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Einleitung 1

1. Einleitung

Proteine spielen aufgrund ihrer vielseitigen Wechselwirkungen mit anderen Biomolekdlen eine
Schlisselrolle in nahezu allen biologischen Prozessen. Fast alle VVorgange in einem lebenden
Organismus werden von Proteinen beeinflusst und gesteuert. Sie erfiillen ein weites Spektrum
an Funktionen, sind Bestandteil der Zellstruktur, beteiligt am Aufbau und der Herstellung
anderer Proteine, sorgen fur den Transport und die Speicherung von Stoffen und regulieren den
gesamten Stoffwechsel einer Zelle. Entscheidend hierfir sind dauerhafte oder voriibergehende
Interaktionen mit anderen Proteinen oder mit DNA, RNA, Kohlenhydraten, Fetten oder
niedermolekularen Verbindungen, wie Vitaminen. Um diese Wechselwirkungen mit anderen
Reaktionspartnern eingehen zu kdnnen, ist eine spezifische dreidimensionale Struktur
unabdingbar. Nur die korrekte Faltung und das Vorhandensein der richtigen Konformation
resultiert in einem funktionsféhigen Protein.

Die bendtigten Informationen flr die finale Strukturgebung sind bereits in der Priméarstruktur
enthalten (Anfinsen et al., 1961). Der Weg zur Funktionalitat ist sowohl bei der in vivo-, als
auch bei der in vitro-Faltung sehr komplex und nicht immer geradlinig. Dass die Proteinfaltung
kein rein zufélliger Prozess sein kann, in dem allein durch die statistische Suche (ber die
Rotation der Bindungswinkel benachbarter Aminosduren die energetisch glnstigste
Konformation eingenommen wird, wurde schnell erkannt (Levinthal, 1968). Die durch diese
Annahme resultierenden Unmengen an theoretischen Kombinationsmdglichkeiten, welche
bereits bei Proteinen mit wenigen Aminosauren entstiinden, wirden, selbst bei einer
angenommenen mittleren Molekiilschwingungsperiode von 10! bis 10?2 Sekunden,
astronomische Zeiten bendtigen. Da in der Regel Proteine aber in einem Zeitfenster von
Millisekunden bis Minuten falten, miissen andere Mechanismen existieren.

Um den Faltungsprozess von Proteinen zu erkléren, sind seitdem eine Vielzahl von Modellen
aufgestellt worden, die den Weg vom Zustand eines ungefalteten, denaturierten Proteins hin
zum korrekt gefalteten, nativen Protein beschreiben. So geht das framework model zunéchst
davon aus, dass sich zu Beginn des Faltungsprozesses Sekundarstrukturen ausbilden und sich
diese im spéateren Verlauf entsprechend zueinander orientieren, um die native Form zu bilden.
Die Formierung eines Nukleus als Startpunkt fiir die Ausbildung der Tertiarstruktur ist die
Annahme beim nucleation condensation model. Dass dieser Effekt allein durch die
hydrophoben Aminoséuren angetrieben wird, nimmt das Modell des hydrophobic collapse auf.
Hierbei wird das Losungsmittel (Wasser) durch die Anordnung der hydrophoben Aminosauren

im Inneren des Proteins verdrangt. Im Anschluss an den hydrophoben Kollaps bilden sich die
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Sekundér- und Tertidrstrukturen aus. Zu diesen konventionellen Anschauungen der
Proteinfaltung gibt es auch die Modellvorstellung des Faltungstrichters (folding funnel). Das
Prinzip besteht darin, dass im Vergleich zum gefalteten Zustand der ungefaltete Zustand als
nicht definiert, sondern als statistischer Mittelwert von Zustdnden beschrieben wird, welche
sich enthalpisch und entropisch voneinander unterscheiden konnen. Entlang einer
dreidimensionalen Energieoberflache, dem Faltungstrichter, konnen die Proteinmolekdle durch
konformationelle Anderungen und Abgabe freier Energie wahrend des Faltungsprozesses
verschiedene Pfade und auch Intermediate durchlaufen, um zum energetischen Minimum, dem
gefalteten (nativen) Zustand, zu gelangen. Die Energiedifferenz zwischen diesen beiden
Zusténden ist Ausdruck fur die thermodynamische Stabilitat eines Proteins. Ob alle Molekdle
des Proteins denselben Pfad beschreiten, oder ob es mehrere Pfade auf dem Wege zum nativen
Zustand gibt, bleibt jedoch unklar.

Die spontanen Prozesse der Proteinfaltung in vivo sind sehr viel komplexer. Zellen verfiigen
uber eine Palette von Proteinsystemen, welche die Faltungsprozesse anderer Proteine
unterstiitzen, sogenannte Faltungshelfer beziehungsweise Faltungskatalysatoren. Zu den
Faltungshelfern, den sogenannten molekularen Chaperonen, zahlt man unter anderen die
Familie der Hitzeschockproteine (Hsp) wie die prokaryontischen Proteinkomplexe GroEL
(Hsp60, Escherichia coli chaperonin 60) und GroES (Escherichia coli chaperonin 10). Eine
verstarkte Genexpression und Synthese der Hsp wird durch zelluldren Stress, vorrangig durch
Hitzestress ausgelost. Die Hsp binden (ber hydrophobe Wechselwirkungen an
aggregationsanfallige Proteine und Uberfuhren diese, meist unter Verbrauch von ATP, in den
nativen Zustand (Buchner, 1996). Die Faltungskatalysatoren beeinflussen geschwindigkeits-
bestimmende Schritte der Proteinfaltung wie etwa die cis/trans-Isomerisierung von Prolin oder
die Ausbildung von Disulfidbriicken. Katalysiert werden diese Reaktionen durch die Peptidyl-
prolyl-cis/trans-lsomerasen (PPI) (Fischer & Schmid, 1990; Fischer, 1994) und die
Oxidoreduktase wie zum Beispiel die Proteindisulfidisomerasen (PDI) (Freedman, 1984) oder
Dsb A (Bardwell et al., 1991; Wunderlich et al., 1993).

Durch methodische Fortschritte in der Molekularbiologie, wie die Etablierung der
rekombinanten DNA-Technologie, ist man heute in der Lage, nahezu beliebige Proteine in
groRen Mengen kinstlich zu produzieren. So basieren viele biopharmazeutische Produkte auf
der Produktion rekombinanter Proteine. Als eukaryontische Wirtsorganismen werden dazu zum
Beispiel CHO-Zellen (chinese hamster ovary) fiir die Gewinnung von monoklonalen
Antikorpern, EPO (Erythropoetin), TNF (Tumornekrosefaktor) und Interferon, aber auch

Hefen (Saccharomyces) zum Beispiel fur die Insulinproduktion (Insulin aspart) genutzt. Der



Einleitung 3

groRe Vorteil bei der Nutzung von eukaryontischen Zellen ist die posttranslationale
Proteinmodifikation der Proteine, wie etwa Glykosylierungen. Als prokaryontischer
Wirtsorganismus wird in der Regel Escherichia coli (E. coli) verwendet und mit dessen
Nutzung zum Beispiel G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor), Interferon, Insulin und
rPA (rekombinanter Plasminogenaktivator) produziert. Bei der mikrobiellen Produktion macht
man sich die kurzen Generationszeiten der Bakterien zu Nutzte, um schnell und preisgunstig
grolRe Mengen des Zielproteins zu gewinnen. Der Markt flir biopharmazeutische Wirkstoffe auf
Proteinbasis umfasst mittlerweile (Angaben von 2006) einen jahrlichen Umsatz von
93 Milliarden US-Dollar und ist mit steigenden Umsatzen zunehmend bedeutsamer fur die
gesamte pharmazeutische Industrie (*). Die 178 Produkte rekombinanten Ursprungs, von denen
107 eine Zulassung durch die amerikanische Arzneimittelzulassungsbehorde - FDA (Food and
Drug Administration) besitzen, umfassen etwas mehr als zwei Drittel des gesamten
Marktwertes. Die Bedeutung von E. coli als Wirtsorganismus bei der rekombinanten
Produktion von Therapeutika spiegelt sich in 56 Produkten wider. Eine kostengunstige Variante
der Produktion, welche auch im groBRtechnischen MafRstab umgesetzt werden kann, ist die
Bildung von Proteinen in unldslicher Form. Die in E. coli eingelagerten und in unléslicher Form
vorliegenden Proteine, die sogenannten inclusion bodies (IB), werden im Folgenden isoliert und
in vitro unter Anwendung verschiedener Ruckfaltungsstrategien und Zugabe chemischer
Substanzen wahrend der Rickfaltung in den korrekten, funktionsfahigen nativen Zustand
uberfihrt.

1.1. Proteinfaltung in vitro

Nicht alle Proteine kénnen nach Uberexpression der Gene in E. coli rekombinant in loslicher
beziehungsweise aktiver Form gewonnen werden, erst recht nicht, wenn sie in sehr grof3en
Mengen produziert werden sollen. Oftmals werden bei Uberproduktion die Proteine von E. coli
in Form von inclusion bodies in der Zelle separiert und eingelagert. Trotzdem ist die
Proteingewinnung aus inclusion bodies mit entsprechender Faltungs- und nachgeschalteter
Reinigungsstrategie wiinschenswert und zielfiihrend. Fir die Gewinnung des aktiven

Zielproteins mussen die 1B zun&chst in eine Isliche Form lberfihrt werden.

* Die Angaben Uber die biopharmazeutischen Produkte inklusive der vorgestellten Verkaufszahlen und Marktwerte sind dem
Biopharmaceutical Products in the U.S. and European Markets, Sixth Edition von Ronald A. Rader entnommen.
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Diese Solubilisierung wird durch starke Denaturanzien wie Guanidinhydrochlorid (GuHCI)
oder Harnstoff in Kombination mit Reduktionsmitteln wie DTT (Dithiothreitol), reduziertem
Glutathion (GSH) oder Cystein vermittelt. Aus dem denaturierten Zustand wird das Protein
durch Entzug des Chaotrops Uber Verdiinnung oder Dialyse in den gefalteten nativen Zustand
uberfuhrt (Lim et al, 1989; Rudolph und Lilie, 1996). Bei Proteinen, die fur die Ausbildung der
nativen Konformation auf eine korrekte Disulfidverbriickung angewiesen sind, wird ein redox-
shuffling-System, zum Beispiel bestehend aus reduziertem und oxidiertem Glutathion
(GSH/GSSG) in entsprechenden Konzentrationsverhaltnissen, dem Ruckfaltungsansatz
zugeflgt (Saxena & Wetlaufer, 1970; Wetlaufer et al., 1987). Bei komplexen, oligomeren oder
disulfidverbriickten Proteinen in Kombination mit hohen Proteinkonzentrationen tritt als
unerwiinschte Nebenreaktion bei der Ruckfaltung jedoch verstdrkt eine Aggregation der
Proteine auf (siehe Abbildung 1.1).

ungefaltetes Protein (U) aggregiertes Protein (A)

Denaturans

+ A A Va
—— AN LA L
A
Solubilisierung A A
-A
+ Additive

inclusion bodies (1B) Faltungshelfer
inE. coli redox-shuffling-System

\S\V.
W\
.}
>,

B
=

A~

¢ )
R EaY

gefaltetes Protein (N)

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Proteinfaltung in vitro.

Die aus E. coli isolierten inclusion bodies (IB) werden durch starke Chaotrope wie Harnstoff oder
Guanidinhydrochlorid solubilisiert. Die in Lésung gebrachten, jedoch ungefalteten Proteine (U) werden nach
Entfernung des Denaturans entweder aggregieren (A) oder in Gegenwart von Faltungsadditiven in die gefaltete
(native) Form (N) Uberfihrt.

Diese Aggregationsreaktion steht in Konkurrenz zur Rickfaltung und gilt es zu reduzieren
beziehungsweise zu unterdriicken. Um die Ausbeute bei der Rickfaltung zu erh6hen, kénnen
verschiedene Methoden angewandt und Zusatze dem Faltungsansatz beigefugt werden. Die
Bedingungen wahrend der Rickfaltung mussen auf jedes Protein abgestimmt werden. Hier
besteht die Mdglichkeit, die Faltungstemperatur, den pH-Wert, das redox-shuffling-System und

die Dauer der Riickfaltung zu variieren. Ein weiteres Verfahren, um die Aggregation bei der
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Renaturierung zu minimieren, ist die schrittweise Zugabe von kleinen Mengen an denaturiertem
Protein zu definierten Zeitpunkten in den Ruckfaltungsansatz (Lilie et al, 1998). Weiterhin ist
bekannt, dass Pufferzusatze wie L-Arginin als Aggregationsunterdriicker (Rudolph & Fischer,
1990; Arakawa & Tsumoto, 2003; Reddy K et al., 2005), hochkonzentriertes Tris,
Ethylenglycol, Detergenzien wie SDS, Polyamine oder anorganische Salze (Baldwin, 1996) die
Faltungseffizienz in vitro erh6hen (Hamada et al., 2009). Seit einigen Jahren steigt in diesem
Kontext das Interesse an einer neuen Klasse von Faltungsadditiven - den lonischen
Flussigkeiten (ionic liquids, IL). An unterschiedlichen Proteinen wie Lysozym, rPA
(recombinant plasminogen activator) und dem Antikdrperfragment scFvOXx (anti-oxazolone
single-chain antibody fragment) konnte unter Verwendung von lonischen Flussigkeiten eine
gesteigerte Renaturierungseffizienz gezeigt werden (Summers & Flowers 11, 2000; Lilie et al.,
2003; Lange et al., 2005; Buchfink et al., 2010). Der positive Effekt einer Erhéhung der
Renaturierungseffizienz resultiert zum Teil aus der suppressiven Wirkung dieser Additive auf
die Aggregation der Proteine. Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit sind weiterflihrende
Untersuchungen, welche die Mechanismen und mogliche Erklarungen fir die Effekte,
Einflisse und Wechselwirkungen von ionic liquids auf Proteine, speziell fiir das Modellprotein

GFP (green fluorescent protein) aufzeigen.

1.1.1. Einfluss von Additiven auf die Proteinfaltung

Es gibt eine Reihe von Faktoren, die sich positiv oder negativ auf die Proteinfaltung auswirken
konnen, unter anderen die Temperatur, pH-Wert, Proteinkonzentration und die
Zusammensetzung des Reaktionsmediums mit den darin geldsten Salzen unterschiedlicher Art
und Konzentration. Durch den Zusatz von Ldsungsmitteladditiven (low molecular additives)
kann die Ruckfaltung stark beeinflusst werden. Diese Substanzen konnen einen
destabilisierenden oder stabilisierenden Einfluss auf die strukturelle Integritit von Proteinen
austiben. Zu den destabilisierenden Substanzen gehéren GuHCI, Harnstoff, SDS (sodium
dodecyl sulfate) und chaotrope Salze, welche sich aus der Hofmeister-Reihe ableiten lassen.
Diverse Aminosduren, Zucker, mehrwertige Alkohole und kosmotrope Salze Uben einen
stabilisierenden Einfluss aus. Die Einfliisse von Salzen auf Proteine, wie in der Hofmeister-
Reihe beschrieben, werden im nachstehenden Abschnitt naher erldutert.

Die Effekte von Lésungsmittelzusatzen auf Proteine beruhen in einer Modellvorstellung im
Allgemeinen auf dem Vermdgen des Additivs, eine Wasser-angereicherte beziehungsweise
eine Wasser-verminderte Zone um das Protein aufzubauen (Timasheff, 2002). Die Additive
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konnen hier eine passive Rolle einnehmen und sich neutral verhalten (neutrality) oder eine
aktive Wirkung ausuben. Der Effekt von Lodsungsmittelzusatzen bevorzugt mit
Wassermolekulen des Losungsmittels zu interagieren und somit von der Proteinoberfldche
ausgeschlossen werden, sodass das Protein stark hydratisiert vorliegt, wird als preferential
hydration bezeichnet. Das Ergebnis einer bevorzugten Interaktion von Denaturanzien und
Detergenzien mit dem Peptidriickgrat oder hydrophoben Oberflachenbereichen, welche eine
Verdrangung des Wassers von der Proteinoberfliche mit sich fihrt, entspricht der

Modellvorstellung der preferential interaction (siehe Abbildung 1.2).

Verteilungeines
Additivsin Wasser

Bindungan der
Proteinoberflache

neutrale Bindung bevorzugte Bindung bevorzugter Ausschluss
(neutrality) (preferential interaction )  (preferential hydration)

O Wasser ‘ Additiv

Abbildung 1.2: Darstellung verschiedener Interaktionsmdglichkeiten eines Additivs mit einer Proteinoberflache
nach TIMASHEFF (Timasheff, 2002).

Ein geldstes Additiv kann bevorzugt mit der Proteinoberflache interagieren (preferential interaction) oder von
dieser ausgeschlossen werden und bevorzugt mit den Wassermolekilen des Lo&sungsmittels interagieren
(preferential hydration). Eine dritte Moglichkeit beschreibt die Variante, dass die Konzentration des Additivs an
der Oberflache des Proteins gleich der des Losungsmittels ist (neutrality).

Die Verdrangung der Additive durch Wasser von der Proteinoberflache (preferential hydration)
fuhrt zu einer Minimierung der zugénglichen Oberflache und somit zu einer Stabilisierung eines
kompakt gefalteten Zustands, dem des nativen Proteins. Eine bevorzugte Interaktion der
Additive mit dem Protein (preferential interaction) fihrt zu einer VergroRerung der
Proteinoberflache und eine Denaturierung des Proteins wird somit thermodynamisch

begunstigt. Bei geringeren Konzentrationen an denaturierend wirkenden Additiven flihren diese
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Interaktionen mit Proteinen jedoch nicht zwangslaufig zur Entfaltung des Proteins, sondern zur
Unterdriickung der Aggregation wahrend der Rickfaltung (Rudolph et al., 1997). Ein sehr
héaufig eingesetztes Additiv bei der Proteinfaltung ist L-Arginin. Der positive Effekt bei der
Rickfaltung beruht hier auf der Unterdriickung der Aggregation. Die Interaktion mit Proteinen
resultiert in einer Erhéhung der Ldslichkeit aggregationsanfalliger Spezies und Intermediate
(Arakawa & Tsumoto, 2003; Reddy K et al., 2005). Dartber hinaus ist der
Interaktionsmechanismus im Vergleich zu Denaturanzien verschieden, so dass L-Arginin bei
hohen Konzentrationen nur minimal destabilisierend wirkt (Ishibashi et al., 2005). Weitere
Faltungszusétze, durch welche eine Erhéhung der Ausbeute gezeigt werden konnte, sind
lonische Flussigkeiten (Lange et al., 2005; Buchfink et al., 2010). Auch den lonischen
Flussigkeiten wird eine aggregationsunterdriickende Wirkung zugeschrieben. Jedoch zeigt sich
in Gegenwart hoher Konzentrationen an IL ein zum Teil stark destabilisierender Effekt, welcher

sich negativ auf die Ausbeute auswirkt.

1.1.1.1. Die Hofmeister-Reihe

Die Hofmeister-Reihe basiert auf Untersuchungen von LEVITH an Blutserum und der weiteren
Ausarbeitung durch HOFMEISTER uber den Einfluss verschiedener Salze auf ihre Eigenschaften
Hihnereiweil auszufallen (Hofmeister, 1888). In systematischen Reihen wurden zum einen die
untere Fallungsgrenze bei konstanter Konzentration der Proteinlésung und zum anderen die
Verschiebung dieser Grenze bei Erhéhung der Proteinkonzentration getestet. Anhand dieser
empirischen Messreihen konnten klare Tendenzen ausgearbeitet werden, in welchen
Abhangigkeiten die Kationen beziehungsweise Anionen ein Ausfallen des HihnereiweiRRes
beeinflussen. Ahnliche Beziehungen von Salzen in Bezug auf die Loslichkeit von Stoffen
konnte auch fur unpolare Verbindungen wie Benzen gezeigt werden (McDevit & Long, 1952).
Die Einfihrung einer Klassifizierung der lonen in Kosmotrop und Chaotrop ermdéglichte es
spater, diese Abhéngigkeiten zu erklaren. Die Begriffe Kosmotropizitat und Chaotropizitat
spiegeln den Einfluss der lonen auf die Wasserstruktur wider. Die Eigenschaften beruhen auf
den unterschiedlichen Interaktionen der Salze mit Wasser und der resultierenden Konkurrenz
zur Hydrathulle der Proteine. Die mit einer hohen Ladungsdichte, kleine oder mehrfach
geladene kosmotrope (,,Struktur machende®) Ionen, interagieren sehr stark mit Wasser und
erhéhen durch das Aufbrechen und Neubilden von Wasserstoffbriickenbindungen deren
Ordnungsgrad in ihrer unmittelbaren Umgebung (Yang, 2009). Die Entropie ist durch den
hoheren Ordnungsgrad der Wassermolekiile verringert. Die in der Regel grofRen und einfach
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geladenen chaotropen (,,Struktur brechende®) Ionen interagieren hingegen nicht so stark mit
Wasser, verringern den Ordnungsgrad der Wassermolekiile und erhdhen somit die Entropie.

Durch die Interaktion mit der Hydrathulle kann in diesem Zusammenhang den lonen auch eine
»einsalzende und destabilisierende Wirkung beziehungsweise ,aussalzende® und
stabilisierende Wirkung auf Proteine zugeschreiben werden (siehe Abbildung 1.3).
Destabilisierend auf Proteine wirken chaotrope Anionen und kosmotrope Kationen. Hingegen
werden Proteine durch kosmotrope Anionen und chaotrope Kationen stabilisiert. Aufgrund der
stérker polarisierenden Wirkung der Anionen auf Wasser ist deren Einfluss im Vergleich zu

den Kationen jedoch stéarker einzuordnen.

stabilisiert Proteine destabilisiert Proteine
(aussalzend / salting out) (einsalzend / salting in)
Anionen: SO,4% - HPO,2 - CH3COO - F : ClI - Br - NO; - I - ClO, - SCN-
—— kosmotrop chaotrop
Kationen: Mg?* - Li* - Na* + K* - NH,* - (CH5),N*
destabilisiert Proteine stabilisiert Proteine
(einsalzend/ salting in) (aussalzend / salting out)

Abbildung 1.3: Salze der Hofmeister-Reihe und deren Einteilung in stabilisierende und destabilisierende Wirkung
auf Proteine (modifiziert nach Yang, 2009).

Die Klassifikation der lonen hinsichtlich ihrer Kosmotropizitéat beziehungsweise Chaotropizitat
kann durch den Viskositéits-B-Koeffizient vorgenommen werden. Anhand der Jones-Dole-
Gleichung (siehe Gleichung 1.1) kann aus der Veranderung der Viskositat von Salzlésungen
(< 0,1 M) im Vergleich zu reinem Wasser der Koeffizient B berechnet werden. Anhand dieses
Wertes kann zwischen kosmotrop bei positivem und chaotrop bei negativem Vorzeichen
unterschieden werden (Jones & Dole, 1929; Collins, 1997).
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Gleichung 1.1:

T —1+ayc +Bc
0

n Viskositat der SalzlGsung bei der Konzentration ¢

no  Viskositat von Wasser

c Konzentration
elektrostatischer Term (fiir stark verdiinnte Lésungen)

B Parameter flr die Beschreibung von Wechselwirkungen zwischen lonen und Wasser
(Viskositatskoeffizient)

1.2. lonische Flassigkeiten

1.2.1. Allgemeine physikalische und chemische Eigenschaften

lonische Flussigkeiten, auch ionic liquids (IL) oder liquid organic salts, sind organische Salze,
bei denen mindestens eine Komponente des lonenpaares, zumeist jedoch das Kation, aus einer
organischen Verbindung besteht. In Gegensatz zu herkémmlichen Salzschmelzen, deren lonen
ausschlieBlich anorganischen Ursprungs sind, weisen die meisten lonischen Flissigkeiten eine
bemerkenswert niedrige Schmelztemperatur auf. Diese ist stark von den Substituenten der
organischen Komponente und der Beschaffenheit des Gegenions bestimmt. Per Definition liegt
die Schmelztemperatur unter 100 °C, zumeist sogar unterhalb der Raumtemperatur. Begriindet
werden kann dies mit einer ungiinstigen Koordinierung im Kristallgitter, welche durch die
voluminésen lonen und durch delokalisierte Ladungen bedingt ist. lonische Flissigkeiten
zeichnen sich aber auch durch andere besondere Eigenschaften aus, wie geringe Viskositét,
elektrische Leitfahigkeit und schlechte Entflammbarkeit. Sie besitzen einen vernachldssigbaren
Dampfdruck und eine hohe Lgslichkeit von Reaktionspartnern und Loésungsmittel. Anhand
dieser Vielzahl von Eigenschaften und der Tatsache, dass die physikochemischen
Eigenschaften durch die Variation der Kat- und Anionen und Substitutionen einzelner
Komponenten (siehe Abbildung 1.4), stark verandert bzw. gerichtet angepasst werden kénnen,
spricht man auch von designer solvents. Durch die Vielzahl an Kombinationsmaéglichkeiten
von Kat- und Anionen ergibt sich eine enorm hohe Anzahl lonischer Flussigkeiten. Das daraus
resultierende Potenzial an verschiedenen Einsatzmoglichkeiten ist von hohem Interesse und

Nutzen flr Forschung und Industrie.



10 Einleitung

Die erste synthetisierte lonische Fllssigkeit Ethylammoniumnitrat (EAN) geht auf PAUL
WALDEN aus dem Jahre 1914 zurlick (Walden, 1914). Diese und weitere derartige
Verbindungen wurden in den folgenden Jahren von SUDGEN und WILKINS charakterisiert und
physikalisch beschrieben (Sudgen & Wilkins, 1929). Gegen Ende des letzten Jahrhunderts
wurden aromatische, auf Imidazolium und Pyridin basierende Verbindungen synthetisiert,
welche mit wasserstabilen Anionen kombiniert wurden (Wilkes & Zaworotko, 1992). Im
Gegensatz zu den meisten bis dahin existierende wasserinstabile Verbindungen auf Basis von
Chloraluminaten konnten lonische Fllssigkeiten somit auch in wassrigen Ldsungen zum
Einsatz kommen. Ihr eigentliches Potenzial wurde aber erst in den letzten Jahrzehnten erkannt

und systematisch herausgearbeitet.

typische Kationen: haufig genutzte Anionen:
R\NiRR RZN\(|:+,NR2 o} o\ _/0 0 . \F\B‘/F
| NR, A |
R o~ 0 0 o F
Ammonium Guanidinium Borate
R F F
F FLLF 0
R R F - F FSE F 1N
+) S N F r F / i
F FH F F 0
N F FF F
R
Pyridinium Phosphate Sulfonate
F o} O\ N, /O
R R _ N\ /N
1 RR H3C—O—;—O . H FS BUF
R-N/ZINR | 0 F 0 F[00 [
\®/ R F F
Imidazolium Phosphonium Sulfate Acetate Imide
ﬁ c
R = H, Methyl-, Ethyl-, Alkyl-, 0 r
Methoxy-, Ethoxy-, Hydroxyalkyl-,
Phenyl-, Cocos- Tosylat Halogenide

Abbildung 1.4: Ubersicht tiber haufig vorkommende Kationen und Anionen in lonischen Flissigkeiten.

Auch lonische Fliussigkeiten lassen sich anhand ihrer stabilisierenden beziehungswiese

destabilisierenden Wirkung auf Proteine in die Hofmeister-Reihe einordnen. So wurden bei
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Arbeiten an RNase A (Constantinescu et al., 2007; 2010) und an Lysozym, scFvOx und rPA
(Buchfink et al., 2010) vor allem bei hoheren Konzentrationen deutliche Effekte aufgezeigt, die
eine systematische Einordnung dieser Verbindungen in die Hofmeister-Reihe ermdglichen
(siehe Abbildung 1.5).

A - Anionen: CI~— [EtSO,4] = [MDEGSO,]” — [Et,PO,4]” — Acetat = Tosylat — [HexSO,]~
B - Kationen: K*— Na* — [C; 1 N]* — Li* — [C; ;2 ,N]* = [EMIM]* — [BMPyrr]*
— [BMIM]* = [C3 3,3 3N]" — [HMIM]* = [Cy 4 4 4N]*

Anionen: SO, — HPO,* — CI"— [EtSO,]" — BF, = Br — [MeSO,]
— [TfO]” — SCN—= [N(CN),]" — [Tf,N]

destabilisierende Wirkung

Abbildung 1.5: Einordnung einiger lonischer Flussigkeiten in die Hofmeister-Reihe.

Unter A erfolgte die Einordnung der Anionen anhand der Ergebnisse an Lysozym, scFvOx und rPA, unter
Verwendung von [EMIM]* als Kation (Buchfink et al., 2010). In B sind die Tendenzen der Kationen und Anionen,
resultierend aus den Ergebnissen an RNase A, gelistet (Constantinescu et al., 2007).

Anionen:  [EtSO4] - Ethylsulfat; [MDEGSO.]™ - 2(2-Methoxy)-ethylsulfat;  [Et.PO4]™ - Diethylphosphat;
[HexSO4]™ - Hexylsulfat; [BF4]™ - Tetrafluorborat; [MeSO4]™ - Methylsulfat; [TfO]™ - Trifluormethansulfonat;
SCN™ - Thiocyanat; [N(CN)2]™ - Dicyanimid; [Tf2N]" - bis(Trifluormethansulfonylimid;

Kationen: [Ci,1,1,1N]* - Tetraalkylammonium (1 - Methyl-, » - Ethyl-, 3 - Propyl-, 4-Butyl-); [BMPyrr]* -
1-Butyl-1-methylpyrrolidinium

1.2.2. Anwendungen in der organischen Synthese

lonische Flissigkeiten finden heute eine sehr variable Anwendung. Diese reicht von der
Petrochemie zur Extraktion von schwefelhaltigen Verbindungen Uber die Solar- und
Elektroindustrie hin bis zum Einsatz in der Papier-, Textil- und Waschmittelindustrie. Zu
erwéhnen ist die seit 2002 bei BASF erste groRindustrielle Anwendung, bei der lonische
Flussigkeiten malgeblich involviert sind. Bei der BASIL™ - Technologie (Biphasic Acid
Scavenging utilizing lonic Liquids) nutzt man die Vorteile des fliissigen Aggregatzustands des
als Nebenprodukt entstehenden 1-Methylimidazoliumchlorids aus, um eine kontinuierliche
Prozessfuhrung zu gewadbhrleisten, da diese Substanz leicht abgeschieden werden kann. Des
Weiteren fungiert das Edukt 1-Methylimidazol nicht nur als S&ureféanger, sondern auch als
Katalysator. Bei diesem Prozess werden Alkoxyphenylphosphine als Vorstufe fir die
Produktion von Fotoinitiatoren gewonnen, welche bei der Héartung von Lacken und
Druckfarben durch UV-Licht Anwendung finden (Seddon, 2003; Freemantle 2003). Ein

weiteres groRes Anwendungsgebiet zeigt sich bei der homogenen Katalyse mit
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Ubergangsmetallen. Ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften machen lonische
Flussigkeiten als Losungsmittel fur die organische Synthese sehr interessant. Mit einigen
organischen Produktgemischen bilden lonische Flussigkeiten zwei Phasen, wodurch eine
mehrphasige Reaktionsfuhrung und eine einfache Abtrennung von Produkten mdglich wird.
Hierbei kdnnen etwa wasserldsliche Nebenprodukte oder Reaktionsprodukte einfach extrahiert
werden. Da IL ausschlie3lich aus lonen bestehen und keinen relevanten Dampfdruck besitzen,
ist auch eine destillative Produktabtrennung realisierbar. Eine gute Ubersicht zu diesen
Prozessen und den Einsatz im grof3technischen Mal3stab wurde von WASSERSCHEID publiziert
(Wasserscheid & Keim, 2000). In einer druckkontrollierten Weiterflhrung dieser
Mehrphasensysteme nutzt man die Vorteile von superkritischem CO. (scCO2) als gutes
Losungsmittel der Reaktanden, Zwischen- und Endprodukte bei gleichzeitiger Unloslichkeit
der lonischen Flussigkeiten in scCO2. So kdnnen die Substanzen druckreguliert in die IL
eingeleitet beziehungsweise nach Prozessende abgeleitet werden (Dzyuba & Bartsch, 2003).
Flichtige und umweltbelastende Losungsmittel konnen somit eingespart werden.

Generell bietet die Anwendung von lonischen Flussigkeiten ein enormes Potenzial, die Mengen
an Losungsmittel und Katalysator zu reduzieren und die Umweltvertraglichkeit in der
chemischen Industrie zu verbessern. In diesem Zusammenhang werden diese Verbindungen

auch als green solvents bezeichnet.

1.2.3. Anwendungen der lonischer Flussigkeiten in der Biokatalyse
und Proteinchemie

Die ersten Arbeiten mit Proteinen, in und Lésungen mit lonischen Flissigkeiten, wurden an
Lysozym (Summers & Flowers 11, 2000), Thermolysin (Erbeldinger et al., 2000), Lipasen (Kim
et al., 2001; Park & Kazlauskas, 2001) und a-Chymotrypsin (Laszlo und Compton, 2001;
Lozano et al., 2001) durchgefiihrt. Zu den ersten Anwendungen gehdrten enzymatische
Reaktionen, bei denen das organische Ldsungsmittel durch lonische Flissigkeiten ersetzt
werden konnte. Bei den biokatalysierten Transesterifikationen wurden die IL als reines
Losungsmittel (Wassergehalt < 2 % v/v) vor allem in Kombination aus N-alkylierten
Imidazolium- und Pyridinium- sowie quaterndren Ammoniumverbindungen mit PFs~, BF4~ und
[NTF2]" untersucht. In diesen friilhen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich lonische
Flussigkeiten prinzipiell als Losungsmittel fur enzymatische Reaktionen eignen und in ein-
beziehungsweise mehrphasigen Systemen Anwendung finden kdnnen. Weiterhin konnte eine

erhohte Stabilitdt und Enantioselektivitat der Enzyme im Vergleich zu bis dahin tblicherweise
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auf Alkanen und Alkoholen basierenden organischen Ldsungsmitteln wie Hexan, Acetonitril,
Aceton und Toluol aufgezeigt werden. Aus den anfanglich noch gut Uberschaubaren
Anwendungen (Kragl et al., 2002) sind in den letzten zehn Jahren aufgrund der besseren
Verflgbarkeit verschiedener lonischer Flissigkeiten und der enorm verbesserten Reinheit die
Anwendungsbeispiele erheblich gestiegen. Bis heute sind durch die Kombination dutzender
Kat- und Anionen mehrere hundert lonische Flussigkeiten verfiighar und viele an Enzymen
ausgiebig untersucht worden. Die am h&ufigsten untersuchten Verbindungen sind [BMIM]" in
Kombination mit PFs”, BF4~, [TF2N]™ und [TFO] (Roosen et al., 2008). Uber 75 Prozent der in
der Literatur beschriebenen Anwendungen sind auf Hydrolasen und im Speziellen die Lipase
B aus Candida antarctica (CALB) sowie die Lipase aus Pseudomonas cepacia (PCL)
zuriickzufuhren. Weitere Ausarbeitungen erfolgten unter anderem auch an Esterase (Persson &
Bornscheuer, 2003), B-Galaktosidase (Kraftzik et al., 2002), Peroxidasen (Laszlo & Compton,
2002) und Alkoholdehydrogenase (Eckstein et al. 2004). Eine Erhéhung der Halbwertzeiten in
Gegenwart von IL als Lésungsmittel vor allem nach Immobilisierung und die Mdglichkeit der
Wiederverwendung in Prozessen nach recycling verdeutlichen das Potenzial der lonischen
Flussigkeiten fur biokatalytische Prozesse (Lozano et al., 2001; Persson & Bornscheuer, 2003;
Itoh et al., 2004; de los Rios et al., 2007; Fehér et al., 2008, Jiang et al., 2009; Moniruzzaman
et al., 2010). Da es bei einigen lonischen Fllssigkeiten in Mischung mit wassrigen Puffern
durch Zugabe wvon anorganischen Salzen (u.a. Kalium- und Natriumphosphat,
Ammoniumsulfat) zur Phasentrennung kommt, kdnnen auch Substrate und Substanzen in den
jeweiligen Phasen angereichert werden. So wurden zum Beispiel doppelstrangige DNA (Wang
et al., 2007), Biomolekiile wie Zucker, Aminosauren, Farb- und Geschmacksstoffe (Louros et
al., 2010; Pei et al., 2010) und auch biologisch aktive Proteine aus wassrigen Zwei-Phasen-
Systemen extrahiert (Dreyer & Kragl, 2008). Daruber hinaus koénnen IL, durch ihre
Kombination von polaren und unpolaren Gruppen, auch als Losungsvermittler fir Substrate mit
geringer Loslichkeit in wassrigen oder herkémmlichen organischen Lésungsmitteln dienen.
Hier ist zum Beispiel die Anwendung lonischer Flissigkeiten bei der Biospritproduktion zu
erwahnen (Bose et al., 2010). Limitierend bei dem Prozess ist die sehr stark eingeschrankte
Loslichkeit von Zellulose, welche durch lonische Flissigkeiten (bei gleichzeitiger
Beibehaltung der Cellulaseaktivitat) erhéht wird. Initial kann so die Hydrolyse der Zellulose zu
Glukoseeinheiten erfolgen, um dann in weiteren Schritten das Ethanol zu gewinnen. Auch der
Einsatz von Proteasen in lonischen Flissigkeiten wird erfolgreich untersucht. So wurde 2008
erstmals eine Protease-katalysierte Ligation von Peptiden und Proteinfragmenten gezeigt
(Wehofsky et al., 2008). Die exzellente Loslichkeit und Stabilitdt von Reaktanden bei
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gleichzeitiger Erhaltung der Aktivitdt und Selektivitat der Proteasen in den IL-haltigen
Puffersystemen (bis 70:30 IL:Puffer v/v) ist hier der groBe Vorteil. Weiterhin konnte bei
derartiger Nutzung von Proteasen die unerwunschte proteolytische Aktivitat, hier als
bestehende Nebenreaktion und Haupthindernis bei der Ligation, komplett unterdriickt werden.
Dariiber hinaus wurde anhand von NMR-, CD- und fluoreszenzspektroskopischen
Untersuchungen gezeigt, dass die Art und Konzentration der IL einen Einfluss auf die Struktur
der Proteine ausiibt (Wehofsky et al., 2008; Falcioni et al., 2010). An Peptiden wurde
nachgewiesen, dass sich das cis/trans-Gleichgewicht der Peptidyl-prolyl-Bindung verschiebt
und die trans-Konformation stabilisiert wird. Der generelle Einfluss der IL als reines
Losungsmittel beziehungsweise als Cosolvens auf Proteine wurde aber schon viel friiher und
an anderen Proteinen gezeigt. So konnte verdeutlicht werden, dass mit zunehmender
Alkylkettenlange des Kations die Halbwertzeit von Lipasen (de los Rios et al., 2007) in IL
erhéht werden kann und auch die anionische Komponente einen ebenso starken Einfluss ausibt.
An a-Chymotrypsin (Lozano et al., 2001) wurde der stabilisierende Effekt, der auf Imidazolium
basierenden IL, mit der Abnahme der Polaritat (bedingt durch die Zunahme der Alkylketteldnge
und der GroRe des Anions) in Verbindung gebracht. Fir BMIM PFg (2 % v/iv H20; 50 °C)
konnte letztlich eine um 200-fach erhohte Stabilitat gegeniiber 1-Propanol aufgezeigt werden.
Jedoch zeigte sich bei den gleichen Verbindungen ein zunehmender Aktivitatsverlust mit der
Verringerung der Polaritat, respektive Zunahme der Alkylkettenlange. Dies wurde mit der
hohen Viskositat dieser IL (im Vergleich zu 1-Propanol) begriindet und der daraus resultierende
eingeschrankte Massentransfer als maglicher limitierender Faktor beschrieben.

