absorption und Laufmittelzusammensetzung gegen das Volumen

Auch hier wurde wieder eine SDS-Page zur Uberpriifung der Reinheit und Identitét
durchgeflihrt, zu sehen in Abb. 36.

Abbildung 36 SDS-Page der unterschiedlichen Fraktionen der lonenaustauschchromatographie am unteren
Bildrand sind die jeweilige entnommene Fraktion
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Fur die lonenaustauschchromatographie wurde eine HiTrap CM FF Saule, ein schwa-
cher Kationenaustauscher, im Originalprotokoll verwendet. Allerdings stellte sich nach
mehreren Durchgangen heraus, dass diese Art des lonenaustauschers nicht besonders
gut fur die Cysteinmutanten geeignet war.®® Deshalb wurde zu einer HiTrap SP FF Saule
gewechselt, dabei handelt es sich um einen mittelstarken Kationenaustauscher. Dieser
ware vermutlich auch besser geeignet flr unterschiedliche Ladungsvarianten wie z.B.
C8 welche nur noch eine Nettoladung von +13 enthalt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass schon durch die geringen Anderungen an der
Ursprungsmethode wie das Verwenden von BL 21 Zellen, das Einhalten der idealen In-
kubationszeit und die Verwendung von HisTrap FF crude bzw. HiTrap SP FF Saulen,
eine Erhdhung der Ausbeute erzielt werden konnte. So lag die Ausbeute von
rmMBP C1WT bei ca. 2mg/ll und die der Doppel-Cysteinmutante
rmMBP C1 S17CH85C sogar bei ca. 6,5 mg/l.

Im letzten Schritt mussten nun noch die Proteingelbanden identifiziert werden, hierzu
wurde auf die Massenspektrometrie zurlickgegriffen. Die Proteinbanden wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und hydrolysiert. Kurz gesagt, wurden die Proteine mit 10 mM
Dithiothreitol reduziert, mit 55 mM lodacetamid alkyliert und mit Trypsin hydrolysiert.'4°
Die extrahierten Peptide wurden in 2 % Acetonitril, 0,1 % Ameisensaure geldst und in
einem DionexUltiMate 3000 RSLCano-Systems (Thermo Fischer Scientific) getrennt.
Zuerst wurden sie auf eine Umkehrphasen C18 Vorsaule (p-Precolumn C18 PepMap
100, C18, 300 um 1.D., PartikelgroRe 5 um PorengréfRe; Thermo Fisher Scientific) gela-
den. Als Laufmittel A wurde 0,1 %ige Ameisensaure und als Laufmittel B 80 % Acetonitril
mit 0,1 % Ameisensaure verwendet. Als nachstes wurden die Peptide auf einer analyti-
schen C18- Saule (HPLC-Saule Acclaim® PepMap 100, 75 um ID, 50 cm, 3 um Poren-
gréRe; Thermo Fisher Scientific) in Umkerphase getrennt. Der Gradient betrug 4-90 %
Fliemittel B, Gber 70 min bei einer Flussrate von 300 nl/min. Die Peptide wurden direkt
in ein Exactive Plus Hybrid Quadrupole-Orbitrap-Massenspektrometer (Thermo Fisher
Scientific) eluiert. Die Datenerfassung erfolgte im positiven lonenmodus. Die massen-
spektrometrischen Parameter waren eine Kappilarspannung von 2,8 kV, eine Kapillar-
temperatur von 275° C und eine normalisierte Kollisionsenergie von 30 %. Der MS-
Scanbereich der Orbitrap btrug 350-1600 m/z, mit einer Auflésung von 7000 und einer
automatischen Verstarkungssteuerung (AGC) von 3e6. Die 20 intensivsten Peaks wur-
den fur Fragmentierung in der HCD-Zelle bei einem AGC von 1e5 ausgewahlt, mit einer
MS/MS-Auflésung von 17500. Zuvor ausgewahlte lonen wurden dynamisch fiir 30 s aus-
geschlossen und einfach geladene lonen und lonen mit unerkannten Ladungszustanden
wurden ebenfalls ausgeschlossen. Die interne Kalibrierung wurde mit der Schleusen-

masse 445,120025 m/z durchgefiihrt. Die Rohdaten wurden in mgf-Dateien
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umgewandelt und wurden in der SwissProt Datenbank mittels Mascot-Suchmaschine
(Vers. 2.5.1 Matrix Science) gesucht.'' Zusatzlich wurden die Rohdaten in der
MaxQuant (Vers. 1.6.3.4) Suchmaschine gegen die Sequenz von MBP und seine Cys-
teinmutanten gesucht. Die Massenspektrometrie und die Proteinidentifikation wurden
von AG Jun. Prof. Schmidt durchgefiihrt.’#2 Bei der Sequenzanalyse mit MaxQuant erga-
ben eine Sequenz Ubereinstimmung von 88 % fiir rmMBP C1WT und eine 74,9 % Uber-
einstimmung mit rmMBP C1S17CH85C. Die Ergebnisse der MascotSearch ergaben
eine Ubereinstimmung von 75 % fir rmMBP C1WT und 63 % fiir rmMBP C1S17CH85C.
Die gefundenen Sequenzen aus der Massenspektrometrie befinden sich im Anhang in
Tabelle 22 und 23. Durch die Identifizierung lasst sich eindeutig feststellen, dass es sich
bei den exprimierten Proteinen, um MBP und seine Doppelcysteinmutante handelt. Dies

zeigt, dass die Optimierung der rekombinanten MBP-Herstellung ein voller Erfolg war.

3.2.2 Exkursion: Kristallisationsexperimente

Um den raumlichen Aufbau von Proteinen besser verstehen zu kdnnen, wird in der Bio-
chemie oft auf die Réntgenkristallographie zurlickgegriffen. Dabei handelt es sich um
eine Form der Kristallstrukturanalyse, bei der Beugungsmuster geeigneter Strahlung in-
terpretiert werden. Hierfur wird meistens monochromatische Rontgenstrahlung, Neutro-
nenstrahlung oder Synchrotronstrahlung verwendet. Bei Rontgenstreuungs- oder Ront-
gendiffraktions-Experimenten wird Strahlung an einem Proteinkristall gebeugt bzw. ge-
streut. Die gestreuten Strahlen werden an einem Detektor aufgefangen und die Positio-
nen entsprechen, den Elektronendichteverteilungen der einzelnen Atome. Durch Redun-
danz der Signale und Drehung des Kristalls wird ein Streu- bzw. Beugungsmuster auf-
genommen. Die Intensitat des aufgenommenen Streumusters wird mittels Fouriertrans-
formation in Elektronendichten und Atompositionen umgerechnet.43144

Bei den verwendeten Kristallen sollte es sich um Einkristalle handeln, da dort alle Mole-
kiile exakt gleich angeordnet sind. Um Einkristalle zu erhalten, miissen bestimmte Be-
dingungen erflllt sein. Das Protein sollte gut 16slich sein, da fir die Kristallisation Pro-
teinkonzentrationen von > 5 mg/ml bendtigt werden. Die Proteinlésung sollte nur eine
Spezies enthalten, da sonst Mischkristalle aus mehreren Spezies entstehen kénnen. Au-
Rerdem sollten die Pufferkonzentrationen <50 mM und die Gesamtsalzkonzentration
< 300 mM gehalten werden Phosphatpuffer sollten ganz vermieden werden, da sie oft
Salzkristalle bilden. Weitere Anforderungen fir das Protein sind, es sollte keine Aggre-
gate bilden da Aggregationskeime zum vollstandigen Ausfallen des Proteins fihren kén-
nen. Des Weiteren sollte das Protein langzeitstabil sein, da Kristallisationsansatze teil-

weise Wochen oder Monate lang zum Wachsen benétigen. 145146
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Fur die Kristallisationsexperimente wurde eine rmMBP C1WT Lésung von 10 mg/ml her-
gestellt, um Aggregation zu vermeiden, wurden 50 vol% 1-Butyl-3-methylimidazoliumtet-
rafluoroborat zugesetzt (vgl. Kapitel 3.3). Es wurden 96 Well-Platten mit folgenden acht
Screening Kits angesetzt: HR Crystal, HR-Index, JBS Classic 1-4, JBS Classic 5-8,
JBS Classic 9-10, JCSG++, Midas plus und Wizardcryo.'’ Pro Platte wurden ca. 50 pl
Probe verwendet, insgesamt wurden 768 unterschiedliche Bedingungen getestet.*-
146,148 Bereits nach zwei Tagen bildeten sich erste Kristalle, die vielversprechendsten

Bedingungen sind in Abb. 37 und 38 zu sehen.

B

B +4h . 2

Imager 20°C Imager 13°C

Kristallisationsbedingung:
HR Index F2 Well 1

0,2 M Trimethylamin N-oxid
0,1 M Tris pH 8,5
20% Poly-(ethylenglykol)-methylether 2000

Abbildung 37 Proteinkristall bei 20° C bzw. 13° C mit UV-Bild und Kristallisationsbedingung

Imager 20°C Imager 13°C

Kristallisationsbedingung:
JBS Classic 1-4 D4 Welll

0,2 M CaClL,
0,1 M Tris pH 8,5
25% Polyethylenglykol 4000

Abbildung 38 Proteinkristall bei 20° C bzw. 13° C mit UV-Bild und Kristallisationsbedingung

Dass es sich hier um Proteinkristalle und keine Salzkristalle handelt kann man am
schwachen Umriss im UV-Bild erkennen, der mit der Position des Kristalls Uberein-

stimmt. Leider zerfiel der Kristall der JBS Classic Bedingung, bevor er mit
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Roéntgenstreuung untersucht werden konnte. Der Kristall der HR Index Bedingung war

stabil genug, um gemessen werden zu kbénnen, allerdings war die Réntgenstreuung zu

schwach, dass keine Beugungsmuster aufgenommen werden konnten. Mit den funktio-

nierenden Kristallisationsbedingungen als Ausgangspunkt, wurden erneut 15-Well-Plat-

ten fir weitere Kristallisationsexperimente nach dem Schema in Abb. 39 beschrieben

angesetzt.'* Die Variation der Bedingungen dient dazu den Aufbau der Kristalle zu ver-

bessern. AulRerdem andert man die GroRRe der Verwendeten Tropfen, um im Idealfall

mehr und grofiere Kristalle zu erhalten.
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Bei den neuen Ansatzen wurde, wie in Abb. 39 A zu sehen, nicht nur der pH-Wert, son-
dern auch die Poly-(ethylenglykol) -methylether 2000 Konzentration und die Trimethyla-
min-N-oxid Konzentration variiert, um eventuell stabile messbare Kristalle zu erhalten.
In Abb. 39 B sind ebenfalls die Konzentrationen von Polyethylenglykol 4000 und CaCl,
variiert worden, um bessere Kristalle zu erhalten. Allerdings bildeten sich diesmal nur

Mikrokristalle, die nicht in der Réntgenstreuung gemessen werden konnten.

3.2.3 Diskussion

Rekapituliert man nochmal die Zielsetzung dieses Teilprojekts: Ziel war es, rekombinant
MBP in den Ausfihrungen rmMBP C1WT und rmMBP C1S17CH85C zur weiteren Ver-
wendung im Projekt ,Wasser/lonische FlUssigkeitsgemische als Minimalmodel fur Lipid-
doppelschichtmembranen®, beschrieben in Kapitel 3.3, herzustellen. Begonnen hat alles
mit Vektoren und einer Anleitung, die von Harauz et al. zur Verfiigung gestellt wurden.
Die Expression und Reinigung gestaltete sich schwieriger als gedacht und im Zuge des-
sen musste der gesamte Herstellungsprozess Uberarbeitet werden, um gentigend Pro-
tein fUr zuklnftige Projekte zu generieren.

Dazu wurde der Herstellungsprozess zuerst in sechs einfache Schritte unterteilt und
durch das geschickte Eingreifen in bestimmte Teilprozesse konnte durch Optimierung
die Ausbeute maximiert werden. Zuerst wurde der ideale Zielorganismus fir die Vekto-
ren ermittelt, ein positiver Nebeneffekt dieser Expressionsexperimente war gleichzeitig
die Gewinnung der Informationen Uber die optimale Inkubationszeit der Zellen nach der
Induktion. Als nachstes wurde der Reinigungsprozess Uberpriift, auch hier konnte durch
geringfiigige Anderungen, wie den Austausch der Chromatographie-Saulen, das best-
maogliche Ergebnis erzielt werden und allein deshalb war dieses Teilprojekt ein voller
Erfolg.

Zusatzlich konnten durch das Uberschiissig generierte Protein Kristallisationsexperi-
mente durchgefiihrt werden. Obwohl es sich bei MBP um eines der entscheidenden Pro-
teine fir demyelinisierende Krankheiten handelt, gibt es aufgrund seines IDP-Charak-
ters, bisher keine Kristallstruktur lediglich, NMR-Teilstrukturen bzw. mit AlphaFold Struk-
turen, die auf Berechnung einer Kl zuriickzufiihren sind. Leider waren diese Experimente
nicht von Erfolg gekrdnt, aber es konnten wichtige Grundlagen auf diesem Gebiet ge-
wonnen werden und wenn dieses Projekt in Zukunft Gbernommen wird, sollten diese

Experimente auf jeden Fall weiter betrieben werden.
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3.3 Wasser/lonische Flussigkeitsgemische als Minimalmodel fur Li-

piddoppelschichtmembranen

Das letzte Projekt dieser Arbeit ist eine Kombination aus den vorausgegangenen Kapi-
teln. Dabei geht es darum, aus dem richtigen Verhaltnis von Puffer zu lonischer Fllssig-
keit pseudo-Membran-Systeme zu kreieren, in die sich MBP falten kann.

Es wurde 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat (BMIm) verwendet, eine lonische
Flussigkeit, die bei Raumtemperatur flissig und in jedem Verhaltnis mischbar mit Was-
ser ist. Als Puffer wurde HEPES verwendet, dabei handelt es sich um eine Puffersub-
stanz, die gut I6slich ist, nicht durch Biomembranen diffundiert, méglichst wenig mit dem
Protein wechselwirkt und einen pH-Wert ahnlich dem menschlichen Gehirn aufweist.
PBS-Puffer wurde nicht verwendet, da es sich in friheren Arbeiten und Projekten gezeigt
hat, dass er mit dem Protein wechselwirkt und eher zur Aggregation fuhrt, vgl. Kapi-
tel 3.1.

Bei dem Projekt wurde systematisch vorgegangen, zuerst wurden Mischungen von IL
und Puffer ohne Protein von 0-100 vol% in 5 % Schritten erstellt und charakteristische
KenngréfRen wie Brechungsindex und Viskositat gemessen. AnschlieRend wurden DLS
durchgeflihrt, um das optimale Mischungsverhaltnis zu finden. Aus friheren Arbeiten
gab es Anhaltspunkte, wo dieses ungefahr zu finden sei.'®*'° Nachdem das optimale
Mischungsverhaltnis gefunden war, wurden die Messungen mit Protein wiederholt, erst
mit niedrigen Konzentrationen und dann mit Héheren, um ein genaues Bild von dem

Einfluss der IL/Puffer Gemische auf das Protein zu erhalten.

3.3.1 Ergebnisse Brechungsindex und Viskositat

Beim Brechnungsindex und der Viskositat handelt es sich um stoffspezifische Kenngro-
Ren, die einen Reinstoff oder ein Stoffgemisch charakterisieren kdnnen. Da beide Gro-
Ren temperaturabhangig sind, wurden Temperaturreihen durchgefihrt, wie in Kapitel 4.7
bzw. 4.8 beschrieben, die Probenvorbereitung erfolgte wie in Kapitel 4.2.3. In Tabelle 5
finden sich die Ergebnisse fir ausgewahlte HEPES/BMIm Mischungen, die weiteren Er-
gebnisse fur die anderen Mischungen befinden sich im Anhang. Bei den Ergebnissen
der HEPES/BMIm Mischungen zeigen sich keine Auffalligkeiten, mit steigendem IL-Ge-

halt steigt auch der Brechungsindex.'?’
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Tabelle 5 Brechungsindex HEPES, BMIm 45 und 50

TEMPERATUR [°C] HEPES BMIM 45 BMIM 50
20 1,33388 1,36907 1,37477
25 1,33336 1,36794 1,37368
30 1,33277 1,3669 1,37246
35 1,33212 1,36571 1,37124
37 1,33183 1,3654 1,37084

Nach dem Brechungsindex erfolgte die Messung der Viskositat, wie zuvor in Kapitel
3.1.1.1 handelt es sich dabei um den Mittelwert der dynamischen Viskositat, gebildet aus
40 Messpunkten. Aus den Werten ist ersichtlich, dass es sich bei diesen Mischungen
um Newton’sche Fluide handelt. Die Ergebnisse fir eine Auswahl an Mischungen sind
in Tabelle 6 abgebildet."’

Tabelle 6 Viskositat von HEPES, BMIm 45 und 50

HEPES BMIM 45 BMIM 50
TEMPERATUR [°C]

[PA*S] [PA*S] [PA*S]
20 0,001020 0,001672 0,001851
25 0,000958 0,001460 0,001557
30 0,000668 0,001324 0,001443
35 0,000512 0,001198 0,001343
37 0,000493 0,001166 0,001242

Die weiteren Ergebnisse fiir die restlichen Mischungen finden sich im Anhang.