Bei der Anwendung lonischer Flussigkeiten als Cosolvens in wassrigen Pufferlésungen wurde
bereits 1984 an Alkalischer Phosphatase (Magnuson et al., 1984) in Gegenwart von
Ethylammoniumnitrat (EAN) eine positive Stimulation nachgewiesen. In einem auf Absorption
basierenden Assay mit p-Nitrophenylphosphat erhohte sich die Hydrolyseaktivitdt um 60 % bei
einer Konzentration von 1,1 M EAN (10 % v/v). Mit steigender EAN-Konzentration kam es,
in Abhéangigkeit von der Temperatur, sukzessiv zur Abnahme der Aktivitit und ab 80 % (v/v,
30 °C) zur Inaktivierung. Pionierarbeit bei der Proteinfaltung in Gegenwart von lonischen
Flussigkeiten leisteten Summers & Flowers 11, 2000. So konnte nach chemischer Denaturierung
von HEWL (hen egg white lysozym) und anschlieRender Uberfiihrung in einen
Rickfaltungspuffer mit 0,54 M EAN (5 % v/v) bis zu 75 % Aktivitat gezeigt werden. Wenn
EAN selbst als chemisches Denaturans diente, wurde unter gleichen Bedingungen im
Ruckfaltungspuffer sogar 95 % Aktivitat nachgewiesen. Bei der Rickfaltung ergab sich mit

zunehmender Konzentration an IL auch eine Unterdriickung der Aggregation. Dieses Verhalten
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wurde auch in weiteren Arbeiten am Antikérperfragment ScFvOXx (single-chain antibody
fragment gegen das Hapten Oxazalon), Lysozym und dem rPA (recombinant plasminogen
activator) belegt (Lange et al., 2005; Buchfink et al.,, 2010). Vorrangig wurden hier
N-alkylierte- und endsténdig hydroxylierte N-methylimidazolium-Verbindungen benutzt, um
systematisch deren Einfluss auf die Stabilitat und Riickfaltungsausbeuten zu untersuchen. So
wurde deutlich, dass lonische Flussigkeiten als Riickfaltungszusétze in der Lage sind, die
Ausbeute der Ruckfaltung zu erhéhen. Systematisch wurde die Konzentration der IL und die
Lange der Alkylketten variiert und ebenso der Einfluss der Anionen aufgezeigt. Eine
zunehmende Destabilisierung der Proteine mit Verlangerung der Alkylketten wurde
beobachtet, einhergehend mit unterschiedlich stark ausgepragtem Einfluss auf die Stabilitat
durch Variation der Anionen bei konstantem Kation. Diese Ergebnisse decken sich im
Wesentlichen mit den Arbeiten von Constantinescu et al., 2010 an RNase A (Ribonuklease A),
wobei auch hier eine Einordnung der Kat- und Anionen nach chaotropen und kosmotropen
Eigenschaften und eine Eingliederung in die Hofmeister-Reihe vorgenommen wurden. An
einem weiteren Modellprotein, dem GFP (green fluorescent protein), wurde der Einfluss auf
den  Oligomerisierungsstatus  in  Gegenwart von BMIM ClI  (N-Butyl-N-
methylimidazoliumchlorid) demonstriert. Die Variante GFPmut3 liegt in nativer Form als
Dimer vor und dissoziiert in Anwesenheit von 25 % (v/v) BMIM Cl zum Monomer, bei 50 %
(v/v) kommt es zur Denaturierung. Das BMIM CI wird hier als starker destabilisierend
eingestuft als die Denaturanzien Harnstoff und GuHCI (Heller et al., 2010).

Die breite Spanne unterschiedlicher Eigenschaften lonischer Flussigkeiten bei der
Wechselwirkung mit Proteinen, welche von stabilisierend zu destabilisierend und von
Loslichkeits-vermittelnd zu Aggregations- beziehungsweise Prazipitations-fordernd reichen,
machen sie zudem auch interessant fur die Proteinkristallisation. Bereits 1999 wurden hier
Arbeiten an Lysozym durchgefuhrt (Garlitz et al., 1999). Spater erwies sich auch an weiteren
Proteinen, dass lonische Flissigkeiten fur die Generierung von Proteinkristallen geeignet sind.
Die durch den Einsatz der IL als Prazipitant generierten Kristalle zeigten unter anderem eine
veranderte Morphologie, KristallgroRe und eine verbesserte Auflésung (Pusey et al., 2007;
Judge et al., 2009; Wang et al., 2010). Anbieter wie lo-Li-Tec GmbH vermarkten lonische

Flussigkeiten auch in screening-Kits flr die Kristallisation.
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1.3. Das grun fluoreszierende Protein als Modellprotein

1.3.1. Historie - Von der Entdeckung bis zur Kristallstruktur

Das ungewohnlich grell leuchtende Erscheinungsbild und die damit einhergehenden weit
gefacherten und bedeutsamen Anwendungsmaoglichkeiten in der Molekularbiologie machen
das griin fluoreszierende Protein (GFP) einzigartig. Mit der Vergabe des Nobelpreises fir
Chemie 2008 fiir die ,,Entdeckung und Weiterentwicklung des griin fluoreszierenden Proteins*
an OSAMU SHIMOMURA, MARTIN CHALFIE und ROGER TSIEN wurde die besondere Bedeutung
des GFP fir die Forschung unterstrichen. Entdeckt und als Protein identifiziert wurde das GFP
aus Aequorea victoria, einer Quallenart im Nordwestpazifik, von OSAMU SHIMOMURA
(Shimomura et al., 1962). Aus Quetschextrakten der Tiere konnten zwei Proteine isoliert
werden, die Ca?*-abhingige, auf Chemilumineszenz basierende Oxoluciferase Aequorin und
ein grin leuchtendes Protein. Die erste namentliche Erwahnung als green fluorescent protein
wurde von HASTINGS und MORIN vorgenommen (Hastings & Morin, 1969), welche auch das
Zusammenspiel dieser beiden Proteine erstmals in vivo aufklarten (Morin & Hastings, 1971).
In spateren Arbeiten wurde publiziert, dass in Gegenwart beider Proteine die Intensitat der
Luminiszenz des Aequorins (Amax 472 nm) durch Zugabe von Ca?* abnahm beziehungsweise
niedriger war als in Abwesenheit des GFP. Da zeitgleich eine Fluoreszenz, deckungsgleich mit
dem Fluoreszenzmaximum des GFP (Amax 509 nm), auftrat, konnte gezeigt werden, dass ein
Energietransfer zwischen den beiden Lichtemittern Aequorin und GFP stattfindet (Morise et al,
1974). SHIMOMURA isolierte durch proteolytischen Abbau mittels Papain den Chromophor und
postulierte  4-(p-Hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on  als  chromophore  Struktur
(Shimomura, 1979). Der Mechanismus der Chromophorbildung (siehe Abbildung 1.6) wurde
aufgeklart (Heim et al., 1994; Cubitt et al., 1995) und einer autokatalytischen Zyklisierung der
Aminosauren Serin 65, Tyrosin 66 und Glycin 67 zugeordnet (Heim et al., 1994). Nach der
Faltung des Proteins und der radumlichen Annéherung des Aminoséureriickgrats kommt es zu
einem nukleophilen Angriff des Amidstickstoffs des Glycins 67 auf den Carbonylkohlenstoff
von Serin 65 und unter Wasserabspaltung zur Ringbildung. Erst nach dem anschlielend
folgenden geschwindigkeitsbestimmenden Oxidationsschritt entsteht ein ausgedehntes

n—Elektronensystem und der Chromophor wird fluoreszent.
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Abbildung 1.6: Vorgeschlagener Mechanismus der Chromophorbildung.

Darstellung fiir die intramolekulare Biosynthese des GFP-Chromophors von CusITT (Cubitt et al., 1995), mit
geschétzten Geschwindigkeitskonstanten fur die Ser65Thr Mutation von REID (Reid & Flynn, 1997) und HEIM
(Heim et al., 1995).

Bereits 1974 wurde GFP zum ersten Mal kristallisiert (Morise et al.,, 1974). Die
Rontgenkristallstruktur konnte jedoch erst 1996, nahezu zeitgleich von zwei unabhangigen
Gruppen gelost werden (Ormd et al.,, 1996; Yang et al.,, 1996). Den Grundstein flr
molekularbiologische Anwendungen legte PRASHER mit der Entschlisselung der
Primérstruktur (Prasher et al., 1992) und der Idee, GFP fusionierte Proteine in Zellen zu
visualisieren und so zu lokalisieren. Mit der erstmaligen Expression des Gens von GFP in
E. coli beziehungsweise im Fadenwurm Caenorhabditis elegans (Chalfie et al., 1994) wurde
auch deutlich, dass die Fluoreszenz intrinsisch ist und keine externen Kofaktoren notwendig

sind um die fluoreszierenden Eigenschaften auszuprégen.
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1.3.2. Struktur, Eigenschaften und Varianten des GFP

Die Aufklarung der Kiristallstruktur des GFP offenbarte den g-can fold als neues und sehr
kompaktes Faltungsmotiv (Yang et al.,, 1996). Diese Kannenstruktur beschreibt eine
zylindrische Anordnung aus 11 B-Faltblattern, welche sich antiparallel zueinander ausrichten
und zu einem Grundgerust organisieren. Der Zylinder aus 238 Aminosauren besitzt eine Grolie
von 4 nm in der Lange und etwa 3 nm im Durchmesser. Diagonal durch das Grundgerust
verlauft eine a-Helix und im geometrischen Mittelpunkt befindet sich der Chromophor (siehe
Abbildung 1.7). Die Enden des Zylinders werden von kleinen a-Helices bedeckt, wodurch der
Chromophor abgeschirmt und vor externen Fluoreszenzldschern, wie etwa molekularem
Sauerstoff, geschiitzt wird. Eine groRe Zahl an Wassermolekillen und geladenen
Aminosdaureresten, wie Q69, R96, H148, T203, S205 und E222, sind an der Stabilisierung der
chromophoren Struktur, insbesondere des ausgedehnten n—Elektronensystems, Uber die

Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt.

Abbildung 1.7: Strukturdarstellung des EGFP.
Darstellung der Struktur mit dem zylindrischen S-can fold aus elf B-Faltblattern (A) und mit freier Sicht auf den
zentral liegenden Chromophor (B).

Durch den Austausch von Aminosauren, welcher innerhalb beziehungsweise in raumlicher
Nahe des Chromophors durchgefiihrt wurde, ergaben sich eine Vielzahl verschiedener
Varianten des Proteins mit verénderter Stabilitat und spektralen Eigenschaften. Ein Vorreiter in
der Generierung von Varianten ist ROGER TSIEN, der GFP in sieben Hauptklassen einordnete
(siehe Tabelle 1.1).
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Tabelle 1.1: Uberblick tiber spektrale Eigenschaften der sieben Hauptklassen der fluoreszierenden Proteine.
Klassifizierung der durch Mutationen erzeugten Varianten (Auswahl) in sieben Hautgruppen mit den Anregungs- ,
Emissionsmaxima und Extinktionskoeffizient (modifiziert nach Tsien, 1998).

@ Phenolatanion im Chromophor mit Interaktion eines zweiten Ringsystems (stacking), @ Indolstruktur im
Chromophor, ® Imidazolstruktur im Chromophor, ® Phenylstruktur im Chromophor

Anregungs-  Extinktions-  Emissions-
Hauptklasse Mutation Name  maximum koeffizient maximum
(nm) (M1cm?) (nm)
Klasse 1: Keine oder Q80R Wildtyp  395-397 25000 - 30000 504
Wildtyp 470-475 9500 - 14000
F99S, M153T, Cycle3 397 30000 506
V163A 475 6500 - 8500
Klasse 2: S65T 489 52000 - 58000 509 - 511
Phenolat- F64L, S65T EGFP 488 55000 - 57000 507 - 509
anion S65T, S72A, N149K, Emerald 487 57500 509
M153T, 1167T
Klasse 3: S202F, T203lI H9 399 20000 511
neutrales  T203l, S72A, Y145F H9-40 399 29000 511
Phenol
Klasse 4: S65G, S72A, T203F 512 65500 522
gelb S65G, S72A, T203H 508 48500 518
fluoreszie-  S65G, V68L, S72A, 10C 514 83400 527
rende T203Y
Proteine ~ S65G, S72A, K79R,  Topas 514 94500 527
T203Y
Klasse 5: Y66W 436 485
cyan F64L, S65T, Y66W, WI1B/ 434 32500 476
fluoreszie- N1461, M153T, ECFP 452 505
rende V163A
Proteine®  S65A, Y66W, S7T2A,  WIC 435 21200 495
N1461, M153T,
V163A
Klasse 6: Y66H BFP 384 21000 448
blau Y66H, Y145F P4 -3 382 22300 466
fluoreszie-  F64L, Y66H, Y145F  EBFP 380-383 26300 -31000 440 - 447
rende
Proteine®
Klasse 7¢: Y66F 360 442

Hierbei ist der Wildtyp, der zwei chromophore Spezies besitzt (eine protonierte [HO-] und
deprotonierte [O-] phenolische Form des Tyr66), in der ersten Gruppe eingeordnet. Fir das
WIGFP existieren deshalb zwei Anregungsmaxima bei 395 nm [HO-] und 470 nm [‘O-], wobei

nur die deprotonierte Form, die auch der des angeregten Zustandes entspricht, fluoresziert. Die
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Gruppen 2 und 3 entsprechen jeweils den Varianten, deren Mutationen entweder die neutrale
oder die anionische Form des Chromophors beinhalten. In Gruppe 4 ergibt sich eine noch
stiarkere Rotverschiebung hin zur gelben Fluoreszenz (YFP — yellow fluorescent protein),
welche durch das Einfiigen eines Aromaten in direkter rdumlicher Nahe zum Chromophor
anstelle des Thr203 realisiert wird. Durch die Interaktion der n—Elektronen beider aromatischer
Systeme (stacking) kommt es zu einer erweiterten Ausdehnung des n—Elektronensystems, was
letztlich zu einer bathochromen Verschiebung von Anregungs- und Emissionswellenlédnge
fihrt. Im Vergleich zu den folgenden drei Gruppen ist die Vergroflerung des
n—Elektronensystems nicht kovalent. In den Gruppen 5-7 kommt es durch den Austausch des
Tyr innerhalb des Chromophors an Position 66 gegen andere Ringsysteme wie Trp, His oder
Phe zur Verschiebung zur kurzwelligeren cyan beziehungsweise blauen Fluoreszenz. Das in
dieser Arbeit genutzte EGFP (enhanced green fluorescent protein) gehoért in die Gruppe 2.
Basierend auf der GFPmutl1-Variante, eine fur den Einsatz in eukaryontischen Zellen optimierte
Form von GFP, besitzt EGFP eine um den Faktor 35 verstdrkte Fluoreszenzintensitat im
Vergleich zum Wildtyp (Cormack et al., 1996) und eine spektrale Rotverschiebung. Die genaue
Primarsequenz der in dieser Arbeit eingesetzten EGFP-Variante ist im Anhang (siehe 7.5.)
dargestellt. Die Verbreitung fluoreszierender Proteine ist letztlich nicht auf Quallen der Art
Aequorea victoria beschrankt. Ahnliche Proteine mit hoher Homologie zu GFP existieren auch
in anderen Quallen, Polypen, Seeanemonen und Korallen. Dadurch kann heute mit optimierten
Varianten das komplette Farbspektrum abgedeckt werden. So existieren jetzt auch
saphirfarbene (Zapata-Hommer & Griesbeck, 2003) und durch den Einbau von Methyl-Trp und
Amino-Trp als nicht kanonische Aminosauren einige goldfarbene Varianten (Bae et al., 2003).
Durch die Bestrahlung mit UV-Licht kann aus farblosem aceGFP (Aequorea coerulescens
Glu222-GFP) eine grune Fluoreszenz generiert (Gurskaya et al., 2003) und ein Farbwechsel
von PS-CFP (photoswitchable-cyan fluorescent protein) zu GFP (Chudakov et al., 2004)
beziehungsweise ein griin-rot-Wechsel beim Keade-Protein vorgenommen werden (Ando et al.,
2002). Das DsRed aus Discosoma ist ein RFP (red fluorescent protein) und weist, nach
entsprechender Optimierung, ein sehr weit in den roten Spektralbereich verschobenes
Emissionsspektrum mit einem Maximum bei 602 nm auf (Baird et al., 2000). Es findet haufig
Anwendung als Akzeptor fur FRET-Experimente (Fluoreszenz-Resonanzenergietranfer).

Die fluoreszierenden Proteine kdnnen in verschiedenen Quartérstrukturen als Monomer, Dimer
und Tetramer vorkommen. Das wtGFP wird in hohen Konzentrationen (wie etwa erforderlich

bei der Proteinkristallisation) als Homodimer mit einer schwachen Affinitdt (Kp=100 uM)
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beschrieben (Phillips, 1997). Varianten wie das DsRed sind obligat Tetramer (Baird et al.,
2000), das EGFP existiert hingegen ausschlieBlich als Monomer (Stepanenko et al, 2004).

1.3.3. Faltung und Aggregation von GFP (EGFP)

Das wtGFP und viele GFP-Varianten sind thermodynamisch sehr stabil und zeigen eine sehr
hohe Resistenz gegeniber starken Chaotropen wie Guanidinhydrochlorid (Ward & Bokman,
1982; Fukuda et al., 2000) und Harnstoff (Battistutta et al., 2000). Dies liegt an der sehr
kompakten Faltungsstruktur, dem B-can fold (siehe Abbildung 1.7). In den ersten Studien zur
Faltung an GFP (Bokman & Ward, 1981; Ward & Bokman, 1982) konnte gezeigt werden, dass
in Gegenwart hoher GuHCI-Konzentrationen, extremer pH-Werte (pH 2,0 bzw. pH 13,0) und
hoher Temperaturen (Tm=78 °C) das wtGFP denaturiert und es zum Verlust der GFP-
spezifischen Fluoreszenzeigenschaften kommt, wobei hier die kovalente Struktur des
Chromophors erhalten bleibt und es nach Entfaltung des Proteins und freier Exposition zum
quenching durch das Lésungsmittel kommt (Voityuk et al., 1998). Eine Rickfaltung aus dem
GuHCI-induziert denaturierten Zustand fuhrte hier, bezogen auf die spezifische GFP-
Fluoreszenz, zu einer maximalen Ausbeute von 55 %, nach Neutralisation aus dem Sauren (pH
2,0) von 90 % und aus dem Basischen (pH 13,0) von 49 %. Eine vollstandige Reversibilitat fur
das wWtGFP konnte also nicht nachgewiesen werden, was gegen ein einfaches Zwei-
Zustandsmodell spricht und eine komplexe Faltungskinetik nahelegt.

Ausfihrlichere kinetische Untersuchungen an GFP in Abhédngigkeit des pH-Wertes und von
Denaturanzien verdeutlichen die Komplexitat der Faltung. So zeigte FUKUDA bei kinetischen
Untersuchungen an GFP (Cycle3) durch Denaturierung in Gegenwart hoher GuHCI-
Konzentrationen einen einfach exponentiellen Kurvenverlauf fur die Entfaltung (Fukuda et al.,
2000). Nach drei Stunden Inkubationszeit (6,0 M GuHCI) konnte keine spezifische GFP-
Fluoreszenz ermittelt und mittels CD-Spektroskopie im Fern-UV-Bereich auf eine vollstandige
Entfaltung geschlossen werden. Fur die Rickfaltung nach  Abreicherung des
Denaturierungsmittels wurde ein zweiphasiger Kurvenverlauf beschrieben: eine schnelle Phase
(k1) mit groRer Amplitude und eine langsame Phase (k2) mit kleinerer Amplitude. Mit
zunehmender GuHCI-Konzentration im Rickfaltungansatz verlangsamte sich die
Geschwindigkeit der Rickfaltung und die langsame Phase erlangte zunehmend an Dominanz,
was sich letztlich in einem einphasigen Kurvenverlauf widerspiegelte. Fir die GFP-Varianten
Cycle3 und S65T konnten dhnliche Faltungskinetiken nach Inkubation in 8 M Harnstoff (95 °C,
5 min) beschrieben werden (Battistutta et al., 2000). Die langsame der beiden Phasen der
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Rickfaltungskinetik wurde einer Peptidyl-prolyl-cis/trans-Isomerisierung zugeschrieben und
somit zwei entfaltete Zustdnde U, und U1 angenommen. Es gibt zwei vereinfachte Modelle, ein
paralleles Modell bei dem U, und U; sich unabhéngig voneinander mit den entsprechenden
Geschwindigkeitskonstanten k> und ki zum nativen Zustand (N) falten und ein konsekutives
Modell. Hier konvertiert U> langsam zu Uz mit der Geschwindigkeitskonstante k> und faltet
dann in einer schnellen Reaktion mit ki zum vollstandig gefalteten Protein. Deutlich
ausfuhrlicher und detaillierter ist die Faltung an der Cycle3-Mutante von Enoki et al., 2004
beschrieben. Er erweiterte die spektroskopischen Methoden der Chromophor- und Trp-
Fluoreszenz und Fern-UV-CD-Messungen mit stopped-flow-Methoden und erhielt somit
Einblicke in den Faltungmechanismus zu sehr frihen Zeitpunkten. Er postuliert zwei
Intermediate, ein burst phase intermediate und ein on-pathway intermediate und erweitert die
bestehenden Modellvorstellungen zur GFP-Faltung auf bis zu 5 kinetische Phasen (siehe
Abbildung 1.8).
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30-405/
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30-40s
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170-210 s
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12,

Abbildung 1.8: Vereinfachte schematische Darstellung der GFP-Faltung (Cycle3) nach Enoki et al., 2004.

Die Darstellung zeigt den postulierten Faltungsweg vom denaturierten Zustand (pH 2,0) tiber zwei Intermediate
zum nativen GFP (pH 7,5) mit fUnf kinetischen Phasen. Es liegen zwei denaturierte Zustandsformen, eine schnell
faltende Spezies (Dr) mit korrekter und eine langsam faltende Spezies (Ds) mit inkorrekter Peptidyl-prolyl-
cis/trans-Isomerisierung im Vergleich zum nativen Protein, vor. Ibr und Ibs sind burst-phase Intermediate, welche
sich im Bereich von < 5 ms formieren, die in einem on-pathway zu molten globule Intermediaten (11r, 12, 11s,
12s) falten (sehr schnelle Phase). Die Intermediate mit korrekter Prolyl-cis/trans-Konformation (11r, 12F) gehen in
den nativen Zustand (N) uber (schnelle und mittlere Phase). Hingegen miissen 11s und 12s in die korrekte Prolyl-
cis/trans-Konformation isomerisieren (langsame und mittlere Phase).

Das burst phase intermediate bildet sich innerhalb der Totzeit der stopped-flow-Messungen
(<5 ms) und zeichnet sich durch eine deutliche Amplitudenénderung bei der Trp-Fluoreszenz
(350 nm) und bei CD-Messungen (225 nm) im Vergleich zum denaturierten Zustand aus. Dieses

Intermediat geht aus einem nichtspezifischen Kollaps hervor und zeigt
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Sekundarstrukturelemente. Das on-pathway intermediate konnte ebenso mit stopped-flow-
Messungen durch eine lag-Phase innerhalb der ersten Sekunden wahrend der Rickfaltung
bestimmt werden. Dieses Intermediat zeigt deutlich mehr Sekundérstrukturen, jedoch keine
kompakte Struktur in der direkten Umgebung des Chromophors und wurde somit einem molten
globule state zugeordnet. Die Bildung dieses Intermediats wird im Modell der sehr schnellen
Phase zugeordnet. Die schnelle Phase ist mit der schnellen Phase bei Fukuda et al., 2000 und
Battistutta et al., 2000 vergleichbar und beschreibt die Faltung vom on-pathway intermediate
zum richtig gefalteten nativen Zustand. Die in diesen beiden Arbeiten beschriebene langsame
Phase liegt zwischen der von ENOKI ermittelten mittleren und langsamen Phase. Aus dieser
Tatsache ergibt sich die Schlussfolgerung, dass der Mechanismus der Riickfaltung unabhéngig
von der Denaturierungsmethode ist. Es ist also unwesentlich, ob der entfaltete Zustand mit
Denaturanzien wie GuHCI beziehungsweise Harnstoff oder durch saure pH-Werte
hervorgerufen wird. Beide Phasen, die mittlere und langsame Phase, werden durch die Peptidyl-
prolyl-cis/trans-lsomerisierung beeinflusst. Dies verdeutlichten zum einen
Doppelsprungexperimente, bei denen die Inkubationszeit unter denaturierenden Bedingungen
variiert und die Amplituden der jeweiligen Phasen wahrend der Ruckfaltung verfolgt wurden.
Nach unmittelbarer Rlckfaltung aus dem denaturierten Zustand zum Zeitpunkt 0 konnte keine
langsame Phase detektiert werden. Mit zunehmender Inkubationszeit zeigte sich jedoch eine
Zunahme der Amplitude der langsamen und mittleren Phase, was darauf schlieBen Iasst, dass
beide Phasen von der cis/trans-Isomerisierung im denaturierten Zustand beeinflusst werden.
Zum anderen wurde durch den Einsatz von CyPA (Cyclophilin A), einer Enzymisomerase mit
Peptidyl-prolyl-cis/trans-Aktivitét, gezeigt werden, dass bei der Ruickfaltung in Gegenwart von
CyPA keine langsame Phase detektiert und die Amplitude der mittleren Phase kleiner wurde.
Aufgrund der cis/trans-Isomerisierung wird in dem Modell auch von zwei entfalteten Spezies
ausgegangen: einer schnell faltenden Spezies (Dr) mit korrekter und einer langsam faltenden
Spezies (Ds) mit inkorrekter Peptidyl-prolyl-cis/trans-Konformation. Bei der Riickfaltung,
ausgehend von den zwei denaturierten Zustandsformen Dr und Ds, bilden sich Ibr und Ibs als
burst-phase-Intermediate in einer Zeitskala < 5ms. Diese formieren sich in der sehr schnellen
Phase in einem on-pathway zu molten globule Intermediaten (I1r, 12r, Ils, 12s). Die
Intermediate mit korrekter Prolyl-cis/trans-Konfiguration (I1r, 12F) gehen in den nativen
Zustand (N) uber (schnelle und mittlere Phase). Hingegen missen I11s und 12s in die korrekte
Prolyl-cis/trans-Konformation isomerisieren (langsame und mittlere Phase). In diesem Modell
nicht berucksichtigt sind off-pathway Intermediate und die Tatsache, dass Cycle3 und andere

GFP-Varianten und auch das wtGFP zur Bildung irreversibler Aggregate neigen. Das wurde
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fir die Rickfaltung mit zunehmender Inkubationsdauer aus dem Denaturans- als auch S&ure-
induziert denaturierten Zustand beschrieben (Fukuda et al., 2000, Battistutta et al., 2000, Enoki
et al., 2004). In vergleichenden Untersuchungen zweier GFP-Varianten (WwtGFP und Cycle3)
wurde eine deutliche Tendenz zur Aggregation fiir wtGFP gezeigt (Fukuda et al., 2000). Die
Cycle3-Variante, welche durch den Austausch von 3 Aminoséauren (F99S, M153T, V163A)
weniger hydrophob ist, aggregierte jedoch ebenso, wenn auch deutlich schwacher. Bei diesen
Lichtstreuexperimenten zeigte sich auch ein sigmoider Kurvenverlauf in der
Aggregationskinetik ~ waéhrend der Rickfaltung, was auf eine Nukleations—
Polymerisationsreaktion bei der Aggregatbildung hindeutet. In eigenen Arbeiten (Pultke, 2003)
konnte fir das EGFP ebenfalls eine starke Aggregation in Abh&ngigkeit von der EGFP-
Konzentration und Temperatur festgestellt werden, jedoch keine lag-Phase. Erklarungen fir die
Irreversibilitat der Faltung von GFP und die starke Aggregationstendenz kénnten zum einen
die zwei Cysteine (Cys48 und Cys70) sein, welche unter nativen Bedingungen nicht Disulfid-
verbriickt sind. Bei der Uberfiihrung aus dem denaturierten in den gefalteten Zustand konnen
diese jedoch intra- und intermolekulare Disulfidbriicken ausbilden und sich somit Aggregate
formieren (Fukuda et al., 2000). Zum anderen kdnnte auch die Prolyl-cis/trans-Isomerisierung
ursachlich sein. GFP besitzt zehn Proline, wobei neun in trans-Konformation und Pro89 unter
nativen Bedingungen als einziges in cis-Konformation vorliegt. Zudem kommt Pro89 eine
gesonderte Rolle zu, da (in der loop-Region zwischen der a-Helix 4 und Beginn des
4. B-Strangs lokalisiert) durch diese cis/trans-1somerisierung der loop, der fiir den Verschluss
der zylindrischen B-Kannenstruktur und somit fiir eine Abschirmung des Chromophors sorgt,
strukturell beeinflusst wird. Eine inkorrekte -cis/trans-Isomerisierung konnte somit zu

Aggregaten fuhren.

1.4. Zielstellung der Arbeit

Der positive Effekt einiger Losungsmitteladditive wie L-Arginin oder bestimmter anorganischer
Salze auf die Faltungsausbeute ist seit Jahrzehnten bekannt. Dieser Effekt kann auf eine
Beschleunigung der Faltungskinetik, die Unterdriickung der Aggregation, die Stabilisierung des
nativen Faltungszustands oder die l6slichkeitvermittelnde Wirkung dieser Additive
zurlickgefuhrt werden. Denkbar ist auch ein multifaktorielles Zusammenspiel dieser Einflisse.
Im Detail sind diese Wirkmechanismen jedoch noch nicht vollstandig geklart. Gleichermafen
gilt dies fur den Einfluss lonischer Flissigkeiten, denen ebenso eine positive Wirkung bei der
Steigerung der Ausbeute der Proteinfaltung zugeschrieben wird (Summers & Flowers I1, 2000;
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Lange et al.,, 2005; Buchfink et al., 2010) und die sich somit als Alternativen zu den
herkdmmlich genutzten Additiven erweisen konnen. In friiheren Arbeiten konnte zudem
gezeigt werden, dass eine Unterdriickung der Aggregationsreaktion wéhrend der Ruckfaltung

stattfindet und somit die Faltungsausbeute erhéht wird.

Ziel dieser Arbeit ist es, systematische Abhangigkeiten und Zusammenhénge bei der Variation
der kationischen beziehungsweise anionischen Komponente der lonischen Flissigkeiten und
deren Einfluss auf die Faltungsausbeute bei der in vitro-Faltung zu identifizieren.

Des Weiteren ist bereits bekannt, dass lonische Flissigkeiten durchaus in der Lage sind, bei
hohen Konzentrationen auch destabilisierend auf Proteine zu wirken. Dies wurde vorrangig
durch thermische Denaturierung anhand von fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
und durch dynamische Differenzkalorimetrie beschrieben. Genauere Untersuchungen zu
molekularen Wirkmechanismen gibt es jedoch nur sehr wenige. Um Aussagen zu den
Einflissen der lonischen Flussigkeiten auf die Stabilitdt von Proteinen sowie deren Wirken bei
der Denaturierung, Renaturierung und Aggregation zu erlangen, sind Strukturuntersuchungen
bevorzugt mittels spektroskopischer Methoden erforderlich. Viele lonische Flissigkeiten
basieren jedoch auf aromatischen Systemen und absorbieren selbst in einem spektralen Bereich,
in dem Ublicherweise spektroskopische Untersuchungen an Proteinen durchgefiihrt werden.
Deshalb wurde EGFP als Modellprotein gewéhlt, da dieses Protein aufgrund seiner
charakteristischen  Fluoreszenzeigenschaften  eine  spektroskopische  Analyse  der

experimentellen Fragestellungen erlauben sollte.

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit liegt darin, mit geeigneten lonischen Flissigkeiten Aussagen
und mdogliche Erklarungen tber Wirkmechanismen und Interaktionen mit Proteinen auf

struktureller Ebene mittels spektroskopischer Messmethoden zu erheben.
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2. Materialien und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Gerate

Die in der Tabelle 2.1 gelisteten Geréte sind im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit benutzt

worden.

Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Gerate.