3.3.2 DLS-Ergebnisse

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit den DLS-Messungen und ihrer Ergebnisse und
bilden die Grundlage des gesamten Teilprojekts. In friheren Projekten von Cerajewski
et al'®*® wurde herausgefunden, dass BMIm und Puffer im richtigen Mischungsverhaltnis
mizellare Strukturen ausbilden und dass das bei MBP einen Selbstanordnugsprozess
auslost und es sich in die vorhandene Struktur faltet. Um ein noch detaillierteres Bild
dieser Strukturen zu erhalten, wurden die Experimente zuerst wiederholt und dann ver-
feinert. In besagter friiherer Arbeit stellte sich eine 1:1 Mischung aus BMIm und HEPES
als optimal heraus, mit diesem Wert als Ausgangspunkt wurden zuerst umfangreiche

Mischungsexperimente durchgefihrt.
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Die Probenvorbereitung erfolgte, wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben. Am Anfang galt es,
die perfekte Mischung zu finden, dafur wurden Mischungen von 0-100 vol% in 5 vol%
Schritten hergestellt und systematisch im DLS gemessen. Anhand der Autokorrelations-
funktionen in Rickwartsstreuung und Seitwartsstreuung und der dazugehérigen Parti-
kelgréRenverteilung wurde entschieden, ob ein Mischungsverhaltnis geeignet war oder
nicht. In Abb. 40 sind ausgewahlte Autokorrelationen zu sehen, alle Weiteren befinden

sich im Anhang.
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Abbildung 40 Ergebnisse Riickwértsstreuung Autokorrelationsfunktionen von HEPES, BMIm 10, BMIm 25,
BMIm 45, BMIm 50, BMIm 75 und BMIm 100

Betrachtet man ausschlieRlich die Autokorrelationsfunktionen, kommen mehrere Mi-
schungen infrage. Es ist auffallig, dass die Korrelations-Zeit-Funktion mit steigender
Konzentration gréRRer wird bis bei BMIm 45 und 50 ein maximum erreicht wird, danach
fuhrt eine weitere Erhéhung des BMIm Anteiles zu einem Absinken der Autokorrelation.
Wird zusatzlich noch die PartikelgroRenverteilung in diesen Prozess mit einbezogen,
stechen die beiden Mischungsverhaltnisse besonders hervor.

In Abb. 41 sind die Autokorrelationsfunktionen und PartikelgréRenverteilung fir BMIm
45 und 50 dargestellt.
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Abbildung 41 A: Autokorellation Riickwértsstreuung fiir BMIm 45 und 50 B: Partikelgré3enverteilung von
BMIm 45 und 50

Aus den Daten lasst sich schlief3en, dass es sich bei diesen Mischungsverhaltnissen um
ein Optimum handelt. Deswegen wurden flr alle weiteren Messungen diese beiden Mi-
schungsverhaltnisse verwendet.

Als nachstes wurden die DLS-Messungen mit bMBP wiederholt, es wurden erst kleine
Mengen von 2-10 uM eingesetzt, wie bei Cerajewski et al.’*® Da die Messungen aber mit
anderen Methoden verglichen werden sollten, fiir die Proteinkonzentrationen von min-
destens 100 yM bendtigt werden, wurden Messreihen mit Konzentrationen von 100-
285,5 uM durchgeflhrt. Um die Vergleichbarkeit zu wahren, werden nur die Ergebnisse
der hohen Konzentrationen in die Diskussion mit einbezogen. Um zuséatzliche Informati-
onen Uber das Protein zu erhalten, wurden fir bMBP und zwei weitere Varianten wieder
Temperaturreihen von 20-37° C gemessen. In Abb. 42 sind die PartikelgroRen gegen
die Temperatur aufgetragen fir bMBP, C1WT und C1S17CH85C. Bei den dargestellten
Ergebnissen handelt es sich um eine mittlere Konzentration von 150 uM, da alle Kon-
zentrationen ahnliche Ergebnisse zeigen dient dieses Beispiel zur vereinfachten Visua-

lisierung. Die Detaillierten Messreihen und ihre Auswertung befinden sich im Anhang.
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Abbildung 42 Temperaturreihe fiir BMIm 50 A: BMIm 50 B: BMIm 50 150 uM bMBP C: BMIm 50 150uM
C1WT D: BMIm 50 150 uM C1S17CH85C

In Abb. 42 ist der mittlere Partikelradius der Rickwartsstreuung gegen die Temperatur
aufgetragen, die eingezeichneten Fehlerbalken reprasentieren die mittlere Peakbreite
auf halber Hohe. Abb. 42 A zeigt, dass sich in einer 50 %igen wassrigen BMIm Lésung
Strukturen ausbilden, die mittels DLS gemessen werden kdnnen. Anhand der Tempera-
turreihe zeigt sich, dass sich die GréRRe dieser Strukturen mit zunehmender Temperatur
zu kleineren Partikelradien verschiebt. Dieser Effekt kann auch nach Zugabe des MBPs
beobachtet werden, in Abb. 42 B-D sind die mittleren Partikelradien flir unterschiedliche
MBP-Varianten aufgetragen. Es zeigt sich, dass die Partikelradien mit steigender Tem-
peratur abnehmen. Generell sind nur Partikelradien zwischen 3 und 0,9 nm zu sehen.
Im Vergleich zeigen MBP-Varianten in reinem Puffer riesige Aggregate (vgl. Abb. 62-65
im Anhang). Daraus lasst sich schlielen, dass die ermittelten Mischungsverhaltnisse
und ihre vorhandenen Nanostrukturen das Losen von Proteinaggregaten ermaoglichen.
Im weiteren Verlauf muss festgestellt werden ob, diese Nanostrukturen pseudo-Memb-
ranstrukturen nachahmen und so eventuell als Membranmodell fir MBP eingesetzt wer-
den konnen.

Wie zuvor erwahnt, erlauben DLS-Messungen keine Aussagen Uiber Form und Beschaf-
fenheit der Probe. Allerdings lasst sich mittels Seitwarts- und Rickwartsstreuung ein
Formfaktor berechnen, wie bereits angewendet von Eisermann et al..’ Dies erlaubt
Aussagen Uber Form und GroRRe der einzelnen Partikel. In Abb. 43 ist der mittlere Parti-

kelradius der Seitwartsstreuung gegen den mittleren Partikelradius der
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Ruckwartsstreuung aufgetragen, die Fehlerbalken in x- und y-Richtung sind wieder die

mittleren Peakbreiten auf halber Hohe.
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Abbildung 43 Mittlere Partikelradien der Seitwérts- gegen die Riickwértsstreuung A: Temperaturreihe von
BMIm 45 B. Temperaturreihe von BMIm 50

Auf den ersten Blick ist der eindeutige Trend zu erkennen, dass mit steigender Tempe-
ratur die Partikelradien abnehmen. Als nachstes fallt auf, dass mit zunehmender Tem-
peratur ein Umwandlungsprozess von elliptischen zu runden Formen stattfindet. Vermut-
lich ist dieser thermodynamisch getriebene Prozess ebenfalls fir das ,Schrumpfen® der
vorhandenen Strukturen verantwortlich. Die dynamische Lichtstreuung liefert einen Ein-
blick in die PartikelgréRenverteilung von unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen von
IL und Puffer. Die dadurch ermittelte optimale Mischung, wurde als Grundlage fiir weitere
Experimente mit MBP als Modell-Membranprotein verwendet. Die Ergebnisse zeigten,
dass wassrige BMIm-Mischungen im Verhaltnis von 45-50 vol% dazu in der Lage sind
die Proteinaggregate, die MBP in wassrigen Lésungen bildet, zu 16sen. Es ist davon
auszugehen, dass die Struktur der Mischungen auf lokale Konzentrationsunterschiede,
aufgrund des Amphiphilen Charakters des BMIm, zurlickzufiihren ist. Die so entstehen-
den mizellaren Strukturen kénnten mit MBP in Wechselwirkung treten und so eine Pseu-
domembran anbieten, in die sich MBP falten kann, ahnlich seinem nativen Zustand. Um
diese Theorie zu unterstitzen, missen weitere Experimente mit unterschiedlichen Me-

thoden durchgeflihrt werden.
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3.3.3 ELS-Ergebnisse

Eine dieser Methoden zur Charakterisierung des Einflusses von BMIm/Wasser Mischun-
gen auf die Struktur und Dynamik von MBP ist die elektrophoretische Lichtstreuung.
Hierbei werden das Zetapotential und die elektrophoretische Mobilitat zuerst in Puffer
und dann mit unterschiedlichen Konzentrationen BMIm gemessen, um durch die Veran-
derung Ruckschllisse auf die Interaktion von IL und Protein ziehen zu kénnen. Auch hier
wurden die optimalen Mischungsverhaltnisse von 45 und 50 vol% verwendet, es wurden
Temperaturreihen von 20-37° C mit Konzentrationen von 100-285,5 yM aufgenommen.
Um die bestmdgliche Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden die MBP-Varianten
C1WT und C1S17CH85C verwendet, bei beiden handelt es sich um reine Ladungsvari-
anten und kein Gemisch wie bei bMBP, ihre Oberflachenladung betragt +19. Das Zeta-
potential fir die unterschiedlichen Konzentrationen von MBP wurde durch Messung der
elektrophoretischen Mobilitat mittels Laser-Doppler-Velocimetrie (LDV) und durch Ein-
setzen der hydrodynamischen Radien aus den DLS-Messungen in die Henry-Funktion
berechnet. Alle Messungen wurden bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4 durch-
gefluhrt.

Wie zu erwarten, liegt das mittlere Zetapotential von C1WT und C1S17CH85C im posi-
tiven bei ca. 20 mV, mit steigender Temperatur erfolgt Gber 30° C ein steiler Abfall (vgl.
Abb. 44 A und B). Dies kénnte mit dem Aggregationsverhalten von MBP zusammenhan-
gen, denn wie die DLS-Ergebnisse in Kapitel 3.3.2 gezeigt haben, fordern héhere Tem-
peraturen die Aggregation von MBP in Puffer. Des Weiteren kann ein Konzentrationsef-
fekt beobachtet werden. Betrachtet man die Ergebnisse fiir 285,5 uM von beiden Vari-
anten, so zeigt sich, dass sie bereits bei niedrigen Temperaturen ein wesentlich gerin-
geres Zetapotential aufweisen. Nun ist iber MBP bekannt, dass die Aggregation eben-
falls konzentrationsabhangig ist. Deswegen ist die Theorie, dass das Zetapotential ab-
hangig von der GréRe und Menge der Aggregate ist, gar nicht so abwegig.

Betrachtet man nun die Zetapotentiale fur die BMIm-Mischungen 45 und 50 vol%, befin-
den diese sich im schwach positiven Bereich zwischen 0 und 0,8 mV, was man bei einem
Salz, das nach aufden Neutral geladen ist, durchaus erwarten kann (vgl. Abb. 44 C-F).
Bezieht man zusatzlich noch die Messungen mit den unterschiedlichen Proteinkonzent-
rationen mit ein, fallt auf, dass die mittleren Zetapotentiale nur noch ca. 1/10 des ur-

springlichen Wertes von 0-2 mV erreichen.
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Abbildung 44 A: Temperaturserie Mittleres Zetapotential von C1WT in HEPES-Puffer B: Temperaturserie
Mittleres Zetapotential von C1S17CH85C in HEPES-Puffer C: Temperaturserie Mittleres Zetapotential von
C1WT in BMIm 45 D: Temperaturserie Mittleres Zetapotential von C1S17CH85C in BMIm 45 E: Tempera-
turserie Mittleres Zetapotential von C1WT in BMIm 50 F: Temperaturserie Mittleres Zetapotential von

C1S17CH85C in BMIm 50

Ein ahnliches Verhalten kann auch bei den elektrophoretischen Mobilitaten beobachtet

werden (vgl. Abb. 65 im Anhang). Wie Iasst sich diese Verringerung des Zetapotentials
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erklaren? MBP ist ein stark geladenes Protein und bei den lonischen Flissigkeiten han-
delt es sich um flissige Salze. Aus den DLS-Messungen geht hervor, dass IL/Wasser-
Mischungen Strukturen ausbilden. Deshalb liegt die Vermutung nah, das MBP mit diesen
Strukturen interagiert und so ein Teil der Oberflachenladung durch die negativen Ladun-
gen des Gegenions der IL ausgeglichen wird, was zu einer Verringerung der elektropho-

retischen Mobilitat und somit auch zum Absinken des Zetapotentials flihrt.

3.3.4 EPR-Ergebnisse

Die EPR-Spektroskopie kann in zwei grof3e Bereiche unterteilt werden, einmal die con-
tinuous wave (cw) EPR-Spektroskopie und die Puls-EPR-Spektroskopie. Dabei unter-
scheiden sich diese beiden Methoden im Wesentlichen darin, wie die freien Elektronen
angeregt werden. Bei der cw-EPR werden die Elektronen mit einer kontinuierlichen Mik-
rowelle angeregt, wohingegen bei der Puls EPR die Anregung durch mehrere Mikrowel-

lenpulse erfolgt, was eine zeitaufgeldste Detektion ermoglicht.

3.3.4.1 cw-EPR Ergebnisse

Da fir die EPR-Spektroskopie immer freie Elektronen oder ein paramagnetisches Zent-
rum, wie z.B. Metallionen, bendtigt wird, mussten den Proben stabile Radikale wie, z.B.
Nitroxide zugesetzt werden, um sie Uberhaupt vermessen zu kénnen. Dies geschah auf
zwei unterschiedliche Arten. Zuerst wurden stabile Radikale in Form von 16-DSA und
TEMPO zugesetzt, bei dieser Methode spricht man von Spinprobing. Hierbei werden
nicht die einzelnen Komponenten wie IL und MBP direkt gemessen, sondern es wird die
Interaktion der Spinsonde mit ihnrer Umgebung beobachtet, weshalb hier Messungen mit
und ohne MBP von grof3er Bedeutung sind, da jeweils nur die Veranderung der Umge-
bung gemessen werden kann, um so Rickschlisse auf die Interaktion von Protein mit
IL ziehen zu kdnnen.

Die Auswertung erfolgte durch eine Simulation im Programm Matlab (R2017a) mit der
Toolbox EasySpin.™" Aus den Simulationen wurden die Parameter flr die Hyperfeinauf-
spaltung und die Rotationskorrelationszeit ausgelesen und analysiert. Die Hyperfeinauf-
spaltungskonstante ermdéglicht Aussagen Uber die Polaritadt der Umgebung, denn je gro-
Rer die Konstante desto polarer ist die Umgebung. Die Rotationskorrelationszeit gibt
Aufschluss uber die Geschwindigkeit mit der die Spinsonde rotieren kann. Fur die Mes-

sungen mit MBP wurde die C1WT-Mutante verwendet.
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Abbildung 45 Normierte EPR-Spektren (schwarz) und Simulation (HEPES, und BMIm 50) der Mes-

sungen von 16-DSA bei 37° C mit und ohne MBP

In Tabelle 7 befinden sich die Ergebnisse der Simulation:
Tabelle 7 Simulationsergebnisse der Parameter der EPR-Spektroskopie fiir 16-DSA

HYPERFEIN AUFSPAL- ROTATIONSKORRELATIONS-

PROBENNAME
TUNG (Aiso) [MHZ] ZEIT [PS]
HEPES 44,00 77,00
HEPES + MBP 44,00 53,60
BMIM 45 42,75 477,00
BMIM 45 +MBP 42,75 477,00
BMIM 50 42,75 477,00
BMIM 50 +MBP 42,75 477,00

Aus den Ergebnissen der Simulationen ist eine deutliche Anderung zu erkennen, wie
sich zeigt nimmt die Hyperfeinaufspaltung ab, dies spricht dafiir, dass sich die Polaritat
der Umgebung der Spinsonde verringert hat. Dies kann durch die Struktur der IL erklart
werden, sie besitzt einen amphiphilen Charakter und somit hydrophobe Teile, die mit der
Spinsonde in Wechselwirkung treten kédnnen. Zusatzlich sieht man eine deutliche Ver-
langsamung der Rotation, die Rotationskorrelationszeit der Proben die BMIm enthalten,
ist 6mal gréler als in Proben ohne BMIm. Dies kann durch die hdhere Viskositat von
BMIm und BMIm/Wasser-Gemischen erklart werden (vgl. Tabelle 6). Als nachstes fallt

auf, dass bei den Messungen mit Protein nur ein Unterschied der
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Rotationskorrelationszeit im Vergleich mit Puffer zu sehen ist, was dafiir spricht, dass in
Mischungen mit BMIm das Protein nicht mit der Spinsonde interagiert. Bei 16-DSA han-
delt es sich um eine Fettsaure und bei MBP um ein Membranprotein, weshalb man eine
gewisse Affinitat erwarten wirde.

Um auszuschliel3en, dass die Spinsonde ungeeignet flr das System war, wurden die

Messungen mit TEMPO wiederholt.