Gerate Hersteller / Bezugsquelle

Absorptionsspektrometer
Ultraspec® 4000 Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Absorptions-Kuvetten
Hellma Halbmikro 104 QS, 10 x 4 mm
Einmal-Kivetten Halbmikro, Polystyrol

Asymmetrische Flussfeld-Fluss-Fraktionierung
Eclipse 2 Separation System

Isokratische Pumpe Agilent G 1310A
Pufferentgasungsvorrichtung Agilent G 1322A
Streulichtdetektor Mini Dawn Tristar

Hellma, Millheim
Roth GmbH, Karlsruhe

Wyatt Technology Europe, Dernbach
Agilent Technologies, Boblingen
Agilent Technologies, Boblingen
Wyatt Technology, USA

UV-Detektor LKB 2152 LKB, Schweden

Autoklav

Varioklav® H+P Labortechnik, OberschleiBheim
Bioreaktor

Biostat ED (10 Liter, C-DCU, MCFSwing) B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Brutschrank

B6030 Heraeus Instruments, Dusseldorf

CD-Spektrometer
Jasco J-810 Spektopolarimeter mit
Peltierelement PTC-4235

UV / CD-Kulvetten

Jasco GmbH, GroR-Umstadt

Hellma 106 QS, 0,1 mm — 0,5 mm
Hellma Makro 100 QS, 10 x 10 mm
Makro QS 10 x 5 mm

Chromatographieeinheiten
AKTAFPLC
AKTA purifier 100
AKTA explorer 100
Prozesssteuerung UNICORN Software
HPLC — Gynkotech
Pumpe: P 580
Autosampler: Gina 50
UV/VIS-Detektor: UVD 170S
Kolonnenthermostat: STH 585
Steuersoftware: Chromelion v4.32

Hellma, Mullheim
Hellma, Mullheim
Hellma, Mullheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Dionex, ldstein
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Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Geréte (Fortsetzung)

Gerate

Hersteller / Bezugsquelle

Chromatographieséulen
HiTrap Q HP 5 ml
HisTrap HP

Affinitatschromatographiesaule: Ni2*-NTA Agarose;
Saulenvolumen 25 ml, Saulenkdrper: XK16/20

Nucleosil 500-5 C4-PPn-Saule
Nucleosil 300-C4

Elektroporationsgerat

Gene Pulser 11

Pulse Controller Plus
Elektroporationskiivetten, 2 mm

Fluoreszenzspektrometer
Fluoromax-3
Temperaturregler LFI-3751

Fluoreszenz-Kuvetten

Hellma Makro 101 QS, 10 x 10 mm
Hellma Halbmikro 104F QS, 10 x 4 mm
Hellma Halbmikro 114F QS, 10 x 4 mm
Hellma Makro 111 QS, 10 x 10 mm

Gelelektrophoreseeinheiten
Gelelektrophoreseapparatur GNA-100
Gelelektrophoreseapparatur SE 250
Vertikal-Gelelektrophoresekammer SE260
Electrophoresis Power supply 600

Hochdruckhomogenisator
Gaulin Micron Lab 40

Homogenisator
Ultra Turrax T25

Laminarflowbox
HERA safe
Lyophilisator
Beta 1-16 / LMC-1

Magnetrihrer
MR 3000, MR 3001

Mixer
Vortex-Genie 2

Microplate Reader
VERSAMax
96 well plate

Pumpen

Pumpe P-1
Ol-Drehschieberpumpe RE-2
pH-Messgerat

pH-Meter: pH 526
pH-Elektrode SenTiX 61
pH-Elektrode SenTiX Mic

Refraktometer

Streulichtdetektor fir Dynamische Lichtstreuung

DynaPro

Schuttelinkubator
SM30

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Quiagen, Hilden

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Macherey-Nagel, Diren

Phenomenex, Aschaffenburg

Bio Rad, Miinchen
Bio Rad, Miinchen
Bio Rad, Miinchen

Isa Instruments, Miinchen
Wavelength Electronics, USA

Hellma, Millheim
Hellma, Millheim
Hellma, Millheim
Hellma, Millheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Hoefer Pharmacia, USA
Hoefer Pharmacia, USA
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

APV Homogeniser, Libeck
Janke & Kunkel, IKA®Labortechnik

Heraeus Instruments, Dusseldorf

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Osterode
Heidolph, Kelheim
Scientific Industries, Inc., USA

Molecular Devices, USA
TPP AG, Schweiz
Linbro® ICN biomedical, Inc., USA

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Vacuubrand GmbH, Wertheim

WTW, Weilheim
WTW, Weilheim
WTW, Weilheim

Carl Zeiss, Jena

Wyatt Technology, USA

Edmund Bihler GmbH, Hechingen
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Tabelle 2.1: Liste der verwendeten Geréte (Fortsetzung)

Gerate Hersteller / Bezugsquelle
Thermomixer

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg

Waagen

BP 4100S; KB BA 100; MC1 Sartorius, Gottingen
Zentrifugen

Tischzentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments, Dusseldorf
Tischzentrifuge Biofuge fresco Heraeus Instruments, Dusseldorf
Universal 16 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Universal 32R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Beckman Avanti J-30 Beckman, Miinchen

Beckman Avanti J-25 Beckman, Miinchen

Beckman Avanti J-20 Beckman, Miinchen

Rotoren

Winkelrotor 6-fach 1620 A Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Winkelrotor 30-fach 1689 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
JA-25.50; JA-30-50; JLA-8.1000 Beckman, Miinchen

2.1.2. Sonstige Gerate, Kits, Referenzmarker und Materialien

Tabelle 2.2 zeigt Gerate, Kits, Referenzmarker und Materialien, welche fur die Erstellung der
hier vorliegenden Arbeit haufig Anwendung fanden.

Tabelle 2.2: Liste sonstiger Gerate, Kits, Referenzmarker und Materialien.

Gerate Hersteller / Bezugsquelle
Dialyseschlauche

Spectra/Por® MWCO 6.000-8.000 Roth GmbH, Karlsruhe
Dialyse-System

Mikro-Dialysierkapsel QuixSep (1 ml) Roth GmbH, Karlsruhe
DNA-isolierungs Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit (250) Qiagen, Hilden

Exsikkatoren Roth GmbH, Karlsruhe

Filtrations- und Entgasunganlage
Rundfiltermembranen:

Durapore 0,1 um, VVLP Millipore, Schwalbach

Isopore 0,4 um, HTTP Millipore, Schwalbach
Vakuumfiltrieranlage: Sartorius, Gottingen

Saugflasche und Aufsatz _
Vakuumpumpe: IMLAB Laboratory Technology, Belgien

Vacuubrand RE-2
Glasflaschen

50 ml; 250 ml; 500 ml; 1 1; 21 Schott AG, Mainz
Glaskolben )
Erlenmeyerkolben: 50 ml -5 | Schott AG, Mainz
Kuvettenschleuder ]
KS 8 CE ITS, Hattersheim

Loops fiir Probenauftrag am Akta System o .
Superloop (150 ml; 50 ml; 10 ml) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Tabelle 2.2: Liste sonstiger Gerate, Kits, Referenzmarker und Materialien (Fortsetzung).

Gerate Hersteller / Bezugsquelle
Mikrowelle

R2V16 SHARP

Spritzen

Einmalspritzen:

Omnifix 50 ml B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Prazisionsspritzen 25 pl; 50 pl
sterile Spritze 0,5 ml; 5 ml; 10 ml

Spritzenfilter
Rotilabo® Spritzenfilter 0,2um
Rotilabo® Spritzenfilter 0,4pm

Standards fir Elektrophorese
Protein-Molekularmassenmarker, LMW
Unstained Protein Molecular Weight Marker

pH-Indikator
pH-Indikatorstédbchen

Pipetten
Pipettensatz Research

Pipettenspitzen zum Entsalzen
ZipTipc4

Reaktionsgefalie

Savelock 1,5 ml; 2,0 ml

15 ml; 50 ml

Trockenschrank
Function line T6

Zentrifugen-Filtereinheiten
Centricon® YM-10

Amicon Ultra-15; 10 KDa
Amicon Ultra-4; 3 KDa

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Hamilton Bonaduz AG, Schweiz

Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Merck, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Schwabach

Eppendorf AG, Hamburg
TPP AG, Schweiz

Heraeus Instruments, Hanau

Millipore, Schwabach
Millipore, Schwabach
Millipore, Schwabach

2.1.3. Chemikalien

2.1.3.1. lonische Flussigkeiten

In Tabelle 2.3 sind die in dieser Arbeit verwendeten lonischen Flissigkeiten gelistet. Die

Qualitat variierte bei den Herstellern sehr stark. Der Reinheitsgrad war > 95 %. Bis auf

EMIM CI und BMIM CI waren die verwendeten lonischen Flissigkeiten bei Raumtemperatur

flissig. Einige der Substanzen zeigten stark hygroskopische Eigenschaften. Aufgrund dessen

wurden alle lonischen Flissigkeiten in ihren Orginalbehéltern zur dauerhaften Lagerung in

Exsikkatoren mit entsprechenden Trocknungsmitteln aufbewahrt. Die Erzeugung isobarer

Verhaltnisse beim Offnen der Exsikkatoren wurde durch Stickstoffzufuhr gewahrleistet, um

den Kontakt mit der Luftfeuchtigkeit zu minimieren. Alle Substanzen waren in Wasser l6slich

und wurden fir die zeitnahe Anwendung meist als 85 %-ige Stammldsung (w/w) mit Stickstoff

uberschichtet gelagert. Lésungen wurden in Wasser der Qualitat MilliQ mit einer Leitfahigkeit

<55 uS cm™ angesetzt.
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Tabelle 2.3: Liste der verwendeten lonischen Flissigkeiten.

Chemikalie Hersteller / Bezugsquelle

HO-EMIM CI: 1-(2-Hydroxyethyl)-3-methylimidazoliumchlorid Degussa, Essen / NIGU Chemie
GmbH, Waldkrainburg

HO-EPy Cl:  1-(2-Hydroxyethyl)-pyridiniumchlorid Degussa, Essen

HO-PMIM CI: 1-(3-Hydroxypropyl)-3-methylimidazoliumchlorid Degussa, Essen

HO-HMIM CI: 1-(6-Hydroxyhexyl)-3-methylimidazoliumchlorid Solvent Innovation, Aachen

MMIM DEP: 1,3-Dimethylimidazoliumdimethylphosphat Solvent Innovation, Aachen

BMIM ClI: 1-Butyl-3-methylimidazoliumchlorid Degussa, Essen

EMIM CI: 1-Ethyl-3-methylimidazoliumchlorid TCI, Japan / Solvent Innovation,
Aachen / Fluka, Schweiz

HMIM CI: 1-Hexyl-3-methylimidazoliumchlorid Solvent Innovation, Aachen

Ammoeng 100: Cocosaklylpentaethoxymethylammoniummethylsulfat Solvent Innovation, Aachen

Ammoeng 111: Poly-[oxy(methyl-1,2-ethandiyl)]-a-[2-(diethylhy- Solvent Innovation, Aachen

droxyethylammonio)ethyl]-acetat
Ammoeng 112: Poly-[oxy(methyl-1,2-ethandiyl)]-a-[2-(diethylhydroxy-  Solvent Innovation, Aachen
ethylammonio)-ethyl]-dihydrogenphosphat

2.1.3.2. Allgemeine Chemikalien

Tabelle 2.4 zeigt die in der Arbeit verwendeten Chemikalien. Losungen wurden in Wasser der
Qualitat MilliQ mit einer Leitfahigkeit < 55 puS cm™ angesetzt. Alle Chemikalien hatten den

Reinheitsgrad pro analysi (p. A.), wenn nicht anders vermerkt.

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Chemikalien.

Chemikalie Hersteller / Bezugsquelle
2-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt

30 % Acrylamid / Roth GmbH, Karlsruhe

0,8 % N,N’-Methylenbisacrylamid

Aceton Roth GmbH, Karlsruhe
Acetonitril Roth GmbH, Karlsruhe
Agar-Agar Roth GmbH, Karlsruhe
Agarose ICN, Meckenheim
Ammoniumacetat Merck, Darmstadt
Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ammoniumchlorid (*>N), 99 % Cambridge Isotope Laboratories, Inc.
Ammoniumperoxodisulfat, APS Roth GmbH, Karlsruhe
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Borsdure Fluka, Schweiz
Bromphenolblau Roth GmbH, Karlsruhe
Calciumchlorid Roth GmbH, Karlsruhe
Chloroform Roth GmbH, Karlsruhe
Citronenséure Roth GmbH, Karlsruhe
Coomassie Brilliant Blau G250 Roth GmbH, Karlsruhe
Deuteriumchlorid Roth GmbH, Karlsruhe
Deuteriumoxid Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid, DMSO Sigma-Aldrich, Deisenhofen
di-Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Dithiothreitol, DTT ICN, Meckenheim
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Tabelle 2.4: Liste der verwendeten Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie Hersteller / Bezugsquelle
Eisen(l11)-citrat Roth GmbH, Karlsruhe
Essigsdure Merck, Darmstadt

Ethanol Roth GmbH, Karlsruhe

Ethidiumbromid
Tetramethylethylendiamin, TEMED
Ethylendiamintetraacetat, EDTA
Ethylenglykol

Formaldehyd

Glucose

Glutathion (reduziert/oxidiert)
Glycerin

Glycin

Guanidiniumchlorid, GuHCI

Hefeextrakt

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid, IPTG
Kaliumdihydrogenphosphat
Kobalt(I1)-chlorid

Kupfer(1l)-chlorid

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Mangan(ll)-chlorid

Methanol
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdaure, HEPES
Natriumchlorid
Natriumdeuteriumoxid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat, SDS
Natriumhydroxid

Natriummolybdat

Natriumselenit

Nickel(Il)-chlorid

Nickelsulfat

Salzséure, HCI

Trichloressigsaure, TCA
Trifluoressigséure, TFA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris
Trypton

Zinksulfat

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
ICN, Meckenheim

Merck, Darmstadt

Fluka, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Schweiz

Merck, Darmstadt

ICN, Meckenheim

NIGU Chemie GmbH, Waldkrainburg
ICN, Meckenheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe

ICN, Meckenheim
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
ICN, Meckenheim
Roth GmbH, Karlsruhe
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth GmbH, Karlsruhe
Fluka, Schweiz

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
ICN, Meckenheim
DIFCO, USA

Roth GmbH, Karlsruhe
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2.1.4. Enzyme und Proteine

In Tabelle 2.5 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Proteine aufgelistet.

Tabelle 2.5: Liste der verwendeten Enzyme und Proteine.

Protein / Enzym

Bezugsquelle

Benzonase:

Endonuclease, E.C. 3.4.21.14 1
EGFP

EGFP deuteriert

EGFP markiert mit Isotop °N
Enterokinase:

Enteropeptidase, E.C. 3.4.21.9

Merck, Darmstadt

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Roche, Penzberg

2.1.5. Organismen und Plasmide

Tabelle 2.6 zeigt alle in dieser Arbeit genutzten Organismen und Plasmide.

Tabelle 2.6: Liste der verwendeten Organismen und Plasmide.

E. coli-Stamm Genotyp

Bezugsquelle

E. coli BL21(DE3)
E. coli XL1-Blue

F ompT gal [dem] [lon] hsdSg (re'mg’) gal A(DE3)
E. coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F proAB lacl® AM15(lacZ) Tn10 (tet"]

Novagen, Bad Soden
Stratagene, USA

Plasmid Beschreibung

Bezugsquelle

pPET-19b
terminalen  Histidinen,
EGFP-Sequenz (siehe 7.5)

prokaryontische Expression des Gens mit 10 N-

Novagen, Bad Soden
Klonierung: Dr. Ulrich
Schmidt, Halle

Enterokinaseschnittstelle,

2.1.6. Software

Tabelle 2.7 zeigt die Software, welche zur Erstellung und Auswertung von Datensétzen und

Abbildungen verwendet wurde.

Tabelle 2.7: Liste der verwendeten Software.

Software Bezugsquelle

Gene Runner 3.05 Hastings Software, Inc., USA
ISIST™M/DRAW 2.4 MDL Information Systems, USA
Origin 7 OriginLab, USA

PyMOL DeLano Scientific LLC, USA

Sigma Plot 8.0

Jandel / SPSS, Inc., USA
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2.1.7. Gerate anderer Einrichtungen

Tabelle 2.8 zeigt Gerate, welche an anderen Einrichtungen und Instituten auf3erhalb des
Institutes fur Biotechnologie (MLU Halle-Wittenberg) genutzt wurden.

Tabelle 2.8: Liste der verwendeten Gerate anderer Institute.

Institution/Ort

Institut flr Physikalische Chemie
MLU Halle — Wittenberg

Gerét/Hersteller

IR-Spektrometer

IR-Spektrometer Vector 22 Bruker, Karlsruhe
DTGS-Detektor

Kélte-Thermostat F6-C25 mit
Pt100-Temperaturfuhler Haake, Karlsruhe
BaF,-Fenster 13 mm Korth Kristalle GmbH, Kiel
Spacer 6 um — 56 pm

Harrick Scientific, Pleasantville
NMR-Spektrometer

Bruker Avance Il 600 Bruker, Rheinstetten
NMR-Probenréhrchen

NewEra (NE-UP-5) Analysco Ltd, UK

Massenspektrometer

MALDI-TOF REFLEX Spektrometer
Bruker-Daltonik GmbH, Bremen
ESI-Massenspektrometer Esquire-LC
lonenfallen-Massenspektrometer
Bruker-Daltonik GmbH, Bremen

Institut fir Physik
MLU Halle — Wittenberg

Max-Planck-Forschungsstelle Enzymologie der
Proteinfaltung, Halle (Saale)

2.1.8. Medien, Losungen, Puffer

2.1.8.1. Bakterienanzucht

Die fur die Bakterienanzucht verwendeten Medien (siehe Tabelle 2.9), sowie Lésungen und
Wasser wurden direkt nach der Herstellung autoklaviert (121 °C, 20 min). Die hitzeinstabilen
Bestandteile wie Ampicillin und IPTG wurden steril filtriert und anschlieend dem Medium in

entsprechender Konzentration beigefligt.

Tabelle 2.9: Liste der verwendeten Kulturmedien und deren Zusammensetzung.

Medium Chemikalie Konzentration
Ampicillin 100 mg/ml (Stamml&sung)
100 pg/ml (im Medium)
IPTG 1 M (Stamml@sung)
1 mM (im Medium)
LB-Medium Trypton 10 g/l
(Luria-Bertani-Broth) Hefeextrakt 59/
NaCl 59/
pH 7,5 (NaOH)
LB-Agar LB-Medium mit Agar-Agar 15 g/l
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Tabelle 2.9: Liste der verwendeten Kulturmedien und deren Zusammensetzung (Fortsetzung).

Medium Chemikalie Konzentration
SOB-Medium*** Trypton 20 g/l

Hefeextrakt 59/l

NaCl 10 mM

KCI 2,5 mM
SOC-Medium SOB-Medium***

Magnesium-Stammldsung** 1% (vIv)

Bioreaktormedium

M9-Minimalmedium

5 X Mg***

TS2-Losung**

Minimalmedium
pro Liter

(1 M MgSOs, 1 M MgCly)
Glucose**

Hefeextrakt Vollmedium***

Glukose-Losung***
K2HPO,-LOsung***
MgSOs-Losung***

pH-Regulatorlésungen

Na;HPOQO, - 12 H,0
KH2PO,

NaCl

NH.CI*

Wasser

ZnS04 - 7 H,0
MnCl; - 4 H,0O
Hs;BOs

COC|2 -6 H,O
NiCl; - 6 H,O
CUC|2 -2 Hzo
Na;MoO; - 2 H,O
Na,SeOs3

Wasser

5 X Mg***

MgSO; (1 M)***

CaCl; (0,1 M)***
Fe(lIMcitrate (10 mM)**
TS2-Loésung***
Glucose (20 %, wiv)**
Wasser

40 % (w/iv)

50 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NH4CI

5 g/l Glukose
11 g/l
0,68 g/l

10 % H3PO4
10 % KOH

85 g/l

15 g/l
2,59/
5¢/

ad 1000 ml

100 mg/I
30 mg/l
300 mg/l
200 mg/I
20 mg/l

10 mg/l
900 mg/I
20 mg/l

ad 1000 ml

200 ml
2ml

1ml

1ml

2ml

20 ml

ad 1000 ml

* fur die Herstellung *>N-markierten Proteins >NH.CI verwenden

** sterilfiltrieren
*** autoklavieren
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2.1.8.2. Gelelektrophorese

SDS-Polyacrylamidgele

Fur die in dieser Arbeit durchgefiihrte SDS-PAGE wurden die in Tabelle 2.10 aufgelisteten
Puffersysteme verwendet. Die SDS-Polyacrylamidgele besaRRen die in Tabelle 2.11 gezeigte

Zusammensetzung.

Tabelle 2.10: Liste der verwendeten Puffersysteme und deren Zusammensetzung fiir die SDS-PAGE.

Puffer Chemikalie Konzentration

5 x SDS-PAGE Laufpuffer** Tris 15,1 g/l
Glycin 94 g/l
SDS 59/l

4 x SDS-PAGE Sammelgelpuffer** Tris-HCI, pH 6,8 60,57 g/l
SDS 4 g/l

4 x SDS-PAGE Trenngelpuffer** Tris-HCI, pH 8,8 181,71 g/l
SDS 4 g/l

5 x SDS-Probenpuffer Tris-HCI, pH 8,0 250 mM
SDS 5 % (w/v)
Glycerin 50 % (v/v)
Bromphenolblau 0,005 % (w/v)
2-Mercaptoethanol 5 % (vIV)

** sterilfiltrieren, 0,2 um Filter
Tabelle 2.11: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Polyacrylamidgele.

Bestandteil 6 % Sammelgel 15 % Trenngel

PAA 30 9% /0,8 %! 1,2ml 5ml

4 x Puffer 1,5 ml Sammelgel 2,5 Trenngelpuffer

Wasser 3,3ml 2,5ml

10 % APS 20 pl 35 ul

TEMED 4 ul 7 ul

gebrauchsfertige, gasstabilisierte wassrige 30 %-ige Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis 29:1
Coomassie-Farbung nach FAIRBANKS

Die in dieser Arbeit verwendeten Coomassie-Farbeldsungen nach FAIRBANKS enthielten die in

Tabelle 2.12 gelisteten Zusammensetzungen (Fairbanks et al., 1971).

Tabelle 2.12: Zusammensetzung der Coomassie-Farbelésung nach FAIRBANKS.

Bestandteil FAIRBANKS A FAIRBANKS B FAIRBANKS C

Coomassie-Brilliant-Blau 0,05 % 0,005 % 0,002 %

Isopropanol 25% 10 % 0%

Essigsaure 10 % 10 % 10 %
SDS-PAGE-Entfarber (FAIRBANKS D): Essigsaure 10 % (v/v)

SDS-PAGE-Trocknungslésung: Glycerin 5% (v/v)
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2.1.8.3. Chromatographie — Laufmittel und Puffer

Der pH-Wert der Puffer wurde bei einer Temperatur von 20 °C eingestellt. Mit Ausnahme der
Laufmittel fur die RP-HPLC wurden alle Puffer filtriert** und entgast.

Niz*-NTA-Affinitatschromatographie

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0
Puffer B: 50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0

Anionenaustauschchromatographie

Puffer A: 50 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0
Puffer B: 50 mM Tris-HCI, 2 M NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0

Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography

Laufmittel A: H20 + 0,1 % TFA
Laufmittel B: Acetonitril + 0,1 % TFA

2.1.8.4. Sonstige Puffer

Zellaufschlusspuffer

50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0
50 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0 (nach enzymatischem DNA-Abbau
mittels Benzonase — Zugabe von NaCl ad 300 mM)

Dialysepuffer

50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Borsdure, 10 mM Citronensdure, 10 mM K-Phosphat, 10 mM Tris, 100 mM NacCl (der
Mischpuffer wurde entsprechend des gewtinschten pH-Werts mit HCI beziehungsweise NaOH

eingestellt)
Chromatograpiesaulen-Lagerungspuffer

20 % (v/v) Ethanol

** sterilfiltrieren, 0,2 um Filter
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2.2. Methoden

2.2.1. Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1. Klonierung und Sequenzierung

2.2.1.1.1. Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep® Spin Miniprep Kits (250) der Firma Qiagen aus
dem jeweilig verwendeten E. coli-Stamm isoliert. Hierzu wurden die Zellen einer Ubernacht-
Flussigkultur fir 10 min bei 5000g zentrifugiert. Die Bakterienzellwénde wurden anschlie3end
alkalisch lysiert und durch darauffolgende fraktionierte DNA-Prazipitation (Birnboim & Doly,
1979) gewonnen. Im Vergleich zu hochmolekularer chromosomaler E. coli-DNA prézipitiert
die  Plasmid-DNA  nicht.  AnschlieRend konnte die DNA  mittels eines
Anionenaustauschchromatographie-Saulchens isoliert werden.

Im Anschluss wurde die DNA in 30 bis 50 pul sterilem Wasser eluiert. Die Plasmid-DNA besal}
eine Konzentration von ca. 100 ng/ul. Es wurde jeweils nach dem beiliegenden

Standardprotokoll des Kits verfahren.

2.2.1.1.2. Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fir die DNA-Sequenzanalyse wurde die Firma MWG-Biotech (Ebersberg) beauftragt. Fir die
Sequenzierung wurden die DNA-Primer des T7-Promotors und T7-Terminators verwendet. Die

Basensequenz wurde von beiden Strangen (upstream und downstream) vollstandig analysiert.

2.2.2. Stammhaltung und Kultivierung von Mikroorganismen

2.2.2.1. Stammhaltung und Anzucht von Mikroorganismen

Die Stammbhaltung von E. coli erfolgte auf LB-Agar-Platten bei 4 °C bis maximal vier Wochen.
Fur die langfristige Lagerung wurden die Mikroorganismen als Glycerinkulturen bei -80 °C
aufbewahrt. Dazu wurden 1,6 ml einer Ubernachtkultur mit 400 pl sterilem 50 % (v/v) Glycerin,
0,1 M MgClz, 20 mM Tris-HCI pH 8,0 gemischt und in flussigem Stickstoff schockgefroren.
Die Anzucht von Mikroorganismen erfolgte in 15 ml-ReaktionsgefalRen mit 5 ml LB-Medium
oder in 100 ml-Schuttelkolben mit 25 ml LB-Medium. Das jeweilige Antibiotikum wurde in

entsprechender (siehe Tabelle 2.9) Konzentration der Fllssigkultur zugesetzt. Die Anzucht der
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Kulturen erfolgte Gber Nacht bei einer Temperatur von 37 °C auf einem Horizontalschiittler bei
130 rpm. Flussigkulturen wurden entweder mit einer Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte
oder direkt aus einer Glycerinkultur angeimpft.

2.2.2.2. Transformation von Mikroorganismen

Die Transformation wvon E.coli erfolgte mittels elektrokompetenter Zellen. Zur
Vervielféltigung wurde Plasmid-DNA in den E. coli Stamm XL1-Blue transformiert. Fir die
Uberexpression rekombinanter Gene dienten E. coli Zellen des Stammes BL21 (DE3). Ein
Aliquot (40 pl) elektrokompetenter E. coli Zellen wurde auf Eis aufgetaut und mit Plasmid-
DNA (1 ul) gemischt und im Anschluss in eine vorgekihlte Elektroporationskiivette pipettiert.
Die Elektroporation erfolgte am Gene Pulser Il (Bio Rad, Minchen) mit folgenden
Einstellungen: U = 2,5 kV; R =200 Q; C = 25 pyF. Direkt nach dem Spannungspuls wurden die
Zellen in 1 ml auf 37 °C temperiertes SOC-Medium aufgenommen und 1 h bei 37 °C
geschuttelt. Danach erfolgte das Ausplattieren der Bakteriensuspension auf LB-Agar-Platten.
Um auf transformierte Zellen zu selektieren, wurde den Agar-Platten Ampicillin (100 pg/mL)

zugesetzt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.2.3. Expressionstests in M9-Minimalmedium

Fir die Expressionstests in M9-Minimalmedium wurde eine Einzelkolonie von einer LB-Agar-
Platte gepickt, in 5 ml LB-Medium (siehe Tabelle 2.9) tberfihrt und bei 37 °C auf einem
Horizontalschiittler bei 130 rpm Uber Nacht inkubiert. Der Ubernachtkultur wurde 5 pli
Ampicilin (100 pg/ml) zugegeben. Es wurden aufeinander folgend zwei Vorkulturen mit M9-
Minimalmedium (siehe Tabelle 2.9) in 100 ml-Kolben zu 25 mI-Medium und in 500 ml-Kolben
zu 100 ml Medium angeimpft, um eine Anpassung an die veranderten Bedingungen des
Né&hrmediums zu gewahrleisten. Die anschlieRende 1 Liter umfassende Hauptkultur in einem 5
I-Schuttelkolben wurde 1 %-ig (v/v) aus der zweiten Vorkultur inokuliert. Der Selektionsdruck
der Kulturen (Vorkulturen und Hauptkultur) im M9-Minimalmedium wurde bei einer
Ampicilinkonzentration von 100 pug/ml aufrechterhalten. Die Bestimmung der optische Dichte
(ODgoo) der Hauptkultur erfolgte stiindlich am Ultraspec® 4000 (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) in Einmal-Kivetten (Roth GmbH, Karlsruhe). Beim Erreichen einer optischen
Dichte von 0,8 wurde die Hauptkultur auf 30 °C abgekdihlt. Nach 30 min erfolgte die Induktion
der Expression bei einer ODgoo von 1,1 durch Zugabe von 1 ml 1 M IPTG. Direkt vor der
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Induktion wurden Glycerin-Kulturen (siehe 2.2.2.1.) angefertigt. Die Kontrolle des Wachstums
der Kultur erfolgte 1 h, 2 h, 3 h, 4 h und 12 h nach Induktion durch die Entnahme von jeweils
1 ml Probe fir die Analyse mittels SDS-PAGE. Die Kultur wurde nach 12 h Induktionzeit
20 min bei 6000 rpm (4 °C) zentrifugiert, die Zellfeuchtmasse bestimmt bei -80 °C gelagert.
Die Testexpression erfolgte mit dem E. coli-Stamm BL21 (DE3). Die angefertigten

Glycerinkulturen wurden fiir die °N-Markierung des EGFP benutzt.

2.2.2.4. Expression in Komplexmedien

2.2.2.4.1. Kultivierung in Schattelkulturen

Die Produktion des EGFP erfolgte in Escherischia coli BL21 (DE3). Es wurde eine
Einzelkolonie von einer LB-Agar-Platte gepickt und in einem 100 ml-Kolben mit 25 ml LB-
Medium (siehe Tabelle 2.9) Uberfuhrt und bei 37 °C auf einem Horizontalschittler bei 130 rpm
Uber Nacht, in Gegenwart von 25 ul Ampicillin (100 pg/ml), inkubiert. Aus der
Ubernachtkultur wurde eine Vorkultur in einem 500 ml-Kolben mit 100 ml LB-Medium
angesetzt. Je 4 x 1,5 | LB-Medium in 5 I-Kolben bildeten die Hauptkultur, welche jeweils 1 %-
ig (v/v) aus der Vorkultur inokuliert wurden. Der Selektionsdruck wurde durch eine
Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml aufrechterhalten. Bei einer ODgoo Von 1,0 — 1,5 wurde
die Hauptkultur auf 30 °C abgekuhlt. Eine Stunde nach Abkuhlung erfolgte die Induktion der
Expression durch die Zugabe von jeweils 1,5 ml 1 M IPTG. In zeitlichen Abstdnden von 2 h
wurde die optische Dichte (ODsoo) bestimmt und jeweils eine 1 ml-Probe zur Analyse mittels
SDS-PAGE entnommen. Die Zellernte erfolgte ca. 10 h nach Induktion durch Zentrifugation
(20 min, 6000 rpm, 4 °C, JLA 8.1000). Das Zellpellet wurde direkt weiterverarbeitet oder bis
zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

2.2.2.4.2. Kultivierung im Bioreaktor - Fermentation

Fur die Kultivierung im Bioreaktor diente ein Biostat ED Reaktor (B. Braun, Melsungen) mit
digitalem Mess- und Regelsystem (DCU) sowie dem Prozessleitsystem MCFSwin. Als
grundlegendes Kultivierungsverfahren kam das batch-Verfahren auf Basis eines Hefeextrakt-
Vollmediums (siehe Tabelle 2.9) zur Anwendung. Hierflr wurden 8 Liter Medium fir 60 min
bei 121 °C im Reaktor autoklaviert. Die Vervollstandigung des Mediums erfolgte, nach
Abkuhlung auf 37 °C, mit separat autoklavierten Lésungen von Glukose, Magnesiumsulfat und

Kaliumdihydrogenphosphat sowie Einstellung des pH-Wert auf 7,2. Der Selektionsdruck
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wurde durch Zugabe von 100 mg/I Ampicillin aufrechterhalten. Das Inokulum erfolgte aus der
zweiten Vorkultur mit einer optischen Dichte von ODsoo = 0,1 in der Hauptkultur. Die
Kultivierungstemperatur betrug 37 °C. Der pH-Wert muss nach Abfall unter pH 7,0 reguliert
und konstant bei pH 7,0 gehalten werden. Die Induktion fand nach Temperaturregelung auf
30 °C und einer ODsoo von 10 durch Zugabe von 1 mM IPTG statt. Die Zellernte erfolgte 4 h
nach Induktion bei einer finalen ODsoo = 34, durch 20-minttige Zentrifugation (6000 rpm,
JLA 8.1000, 4 °C) der E. coli Zellen. Das Zellpellet wurde bis zur Aufarbeitung bei -80 °C
gelagert.

2.2.2.5. Expression in M9-Minimalmedium zur ®N-Markierung von EGFP

Die Produktion von ®N-markiertem EGFP erfolgte in M9-Minimalmedium und mit E. coli
BL21 (DE3). Eine Ubernachtkultur im 15 ml-Reaktionsgefi® mit 5 ml
M9-Minimalmedium (siehe Tabelle 2.9) wurde aus einer Glycerinkultur (siehe 2.2.2.3.), in
Gegenwart von Ampicillin (100 pug/ml), angeimpft. Aus dieser erfolgte das Inokulum von zwei
aufeinanderfolgender Vorkulturen mit M9-Minimalmedium in 100 ml-Kolben zu 25 ml
Medium und in 500 ml-Kolben zu 100 ml Medium. Die Hauptkultur umfasste 6 Liter *°N-
angereichertes M9-Minimalmedium verteilt auf vier 5 I-Schiittelkolben. Fiir die Inokulation der
Hauptkultur wurde der zweiten Vorkultur in der logarithmischen Wachstumsphase jeweils
15 ml entnommen und zentrifugiert (5 min, 5000g). Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert
und die E. coli-Zellen in die ®N-angereicherten Hauptkultur tiberfilhrt. Der Selektionsdruck
blieb durch eine Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml erhalten. Die Kontrolle des
Wachstums der Kultur erfolgte in regelméaBigen Abstanden tiber die ODeoo. Bei einer optischen
Dichte von ODeoo=1,6 wurde die Kultur auf 30 °C abgekihlt und nach einstlindiger
Inkubationszeit bei 30 °C die Induktion der Expression durch Zugabe von 1 mM IPTG
eingeleitet (ODeoo = 2,0). Die Ernte und Bestimmung der Zellfeuchtmasse der E. coli-Zellen
erfolgte 10 h nach Induktion durch Zentrifugation (20 min, 6000 rpm, JLA 8.1000, 4 °C). Die
Zellen wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur Aufarbeitung bei -80 °C gelagert.

Nach dem Zellaufschluss erfolgte die Proteinreinigung wie unter 2.2.4. beschrieben.

2.2.2.6. Zellernte und Zellaufschluss

Die Hauptkulturen wurden nach entsprechender Induktionsdauer durch Zentrifugation
(6000 rpm, JLA 8.1000, 4 °C, 20 min) geerntet. Das erhaltene Zellsediment wurde mit ca. 5 ml

Zellaufschlusspuffer (siehe 2.1.8.4.) pro Gramm Zellfeuchtmasse resuspendiert und
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anschlieBend durch Hochdruckdispersion in 3 Passagen bei einem Druck von > 700 bar
aufgeschlossen. Der Zellaufschluss (ca. 40 ml) wurde mit 5 pl Benzonase (250 U/ml) und
MgCl2 (2 mM) versetzt, der pH-Wert auf 8,0 nachgestellt und anschlieBend bei
Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. Nach dem DNA-Verdau wurde die NaCl-
Konzentration auf 300 mM eingestellt. Durch Zentrifugation bei 30000 rpm (JLA-30.50, 4 °C,
1 h) wurden l6sliche Proteine von unldslichen Zellbestandteilen abgetrennt, die 16sliche
Fraktion wurde sdulenchromatographisch weiterverarbeitet (siehe unter 2.2.4.).

2.2.3. Proteinchemische Methoden

2.2.3.1. Proteinfallung fir SDS-PAGE

Fur die Fallung von EGFP in Gegenwart hoher Konzentrationen an lonischen Flissigkeiten
(> 100 mM) wurde die Lésung mit 4 Volumina Methanol durchmischt und zentrifugiert
(13000 rpm, 1 min, RT). Im Anschluss wurde 1 VVolumen Chloroform zugesetzt und ebenfalls
zentrifugiert. Nach der darauffolgenden Zugabe von 3 Volumina Wasser wurde 5 min
zentrifugiert (13000 rpm, RT). Die entstandene obere Phase wurde dekantiert und dem Ansatz
3 Volumina Methanol beigegeben. Nach erneutem Zentrifugieren (13000 rpm, 5 min, RT)
konnte das Pellet nach Verwerfung des Uberstands im Heizblock getrocknet und mit SDS-

Probenpuffer versetzt werden.

2.2.3.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden denaturierte Proteine hinsichtlich ihrer Masse im
elektrischen Feld getrennt (Rehm, 1997). Durch Interaktion der hydrophoben Bereiche des SDS
und der durch Hitze denaturierten Proteine bilden sich Protein-SDS-Komplexe, die auf Grund
der negativen Ladung des anionischen SDS auch eine negative Nettoladung erhalten. Die
Protein-SDS-Komplexe besitzen ein konstantes Ladungs-Masse-Verhéltnis. Somit ist die
Beweglichkeit im elektrischen Feld nur von der molaren Masse der Proteine abhdngig und die
Komplexe werden in der Polyacrylamidmatrix ihrer GréRe nach getrennt. In dieser Arbeit
wurde die diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli, 1970) verwendet. Die Gele enthielten ein
6 %-iges Sammelgel und ein 15 %-iges Trenngel (siehe Tabelle 2.11). Die Proben wurden mit
reduzierendem 5 x SDS-Probenpuffer versetzt (Y2 Volumen) und fiir 5 min bei 95 °C thermisch

denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem elektrischen Feld bei 35 mA und
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120 V fur 45 Minuten. Die Proteinbanden wurden durch Coomassie-Farbung nach FAIRBANKS
(siene Tabelle 2.12) sichtbar gemacht und anhand des mitgefiihrten LMW Protein-Marker
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) identifiziert. Die Gele wurden in der Féarbeldsung
nach FAIRBANKS A erwarmt und fir 15 Minuten inkubiert. Die Entfarbung des Hintergrundes
erfolgte anschlielend mit gleicher Verfahrensweise mit den Losungen nach FAIRBANKS B bis
D. Fir die dauerhafte Aufbewahrung wurden die SDS-Polyacrylamidgele 1 h in SDS-PAGE-
Trocknungslosung (Glycerin 5 % (v/v)) inkubiert und im Anschluss getrocknet.

2.2.3.3. Dialyse von Proteinen

Fur einen Wechsel des Puffersystems wurde eine Dialyse durchgefuhrt. Hierfir wurden
Dialyseschlauche (Spectra/Por® MWCO 6.000-8.000; Roth GmbH, Karlsruhe) benutzt. Das
Verhaltnis zwischen Proteinlésung und Pufferreservoir betrug mindestens 1:100, bei gréReren
zu dialysierenden Mengen wurde in kleineren Fraktionen dialysiert.

Die Dialyse von EGFP in lonischen Flussigkeiten wurde mit Mikro-Dialysierkapseln (QuixSep
1 ml; Roth GmbH, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die Dialysemembran wurde aus den oben
erwahnten Dialyseschlauchen gewonnen. Hoch konzentriertes EGFP wurde in der lonischen
Flussigkeit mit der gewunschten Zielkonzentration verdiinnt und dieses VVolumen gegen das 25-
fache an Puffervolumen dialysiert. Bei der Dynamischen Differenzkalorimetrie wurde der
Dialysepuffer fur die Referenzzelle genutzt.

Die Dialyseschlauche wurden vor ihrer Benutzung 3 x mit ddH2>O ausgekocht. Dialysen
wurden, soweit nicht anders angegeben, bei einer Temperatur von 6 °C — 8 °C durchgefihrt.

2.2.3.4. Konzentrierung von Proteinen

Fur verschiedene Messungen war es erforderlich, hohe EGFP-Konzentrationen bereitzustellen.
Die Proteinlésung wurde mit Hilfe von Zentrifugalkonzentratoren (Millipore, Schwabach)
eingeengt. Die mit Puffer vorab benetzten Zentrifugalkonzentratoren wurden mit 5000g bei
4 °C in einer Universal 32R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) zentrifugiert. Es wurde so lange
zentrifugiert, bis die gewinschte Proteinkonzentration erreicht war. Das Retentat wurde beim
Erreichen hoherer Proteinkonzentrationen regelmaRig mit einer Pipette gemischt, um eine zu
hohe lokale Konzentration auf der Membran zu vermeiden. Die Konzentrationen des Retentats
und des Permeats wurden mittels UV/VIS-Spektroskopie bestimmt (siehe 2.2.5.1.1.).
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2.2.3.5. Deuterierung von Proteinldsungen

Fur Infrarotspektroskopische Untersuchungen wurden das EGFP und das dazugehdrige
Puffersystem deuteriert. Die Puffersubstanzen wie Tris, NaCl, EDTA, GuHCI wurden separat
nach Abwiegen in D.O geldst und lyophilisiert. Die Losungen wurden bei -80 °C eingefroren
und mit dem Lyosphilisator Beta 1-16 / LMC-1 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode) bei einer Arbeitstemperatur von 25 °C gefriergetrocknet. Dieser VVorgang
wurde vier Mal wiederholt, um einen moglichst hohen Grad an Austausch zwischen Protium
und Deuterium zu gewabhrleisten. Aus den deuterierten Substanzen wurde ein Tris-Puffersystem
(50 mM Tris-DCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA) auf einen pD-Wert 8,0 eingestellt (siehe
Gleichung 2.1; Jackson et al, 1989). Hierfir wurde DCI und NaOD verwendet, um keine
zusétzlichen Protonen in das D>O-System einzutragen.

Gleichung 2.1:

pD = pH + 0,4

Um das EGFP zu deuterieren wurde die Proteinlosung (1 ml, 12,5 mg/ml) mit
Zenrifugationskonzentratoren (Millipore, Schwabach) konzentriert (siehe 2.2.3.4.). Im
Anschluss wurde das Konzentrat (V = 150 ul) mit 2 ml des deuterierten Tris-Puffersystems
verdiinnt. Der Zyklus wurde 6 Mal wiederholt. Die Inkubationszeit ab dem vierten Zyklus
betrug jeweils mehrere Stunden. Das Volumen wurde so eingestellt, dass eine Konzentration

von 20 mg/ml vorlag.

2.2.4. Chromatograhische Methoden und Proteinreinigung

Samtliche chromatographischen Reinigungsschritte wurden an Akta-Systemen (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Beendigung der
Reinigung wurden die Chromatographie-Saulen mit den vom Hersteller empfohlenen

Bedingungen gereinigt (CIP) und in 20 %-igem Ethanol bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.4.1. Ni**-NTA-Affinitatschromatographie

Das EGFP wurde als Fusionsprotein mit einer Restriktionsschnittstelle fir Enterokinase und
einem Histidin-tag (His1o-EGFP) am N-Terminus hergestellt und konnte somit mittels Ni?*-
NTA-Agarose-Affinitdtschromatographie (IMAC) gereinigt werden. Als Sdulenmaterial wurde
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Nickel-Nitrilotriessigsaure-Agarose (Ni?*-NTA-Agarose) oder HisTrap HP (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet.

Fur die Primarreinigung des Zellaufschlusses (siehe 2.2.2.6.) wurden selbst gepackte S&ulen
mit NTA-Agarose (SV ca. 25 ml) benutzt. Fiir die Ni>*-NTA-Affinitatschromatographie nach
der Prozessierung des Proteins (siehe 2.2.4.2.) sowie fiir die Aufarbeitung °N-markierten
Proteins kamen HisTrap HP S&ulen (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) zum Einsatz.
Vor Beginn der Proteinreinigung wurde die Saule mit finf Sdulenvolumina Puffer A (siehe
2.1.8.3.) aquilibriert. Die FlieBgeschwindigkeit betrug 5ml min®. Der Uberstand des
zentrifugierten Zell-Lysats wurde mit Hilfe eines superloops (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) aufgetragen. Anschliefend wurde mit ebenfalls fiinf Sdulenvolumina Puffer B (siehe
2.1.8.3.) gewaschen. Durch Anlegen eines kontinuierlichen Gradienten von 0 % auf 100 %
Puffer B lber zehn Saulenvolumina wurde EGFP-(Hisio-tag) eluiert.

Fir die Reinigung des EGFP nach der Prozessierung wurde bei der durchgefiihrten Ni?*-NTA-
Affinitatschromatographie der Durchfluss weiterverarbeitet und das auf der S&ulenmatrix
gebundene Protein mit 100 % Puffer B eluiert. Die Qualitat der Reinigung wurde mittels SDS-
PAGE unter reduzierenden Bedingungen (siehe 2.2.3.2.) analysiert.

2.2.4.2. Prozessierung von EGFP durch Enterokinase

Die Enterokinase (Roche, Penzberg) ist eine Serinprotease, die mit hoher Spezifitat die

Aminosduresequenz

- Asp - Asp - Asp - Asp - Lys - ¢—X—

erkennt. Das isolierte Protein Hisio-EGFP besitzt C-terminal nach dem Hisi-tag diese
spezifische Restriktionserkennungssequenz. Nach der Reinigung des Fusionsproteins tber die
Ni2*-NTA-Agarose-Séule wurde durch Inkubation von Hisio-EGFP mit der Enterokinase das
N-terminale Fusionspeptid (Hiswo-tag + linker-Sequenz) abgespaltet. Das Lyophilisat der
Enterokinase (siehe Tabelle 2.5) wurde in ddH-O geldst (Endkonzentration 0,25 — 0,3 mg/ml).
Die Prozessierung wurde in einer Schottflasche unter stetigem Schwenken auf einem
Horizontalschittler durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden bei 37 °C im
Inkubationspuffer bei einem Verhaltnis von 1:400 (Enterokinase:Hisio-EGFP (w/w)) war das
Protein fast vollstdindig prozessiert. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 2.2.3.2.) verfolgt.
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Um den abgespalteten Hisio-tag und das noch unprozessierte Fusionsprotein vom gewinschten
Zielprotein (EGFP) zu trennen, wurde nach der Prozessierung des Proteins erneut eine Ni2*-
NTA-Affinitditschromatographie  (siehe 2.2.4.1.) durchgefiihrt. Dazu wurde der
Reaktionsansatz bei 30000 rpm (JLA-30.50, 20 min, 4 °C) zentrifugiert, gegen Puffer A (siehe
2.1.8.3.) dialysiert und aufgetragen.

2.2.4.3. Reinigung durch Anionenaustauschchromatographie

Um einen Reinigungseffekt uber Anionenaustauschchromatographie zu erzielen, wurde ein
Puffer mit einem pH-Wert oberhalb des theoretischen isoelektrischen Punkt (siehe 7.5.) des
Proteins gewahlt. Das prozessierte, durch Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie (siehe 2.2.4.1.)
gewonnene EGFP, wurde gegen Puffer A (50 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl, 2 mM EDTA,
pH 8,0) dialysiert und tiber Anionenaustauschchromatographie gereinigt. Das EGFP wurde auf
eine HiTrap Q Sepharose HP 5 ml (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) mit einer
FlieBgeschwindigkeit von 5 ml min? aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit Puffer A
(5 SV) wurde durch einen Stufengradienten mit Puffer B (50 mM Tris, 2 M NaCl, 2 mM EDTA,
pH 8,0) von 0 % bis 20 % uber 5 S&ulenvolumina und 20 % bis 100 % uber 4 S&ulenvolumina
das Protein eluiert. Die Qualitat der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE (siehe 2.2.3.2.) unter
reduzierenden Bedingungen analysiert. Nach Dialyse (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM
EDTA, pH 8,0) wurde das gereinigte EGFP bei -20 °C dauerhaft, oder bei 4 °C fur den direkten
Gebrauch (t <1 Woche) gelagert.

2.2.4.4. Reversed Phase-High Performance Liquid-Chromatography

Die RP-HPLC wurde fiir die Reinheitskontrolle nach der Proteinreinigung und zum Entsalzen
von Proteinproben flir die massenspektrometrische Analytik angewandt. Fur die
Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie wurde eine HPLC-Anlage von
Gynkotech (Dionex, Idstein) benutzt. Die Trennung erfolgte Gber eine Nucleosil 500-5 C4-PPn-
Saule (Macherey-Nagel, Diren) beziehungsweise Nucleosil 300-C4 (Phenomenex,
Aschaffenburg). Den Laufmitteln A und B (siehe 2.1.8.3.) wurde TFA (0,1 % (v/v)) als
lonenpaarreagens zugesetzt. Durch einen linearen Gradienten von 3 % bis 97 % (Wasser/ACN)
iiber 30 min bei einer FlieRgeschwindigkeit von 1 ml mint erfolgte die Probenvorbereitung fiir
die Massenspektrometrie. Fir das Entsalzen von Proteinproben nach Inkubation in lonischen

Flissigkeiten wurden verschiedene Gradienten und Laufzeiten getestet. Die Temperatur des
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Saulenofens wurde auf 20 °C eingestellt. Zu den Ublichen Wellenlangen von 220 nm und
280 nm wurde auch die Absorption bei 385 nm (Absorptionsmaximum des denaturiert
vorliegenden Chromophors von EGFP) und 490 nm (Absorptionsmaximum des nativ

vorliegenden Chromophors von EGFP) detektiert.

2.2.5. Spektroskopische und spektrometrische Methoden

2.2.5.1. UVIVIS-Spektroskopie

2.2.5.1.1. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektroskopie wurde genutzt, um die Konzentration von Proteinlésungen zu
bestimmen. Hierfur wurde das Ultrospec 4000 UV/VI1S-Spektrometer (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) und Kivetten (Hellma Halbmikro 104 QS, 10 x 4 mm) aus Quarzglas
verwendet. Je nach Anwendung wurden UV/VIS-Spektren in einem spektralen Messbereich
von 240-600 nm aufgenommen, in der Regel bei Raumtemperatur. Aromatische Aminoséuren
beziehungsweise Chromophore im Allgemeinen, Peptidbindungen und Disulfide absorbieren
Licht einer bestimmten Wellenlédnge im ultravioletten und sichtbaren Bereich. Bei dem EGFP
ist durch autokatalytische intramolekulare Zyklisierung der Aminosauren Thr®® — Tyr® — Gly®’
ein Chromophor existent, welcher ein Absorptionsmaximum bei 488 nm besitzt. Durch das
Bestrahlen der Proteinlésung mit Licht einer bestimmten Wellenlange nimmt die Intensitat mit
Zunahme der Konzentration an absorbierenden Substanzen und der optischen Weglénge des
Strahls durch die Losung ab. Aus diesen Abh&ngigkeiten heraus ergibt sich das Lambert-
Beersche-Gesetz wie folgt:

Gleichung 2.2:

IE — IA % e—axcxd
Ig Intensitat des Lichtstrahls nach der Probe (transmittiertes Licht)
I, Intensitat des Lichtstrahls vor der Probe (eingestrahltes Licht)

a Proportionalitatsfaktor
c Konzentration der absorbierenden Substanz
Schichtdicke der Probe [cm]
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Somit nimmt die Intensitat exponentiell mit der Schichtdicke der Probe und der Konzentration

ab. Eine haufigere Verwendung findet eine andere Form des Lambert-Beerschen-Gesetzes:

Gleichung 2.3:

E = log (Ia/Ig) = e X c x d

E Extinktion

IE Intensitéat des Lichtstrahls nach der Probe (transmittiertes Licht)
Ia Intensitat des Lichtstrahls vor der Probe (eingestrahltes Licht)
£ molarer Extinktionskoeffizient [M1-cm™]

c Konzentration der absorbierenden Substanz

Schichtdicke der Probe (cm)

Die Konzentration des Proteins l&sst sich aus der Extinktion (Ex) bei einer bestimmten
Wellenldnge A, aus €, das mit a (siehe Gleichung 2.2) tber &€ = o/In10 definiert ist, sowie der
Schichtdicke d der Probe (cm) ableiten. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration benutzt man
die Extinktion bei einer Wellenl&dnge von 280 nm (e280). Der molare Extinktionskoeffizient ist
fur jedes Protein spezifisch und kann tber die Gleichung 2.4 unter nativen Bedingungen
abgeschétzt werden (Gill und von Hippel, 1989).

Gleichung 2.4:

&g0 [M~1em™1] = 5500 #W + 1490 #Y + 125#C—-S—-S—C

£280 molarer Extinktionskoeffizient bei 280 nm [M1-cm™]
#W Anzahl der Tryptophane
#Y Anzahl der Tyrosine

#C-S-S-C Anzahl der Disulfidbriicken

Aus der Gleichung 2.4 ergibt sich fir das EGFP folgender Extinktionskoeffizient:

&g0 = 21890 M1 x cm™?!
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Des Weiteren besitzt EGFP auf Grund seines ausgedehnten n-Elektronensystems des 4-(p-
Hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on und der besonderen rdumlichen Umgebung dieses
Chromophors einen weiteren charakteristischen Extinktionskoeffizient bei 490 nm (Patterson
et al, 2001):

&190 = 55000 M1 x cm™?!

Zur Berechnung der Proteinkonzentration ist der spezifische Extinktionskoeffizient bei 490 nm
verwendet worden, da in diesem spektralen Bereich Fremdsubstanzen nur eine geringe

Absorption zeigen.

2.2.5.1.2. Reinheitsbestimmung lonischer Flussigkeiten mittels UV/VIS-Spektroskopie

Eine Vielzahl spektroskopischer Untersuchungen mittels UV/VIS-, Fluoreszenz- und CD-
Spektroskopie an EGFP wurden in Gegenwart von lonischen Flissigkeiten durchgefiihrt. Da
die meisten in dieser Arbeit verwendeten lonischen Flissigkeiten selbst aromatische
Verbindungen sind oder bei der Synthese dieser Verbindungen auch aromatische
Nebenprodukte entstehen kénnen, wurden diese auf ihre Reinheit im UV/VIS-Spektralbereich
untersucht. Ziel war es, die lonischen Flissigkeiten zu identifizieren, welche die geringsten
optischen Verunreinigungen aufwiesen. Weiterhin war entscheidend, bis zu welcher
Konzentration diese lonischen Flussigkeiten eingesetzt werden konnten, um spektroskopische
Messverfahren durchzufthren.

Um die Reinheit mittels UV/VIS-Spektroskopie zu bestimmen, wurden wassrige Losungen der
lonischen Flussigkeiten in verschiedenen Konzentrationen hergestellt. Fiir bei Raumtemperatur
flussige Stoffe wurde in einigen Fallen auch ein Spektrum der unverdiinnten Substanz
aufgenommen. Die Verdiinnungen wurden mit ddH20 angefertigt. Je nach Loslichkeit wurden
85 %-ige Stammlésungen (w/w) angefertigt, welche durch weitere Verdinnungsschritte bis auf
eine Konzentration von 1 % (w/w) verdinnt und gemessen wurden. Am Ultrospec 4000
UV/VIS-Spektrometer (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) wurden Spektren von 240-
600 nm bei Raumtemperatur aufgenommen. Als Referenz diente jeweils ein Spektrum mit

ddH»0. Es wurden Kiivetten aus Quarzglas (Hellma Halbmikro 104 QS, 10 x 4 mm) verwendet.
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2.2.5.2. Fluoreszenzspektroskopie

Der Prozess der Fluoreszenz beruht auf einer emittierten Strahlung, ausgeldst durch das
Einwirken von Licht einer bestimmten Wellenlange auf eine fluorophore Verbindung. Durch
die Bestrahlung werden Elektronen in hdhere Energieniveaus (S1, Sz, Sn+1) promoviert. Bei der
Deaktivierung dieser angeregten Energiezustdnde kann es zur Aussendung von Photonen
kommen, welches im Allgemeinen Lumineszenz genannt wird. Die Fluoreszenz ist eine Art der
Lichtemission die hier entstehen kann, in den meisten Fallen beim Ubergang der Elektronen
vom ersten angeregten Zustand (S1) in den elektronischen Grundzustand (So).

Bei der Anregung konnen verschiedene elektronische Niveaus und innerhalb dieser
verschiedene Schwingungs- und Rotationsniveaus besetzt werden. Durch Relaxation kann ein
strahlungsloser Ubergang in Form von Warmeabgabe in den jeweiligen Grundzustand des
entsprechenden Elektronenniveaus erfolgen, wie im Jablonski-Diagramm (siehe Abbildung
2.1) dargestellt ist. Der Ubergang von einem energetisch héheren zu einem niedrigeren
Elektronenniveau kann auch strahlungslos durch internal conversion erfolgen. Dies sind
Ubergange vom niedrigsten Schwingungszustand (Vo) zu einem héheren Schwingungsniveau
des darunterliegenden Elektronenniveaus. Ein weiterer strahlungsfreier Deaktivierungsprozess
ist das sogenannt intersystem crossing. Hierbei entsteht durch Spinumkehr aus dem Singulett-
Zustand (S) ein Triplett-Zustand (T). Aus dem T:-Zustand kann der elektonische Grundzustand
durch Relaxationsvorgange strahlungslos oder unter Aussendung von Licht, der
Phosphoreszenz, erreicht werden. Die Summe aller Deaktivierungsprozesse wie Lumineszenz,
internal conversion und intersystem crossing haben einen Einfluss auf die Lebensdauer des Si-
Zustands. Durch die Relaxationsprozesse zu niedrigeren Schwingungsniveaus (Vn+1—Vg) im
angeregten Elektronenzustand (S1) kommt es zu Energieverlusten, so dass das emittierte Licht,
die Fluoreszenz, stets energiedrmer beziehungsweise langwelliger als das eingestrahlte
anregende Licht ist (STOKES-Regel). Die Fluoreszenzeigenschaften konnen auch noch
zusétzlich durch die Umgebung der Fluorophore und durch Lésungsmittel beeinflusst werden.
Stark polarisierte Losungsmittel stabilisieren den angeregten Zustand, was eine energetische
Absenkung des angeregten Zustands bewirkt. Dieser Effekt wird als Losungsmittelrelaxation

bezeichnet und hat eine Bathochromie (Rotverschiebung) zur Folge.



50 Materialien und Methoden

S v'=2
2 V=1
v'=0
'
1 :
Y v'=3
w'=
S [ )] v'=1
1 v'=0
B
b v'=3

v'=2
RN A— |

v'=0

Energie
CRYavavaVaVaVaVaV Vel

o

— Absorption strahlungslose Uberginge

~~ Fluoreszenz ..., “"internal conversion”

S~ Phosphoreszenz =~~~ - “intersystem crossing”

Abbildung 2.1: Vereinfachte Darstellung eines JABLONSKI-Diagrammes.

Bei einem Wechsel, der den Fluorophor von einer polaren in eine unpolare Umgebung
uberfuhrt, ist der gegenteilige Effekt, die Hypsochromie (Blauverschiebung) zu beobachten.
Befinden sich in der Losung noch andere Substanzen, so kdénnen diese durch inaktivierende
StoRe eine Energieabgabe verursachen. Bei dieser Form der Fluoreszenz-Léschung
unterscheidet man dynamisches und statisches Quenching. Bei diesen Prozessen wird die
Absorption selbst nicht beeinflusst, sondern die Energie des angeregten Zustandes entweder
durch Kollisionsprozesse (dynamisches Quenching) oder durch Komplexbildung (statisches
Quenching) strahlungslos auf die Fluoreszenz-Ldscher uUbertragen. Hierbei ergibt sich eine
lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzabnahme und steigender Konzentrationen der Quencher.
Eine weitere Abhéngigkeit ergibt sich aus der Konzentration des Fluorophors selbst. Bei
teilweiser Uberlappung von Anregungs- und Emissionsspektrum kommt es bei zunehmender
Fluorophorkonzentration zu Reabsorptionsprozessen, dem sogenannten inner filter effect. Zu
hohe Konzentrationen (iben einen stérenden Einfluss auf die quantitative Fluoreszenzmessung
aus und die Fluoreszenzintensitdt nimmt ab. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit den linearen
Konzentrationsbereich zu ermitteln, bei dem dieser Effekt nicht auftritt, um eine quantitative
Bestimmung vornehmen zu konnen. Eine weitere Einflussgrosse ist die Temperatur. Durch
Zunahme dieser kommt es vermehrt zu deaktivierenden Kollisionsprozessen, verursacht durch
eine erhohte Mobilitat der Molekiile. Dies ist mit einer Abnahme der Fluoreszenzintensitét bei

steigender Temperatur verbunden.



Materialien und Methoden 51

2.2.5.2.1. Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen an EGFP

Die spektralen Eigenschaften der aromatischen Aminoséuren und des EGFP-spezifischen
Chromophors sind stark von deren Umgebung und Losungsmitteln beeinflusst. Diese
Wechselwirkungen werden wesentlich von der Struktur des Proteins bestimmt. Die
Wechselwirkung der aromatischen Aminosdureseitenketten und des Chromophors
untereinander beziehungsweise mit Losungsmitteln prégt deren Absorptionseigenschaften.
Daraus resultierend &ndern sich auch die Fluoreszenzeigenschaften und kdnnen dadurch zu
Untersuchungen von Strukturdanderungen an Proteinen herangezogen werden. Die flr diese
Strukturuntersuchungen am haufigsten verwendeten Wellenldngen (1) sind 280 nm (X2s0) und
295 nm (A20s5). Bei einer Anregungswellenldnge von 280 nm werden die Seitenketten der
aromatischen Aminoséuren angeregt, bei 295 nm spezifisch die des Tryptophans. Im nativen
Proteinzustand befinden sich diese Aminosduren vermehrt in Inneren des Proteins. Beim
Wechsel dieser Aromaten vom Inneren des Proteins, aus hydrophober Umgebung, in eine dem
Losungsmittel ~ exponierte  Umgebung, kann es zu Intensitatsanderungen,
Wellenldngenverschiebungen und Peakverbreiterungen der Fluoreszenz kommen. Dies kann
auch durch den Einfluss chaotroper Salze, durch Temperaturerhéhung und Verénderung des

pH-Werts verursacht werden.

2.2.5.2.2. Fluoreszenzspektren

Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden am Fluoreszensspektrometer
Fluoromax 3 (Isa Instrument, USA) durchgefiihrt. Die geratespezifischen Einstellungen fur die
Spaltbreite der Anregung und der Emission waren 2 nm beziehungsweise 5 nm. Bei der
Aufnahme von Emissionsspektren wurde bei konstanter Wellenlange eingestrahlt, schrittweise
in 1 nm-Abstanden bei einer Integrationszeit von 0,5 s detektiert und im S/R Modus (Signal-
/Referenz-Modus) gemessen. Der Wellenlédngenbereich, in dem die Fluoreszenz detektiert
wurde, war von der jeweiligen Anregungswellenlédnge abhéngig (siehe Tabelle 2.13). Fiir die
Aufnahme von Emissionsspektren wurden Kivetten aus Quarzglas (Hellma Makro 101 QS,
10 x 10 mm; Hellma Halbmikro 104F QS, 10 x 4 mm, Hellma Halbmikro 114F QS, 10 < 4 mm)

verwendet.
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Tabelle 2.13: Ubersicht der detektierten spektralen Bereiche der Emission bei entsprechender
Anregungswellenlénge.

Anregungswellenlédnge Emissionsspektrum

Aexc. 280 nm Aem. 290 nm — 400 nm
Aexc. 295 nm Aem. 305 nm — 400 nm
Aexc. 490 nm Aem. 495 nm — 600 nm

Fur die meisten Untersuchungen lag das EGFP in einem Tris-Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0) vor. Je nach Verdinnung der Proben waren
verschiedenen Konzentrationen an lonischen Flissigkeiten, chaotroper Salze wie GuHCI oder
Mischungsverhaltnisse beider vorhanden. Bei der pH-Stabilititsmessung wurde ein
Mischpuffer (10 mM Borsdure, 10 mM Citronensédure, 10 mM K-Phosphat, 10 mM Tris,
100 mM NaCl, pH 3,0 — 12,5; siehe 2.1.8.4.) verwendet. Die Messungen erfolgten zumeist bei
einer Temperatur von 30 °C und einer EGFP-Konzentration zwischen 5 pg/ml und 50 pg/ml.
Als Referenz wurden die Emissionsspektren der entsprechenden Reaktionspuffer benutzt und

gegen das Floreszenzspektrum der Proteinprobe korrigiert.

2.2.5.2.3. Kinetische Untersuchungen mittels Fluoreszenz

Bei den kinetischen Fluoreszenzmessungen wurden die strukturelle Integritdt des EGFP und
deren Beeinflussung durch verschiedene Substanzen untersucht. Hierbei wurden die
Renaturierung und die Denaturierung des Proteins in Gegenwart chaotroper Salze wie GuHCI
und lonischer Flissigkeiten betrachtet und kinetische Parameter des Reaktionsverlaufs
bestimmt, sowie die Intensitatsdénderungen anhand der spezifischen EGFP-Fluoreszenz
verfolgt. Die durch den zentralen Chromophor hervorgerufene Fluoreszenzeigenschaft kann
nur im gefalteten Proteinzustand detektiert werden und geht bei Entfaltung des Proteins
verloren (Fukuda, et al., 2000). Das Maximum der Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlénge
von 490 nm wurde bei 510 nm detektiert. Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen
wurden am Fluoreszspektrometer Fluoromax 3 (Isa Instrument, USA) durchgefihrt. Die
geréatespezifischen Einstellungen fur die Spaltbreite der Anregung und der Emission waren
2 nm beziehungsweise 5 nm. Bei den kinetischen Betrachtungen in einem Zeitraum von
Minuten wurde jeweils alle 1 s und einer Integrationszeit von 0,5 s gemessen. Bei Kinetiken
uber diesen Zeitraum hinaus wurde die Emission im Abstand von 10 s und einer Integrationzeit
von 1 s detektiert. Hierbei wurde eine Einstellung zum automatischen Offnen des shutter

gewahlt, um einer Ubermaligen Bestrahlung des Chromophors entgegenzuwirken und das
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photobleaching zu minimieren. Hier wurde unter gleichméaRigem Rihren in Quarzglaskivetten
(Hellma Makro 101 QS, 10 x 10 mm) gemessen. Bei Kinetiken tber einen Zeitraum mehrerer
Stunden wurden verschlie3bare Kivetten benutzt (Hellma Makro 111 QS, 10 x 10 mm). Es
wurde im S/R-Modus bei konstanter Temperatur von 30 °C gemessen. Das EGFP lag in einem
Tris-Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0) vor. Je nach
Verdinnung der Proben lagen verschiedene Konzentrationen an lonischen Flussigkeiten (0 M
—5,6 M), GUHCI (0 M —5,5 M) oder ein Verhaltnis beider vor. Die Proteinkonzentration wurde
auf 5 pg/ml oder 10 pg/ml fir Entfaltung eingestellt. Fir die Ruckfaltung aus dem GuHCI-
induziert denaturierten Zustand lag eine Proteinkonzentration von 20 pg/ml und aus dem
HMIM Cl-induziert denaturierten Zustand eine EGFP-Konzentration von 5 pg/ml vor. Die
einphasigen Entfaltungskinetiken wurden nach Gleichung 2.8 und die dreiphasigen
Rickfaltungskinetiken nach Gleichung 2.13 angepasst und die Kkinetischen Parameter

bestimmt.

2.2.5.2.4. Langzeitkinetiken der GuHCI induzierten Denaturierung

Um kinetische Parameter der chemisch induzierten Denatrierung auch in Gegenwart geringer
Konzentrationen an GuHCI zu ermitteln, wurden Endpunktanalysen durchgefiihrt. Mit
8 Messpunkten, verteilt Uber einen Zeitraum von 51 Tagen, wurde die Entfaltung
fluoreszenzspektroskopisch verfolgt. Jede der 27 zu messenden Konzentrationen zwischen 0 M
und 6 M GuHCI (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 8,0) wurde
mit bis zu 8 Reaktionsansatzen parallel zu je 1,2 ml mit 5 pg/ml EGFP versetzt. Die Puffer und
Stammlésungen wurden im Vorfeld entgast und die Zugabe des EGFP erfolgte unter stetigem
N2-Strom. Die Reaktionsansédtze wurden bei 30 °C in einem Exsikkator mit Trockenmittel
aufbewahrt. Zur Entnahme der Proben wurde der Exsikkator unter N2-Zufuhr ge6ffnet. Zu den
entsprechenden Zeitpunkten wurden bei jeder GuHCI-Konzentration drei Fluoreszenzspektren
(495 nm — 600 nm) des EGFP akkumuliert. Das Intensitdtsmaximum der gemittelten
Fluoreszenzspektren (Aexc. 490 nm) wurde bei 510 nm ermittelt und gegen die Inkubationszeit
aufgetragen. Die Anpassung der Kurvenverldufe erfolgte nach Gleichung 2.8.

Die fluoreszenzspektroskopischen Untersuchungen wurden am Fluoreszspektrometer
Fluoromax 3 (Isa Instrument, USA) durchgefiihrt. Die geratespezifischen Einstellungen fiir die
Spaltbreite der Anregung und der Emission waren 2 nm beziehungsweise 5 nm bei einer
Integrationszeit von 0,5 s und 1 nm Abstdanden im S/R Modus. Gemessen wurde in Hellma
104F QS, 10 x 4 mm Kivetten.
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2.2.5.3. Zirkulardichroismus (CD-Spektroskopie)

Grundvoraussetzung fir die CD-Spektroskopie ist, dass in dem zu untersuchenden
Wellenlangenbereich die Probe absorbiert und Chiralitat aufweist. Die Fahigkeit optisch aktiver
Substanzen, die zwei zirkular polarisierten Komponenten (rechter und linker Umlaufsinn) des
Lichts unterschiedlich stark zu absorbieren, lasst bei Proteinen Aussagen ber deren Struktur
zu. Die unterschiedliche Absorption der zwei Feldvektoren des Lichts beim Passieren chiraler
Molekile ist die Messgrofie des Zirkulardichroismus und findet Ausdruck in der Elliptizitat.
Bei bekannter Proteinkonzentration kann die molare Elliptizitdt berechnet werden (siehe
Gleichung 2.5).

Gleichung 2.5:
[Olyrw = 6 x [MRW] x (deg x cm? x dmol™1)
10xecxd
(7] Elliptizitat (mdeg)
[0 mrw mean residue weight ellipticity —
mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaure des Proteins (deg cm? dmol™)
[MRW] mittlere Molmasse einer Aminoséure des Proteins (g mol™)
Proteinkonzentration (mg/ml)
d Lange des Lichtwegs in der Messzelle (cm)

Aussagen zu Anteilen verschiedener Sekundarstrukturelemente im Protein lassen sich im Fern-
UV (180 nm — 250 nm) treffen. Hier spielt die Peptidbindungen des Proteinriickgrats und deren
direkte Nachbarschaft zum asymmetrischen Kohlenstoffatom eine entscheidende Rolle. Die
repetitive Anordnung von Strukturen kann optische Chromophore bilden und Grundlage fir die
Anwendung der CD-Spektroskopie sein. Hier lassen sich a-Helix, p-Faltblatter und random-
coil als Motive nennen. Die a-helikalen Strukturelemente zeigen ein Bandenmaximum bei
190 nm und zwei ausgeprégte Minima bei 208 nm und 222 nm. Ein Minimum bei 215 nm,
begleitet von einem Maximum bei 196 nm, ist hingegen charakteristisch fir
B-Faltblattstrukturen. Unstrukturierte Proteine weisen meist negative Signale auf. Der Anteil an
den jeweiligen Sekundarstrukturelementen im Protein kann unter Verwendung verschiedener

Software abgeschétzt werden. Ebenfalls von Interesse ist die relative Veranderung der
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Sekundarstruktur bei Denaturierungs- bzw. Renaturierungsuntersuchungen. Auch der Nah-UV-
Bereich (250 nm — 350 nm) lasst Aussagen Uber die strukturelle Beschaffenheit des Proteins,
die Tertiarstruktur, zu. Hier werden die Seitenketten der aromatischen Aminosauren und deren
Anordnung zueinander und die Wechselwirkung mit der direkten rdumlichen Umgebung
innerhalb des Proteins betrachtet. In ungeordneten Strukturbereichen oder im entfalteten
Proteinzustand sind die CD-Signale der Aromaten sehr klein, praktisch gleich Null. Im
gefalteten Proteinzustand hingegen zeigen die aromatischen Aminosduren ein spezifisches und
fiir jedes Protein charakteristisches CD-Spektrum, den sogenannten finger print.

Das EGFP besitzt noch eine weitere absorbierende Gruppe, die sich fur die CD-Spektroskopie
eignet (das =-Elektronensystem des 4-(p-Hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on) den
charakteristische Chromophor des EGFP. Hier ergeben sich CD-Signale im VIS-Bereich und
lassen ebenfalls Rickschlusse auf den Faltungszustand zu.

2.2.5.3.1. Zirkulardichroismus im Fern-Uv

Die Messungen wurden am Jasco J-810 Spektropolarimeter (Jasco GmbH, GroR-Umstadt) bei
einer Temperatur von 30 °C unter Verwendung von Quarzglaskiivetten der Schichtdicke
0,1 mm (Hellma 106 QS, Hellma, Millheim) durchgefiihrt. Bei einer scan-Geschwindigkeit von
20 nm mint und einer Signalintegrationszeit von 2 s (Bandbreite 1 nm, Auflésung 0,1 nm)
erfolgte die Aufnahme des Spektrums von 250 nm bis 190 nm. Die Spektren wurden 16 bzw.
20-fach akkumuliert. Das CD-Signal der unter gleichen Bedingungen gemessenen
Reaktionspuffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 £+ 6 M GuHCI wurde
vom CD-Signal der Proteinproben abgezogen. Die daraus resultierende Elliptizitat wurde in die
mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosaure [®]mrw umgerechnet (siehe Gleichung 2.5). Die

Proteinkonzentration lag bei 1,03 mg/ml.

2.2.5.3.2. Zirkulardichroismus im Nah-UV

Die Messungen wurden am Jasco J-810 Spektropolarimeter (Jasco GmbH, Gro3-Umstadt) bei
einer Temperatur von 30 °C unter Verwendung von Quarzglaskivetten der Schichtdicke 5 mm
(Makro QS 10 x 5 mm, Hellma, Millheim) durchgefuhrt. Das Spektrum wurde von 350 nm bis
250 nm mit einer scan-Geschwindigkeit von 100 nm min? (Signalintegrationszeit 2 s,
Bandbreite 1 nm, Auflésung 1 nm) aufgenommen und 20-fach akkumuliert. Die

Proteinspektren wurden mit dem entsprechenden Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM
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EDTA, pH 8,0 £ 6 M GuHCI) korrigiert. Die gemessene Elliptizitat wurde im Anschluss in die
mittlere molare Elliptizitat pro Aminosaure [@]mrw umgerechnet (siehe Gleichung 2.5). Die
Proteinkonzentration lag bei 0,5 mg/ml.