EPR Spektren TEMPO
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Abbildung 46 Normierte EPR-Spektren(schwarz) und Simulation (HEPES, und BMIm 50) der Mes-

sungen von TEMPO bei 37° C mit und ohne MBP

Tabelle 8 Simulationsergebnisse der Parameter der EPR-Spektroskopie fiir TEMPO

HYPERFEIN AUFSPAL- ROTATIONSKORRELATIONS-ZEIT

PROBENNAME
TUNG (Aiso) [MHZ] [PS]
HEPES 48,33 16,66
HEPES + MBP 48,33 16,66
BMIM 45 46,66 16,66
BMIM 45 +MBP 46,66 16,66
BMIM 50 46,66 16,66
BMIM 50 +MBP 46,66 16,66

Was sofort ins Auge fallt, ist, dass die Rotationskorrelationszeiten alle gleich sind obwohl
die Proben die BMIm enthalten eine wesentlich hohere Viskositat haben. Das lasst da-
rauf schliel3en, dass die Rotationskorrelationszeit nicht nur von der Viskositatsanderung,

sondern auch von der Interaktion mit der gebildeten Struktur abhangig ist. Weiter ist zu
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sehen, dass die Polaritat der Umgebung mit der Zugabe von BMIm abnimmt, aber immer
noch gréRer ist als bei der Verwendung von 16-DSA. Daraus lasst sich schlussfolgern,
dass sich TEMPO in einem anderen Milieu aufhalten muss als 16-DSA. Aber auch hier
sieht man keine Veranderung durch die Zugabe von MBP, deshalb blieb nichts anderes
Ubrig, als gelabeltes C1S17CH85C zu verwenden, um die Interaktion des Proteins mit

der Nanostruktur zu untersuchen.

EPR Spektren C1S17CH85C
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Abbildung 47 Normierte EPR-Spektren (schwarz) und Simulation (HEPES, und BMIm 50) der Mes-

sungen von C1S17CH85C bei 37° C

Was bei den Spektren der gelabelten Proteine sofort auffallt, ist, dass sich die Form
grundlegend verandert hat. Der Highfield-Peak ist nur halb so grof wie Center- und Low-
field-Peak. Dies zeugt davon, dass die Rotation um die z-Achse eingeschrankt ist. In
Tabelle 9 finden sich die Werte der Simulationen.

Tabelle 9 Simulationsergebnisse der Parameter der EPR-Spektroskopie fiir C1S17CH85C

HYPERFEIN AUFSPAL- ROTATIONSKORRELATIONS-ZEIT

PROBENNAME
TUNG (Aiso) [MHZ] [PS]
HEPES ‘ 45,00 366,00
BMIM 45 ‘ 44,33 209,00

BMIM 50 ‘ 44,33 209,00

Es ist zu sehen, dass Proben die BMIm enthalten, eine geringere Hyperfein Aufspaltung
aufweisen, dies kommt von der verringerten Polaritat der Umgebung. Zusatzlich wird die

Rotationskorrelationszeit geringer. Vergleicht man dies mit den vorangegangenen
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Messungen fallt auf, dass die Rotationskorrelationszeit bei der Zugabe von BMIm ent-
weder gleichgeblieben oder gestiegen ist. Eine moégliche Erklarung liefern die Ergeb-
nisse der DLS-Messungen, es war zu sehen, dass die Zugabe von BMIm MBP Aggre-
gate auflést. Dies wirde erklaren, warum sich die Rotationskorrelationszeit verringert,
obwohl sich die Viskositat der Probe erhéht. Durch das Auflésen der Aggregate kann
sich das Protein viel freier bewegen und so kénnte die verringerte Rotationskorrelations-
zeit erklart werden. Da alle Proben bei derselben Temperatur gemessen wurden, kdnnen
thermodynamische Effekte ausgeschlossen werden, auch Konzentrations Effekte sind
zu vernachlassigen, da Konzentration von Spinsonde und Protein bei allen Messungen

nahezu identisch sind.

3.3.4.2 DEER-Ergebnisse

Mittels Double Electron Electron Resonance (DEER) Messungen sollte der intramoleku-
lare Abstand zwischen den beiden Label-Positionen bzw. seine Veranderung gemessen
werden. Aus den DLS-Daten und den EPR-Daten konnte bis jetzt nur eindeutig bestimmt
werden, dass wassrige BMIm Mischungen im optimalen Verhaltnis dazu in der Lage
sind, MBP-Aggregate aufzulésen. Um nachzuweisen, dass MBP strukturiert in der L6-
sung vorliegt, ahnlich seiner Konformation in der Myelinscheide, wurden DEER-Messun-
gen durchgefihrt. Aus der Literatur ist bekannt, dass MBP drei a-helikale Strukturen bil-
det, eine dieser Helices befindet sich bei der Aminosauresequenz 80-90. Deshalb wurde
fur die Experimente die Doppelcysteinmutante C1S17CH85C gewahlt, da ein Cystein
sich innerhalb dieser Helix befindet. Da nur der Abstand zwischen zwei Labeln bestimmt
werden kann, wurden an die Cysteinreste MTSSL-Spinlabel gebunden, der Mechanis-
mus dieser Reaktion ist in Kapitel 4.2.4.2 einzusehen. Um also eine Anderung der in-
tramolekularen Abstdnde zu messen, wurden die Proben wie in Kapitel 4.2.4.2 vorberei-
tet und wie in Kapitel 4.5.2 beschrieben gemessen. Alle Messungen wurden bei 50 K
durchgefliihrt, es wurde immer Protein in HEPES, BMIm 45 und BMIm 50 bei unter-
schiedlichen Abklingzeiten gemessen.

Die erhaltenen Zeitspur-Daten wurden mittels der Software DeerAnalysis 2019 (G.Je-
schke) ausgewertet.'® (detaillierte Durchfiihrung der siehe Kapitel 4.5.2). In Abb. 48 sind
die Zeitspuren fiir die Proben bei unterschiedlich langen Messzeiten und die dazugeho-

rigen Spin-Abstandsverteilungen gezeigt.
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Abbildung 48 Ergebnisse DEER-Messungen A: Zeitspur von 100 mM C1S17CH85C in HEPES-Puffer flir
verschiedene Zeiten B: Spin-Abstandsverteilung von C1S17CH85C in HEPES-Puffer fiir unterschiedliche
Messzeiten C: Zeitspur von 100 mM C1S17CHB85Cin BMIm45 fiir verschiedene Zeiten D: Spin-Abstands-
verteilung von C1S17CH85C in BMIm45 fiir unterschiedliche Messzeiten E: Zeitspur von 100 mM
C1S817CHB85Cin BMIm50 fiir verschiedene Zeiten F: Spin-Abstandsverteilung von C1S17CH85C in BMIm50
flir unterschiedliche Messzeiten
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In Abb. 48 A sind die Zeitspuren von C1S17CH85C in HEPES-Puffer zu sehen, in Abb.
48 B sind die dazugehorigen Spin-Abstandsverteilungen (validierte Ergebnisse siehe
Anhang). Was auffallt, ist, dass die Zeitspuren sehr flach abfallen, ihr Abfall liegt zwi-
schen 1 und 0,9. Zuséatzlich ist das Signal-Rausch-Verhaltnis sehr schlecht und wird mit
steigender Messdauer schlechter. Aufgrund des schlechten Signal-Rausch-Verhaltnis-
ses und des schwachen Abfalls der Zeitspur, kann man die Ergebnisse der Spin-Ab-
standsverteilung hdchstens als Trend ansehen und nicht als absolute Werte.

Da bekannt ist, dass MBP in wassriger Lésung Aggregate bildet, kbnnten die gemesse-
nen Abstande auch intermolekularer und nicht intramolekularer Natur sein. Bei Ab-
standsverteilungen unter 1,8 nm wird die Protonen-Kopplung mit dem Kern gemessen,
deswegen konnen alle Verteilungen unter 1,8 nm ignoriert werden."'”-1%2 Ahnlich verhalt
es sich mit Verteilungen Uber 5 nm, um zuverlassige Daten zu erhalten, missten Mes-
sungen von mehr als 3 ps durchgefihrt werden. Auflerdem ist davon auszugehen, dass
man sich im Bereich von intermolekularen Abstanden befindet.!"”

Durch den Vergleich von Abb. 48 A mit C und E fallt auf, dass diese Zeitspuren einen
deutlichen Abfall zeigen, der Abfall entspricht der Modulationstiefe. Dementsprechend
sind die Peaks fur 1500 ns auch Basislinien getrennt. Generell befinden sich die Peaks
von 600 ns und 1500 ns an der gleichen Position, was daflr spricht, dass es sich hier
um reale Distanzen der Spin-Abstandsverteilung handelt.

Die recht drastische Veranderung der Zeitspuren lasst darauf schliel3en, dass MBP mit
Strukturen der BMIm/Wasser Mischungen interagiert und es zu einer Konformationsan-
derung des Proteins kommt. Da es sich um ein gelabeltes Protein handelt, kann man die
Veranderung anhand der Spin-Abstandsverteilung nachverfolgen. Unter Einbeziehung
der Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung und der Kleinwinkel-Rdntgenstreuung,
die fur den Radius der entstanden Strukturen eine Grofe von ca. 1,5 nm bzw. 1,7 nm
annehmen, sind die Langen der Spin-Abstandsverteilung durchaus realistisch. Da sich
die Spinlabel am Anfang und in der Mitte der Aminosauresequenz befinden, Position 85
erwiesenermalden in einer a-helikalen Struktur liegt, wirde eine Konformationsénderung
des MBPs auch eine Veranderung des Abstands zur Folge haben.

Um einen Schritt weiterzugehen kann die Hintergrundkorrektur des DeerAnalysis Pro-
gramms mit einbezogen werden. Sie gibt fur die fraktale Dimension einen Wert zwischen
2 und 3 an, welcher Ublich ist fir Proteine mit einer Sekundarstruktur. Dies kdnnte be-
deuten, dass das in HEPES ungeordnet vorliegende MBP in BMIm/Wasser Mischungen

Sekundarstrukturen ausbilden kann.
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3.3.5 IR-Ergebnisse

IR-Messungen wurden aus zwei Griinden durchgeflihrt. Erstens ist die IR-Spektroskopie
eine schnelle und kostengiinstige Methode zur Identifikation eines Stoffes. Zweitens
sollte mit ihr der Einfluss von BMIm/Wasser Mischungen auf MBP untersucht werden.
Als erstes wurde die IR-Spektroskopie zur Identifizierung der MBP-Varianten C1WT und
C1S17CH85C verwendet, indem die Spektren der jeweiligen Variante mit handelsubli-

chem bMBP verglichen wurde.

— bMBP fest
— C1WT fest
— C1S17CHB85C fest
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Abbildung 49 Vergleichsspektrum von festem bMBP, C1WT und C1S17CH85C

Es sind die typischen Proteinbanden zu sehen, die Amid A Bande im Bereich von 3000-
3500 cm™', Amid B bei ca. 3100 cm™, Amid 1 bei 1600-1700 cm-' und die Amid 2 Bande
bei 1550 cm™ und noch die Amid 3 Bande bei 1300-1400 cm. Allerdings ist die Inter-
pretation im Fingerprintbereich (<1500 cm™) dulRerst kompliziert, da die Banden von der
Art der Seitenkette und der Wasserstoffbriickenbindung abhangig sind.?':81.153-1%6 Des-
halb sind diese Banden zur Interpretation von Strukturmerkmalen nicht geeignet. Durch
den Vergleich der Banden fallt auf, dass sie sich lediglich in ihrer Intensitat unterschei-
den. Sie befinden sich an derselben Stelle, deshalb kann davon ausgegangen werden,
dass es sich bei den beiden untersuchten Proteinen um die Varianten des MBP handeln
muss. Als nachstes wurden die BMIm/Puffer Gemische gemessen, um herauszufinden,

ob etwaige Banden von Puffer oder BMIm die Proteinbanden Gberlagern kénnten.
77



Abb. 49 zeigt das IR-Spektrum von reinem BMIm sowie 45 und 50%ige BMIm Mischun-

gen:
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Abbildung 50 IR-Spektrum von reinem BMIm und den Mischungen BMIm 45 und BMIm 50

Es sind deutliche Banden bei 3000-3200 cm™" und 2800-3000 cm™" zu erkennen, hierbei
handelt es sich vermutlich um CH3; und CH. Valenzschwingungen.' Welche Banden bei
der Auswertung der Spektren mit Protein stéren kénnten sind die beiden mittleren Ban-
den bei 1600 cm™ und 1400 cm™ welche typisch fiir Benzole, Pyridine oder Imidazole
sind. Die Banden bei 3500 cm™, und 1750 cm™" kommen durch eine Uberkompensation
von OH-Schwingungen beim Abziehen des Hintergrundes zustande.

Da die IR-Spektroskopie gewahlt wurde, um eventuelle sekundare Strukturmerkmale zu
erkennen, werden Vergleiche mit festem MBP, MBP in Puffer und in den BMIm Mischun-
gen 45 und 50 angestellt. Die hierbei interessanten Banden sind die Amid | und Amid Il
Banden, um préaziser zu sein, die Banden der a-Helix bei 1648-1657 cm, B-Faltblatt bei
1623-1641 cm™ sowie 1674-1695 cm™, B-Turns bei 1662-1686 cm™ und Random Coils
bei 1642-1657 cm-*, 81.154,157-159
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Abbildung 51 IR-Spektren von unterschiedlichen MBP Varianten A: bMBP fest in HEPES BMIm 45 und 50
B: C1WT fest in HEPES BMIm 45 und 50 C: C1S17CH85C fest in HEPES BMIm 45 und 50

Beginnt man die Interpretation der Banden in Abb. 50 A fallt als erstes auf, dass sich die
Amid | und Amid Il Banden zu héheren Wellenzahlen verschieben, dies ist auf Dipol-

Dipol-Wechselwirkungen mit dem Ldsemittel zuriickzufihren. In den Spektren der
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Proben die BMIm enthalten befinden sich die Maxima bei ca. 1650 cm™, dies liegt im
Bereich von a-Helices, aber auch von Random Coils, deswegen kann keine finale Aus-
sage getroffen werden, lediglich ein Trend ist zu erkennen. Auch in Abb. B und C sieht
man ein ahnliches Spektrum, nur das hier die Proben, die BMIm enthalten, Banden bei
1570 cm™ und 1470 cm™" zeigen die, wie zuvor erdrtert, vermutlich vom Imidazol stam-
men und hier zu einer Uberlagerung der Amid-Banden fiihren, weshalb eine Interpreta-
tion nicht moglich ist.

Durch die IR-Spektroskopie lielen sich die Subvarianten C1WT und C1S17CH85C ein-
deutig identifizieren. Leider konnten Merkmale von Sekundarstrukturelementen hier
nicht eindeutig identifiziert werden, da in zwei von drei Spektren eine Uberlagerung der
spezifischen Banden durch BMIm beobachtet werden konnte. Allerdings ist ein Trend

zur Verschiebung der Amid-Bande in Richtung a-helikaler Strukturen zu erkennen.

3.3.6 SAXS-Ergebnisse

Kleinwinkelréntgenstreuung wurde durchgefuhrt, um die Form der Nanostrukturen zu
bestimmen, die von den wassrigen IL-Mischungen gebildet wird und welchen Einfluss
sie auf MBP hat. Die Auswertung der gemessenen Rontgenstreuung ist stark abhangig
von den angewendeten mathematischen Modellen. Deshalb missen die Modelle zur
Auswertung sorgfaltig gewahlt werden. Am Anfang werden einfache Modelle wie Spha-
ren, Zylinder oder Ellipsen eingesetzt, um eine ldee von Form und Beschaffenheit der
Struktur zu erhalten. Danach mussen komplexere Modelle gewahlt werden, um die Art
von Ordnung zu bestimmen, die das System am besten beschreibt. Fir die Auswertung
wurde zuerst ein Modell fur spharische Strukturen ausprobiert, da die Ergebnisse aus
der dynamischen Lichtstreuung auf spharische, beziehungsweise ellipsoide Strukturen
hinwiesen. Im Nachhinein stellten sich diese Modelle allerdings als untauglich heraus,
da sie fir die Komplexitat der Daten nicht geeignet waren. Als finales Modell wurde Frak-
tal mit polydispersen Zylindern gewahlt, es stellt die Streuung eines fraktalen Massen-
objekts unter Verwendung des Modells von Teixeria mit einem starren Zylinder (polydis-
perser Radius) als Baustein dar.'®'6' Der Radius im Fraktal S(q) ist Ry des Zylinders.
Dieses Konstrukt ist glltig, so lange die fraktale Langenskala (Korrelationslange) und Rq
unterschiedlich sind, also das Fraktal keine Details der Zylinderstruktur kennt. Das Mo-
dell kombiniert die Streuung des Zylindermodells mit der, der fraktalen Modelle. Der
Blockradius des Fraktalmodells entspricht nun dem Tragheitsradius des Zylinders: 160161

R? I?

2 _ il 60
Ri=—+13 (60)

g
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Fur die Auswertungen wurden Temperaturreihen von 25-70 °C mit und ohne Protein in
BMIm 50 verwendet, da BMIm 45 keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu
BMIm 50 zeigte.

6 BMIm_50_25°C
BMIm_50_30°C
5 — BMIm 50 _40°C
—— BMIm_50_50°C
i —— BMIm_50_60°C
—— BMIm_50_70°C
3 —— ywave_fracyl_BMIM50_25
—— ywave_fracyl BMIM50_30
—— ywave_fracyl_BMIM50_40
; —— ywave_fracyl BMIM50 50
2 | —— ywave_fracyl BMIM50_60
%‘ ’ —— ywave_fracyl BMIM50_70
§
£
g
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Abbildung 52 Réntgenstreuung Temperaturserie BMIm 50 & dazugehdriger Fit
In Tabelle 10 befinden sich die berechneten Werte der mathematischen Anpassung.