2.2.5.3.3. Zirkulardichroismus im VIS

Die Messungen wurden am Jasco J-810 Spektropolarimeter (Jasco GmbH, GroR-Umstadt) bei
einer Temperatur von 30 °C unter Verwendung von Quarzglaskivetten der Schichtdicke 5 mm
(Makro QS 10 x 5 mm, Hellma, Mullheim) durchgefthrt. Die Spektren wurden von 600 nm bis
350 nm, mitunter auch in den Nah-UV-Bereich bis 250 nm aufgenommen. Die Geschwindigkeit
des scans betrug 100 nm min? und es wurden mindestens 20 Spektren akkumuliert. Die
Signalintegrationszeit wurde auf 2 s, die Bandbreite auf 1 nm und die Auflésung auf 1 nm
eingestellt. Die Proteinspektren wurden in Gegenwart von 6 M GuHCI und unterschiedlicher
Konzentrationen von lonischen Flissigkeiten aufgenommen. Die jeweiligen Reaktionspuffer
(50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 £ 6 M GuHCI bzw. % lonische
Flussigkeit) dienten als Referenz und wurden gegen das CD-Spektrum der Proteinldsung
korrigiert. Die gemessene Elliptizitat wurde in die mittlere molare Elliptizitat pro Aminoséure
[®]mrw umgerechnet (siehe Gleichung 2.5). Die Proteinkonzentration lag bei 0,5 mg/ml.

2.2.5.3.4. Kinetiken der Anderung des Zirkulardichroismus im Nah-Uv

Messungen der Elliptizitit bei konstanter Wellenlange wurden am Jasco J-810
Spektropolarimeter (Jasco GmbH, GroR-Umstadt) bei einer Temperatur von 30 °C unter
Verwendung von verschlieBbaren Quarzglaskivetten der Schichtdicke 5 mm (Makro QS 10 x
5 mm, Hellma, Millheim) durchgefiihrt. Der zeitliche Verlauf der chemisch induzierten
Denaturierung in Gegenwart verschiedener lonischer Flussigkeiten in unterschiedlichen
Konzentrationen und GuHCI wurde bei einer Wellenlange von 278 nm detektiert. In Abstédnden
von 10 s mit einer Integrationszeit von 8 s unter VVerwendung eines shutters (zur Minimierung
des photobleaching) wurde der zeitliche Verlauf der Reaktion verfolgt. Die Kinetiken wurden
normiert, da an zwei Spektropolarimetern (baugleich) mit unterschiedlichen Signalintensitaten
gemessen wurde. Im Anschluss erfolgte nach Kurvenanpassung mit Gleichung 2.8 die
Bestimmung der kinetischen Parameter. Die Proteinkonzentration betrug 0,5 mg/ml. Der
verwendete Puffer war 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 zuziglich der

entsprechenden Konzentration an GUHCI beziehungsweise lonischer Flussigkeit.
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2.2.5.4. Infrarotspektroskopie (IR)

Die Infrarot-Spektroskopie liefert Hinweise auf strukturelle Eigenschaften und lasst Aussagen
zur ldentifizierung von Proteinen und ihren Zustdnden zu. Es handelt sich hierbei um eine
Absorptionsmethode, welche zur Anregung von Molekilschwingungen flhrt. Die
Absorptionsbanden werden durch intramolekulare und intermolekulare Schwingungen erzeugt.
Der relevante spektrale Bereich fur Untersuchungen an Proteinen liegt bei einer Wellenzahl (V)
zwischen 4000 cm™ und 400 cm™.

Eine weitere Voraussetzung fir eine Aktivitdt im Infrarot-Bereich ist die Anderung des
Dipolmoments durch die Anregung. Man unterscheidet zwei Arten von Schwingungen, die
symmetrischen und asymmetrischen Schwingungen, die zeigen, ob die Molekllsymmetrie
erhalten bleibt oder nicht. Hierbei lassen sich zusatzlich Unterscheidungen zwischen Valenz-
und Deformationsschwingungen treffen. Bei der Valenzschwingung (v), auch als
Streckschwingung bezeichnet, wird die Bindungslédnge zwischen den Atomen gedndert. Bei der
Deformationsschwingung (6) &ndern sich die Bindungswinkel, deshalb wird sie auch
Beugungsschwingung genannt. Somit kann eine Einteilung in symmetrische und
asymmetrische Valenzschwingung (vs und vas) und Deformationsschwingung (6a und Jas)
erfolgen.

Fur Proteine im besonderen MaRe interessant sind drei Absorptionsbanden. Diese betreffen die
Peptidbindung und deren Wechselwirkung in Strukturelementen. Die Amid A-Bande bei einer
Wellenzahl um 3300 cm? ist Ausdruck der N—H-Valenzschwingung, die Amid I-Bande bei
1650 cm™ charakterisiert hauptsachlich die C=0-Streckschwingung und die Amid I1-Bande bei
1550 cm? hauptsichlich die N—H-Beugeschwingung. Diese Atombindungen der
Peptidbindung gehen auch untereinander Wechselwirkungen ein und beeinflussen sich in
Sekundarstrukturelementen unterschiedlich stark. Die C=O-Bindung ist in der Lage
Wasserstoffbriicken zu bilden. Je nach Strukturelement in unterschiedlicher Bindungsstarke
ausgepragt, unterliegt sie somit besonders starken Veranderungen. Hier kommt es zur
Verschiebung der Amid I-Bande je nach vorliegender Sekundirstruktur. Bei a-helikalen
Strukturen ergeben sich Banden bei 1655 cm™, bei B-Strangen im Bereich um 1630 cm™.
Ungeordnete Strukturen wie random coil zeigen Absorptionsbanden bei 1645 cm™, und bei
aggregierten B-Strangen kommt es zu einer Aufspaltung der Wellenzahlen zu 1618 cm™ sowie
1682 cm™ (Goormaghtigh et al., 1994).
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2.2.5.4.1. IR-spektroskopische Untersuchungen

Die IR-spektroskopischen Untersuchungen wurden in freundlicher Zusammenarbeit mit Dr.
Andreas Kerth und technischer Unterstiitzung von Frau Ingrid Schaller am Institut fir
Physikalische Chemie der MLU Halle-Wittenberg (Halle / Saale) durchgefuhrt. Es wurden
Spektren von EGFP in Gegenwart lonischer Flissigkeiten und GuHCI in wassrigen und
deuterierten Puffersystemen aufgenommen. Verglichen wurden die IR-Signale im zeitlichen
Verlauf und bei unterschiedlichen Temperaturen.

IR-Messungen wurden an einem IR-Spektrometer Vector 22 mit einem DTGS-Detektor
(Bruker, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die Proben wurden zwischen zwei BaF,-Fenster mit spacer
unterschiedlicher Schichtdicken von 6 pum (in H2O — Systemen) bis 56 pm (in D2O — Systemen)
gefiillt. Der Probenraum wurde kontinuierlich mit getrockneter Luft gespult. Fir ein Spektrum
wurden jeweils 32 scans bei einer spektralen Auflésung von 2 cm™ und einer Blackman-Harris-
3-Term-Apodisierung mit Zerofill-Faktor 2 durchgefuhrt. Die Spektren wurden bei
Wellenzahlen von 4000 cm™ bis 400 cm™ aufgenommen, nahere Betrachtungen lagen im
Bereich der Amid I-Bande bei einer Wellenzahl zwischen 1700 cm™ und 1600 cm™. Die
Messungen wurden in einem D,O-Tris-Puffersystem (50 mM Tris-DCI, 50 mM NaCl, 2 mM
EDTA, pD 8,00 mit deuteriertem EGFP durchgefihrt (siehe 2.2.3.5.), da die
Deformationsschwingung des H.O die Amid I-Bande uberdeckt. Gemessen wurde bei einer
Temperatur von 30 °C. Die Proteinkonzentration wurde auf 20 mg/ml eingestellt. Die IR-
Spektren wurden unter nativen Bedingungen und in Gegenwart von deuteriertem
Guanidinhydrochlorid (GuDCI) und lonischen Flissigkeiten angefertigt. Hier wurde der
Einfluss dieser Additive auf das EGFP im zeitlichen Verlauf von Stunden bis 5 Tage untersucht.
Es wurden Zuordnungen zu Sekundarstrukturelementen vorgenommen und deren Verénderung

verfolgt.

2.2.5.5. Dynamische Lichtstreuung (DLYS)

Bei der Dynamischen Lichtstreuung kann der Oligomergrad von Proteinen in Lésungen
bestimmt werden. Es handelt sich hier um eine zeitaufgeltste Messung. Das Streulicht fluktuiert
in seiner Intensitat beim Auftreffen des monochromatischen Lichtstrahls auf die Partikel. Diese
Fluktuation ist mit veranderbaren Abstanden der Partikel in der L6sung, der Diffusion, erklérbar
und korreliert mit ihr. Mit der Dynamischen Lichtstreuung koénnen Aussagen zum

Diffusionskoeffizient und dem hydrodynamischen Radius getroffen werden. Die Auswertung
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der in dieser Arbeit durchgefiihrten DLS-Messungen mit EGFP in HMIM CI wurde mit der
Viskositat einer 6%igen Ethylenglycol-Losung durchgefiihrt. Fir die Berechnung korrekter
hydrodynamischer Radien wird die Viskositat des Losungsmittels bendtigt. Dieser Wert war
zum Zeitpunkt der durchgefuhrten Messungen fir HMIM CI jedoch nicht bekannt. Die DLS-
Messungen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Dierk Roessner (Wyatt Technology
Europe GmbH) durchgefihrt. In den zu messenden Proben lag das EGFP in Gegenwart von
3M HMIM CI (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) bei einer
Proteinkonzentration von 1 mg/ml beziehungsweise 1,95 mg/ml vor. Die Inkubationszeit des
EGFP betrug bei der Probe mit 1 mg/ml circa 2 Tage und bei der der Probe mit 1,95 mg/ml
1 Woche. Fur die Bestimmung des hydrodynamischen Radius wurde ein DynaPro (Wyatt
Technology, USA) verwendet. Die DLS-Messungen wurden in einer Klvette mit jeweils 100 pl
Probenvolumen durchgefuhrt. Die hoéher konzentrierte Probe wurde nach 15-mindtiger

Zentrifugation mit einer Tischzentrifuge erneut unter gleichen Bedingungen gemessen.

2.2.5.6. Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Untersuchungen an EGFP mittels NMR-spektroskopischer Methoden erfolgte in
Kooperation mit dem Institut fur Physik der MLU Halle-Wittenberg (Halle / Saale), Abteilung
Biophysik. Hierbei oblagen Herrn Dr. Ulrich Weininger die kompletten gerétespezifischen
Einstellungen, Bedienung und Abstimmung des NMR-Spektrometers. Die Zusammenarbeit

betraf dartber hinaus auch die Auswertung der NMR-Messsignale.

2.2.5.6.1. 1D-NMR-Spektren

Die zu untersuchenden Proben wurden an einem Bruker Avance |1 600 NMR-Spektrometer
(Bruker, Rheinstetten) gemessen. Um eine Verwendung der lonische Flussigkeiten flr die
NMR-Spektroskopie zu ermdéglichen, wurden im Vorfeld verschiedene lonische Flissigkeiten
getestet. Die extrem starken H-Signale der Verbindungen wurden durch Vorsittigung
(frequenzspezifisches Einstrahlen) mit einer Abfolge entsprechender Pulsfrequenzen in ihrer
Signalintensitdt minimiert. Alle Messungen wurden in NMR-Ro6hrchen NewEra NE-UP-5
(Analysco Ltd, UK) bei 30 °C durchgefiihrt. Das Probenvolumen von 540 ul wurde 1:10 mit
D20 verdinnt. Das EGFP lag final in 50 mM Na-Phosphat, 50 mM NacCl, pH 8,0 mit einer
Konzentration von 0,45 mM (12 mg/ml) vor. Fir Spektren unter denaturierten Bedingungen

enthielt der Puffer 6 M GuHCI. EGFP wurde auch in hochkonzentrierten Losungen lonischer
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Fliissigkeiten gemessen. Die NMR-Signale der H-NMR-Spektren konnten anhand der
chemischen Verschiebung den Protonensignalen verschiedener Molekilgruppen zugeordnet
werden. Daraus lieBen sich allgemein gultige Aussagen Uber den Faltungszustand des EGFP

ableiten.

2.2.5.6.2. 2D-NMR-Spektren

Die 'H-®N-TROSY-HSQC Spektren wurden an einem Bruker Avance Il 600 NMR-
Spektrometer (Bruker, Rheinstetten) bei 30 °C aufgenommen. Das °N-angereicherte EGFP
(siene 2.2.2.5.) wurde bei einer Konzentration von 0,45 mM (12 mg/ml) in einem
Phosphatpuffer (50 mM Na-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 8,0) unter nativen Bedingungen und
in Gegenwart von GuHCI (44 M und 6,0 M) beziehungsweise unterschiedlichen
Konzentrationen (1 M bis 3 M) von 1-Hexyl-3-methylimidazoliumchlorid (HMIM CI)
gemessen. Die Proteinlosung von 600 pl enthielt 10 % D.O. In diesen Experimenten wurde
mittels Gradienten (gezielte lineare Instabilitaten, also De- und Rephasierungen im Magnetfeld
in z-Richtung) auf *H®N-Signale selektiert und dadurch andere Signale (ohne °N), die zum
Beispiel von GuHCI oder HMIM CI hervorgerufen werden, unterdriickt. Dies ermdglichte die
spezifische Untersuchung von EGFP auf Basis einzelner Aminosdauren. Um eine grofere
Signalschirfe zu erhalten, wurden die *H-°>N-TROSY-HSQC-Spektren mehrfach akkumuliert.
Anhand von Vergleichsdaten aus der Literatur (Khan et al., 2003) konnte eine Vielzahl
gemessener Signale den entsprechenden Aminoséuren zugeordnet werden. Diese zugeordneten
NMR-Signale wurden mit denen in GUHCI oder HMIM CI gemessenen verglichen und deren

Veréanderung im zeitlichen Verlauf verfolgt.

2.2.5.6.3. Kinetische Auswertung von *H-1*N-TROSY-HSQC-Spektren

Die Veranderung einiger NMR-Signale des ®N-markierten EGFP in Gegenwart von GuHCI
oder HMIM Cl wurde in einem Zeitraum mehrerer Tage verfolgt. Dazu wurden die jeweils Gber
40 min akkumulierten *H-*N-TROSY-HSQC-Spektren in ihrer zeitlichen Abfolge miteinander
verglichen. Einzelne Signale konnten isoliert betrachtet und in ihren Intensitdtsdnderungen
kinetisch verfolgt werden. Der Intensitatsverlauf (Zu- oder Abnahme) einzelner Signale wurde
gegen die Zeit aufgetragen und die kinetischen Parameter der Reaktion bestimmt (siehe
Gleichung 2.8 und Gleichung 2.9).
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2.2.5.7. Massenspektrometrie

Die massenspektrometrischen Analysen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Angelika
Schierhorn (Max-Planck-Forschungsstelle Enzymologie der Proteinfaltung, Halle / Saale)
angefertigt. Die Bestimmung der Molmassen des gereinigten und entsalzten EGFP (siehe
2.2.4.4)) wurden mittels MALDI-TOF (REFLEX Spektrometer; Bruker-Daltonik GmbH,
Bremen) beziehungsweise ESI-Massenspektrometer (Esquire-LC lonenfallen-
Massenspektrometer; Bruker-Daltonik GmbH, Bremen) durchgefihrt. Zur Entsalzung von

Proteinproben wurden auch ZipTipcs (Millipore, Schwabach) verwendet.

2.2.5.8. Refraktometrische Bestimmung der GuHCI-Konzentration

Konzentrationen von hygroskopischen Substanzen wie GUHCI lassen sich Uber die Einwaage
nur sehr ungenau bestimmen. Eine genaue Mdéglichkeit der Konzentrationsbestimmung solcher
Substanzen in Losung ist tber die Bestimmung der Brechzahl (n) mittels Refraktometer
realisierbar. Mit dem Refraktometer kann der Grenzwinkel einer nur sehr dunnen
Flussigkeitsschicht zwischen zwei Glasprismen prazise bestimmt werden und somit auch die
Brechzahl. Um die genaue Konzentration von hochmolekularen GuHCI-Stammldsungen zu
bestimmen, wurden diese und die Pufferlésung nacheinander gemessen. Aus der
Dreifachbestimmung wurde jeweils der Mittelwert gebildet und der Differenzbetrag (siehe
Gleichung 2.6) beider Losungen bestimmt. Mit der Gleichung 2.7 wurde die genaue

Konzentration fiir GUHCI berechnet.

Gleichung 2.6:
An = Nprope — Npysfer
Gleichung 2.7:

[GuHCl] = 57,147 An + 38,68 An’- 91,6 An®

2.2.6. Asymmetrische Flussfeld-Fluss-Fraktionierung (AF4)

Die asymmetrische Flussfeld-Fluss-Fraktionierung ist eine analytische Methode, mit deren
Hilfe I6sliche Gemische ihrer GréRe nach aufgetrennt und analysiert werden kénnen (Wahlund
et al., 1986). Das analytische Einsatzspektrum erstreckt sich von grofien Partikeln wie

Polymeren und Viruspartikeln bis hin zu kleineren Proteinen, bei denen auch Aussagen Uber
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den Oligomerstatus getroffen werden konnen. Mit einem sequenziell geschalteten
Streulichtdetektor wird die mittlere Molmassenverteilung der einzelnen Fraktionen bestimmt.
In einem l&nglichen Kanal mit einem Ein- und Auslass, begrenzt durch eine parallele
Anordnung einer oberen undurchlassigen Wand und einer unteren durchldssigen Membran,
kommt es zu einem konstanten Fluss von Tragerflissigkeit durch diesen Kanal. Die separat in
den Kanal injizierte zu analysierende Probe bildet unter diesen Bedingungen ein parabolisches
Flussprofil aus, in dessen Mitte die hochste FlieBgeschwindigkeit entlang der Flie3richtung
vorliegt (siehe Abbildung 2.2). Durch einen zweiten FlieBstrom mit Tragerflussigkeit quer zur
Flussrichtung kommt es zur Akkumulation und Austritt der Probe durch die Membran in
Richtung des angelegten Querflusses. Durch die unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeit
verschieden grofRer Partikel in diesem Kraftfeld kommt es zu einer Auftrennung der Partikel
ihrer Grolie nach. Kleinere Partikel mit der hoheren Diffusionsgeschwindigkeit eluieren eher
als groRere. Die Auftrennung und Migration der Partikel geschieht an der Akkumulationswand,

da hier die Unterschiede in der FlieBgeschwindigkeit am grofiten sind.

Tragerfliissigkeit-Einlass . s .
Proben-Injektion angelegtes Kraftfeld Trager{liissigkeit-Auslass
/

vergrt’iBerie._Seitenansicht e

Bl— obere Platte

020
= oo%0e ‘-

—Ultrafiltrationsmembran

Querfluss —-L- L. L- L- L. I". L- L-:itil;tl;ssﬁffnung fiir den
I

Abbildung 2.2: Aufbau des Trennkanals und Trennprinzip der AF4.

Die Tragerflussigkeit wird durch den Einlass in den Kanal gepumpt und verldsst diesen durch die
Akkumulationswand und den Auslass. Die injizierte Probe wird durch das Anlegen eines Gegenflusses fokussiert.
Durch den angelegten Querfluss kommt es zur Auftrennung der zu analysierende Probe der GréfRe nach an der
Akkumulationswand.

Quelle:http://www.wyatt.com/solutions/hardware/Eclipse-AFFF.cfm).

Der Ablauf einer AF4-Messung besteht aus Aquilibrierung, Fokussierung und Elution. Bei der
AF4 gibt es mehrere Modifikationsmoéglichkeiten, um eine Fraktionierung zu optimieren, wie

die Erzeugung eines Gegenstroms (komprimiert und fokussiert die injizierte Probe), die
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Variationen der FlieBgeschwindigkeit des Flussfeldes und durch Querflussgradienten. Der
Void-Peak bildet den Start der Trennung, hier eluieren grof3e Partikel, welche stark in das
parabolische Flussprofil hineinragen. Im Anschluss folgen der GroRe nach die Partikel der zu
analysierende Probe mit einer charakteristischen Retentionszeit.

Die AF4-Messungen mit nativem EGFP wurden an einem Eclipse 2 Separation System (Wyatt
Technology Europe, Dernbach) mit einem in Serie geschalteten Streulichtdetektor (Mini Dawn
Tristar; Wyatt Technology, USA) zur Bestimmung der Masse der Elutionsfraktionen
durchgefuhrt. Die Tréagerflissigkeit (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0)
wurde filtriert (MWCO 0,1 um). Bei einem Fluss der Tragerflissigkeit von 1 ml pro Minute
wurde die Probe Uber eine 100 pl Probeschleife in den Trennkanal injiziert. Die
Proteinkonzentration betrug 50 pg/ml.

Messungen mit EGFP in lonischer Flussigkeiten wurden freundlicherweise von Herrn Dr.
Dierk Roessner (Wyatt Technology Europe GmbH) durchgefuhrt. Die zu analysierenden Proben
mit einer Proteinkonzentration von 1,0 mg/ml beziehungsweise 1,95 mg/ml in Gegenwart von
3,0 M HMIM CI wurden mit der mobilen Phase 1:50 (bei 1,0 mg/ml) oder 1:100 (bei
1,95 mg/ml) gemischt. Es wurden jeweils 800 ul der verdiunnten Losungen injiziert und
gemessen. Die mobile Phase (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) wurde
ebenfalls tber eine 0,1 um Membran filtriert.

2.2.7. Kinetische Analysen

Fur die Bestimmung Kkinetischer Parameter der Faltung und Entfaltung wurde nach
Uberfilhrung des nativen beziehungsweise denaturierten EGFP in die entsprechenden
Reaktionspuffer die Anderung spektroskopischer Amplituden zeitabhangig verfolgt.

Reaktionen mit einem monophasischen Verlauf wurden mit Hilfe einfach exponentieller
Funktionen 1. Ordnung (siehe Gleichung 2.8 — Intensitdtsabnahme, Gleichung 2.9 —
Intensitatszunahme) ausgewertet. Bei komplexeren Reaktionen mit bi- und triphasischem
Verlauf wurden die Kurven mit doppelt exponentiellen (sieh Gleichung 2.10 -
Intensitatsabnahme, Gleichung 2.11 - Intensitatszunahme) beziehungsweise dreifach
exponentiellen Funktionen 1. Ordnung (siehe Gleichung 2.12 — Intensitdtsabnahme,
Gleichung 2.13 — Intensitdtszunahme) angepasst. Die Amplitude im Gleichgewicht nach
Abschluss der Reaktion entspricht A,. Die Amplituden A,, A, und A; sowie die
Geschwindigkeitskonstanten k,, k, und k5 kdnnen der entsprechenden ersten, zweiten oder

dritten Phase bei mehrphasischen Kurvenverldufen zugeordnet werden.
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Gleichung 2.8:
F=Ap+ A; x efaxt
Gleichung 2.9:
F=A4y+ A; x (1— ef1xt)
Gleichung 2.10:
F=Ap+ A; x ef1xt 1 4, x e7kaxt
Gleichung 2.11:
F=Ap+ A; x(1— e Xty + 4, x (1 — e k2 *?t)
Gleichung 2.12:
F=Ap+ Ay x e"1Xt+ 4, x efaxt 4+ A3 x e7haxt

Gleichung 2.13:

F=A0+ Alx(l_ e—k1Xt)+A2X(1_ e—kth)+A3x(1_ e—k3><t)

2.2.8. Statistik

Zur statistischen Absicherung der bestimmten Parameter erfolgten alle Messungen in der Regel
in Mehrfachbestimmungen, die jeweils benannt sind. Die Auswertung der Daten, nach den in
den entsprechenden Kapiteln genannten mathematischen Gleichungen, erfolgte mit der
Software Sigma Plot 8.0, die statistische Parameter der Fits présentierte. Diese sind in den

Tabellen aufgefiihrt.
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3. Ergebnisse

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete EGFP diente als Modellprotein, um den erst vor
einigen Jahren entdeckten positiven Einfluss auf die Faltung von Proteinen durch lonische
Flussigkeiten zu untersuchen und den bisherigen Kenntnisstand diesbeziglich zu erweitern. Der
Einsatz dieser fur diese Anwendung noch recht neuen und unbekannten Verbindungen eréffnet
fiir die Proteinchemie einen neuen Ansatzpunkt und gibt Raum fiir gezielte Anwendungen bei
der Rickfaltung von Proteinen. Aufgrund der besonderen spektroskopischen Eigenschaften des
Modellproteins konnten die Einflisse der lonischen Flissigkeiten auf Proteine mittels
unterschiedlicher spektroskopischer Messmethoden untersucht werden. Die stabilisierenden
beziehungsweise destabilisierenden Eigenschaften der lonischen Flissigkeiten auf EGFP

wurden durch Analysen von Denaturierung, Renaturierung und Aggregation ermittelt.

3.1. lonische Flussigkeiten

Bei den in dieser Arbeit verwendeten lonischen Flissigkeiten handelt es sich vorwiegend um
heterozyklische aromatische Verbindungen. Die Kationen basieren vorrangig auf einer
Imidazolgrundstruktur mit aliphatischen Substitutionen an den Heteroatomen (siehe Tabelle
2.3 und Kapitel 7.6.). Es wurden auch aliphatisch substituierte quartare Amine eingesetzt. Die

Anionen sind von unterschiedlichem anorganischem und organischem Ursprung.

3.1.1. Spektroskopische Eigenschaften der lonischen FlUssigkeiten

Aufgrund des aromatischen Charakters der auf einer Imidazolgrundstruktur basierenden
lonischen Flussigkeiten und der durch Verunreinigungen bedingten leicht gelb bis braunliche
Farbung der Verbindungen wurden im Vorfeld spektroskopische Untersuchungen
durchgefuhrt. Hiermit wurde die Eignung dieser Verbindungen fir Strukturuntersuchungen an
Proteinen im jeweils relevanten spektralen Bereich mittels Absorptions-, Fluoreszenz- und
infrarotspektroskopischer Analysen geprift. Grundvoraussetzung war hier, dass sich die
spektroskopischen Signale der lonischen Flussigkeiten nicht zu stark mit denen des EGFP
Uberschneiden und in ihrer Intensitdt nicht zu ausgepragt sind, um zuverlassige

spektroskopische Analysen mit EGFP zuzulassen.
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3.1.1.1. Absorptionseigenschaften der lonischen Flussigkeiten

Alle lonischen Flussigkeiten wurden vor deren Anwendung auf ihre absorbierenden
Eigenschaften untersucht. Entscheidend war hier, dass diese Verbindungen in Losung zumeist
eine gelblich braune Farbung aufwiesen, die sich stérend auf die spektroskopischen
Untersuchungen an EGFP auswirken wirde. Hierzu wurden waéssrige Ldsungen mit
verschiedenen Konzentrationen in einem Wellenldngenbereich von 240 nm bis 600 nm
gemessen. Fur die zwei am haufigsten verwendeten lonischen Flissigkeiten EMIM CI (A) und
HMIM CI (B) sind in Abbildung 3.1 die Absorptionsspektren dargestellt. Die Spektren gaben
Aufschluss Uber die optische Reinheit der Substanzen. Die starke Absorption unterhalb von
250 nm ist intrinsisch und dem aromatischen Charakter der lonischen Flissigkeiten geschuldet.
Trotz der chemisch gleichen Struktur der Kopfgruppe beider Verbindungen war der
Unterschied in der Absorption im Bereich héherer Wellenldangen sehr deutlich ersichtlich. Die
Absorptionsbanden oder Schultern im Spektrum oberhalb von 300 nm sind farbigen
Verunreinigungen zuzuordnen und im Falle des HMIM CI wesentlich intensiver, was letztlich

den subjektiven Eindruck Uber die Reinheit der Verbindungen bestétigt.
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Abbildung 3.1: Absorptionsspektren von lonischen Flissigkeiten.

A zeigt die Absorptionsspektren von 1-Ethyl-3-methylimidazoliumchlorid (EMIM CI) bei Konzentrationen (w/w)
von (==) 85 %, (==) 50 %, (=) 25 %, () 10 %, (==) 5 %. In B sind Absorptionsspektren von (==) 100 %,
(==) 85 %, (=) 50 %, () 5 %, (==) 1 % 1-Hexyl-3-methylimidazoliumchlorid (HMIM CI) dargestellt. Die
lonischen Flussigkeiten wurden in Wasser geldst (20 °C) und in einem Wellenldngenbereich von 240 nm bis
600 nm (A) beziehungsweise von 240 nm bis 650 nm (B) bei einer optischen Wegléange von 10 mm gemessen.

Anhand der Spektren wurde Uber die mogliche Anwendung der einzelnen lonischen
Flussigkeiten und die maximal einsetzbare Konzentration flir spektroskopische
Untersuchungen entschieden. Konzentrationen, bei denen die Absorption bei einer
entsprechenden Wellenldnge groRer 0,5 war, konnten fiir spektroskopische Untersuchungen

mittels Zirkulardichroismus oder Fluoreszenzspektroskopie in diesem Wellenldngenbereich
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nicht genutzt werden. Bei einer derart hohen Absorption der lonischen Flissigkeiten (IL) wirde
die Lichtintensitat, mit der Chromophore angeregt beziehungsweise bestrahlt werden, zu stark
reduziert, um reprasentative Messergebnisse zu erhalten. Ein weiterer negativer Effekt der
hohen Eigenabsorptionen der Verbindungen ist, dass emittierte Strahlung reabsorbiert wird. Die
Summe aus Loschprozessen und inner-filter-Effekt wirde eine zuverlassige Analyse bei hohen

Absorptionswerten zu stark beeintrachtigen.

3.1.1.2. Fluoreszenzeigenschaften der lonischen Flissigkeiten

Zu den unter 3.1.1.1. beschriebenen Absorptionseigenschaften der lonischen Flissigkeiten
zeigten sich auch unterschiedlich stark ausgepragte Fluoreszenzeigenschaften. Diese wurden
durch den heterozyklischen Charakter der auf Imidazolium basierenden lonischen Flissigkeiten

aber auch durch die optisch stérenden Verunreinigungen hervorgerufen.
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Abbildung 3.2: Fluoreszenzspektren der lonischen Flissigkeit HMIM CI bei verschiedenen Konzentrationen.
Die lonische Flussigkeit wurde in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 geldst (==) 0 M HMIM ClI,
(=) 1,0 M HMIM CI (=) 2,0 M HMIM CI, () 3,0 M HMIM CI, (=) 4,0 M HMIM CI. Bei einer
Anregungswellenldnge von 490 nm wurde das Spektrum von 495 nm bis 600 nm aufgenommen. Die Einstellungen
flir den Anregungsspalt waren 5,0 nm und 2,0 nm fiir den Emissionsspalt. Es wurde im S/R-Modus bei 30 °C und
einer optischen Weglange von 10 mm gemessen.

Fluoreszenzspektren der lonischen Flussigkeiten wurden in 50 mM Tris-HCI, 50 mM NacCl,
2mM EDTA bei einem pH-Wert von 8,0 bei verschiedenen Konzentrationen der IL
aufgenommen. In Abbildung 3.2 sind Fluoreszenzspektren des HMIM CI in einem spektralen
Bereich dargestellt, in dem spektroskopische Untersuchungen am spezifischen Chromophor des
EGFP durchgefiihrt wurden. Bei einer Anregungswellenldange von 490 nm wurde die
Fluoreszenz von 495 nm bis 600 nm detektiert. Die je nach lonischer Fliissigkeit unterschiedlich

stark ausgepragten Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften kénnen zu starken quench-
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Effekten flihren, wobei diese von der Konzentration der IL abhéngig sind und mit zunehmender
Konzentration steigen. Auch bei anderen Anregungswellenldngen konnte die Eigenfluoreszenz
der lonischen Flussigkeiten gezeigt werden. Durch die Eigenabsorption der lonischen
Flussigkeiten tritt bei hoher Konzentration ein inner-filter-Effekt auf. Bei
fluoreszenzspektroskopischen Messungen an EGFP in Gegenwart von lonischen Flussigkeiten
kommt es, bedingt durch das quenchen der Fluoreszenz und dem inner-filter-Effekt,
konzentrationsabhéngig zu einer starken Reduktion des Messsignals.

3.1.1.3. Eigenschaften der lonischen Flissigkeiten im Infrarot

Im Vorfeld wurden fir zwei lonische Flissigkeiten, mit denen infrarotspektroskopische
Untersuchungen an EGFP durchgefiihrt wurden, IR-Spektren aufgenommen. Die lonischen
Flussigkeiten EMIM Cl und HMIM CI zeigten charakteristische Absorptionsbanden im
Infrarotspektrum (siehe Abbildung 3.3). Charakteristisch fir diese Verbindungen sind die
Valenzschwingungen der Aromaten (varomaten(CH)) im Bereich oberhalb der Wellenzahl (V) von
3000 cm? und die Valenzschwingungen der gesattigten aliphatischen Substituenten
(vaikyi(CHx)) zwischen 3000 cm™ und 2800 cm™. Dieser Bereich wurde fiir die in Wasser
aufgenommenen Spektren sehr stark von der Streckschwingung des Wassers (v(OH))
uberlagert. Im Bereich der flr Strukturuntersuchungen an Proteinen wichtigen Amid I-Bande
(grau unterlegter Bereich in Abbildung 3.3) zeigte sich auch eine, durch die

Deformationsschwingung des Wassers (6(H20)) hervorgerufene, starke Absorption.
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Abbildung 3.3: Infrarotspektren von lonischen Flussigkeiten.

Die lonischen Flussigkeiten wurden in H,O beziehungsweise in D2O gelést und bei entsprechenden
Konzentrationen (==) 5,2 M EMIM CI in H;0O, (=) 3,0 M HMIM ClI in H;0, (=) 3,0 M HMIM Cl in D20 in
einem Wellenzahlbereich zwischen 4000 cm™ und 400 cm™ bei einer optischen Weglange von 56 um bei 30 °C
gemessen.
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Ein in D20 aufgenommenes IR-Spektrum zeigte fir HMIM CI hingegen eine starke Reduktion
der Absorption im Bereich der Amid I-Bande. Die ebenfalls sehr prominente Ringschwingung
der Aromaten (varomaten[C=C, C=N]) lag auBerhalb dieses Wellenzahlfensters und unterhalb
von 1600 cm™. Die gemessene IR-Absorption in diesem Bereich lieR somit fir HMIM Cl eine
Untersuchung zu Strukturelementen in Proteinen in einem D,O-System zu. Weitere deutlich
ausgepragte IR-Banden im Bereich von 1500 cm™ bis 1400 cm™ fiir die §(HOD) und unterhalb
von 1200 cm fiir die v(C—N) beeintriichtigen diese Analysen aufgrund ihrer Bandenlage nicht.

3.2. Herstellung und Reinigung von EGFP

Das fur diese Arbeit verwendete EGFP ist eine in Fluoreszenz und Expression fiir Sdugerzellen
optimierte Variante des wt-GFP (Cormack et al., 1996; Yang, 1996). Das Gen wurde Uber
primer aus dem Vektor pEGFP-N1 (Clontech, USA) amplifiziert und in den pET-19b Vektor
(Novagen, Bad Soden) tberfihrt. Durch Klonierung wurde das Protein mit einem 10 Histidine
langen tag (Hiswo-tag) N-terminal fusioniert, um die Aufreinigung aus Primdrmaterial zu
erleichtern. Darlber hinaus wurde eine Spaltstelle fur Enterokinase genutzt, um den
fusionierten Hisio-tag nach erfolgter chromatographischer Aufreinigung wieder zu entfernen.
Das Plasmid lag in dem E. coli-Stamm BL21(DE3) vor und wurde zu Beginn dieser Arbeit

freundlicherweise von Dr. Dirk Esser (Esser, 2000) zur Verfugung gestellt.

3.2.1. Heterologe Genexpression in E. coli

Die Produktion des EGFP wurde im E. coli-Stamm BL21(DE3) (Novagen, Bad Soden)
durchgefuhrt. Das Expressionsprodukt wurde als Fusion mit N-terminalem Hisio-tag und einer
20 Aminoséduren umfassenden linker-Sequenz, die eine Enterokinaseschnittstelle beinhaltet,
hergestellt (siehe 7.5. Aminosauresequenz des EGFP). Die Produktion des EGFP in E. coli
erfolgte nach Induktion der Expression bei 30 °C in léslicher Form. Die Biofeuchtmasse aus
einer Schittelkultur ergab ca. 8 g pro Liter Kulturmedium, die einer batch-Fermentation lag um
den Faktor 5,6 héher und ergab 360 g Zellen. Das mit *°N angereicherte EGFP (99 %) wurde
in einer 6 Liter Schuttelkultur in M9-Minimalmedium hergestellt (siehe 2.2.2.5.). Es konnten

4,2 g Biofeuchtmasse pro Liter Kulturmedium bereitgestellt werden.
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3.2.2. Reinigung und Prozessierung von EGFP

Die Proteinreinigung wurde fir beide Proteine (EGFP und ®N-markiertes EGFP) nach dem
gleichen Reinigungsprotokoll (siehe 2.2.4.) durchgefuhrt. Aufgrund der N-terminalen Fusion
eines Hisio-tag wurde nach dem Zellaufschluss (siehe 2.2.2.6.) als erster Reinigungsschritt eine
Ni2*-NTA-Agarose-Affinititschromatographie  (siene 2.2.4.1.) angewandt. Bei einer
Imidazolkonzentration von circa 140 mM eluierte das EGFP mit einer Reinheit von > 95 %. In
einem nachgeschalteten Prozessierungsschritt (siehe 2.2.4.2.) mit Enterokinase wurde der
N-terminale Fusions-tag proteolytisch abgespaltet. Die Prozessierungsreaktion wurde in einer
Zeitreihe getestet und durch SDS-PAGE visualisiert. Nach etwa 2 Tagen war die enzymatische
Spaltung abgeschlossen und kein Fusionsprodukt mehr detektierbar. Die Analyse der
enzymatischen Abspaltung des N-terminalen Hisio-tag ist in Abbildung 3.4 fiir das °N-

markierte EGFP gezeigt.
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Abbildung 3.4: Analyse der Prozessierung des >N-markierten EGFP durch Enterokinase bei 37 °C.