Tabelle 10 Fit Réntgenstreuung BMIm 50

KORRELATI- ZYLINDER ZYLINDER
T VOLUMEN FRAKTAL DI- . .
ONS LANGE RADIUS LANGE

[°C] FRAKTION MENSION [A] [A] [A]

25 0,00007216 1,01025 56,8202 16,77 17,084
30 0,00005291 1,01025 29,4027 16,77 17,084
40 0,00003428 1,01025 19,1638 16,77 17,084
50 0,00001075 1.00266 49,8851 16,77 17,084
60 0,00003034 1,00217 10,6951 16,77 17,084
70 0,00002943 1,00217 6,92783 16,77 17,084

Zuerst fallt auf, dass die Streuintensitat abnimmt, dadurch verringert sich in der mathe-

matischen Anpassung vor allem die Korrelationslange und die Fraktal Dimension. Die
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Korrelationslange gibt an, wie lang die fraktale Struktur ist und ergibt sich aus der Lange
der zylindrischen Kompartimente. Die fraktale Dimension gibt Aufschluss Gber den Ver-
zweigungsgrad des fraktalen Massenobjekts. Dies |asst folgende Schllisse zu. Erstens:
Die entstandene Nanostruktur aus der Mischung von BMIm und Wasser hat eine zylind-
rische Grundstruktur. Zweitens, durch Zufuhren von Warme verschwinden diese Struk-
turen vollkommen. Dies kommt vermutlich davon, dass sich durch Konvektion in der
Probe lokale Inhomogenitaten vermischen und nur noch eine Phase vorliegt. Betrachtet

man nun in Abb. 52 die Ergebnisse mit Protein, erkennt man folgende Unterschiede.
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Abbildung 53 Réntgenstreuung Temperaturserie BMIm 50 mit 285,5 umol/l C1WT & dazugehdriger Fit

In der nachfolgenden Tabelle 11 stehen die dazugehoérigen Ergebnisse:

Tabelle 11 Fit Réntgenstreuung BMIm 50 C1WT

ZYLIN-

KORRELATI- ZYLINDER
T VOLUMEN FRAKTAL . DER RA- .

ONS LANGE LANGE

[°’C1 FRAKTION  DIMENSION DIUS
[A] [A]

[A]
25 | 0,00007894 1,00009 49,6143 16,77 17,084
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ZYLIN-

KORRELATI- ZYLINDER
T VOLUMEN FRAKTAL " DER RA- "

ONS LANGE LANGE

[°C] FRAKTION DIMENSION DIUS
[A] [A]
[A]

30 0,00005954 1,00020 76,7687 15,72 15,862
40 0,00003766 1,00251 78,796 16,77 17,084
50 0,00002482 1.06033 2306,91 16,77 17,084
60 0,00001602 1,26824 6,166*10" 16,77 17,084
70 0,00001601 1,26824 6,167*10" 16,77 17,084

Erstens fallt auf, dass die Fraktale Dimension nicht mehr ab- sondern zunimmt, zweitens
nimmt auch die Korrelationslange des fraktalen Massenobjekts zu. Es ergibt sich folgen-
des Modell: Die lonischen Flussigkeiten bilden aufgrund ihres amphiphilen Charakters
mizellare Strukturen, dieses wurde bereits in der dynamischen Lichtstreuung beobach-
tet. Die Form entspricht dabei eher Zylindern mit einer Lange gleich ihrem Radius. Der
Radius dieser Strukturen ist polydisperser Natur und sie sind in der Lage mit MBP zu
interagieren und Proteinaggregate zu I6sen. Aus den Ergebnissen der Réntgenstreuung
lasst sich nun ein Modell berechnen, wie diese Interaktion aussehen kénnte. Zuerst bil-
det die IL einen Zylinder, der dem Protein eine Oberflache bietet, mit dem es Interagieren
kann, ahnlich einer Lipid Mono- oder Doppelschicht. Nun kann das Protein nicht nur mit
einem, sondern mit mehreren solcher Zylinder interagieren, was einen Anstieg der Kor-
relationslange zur Folge hat. Bei 25 °C entspricht die Korrelationslange ca. drei dieser
Zylinder, durch das Erhéhen der Temperatur kommt es zu weiteren Verbriickungen, was
zu einem Anstieg sowohl der Korrelationslange als auch der fraktalen Dimension flhrt.
Bei den Proben ohne Protein kam es zu einer Vermischung der Phasen, sodass am
Ende nur noch eine vorlag. Bei den Proben mit MBP bleiben die Phasen getrennt und
die Nanostrukturen werden verknupft, ahnlich dem Auffadeln einer Perlenkette, bis eine
maximale GroRe erreicht ist. Anhand der mathematischen Anpassungen kann man er-
kennen, wie die Kurvenverlaufe weiter gehen missten, um diese Theorie zu bestatigen.
Allerdings ist dieser Messbereich mit dem vorhandenen Gerateaufbau nicht zu errei-
chen, weshalb Synchrotron-Messungen durchgefihrt werden missten, um eine detail-

lierte Aufldsung zu erhalten.

3.3.7 Diskussion

Um einzuordnen, was die Ergebnisse der einzelnen Methoden zu bedeuten haben, sollte

das Ubergeordnete Ziel dieses Teilprojekts in Betracht gezogen werden. Das Ziel war
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es, erstens den Einfluss von wassrigen BMIm Mischungen auf Membranproteine am
Beispiel von MBP zu untersuchen und zweitens zu prifen, ob daraus ein einfaches und
kostengtinstiges minimal Modell Membran System entwickelt werden kann, dass die Er-
forschung von MBP in wassrigen Losungen ohne die Anwesenheit von Lipiden ermdg-
licht. Durch Rekapitulation der Ergebnisse der einzelnen Messungen kann ein theoreti-
sches Modell erarbeitet werden, wie ein mdgliches Modellsystem aussehen konnte.
Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dass ionische Flissigkeiten in wassrigen Lésungen
mizellare oder lamellare Strukturen bilden, deswegen wurde zuerst die dynamische
Lichtstreuung angewendet, um eventuelle Makrostrukturen nachzuweisen und unter
welchen Bedingungen sie sich bilden. Aus der Arbeit von Cerajewski et al.’*® geht hervor,
dass das Optimum bei einer 1:1 Mischung von Wasser und BMIm zu finden ist. Diese
Ergebnisse sollte durch Wiederholungsmessungen bestatigt werden. Deshalb wurden
umfangreiche Messungen von 0-100 vol% in 5 vol% Schritten durchgefuhrt, um das op-
timale Mischungsverhaltnis zu finden. Es stellte sich heraus, dass mehrere Mischungs-
verhaltnisse in Frage kdmen, am besten geeignet waren BMIm 45 und 50 vol%.
Nachdem die optimalen Mischungen ermittelt waren, wurde die DLS weiterverwendet,
um Grofie und Form der entstandenen Strukturen zu bestimmen. Dazu wurden Tempe-
raturreihen von 20-37° C in Seitwarts- und Rickwartsstreuung durchgefiihrt. Daraus
ergaben sich PartikelgroRenverteilungen des hydrodynamischen Radius von 0,5-2,5 nm.
Es viel auf, dass sie Strukturen mit zunehmender Temperatur kleiner wurden. Durch den
Vergleich der Seitwartsstreuung mit der Rickwartsstreuung konnte ein Formfaktor be-
stimmt werden; es zeigte sich, dass die Strukturen von Ellipsoiden zu Kugeln werden.
Um zu verstehen, wie BMIm und Wasser diese Strukturen ausbilden konnen, muss die
IL auf molekularer Ebene betrachtet werden. 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluorobo-
rat ist ein amphiphiles Molekiil, das aus einem geladenen Imidazol-Ring und einer kur-
zen hydrophobe Butylkette besteht. BMIm ist in jedem Verhaltnis mit Wasser mischbar,
trotzdem bildet es aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen energetisch guinstigere
Lésungsstrukturen, um seine unpolaren Seitenketten vor der polaren Umgebung abzu-
schirmen. Ideale Strukturen waren kugelférmige Mizellen, da sie das perfekte Verhaltnis
von Volumen zu Oberflache haben. Offene Zylinder waren auch denkbar, da so die
Grenzflachenspannung minimiert werden kdnnte.

Durch Einbeziehung der Ergebnisse der Messungen mit MBP und seinen Varianten ge-
winnt man zwei Erkenntnisse. Erstens bildet MBP Aggregate und Kluster, die im DLS
beobachtet werden, kdnnen und zweitens, 16sen sich diese Aggregate bei Zugabe von
45-50 vol% BMIm vollstandig. Es ist eine Veranderung des mittleren hydrodynamischen
Radius in den DLS-Messungen zu erkennen, dies spricht fir eine Interaktion auf mole-

kularer Ebene des Proteins mit den BMIm/Wasser Mischungen. In der Myelinscheide
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spielt MBP eine entscheidende Rolle beim Membranstacking und sorgt daflir, dass die
gesamte multilamellare Membran zusammengehalten wird. Eventuell findet in der L6-
sungsstruktur ein ahnlicher Prozess statt und MBP interagiert mit einer oder mehreren
dieser Mizellen.

Weitere Anhaltspunkte fir diese Theorie liefert die elektrophoretische Lichtstreuung, sie
wurde dazu genutzt, das Zetapotential des Proteins in Puffer und in BMIm/Wasser zu
bestimmen. Es wurden die Mutanten C1WT und C1S17CH85C verwendet, da es sich
hierbei um reine Ladungsvarianten mit einer Oberflachenladung von +19 handelt. Dies
zeigt auch die Zetapotential Messung in Puffer, dass mittlere Zetapotential fur beide Mu-
tanten betragt ca. 20 mV. Nach der Zugabe von 45 bzw. 50 vol% BMIm betragt das mitt-
lere Zetapotential nur noch ca. 1 mV. Dies spricht fir eine Interaktion mit den entstande-
nen Strukturen, da die Oberflachenladung abgeschirmt und so das Zetapotential verrin-
gert wird.

Um sicherzustellen das die Proteinidentifikation aus Kapitel 3.2 korrekt war, wurden
ATR-IR Messungen durchgefuhrt, zum einen als zuséatzliche Identifikation der beiden
Varianten C1WT und C1S17CH85C und zum anderen um herauszufinden ob eventuell
Sekundar-Strukturmerkmale vorhanden sind. Die Identifikation des Proteins lief problem-
los, es konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass es sich bei den beiden Varianten
um Mutanten des MBP handelt. Hierzu wurden Vergleichsmessungen mit handelstibli-
chem bMBP gemacht. Durch Auswertung der spezifischen Proteinbanden konnte eine
Ubereinstimmung festgestellt werden. Die Erflllung der zweiten Aufgabe erwies sich als
deutlich schwieriger. Zuerst wurden Messungen von reinem BMIm gemacht und dann
jeweils mit 45 und 50 vol% in Wasser. Bereits hier fiel auf, dass es zu einer Uberkom-
pensation der Wasserbanden kommt, wenn der Hintergrund automatisch abgezogen
wird. Wie schon in Kapitel 3.3.5 erldutert, hat sich die Zuordnung der Proteinbanden
Amid | und Amid Il als duRerst schwierig erwiesen, da es teilweise zur Uberlagerung der
Banden von Wasser oder BMIm kam. AufRerdem ist die Zuordnung von a-Helices, B-
Sheets und Random Coils nicht eindeutig méglich, da ihre Banden stark von der chemi-
schen Umgebung abhangig sind und sich teilweise selbst liberlagern.'3%154.158.159,162
Deshalb kdnnen die Ergebnisse nur als Trend und nicht als absolut angesehen werden.
Als nachstes sollte mittels EPR die Molekuldynamik auf molekularer Ebene betrachtet
werden. Hierzu wurden zuerst cw-EPR Messungen mit Spinsonden und der Variante
C1WT durchgefihrt. Als Spinsonden wurden TEMPO und 16-DSA verwendet, als Aus-
wertungsparameter wurde die Rotationskorrelationszeit tcor und die Hyperfeinkonstante
verwendet. Die Hyperfeinkonstante gibt Aufschluss ber die Polaritat der Umgebung der
Spinsonde; je groRer, desto hydrophiler die Umgebung. Bei beiden Spinsonden sieht

man eine Verschiebung zu kleineren Werten, was im Umkehrschluss bedeutet, dass die
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Umgebung der Spinsonde hydrophober wird. Eine zu erwartende Reaktion, wenn man
sich nochmal den Aufbau des BMIm-Molekils vor Augen flihrt. Der zweite Parameter
Teor lAsst Aussagen Uber die Rotationsdynamik zu. Fur beide Spinsonden ist ein isotro-
pes Spektrum zu sehen. Die Proben die BMIm 45 bzw. 50 vol% enthalten, zeigen fir 16-
DSA eine deutlich verlangsamte Gesamtrotation, was vermutlich auf die Viskositatszu-
nahme (vgl. Tabelle 6) zurickzufihren ist, da sich 16-DSA aufgrund seiner Struktur ver-
mutlich eher in IL-reichen Regionen aufhalten wird. Bei TEMPO fallt auf, dass tcor kon-
stant bleibt. Dies spricht dafir, dass es sich eher in den wasserreichen Regionen der
Mischung aufhalt. Die Messungen mit und ohne Protein zeigen keine Unterschiede, was
dafur spricht, dass die Spinsonde keine Interaktion mit MBP eingeht. Auch wenn in die-
sen Experimenten keine Interaktion mit dem Protein beobachtet werden konnte, wurde
eine wichtige Frage beantwortet, und zwar, dass bei der Mischung von Wasser und
BMIm zwei Doménen entstehen: eine Wasserreiche und eine IL-reiche. Um die Interak-
tion dieser Domanen mit dem Protein im EPR messen zu kénnen, wurde die Variante
C1S17CH85C mit MTSSL gelabelt, dadurch wird sie Spinsonde direkt am MBP befestigt.
Aus den Spektren ist zu erkennen, dass sie anisotrop sind, da die Rotation um die z-
Achse eingeschrankt ist. Dies kommt wahrscheinlich davon, wie die Spinsonde an das
Molekil gebunden ist. Es fallt auf, dass die Hyperfeinkonstante mit BMIm kleiner ist als
die ohne, auch hier zurtickzufihren auf die Struktur des BMIm-Molekills. Viel interessan-
ter ist die Tatsache, dass sich die Rotationskorrelationszeit trotz Zunahme der Viskositat
verringert. Wie die DLS-Messungen zeigten, werden Proteinaggregate aufgelést. Das
bedeutet, durch die Aufldsung der Aggregate kann die Spinsonde am Protein viel schnel-
ler rotieren, was zu einer verringerten Rotationskorrelationszeit flhrt. Daraus lasst sich
vermuten, dass sich das MBP an die Grenzflachen der Doméanen anlagert und soweit
stabilisiert, dass Aggregation verhindert werden kann.

Um detailliertere Einblicke in die mikroskopische Struktur der BMIm/Wasser Mischungen
zu erhalten wurden DEER-Messungen mit einem Puls-EPR durchgefiihrt. Dabei spielt
hier vor allem die Interaktion mit der Struktur, die von BMIm/Wasser Mischungen zur
Verfigung gestellt wird, eine groRe Rolle. Die DEER-Methode verwendet zwei getrennte
Mikrowellenfrequenzen, um die dipolare Kopplung zwischen zwei Elektron-Spin-Pake-
ten ungleicher Resonanzfrequenz zu untersuchen. Unter idealen Bedingungen sind Dis-
tanzen von 1,5-8 nm messbar. Aus der Literatur fur einfach gelabelte C1-Varianten
wurde 12=1,5 us und eine Temperatur von 50 K fir die Messungen verwendet, dadurch
verkurzt sich die maximale Distanz auf ca. 5 nm. Betrachtet man unter diesen Gegeben-
heiten die Zeitspuren und die Spinabstandsverteilung der Proben in HEPES-Puffer, fallt
auf, dass der Abfall der Zeitspuren sehr schwach und das Signal-Rausch-Verhaltnis

schlecht ist,117:118.152
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Die Proben zeigen eine geringe Modulationstiefe und eine geringe Spinkonzentration flr
das beobachtete Messfenster. Daraus lasst sich schlie3en, dass die Anzahl an gekop-
pelten Spins sehr klein ist. Vermutlich liegt eine homogene Verteilung des MBPs in L6-
sung vor, sodass sich die Spins niemals so nhahe kommen, dass sie koppeln kénnten.
Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass keine Sekundar-Strukturmerkmale vorhanden
sind, wie bei IDPs Ublich.