Alle Proben wurden mit einem reduzierenden Probenpuffer behandelt und auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Farbung und Entfarbung erfolgte nach FAIRBANKS. (1) Proteinmarker, (2-6) zeigt den zeitlichen
Verlauf der Prozessierung mit Enterokinase, (2) 0 h, (3) 17,5 h, (4) 30 h, (5) 41,5 h, (6) 66 h. Der verwendete
Reaktionspuffer war 50 mM Tris, 50 mM NaCl, pH 8,0. Die Proteinkonzentration des Hisi-EGFP wurde auf
1 mg/ml eingestellt. Das Verhaltnis Hisio-EGFP zur eingesetzten Menge an Enterokinase war 1 zu 400 (w/w).

Durch eine erneut durchgefiihrte Ni?*-NTA-Agarose-Affinitatschromatographie (siehe
2.2.4.1)) wurde das noch unprozessierte Hisio-EGFP vom EGFP (Durchlauf) getrennt. Der
Durchlauf  wurde im  Anschluss einem  finalen  Reinigungsschritt  durch
Anionenaustauschchromatographie  (siehe  2.2.4.3.) unterzogen. Das bei einer
Eluentenkonzentration von 135 mM NaCl erhaltene EGFP zeigte eine Reinheit von mindestens
98 % in der SDS-PAGE. Das final gereinigte Produkt wurde gegen 50 mM Tris-HCI, 50 mM
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NaCl, 2mM EDTA, pH 8,0 dialysiert und bei -20 °C gelagert. Die einzelnen
Proteinreinigungsschritte fiir EGFP sind am Beispiel fir die ®N-markierte Variante in
Abbildung 3.5 dargestellt. Zur Qualitatskontrolle des final gereinigten Proteins wurde eine
analytische RP-HPLC (siehe 2.2.4.4.) durchgefiihrt. Diese ergab einen Reinheitsgrad von
>098%. Die durch RP-HPLC entsalzte Elutionfraktion des EGFP wurde mittels
Massenspektrometrie (siehe 2.2.5.7.) auf deren korrekte molekulare Masse tberprift (Daten
nicht gezeigt).
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Abbildung 3.5: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE verschiedener Reinigungstufen des *®N-markierten EGFP.

Alle Proben wurden mit einem reduzierenden Probenpuffer behandelt und auf ein 12 %iges SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Die Farbung und Entfarbung erfolgte nach FAIRBANKS. (1) Proteinmarker, (2) Elution nach Ni?*-
NTA-Agarose-Affinitdtschromatographie, (3) EGFP nach 66 h Prozessierung mit Enterokinase, (4) Durchlauf
nach Ni?*-NTA-Affinitatschromatographie an HisTrap HP und (5) Elution nach Anionenaustausch-
chromatographie.

Aus der Biofeuchtmasse von 45 g Zellen konnte nach Zellaufschluss und Proteinreinigung
200 mg EGFP mit hohem Reinheitsgrad (> 98 %) und der exakten Molmasse aufgearbeitet
werden. Fir das N-markierte EGFP konnten aus 25 g Zellfeuchtmasse, den gleichen
Qualitatsmerkmalen folgend, etwa 60 mg Protein gereinigt werden. Die dauerhafte Lagerung

erfolgte bei einer Temperatur von -20 °C.

3.3. Spektroskopische Charakterisierung von EGFP

3.3.1. Absorptionsspektren des EGFP

In Abbildung 3.6 sind die UV/VIS-Spektren (A) und das dazugehorige Differenzspektrum (B)
von nativem und durch GuHCI denaturiertem EGFP gezeigt. Im UV-Bereich ist ein fur native

globuldre Proteine typisches Proteinspektrum mit einem Absorptionsmaximum bei 280 nm und
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einer Schulter bei 287 nm ersichtlich. Durch den spezifischen Chromophor des EGFP (4-(p-
Hydroxybenzyliden)-imidazolidin-5-on) hervorgerufen, konnte ein sehr starkes Maximum
bei 490 nm mit einer Schulter bei 460 nm und eine schwachere Absorptionsbande bei

385 nm detektiert werden.
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Abbildung 3.6: Absorptionsspektren von EGFP und Differenzspektrum zwischen nativem und in 6 M GuHCI
denaturiertem EGFP.

In A wurde EGFP (3 mg/ml) 1:50 in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,5 verdinnt (==) und unter
gleichen Bedingungen in Gegenwart von 6 M GuHCI inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeiten (==) 1 min,
(=) 3 min, () 10 min, (=) 25 min, (=) 60 min wurden die UV/VIS-Spektren von 240 nm bis 600 nm bei 20 °C
und einer optischen Weglange von 10 mm aufgenommen. B zeigt das berechnete Differenzspektrum zwischen
nativem EGFP (60 pg/ml) und durch 6 M GuHCI denaturiertem EGFP nach einer Inkubationszeit von (==) 60 min.

In Gegenwart von 6,0 M GuHCI kam es sukzessive zum Verlust der strukturellen Integritat des
EGFP, einhergehend mit einem Intensitétsverlust der Absorptionsbanden um das Maximum bei
490 nm. Unter diesen denaturierenden Bedingungen ging die hydrophobe Umgebung des
delokalisierten =-Elektronensystem des Chromophors verloren und wurde durch eine
Wasserhulle ersetzt. Die kovalente Struktur des Chromophors hingegen blieb in Gegenwart von
Denaturanzien intakt und zeigte verstérkt ein spezifisches Absorptionsmaximum bei 385 nm
und ein weiteres bei 460 nm. Nach 60 min Inkubationszeit in 6,0 M GuHCI war keine weitere
Verdnderung im Absorptionsverhalten ersichtlich, sodass von einer vollstandigen Entfaltung
des EGFP unter diesen Bedingungen ausgegangen werden konnte. Bei einer Wellenlédnge von
420 nm liegt ein isosbestischer Punkt. Im UV-Absorptionsbereich der aromatischen
Aminosauren wurde ebenfalls eine Hypochromie ersichtlich, welche von einer
Blauverschiebung  (Hypsochromie)  begleitet wurde. Diese  Veradnderung im
Absorptionsverhalten ist ebenfalls kennzeichnend fiir denaturiert vorliegenden Proteine, war
aber in ihrer Intensitat im Vergleich mit den Absorptionsédnderungen des Chromophors weit

weniger stark ausgepréagt.
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3.3.2. Fluoreszenzspektren des EGFP

Die spezifischen Fluoreszenzeigenschaften des EGFP-Chromophors sind in Abbildung 3.7
gezeigt. Das Fluoreszenz-Anregungsspektrum (==) wurde bei konstanter Emissionswellenlange
und veranderter Wellenlédnge der anregenden Strahlung aufgenommen. Das EGFP wurde in

einem Wellenlangenbereich zwischen 340 nm und 500 nm angeregt.
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Abbildung 3.7: Anregungs-und Emissionsspekrum von EGFP.

Anregungsspektrum (==) und Emissionsspektrum (=) von EGFP (10 pg/ml) in 50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 8,0
bei 30 °C und in Gegenwart von 6 M GuHCI (=). Gemessen wurde mit einem Fluoromax 3 mit folgenden
Einstellungen: Anregungsspektrum (340 nm — 500 nm) bei einer Emissionswellenlange von 510 nm;
Emissionsspektrum von (495 nm — 600 nm) bei einer Anregungswellenlédnge von 486 nm; Anregungsspalt 5,0 nm;
Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.

Es wurden verschiedene Maxima ersichtlich, bei 460 nm sowie 478 nm, 486 nm und Schultern
bei 495 nm und bei 385 nm, hier jedoch mit weitaus geringerer Intensitdt. Fir das
Emissionsspektrum (=) wurde EGFP konstant mit der Wellenldnge des Fluoreszenz-
Anregungsmaximums von 486 nm angeregt und die Fluoreszenzintensitat zwischen 495 nm
und 600 nm detektiert. Das Emissionsspektrum zeigt ein deutliches Maximum bei 510 nm und
eine Schulter bei 545 nm. Die Signalintensitat der grinen Fluoreszenz ist sehr intensiv und
ermoglicht so Fluoreszenzuntersuchungen bei geringen Proteinkonzentrationen. Im durch
GUuHCI induzierten denaturierten Zustand (==) kommt es zum totalen Verlust der Fluoreszenz
nach Anregung bei 486 nm. Wie in der Literatur beschrieben (Bokman & Ward, 1981), konnte
nur im nativen Zustand des GFP (intakte Sekundar- und Tertidrstruktur) die fluoreszierende
Eigenschaft des Chromophors bei 510 nm detektiert werden. In Abbildung 3.8 sind die
Fluoreszenzemissionsspektren nach Anregung der Seitenketten aromatischer Aminoséuren des
EGFP gezeigt.
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Die jeweiligen kleinen Grafiken stellen die berechneten Differenzspektren zwischen dem
nativen (e) und dem durch 6,0 M GuHCI denaturierten () EGFP dar. In Abbildung 3.8 A
wurde EGFP bei einer Wellenldnge von 280 nm angeregt. Das native Protein zeigt eine kleine
Schulter bei 308 nm sowie ein Maximum bei 320 nm mit einer Schulter bei 334 nm, die der
Tyrosin- beziehungsweise der Tryptophanfluoreszenz in apolarer Umgebung zugeordnet

werden konnen. Dominierend war hier der Einfluss des Tryptophans.
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Abbildung 3.8: Fluoreszenzspektren von EGFP.

(A) Fluoreszenzspektrum von nativem EGFP (e) und durch 6 M GuHCI chemisch denaturiertem EGFP () bei
einer Anregungswellenldnge von 280 nm. Die kleine Grafik zeigt das berechnete Differenzspektrum zwischen
nativem und denaturiertem EGFP. (B) Fluoreszenzspektrum von nativem EGFP (e) und denaturiertem EGFP in
Gegenwart von 6 M GuHCI (e) bei einer Anregungswellenlange von 295 nm. Die kleine Grafik zeigt das
berechnete Differenzspektrum zwischen nativem und denaturiertem EGFP.

Die Messungen wurden an einem Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen durchgefiihrt: Anregungsspalt 5,0 nm;
Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma Makro 111 QS, 30 °C. Die Proteinkonzentration betrug 50 pg/ml in
50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0.

Im GuHCI induzierten denaturierten Zustand kam es zu einer deutlichen Aufspaltung des
Emissionsspektrums mit Maxima bei 304 nm und 358 nm. Durch die rdumliche Distanz der
Tyrosine zum Tryptophan im entfalteten Zustand wurde der strahlungslose Energietransfer
unterbunden. Daraus folgt eine Hyperchromie der Tyrosinfluoreszenz, begleitet von der
Herausbildung eines ausgepragten Maximums bei 304 nm. Bedingt durch die polare Umgebung
der aromatischen Aminosaureketten unter denaturierten Bedingungen, konnte eine
Rotverschiebung (Bathochromie) des Maximums der Tryptophanfluoreszenz auf 358 nm
detektiert werden. Bei der selektiven Anregung des Tryptophans bei 295 nm Abbildung 3.8 B
zeigte sich fiir das gefaltete EGFP ein Emissionsspektrum mit zwei Maxima bei 325 nm und
333 nm. In Gegenwart von 6 M GuHCI kam es unter nahezu gleichbleibender
Fluoreszenzintensitat zu einer Bathochromie. Das Tryptophan wies in wassriger Umgebung

unter entfalteten Bedingungen ein Maximum bei 358 nm auf.
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3.3.3. CD-Spektren des EGFP

Die Fern-UV-CD-Messung des EGFP zeigte ein, fir ein vorwiegend aus B-Strangen und einem
geringen Anteil an a-helikalen Elementen bestehendes Protein, charakteristisches Spektrum.
Das hierfur typische Maximum bei 196 nm und Minimum bei 216 nm ist in Abbildung 3.9 (e)
ersichtlich. Unter denaturierenden Bedingungen in Gegenwart von 6 M GuHCI lieRen sich

keine spezifischen Sekundéarstrukturelemente erkennen (e).
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Abbildung 3.9: Fern-UV-CD-Spektren von EGFP.

Zirkulardichroismus von EGFP im Fern-UV-Bereich in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 (e) und
in Gegenwart von 6 M GuHCI (e) aufgenommen bei 30 °C mit einem Jasco J-810 Spektropolarimeter und einer
0,01 cm Kdvette. Die Proteinkonzentration betrug 1,03 mg/ml die Scangeschwindigkeit 20 nm min?, die
Auflosung 0,1 nm, die Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 2 s. Die Spektren wurden 20-fach akkumuliert.

Die negative Elliptizitat des aufgenommenen CD-Spektrums spiegelt den typischen Verlauf fiir
denaturierte Proteine wider. Der Zirkulardichroismus im Nah-UV gibt Aussagen Uber die
Tertidrstruktur eines Proteins. Eine genaue Zuordnung der Banden zu Strukturelementen ist
jedoch nicht mdglich. In diesem spektralen Bereich werden die Wechselwirkungen der
aromatischen Aminosauren mit deren Umgebung widergespiegelt. Diese sind fiir jedes Protein
charakteristisch und bilden den sogenannten finger print. Die CD-Signale im Nah-UV waren
erwartungsgemar von geringerer Intensitat als im Fern-UV, zeigten aber ein spezifisches CD-
Spektrum. In Abbildung 3.10 A sind fir das native EGFP (e) die Maxima bei 257 nm, 265 nm,
274 nm und das mit der hochsten Intensitat bei 278 nm zu erkennen. Bei 296 nm ist ein
Minimum ersichtlich. Unter 6 M GuHCI waren die Signale im Bereich der Aromaten sehr

gering, was auf eine vollstandige Denaturierung des EGFP schliefen ldsst. Der
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charakteristische EGFP-Chromophor zeigte im spektralen VIS-Bereich definierbare CD-
Signale auf Abbildung 3.10 B.
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Abbildung 3.10: Nah-UV- und VIS-CD-Spektren von EGFP.

(A) Nah-UV-CD-Spektrum von EGFP in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 () und in Gegenwart
von 6 M GuHCI (e) aufgenommen bei 30 °C und einer Scangeschwindigkeit von 50 nm min. (B) VIS-CD-
Spektrum von EGFP in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 (e) und in Gegenwart von 6 M GuHCI
() aufgenommen bei 30 °C und einer Scangeschwindigkeit von 100 nm mint. Gemessen wurde mit einer

Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml an einem Jasco J-810 Spektropolarimeter und mit einer 0,5 cm Kiivette. Die
Auflésung betrug 1 nm, die Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 2 s.

Unter nativen Bedingungen (e) sind zwei Minima bei 488 nm und 402 nm erkennbar. Im
Gegensatz zum CD-Spektrum im Nah-UV zeigte sich hier in Gegenwart von 6,0 M GuHCI (e)
kein nahezu vollstandiger Verlust der CD-Signale. Unter denaturierenden Bedingungen anderte
sich zwar die Umgebung des Chromophors, aber die chemische Struktur blieb erhalten, welche
letztlich deutliche CD-Signale lieferte. Im entfalteten EGFP sind im VIS-CD-Spektrum ein
Minimum bei 385 nm und eine ausgepragte Schulter bei circa 442 nm zu erkennen. Die CD-

Spektren unter nativen Bedingungen im Fern- und Nah-UV decken sich mit denen von Visser
et al., 2002 publizierten Spektren fir EGFP.

3.3.4. IR-Spektren des EGFP

In Abbildung 3.11 ist ein Infrarotspektrum von EGFP unter nativen Bedingungen dargestellt.
Die kleine Grafik zeigt die Wellenzahlfenster, welche fir strukturrelevante Aussagen an
Proteinen bedeutend sind, die Amid A-, Amid I- sowie die Amid Il-Banden. Trotz der

experimentellen Durchfihrung der IR-Messungen mit deuteriertem EGFP in einem D,O-
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haltigem Puffersystem kam es zur Uberlagerung der Amid A-Bande um 3300 cm™ mit der
Valenzschwingung des Wassers (v(OH)). Dieser IR-Bereich stand im Folgenden fir
Strukturuntersuchungen an EGFP nicht zur Verfiigung. Im Wellenzahlenbereich der Amid I-

Bande von 1700 cm™ bis 1600 cm™ lieRen sich dem EGFP Sekundarstrukturelemente zuordnen
(Byler & Susi, 1986).
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Abbildung 3.11: Infrarotspektrum von EGFP.
Infrarotspektrum von EGFP (==) aufgenommen an einem IR-Spektrometer Vector 22 mit 13 mm BaF.-Fenstern
und 56 um spacer. Das IR-Spektrum zeigt die Amid I-Bande des deuterierten EGFP (20 mg/ml) gemessen in
50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pD 8,0 (in D20) bei einer spektralen Auflésung von

2 cm® und 32 scans mit Blackman-Harris-3-Term-Apodisierung. Die kleine Grafik zeigt das IR-Spektrum von
3850 cm't bis 1350 cm™.

Das Bandenmuster der Amid I-Bande von EGFP (==) zeigte eine starke Intensitat der
Streckschwingung der C=O-Gruppe der Peptidbindung (v(C=0)) um 1635 cm? bis
1620 cm™, was auf einen hohen Anteil an B-Strangen und Faltblattstrukturen hindeutet. Bei
1652 cm™, der charakteristischen Wellenzahl fiir a-helikale Strukturen, war hingegen nur eine
geringere Bandenintensitat ersichtlich. Somit spiegelt das vorliegende IR-Spektrum die
zylindrische B-Kannenstruktur (B-can fold) des EGFP mit einem starken Ubergewicht an
B-Strangen wider. Vergleichbare IR-Spektren von GFP sind in der Literatur (Scheyhing et al.,
2002; Herberhold et al., 2003) zu finden. Ein IR-Spektrum unter chemisch denaturierten
Bedingungen in GuDCIl oder GuHCI im Vergleich zum nativen EGFP konnte nicht
aufgenommen werden. Die C—N-Valenzschwingung des GuHCI liegt im Bereich der Amid I-
Bande und zeigte eine zu hohe Absorption. Das deuterierte GuDCI zeigte ebenso zu hohe
Absorptionswerte, sodass mit der hier verwendeten FTIR-Spektroskopie keine Messungen in

hohen GuHCI- beziehungsweise GuDCI-Konzentrationen an EGFP durchgefuhrt werden
konnten.
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3.3.5. 2D-NMR-Spektren des EGFP

Mit °N-markiertem EGFP konnten heteronukleare 2D-NMR-Strukturdaten aufgenommen
werden. Die Abbildung 3.12 A zeigt ein hochaufgelostes *H-1°N-TROSY-HSQC-Spektrum
von EGFP. Die Kopplung der Amidprotonen mit den *N-Atomen lieferte eine Vielzahl von
gut separierten NMR-Signalen. Anhand von Literaturdaten, einer verkirzten Variante des
GFPuv (Metl1-11e229) (Khan et al., 2003), konnten 51 Aminosaurereste dem in dieser Arbeit
benutzten EGFP zugeordnet werden. Bei den identifizierten Aminosduren handelt es sich zum
groliten Teil um Glycine, hier konnten 15 der in EGFP existierenden 22 Glycine zugeordnet
werden. Die anderen 36 Aminosauren, wurden vorrangig in den Randbereichen des hier
dargestellten 2D-NMR-Spektrums (siehe Abbildung 3.12 A) zugeordnet.
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Abbildung 3.12: 'H-1*N-TROSY-HSQC-Spektren von EGFP.

A zeigt ein *H->N-TROSY-HSQC-Spektrum von nativem EGFP in 50 mM Na-Phosphat, 50 mM NacCl, pH 8,0.
In B ist ein *H-*N-TROSY-HSQC-Spektrum von chemisch denaturiertem EGFP in Gegenwart von 4,4 M GuHClI
nach einer Inkubationszeit von 11 h in 50 mM Na-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 6,5 dargestellt. Die Messungen
wurden an einem Bruker Avance Il 600 NMR-Spektrometer bei einer Temperatur von 303 K unter Zusatz von
10% D,0O und einer Proteinkonzentration von 12 mg/ml (0,45 mM) durchgefiihrt. Die Zuordnung der
Aminoséuren erfolgte auf Basis einer verkiirzten GFPuv-Variante (Metl-11e229) nach Khan et al., 2003. Die
griinen Markierungen in A zeigen Aminoséuren welche unter denaturierenden Bedingungen sowohl in Gegenwart
GuHCI als auch HMIM CI zugeordnet werden konnten.

Im zentralen Bereich des Spektrums kommt es mitunter zu Uberlagerungen, sodass eine genaue
Separierung in Einzelfallen erschwert ist. Aus diesem Grund ist die genaue Lokalisierung der
Aminosduren, wie auch in der Literatur beschrieben, nicht eindeutig und die Zuordnung blieb
deshalb aus. In Abbildung 3.12 B ist ein *H->N-TROSY-HSQC-Spektrum von EGFP unter
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chemisch denaturierten Bedingungen in Gegenwart von 4,4 M GuHCI und einer
Inkubationszeit von 11 h gezeigt. Die NMR-Messung an EGFP in GuHCI konnte nicht wie fir
das unter nativen Bedingungen aufgenommene Spektrum bei einem pH-Wert von 8,0
durchgefuhrt werden. Bei diesem hohen pH-Werten tauschen sich die Amidprotonen zu schnell
mit den Protonen des GuHCI aus. Dies fiilhrte zu einer massiven Verbreiterung und
Intensitatsabnahme der Signale und eine geratetechnische Abstimmung (shimming) war sehr
stark eingeschrankt. Eine erfolgreiche Durchfiihrung der Messungen konnte jedoch bei einem
pH-Wert von 6,5 gewahrleistet werden. Daraus ergab sich ein flr denaturierte Proteine
typisches Spektrum mit sehr starker Uberlagerung der Signale. Die groRte Anzahl der Signale
ist bei einer chemischen Verschiebung zwischen 8,0 — 8,8 ppm (*H) und 119 — 127 ppm (**N)
lokalisiert. Dariiber hinaus zeigten sich jedoch vereinzelt separierte Signale. Eine eindeutige
Zuordnung dieser Signale zu Aminosauren, wie flr das native EGFP gezeigt, war jedoch nur
begrenzt moglich. Weitere Untersuchungen und Aussagen an EGFP zur GuHCI induzierten

Denaturierung in Abhéngigkeit der Denaturierungszeit sind unter 3.8. beschrieben.

3.3.6. pH-Stabilitat des EGFP

EGFP weist Uber einen grofRen pH-Bereich eine hohe Stabilitat auf (Bokman & Ward, 1981,
Enoki et al., 2004). In Abbildung 3.13 ist die spezifische Fluoreszenz des EGFP-Chromophors
in Abhéngigkeit des pH-Wertes gezeigt.
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Abbildung 3.13: pH-Stabilitat des EGFP.

Nach einer Inkubationszeit von 30 min in 10 mM Borséure, 10 mM Citronensaure, 10 mM K-Phosphat, 10 mM

Tris, 100 mM NacCl bei verschiedenen pH-Werten (pH 3 — 12,5) wurden jeweils Fluoreszenzspektren von EGFP

aufgenommen. Die Fluoreszenzintensitét bei 510 nm wurde normiert und gegen den pH-Wert aufgetragen (e). Die

Proteinkonzentration betrug 20 pg/ml. Gemessen wurde mit einem Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen:

Anregungswellenldnge 490 nm, Temperatur 30 °C, Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus,
Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.
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In einem Bereich zwischen pH 7,0 und 11,0 zeigte sich ein Plateau mit gleichbleibender
Fluoreszenzintensitat. Im sauren Milieu ab pH 6,0 sowie im basischen ab pH 11,5 war ein
starker Verlust der Fluoreszenzintensitat ersichtlich. Durch den Verlust der strukturellen
Integritdt wurde der Chromophor fir das Loésungsmittel frei zuganglich. Die hydrophobe
Umgebung sowie die ausgebildeten Wasserstoffbriicken mit benachbarten Aminoséuren
wurden verandert, sodass die spezifische Fluoreszenz verloren ging. Zudem kommt es bei hoher
Aziditat zur Protonierung des phenolischen Sauerstoffs der chromphoren Struktur einhergehend
mit veranderten Absorptions- und Fluoreszenzeigenschaften (Voityuk et al., 1998). Die
Fluoreszenzabnahme ist jedoch vorrangig auf den Verlust der strukturellen Integritat des EGFP

zurtickzufihren.

3.4. in vitro-Faltung von EGFP in Gegenwart lonischer
Flissigkeiten

In  frdheren  Arbeiten wurde fir zwei lonische Flissigkeiten, 4-Methyl-N-
butylpyridiniumtetrafluoroborat (MBPY BF4) und EMIM CI, eine Unterdrickung der
Aggregationsreaktion wéhrend der Riickfaltung von Proteinen beschrieben (Pultke, 2003). Bei
einer EGFP-Konzentration von 0,1 mg/ml konnte bereits bei geringen Konzentrationen an
lonischer Fliissigkeiten im Rickfaltungsansatz dieser Effekt gezeigt werden, bei circa 200 mM
wurde die Aggregation nahezu vollstdndig unterdriickt. Im Umkehrschluss sollte eine
Reduktion der Aggregation, als Konkurrenzreaktion zur Riickfaltung, mit einer Erhdhung der
Ausbeute im Rickfaltungsprozess einhergehen. Dies wurde im Folgenden zielgerichtet mit
verschiedenen lonischen Flissigkeiten getestet. In diesem screening wurde systematisch die
Kettenldnge von N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endsténdig
hydroxylierten Analoga variiert. Zu den verschiedenen Imidazoliumchloriden wurden
weiterhin auch quartare Amine (Ammoeng-Reihe) und auf Pyridin basierende lonische
Flussigkeiten in Kombination mit unterschiedlichen Anionen untersucht.

Ausgangspunkt aller in diesem screening stattfindenden Rickfaltungsuntersuchungen war eine
EGFP-Stammlésung mit einer Proteinkonzentration von 5 mg/ml, welche fur 3 Stunden in
Gegenwart von 6,0 M GuHCI (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH
8,0, 30 °C) inkubiert und somit vollstandig denaturiert wurde. In Abbildung 3.14 A ist die
Abhingigkeit der Ausbeute von der Proteinkonzentration bei der Uberfilhrung des EGFP in
einen Ruckfaltungspuffer (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM



Ergebnisse 81

DTT, pH 8,0, 30 °C) und einer Verweilzeit von 24 Stunden unter diesen Reaktionsbedingungen
gezeigt. Bis zu einer Konzentration von 50 pug/ml konnte eine Ausbeute von etwa 90 % erreicht
werden. Mit weiterer Zunahme der Proteinkonzentration im Rickfaltungsansatz sank die
Ausbeute, sodass bei 0,5 mg/ml nur noch circa 30 % natives Protein detektiert werden konnte.
Um die Ausbeute der Riickfaltung fluoreszenzspektroskopisch zu untersuchen, wurde aus den
Rickfaltungsansatzen heraus verdiinnt und jeweils bei einer Proteinkonzentration von 10 pg/ml
gemessen. Bei dieser EGFP-Konzentration war gewéhrleistet, dass kein inner filter-Effekt
auftritt und das gemessene Fluoreszenzsignal direkt proportional zur eingesetzten
Konzentration an nativem EGFP ist. In diesen verdiunnten Messansdtzen lagen jeweils
dieselben  Pufferbedingungen wie im Rickfaltungsansatz vor. Die gemessene
Fluoreszenzintensitat wurde in Relation zur Intensitat von 10 pg/ml nativem EGFP (100 %)

gesetzt.
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Abbildung 3.14: Ausbeutebestimmung nach Riickfaltung von EGFP.

EGFP (5 mg/ml) wurden in Gegenwart von 6 M GuHCI 3 Stunden denaturiert und anschlieend in einen
Ruckfaltungspuffer tberfihrt (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0). A
zeigt die Ausbeute der Rickfaltung in Abhéangingkeit der Proteinkonzentration. Bei einer festen
Proteinkonzentration von 0,5mg/ml im Ruickfaltungsansatz wurden steigende Konzentrationen an
L-Argininhydrochlorid (B) und Natriumchlorid (C) zugesetzt und 24 Stunden inkubiert. Fur die jeweiligen
fluoreszenzspektroskopischen Messungen wurde auf eine Proteinkonzentration von 10 pg/ml verdinnt. Bei allen
Verdlnnungen aus unterschiedlichen Konzentrationen heraus wurden im Messansatz jeweils identische
Pufferbedingungen gewéhrleistet (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 +
40 mM L-Arginin beziehungsweise 80 mM NaCl). Die Fluoreszenzintensitdt bei 510 nm aus den
Fluoreszenzspektren wurde in Relation zu dem Fluoreszenzsignal von 10 pg/ml nativem EGFP (100 %) gesetzt.
Gemessen wurde mit einem Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenldnge 490 nm,
Temperatur 30 °C, Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.

o

In Abbildung 3.14 B wurde zum Vergleich L-Arginin, ein flr die Proteinfaltung sehr haufig
genutzter und effektiver Faltungszusatz, verwendet. Hier, wie auch bei allen anderen im
Folgenden beschriebenen Untersuchungen zur Ausbeutebestimmung, wurde bei einer fixen
Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml im Rickfaltungspuffer gearbeitet. Bei dieser
Proteinkonzentration sollte gewéhrleistet sein, dass in Gegenwart der jeweiligen Additive mit

positivem Einfluss eine Zunahme beziehungsweise eine Abnahme bei negativem Einfluss die



82 Ergebnisse

Anderung der Ausbeute in ausreichendem MafRe detektierbar ist. Mit steigender Konzentration
an L-Arginin im Ruckfaltungsansatz konnte die Ausbeute sukzessive erh6ht und eine maximale
Ausbeute von 66 % bei 1,0 M L-Arginin erreicht werden. Bis zu einer Konzentration von 2,0 M,
welche nahe der Loslichkeitsgrenze flr L-Arginin lag, konnte dieses Niveau gehalten werden.
Fur NaCl, wie in Abbildung 3.14 C gezeigt, spiegelte sich ein negativer Effekt wahrend der
Rickfaltung wider. Ausgehend von 30 % Ausbeute ohne NaCl wurde bei dessen Zusatz im
Rickfaltungsansatz eine Abnahme der Ausbeute auf nahezu 0 % bei 4,0 M NaCl detektiert.
Das NaCl wurde benutzt, um zu verdeutlichen, dass die im Folgenden dargestellten Einfllisse
auf die Ausbeuten bei den Rickfaltungsuntersuchungen mit EGFP in Gegenwart lonischer
Flusigkeiten nicht allein auf Effekte der lonenstarke zuriickzufuhren sind. Fir eine bessere
Vergleichbarkeit wurde, sowohl fir NaCl als auch fiir die lonischen Flussigkeiten, in allen
Messansatzen nach Verdinnung aus den jeweiligen Ruckfaltungsansatzen, eine Konzentration
von 80 mM des jeweiligen Additivs (L-Arginin 40 mM, Ammoeng-Reihe 0,2 % w/v) realisiert.
Diese Konzentration entsprach jener, welche nach der Verdinnung um Faktor 50 (von
0,5mg/ml auf 10 pg/ml EGFP) aus den in 4,0 M des jeweiligen Additivs inkubierten
Faltungsansétzen resultierte.

Im Folgenden ist die Ausbeutebestimmung an renaturiertem EGFP in Gegenwart von
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endstandig hydroxylierten Analoga
(siehe Abbildung 3.15) dargestellt, um den Einfluss der L&nge der substituierten Alkylkette
der Imidazoliumsalze bei der Ruckfaltung aufzuzeigen. Die systematische Reihe war nicht
vollstandig, da wegen zu starker Verunreinigung (PMIM CI) bzw. Syntheseproblemen des
Herstellers (HO-BMIM Cl) Substanzen fehlten. Dennoch lieRen sich eindeutige Trends
ausmachen. In Abbildung 3.15 sind in den schwarzen Balken die Ausbeuten nach 24-stlindiger
Inkubationsdauer in den jeweiligen Rickfaltungspuffer dargestellt. Ein positiver Einfluss ist
durchweg, bis auf HMIM ClI, bei allen Faltungszusétzen in Abhangigkeit der Konzentration an
lonischen Flussigkeiten ersichtlich. Bei HO-EMIM CI konnte eine Ausbeutesteigerung auf
nahezu 75 % bei 2,0 M erreicht werden (A). Dieses Niveau tbertraf somit das Ergebnis, welches
mit L-Arginin erzielt werden konnte. Bei hoheren Konzentrationen war jedoch ein starker
Abfall der Ausbeute auf nahezu 0 % zu verzeichnen. Mit zunehmender Lange der substituierten
Alkylkette fiel das erreichte Maximum jedoch geringer (64 % fir HO-PMIM ClI
beziehungsweise 57 % fir HO-HMIM CI) aus. Ein weiterer klarer Trend war, dass die erzielten
Maxima mit zunehmender Kettenldnge der Substituenten bei geringeren Molaritéten erreicht

wurden. Die Tendenz der Ausbeuteabnahme bei weiterer Erhéhung der IL-Konzentration war
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allen hier getesteten endstandig hydroxylierten N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden

gemein.

100 - A B C

Ausbeute (%)

0 0,5 1 2 4 0 0,5 1 2 4 0 0,5 1 2 4
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Abbildung 3.15: Ausbeutebestimmung nach Ruckfaltung von EGFP in Gegenwart von N-alkylierter
3-Methylimidazoliumchloride und deren endstandig hydroxylierter Analoga.

Aus einer fir 3 Stunden in 6 M GuHCI inkubierten EGFP-Stammlésung (5 mg/ml) wurden 0,5 mg/ml in einen
Ruckfaltungspuffer mit 0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 und steigender
Konzentrationen an HO-EMIM CI (A), HO-PMIM ClI (B), HO-HMIM CI (C), EMIM CI (D), BMIM CI (E) und
HMIM CI (F) uberfiihrt. Nach einer circa 24 stlindigen Inkubationszeit wurden die Proben aus dem
Rickfaltungsansatz 1:50 auf 10 pg/ml verdinnt und fluoreszenzspektroskopisch gemessen. Mit (l) ist der
Startwert und (i) das Maximum der Ausbeute nach Uberfiihrung in den Messansatz dargestellt. Bei allen
Verdlnnungen aus unterschiedlichen Konzentrationen heraus wurden im Messansatz jeweils identische
Pufferbedingungen gewéhrleistet (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 +
80 mM lonische Flussigkeit). Die Fluoreszenzintensitét bei 510 nm aus den Fluoreszenzspektren wurde in Relation
zu dem Fluoreszenzsignal von 10 pg/ml nativem EGFP (100 %) gesetzt. Gemessen wurde mit einem Fluoromax
3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenldnge 490 nm, Temperatur 30 °C, Anregungsspalt 5,0 nm;
Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.

Bei den Imidazoliumderivaten mit den nicht endstdndig hydroxylierten Alkylketten (siehe
Abbildung 3.15 D — F) waren diese Trends nicht ganz so deutlich ausgepragt. Fir das EMIM CI
mit 63% Ausbeute bei 0,5M —1,0 M und BMIM CI mit 85 % bei 0,5 M konnte eine signifikante
Erhéhung der Ausbeute gezeigt werden. Fir das HMIM CI hingegen traf dies nicht zu. Bei
weiterer Konzentrationserhohung war zudem eine Abnahme der Ausbeute ersichtlich.
Innerhalb dieser Serie wurden die Maxima ebenfalls mit zunehmender Lénge der Alkylkette,

respektive steigender Hydrophobizitét, bei geringeren Konzentrationen erreicht.
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Bei diesen Rickfaltungsexperimenten konnte zudem eine zusatzliche Erkenntnis gewonnen
werden. Bei hohen Konzentrationen lonischer Flissigkeiten im Ruickfaltungsansatz, bei denen
zunachst eine Abnahme der Ausbeute nachgewiesen wurde, konnte nach Uberfilhrung der
Probe aus dem Rickfaltungsansatz in den Messansatz eine stetige Intensitatszunahme der
Fluoreszenz aufgezeigt werden. Bei diesen hohen Konzentrationen im Faltungsansatz wirkten
die lonischen Flussigkeiten nicht faltungsfordernd (wie oben beschrieben) auf das EGFP,
jedoch stieg mit zunehmender Verweildauer im Messansatz die Fluoreszenz stetig. Dies zeigt
eine Renaturierung des EGFP im Messansatz an. Aufgrund der dortigen niedrigen
Proteinkonzentration herrschten somit glnstige Bedingungen, unter denen Ausbeuten von
> 90 % erreicht wurden. Die Resultate dieses Effekts spiegeln jeweils die grauen Balken (siehe
Abbildung 3.15) wider. Am deutlichsten ist dies in Abbildung 3.15 C, E und F gezeigt. Fur
das BMIM CI und HMIM CI wurden hier, nach Abschluss dieses zeitlichen Prozesses, finale
Ausbeuten von etwa 90 % gemessen. Aber auch bei den anderen lonischen Flissigkeiten war
bei den IL-Konzentrationen, bei denen das eigentliche Maximum der Ausbeute bereits
uberschritten worden war, dieser Effekt ersichtlich, jedoch nicht so stark ausgepragt.

Neben dieser systematischen Variation der Kationen beziehungsweise des untersuchten
Einflusses der Hydrophobizitat auf die Ausbeute wahrend der Rickfaltung des EGFP wurden
auch noch weitere lonische Flussigkeiten untersucht. Hiermit wurde das screening auf lonische
Flussigkeiten mit sehr volumindsen Kationen mit hoher Hydrophobizitdt (Ammoeng-Salze)
ausgedehnt und auBerdem Verbindungen mit geringerer Hydrophobizitat getestet. In
Abbildung 3.16 und Abbildung 3.17 sind die Ausbeuten der in vitro-Faltung des EGFP in
Gegenwart eines auf Pyridin basierenden Salzes (HO-EPy CI), eines 1,3-
Dimethylimidazoliums mit Dimethylphosphat als Anion (MMIM DMP) und quartdre Amine
mit unterschiedlichen Substituenten am zentralen Stickstoff und unterschiedlichen Anionen
dargestellt. Fur das HO-EPy CI (Abbildung 3.16 A) konnte bei einer Konzentration von 1,0 M
eine bedeutsame Ausbeutesteigerung auf etwa 80 % gemessen werden. Bei Konzentrationen
uber 1,0 M war bei diesem Salz analog eine stete Abnahme der Ausbeute zu verzeichnen,
welche bei 4,0 M im einstelligen Prozentbereich lag. Die Verwendung von Dimethylphosphat,
eines im Vergleich zu dem bisherig verwendeten Chlorid volumindseren Anions eines
Imidazoliumderivats (in Abbildung 3.16 B dargestellt), zeigte keinen positiven Einfluss. Bei
hoheren Konzentrationen war hier lediglich eine Abnahme der Ausbeute ersichtlich, welche bei

4 M gegen 0 % tendierte.
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Abbildung 3.16: Ausbeutebestimmung nach Riickfaltung in Gegenwart lonischer Flussigkeiten.

Aus einer fiir 3 Stunden in 6 M GuHCI inkubierten EGFP-Stammldsung (5 mg/ml) wurden 0,5 mg/ml in einen
Rickfaltungspuffer mit 0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2mM DTT, pH 8,0 und steigender
Konzentrationen an HO-EPy CI (A), MMIM DMP (B) uberflihrt. Nach einer circa 24-stiindigen Inkubationszeit
wurden die Proben aus dem Rickfaltungsansatz 1:50 auf 10 pg/ml verdinnt und fluoreszenzspektroskopisch
gemessen. Mit (.) ist der Startwert und (i) die maximal erreichte Ausbeute nach Uberfiihrung in den Messansatz
dargestellt. Bei allen Verdiinnungen aus unterschiedlichen Konzentrationen heraus wurden im Messansatz jeweils
identische Pufferbedingungen gewabhrleistet (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT,
pH 8,0 + 80 mM lonische Flussigkeit). Die Fluoreszenzintensitat bei 510 nm aus den Fluoreszenzspektren wurde
in Relation zu dem Fluoreszenzsignal von 10 pg/ml nativem EGFP (100 %) gesetzt. Gemessen wurde mit einem
Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenldnge 490 nm, Temperatur 30 °C, Anregungsspalt
5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.

Bei der hier getesteten Reihe von Ammoeng-Salzen handelte es sich um sehr viskose,
langkettige und nur bedingt in Wasser l6sliche Verbindungen. Aufgrund der begrenzten
Wasserloslichkeit wurden die Ammoeng-Salze nur bis zu einer Konzentration von maximal

10 % (w/v) im Faltungspuffer gelost.
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Abbildung 3.17: Ausbeutebestimmung nach Rickfaltung in Gegenwart von auf quartaren Aminen basierenden
lonischen Flissigkeiten.

Aus einer fir 3 Stunden in 6 M GuHCI inkubierten EGFP-Stammlésung (5 mg/ml) wurden 0,5 mg/ml in einen
Ruckfaltungspuffer mit 0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 und steigender
Konzentrationen an Ammoeng 100 (A), Ammoeng 111 (B), Ammoeng 112 (C) Uberfiihrt. Nach einer circa 24-
stiindigen Inkubationszeit wurden die Proben aus dem Rickfaltungsansatz 1:50 auf 10 pg/ml verdinnt und
fluoreszenzspektroskopisch gemessen. Bei allen Verdunnungen aus unterschiedlichen Konzentrationen heraus
wurden im Messansatz jeweils identische Pufferbedingungen gewdhrleistet (0,6 M GuHCI, 50 mM Tris, 50 mM
NaCl,2mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 + 0,2 % (w/v) lonische Flussigkeit). Die Fluoreszenzintensitat bei 510 nm
aus den Fluoreszenzspektren wurde in Relation zu dem Fluoreszenzsignal von 10 pg/ml nativem EGFP (100 %)
gesetzt. Gemessen wurde mit einem Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenldnge 490 nm,
Temperatur 30 °C, Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm.
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Die Ausbeutebestimmung zeigte fur keine der hier untersuchten quartdren Amine einen
positiven Effekt. Bei allen getesteten Konzentrationen wurden schlechtere Ausbeuten erzielt
als bei der spontanen Ruckfaltung ohne Zusatz der Ammoeng-Salze. Am deutlichsten war die
Reduzierung der Ausbeute auf nahezu 0 % in Gegenwart Ammoeng 100. Hierbei handelte es
sich auch um das mit der Cocosalkylkette starkste hydrophobe Salz in dieser Reihe. Bei den
beiden anderen Salzen (siehe Abbildung 3.17 B und C) wurden zumindest Ausbeuten im
oberen einstelligen Prozentbereich gemessen. Zudem konnte visuell eine starke Triibung in den
Faltungsansdtzen beobachtet werden, dies auch unabhdangig von der eingesetzten
Konzentration. Diese Salze scheinen unter den gegebenen Bedingungen ein Aggregieren des
EGFP zu begiinstigen. Eine Zunahme der Fluoreszenz nach der Uberfiinrung des EGFP vom
Rickfaltungsansatz in den Messansatz, wie sie bei den anderen auf Imidazolium oder
Pyridinium basierten lonischen Flissigkeiten gezeigt werden konnte, war flr die Ammoeng-

Reihe nicht nachweisbar.

Im screening konnte gezeigt werden, dass einige lonische Flussigkeiten bei der in vitro-
Faltung von EGFP einen positiven Einfluss auf die Ausbeute austiben. So konnte fur fast alle
Salze in einer systematischen Reihe von N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und
deren endstandig hydroxylierten Analoga die Ausbeute deutlich erhoht werden. Fir die
endstandig hydroxylierten Verbindungen konnte die klare Beziehung aufgezeigt werden, dass
mit zunehmender Kettenldange das Maximum der Ausbeute niedriger ausfiel und bei geringeren
Konzentrationen an lonischen Flussigkeiten erreicht wurde. In Gegenwart der N-alkylierten
3-Methylimidazoliumchloride zeigte sich hingegen, dass in Anwesenheit von BMIM CI ein
Optimum durchlaufen wurde und bei kirzer oder langer substituierten Verbindungen die
Ausbeute geringer ausfiel. Fir BMIM Cl wurde bei den gewéhlten Reaktionsbedingungen mehr
als eine Verdopplung der Ausbeute auf 85 % im Gegensatz zu 35 % in Abwesenheit des Salzes
erzielt. Der positive Effekt bei der in vitro-Faltung ist vermutlich auf eine
I6slichkeitvermittelnde Wirkung der lonischen Flussigkeiten zuriickzufuhren. In friheren
Arbeiten (Pultke, 2003) konnte anhand von zwei lonischen Fliissigkeiten (EMIM CI, MBPy
BF4) eine aggregationsunterdriickende Wirkung nachgewiesen werden. Durch Suppression der
Aggregation als Konkurrenzreaktion zur Rickfaltung und die 16slichkeitvermittelnde Wirkung
resultiert eine Erhdhung der Faltungsausbeute. Neben diesem positiven Ergebnis konnte gezeigt
werden, dass mit zunehmender Alkylkettenlédnge, respektive steigender Hydrophobizitét, und
in Gegenwart hoher Konzentrationen der lonischen Fliissigkeiten ein destabilisierender
Einfluss auf EGFP ausgeubt wird und eine Abnahme der Ausbeute die Folge ist. Dass einige

lonische Flissigkeiten destabilisierend auf Proteine in Gegenwart sehr hoher Konzentrationen
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wirken und letztlich zur Aggregation der Proteine fuhren, wurde bereits in der Literatur
beschrieben (Summers & Flowers Il, 2000; Constantinescu et al., 2007 & 2010). In dieser
Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass diese destabilisierenden Bedingungen nicht generell
zu irreversiblen Prozessen fuhren, da flr einige langkettigere Verbindungen wie BMIM ClI,
HMIM CI und HO-HMIM CI bei nachgeschalteter Abreicherung der lonischen Flissigkeit
durch Verdiinnung eine Renaturierung von EGFP detektiert werden konnte.

3.5. Denaturierung und Renaturierung von EGFP

3.5.1. Denaturierung des EGFP durch GuHCI

Die unter 3.3.1. beschriebene direkte Korrelation der Hyperchromie bei 385 nm mit der
Hypochromie bei 490 nm, bei der chemisch induzierten Denaturierung durch
Guanidinhydrochlorid, eignete sich fur kinetische Betrachtungen der Faltungsreaktion. Dies
zeigten Denaturierungsversuche mit EGFP unter Verwendung von GuHCI als
destabilisierendes Agens. In Abbildung 3.18 (A) ist die Abnahme der Absorptionsbande bei
490 nm des EGFP (1 mg/ml) in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von
Guanidinhydrochlorid dargestellt. Mit der kontinuierlichen Intensitatsabnahme der Absorption
bei 490 nm ging eine direkte Intensitdtszunahme der Absorptionsbande bei 385 nm (B) einher.
Die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten der durch Guanidinhydrochlorid induzierten
Entfaltung des EGFP wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung (siehe Gleichung
2.8, Gleichung 2.9) ermittelt und sind in Abbildung 3.20 dargestellt und zudem in Tabelle 7.1
gelistet. Der Vergleich der hier gezeigten kinetischen Parameter spiegelte eine sehr gute
Ubereinstimmung der Parameter aus der Absorptionsabnahme bei 490 nm beziehungsweise aus
der Absorptionszunahme bei 385 nm wider. Bei einer logarithmischen Auftragung der
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung (kn—d) gegen die GuHCI-
Konzentration (siehe Abbildung 3.20) ist diese Linearitdt durch die Regressionsgeraden
veranschaulicht. Zudem konnte auch zwischen den Absorptionsparametern von 490 nm und
385 nm eine sehr gute Ubereinstimmung gezeigt und letztlich die direkte Korrelation der

Signalénderung bei diesen Wellenlangen wéhrend der Entfaltung bestatigt werden.
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Abbildung 3.18: Chemisch induzierte Denaturierung von EGFP durch Guanidinhydrochlorid.

Abnahme der Absorption bei 490 nm (A) beziehungsweise Zunahme der Absorption bei 385 nm (B) des EGFP in
Gegenwart verschiedener Konzentrationen an Guanidinhydrochlorid 4,7 M (e), 5,0 M (e), 5,3 M (e),56 M (),
5,9 M (e). Der Kurvenverlauf wurde jeweils mit einer einfach exponentiellen Funktion 1. Ordnung angepasst
(durchgéngige Linien). Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von 1 mg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NacCl,
2mM EDTA, 2mM DTT, pH 8,0 bei 30 °C mit einem Microplate Reader VERSAMax in 96 well plates. In direkt
aufeinander folgenden scans wurde in einem Abstand von 2,5 min die Absorption bei 490 und 385 nm gemessen.

Die hohe Stabilitdtt des GFP und vieler Varianten gegenuber Denaturanzien wie
Guanidinhydrochlorid ist in der Literatur (Ward & Bokman, 1982; Fukuda et al., 2000)
beschrieben und durch eigene Messungen in Abbildung 3.19 bestatigt. Fur die Ermittlung
kinetischer Parameter der Entfaltung (kn-d) wurde die Reaktion des EGFP in Gegenwart
steigender Konzentrationen an GUHCI Uber einen Zeitraum von bis zu 51 Tage verfolgt (siehe
2.2.5.2.4.). Diese Langzeituntersuchungen wurden mittels fluoreszenzspektroskopischer
Methoden durchgefithrt und zeigen die Anderung der Intensititen (iber die Zeit (siehe
Abbildung 3.19 A). Hier zeigte sich, dass fir eine vollstdndige Entfaltung bei einer
Konzentration von 2,6 M GuHCI ein Zeitintervall von Monaten erforderlich war. Unterhalb
von 2,6 M GuHCI war eine Analyse der Denaturierungsparameter nicht moglich, da die
Kurvenanpassung keine anndhernd gute Auswertung ermdglichte. Bei hoheren
Konzentrationen (> 5,0 M GuHCI) konnte die Entfaltung innerhalb weniger Stunden detektiert
werden. Die Geschwindigkeitskonstanten wurden durch eine einfach exponentielle Funktion
1. Ordnung (siehe Gleichung 2.8) bestimmt und sind in Tabelle 7.3 gelistet. Eine
logarithmische Auftragung der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung
(kn—a) gegen die GuHCI-Konzentration (siehe Abbildung 3.20) zeigte einen nahezu

deckungsgleichen Verlauf der Regressionsgerade mit denen der Gber Absorption ermittelten.
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Abbildung 3.19: Chemisch induzierte Denaturierung von EGFP durch Guanidinhydrochlorid.

(A) Abnahme der Fluoreszenzintensitat des EGFP. Zu verschiedenen Zeitpunkten (bis 51 Tage) wurden
Fluoreszenzemissionsspektren vorgefertigter Proben mit steigender Konzentration von Guanidinhydrochlorid
2,6 M (e),2,7 M (e),28M (¢),29M (), 3,0M (e),32M(e),3,4M(2),3,6M(*),3,8M(e),40M (o),
44 M (o), 48 M (e), 52 M (o) gemessen. Das Maximum der Fluoreszenzemmission (510 nm) bei einer
Anregungswellenldange von 490 nm wurde gegen die Inkubationszeit des EGFP in Gegenwart verschiedener
Denaturanskonzentrationen aufgetragen. Der Kurvenverlauf wurde jeweils mit einer einfach exponentiellen
Funktion 1. Ordnung angepasst (durchgangige Linien). Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von
5 pg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 8,0 bei 30 °C mit einem Fluoromax 3 mit
folgenden Einstellungen: Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS,
10 x 4 mm. (B) Abnahme der Elliptizitit des EGFP im Nah-UV-CD-Bereich. Der zeitliche Verlauf der
Guanidinhydrochlorid-induzierten Denaturierung des EGFP wurde mittels Zirkulardichroismus bei einer
Wellenlange von 278 nm verfolgt. Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von 0,5 mg/ml in 50 mM Tris,
50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an GUHCI 5,0 M (e), 5,1 M
(®),52M (¢),53M(),54M(e),55M () bei 30 °C mit einem Jasco J-810 Spektropolarimeter und einer
0,5 cm Kivette. In einem Abstand von 10 s wurde die Elliptizitat detektiert, die Auflésung betrug 1 nm, die
Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 8 s.

Dies war zu erwarten da durch beide Methoden (Absorption und Fluoreszenz) dasselbe
Messsignal betrachtet wurde, also die Anderungen der Signalintensitiat am Chromophor in
Gegenwart steigender GuHCI-Konzentration. Dartiber hinaus sollten Aussagen (ber andere
strukturelle Veranderungen wéhrend der Denaturierung ermdglicht werden. Dies konnte durch
Zirkulardichroismus im Nah-UV gezeigt werden. Der Verlust der Tertidrstruktur in
Abhéngigkeit der Denaturanskonzentration wurde in einem Bereich von 3,0 M bis 55 M
GuHCI bei einer Wellenlange von 278 nm verfolgt (siehe Abbildung 3.19 B). Die Analyse der
kinetischen Parameter erfolgte ebenso Uber eine einfach exponentielle Funktion 1. Ordnung
(siehe Gleichung 2.8). Die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten (kn-d) sind in Tabelle
7.3 gelistet. In der logarithmischen Auftragung dieser Geschwindigkeiten in Abbildung 3.20
zeigte sich, dass die Uber Zirkulardichroismus erhaltenen denen der (ber Absorption und
Fluoreszenz ermittelten entsprechen. Dies zeigt, dass der Verlust der Tertidrstruktur mit den
Verénderungen, denen der Chromophor wahrend der Denaturierung unterliegt, in der gleichen

Abhangigkeit steht. Uber die lineare freie Energie-Beziehung, wonach der Logarithmus der
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Geschwindigkeitskonstanten proportional zur Denaturanskonzentration ist, ergaben sich durch
Extrapolation der linearen Regressionsgeraden auf 0 M GuHCI Geschwindigkeitskonstanten
der Entfaltung von EGFP im Bereich 10 bis 10° s, Dies entsprache einem zeitlichen Bereich

von Jahren und verdeutlicht somit wie langsam EGFP entfaltet.
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Abbildung 3.20: Entfaltungskinetik des EGFP in Gegenwart von GuHCI.

Graphische Darstellung der Geschwindigkeitskonstanten der durch GuHCI induzierten Entfaltung basierend auf
Intensitatsanderung der Absorption bei 490 nm (m) und 385 nm (o), der Fluoreszenz bei 510 nm (e) und des
Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich bei 278 nm (V). Die Linien stellen jeweils die lineare Regressionsgerade
zur Extrapolation der Konzentrationsabhangigkeit dar. Eine Auflistung der kinetischen Parameter erfolgte ebenso
in Tabelle 7.1 und Tabelle 7.3.

3.5.2. Renaturierung des EGFP aus dem GuHCI-induziert
denaturierten Zustand

Die Renaturierung des EGFP (20 pg/ml) aus dem 6 M GuHCI-induziert denaturierten Zustand
wurde anhand der spezifischen Fluoreszenz des Chromophors bei einer Wellenlange von
510 nm verfolgt. Im Gegensatz zur Denaturierung (siehe 3.5.1.) zeigte die
Rickfaltungsreaktion eine komplexe Kinetik. Bei Konzentrationen bis 0,75 M GuHCI kam es
zu einer fast vollstdndigen Renaturierung innerhalb weniger Minuten. In Abh&ngigkeit der
eingesetzten GUHCI-Konzentration im Rickfaltungsansatz konnten bis zu drei Phasen gezeigt
werden (siehe Abbildung 3.21 A). Bei Konzentrationen um 1,0 M GuHCI konnte der
Kurvenverlauf nur mit einer zweifach exponentiellen Funktion (siehe Gleichung 2.11) und bei
1,25 M nur mit einer einfach exponentiellen Funktion (siehe Gleichung 2.9) beschrieben

werden. Die kinetischen Parameter der Rickfaltungsreaktion sind in Abbildung 3.21
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dargestellt und in Tabelle 7.2 gelistet. Auf eine schnelle Phase (ki) zu Beginn der Riickfaltung
folgten eine mittlere (k2) und eine langsame Phase (ks). Mit steigender GuHCI-Konzentration
verliefen die Ruckfaltungskinetiken zunehmend langsamer und der relative Anteil der
Amplituden der entsprechenden Phasen veranderte sich (siehe Abbildung 3.21 B). Bei 0,1 M
GuHCI war die schnelle Phase mit 52 % relativer Anteil der Amplitude (amp1) prominent,
gefolgt von 42 % fir die mittlere (amp2) und 6 % fur die langsame Phase (ampz). Mit steigender
Denaturanskonzentration nahm der Anteil der Amplitude der schnellen Phase deutlich ab und
die der beiden anderen Phasen zu, wobei die langsame Phase nur gering anstieg. Bei GUHCI-
Konzentrationen, bei denen die Kinetik einen zweiphasigen Charakter aufwies, war die
Amplitude der langsamen Phase mit 84 % dominant und bei 1,25 M GuHCI trat apparent nur
eine Phase auf.
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Abbildung 3.21: Kinetische Parameter der Renaturierung aus der chemisch induzierten Denaturierung von EGFP
durch GuHCI.

Die Geschwindigkeitskonstanten (ka-n) der Riickfaltung wurden durch Anderung der Intensitat der Fluoreszenz
bei 510 nm aus dem 6 M GuHCI-induziert denaturierten Zustand nach Uberfihrung in steigende
Denaturanskonzentrationen im Rickfaltungsansatz ermittelt. Die Kurvenanpassung erfolgte je nach Anzahl der
detektierbaren Phasen durch dreifach, zweifach oder einfach exponentielle Gleichungen 1. Ordnung. In A sind die
aus den Kurvenanpassungen resultierenden Geschwindigkeitskonstanten (ka-n) der schnellen ki(o), mittleren k
(A) und langsamen Phase ks (o) dargestellt. B zeigt die entspechrenden relativen Amplituden amps (e), amp2 (A)
und amps (m). Die Linien dienen der Veranschaulichung und verdeutlichen den Trend der Kurvenverléufe. Eine
Auflistung der kinetischen Parameter erfolgt in Tabelle 7.2.

In Gegenwart noch héherer Konzentrationen an GuHCI konnte die Riickfaltungskinetik nicht
adaquat beschrieben werden, da die Reaktion sehr langsam verlief und im betrachteten
Zeitraum nur eine geringe Intensitdtszunahme der Fluoreszenz detektiert wurde. Generell war
der Faltungsprozess sehr langsam, sodass im Denaturierungs—Renaturierungs-Ubergang keine
Gleichgewichtseinstellung von nativer und denaturierter Spezies erreicht werden kann (siehe
Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22: Chevron-Plot der Faltungskinetik von EGFP.

Die Auftragung zeigt die Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung (ka-d) und der Renaturierung (kd-n) in
einer halblogarithmischen Auftragung gegen die GuHCI-Konzentration. Die Geschwindigkeitskonstanten der
durch GUHCI induzierten Entfaltung basieren auf Intensitatsdnderung der Fluoreszenz bei 510 nm (e) und des
Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich bei 278 nm (V). Die Geschwindigkeitskonstanten der Renaturierung
repréasentieren die aus den Kurvenanpassungen resultierenden kad-n der schnellen ki (o), mittleren kz (A) und
langsamen Phase ks (o) und basieren auf Fluoreszenzmessungen bei 510 nm nach einer Inkubationsdauer von
3 Stunden in 6 M GuHCI. Die Linien bei der Denaturierung stellen jeweils die lineare Regressionsgerade zur
Extrapolation der Konzentrationsabhangigkeit dar. Die Linien bei der Renaturierung dienen der
Veranschaulichung und verdeutlichen den Trend der Kurvenverldufe. Die kinetischen Parameter der Faltung sind
aus Tabelle 7.1, Tabelle 7.2 und Tabelle 7.3 zu entnehmen.

Die prozentuale Verschiebung der Amplitudenanteile mit steigender GuHCI-Konzentration,
wenn auch nur anfénglich mehrphasig und im weiteren Verlauf mit apparent einphasiger
Rickfaltungskinetik, ist ebenso von Fukuda et al., 2000 und Battistutta et al., 2000 fir die GFP-
Variante Cycle3 beschrieben worden. Die langsame Phase wurde hier einer Peptidyl-prolyl-
cis/trans-Isomerisierung zugeordnet. Auch von Enoki et al., 2004 wurden zwei langsamere
Phasen der Riuckfaltung (hier &quivalent zur langsamen und mittleren Phase), durch
zeitabhéngige Inkubation im denaturierten Zustand bei Doppelsprungexperimenten und durch
Zugabe von Cyclophilin A, einer cis/trans-Isomerisierung der Proline zugeschrieben. Auch in
eigenen Experimenten an EGFP (Pultke, 2003) konnte gezeigt werden, dass die langsame Phase
der Renaturierungskinetik durch Zugabe von PPI (zweifacher Uberschuss zu EGFP im
Rickfaltungsansatz) um das Doppelte beschleunigt wird. Die Geschwindigkeitskonstante der
schnellen Phase wurde aber auch um den gleichen Betrag erhoht, was letzlich nahelegt, dass
die cis/trans-Isomerisierung der zehn Proline eine dominante Rolle im Rickfaltungsweg des

EGFP spielt und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist.
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Der Vergleich mit der Literatur zeigt fur die bestimmten kinetischen Parameter der Faltung von
EGFP (siehe Tabelle 3.1) eine sehr gute Ubereinstimmung zu den von ENOKI présentierten drei
langsameren von insgesamt funf kinetischen Phasen der Riickfaltung der GFP-Variante Cycle3
(Enoki et al., 2004).

Tabelle 3.1: Vergleich der kinetischen Parameter der Renaturierung von EGFP und Cycle3.

Dargestellt sind die Geschwindigkeitskonstanten und relativen Amplituden der Renaturierung ks—.. der schnellen
ki, mittleren k2 und langsamen Phase ks von EGFP. Die Rickfaltung wurde nach dreistiindiger Inkubationdauer
in 6 M GuHCI und nachfolgender Uberfilhrung in 0,1 M GuHCI eingeleitet und die spezifische Chromophor-
Fluoreszenz bei 510 nm detektiert. Die Implementierung der kinetischen Parameter ki, k2 und ks erfolgt in
Abbildung 3.23.

Geschwindigkeitskonstanten k (s1) und relative Amplituden A (%)

schnelle Phase 2 mittlere Phase ° langsame Phase ©
Chromophor- ifl 0,206 + 0,0012 0,0395 + 0,00022 0,00608 + 0,000056
Fluoreszenz [s]
+ + +
(EGFP) (%] 51,8+0,21 42,2 +£0,19 5,97 £ 0,07
Chromophor- ifl 0,154 + 0,001 0,0270 + 0,0001 0,00591 + 0,00006
Fluoreszenz ;]
(Cycle3)* (%] 34,5+0,09 55,4+0,1 13,1+0,1

(* Datenauszug aus Enoki et al., 2004); 2 entspricht ki,  entspricht ko, ¢ entspricht ks in Abbildung 3.23

Die weiterhin beschriebenen beiden schnellsten der flinf Phasen konnten nur unter Verwendung
von stopped-flow-Methoden mit Fern-UV-CD-Messungen (225 nm) und uber die Tryptophan-
Fluoreszenz (Anregung bei 295 nm) in einem Zeitfenster weniger Sekunden dargestellt werden.
Diese Techniken standen in der hier vorliegenden Arbeit nicht zur Verfigung und die
postulierten burst phase- und on-pathway molten globule state-Intermediate konnten somit
nicht gezeigt werden. Dennoch erlauben die vorliegenden Daten im Kontext der Literatur die
Einordnung in das von ENOKI vorgeschlagene und derzeit umfassendste -etablierte
Faltungsmodell von Cycle3 (siehe Abbildung 3.23) und erweitern dieses Modell um die
Faltung von EGFP in Gegenwart von Guanidinhydrochlorid (Enoki et al., 2004). Somit
bestétigte sich auch, dass der Mechanismus der Riickfaltung dieser GFP-Varianten, zumindest
fir diese drei hier beschriebenen kinetischen Phasen, unabhéngig von der verwendeten
Denaturierungsmethode ist, also ob der entfaltete Zustand durch GuHCI oder durch saure pH-

Werte hervorgerufen wurde.
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Abbildung 3.23: Vereinfachtes Schema der Riickfaltung von EGFP aus dem GuHCI-induziert denaturierten
Zustand.

Das von ENOKI vorgeschlagene (Abbildung 1.8) und nach JACKsoN modifizierte Modell zeigt das Faltungschema
von GFP (Cycle3) mit der Implementierung der eigens erhobenen kinetischen Parametern (in rot) der EGFP-
Ruckfaltung aus dem 6 M GuHCl-induziert denaturierten Zustand (Enoki et al., 2004; Jackson et al., 2006). Zum
Vergleich der Ubereinstimmung der Kinetischen Parameter siehe Tabelle 3.1.

Das Modell geht davon aus, dass die Prozesse zur Denaturierung und Renaturierung allgemein
reversibel sind. Jedoch werden keine Aussagen darlber getroffen, dass die Gleichgewichte
zwischen den genannten Zustanden durch Aggregatbildung beeinflusst werden kénnen. Bei den
auf Fluoreszenz basierenden Langzeituntersuchungen, wie sie fur die Denaturierung unter
3.5.1. beschrieben wurden, zeigte sich fur die Renaturierung keine vollstdndige Reversibilitét
im Faltungsprozess. Bei diesen bis zu 51 Tage andauernden Langzeituntersuchungen, in denen
EGFP aus dem 6 M GuHCI-induziert denaturierten Zustand in steigende
Denaturanskonzentrationen heraus verdinnt wurde, zeigte sich, dass nur maximal 50 % der zu
erwartenden Intensitat der Fluoreszenz zuriickgewonnen werden konnte. Das legt nahe, dass
EGFP durch zunehmende Inkubationsdauer im denaturierten Zustand einer zunehmenden
Aggregation unterliegt. Der Grund flr die Irreversibilitat der Faltung von EGFP kdnnten die
zwei Cysteine (Cys48 und Cys70) darstellen, welche unter nativen Bedingungen nicht Disulfid-
verbriickt sind. Trotz der Verwendung von Reduktionsmittel (DTT) in entgasten und mit N>
uberschichteten Reaktionspuffern und Aufbewahrung im evakuierten Exsikkator kdnnten sich
uber die Zeit intra- und intermolekulare Disulfidbriicken gebildet haben, welche bei der
Uberfilhrung aus dem denaturierten in den gefalteten Zustand zur Formierung von Aggregaten
fuhrten. Die Bildung irreversibler Aggregate mit zunehmender Inkubationsdauer aus dem
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Denaturans- als auch dem Sdure-induziert denaturierten Zustand wurde auch fur wtGFP und
Cycled in der Literatur beschrieben (Fukuda et al., 2000, Battistutta et al., 2000, Enoki et al.,
2004). Wenn es zu diesen Oxidationsprozessen im denaturierten Zustand kommt und
Aggregation als Konkurrenz zur Ruckfaltung auftritt, ist somit auch keine vollstdndige
Renaturierung maoglich. Daruber hinaus konnte auch in eigenen Arbeiten (Pultke, 2003) eine
spontane Aggregation des EGFP nach Abreicherung des GUHCI aus dem denaturierten Zustand
mit starker Abhédngigkeit von der Temperatur und eingesetzter EGFP-Konzentration gezeigt
werden. Der schnelle Reaktionsabschnitt, der initiale Schritt der Aggregation (Nukleation),
ging in einen langsamen aber kontinuierlich steigenden Reaktionsabschnitt (unspezifische
Assoziation) Uber. Die Nukleation reprasentiert eine definierte intermediére Faltungsform, von
der die Aggregation ausgeht. In der Literatur wird dieses Intermediat durch das Auftreten einer
lag-Phase (Fukuda et al., 2000 fiir Cycle3 und wtGFP gezeigt) in der Aggregationskinetik
gekennzeichnet und diskutiert. Weitere Ergebnisse zur Aggregation werden unter 3.6.4.

beschrieben.

3.6. Denaturierung und Renaturierung des EGFP in
lonischen Flussigkeiten

3.6.1. Denaturierung des EGFP durch lonische Flissigkeiten

In Gegenwart hoher Molaritéten lonischer Flissigkeiten konnte ein denaturierender Effekt auf
das EGFP gezeigt werden. In der Abbildung 3.24 ist dieser Effekt fir die lonischen
Flussigkeiten EMIM CI, BMIM Cl und HMIM CI dargestellt. Die Entfaltungskinetiken wurden
uber fluoreszenzspektroskopische Messungen (siehe Abbildung 3.24 A-C) beziehungsweise
uber Messungen im Nah-UV-CD-Bereich fiir das BMIM CI (siehe Abbildung 3.24 D)
durchgefuhrt. Die Kurvenanpassung erfolgte jeweils (ber eine exponentielle Funktion
1. Ordnung (siehe Gleichung 2.8). Die entsprechenden kinetischen Parameter der Entfaltung
von EGFP sind in Abbildung 3.25 dargestellt und in Tabelle 7.3 gelistet. Die unterschiedlichen
Methoden zur Messung der Denaturierung ergaben die gleichen kinetischen Parameter, diese
waren fir die Denaturierung in BMIM CI und HMIM CI unabhédngig von der eingesetzten
Proteinkonzentration. Wie bereits fiir die Denaturierung in Gegenwart von GuHCI gezeigt,
korreliert der Verlust der Tertiarstruktur der durch lonische Flissigkeiten induzierten
Denaturierung direkt mit der Intensitdtsabnahme der Fluoreszenz des Chromophors bei 510 nm.
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Abbildung 3.24: Chemisch induzierte Denaturierung von EGFP durch lonische Flissigkeiten.

(A) Denaturierungskinetik des EGFP in Gegenwart steigender EMIM Cl-Konzentrationen 5,2 M (e), 5,4 M (e),
5,6 M (e), (B) in Gegenwart steigender BMIM Cl-Konzentrationen 3,0 M (e), 3,4 M (¢), 3,6 M (), 3,8 M (e),
4,0 M (o) und (C) in Gegenwart steigender HMIM Cl-Konzentrationen 2,5 M (e), 2,75 M (e), 3,0 M (o),
3,25 M (), 3,5 (o). Der zeitliche Verlauf der Reaktion wurde anhand der Fluoreszenz (510 nm), bei einer
Anregungswellenldange von 490 nm gegen die Inkubationszeit des EGFP in Gegenwart verschiedener
Denaturanskonzentrationen aufgetragen. Der Kurvenverlauf wurde jeweils mit einer einfach exponentiellen
Funktion 1. Ordnung angepasst (durchgangige Linien). Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von
5 pg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 mM DTT, pH 8,0 bei 30 °C mit einem Fluoromax 3 mit
folgenden Einstellungen: Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS,
10 x 4 mm. (D) Abnahme der Elliptizitdt des EGFP im Nah-UV-CD-Bereich. Der zeitliche Verlauf der durch
BMIM Cl-induzierten Denaturierung des EGFP wurde mittels Zirkulardichroismus bei einer Wellenlange von 278
nm verfolgt. Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von 0,5 mg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NacCl,
2 mM EDTA, pH 8,0 in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen an BMIM CI 3,0 M (e), 3,2 M (e),
34M(e),3,6 M( ),3,8M (e),4,0M (e)bei30°C mit einem Jasco J-810 Spektropolarimeter. Die Schichtdicke
der Kivette betrug 0,5 cm. In einem Abstand von 10 s wurde die Elliptizit4t detektiert, die Auflésung betrug 1 nm,
die Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 8 s.

Fur das EMIM CI war dies in einem Konzentrationsbereich von 5,0 M - 5,6 M nicht zutreffend.
Zu Beginn dieser Reaktion konnte anfanglich der denaturierende Einfluss der lonischen
Flussigkeit durch eine Abnahme der Elliptizitat bei 278 nm gezeigt werden. Jedoch wurde
wéhrend der CD-Messungen mit Zunahme der Reaktionsdauer ein Aggregieren des Proteins
ersichtlich. Dieser Effekt verstarkte sich mit Zunahme der EMIM Cl-Konzentration (siehe
Abbildung 3.27 B). Eine Auswertung der Entfaltungskinetiken mittels Zirkulardichroismus im
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Nah-UV-Bereich (278 nm) war somit in Gegenwart von EMIM CI nicht mdglich. Im Vergleich
zu der durch GuHCI induzierten Denaturierung zeigte sich bei den lonischen Fliissigkeiten der
destabilisierende Effekt sehr viel kooperativer. Innerhalb eines Konzentrationsgefélles von 1 M
lonischer Flissigkeit konnten Denaturierungskinetiken von wenigen Minuten bis mehrere Tage
ermittelt werden. Fir EMIM ClI lag dieser Konzentrationsbereich zwischen 4,8 und 5,6 M. Mit
zunehmender Alkylkettenlange der N-Substitution am 3-Methylimidazoliumchlorid verschob
sich dieser Konzentrationsbereich zu geringeren molaren Konzentrationen der lonischen
Flussigkeiten. Bei BMIM ClI lag dieser Bereich zwischen 3,2 M und 4,0 M und bei dem mit
noch starker ausgepragtem hydrophoben Charakter des HMIM CI zwischen 2,5 und 3,5 M. In
Abbildung 3.25 sind alle ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltungskinetiken des
EGFP (kn—a) in Gegenwart von GuHCI und der lonischen Flussigkeiten veranschaulicht
beziehungsweise in Tabelle 7.3 gelistet. Fir die hier getesteten N-alkylierten
3-Methylimidazoliumchloride konnte ein deutlich denaturierender Einfluss auf EGFP in

Gegenwart hoher Konzentrationen lonischer Flissigkeiten nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.25: Entfaltungskinetiken des EGFP in Gegenwart verschiedener Denaturanzien.