Durch Einbeziehung der Ergebnisse der Messungen mit BMIm fallt auf, dass hier in den
Zeitspuren deutliche Abfélle der Modulationstiefe zu beobachten sind. Dies hat zur
Folge, dass die Spinkonzentration in der beobachteten Distanz von 1,5-5 nm zugenom-
men hat. Aus der Modulationstiefe lasst sich die Anzahl der gekoppelten Spins bestim-
men; in diesem Fall mindestens zwei da es sich um Doppel-Cystein-Mutanten handelt.
Allerdings kann die Kopplung zu benachbarten MBP-Molekilen nicht ausgeschlossen
werden, da die genaue dreidimensionale Anordnung nicht bestimmt werden kann. Im
Vergleich zu den Messungen in Puffer ist die Spinabstandsverteilung wesentlich defi-
nierter und es ist eine trimodale Abstandsverteilung zu erkennen. Ahnliche Ergebnisse
von DEER-Messungen sind in der Literatur bei Kattnig et al.'® zu finden, dort wurden
unterschiedliche Einfach-Cysteinmutanten mit myelinartigen LUVs gemessen.''7.118.152
Vergleicht man die Ergebnisse von damals mit den Messungen von heute, zeigt sich ein
interessantes Bild. Durch Vergleich der Zeitspuren erhalt man ahnliche Modulationstie-
fen wie bei den einfachen Cysteinmutanten und auch ihre Spinabstandsverteilung ent-
spricht einer Kombination aus S17 und H85. Aus der Literatur ist bekannt, dass MBP
geordnet an myelinartige LUVs bindet. Die Messungen der Proben, die 45 bzw. 50 vol%
BMIm enthalten, zeigen ahnliche Ergebnisse der DEER-Messungen. Dies spricht daflr
das die Strukturen, die in wassrigen Lésungen von BMIm zur Verfligung gestellt werden,
mit MBP interagieren kdnnen, ahnlich einer Membran. Vermutlich ordnet sich MBP an
der Grenzflache zwischen BMIm und dem Lésemittel an. Ausgehend von der Grole der
Strukturen aus den DLS-Messungen besteht auch die Méglichkeit, dass MBP zwei oder
mehr dieser mizellaren Objekte verbindet, ahnlich seiner Funktion in der Myelinscheide.
Aus den Ergebnissen ist zu erkennen, dass ein Grofiteil des MBPs selbstorganisiert sein
muss. 2

Um noch detailliertere Einblicke in die Mikrostruktur zu erhalten und eventuelle Nahord-
nungen besser zu verstehen und ein verlassliches Modell zu entwickeln, wurden SAXS-
Experimente durchgeflihrt. Um den Einfluss des Proteins auf das System Wasser/BMIm
zu ergrinden, wurden Messungen mit und ohne Protein durchgeflihrt. Zuerst wurden
Messungen von BMIm 45 und 50 durchgefiihrt; da die Messungen keinen signifikanten
Unterschied zeigten, wurde fiir spatere Messungen nur noch BMIm 50 verwendet, um

die Datensatze zu reduzieren. Um die SAXS-Messungen auszuwerten, musste ein

87



geeignetes mathematisches Modell gefunden werden. Im Trial-and-Error-Verfahren wur-
den unterschiedlichste mathematische Modelle ausprobiert. Unter Einbeziehung der be-
kannten Eigenschaften von MBP und der bisherigen Ergebnisse aus DLS-, cw-EPR- und
DEER-Messungen wurde die Modelle mit Daten gefiittert, bis sich Fraktale Zylinder als
am besten geeignetes Modell herausgestellt haben. Fir das Modell der Fraktalen Zylin-
der werden mehrere Parameter benétigt z.B. Hohe und Radius des Zylinders, Polydis-
persitat, Kontrast zwischen Losemittel und Zylinder und Hintergrund. Fir Radius und
Hohe der Zylinder wurden die mittleren Partikelradien aus der dynamischen Lichtstreu-
ung als Startwert eingesetzt. Die Polydispersitat des Radius wurde sehr klein angesetzt.
Der Hintergrund wurde aus den SAXS-Messungen entnommen, genauso wie der Kon-
trast zwischen Losemittel und den Zylindern. Mittels der eingesetzten Parameter wurden
die fraktale Dimension und die Korrelationslange bestimmt.

Die fraktale Dimension gibt den Verzweigungsgrad der Strukturen an und die Korrelati-
onslange beschreibt, wie lang die Gesamtstruktur ist, mithilfe der Héhe und des Radius
des Objekts kann so auch bestimmt werden aus wie vielen Einzelobjekten die Ge-
samtstruktur besteht. Aus den vorherigen Ergebnissen geht hervor, dass die Strukturen
von BMIm in Wasser auf lokale Konzentrationsunterschiede zurlckzufihren sind. Um
hydrophobe Bestandteile des BMIm Molekiils von der polaren Umgebung abzuschirmen,
bilden sich zylindrische Strukturen. Um Korrelationslange und Fraktale Dimension zu
bestimmen, wurden die gemessenen Werte in die Funktion eingesetzt und konstant ge-
halten, sodass die Funktion nur noch von diesen beiden Parametern abhangig war.
Durch mathematische Anpassungen wurden die beiden Parameter berechnet.

Wie aus der Temperaturreihe ohne Protein zu erkennen ist, nehmen Korrelationslange
und fraktale Dimension mit steigender Temperatur ab. Die Erklarung hierfir ist einfach:
Durch zufiihren thermischer Energie kommt es zur Mischung der Phasen, bis eine ho-
mogene Verteilung von BMIm in Wasser vorliegt. Bei den Proben die MBP enthalten, ist
ein anderes Verhalten beobachtet worden. Die Korrelationslange und die fraktale Di-
mension nehmen mit steigender Temperatur zu, dies spricht daflr, dass durch zufiihren
von Energie ein selbstorganisierter Prozess stattfindet. Aus den vorliegenden Daten und
dem gewahlten Modell kann man sich den selbstorganisierten Prozess wie das Auffa-
deln einer Perlenkette vorstellen. Bei 25° C liegt eine Korrelationslange von 49,6 A vor,
bei einer Zylinderhéhe von 17,1 A entspricht das ca. drei Zylindern, die miteinander kor-
relieren, bei einer fraktalen Dimension von ca. 1 gibt es keinerlei Verzweigungen der
Kette. Zu den Eigenschaften von MBP zahlt, dass es durch Ausbildung von Sekun-
darstrukturelementen, die Membranen der Myelinscheide stapeln und sie so stabilisieren
kann.®® Vermutlich interagiert MBP auf eine ahnliche Art und Weise mit den Strukturen,

die die ionische Fliissigkeit bereitstellt. Ein MBP-Molekil verbindet dabei wahrscheinlich
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jeweils zwei, eventuell auch drei dieser Zylinder, was infolge von Energiezufuhr zu einer
Verlangerung dieser Kette flihrt und bei héheren Temperaturen zu einer héheren frakta-
len Dimension, dementsprechend zu Verzweigungen innerhalb der Kette.

Um die Ergebnisse dieses Teilprojekts erneut zusammen zu fassen: Aus der dynami-
schen Lichtstreuung wurde die optimale Mischung ermittelt und die Form und Grél3e, der
vom BMIm zur Verfiigung gestellten Strukturen bestimmt. Durch die cw- und Puls-EPR
wurden die Interaktionen von MBP mit der Struktur auf molekularer Ebene untersucht,
dabei wurde herausgefunden, dass sich MBP in BMIm &hnlich verhalt wie in myelinarti-
gen LUVs. Die IR-Spektroskopie ergab Hinweise auf vorhandene Sekundarstrukturen
die allerdings nicht eindeutig identifiziert werden konnten. Durch die Kleinwinkel-Ront-
genstreuung konnten die mikroskopische Struktur und ihre makroskopische Ordnung
bestimmt werden. Daraus konnte ein moégliches Minimalmodell fir Mischungen aus

Wasser und BMIm ermittelt werden. In Abb. 54 ist dargestellt, wie dieses Modell ausse-

hen konnte.
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Abbildung 54 Schematische Darstellung eines Membranmodells aus IL/Wasser Mixturen inklusive der Inter-
aktion mit einem Membranprotein am Beispiel von MBP erstellt mit Biorender.com
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4 Material und Methoden

4.1

Material

Tabelle 12 Chemikalienliste

NR. BEZEICHNUNG HERSTELLER CAS-NUMMER
1 Acrylamid Roth 79-06-1
2 Ampicillin Applichem 69-52-3
3 Basisches Myelin Protein Sigma Aldrich
4 B-Mercapthoethanol Roth 60-24-2
5 | 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoroborat  Sigma Aldrich 174501-65-6
6 Cholin-dihydrogenphosphat Roth 83846-92-8
7 Glukose Roth 50-99-7
8 Glycin Applichem 56-40-6
9 Harnstoff Roth 57-13-6
10 Hefeextrakt Applichem 8013-01-2
11 HEPES Roth 7365-45-9
12 Imidazol Merck 288-32-4
13 IPTG Applichem 367-93-1
14 Kaliumchlorid Roth 7447-40-7
15 Magnesiumchlorid Roth 7786-30-3
16 Magnesiumsulfat Roth 22189-08-8
17 Natriumchlorid Roth 7647-14-5
18 Natriumdihydrogenphosphat Merck 13472-35-0
19 Natriumhydroxid Roth 1310-73-2
20 TEMED Roth 110-18-9
21 Tris ultrapur Applichem 77-86-1
22 Trypton Applichem 91079-40-2
23 Tween 20 Roth 9005-64-5

4.2 Probenvorbereitung

Dieser Abschnitt befasst sich mit der Probenvorbereitung, Einwaagen und Pipettiersche-

men der durchgefuhrten Experimente.
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4.2.1 HEPES Puffer

Da es sich bei HEPES-Puffer um einen eher instabilen Puffer handelt, wurde er vor jeder
Messreihe frisch angesetzt. Die Konzentration betrug c(HEPES)= 0,02 mol/l und
c(NaCl)= 0,01 mol/l, hierfir wurden m(HEPES)= 1,1915 g und m(NaCl)= 0,1461g einge-
wogen und in einem 250 ml MaRRkolben aufgefiillt. Der pH-Wert von 7,40 wurde mittels

Natronlauge c(NaOH)= 0.1 mol/l eingestellt.

4.2.2 Phosphat Puffer PBS

Fur den PBS-Puffer wurden m(NaCl)= 2,0 g, m(KCI)= 0,05g, m(NaxHPOQO4) = 0.355 g und
m(KH2PO4) = 0,0675 g eingewogen und in einem 250 ml MaRkolben geldst. Der pH-
Wert wurde mit Natronlauge c(NaOH)= 0,1 mol/l auf 7,40 eingestellt.

4.2.3 DLS-und ELS-Proben

Fur die ersten DLS- Messungen zur Findung der idealen Mischung wurden Mischungen
aus HEPES und BMIm in 5 vol% Schritten von 0-100% verwendet. Es wurden jeweils
1 ml Lésung angesetzt, da daraus nicht nur DLS, sondern auch Viskositat und Bre-

chungsindex bestimmt wurden.
Tabelle 13 BMIm/HEPES Mischungen

PROBENNAME V BMIM [uL] V PUFFER [yL]
HEPES 0 1000
BMIM 5 50 950
BMIM 10 100 900
BMIM 15 150 850
BMIM 20 200 800
BMIM 25 250 750
BMIM 30 300 700
BMIM 35 350 650
BMIM 40 400 600
BMIM 45 450 550
BMIM 50 500 500
BMIM 55 550 450
BMIM 60 600 400
BMIM 65 650 350
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BMIM 70 700 300
BMIM 75 750 250
BMIM 80 800 200
BMIM 85 850 150
BMIM 90 900 100
BMIM 95 950 50
BMIM 100 1000 0

Da es sich bei Cholin-dihydrogenphosphat (CDHP) um einen Feststoff handelt, wurde
erst eine Stammldsung mit einem Massenanteil von w= 50 % hergestellt und nach fol-

gendem Pipettierschema verdunnt.
Tabelle 14 Pipettierschema DLS CDHP/HEPES Mischungen

PROBENNAME V CDHP [pL] V PUFFER [pL]

HEPES 0 1000
CDHP 5 100 900
CDHP 10 200 800
CDHP 15 300 700
CDHP 20 400 600
CDHP 25 500 500
CDHP 50 1000 0

Fir die DLS-Messungen mit Protein wurde eine Proteinstammlésung mit einer Massen-
konzentration von = 10 mg/ml, dies entspricht einer Konzentration von ¢c= 571 ymoll/l,
angesetzt. Fur die kleineren Konzentrationen von 2 — 10 yM wurde ein zusatzlicher Ver-
dinnungsschritt auf 100 umol/l vorgenommen. Die Proben fir alle Varianten bMBP,
C1 WT und C1 S17CH85 wurden nach folgendem Schema pipettiert. Um Material zu
sparen, wurden jeweils 100 ul Probenlésung hergestellt.

Tabelle 15 Pipettierschema DLS-Messungen aus 100 uM Proteinstammlésung fiir BMIm

PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [uL] V HEPES [pL]

HEPES 2 2 0 98
HEPES 5 5 0 95
HEPES 10 10 0 90
BMIM 45% 2 2 45 53
BMIM 45% 5 5 45 50
BMIM 45% 10 10 45 45
BMIM 50% 2 2 50 48
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PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [uL] V HEPES [pL]

BMIM 50% ‘ 5 5 50 45
BMIM 50% ‘ 10 10 50 40

Tabelle 16 Pipettierschema DLS/ELS-Messungen 571 uM Stamml6sung fiir BMIm

PROBEN- KONZENTRATION V STAMMLOSUNG VvV BMIM V PUFFER

NAME [uM] [ML] [ML] [ML]
HEPES 100 17,5 0 82,5
HEPES 150 26,3 0 73,7
HEPES 200 35 0 65
HEPES 285,5 50 0 50

BMIM 45% 100 17,5 45 37,5
BMIM 45% 150 26,3 45 23,7
BMIM 45% 200 35 45 20
BMIM 45% 285,5 50 45 5
BMIM 50% 100 17,5 50 32,5
BMIM 50% 150 26,3 50 23,7
BMIM 50% 200 35 50 15
BMIM 50% 285,5 50 50 0

Tabelle 17 Pipettierschema DLS/ELS-Messungen aus 100 uM Proteinstammlésung fiir CDHP

PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP[uL] V CDHP [uL] V PUFFER [pL]

HEPES 2 2 0 98

HEPES 5 5 0 95

HEPES 10 10 0 90
CDHP 5% 2 2 10 88
CDHP 5% 5 5 10 85
CDHP 5% 10 10 10 80
CDHP 10% 2 2 20 78
CDHP 10% 5 5 20 75
CDHP 10% 10 10 20 70
CDHP 15% 2 2 30 68
CDHP 15% 5 5 30 65
CDHP 15% 10 10 30 60
CDHP 20% 2 2 40 58
CDHP 20% 5 5 40 55
CDHP 20% 10 10 40 50
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PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP[uL] V CDHP [uL] V PUFFER [pL]

CDHP 25% 2 2 50 48
CDHP 25% 5 5 50 45
CDHP 25% 10 10 50 40
CDHP 50% 2 2 98
CDHP 50% 5 5 95
CDHP 50% 10 10 90 0

4.2.4 EPR-Proben

Um EPR messen zu kdnnen, braucht es ein freies Elektron, deshalb gibt es zwei Mog-
lichkeiten der Probenvorbereitung. Beim Spinprobing wird ein stabiles Nitroxid Radikal,
eine sogenannte Spinsonde, der Probelésung zugesetzt und die Interaktion von Sonde
und Probe gemessen. Bei der zweiten Mdglichkeit, das sogenannte Spinlabeln, wird das
Protein selbst mit einem stabilen Nitroxid-Radikal markiert. Bei dieser Technik kann die

Interaktion des Proteins mit seiner Umgebung beobachtet werden.

4.2.4.1 Spinprobing

Fur das Spinprobing wurden zwei Stammldsungen aus unterschiedlichen Spinsonden
erstens 16-DSA ¢c=1 mmol/l und zweitens TEMPO c= 1 mmol/l, zusatzlich wurde eine
MBP-Stammlésung c= 10 mg/ml hergestellt und mit IL wie in nachfolgendem Pipettier-

schema zusammengegeben.

Tabelle 18 Pipettierschema EPR-Proben mi 16-DSA

PROBE C MBP V BMIM V HEPES V MBP V 16DSA
[uM] [uL] [uL] [uL] [uL]
HEPES 0 0 90 0 10
HEPES 100 0 72,5 17,5 10
BMIM 45 0 45 45 0 10
BMIM 45 100 45 27,5 17,5 10
BMIM 50 0 50 40 0 10
BMIM 50 100 50 22,5 17,5 10
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Tabelle 19 Pipettierschema EPR-Proben mit TEMPO

PROBE C MBP V BMIM V HEPES V MBP V 16DSA
[uM] [uL] [uL] [uL] [uL]
HEPES 0 0 90 0 10
HEPES 100 0 72,5 17,5 10
BMIM 45 0 45 45 0 10
BMIM 45 100 45 27,5 17,5 10
BMIM 50 0 50 40 0 10
BMIM 50 100 50 22,5 17,5 10

4.2.4.2 Spinlabeln

Beim Spinlabeln von MBP C1 S17CH85C wurde eine Proteinstammlésung mit einer

Konzentration von c=571 umol/l angesetzt und mit einer MTSSL-Stammidsung

c= 5 mmol/l fir 24 h in einem Probenschittler inkubiert.163.164
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Abbildung 55 Méglicher Mechanismus einer Label-Reaktion von MTSSL mit den Cysteinresten an Amino-
séure Position 17 und 85

Das (berschiissige Lable wurde iiber eine Akta Pure (Akta, GE Healthcare) mit einer

Entsalzersaule abgetrennt; die Protein Konzentration wird mittels NanoDrop (Implen) be-

stimmt. Es ergab sich eine MBP-Konzentration von c= 210 pymol/l, das entspricht einer

Label Effizienz von ca. 37 %. Die cw EPR und Pulse EPR Proben wurden nachfolgen-

dem Schema pipettiert.
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Tabelle 20 Pipetierschema EPR-Spinlabeled

PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [uL] V HEPES [pL]

HEPES ‘ 105 50 0 50
BMIM 45% ‘ 105 50 45

BMIM 50% ‘ 105 50 50

4.2.5 IR-Proben

Da die Bestimmungsgrenze des Bio-ATR-IRs bei ca. 1 mg/ml liegt, wurde auch hier eine
Stammldsung von 10 mg/ml MBP hergestellt und nachfolgendem Schema pipettiert.
Tabelle 21 Pipettierschema IR Proben BMIm/HEPES Mischungen

PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [uL] V HEPES [pL]

HEPES 100 17,5 0 82,5
HEPES 150 26,3 0 73,7
HEPES 200 35 0 65
HEPES 285,5 50 0 50
BMIM 45% 100 17,5 45 37,5
BMIM 45% 150 26,3 45 23,7
BMIM 45% 200 35 45 20
BMIM 45% 285,5 50 45 5
BMIM 50% 100 17,5 50 32,5
BMIM 50% 150 26,3 50 23,7
BMIM 50% 200 35 50 15
BMIM 50% 285,5 50 50 0

426 SAXS-Proben

Fir die SAXS-Messungen wurden Proben mit bMBP, rmMBP C1WT und
rmMBP C1 S17CH85C jeweils aus 10 mg/ml Stammldsung nach folgendem Pipettier-
schema hergestellt.

PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [pL] V PUFFER [pL]

HEPES 0 0 0 100
BMIM 25% 0 0 25 75
BMIM 45% 0 0 45 55
BMIM 50% 0 0 50 50
BMIM 75% 0 0 75 25
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PROBENNAME KONZ. MBP [uM] V MBP [uL] V BMIM [uL] V PUFFER [pL]

HEPES ‘ 285,5 50 0 50
BMIM 45% ‘ 285,5 50 45

BMIM 50% ‘ 285,5 50 50

4.3 DLS-Messungen

Dynamische Lichtstreuungsmessungen wurden mit dem Litesizer 500 (Anton Paar
GmbH, Graz, Osterreich) durchgefiihrt. Jeweils 45 pl der Probenldsung wurden in eine
Low Volume Quarzkivette (Hellma Analytics, Millheim, Deutschland) pipettiert. Fur alle
Proben wurden Temperaturreihen von 20, 25, 30, 35 und 37 °C in einem Detektionswin-
kel von 90 ° (Seitwartsstreuung) und 175 ° (Rlckwartsstreuung) gemessen. Die Einstel-
lungen in der Messsoftware Kalliope waren wie folgt: 6 Durchlaufe a 30 s mit einer
Equilibrierzeit von 1 min zwischen den Temperaturen. Die Messfokussierung und Filter-
einstellungen wurden auf automatisch gestellt. Fur die Datenanalyse wurden ein enges

Analysenmodell und ein Cumulant Modell verwendet.®

Datenanalyse: Allgemein liegt der Dynamischen Lichtstreuung die Stokes-Einstein-
Gleichung zugrunde.
kgT
D=2
é6nnr

(61)

Mit der Boltzmann-Konstante kg, der Messtemperatur T und der Lésemittelviskositat n
bekannt fehlt nur der Diffusionskoeffizient D, um den Hydrodynamischenradius r zu be-
stimmen. Unter der Annahme, das sich streuende Partikel in Lé6sung wie harte Kugeln
verhalten und die Rayleigh-Debye-Theorie guiltig ist, wird die Intensitatskorrelationsfunk-
tion mittels Cumulant-Methode analysiert.® Hierbei wird ein Polynom dritten Grades an
den Logarithmus der Intensitatskorrelationsfunktion angepasst und man erhalt die Ab-
klingrate T
I' = Dg? (62)

4Tn

7 sing und unter Berlcksichtigung von Ldsungsmittelbre-

Mit dem Streuvektor q =

chungsindex n und Laserwellenlange A, verwendet die Kalliope- Software (Anton Paar
GmbH, Graz Osterreich) eine Anpassungsroutine fiir ,nicht negative kleinste Quadrate*
mit Tikhonov-Regularisierung, mit der Option ,allgemein“ und ,eng"“. Letzteres wurde
ausgewahlt wegen der engen Partikelgrof3enverteilung bei den Proben.

Da das Cumulant-Modell nur monomodale Verteilungen analysieren kann, wurden die
Intensitatskorrelationsfunktionen zusatzlich mit einem nichtlinearen Modell der ALV-Soft-

ware ausgewertet.?® Die Grundprinzipien des Modells sind dieselben fir den
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Diffusionskoeffizienten D, es wird jedoch das flexiblere CONTIN-Modell verwendet, um
die Korrelationsfunktionen anzupassen. Dies verhindert aulierdem, dass gréliere Parti-
kel relativ hdher gewichtet werden als kleine Partikel. Folgende Gleichung beschreibt die
nichtlineare ALV-Anpassung fiir die Intensitatszeitkorrelationfunktion g.(t) mit der Ver-

teilungsfunktion der Abklingrate G(T').

Fmax
g2(1) =1 =( e ™G(r)dr)? (63)

I'min
Die daraus resultierende massengewichtete PartikelgréRenverteilung wird durch Einstel-
len der Amplituden der Abklingrate erhalten, um nicht physikalische Beitrage bei kleinen

Partikelradien zu entfernen.7-88

4.4 ELS-Messungen

Elektrophoretische Lichtstreuungsmessungen wurden mit dem Litesizer 500 (Anton Paar
GmbH, Graz, Osterreich) durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung erfolgte wie in Kapitel
4.2.3 angegeben. Ca. 50 ul der Probe wurden in die Univette-Low-Volume gefiillt und in
das Gerat eingesetzt. Die Zeta-Potentiale wurden mittels LASER-Doppler-Velocimetrie
in einem elektrophoretischen Lichtstreuaufbau durch Messung der elektrophoretischen
Mobilitat bestimmt. Es wurden sowohl Mesungen bei konstanter Temperatur von 25° C,
als auch Temperaturreihen von 20°-37° C durchgefihrt. Es wurde eine maximale Span-
nung von 10 V eingestellt, die Spannungsregelung erfolgte automatisch vom Geréat, die
Henry-Funktion wurde Uber die Kalliope Software aus den hydrodynamischen Radien
der DLS-Messungen berechnet. Die Datenanalyse erfolgte mit der kontinuierlich tber-

wachten Phasenanalyse-Lichtstreutechnologie (cmPALS) im Softwarepaket Kalliope.

Datenanalyse: Nach der Henry-Gleichung steht das Zeta-Potential { in Verbindung mit

der elektrophoretischen Mobilitat Ue:

_ 2xex{xF(kxa)
3*n

(6)

E

Mit € als Permittivitat, n die Viskositat und F(k*a) die Henry Funktion k die Debye-Lange
und a als Teilchenradius. Hierfur wurde der hydrodynamische Radius aus den DLS-Mes-
sungen eingesetzt.®"9 Zusatzlich ist das Zeta-Potential von Temperatur und lonenstarke
der Probe abhangig. Folgende Gleichung beschreibt die lonenstarke in Abhangigkeit der

Konzentration ¢ und der Ladung z; der in der Probe enthaltenen ionischen Komponen-

1
I = Ez c;z? (65)
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Die cmPALS-Methode hat den Vorteil, dass durch das hinzufligen eines Modulator Mo-
nitors die Kompensation jeglicher Nichtlinearitat oder Verschlechterung der Leistung des
Modulators nicht das Ergebnis beeinflussen. Zusatzlich verkirzt sich die Messzeit und
es wird eine geringere elektrische Feldstarke bendtigt, was ein Vorteil gegenliber her-
kommlicher PALS-Methoden ist.%293

4.5 EPR-Messungen

4.5.1 cw EPR-Messungen

Die cw EPR-Messungen wurden auf dem X-Band Miniscope Benchtop Spektrometer
MS400 (Magnetech GmbH, Berlin, Deutschland) mit einem Frequenzzahler (RACAL
DANA, Modell 2101) und einer Temperatureinheit HO3 (Magnettech GmbH, Berlin,
Deutschland) durchgefihrt. Die Proben wurden wie in Kapitel 4.2.4 hergestellt und ca.
20 pl in Quarzkapillaren (BLAUBRAND intraMARK) gefullt und mit Critoseal verschlos-
sen und in das MS400 gestellt. Fur die Proben wurde eine Temperaturreihe von 20°-
37° C mit 10 Durchlaufen a 60 s, einer Modulationsamplitude von 0.05 mT, einer Scan-

breite von 6 mT und einer Mikrowellendampfung von 20 dB durchgefihrt.

Datenanalyse: Die Datenanalyse erfolgte im Programm Matlab (R2017a) mit dem Soft-
ware Paket EasySpin (Version 5.2.35) Uber selbstgeschriebene Skripte.’' Die Spektral-
simulationen basieren auf der von Schneider und Freed entwickelten Zeitlupentheorie.
Die Ausgangsparameter fir den g-Tensor und Hyperfeinkopplungs-Tensor A wurden
aus Literaturdaten entnommen.'?

Der Parametersatz wurde sowohl fiir wassrige Losungen als auch fiir Proben die IL ent-
hielten in das Skript eingesetzt, zusatzlich musste noch der Euler-Winkel impliziert wer-
den, fir die Simulation wurde der Standardwinkelsatz fir a, B und y von [0 50 0] verwen-
det. Fur die Simulationen wurden hauptsachlich die Werte des Hyperfeinkopplungs-Ten-
sor A und des Rotationsdiffusionstensors D angepasst.'®® Der isotrope Wert aiso wurde
aus den simulierten Tensordaten nach folgender Gleichung berechnet:

— (Axx + Ayy + AZZ) (66)

Aiso 3

Durch ein Modell der Brown schen Diffusion, basierend auf dem Rotationsdiffusionsten-
sor D, wurde die Rotationskorrelationszeit t...- nach folgender Gleichung berechnet: 1016
1

T =—
corr = g3 '—Dxx Dyy D,

(67)
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Die mittlere scheinbare Hyperfeinkopplungskonstante aiso.app Wurde durch das Auslesen
der Nulldurchgange nach folgender Gleichung berechnet:'1%1"

(Bhignfieta — Biowfieta)
Qiso,app = 2 - (68)

Die Simulationsskripte erlauben Simulationen mit bis zu drei Komponenten. Die Gemes-
senen Spektren zeigten keine Anzeichen flr zusatzliche Komponenten, deshalb konnten

sie als Einkomponentenspektrum simuliert werden.'°

4.5.2 Pulse EPR-Messungen

Alle 4-Puls-Deer-Experimente wurden auf einem Elexys E580-Spektrometer (BRUKER)
ausgerustet, mit einem ER4118X-MS3 Flexline Splitring-Resonator (BRUKER) und ei-
nem Kryostaten ARS AF204 (kundenspezifisch) durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung
erfolgte, wie in Kapitel 4.2.4.2 beschrieben, 100 ul der Probe wurde in eine X-Band-Tube
Quarzkappilare gefullt und in unterkihltem 2-Methylbutan schockgefroren. Die gefrorene
Probe wurde in den Resonator eingesetzt und ein einfaches Elektronenspin-Echo-Expe-
riment (ESE) wurde durchgefiihrt. Das Maximum des ESE-Experiments wurde als
Pumpfrequenz v,ump und das Niederfeldmaximum als Observationsfrequenz v, fur das
DEER-Experiment festgelegt. Alle Experimente wurden bei X-Band-Frequenzen von
9,3-9,6 GHz und 50 K durchgefihrt.

Datenanalyse: Fir das Elektronenspin Echo wurde ein einfaches 2-Puls-Experiment,

unter Verwendung einer Hahn-Echosequenz g— T—m—17—Echo und eines 20 mT
Felddurchlauf durchgefiihrt. Die Impulslange von g betrug 16 ns, von 1 32 ns und eine

Verzdgerungszeit T zwischen den Impulsen betrug 176 ns. Die Integration wurde auf das
Echo Maximum zentriert und auf eine Breite von 100 ns eingestellt. Aus dem aufgenom-
menen Spektrum wurde vo,s und voump ausgelesen und Av berechnet und in das DEER-
Experiment Gbernommen.

Um die dipolare Zeitentwicklung aus einem DEER-Experiment zu erhalten, wurde eine

4-Puls-Sequenz durchgefuhrt:

s

E (Vobs) —T1— T[(Vobs) -t = T[(Vpump) - (Tl +71; — t,) - T[(Vobs) — T3 — Echo (69)
Die Lange des Beobachterpulses sowohl fiJrg als auch fur 1 betrug 32 ns, fur die Pump-

pulse wurden 12 ns eingestellt. Die Pumppulszeit t* erhdhte sich schrittweise um 8 ns.
11 begann bei 180 ns und wurde ebenfalls schrittweise um 8 ns erhéht, die so erhaltenen

8 11-Werte wurden gemittelt, um die Protonenmodulation zu unterdriicken. Es Wurden
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DEER-Zeitspuren fir 600, 800, 1500 und 2500 ns aufgenommen. Die Auswertung er-

folgte in Matlab mit dem Programm DeerAnalysis (Version 2019) von Jeschke. '?!

4.6 IR-Messungen

Alle IR-Messungen wurden mit einer Bio-ATR-Einheit in einem Vertex 70 (BRUKER, Bil-
lercia, USA), ausgerustet, mit einem K10 Thermostaten (Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland), durchgeflihrt. Die Proben wurden, wie in Kapitel 4.2.5 beschrie-
ben hergestellt. 20 pl der Probe wurden auf den Zinkselenid-Kristall des ATR-IR-Gerétes
gegeben und die Probenzelle verschlossen. Mit der Software OPUS und dem Software-
paket Protein Dynamics wurde ein BIO-ATR-Experiment, bei einer konstanten Tempe-
ratur von 37° C und 256 Akkumulationen durchgefiihrt. Bei den Spektren handelt es sich
um Differenzspektren, deshalb wurde vor jeder Messung der Hintergrund gemessen und

direkt vom Probenspektrum subtrahiert. Die Auswertung erfolgte in Opus und Origin.

4.7 Refraktometer Messungen

Alle Refraktometermessungen wurden auf einem Abbemat Heavy Duty Refraktometer
(Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich) ausgefihrt. Alle Proben wurden, wie in der Pro-
benvorbereitung beschrieben, hergestellt. 100 ul der Probenlésung wurden auf das Sa-
phirprisma des Refraktometers pipettiert. Danach wurde eine Temperaturreihe in das
Gerat einprogrammiert. Es wurden die Brechungsindices bei 20°, 25°, 30°, 35° und 37° C
mit einer Wellenlange von 589 nm bestimmt. Die Ausgabe der Daten erfolgte in einer
Text Datei, die weitere Datenanalyse erfolgte in Tabellenkalkulationsprogrammen wie
Excel und Origin. Der Brechnungsindex ist eine optische Materialeigenschaft, die bend-

tigt wurde, um mittels DLS den hydrodynamischen Radius zu berechnen.

4.8 Rheometer Messungen

Die Rheometermessungen wurden mit einem Physika MCR 301 Rheometer (Anton Paar
GmbH, Graz, Osterreich) ausgefiihrt. Dafiir wurde das CP25-2/TG-SN9120 Messystem
in das Gerat eingesetzt. 200 ul der Probe wurden auf den Probenteller gegeben und das
Messsystem wurde auf eine Messspalthdhe von 51 um gefahren. Um die dynamische
Viskositat zu messen, wurde eine Temperaturreihe von 20, 25, 30, 35 und 37 °C einge-
stellt und alle 5 s ein Messpunkt bei 40 Punkten und einer Scherrate von 0,1-100 Hz

aufgenommen. Die Berechnung durch Mittelwertbildung der 40 Messpunkte erfolgte im
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Programm Origin. Die Viskositat ist eine physikalische Stoffeigenschaft und wird zur Be-

rechnung des hydrodynamischen Radius benétigt.

4.9 SAXS-Messungen

Alle SAXS-Messungen wurden im V-Transmissions-Modus in einer SAXLAB Laborkon-
figuration (Retro-F) mit einer AXO Microfokus Réntgenquelle durchgefiihrt. Der AXO
Multilayer X-Ray Optic (AXO Dresden GmbH, Dresden Deutschland) wurde als Mono-
chromator fir CU-K, Strahlung (A=0,154 nm) verwendet. Als zweidimensionaler Detektor
wurde der PILATUS3 R 300 K (DECTRIS, Baden, Schweiz) verwendet. Die Probe
wurde, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben hergestellt und 20 ul der Probe wurden in eine
Kapillare mit 1 mm Durchmesser (BioSAS JSP stage, SAXSLAB/Xenos SAS, Grenoble,
Frankreich) pipettiert. Die Kapillare wurde mit einem Brenner zu geschmolzen und in die
Samplestage eingesetzt und mit etwas Klebeband fixiert. Das Rontgengerat wurde ver-
schlossen und evakuiert.'®

Da sich die Position der Probe immer minimal von der vorherigen Messung unterschei-
det, muss zuerst die Kapillare mit Probe in die Mitte des Réntgenstrahls gebracht wer-
den. Dazu wird ein Scan der x-, y- und z-Achse durchgefihrt, danach wird die Samples-
tage auf die sich daraus ergebende Position gefahren. Als nachstes wird eine Transmis-
sionsmessung von 60 Sekunden durchgefiihrt, um den Streukontrast zu bestimmen, wo-
von die Gesamtmesszeit abhangig gemacht wird, denn es gilt je héher der Kontrast,
desto kirzer die Messzeit. Die Proben, die IL enthielten, zeigten einen hohen Kontrast,
weshalb sie ca. 3-5 Stunden gemessen wurden. Die Referenzmessungen von Puffer
und Glas erfolgten jeweils fur 10 Stunden Uber Nacht.

Fur die Temperaturmessungen wurde die Temperatureinheit an die Samplestage ange-
schlossen und in der Geratesoftware eine Temperaturreihe von 20 °-70 °C in 10 °K

Schritten programmiert.

Datenanalyse: Die gemessenen Daten wurden mittels der Software Saxgui 2 umge-
wandelt, sodass sie in das Programm Igor Pro Version 7 eingeladen werden konnten.
Die Analyse der Spektren lief fiir alle Proben nach den gleichen vier Schritten ab. Erstens
wurden die Daten der Proben- und Referenzmessungen eingeladen. Zweitens mussten
die Proben um den Hintergrund korrigiert werden. Da die Messungen fur Puffer und Glas
sehr ahnlich waren, wurden die Proben nur um Glas korrigiert. Bei allen Proben wurde
der Wert fur Glas abgezogen, die so erhaltenen Differenzspektren wurden fiir die weitere
Auswertung verwendet. Im dritten Schritt wurden die Spektren, die aufgrund des Gera-
teaufbaus flir SAXS, MAXS und WAXS einzeln gemessen wurden, zusammengeflgt,
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um ein Gesamtspektrum zu erhalten. Im finalen Schritt wurden die Gesamtspektren, mit-
tels unterschiedlicher mathematischer Modelle analysiert, um Aussagen Uber Partikel-

grofe, Form und Struktur treffen zu kénnen.

4.10Rekombinante Herstellung von MBP

4.10.1 Transformation und Expression

4.10.1.1 Transformation der Zellen

Um Protein exprimieren zu kdnnen, missen die Bakterienzellen transformiert werden,
man taut BL21-Zellen auf und pipettiert 1-4 ul des gewtiinschten Expressionsvektors zu
den Zellen und inkubiert sie fur 20 Minuten auf Eis. Danach wurden die Zellen bei 42°C
fir 90 Sekunden hitzebehandelt und anschlieffend nochmals fir 3 Minuten auf Eis ge-
legt. AnschlieBend wurden 500 yl SOC-Medium zur Zellsuspension gegeben und im
Probenschttler bei 300 rpm und 37° C fur 30 Minuten inkubiert. Die Zellsuspension
wurde in 50 ml LB-Medium gegeben, zusatzlich wurde Ampicillin in der Verdiinnung
1:1000 in das LB-Medium pipettiert. Die Vorkultur wird Gber Nacht bei 37° C inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der OD-Wert gemessen.

4.10.1.2 Proteinexpression

Zur Proteinexpression wurden jeweils 15 ml der Ubernachtkultur in je 1,0 | LB-Medium
gegeben und wie bei der Vorkultur mit Ampicillin 1:1000 versetzt. Die Zellsuspension
wurde bei 37° C im Inkubationsschuttler bis zu einer OD von 0,6-0,8 inkubiert. Zur In-
duktion der Proteinexpression wurden 1,5 ml IPTG-LAsung in den Kolben pipettiert. Nach
2,5-3 Stunden wurde die Inkubation abgebrochen und die Zellsuspension in Zentrifugen-
becher gefillt und bei 4000 rpm 4° C fiir 30 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in wenigen Milliliter Medium resuspendiert, in 50 ml Falcon-
tubes geflllt und erneut bei 5000 rpm 4° C fir 30 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Zellpellet mit flissigem Stickstoff gefroren und bis zum Zell-

aufschluss im Gefrierfach aufbewahrt.®3
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4.10.1.3 Medien und Lésungen

LB-Medium (1,0 I): SOC-Medium: Ampicillin: IPTG:
15 g NaCl 0,5% Hefeextrakt 50 mg/ml in 1 molll
7,5 g Hefeextrakt 2% Trypton Ethanol
15 g Trypton 0,6 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgClz

10 mM MgSOs4

20 mM Glukose

Samtliche Medien mussten vor Benutzung autoklaviert werden.3?

4.10.2 Zellaufschluss und Reinigung von MBP

4.10.2.1 Zellaufschluss

Auf das noch gefrorene Zellpellet wurde Lysis-Puffer gegeben, ca. 1 ml pro g Zellmasse,
und das Zellpellet wurde unter vorsichtigem Schitteln gelést. Die Suspension wurde in
das Zellaufschlussgerat (Continous Systems) gefiillt, das nach dem Aufschluss erhal-
tene Zell Lysat wurde in Zentrifugenréhrchen geflllt und fir 30 min bei 30000 rpm und
4° C zentrifugiert, um weitere Zellbestandteile zu entfernen. Der Uberstand konnte sehr
viskos sein und musste vor dem Einfiillen in die FPLC nochmals mit Lysis-Puffer 1:1

verdinnt werden.

4.10.2.2 Nickel Affinitdtschromatographie

Das Zelllysat wurde in einen 150 ml Superloop (GE, Healthcare) geflillt und an die FPLC
(Akta) angeschlossen. Die Reinigung erfolgte tiber ein 5 ml HisTrap™ Crude Séaule; be-
vor aber das Protein aufgetragen wurde, musste die Saule mit 5 Saulenvolumina Lysis-
Puffer equilibriert werden. Danach wurde das Zelllysat auf die Saule aufgetragen und
mit 10 Saulenvolumina Lysis-Puffer gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde das Pro-
tein mit 10 Saulenvolumina Elutions-Puffer eluiert es wurden jeweils 5 ml Fraktionen
aufgefangen. Die Flussrate sollte 1 ml/min betragen. Mittels UV-Detektor wurde geprift,
welche Fraktionen Protein enthalten. Diese Fraktionen wurden in einen Dialyseschlauch

mit einem MWCO von 6-8 kDa gefillt und gegen Dialyse-Puffer tiber Nacht dialysiert.3?
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4.10.2.3 lonenaustauschchromatographie

Das Dialysat wurde in einen 50 ml Superloop (GE, Healthcare) geflillt und an die FPLC
(Akta) angeschlossen. Die lonenaustauschchromatographie erfolgt tiber eine 1ml HiT-
rap SP FF Saule. Zuerst wurde die Saule mit 10 Saulenvolumina IEX A gespiilt, um den
Lagerpuffer zu entfernen, danach wurde sie mit 20 Saulenvolumina Charge-Puffer equili-
briert und erneut mit 10 Saulenvolumina IEX A gespluilt. Als nachstes wurde die Probe
geladen und mit 20 Saulenvolumina IEX A gewaschen. Um die Probe zu eluieren wurde
ein linearer Gradient von 0% - 100% IEX B mit einem Gesamtvolumen von 50 ml einge-
stellt, es wurden 2 ml Fraktionen aufgefangen. Alle Fraktionen, die Protein enthalten,
wurden fir die Finale Dialyse in einen Dialyseschlauch mit einem MWCO von 6-8 kDa
gefullt. Die Dialyse erfolgte in drei Schritten zuerst zweimal gegen Dialysepuffer A, da-
nach zweimal gegen Dialysepuffer B und zuletzt viermal gegen dest. Wasser. Jeder Di-
alyseschritt erfolgt mit einem Volumen von 2 L und einer Zeit zwischen 6-12 Stunden.
Im letzten Schritt wurde das Protein aus dem Dialyseschlauch in ein 15 ml Reaktionsge-

faR gefillt und lyophilisiert.®

4.10.2.4 Puffer und FlieBmittel

Lysis-Puffer: Elutions-Puffer: Dialysepuffer:
8 M Urea 8 M Urea 6 M Urea

100 mM NaH2:PO4 100 mM NaH2PO4 80 mM Gilycin
5 mM TRIS 5 mM TRIS pH 10

500 mM NacCl 500 mM NacCl

10 mM Imidazol
1 % Tween 20
pH 8

IEX A:

6 M Urea

80 mM Gilycin
pH 10

Dialysepuffer A:

50 mM Tris
250 mM NacCl

10 mM Imidazol
pH 4,5

IEX B:

6 M Urea

80 mM Gilycin
0,2 M NaCl
pH 10

Dialysepuffer B:

100 mM NacCl
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Charge-Puffer:
6 M Urea

80 mM Glycin

1 M NaCl

pH 10

Dialysepuffer C:
dH.0



Alle FlieBmittel mussten vor Gebrauch filtriert und entgast werden. Fir Cysteinvarianten
musste samtlichen Flie®Bmitteln und Puffern, 10 mM B-Mercapthoethanol oder 1 mM DTT

hinzugefiigt werden
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5 Zusammenfassung und Ausblick

lonische Flissigkeiten gehoren trotz ihrer langen Geschichte zu einer der am wenigsten
erforschten Stoffklasse. Sie sind erst in den letzten Dekaden wieder in den Fokus der
Forschung geriickt. Da sie aufgrund ihrer Eigenschaften, wie nicht-entflammbarkeit, ver-
nachlassigbarem Dampfdruck und Ungiftigkeit, allgemein als umweltfreundlich gelten,
werden sie oft als ,Green Solvents“ bezeichnet. Bis jetzt werden sie als umweltfreundli-
cher Ersatz fir konventionelle Losemittel, Katalysator flir chemische Reaktionen oder fiir
elektrochemische Anwendung, z.B. in Batterien eingesetzt. Ein Teil dieser Arbeit sollte
neue Anwendungsmaoglichkeiten in der Protein Biochemie fur diese ionischen Flussig-
keiten finden."-24
Basisches Myelin Protein ist ein intrinsisch ungeordnetes Protein der Myelinscheide, es
erfullt wichtige Aufgaben bei der Isolierung des Axons, indem es die multilamellare
Membran verdichtet und stabilisiert. MBP spielt eine entscheidende Rolle bei neurode-
generativen Erkrankungen wie Multipler Sklerose, die zu einer Demyelinisierung der
Myelinmembran fuhrt. Von IDPs ist bekannt, dass sie hochspezialisierte Proteine mit
groRer Flexibilitat sind, die nur an ihrem Zielort sekundar oder tertiar Strukturen ausbil-
den. Uber MBP im Speziellen ist bekannt, dass es in wassrigen Lésungen keinerlei Se-
kundarstruktur bildet und zur Aggregation neigt.®10.19.27.31.5561,167,168
Im Zuge dieser Arbeit sollte der Einfluss von ionischen Flissigkeiten auf MBP untersucht
werden. Ziel war es, IL/Wasser Mischungen herzustellen und dadurch MBP in wassrige
Lésung zu Uberfihren, ohne dass es zur Aggregation oder Clusterung des Proteins
kommt. Daflir wurden zwei Modell-ILs ausgewahlt, die sich in friiheren Arbeiten als du-
Rerst vielversprechend im Zusammenhang mit der Stabilisation der Struktur von Protei-
nen erwiesen haben,36:48:50-53,169
In Kapitel 3.1 wurde der Einfluss von Cholin-dihydrogenphosphat auf Dynamik und
Struktur von MBP mittels dynamischer und elektrophoretischer Lichtstreuung gemessen.
Es konnten einige interessante Ergebnisse beobachtet werden, allerdings hat sich ge-
zeigt, dass die Verwendung von CDHP als IL die Aggregation bereits bei geringen Pro-
tein Konzentrationen verstarkt.?> Um Puffer Effekte ausschlieen zu kénnen wurden die
Messungen mit HEPES und PBS-Puffer durchgefiihrt. Es Zeigte sich, dass Phosphat-
puffer weniger geeignet sind als HEPES, da vermutlich die Phosphat-lonen die Aggre-
gation begulnstigen. Nach diesen Ergebnissen wurde davon abgesehen, weitere Expe-
rimente mit CDHP als Modell IL durchzufiihren.213°
In Kapitel 3.2 drehte sich alles um die rekombinante Herstellung von MBP in den Vari-
anten C1WT und C1S17CH85C, welche flr die cw- und Puls-EPR Experimente bendtigt
wurden. Durch Optimierung des Expressionsprozesses und der Reinigung konnte die
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Ausbeute gesteigert werden.®® Der Uberschuss an Ausbeute konnte fir Kristallisations-
experimente verwendet werden. Die Kristallisationsexperimente waren leider nur von
kleinen Erfolgen gekrént, es konnten zwar Kristalle gewonnen werden allerdings konnten
sie nicht vermessen werden. Bei nachfolgenden Kristallisationsansatzen wurden nur
noch Mikrokristalle generiert.

In Kapitel 3.3 ging es um die Verwendung von 1-Butyl-3-methylimidazoliumtetrafluoro-
borat (BMIm) als Modell zur Verwendung als pseudo Mono- bzw. Bilayer- Membransys-
tem. Dazu wurde mittels DLS das optimale Mischungsverhaltnis von BMIm zu Wasser
bestimmt. Danach erfolgten DLS-Messungen, ob das entstandene System dazu in der
Lage ist, MBP zu I6sen. Um die Mikrostruktur der Losung und ihre Interaktion mit MBP
aufzuklaren wurden ELS-., cw-EPR-, Puls-EPR-, IR- und SAXS-Messungen durchge-
fuhrt. Die daraus gewonnenen Ergebnisse wurden verwendet, um ein Modellsystem zu
entwickeln, wie eine mogliche Interaktion aussehen kénnte und welchen Einfluss MBP

auf die vorhandenen Loésungsstrukturen hat.
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Abbildung 56 Zusammenfassung des Projektes von den verwendeten Chemikalien liber die verwendeten
Methoden bis zum entstandenen Modell

N

Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse wie folgt darstellen:

1. Die Verwendung von Cholin-dihydrogenphosphat als Modell IL flhrt zur verstark-
ten Aggregation von MBP.

2. Es war mdglich, die Ausbeute der rekombinanten Herstellung von MBP und sei-
ner Varianten zu steigern.

3. BMIm/Wasser Mischungen sind in der Lage, MBP Aggregatfrei zu I6sen und bil-
den ein pseudo Membran System, welches das Studium von MBP in wassrigen
Lésungen erlaubt

4. Dieses Membransystem konnte es zukuinftig erlauben MBP zu kristallisieren.
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Diese Arbeit soll die Grundlage fir zuklnftige Projekte auf dem Gebiet der ionischen
Flissigkeiten und ihrer Interaktion mit Proteinen sein. Auf jeden Fall sollten weitere Kris-
tallisationsexperimente in diesem oder einem ahnlichen System fortgeflihrt werden, da
es bis zum heutigen Tag keine Kristallstruktur von MBP gibt. Des Weiteren kdnnte die
Doppel-Cystein-Mutante C1S17CH85C mittels Fluoreszenzlabel in der Fluoreszens-
spektroskopie oder Microscale Thermophorese (MST) gemessen werden, um noch de-
tailliertere Einblicke in das System zu erhalten. Um herauszufinden, ob es sich bei dem
System eher um einen Mono- oder Bilayer handelt, kdnnten Filmwaage Messungen
durchgefiihrt werden."”® AuRerdem kénnten Vergleichsmessungen mit den C8 Varianten
des MBP durchgefiihrt werden, um herauszufinden ob erkranktes Myelin ahnliche Er-
gebnisse zeigt. Zusatzlich konnte durch Variation der Reste am Imidazol GréRe und Auf-
bau der Losungsstruktur verandert werden. Vielleich kann das ermittelte Modellsystem
zukunftig nicht nur fir MBP, sondern auch fir andere Membranproteine oder IDPs ein-
gesetzt werden, um Struktur und Aufgabe dieser hochflexiblen und spezifischen Proteine
zu verstehen. Alles in allem kann man sagen, dass es sich sowohl bei ILs als auch bei
IDPs um ein wenig erforschtes Gebiet der Chemie bzw. der Biochemie handelt auf dem

zuklnftig noch viele Forschungsdurchbriiche méglich sind.
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Anhang

Anhang Kapitel 3.1

Anhang 3.1.1.2

A B
——PBS 37°C 15 ——PBS 37° C 2 M MBP'
{——PBS/CDHP 5% 37° C (—— PBS/CDHP 5% 37° C 2 M MBP
{—— PBS/CDHP 10% 37° C| = PBS/CDHP 10% 37° C 2 uM MBP|
—— PBS/CDHP 15% 37° C| = PBS/CDHP 15% 37° C 2 uM MBP|
— 9 o {=——PBS/CDHP 20% 37° C 2 uM MBP|
I gggggzg ggof’ g; g |~ PBS/CDHP 25% 37° C 2 uM MBP
no o {=——PBS/CDHP 50% 37° C 2 uM MBP|
14 (——PBS/CDHP 50% 37° C| 1,0
= =
< <
=2 [+
0,5
T T T T T T 0,0 T T T T T T
1E-4 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000 1E-4 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Co 2 4 tImsl 8 10 D [ms]
[=——PBS 37° C [=——PBS 37" C 2yM MBP
o ———PBSICOHP 5% 37° C 2 M MBP
PBS/COHP 5% 37 .C —PES;CD:P 10% 37° C ;uM MBP|
== PBS/CDHP 10% 37° C e PBS/CDHP 25% 37° C 2 iM MBP|
|~ PBS/CDHP 25% 37° C| - PBS/COHP 20% 37° C 2 uM MBF
1,0 4~ PBS/CDHP 20% 37° C| 1,0 e PBS/CDHP 25% 37: C2pMMmBR|
" |——PBSICDHP 25% 37° C ' [=——PBSICOHP 50% 37" C 2 M MBF)
|- PBS/CDHP 50% 37° C|
® =
b} =
7] B
s c
2 2
£ £
054 0,54
00 : : R — ] 00 : S-S = : *,\
0,1 1 10 100 1000 10000 0,1 1 10 100 1000 10000
Partikelradius [nm] Partikelradius [nm]

Abbildung 57 Ergebnisse Seitwértsstreuung A: Autokorrelation PBS/CDHP ohne Protein B:
Autokorrelationsfunktionen PBS/CDHP mit 2 uM MBP C: Partikelgré3enverteilung PBS/CDHP ohne Protein
D: PartikelgréBenverteilung PBS/CDHP mit 2 uM MBP
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Anhang 3.1.2.2
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Abbildung 58 Ergebnisse  Riickwértsstreuung A: Autokorrelation HEPES/CDHP 5% B:
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Abbildung 59 Ergebnisse Seitwértsstreuung A: Autokorrelation HEPES B: PartikelgréBenverteilung HEPES
C: Autokorrelation HEPES/CDHP 5% D: Partikelgré3enverteilung HEPES/CDHP 5% E: Autokorrelation
HEPES/CDHP 10% F: PartikelgréBenverteilung HEPES/CDHP 10%
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Tabelle 22 Ergebnisse Massenspektrometrie rmMBP C1WT

SEQUENZEN PROTEIN = kT POSI- ENDPOSI-
TION TION
SKYLATASTMDHAR MBP_C1_WT 10 23
YLATASTMDHAR MBP_C1_WT 12 23
HRDTGILDSIGR MBP_C1_WT 30 41
HRDTGILDSIGRFFSGDR MBP_C1_WT 30 47
DTGILDSIGR MBP_C1 WT 32 41
DTGILDSIGRFFSGDR MBP_C1 WT 32 47
DTGILDSIGRFFSGDRGAPK | MBP_C1_WT 32 51
FFSGDRGAPK MBP_C1 WT 42 51
FFSGDRGAPKR MBP_C1 WT 42 52
RGSGKDSHTR MBP_C1 WT 52 61
GSGKDSHTRTTHYGSLPQK | MBP_C1_WT 53 71
DSHTRTTHYGSLPQK MBP_C1_WT 57 71
TTHYGSLPQK MBP_C1_WT 62 71
TTHYGSLPQKSQHGR MBP_C1_WT 62 76
SQHGRTQDENPVVHFFK MBP_C1_WT 72 88
SQHGRTQDENPVVHFFKNIVTPR | MBP_C1_WT 72 94
TQDENPVVHFFK MBP_C1_WT 77 88
TQDENPVVHFFKNIVTPR MBP_C1_WT 77 94
TQDENPVVHFFKNIVTPRT-
oPPSQGK MBP_C1 WT 77 102
NIVTPRTPPPSQGK MBP_C1_WT 89 102
NIVTPRTPPPSQGKGR MBP_C1_WT 89 104
TPPPSQGK MBP_C1_WT 95 102
TPPPSQGKGRGLSLSR MBP_C1_WT 95 110
GRGLSLSR MBP_C1 WT 103 110
FSWGAEGQK MBP_C1_WT 111 119
FSWGAEGQKPGFGGYGGR | MBP_C1_WT 111 128
PGFGGYGGR MBP_C1 WT 120 128
ASDYKSAHKGFK MBP_C1 WT 129 140
SAHKGFKGAYDAQGTLSK  MBP_C1 WT 134 151
GFKGAYDAQGTLSK MBP_C1_WT 138 151
GAYDAQGTLSK MBP_C1_WT 141 151
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SEQUENZEN PROTEIN - " r1 POS END POSI-
TION TION
GAYDAQGTLSKIFK MBP_C1_WT 141 154
IFKLGGR MBP_C1_WT 152 158
IFKLGGRDSR MBP_C1_WT 152 161
LGGRDSR MBP_C1_WT 155 161
SGSPMAR MBP_C1_WT 162 168
Tabelle 23 Ergebnisse Massenspektrometrie rmMBP C1S17CH85C
SEQUENZEN PROTEIN START POSI- END POSI-
TION TION
SKYLATACTMDHAR MBP_C1_S17CH85C 10 23
YLATACTMDHAR MBP_C1_S17CH85C 12 23
HRDTGILDSIGR MBP_C1_S17CH85C 30 41
HRDTGILDSIGRFFSGDR MBP_C1_S17CH85C 30 47
DTGILDSIGR MBP_C1_S17CH85C 32 41
DTGILDSIGRFFSGDR MBP_C1_S17CH85C 32 47
DTGILDSIGRFFSGDRGAPK | MBP_C1_S17CH85C 32 51
FFSGDRGAPK MBP_C1_S17CH85C 42 51
TTHYGSLPQK MBP_C1_S17CH85C 62 71
TTHYGSLPQKSQHGR MBP_C1_S17CH85C 62 76
TQDENPVVCFFK MBP_C1_S17CH85C 77 88
TQDENPVVHFFKNIVTPR | MBP_C1_S17CH85C 77 94
NIVTPRTPPPSQGK MBP_C1_S17CH85C 89 102
TPPPSQGKGRGLSLSR MBP_C1_S17CH85C 95 110
GRGLSLSR MBP_C1_S17CH85C 103 110
FSWGAEGQKPGFG-
GYGGR MBP_C1_S17CH85C 111 128
PGFGGYGGR MBP_C1_S17CH85C 120 128
SAHKGFKGAYDAQGTLSK A MBP_C1_S17CH85C 134 151
GFKGAYDAQGTLSK MBP_C1_S17CH85C 138 151
GAYDAQGTLSK MBP_C1_S17CH85C 141 151
IFKLGGR MBP_C1_S17CH85C 152 158
IFKLGGRDSR MBP_C1_S17CH85C 152 161
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Anhang Kapitel 3.3.1

Tabelle 24 Ergebnisse Temperaturserie Brechungsindex BMIm 5-100 %

131

PROBE-

NAME 20°C 25°C 30°C 35°C 37°C

BMIM 5 1,33839 1,33768 1,33693 1,33614 1,33578
BMIM 10 1,34314 1.34243 1,34168 1,34089 1,34053
BMIM 15 1,34790 1,34710 1,34626 1,34536 1,34502
BMIM 20 1,35238 1,35147 1,35054 1,34956 1,34935
BMIM 25 1,3565 1,35559 1,35462 1,35360 1,35337
BMIM 30 1,36188 1,36082 1,35975 1,35865 1,35840
BMIM 35 1,36648 1,36538 1,36424 1,36302 1,36292
BMIM 40 1,36881 1,36745 1,36637 1,36525 1,36482
BMIM 55 1,38816 1,38691 1,38567 1,38438 1,38399
BMIM 60 1,38798 1,38680 1,38546 1,38400 1,38399
BMIM 65 1,39222 1,39091 1,38964 1,38836 1,38806
BMIM 70 1,39521 1,39389 1,39254 1,39120 1,39114
BMIM 75 1,39677 1,39548 1,39440 1,39305 1,39251
BMIM 80 1,39945 1,39822 1,39691 1,39568 1,39527
BMIM 85 1,40245 1,40111 1,39983 1,39851 1,39806
BMIM 90 1,41175 1,41047 1,40917 1,40786 1,40734
BMIM 95 1,41564 1,41435 1,41304 1,41175 1,41125
BMIM 100 1,42256 1,42128 1,42001 1,41872 1,41819

Tabelle 25 Ergebnisse Temperaturserie Viskositdt BMIm 5-100 %
VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI-
PROBE TAT 20°C TAT 25°C TAT 30°C TAT 35° C TAT37°C
[PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S]

BMIM 5 0,0010641  0,0009367 0,0007337 0,0006312 0,0006300
BMIM 10 0,0011222  0,0009827 0,0007826 0,0006872  0,0006433
BMIM 15 0,0011819 0,0010013 0,0008611 0,0007432 0,0007108
BMIM 20 0,0012406 0,0010723 0,0008935 0,0007889 0,0007677
BMIM 25 0,0013018 0,0011000 0,0009687 0,0009111  0,0009015
BMIM 30 0,0013581 0,0011030 0,0009723 0,0009147 0,0008907
BMIM 35 0,0014825 0,0012008 0,0011282 0,0010178 0,0009567



VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI- VISKOSI-
PROBE TAT20°C TAT25°C  TAT30°C TAT35°C  TAT37°C
[PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S] [PA*S]
BMIM 40 0,0015816 0,0013603 0,0011551 0,0010324  0,0009723
BMIM 55 0,0027555 0,0023857 0,0021471 0,0019465 0,0019357
BMIM 60 0,0033015 0,0028852 0,0026268 0,0025215 0,0024802
BMIM 65 0,0040128 0,0035323 0,0032573 0,0031881  0,0030521
BMIM 70 0,0053846 0,0050025 0,0048087 0,0047953 0,0047410
BMIM 75 0,0072251 0,0070630 0,0068420 0,0065969 0,0063851
BMIM 80 0,0091624 0,0088405 0,0084007 0,0080297 0,0080043
BMIM 85 0,0095105 0,0094206 0,0092638 0,0089933 0,0082248
BMIM 90 0,0181692 0,0162589 0,0146153 0,0133615 0,0132769
BMIM 95 0,0287538 0,0251820 0,0219128 0,0193435 0,0187615
BMIM 100 0,1209487 0,0929692 0,0744641 0,0592225 0,0543102
Anhang Kapitel 3.3.2
——BMIm 5

—— BMIm 15

— BMIm 20

—— BMIm 30

—— BMIm 35

-BMIm 40

—— BMIm 55

— BMIm 60

—— BMIm 65

—— BMIm 70

—— BMIm 80

—— BMIm 85

— BMIm 90

—— BMIm 95

R | rorrn B | LR | rorrrrm

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
T [ms]

Abbildung 61 Autokorellationsfunktionen der Riickwértsstreuung von BMIm 5 bis 95
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Abbildung 62 Ergebnisse dynamische Lichtstreuung fiir unterschiedliche bMBP Konzentrationen A:
Seitwértstreuung von bMBP in HEPES B: Riickwértstreuung von bMBP in HEPES C: Seitwértstreuung von
bMBP in BMIm 45 D: Riickwértstreuung von bMBP in BMIm 45 E: Seitwértstreuung von bMBP in BMIm 50
F: Riickwértstreuung von bMBP in BMIm 50
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Abbildung 63 Ergebnisse dynamische Lichtstreuung fiir unterschiedliche C1WT Konzentrationen A:
Seitwértstreuung von C1WT in HEPES B: Riickwértstreuung von C1WT in HEPES C: Seitwértstreuung von
C1WT in BMIm 45 D: Riickwértstreuung von C1WT in BMIm 45 E: Seitwértstreuung von C1WT in BMIm 50
F: Riickwértstreuung von CTWT in BMIm 50
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Abbildung 64 Ergebnisse dynamische Lichtstreuung fiir unterschiedliche C1S17CH85C Konzentrationen A:
Seitwértstreuung von C1S17CH85C in HEPES B: Riickwaértstreuung von C1S17CH85C in HEPES C:
Seitwértstreuung von C1S17CH85C in BMIm 45 D: Riickwértstreuung von C1S17CH85C in BMIm 45 E:
Seitwértstreuung von C1S17CH85C in BMIm 50 F: Riickwértstreuung von C1S17CH85C in BMIm 50
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Abbildung 65 Elektrophoretische Mobilitdt in Abhdngigkeit der Temperatur fiir CTWT und C1S17Ch85C A:
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Abbildung 66 Ergebnisse des Hahn-Echo-Experiments zur Bestimmung der Pumpfrequenz fiir die DEER-
Messungen

Validierungsparameter DEER-Analysis

Tabelle 26 Validierungsparameter Deer Analysis

Parameter Min. Max. Versuchsanzahl
White noise 0,02 1,50 10

Background start 240 1000 10

Background dim. 2,80 3,20 5

Background density 1,50 2,30 5

Modulation depth 0,175 0,260 5

137



Hepes 800 ns

0,005

0,004

0,003

P(r)

0,002

0,001
0,000 /'\ : /'\
2 3

B Spinabstandsverteilung [nm]

|

7

Hepes 1500 ns

0,0025

0,0020

= 0,0015
o
0,0010
0,0005 j
0,0000 . . —
2 4

C Spinabstandsverteilung [nm]

0,014 1 —— Hepes 2500 ns

0,012

0,010;

0,008-

0,006:

0,004:

0,002 -\

0,000 - ; L~ e
2 4

Spinabstandsverteilung [nm]

P(r)

Abbildung 67 Validierung der DEER-Ergebnisse Validierung nach Parametern in Tabelle 26. Die schwarze
Kurve entspricht dabei der Manuellen Auswertung die untere Grenze (rot) und die obere Grenze (blau) er-
geben sich aus der Validierung des Programms. A: zeigt die Validierung von HEPES mit 800 ns Messzeit,
B: zeigt die Validierung von HEPES bei 1500 ns Messzeit und C: zeigt die Validierung von HEPES bei
2500 ns Messzeit.
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Abbildung 68 Validierung der DEER-Ergebnisse Validierung nach Parametern in Tabelle 26. Die schwarze
Kurve entspricht dabei der Manuellen Auswertung die untere Grenze (rot) und die obere Grenze (blau) er-
geben sich aus der Validierung des Programms. A: zeigt die Validierung von BMIm 45 mit 800 ns Messzeit,
B: zeigt die Validierung von BMIm 45 bei 1500 ns Messzeit.
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Abbildung 69 Validierung der DEER-Ergebnisse Validierung nach Parametern in Tabelle 26. Die schwarze
Kurve entspricht dabei der Manuellen Auswertung die untere Grenze (rot) und die obere Grenze (blau) er-
geben sich aus der Validierung des Programms. A: zeigt die Validierung von BMIm 50 mit 800 ns Messzeit,
B: zeigt die Validierung von BMIm 50 bei 1500 ns Messzeit.
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Abbildung 70 Ergebnisse SAXS BMIm 25 und BMIm 75
Tabelle 27 Ergebnisse SAXS BMIm 25 und BMIm 75
ZYLIN-
KORRELATI- ZYLINDER
VOLUMEN FRAKTAL .. DER RA- ..
BMIM ONS LANGE LANGE
FRAKTION DIMENSION DIUS
[A] [A]
[A]
25 ‘ 0,00005347 1,00088 24,494 16,77 17,084
0,00000736 1,00088 2,4464 16,77 17,084
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—— ywave_fraCylBMIm45bMBP
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Abbildung 71 Ergebnisse SAXS BMIm 45 und BMIm 45 mit bMBP

Tabelle 28 Ergebnisse SAXS BMIm 45 und BMIm 45 mit bMBP

ZYLIN-
KORRELATI- ZYLINDER

VOLUMEN FRAKTAL " DER RA- .
BMIM ONS LANGE LANGE

FRAKTION DIMENSION DIUS

[A] [A]
[A]
45 0,00007199 1,00088 29,9953 16,77 17,084

45 +

0,00006621 1,00088 19,1856 16,77 17,084
BMBP
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Abbildung 72 Ergebnisse SAXS BMIm 50, BMIm 50 mit bMBP und BMIm mit C1S17CH85C

Tabelle 29 Ergebnisse SAXS BMIm 50, BMIm 50 mit bMBP und BMIm mit C1S17CH85C

ZYL
KORRELATI- ZYLINDER
DERR

VOLUMEN FRAKTAL . - "
BMIM ONS LANGE LANGE
FRAKTION DIMENSION DIUS
[A] [A]
[A]
50 0,00007622 1,00088 41,1295 16,77 17,084
50 +
0,00007911 1,00088 41,6735 16,77 17,084
BMBP
50 + C1 0,00006455 1,00088 32,599 16,77 17,084
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—— Puffer_Gesamt _i
—— Hepes_C1317CH85C_Gesamt i
—— ywave_fraCylHepesC1S17CHB85C
—— ywave_fraCylHepes
—— ywave_fraCylHepesbMBP
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Abbildung 73 Ergebnisse SAXS HEPES, HEPES mit bMBP und HEPES mit C1S17CH85C

Tabelle 30 Ergebnisse SAXS HEPES, HEPES mit bMBP und HEPES mit C1S17CH85C

KORRELA- ZYLIN-

ZYLINDER
VOLUMEN FRAKTAL TIONS DER RA- "
PROBE . LANGE
FRAKTION  DIMENSION LANGE DIUS [A]
[A] [A]
HEPES 0,00007630 1,00088 0 16,77 17,084
HEPES +
0,00002383 1,00088 60,5308 16,77 17,084
BMBP
HEPES +
o1 0,00003705 1,00088 41,0242 16,77 17,084
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