Graphische Darstellung der Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung fur GuHCI (e), EMIM CI (e),
BMIM ClI (e), HMIM CI (e). Zu den auf Fluoreszenz basierenden Geschwindigkeitskonstanten (Kreise) wurden
auch Entfaltungsparameter durch Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich (278 nm) fiir GUHCI (A), BMIM CI
(A) und HMIM CI (A) ermittelt. Durch die linearen Regressionsgeraden konnten die Anstiege ermittelt werden
(durchgéngigen Linien fur Fluoreszenzmessungen und gestrichelte fiir CD-Messungen) und dienten auch der
Extrapolation der Konzentrationsabhangigkeit. Die kinetischen Parameter der Entfaltung sind der Tabelle 7.3 und
die Anstiege der Regressionsgeraden der Tabelle 7.4 zu entnehmen.

Mittels Fluoreszenz- und CD-spektroskopischer Methoden konnten jeweils Gbereinstimmende
Geschwindigkeitskonstanten fiir die Entfaltung des EGFP ermittelt werden. Die lonischen

Flussigkeiten zeigten eine deutlich grofiere Denaturierungsmittelabhangigkeit der Entfaltung
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des EGFP als GuHCI. In einer halblogarithmischen Auftragung der ermittelten
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung gegen die Denaturanskonzentration wurden fur die
Entfaltung des EGFP in Gegenwart von lonischen Flussigkeiten deutlich hohere Anstiege
(m-Werte) ermittelt. Im Vergleich zum ermittelten m-Wert von etwa 1,25 flr die Entfaltung in
Gegenwart von GUHCI wurde in Gegenwart von HMIM CI ein fast doppelt so hoher Anstieg
und fir BMIM CI und EMIM CI ein um Faktor 3 beziehungsweise 4,5 hoherer m-Wert
bestimmt. Durch den Vergleich der Anstiege untereinander lassen sich Aussagen uber die
Unterschiede des Ubergangszustands treffen. Der m-Wert ist ein MaR fiir die Anderung der
I6sungsmittelzuganglichen Oberflache (solvent accessible surface area, SASA) und im Falle
der Entfaltungskinetik direkt proportional zur Anderung zwischen dem nativen Zustand und
dem Ubergangszustand. Somit kénnen iiber die Anderung der Lésungsmittelzugénglichkeit des
Ubergangszustandes Aussagen zu dessen Kompaktheit getroffen werden. Im Falle der
lonischen Fliissigkeiten kann von einer gréReren Anderung der SASA des Ubergangszustandes
als in Gegenwart von GuHCI ausgegangen werden und diese ist somit flr die hier getesteten

Denaturanzien wie folgt einzuordnen:
GuHCI « HMIM Cl < BMIM Cl < EMIM CI.

Somit unterscheidet sich der Ubergangszustand im Vergleich zwischen lonischen Flussigkeiten
und GuHCI durch eine groRere Anderung der SASA und einer damit einhergehenden

,aufgeweichteren Struktur (fluffy) in Gegenwart der lonischen Flussigkeiten.

3.6.2. Strukturelle Unterschiede 1m chemisch induzierten
denaturierten Zustand von EGFP

Anhand der Ergebnisse aus den Enfaltungsversuchen in Bezug auf Inkubationsdauer und
Konzentration des Denaturans, wurden nach vollstdndig chemisch induzierter Denaturierung
CD-Spektren im UV/VIS- Bereich aufgenommen. In Abbildung 3.26 sind CD-Spektren von
EGFP unter nativen und denaturierten Bedingungen dargestellt. Im spektralen VI1S-Bereich
wies EGFP deutliche CD-Signale sowohl im gefalteten als auch im entfalteten Zustand auf.
Diese zeigen den charakteristischen Chromophor und dessen rdumliche Umgebung. Die
Unterschiede des durch GuHCI-induziert denaturierten und nativen EGFP sind unter 3.3.3.
beschrieben. Denaturiertes EGFP in Gegenwart lonischer Flussigkeiten lie} zudem noch
weitere deutliche Unterschiede erkennen. Das Minimum bei etwa 385 nm mit der ausgepragten
Schulter bei ca. 442 nm, wie fur den GuHCI-induziert denaturierten Zustand beschrieben, lielen
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sich fur den durch HMIM Cl und BMIM CI induzierten denaturierten Zustand nicht erkennen.
Wie in Abbildung 3.26 fir HMIM CI und BMIM ClI ersichtlich, zeigte sich fiir das EGFP nach
vollstandiger Denaturierung ein Minimum bei etwa 378 nm. Diese VIS-CD-Spektren stimmten
also nicht mit den CD-Spektren in Gegenwart von 6 M GuHCI und dem unter nativen

Bedingungen Uberein.
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Abbildung 3.26: CD-Spektren im VIS-Bereich von EGFP in Gegenwart verschiedener Denaturanzien.

Die CD-Spektren im VIS-Bereich zeigen natives EGFP in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0 (e)
und denaturiertes EGFP in Gegenwart von 6 M GuHCI (©), 3,8 M BMIM ClI (e) und 3 M HMIM ClI (e),
aufgenommen bei 30 °C. Gemessen wurde mit einer Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml an einem Jasco J-810
Spektropolarimeter und mit einer 0,5 cm Kivette. Die Auflosung betrug 1 nm, die Bandenbreite 1 nm und die
Zeitkonstante 2 s, die Scangeschwindigkeit betrug 50 nm min beziehungsweise 100 nm min.

Die Unterschiede in den CD-Spektren legen nahe, dass der durch lonische Flussigkeiten
induzierte denaturierte Zustand verschieden von dem des durch GuHCI induzierten ist. Fur
EGFP in EMIM CI konnte ein ahnliches Spektrum mit einem Minimum bei etwa 378 nm
gemessen werden. Mit fortschreitender Reaktionsdauer wurde die Signalintensitat der
Elliptizitat im Bereich der Aromaten (250 nm - 350 nm) jedoch zunehmend geringer. Nach
anschlieRender Zentrifugation des Reaktionsansatzes konnte im Uberstand daraufhin kein CD-
Signal im VIS-Bereich gemessen werden (siehe Abbildung 3.27 B). Dies spricht fir ein
Aggregieren des EGFP mit zunehmender Inkubationsdauer in Gegenwart hoher EMIM ClI-
Konzentrationen. Fur das entfaltete EGFP in HMIM CI konnte vor und nach durchgefthrter
Ultrazentrifugation (232000g, 1 h, 4 °C) ein identisches CD-Spektrum erhalten werden, so dass
eine Aggregation des EGFP unter diesen Reaktionsbedingungen auszuschlielen ist (siehe
Abbildung 3.27 A).
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Abbildung 3.27: CD-Spektren im VIS-Bereich von EGFP in Gegenwart von lonischen Flissigkeiten bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten und anschlieBender Ultrazentrifugation.

Die CD-Spektren im VIS-Bereich zeigen in (A) EGFP in Gegenwart 3 M HMIM CI nach einer Inkubationszeit
von 8 h (o), 92 h (e) und 96 h nach Ultrazentrifugation (e). In (B) sind CD-Spektren im VIS-Bereich von EGFP
in Gegenwart 5,4 M EMIM CI nach einer Inkubationszeit von 15 h (o), 2 Wochen (e) und 2 Wochen nach
Ultrazentrifugation (e) gezeigt. Die Ultrazentrifugation wurde bei 2320009 (1 h, 4 °C) durchgefihrt. Gemessen
wurde mit einer Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml an einem Jasco J-810 Spektropolarimeter und mit einer
0,5 cm Kivette bei 30 °C. Die Auflésung betrug 1 nm, die Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 2 s, die
Scangeschwindigkeit betrug 100 nm min™.

Ob die Unterschiede unter denaturierten Bedingungen auf Interaktionen zwischen den
aromatischen Systemen des Chromophors und den lonischen Flussigkeiten oder auf der
Ausbildung von Strukturelementen beruhen, welche durch die lonischen Flussigkeiten
induziert werden, kann aus den Spektren im VIS-Bereich (300 nm - 575 nm) nicht abgeleitet
werden. Die Elliptizitdt im Bereich der Aromaten war, wie auch fur den GuHCI-induziert
denaturierten Zustand (siehe Abbildung 3.10 A), sehr gering, was auf eine vollstdndige
Entfaltung schliel3en l&sst (siehe Abbildung 3.28). Aussagen zu Sekundarstrukturen durch CD-
Spektroskopie konnten nicht erhoben werden, da die lonischen Flissigkeiten bei Wellenlangen
unterhalb von 250 nm bei den gewahlten IL-Konzentration zu stark absorbierten und somit eine

Analyse im Fern-UV-Bereich nicht zulielRen.
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Abbildung 3.28: CD-Spektren im Nah-UV- und VIS-Bereich von EGFP in Gegenwart von BMIM CI bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten.

Die CD-Spektren im spektralen Bereich von 575 nm - 250 nm zeigen natives EGFP (o) und EGFP in Gegenwart
von 3,4 M BMIM ClI nach einer Inkubationszeit von 8 h (e), 32 h (e), 59 h (), 82 h () und 106 h (). Gemessen
wurde mit einer Proteinkonzentration von 0,5 mg/ml an einem Jasco J-810 Spektropolarimeter und mit einer
0,5 cm Kivette bei 30 °C. Die Auflésung betrug 1 nm, die Bandenbreite 1 nm und die Zeitkonstante 2 s, die
Scangeschwindigkeit betrug 100 nm min. Die roten Pfeile veranschaulichen die Bereiche, in denen mit
zunehmender Inkubationszeit die deutlichsten Verdnderungen der Intensitét zu verzeichnen sind.

Aussagen Uber Verdnderungen von Sekundérstrukturelementen konnten, zumindest in
Gegenwart von HMIM CI, mittels IR-Spektroskopie getroffen werden (siehe Abbildung 3.29).
Die Bandenmuster im Bereich der Amid I[-Bande verdeutlichten den Verlust von
Sekundarstrukturelementen unter denaturierenden Bedingungen in HMIM CI im Vergleich zum
nativen EGFP. Der dominierende Anteil an B-Strangen um 1630 cm™ ging deutlich zuriick,
beziehungsweise verschob sich auf eine Wellenzahl um 1618 cm™. Diesem Wellenzahlbereich
kdnnen denaturierte und aggregierte p-Strange zugeordnet werden (Herberhold et al., 2003).
Die Bildung von Aggregaten in Gegenwart von 3 M HMIM CI war so aus den vorhandenen
Daten nicht zu erwarten (sie wurde bisher nur in Gegenwart von EMIM CI gezeigt), kénnte
aber mit der fur die IR-Messung erforderlichen, sehr hohen EGFP-Konzentration von 20 mg/ml
begriindet werden. Ein IR-Vergleichsspektrum von EGFP in Gegenwart von GuHCI
beziehungsweise GuDCI konnte, wie unter 3.3.4. beschrieben, mit der hier verwendeten FTIR-
Spektroskopie nicht dargestellt werden. Somit stellte sich zwar ein Unterschied zwischen dem
nativen und dem HMIM Cl-induziert denaturierten Zustand dar (ebenso fur den thermisch-
induzierten denaturierten Zustand; Daten nicht gezeigt), aber der direkte Vergleich zum
denaturierten EGFP in Gegenwart von GuHCI war nicht mdglich. Die ATR-FTIR-
Spektroskopie (attenuated total reflectance FTIR spectroscopy) ist eine Methode, die IR-

Messungen auch in Gegenwart hoher Konzentrationen von GuHCI bzw. GuDCI (> 6 M)
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zulassen wirde (Oberg & Fink, 1998; Speare & Rush I11, 2002), jedoch stand diese Methode

im Zeitraum der Erhebung dieser Daten nicht zur Verfugung.
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Abbildung 3.29: Infrarotspektren von nativem EGFP und in Gegenwart von HMIM CI.

Im Bereich der Amid I-Bande sind die unterschiedlichen spektralen Eigenschaften von nativem EGFP (==) und
fur 5 Tage in 3 M HMIM CI inkubiertes EGFP (=) dargestellt. Die IR-Spektren wurden bei 30 °C im
Wellenzahlbereich von 4000 cm bis 400 cm™ mit 32 scans bei einer spektralen Auflésung von 2 cm* und einer
Blackman-Harris-3-Term-Apodisierung mit Zerofill-Faktor 2 aufgenommen. Gemessen wurde an einem IR-
Spektrometer Vector 22 mit einem DTGS-Detektor (Bruker). Die Schichtdicke der BaF,-Fenster betrug 56 pum.
Die EGFP-Konzentration betrug 20 mg/ml in 50 mM Tris; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA, pD 8,0.

3.6.3. Renaturierung des EGFP aus HMIM CI in Abhangigkeit der
Konzentration und Inkubationsdauer

Fir die Renaturierungsversuche wurde EGFP bei einer Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml in
Gegenwart von 3 M HMIM CI denaturiert. Sowohl der Einfluss der Denaturierungsdauer auf
die Renaturierung in Bezug auf die kinetischen Parameter und Amplituden als auch der Einfluss
der Konzentration der lonischen Flissigkeit im Ruckfaltungspuffer wurden untersucht. Unter
3.6.1. (siene Abbildung 3.24 C) wurde beschrieben, dass eine Inkubationsdauer von
mindestens 2 Stunden erforderlich war, um bei dieser Konzentration an HMIM CI das EGFP
vollstdndig zu denaturieren. Fir die in Abbildung 3.30 (A und B) beschriebenen
Untersuchungen an EGFP wurde daher erst nach einer vierstindigen Inkubationsdauer des

EGFP in 3 M HMIM ClI renaturiert.
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Abbildung 3.30: Renaturierung von EGFP in Abhéngigkeit von der Konzentration und der Inkubationszeit in
Gegenwart von HMIM ClI.

Aus einem Denaturierungsansatz mit 0,3 mg/ml EGFP in 3 M HMIM CI wurde EGFP in einen
Renaturierungspuffer mit steigenden Konzentrationen an HMIM CI (iberfuhrt. Die Renaturierungskinetik wurde
mittels Fluoreszenzspektroskopie verfolgt. Der Reaktionsverlauf wurde mit einer dreifach exponentiellen
Gleichung angepasst. Die resultierenden Geschwindigkeitskonstanten (ki(e); ko(A); ks(w)) nach 4 h
Denaturierungsdauer sind in A und der jeweilige prozentuale Anteil der Amplitude (ampi(e); amp2( A ); amps(m))
in B dargestellt. Nach Uberfiihrung des EGFP in einen Renaturierungspuffer mit 0,1 M HMIM Cl zu verschiedenen
Zeitpunkten wurde die Renaturierungskinetik in Abhédngigkeit der Inkubationsdauer untersucht. Der
Reaktionsverlauf wurde mit einer dreifach exponentiellen Gleichung angepasst. Die resultierenden
Geschwindigkeitskonstanten (ki(e); ko( A); ks(m)) sind in C und der jeweilige prozentuale Anteil der Amplitude
(ampi(e); amp2( A); amps(m)) in D dargestellt. Gemessen wurde bei einer EGFP-Konzentration von 5 pug/ml in
50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 mit einem Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen:
Anregungswellenlange 490 nm, Fluoreszenzemmission 510 nm, Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm;
S/R Modus, Hellma 101F QS, 10 x 10 mm. Die kinetischen Parameter der Renaturierung sind der Tabelle 7.5 zu
entnehmen.

Die zusétzlich eingetragenen kinetischen Parameter (ki(o); k2(A); ka(d)) in C und (amp1(o); amp2(A); amps(D))
in D sind aus Tabelle 7.6. Die Renaturierung wurde unter gleichen Reaktionshedingungen durchgefiihrt und die
Kinetik ebenfalls mit einer dreifach exponentiellen Gleichung angepasst.

Nach Uberfiihrung des EGFP (5 pug/ml) in den Renaturierungspuffer mit steigenden
Konzentrationen an HMIM CI wurden die Kinetiken fluoreszenzspektroskopisch bei einer
Wellenldnge von 510 nm verfolgt. Der Reaktionsverlauf wurde mit einer dreifach
exponentiellen Gleichung angepasst (siehe Gleichung 2.13). Die resultierenden
Geschwindigkeitskonstanten ki bis ks und Amplituden sind in Abbildung 3.30 dargestellt und



104 Ergebnisse

in Tabelle 7.5 gelistet. Mit zunehmender HMIM CI Konzentration verlangsamte sich die
Geschwindigkeit der Rickfaltung und zwar gleichmaRig bei allen drei Phasen der Reaktion.
Die fir die Renaturierung aus dem GuHCI-induziert denaturierten Zustand dargestellte
Verénderung der Rickfaltung von einem dreiphasigen zu einem einphasigen Reaktionsverlauf
mit steigender GuHCI-Konzentration (siehe Abbildung 3.21) konnte fir das HMIM Cl,
zumindest in diesem Konzentrationsbereich an HMIM ClI, nicht gezeigt werden. Jedoch waren
die den einzelnen Phasen zugeordneten Amplituden in ihren relativen Anteilen &hnlich
verschoben. Der Anteil der Amplitude der schnellen Phase (amp1) ist bei 50 MM HMIM Cl im
Rickfaltungsansatz mit 65 % gegentiber 25 % der mittleren Phase (amp;) stark dominierend.
Diese Verteilung wurde mit steigenden Konzentrationen noch erhoht. Bei 0,5 M HMIM Cl kam
es jedoch zu einer Angleichung der prozentualen Verteilung von amp: und ampz. Die
Amplitude der langsamen Phase (amps) blieb hingegen bei steigenden Konzentrationen mit
etwa 10 % relativen Anteils unverandert. Dieser Wert flir amps entspricht in etwa dem der flr
amps in Gegenwart von GuHCI ermittelten. Ob die Amplitude der langsamen Phase im weiteren
Verlauf bei HMIM Cl-Konzentrationen tber 0,5 M hinaus an Dominanz gewinnt oder die
Kinetik der Ruckfaltung, wie fir GUHCI gezeigt, zweiphasig beziehungsweise einphasig wird,
konnte nicht geklart werden. Eine Riickfaltung bei Konzentrationen oberhalb von 0,5 M
HMIM CI wirde aufgrund der geringen Reaktionsgeschwindigkeit im Bereich von Tagen
liegen und wurde in dieser Versuchsanordnung nicht umgesetzt. Eine zunehmende Dominanz
der langsamen Phase ware aber aus den Daten zur Renaturierung aus dem GuHCI induzierten
Zustand (siehe 3.5.2.) zu erwarten, da hier die langsame Phase der Prolyl-cis/trans-
Isomerisierung zugeordnet wurde, welche mit steigender Denaturanskonzentration zunehmend
dominierte und der zeitbestimmende Faktor bei der Riickfaltung war. Wére dies nicht der Fall,
wirde das bedeuten, dass die lonischen Fllssigkeiten den Reaktionsmechanismus der
Rickfaltung verandern wirden. Um Naheres Uber die Bedeutung der einzelnen Phasen bei der
Ruckfaltung zu erfahren, wurde EGFP in Abh&ngigkeit der Inkubationszeit im HMIM ClI-
induziert denaturierten Zustand untersucht. In Abbildung 3.30 (C und D) sind die kinetischen
Parameter der Renaturierung, welche ebenso aus einer dreifach exponentiellen
Kurvenanpassung erhalten wurden (siehe Gleichung 2.13), in Abhdangigkeit der
Denaturierungsdauer des EGFP in 3 M HMIM CI dargestellt und in Tabelle 7.5 gelistet. Die
Anderung der Intensitat wahrend der Renaturierungskinetik nach Uberfiihrung des EGFP
(5 pg/ml) in einen Renaturierungspuffer mit 0,1 M HMIM CI wurde zu unterschiedlichen
Zeitpunkten Gber mehrere Stunden mittels Fluoreszenzspektroskopie bei einer Wellenlange von

510 nm verfolgt. Mit zunehmender Inkubationsdauer kam es zu einer leichten Verlangsamung
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der Ruckfaltungskinetik. Diese Geschwindigkeitsabnahme war bei ki, ko und ks nahezu gleich
ausgepragt, mit einer leichten Tendenz einer Angleichung der beiden langsameren Reaktionen.
Die prozentuale Verteilung der entsprechenden Amplituden unterlag indessen stérkeren
Verénderungen. Der Anteil der Amplitude der schnellen Phase (ampi) machte bei kurzen
Inkubationszeiten den Hauptanteil aus. Mit Zunahme der Denaturierungsdauer kam es zu einer
stetigen Abnahme auf unter 10 % nach 56 Stunden. Die Amplitude der langsamen Phase (ampz)
gewann hingegen mit steigender Inkubationszeit an Bedeutung und machte zum selben
Zeitpunkt etwa 70 % aus. Fur amp. der mittleren Phase konnte hingegen eine leichte Erh6hung
des relativen Anteils von etwa 15 % auf etwa 20 % mit fortlaufender Inkubationszeit
verzeichnet werden. Eine ahnliche Verschiebung der relativen Amplitudenverhéltnisse in
Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer unter denaturierenden Bedingungen ist auch von Enoki
et al., 2004 fir die Cycle3 Mutante beschrieben. Ausgehend vom Saure-induziert denaturierten
Zustand (pH 2,0) konnten fur die Renaturierung mit andauernder Inkubation eine deutliche
Abnahme der Amplitude der schnellen Phase von 70 % auf 10 % bei gleichzeitigem Zugewinn
der relativen Anteile der beiden langsamen Phasen gezeigt werden. Hier dominierte jedoch die
Amplitude der mittleren Phase und nicht, wie in Abbildung 3.30 D gezeigt, die der langsamen
Phase. Dies verdeutlicht, wie von Enoki et al., 2004 beschrieben, dass beide Phasen anteilig an
der Prolyl-cis/trans-lsomerisierung beteiligt sind. In Gegenwart von HMIM CI lag die
Wichtung jedoch deutlich auf Seiten der langsamen Phase.

Aus den Daten zur Faltung von EGFP (siehe Abbildung 3.31) geht der unterschiedlich starke
Einfluss der verwendeten Denaturanzien auf die Denaturierung hervor. In Gegenwart von
lonischen Flissigkeiten zeigt sich eine deutlich hohere Kooperativitat im Vergleich zu GuHCI.
Bei HMIM CI handelt es sich mit einem Gleichgewichtsiibergang bei etwa 1,5 M um ein
starkeres Denaturierungsmittel als GuHCI mit einem Gleichgewichtsiibergang bei etwa 1,8 M
— 2,2 M. Fir BMIM CIl und EMIM CI wurden diese Werte nicht ermittelt, da die kinetischen
Parameter der Renaturierung nicht bestimmt wurden und eine Aussage diesbezuglich nur
anhand der Denaturierungskinetiken nicht moglich ist. Die konzentrationsabhéngige
Rickfaltung von EGFP in Gegenwart von HMIM CI zeigte ebenso wie in Gegenwart von
GuHCI drei Phasen. Mit steigender Denaturanskonzentration verlangsamte sich die
Rickfaltungskinetik, der Charakter der Kinetik blieb jedoch nahezu unverdndert. In
Abhéngigkeit von der Inkubationszeit fuhrte die Rickfaltung aus HMIM Cl-induziert
denaturierten Bedingungen zu einer deutlichen Abnahme der Amplitude der schnellen Phase

welche mit einer entsprechenden Zunahme der Amplituden der beiden langsameren Phasen
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einherging. Die Faltung von EGFP in lonischen Flissigkeiten kann somit auch nach der

Modellvorstellung, wie in Abbildung 3.23 dargestellt, beschrieben werden.
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Abbildung 3.31: Chevron-Plot der Faltungskinetik von EGFP in Gegenwart lonischer Flusigkeiten und GuHCI.
Die Auftragung zeigt die Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung (kn-d) und der Renaturierung (ka-n) in
einer halblogarithmischen  Auftragung gegen die Denaturanskonzentration. Dargestellt sind die
Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung basierend auf Intensitatsdnderung der Fluoreszenz bei 510 nm flr
GUuHCI (o), EMIM CI (o), BMIM CI (e), HMIM CI (e) und des Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich bei
278 nm fiir GUHCI (V), BMIM CI (A) und HMIM CI (A). Die Geschwindigkeitskonstanten der Renaturierung
reprasentieren die aus den Kurvenanpassungen resultierenden ka-n der schnellen ki(o), mittleren ko (A) und
langsamen Phase ks () fir GUHCI, sowie der schnellen ki(o), mittleren kz (A) und langsamen Phase ks (o) fur
HMIM CI und basieren auf Fluoreszenzmessungen bei 510 nm. Die Linien bei der Denaturierung stellen jeweils
die lineare Regressionsgerade zur Extrapolation der Konzentrationsabhéngigkeit dar. Die Linien bei der
Renaturierung sind zur Veranschaulichung und verdeutlichen den Trend der Kurvenverldufe. Die kinetischen
Parameter der Faltung sind aus Tabelle 7.1 bis Tabelle 7.3, Tabelle 7.5 und die Anstiege der Regressionsgeraden
der Tabelle 7.4 zu entnehmen.

Unter denaturierten Bedingungen wurde mittels Zirkulardichroismus im VIS-Bereich in
lonischen Flussigkeiten ein zum GuHCI-induziert denaturierten verschiedener Zustand gezeigt.
Durch die verwendeten spektroskopischen Methoden konnte dieser Zustand jedoch nicht weiter
spezifiziert werden. In Gegenwart hoher Konzentrationen an EMIM Cl wurde Uberdies die
Bildung von Aggregaten beobachtet, welche durch Zentrifugation vollstandig abgetrennt
werden konnten. Jedoch blieb EGFP unter denaturierten Bedingungen in 3 M HMIM CI Gber
mehrere Tage in Lésung. Dennoch war die Reversibilitat der EGFP-Faltung in Gegenwart von
HMIM CI mit etwa 50 % nach zwei Tagen Denaturierungszeit nicht vollstandig gegeben.
Ausfiihrungen hierzu werden im folgenden Kapitel nédher beschrieben.
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3.6.4. Aggregation im denaturierten Zustand

In Abbildung 3.32 sind Renaturierungskinetiken von EGFP in Abhéngigkeit der
Inkubationsdauer (5 min bis 6 h) in HMIM CI dargestellt. Der Reaktionsverlauf wurde mit einer
dreifach exponentiellen Gleichung angepasst (siehe Gleichung 2.13). Die Kkinetischen
Parameter sind in Abbildung 3.30 (C und D) dargestellt und Tabelle 7.6 gelistet. Die hier
ermittelten Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden passten sehr gut zu den bisherigen
Ergebnissen und ergénzen die kinetischen Parameter der Renaturierung in Gegenwart von

HMIM CI im Bereich geringer Inkubationsdauer.
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Abbildung 3.32: Verlust der Faltungsausbeute von EGFP in Abhangigkeit der Inkubationsdauer in HMIM CI.
Aus einem Denaturierungsansatz mit 0,3 mg/ml EGFP in 3 M HMIM Cl wurde EGFP in einen
Renaturierungspuffer mit 0,1 M HMIM CI (berfiihrt. Die Renaturierung wurde nach 5 min (o), 45 min (A),
92 min (o) und (¢) 6 h fluoreszenzspektroskopisch verfolgt. Der kinetische Verlauf der Renaturierung wurde
jeweils mit einer dreifach exponentiellen Gleichung angepasst. Die resultierenden Geschwindigkeitskonstanten
(K1, ko, k3) und Amplituden (amps, amp, amps) sind in Tabelle 7.6 und in Abbildung 3.30 dargestellt. Die aus
den Kurvenanpassungen erhaltenen yo-Werte (@) spiegeln, in deren zeitlichen Verlauf und einfach exponentieller
Kurvenanpassung (gestrichelte Linie), die Entfaltung des EGFP im Denaturierungsansatz wider. Der Pfeil (1)
verdeutlicht die Abnahme der Faltungsausbeute mit zunehmender Inkubationsdauer. Gemessen wurde bei einer
EGFP-Konzentration von 5 pg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, pH 8,0 mit einem
Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenlange 490 nm, Fluoreszenzemmission 510 nm,
Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 101F QS, 10 x 10 mm.

Dartiber hinaus wurde auch fur jeden Inkubationszeitpunkt aus der Renaturierungskinetik y o)
bestimmt. Die aus den Kinetiken ermittelten Anfangsintensitaten sollten den Verlauf der
Denaturierungskinetik des Proteins im Denaturierungsansatz entsprechen. Dies konnte durch
einfach exponentielle Kurvenanpassung (siehe Gleichung 2.8) der y(o)-Werte gezeigt und eine
Geschwindigkeitskonstante von 5,56 x 10 s bestimmt werden. Dieser Wert stimmte sehr gut
mit dem in Tabelle 7.3 gelisteten Wert fiir die ermittelte Geschwindigkeitskonstante der

Denaturierung von EGFP in Gegenwart von 3 M HMIM CI Uberein.
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Aus den Renaturierungskinetiken in Abbildung 3.32 wurde eine abnehmende maximale
Fluoreszenzintensitit mit Zunahme der Denaturierungsdauer ersichtlich. Nach Uberfiinrung des
EGFP, nach 5-minutiger Inkubationsdauer im Denaturierungsansatz, in den Rickfaltungsansatz
ergab die Fluoreszenzintensitdt nahezu 100 % des unter nativen Bedingungen erreichten
Niveaus. Eine nach 6 Stunden Inkubation eingeleitete Renaturierung fiihrte hingegen nur zu
circa 70 % Faltungsausbeute. Die Abnahme der Faltungsausbeute in Abhéngigkeit der
Inkubationsdauer konnte auch in Gegenwart anderer lonischer Flissigkeiten und GuHCI
gezeigt und im Folgenden detaillierter beschrieben werden. Fir weiterflihrende
Untersuchungen wurde Guanidinhydrochlorid als typisches Denaturans und eine Reihe von
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden mit zunehmender Kettenlange benutzt, um deren
Einfluss zu untersuchen. Eine weitere Variation bestand in den unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen im Denaturierungsansatz (0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 2,5 mg/ml EGFP).
Die Konzentration der Denaturanzien (GuHCI und lonische Flussigkeit) wurde jeweils so
gewdhlt, dass EGFP nach zwei- bis dreistindiger Inkubationszeit vollstdndig denaturiert vorlag.
Die entsprechend einzusetzende Molaritdt der Denaturanzien wurde aus den
Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierungskinetiken abgeleitet, welche in Tabelle 7.3
und in Abbildung 3.25 dargestellt sind. Zu verschiedenen Zeitpunkten, tber einen Zeitraum
von zwei Wochen, wurde EGFP (5pg/ml) aus diesen Ansétzen heraus in einen
Ruckfaltungspuffer tberfiihrt und fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Nach 24 Stunden
Renaturierungsdauer wurden Fluoreszenzspektren aufgenommen und das Intensitdtsmaximum
gegen die Inkubationsdauer der Denaturierung aufgetragen. Wie in Abbildung 3.33 ersichtlich,
kam es bei allen vier getesteten Verbindungen zu einer Verringerung der Faltungsausbeute mit
steigender Denaturierungszeit, jedoch mit unterschiedlicher Auspragung. Der Kurvenverlauf
der abnehmenden Faltungsausbeute mit zunehmender Inkubationsdauer unter denaturierenden
Bedingungen wies zweiphasigen Charakter auf und wurde mit einer zweifach exponentiellen
Gleichung angepasst (siehe Gleichung 2.10). Die kinetischen Parameter der
Kurvenanpassungen sind in Tabelle 7.7 aufgefihrt. Die Geschwindigkeitskonstanten der nur
wenige Stunden umfassenden ersten Phase (Di1) entsprachen jeweils etwa den
Geschwindigkeitskonstanten, die fiir die Denaturierung von EGFP in den vier getesteten
Denaturanzien bei den entsprechenden Konzentrationen ermittelt wurden (siehe Tabelle 7.3).
Die Geschwindigkeit, mit der die Ausbeute in der ersten Phase der Kinetik abnahm, korrelierte
offenbar direkt mit der Denaturierung des EGFP. Wie aus den Faltungsdaten in Gegenwart von
HMIM CI ersichtlich (siehe Abbildung 3.30 C und D), werden auch mit zunehmender

Inkubationsdauer fur die Renaturierung drei kinetische Phasen beschrieben. Somit kann davon
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ausgegangen werden, dass in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer, dem Modell zur Faltung
von EGFP (siehe Abbildung 3.23) entsprechend, alle beschriebenen Intermediate bei der
Ruckfaltung aus Di, mit zunehmender Dominanz der Prolyl-cis/trans-lsomerisierung,

durchlaufen werden.
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Abbildung 3.33: Verlust der Faltungsausbeute von EGFP in Gegenwart von GUHCI und verschiedener lonischer
Flussigkeiten in Abhéngigkeit von der Denaturierungszeit und Proteinkonzentration.

In einem Denaturierungsansatz mit 5,5 M GuHCI (A), 5,4 M EMIM CI (B), 3,9 M BMIM CI (C) und 3,0 M
HMIM CI (D) wurde EGFP in unterschiedlichen Konzentrationen 0,1 mg/ml (Kreise), 0,5 mg/ml (Dreiecke) und
2,5 mg/ml (Quadrate) inkubiert. Nach verschiedenen Inkubationszeitpunkten wurde EGFP in einen
Renaturierungspuffer tberfiihrt. Nach 24 h wurde der gemittelte Wert der Fluoreszenzintensitat (510 nm) aus drei
Messreihen normiert gegen die Inkubationsdauer der Denaturierung aufgetragen. Die Abnahme der Fluoreszenz
mit zunehmender Inkubationszeit wurde mit einer zweifach exponentiellen Gleichung (Linien) angepasst. Die
EGFP-Konzentration im Ruckfaltungsansatz betrug 5 pg/ml in 50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM
DTT, pH 8,0. Die Endkonzentration der lonischen Flissigkeiten im Ruckfaltungsansatz betrug 0,1 M (bei
0,5 mg/ml und 2,5 mg/ml EGFP) beziehungsweise 0,3 M (bei 0,1 mg/ml EGFP). Gemessen wurde mit einem
Fluoromax 3 mit folgenden Einstellungen: Anregungswellenldnge 490 nm, Fluoreszenzemmission 510 nm,
Anregungsspalt 5,0 nm; Emissionsspalt 2,0 nm; S/R Modus, Hellma 104F QS, 10 x 4 mm. Die kinetischen
Parameter sind in Tabelle 7.7 gelistet. Durch die Klammern wird die Amplitude der jeweiligen Phase dargestellt
und die Zweiphasigkeit der Kinetik veranschaulicht. Die jeweilige Phase wird zudem den denaturierten Zustdnden
D; und D, zugeordnet (siehe Abbildung 3.35).

Letztlich spiegelt dies die bereits beschriebene nicht vollstdndige Reversibilitat der EGFP-
Faltung wider und zeigt den Riickgang der Faltungsausbeute wahrend der Entfaltung in
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Abhangigkeit der Denaturierungszeit bis zum Erreichen des denaturierten Zustands. Wie in
Abbildung 3.33 dargestellt reprasentiert die Amplitude der schnellen Phase (ampi) den
prozentualen Ruckgang der Faltungsausbeute bis zum Ende der ersten Phase (D1). Respektiv
bedeutet dies zu diesem Zeitpunkt eine Ausbeute in Gegenwart von HMIM CI von etwa 65 %
und bei BMIM CI von etwa 85 %. In Gegenwart von GUHCI waren es bis zu einer EGFP-
Konzentration von 0,5 mg/ml etwa 90 % und bei 2,5mg/ml wirkte sich die hohe
Proteinkonzentration offenbar negativ aus, da hier nur etwa 50 % Ausbeute erreicht wurden.
Bei EMIM CI war der Effekt der Proteinkonzentration deutlich ausgeprégter erkennbar und es
wurden bis zum Erreichen des denaturierten Zustands (Ende der ersten Phase) Ausbeuten von
90 %, 50 % und 10 % bei den entsprechenden Proteinkonzentrationen von 0,1 mg/ml —
2,5 mg/ml erzielt. Die Geschwindigkeitskonstanten des zweiten Teils der Kinetik (D2), die den
Verlust der Faltungsausbeute mit zunehmender Inkubationsdauer unter denaturierten
Bedingungen beschreibt, wurden mit Ausnahme der Werte in Gegenwart von EMIM CI jeweils
im Bereich von 10° — 10 s beschrieben. Damit war die Abnahme der Faltungsausbeute im
zweiten Teil der Reaktion im Vergleich zur ersten Phase (Di1) um zwei bis drei
GroRenordnungen verlangsamt. EGFP scheint hier also im denaturierten Zustand
Veranderungen zu unterliegen, die eine Ruckfaltung in den nativen Zustand verhindert. Die
Verénderungen konnten auf unspezifische Modifikationen durch Oxidation zum Beispiel der
beiden Cysteine (Cys48 und Cys70) zuriickzufuhren sein (Fukuda et al., 2000) und eine Bildung
von Aggregaten zur Folge haben. Dies fur EGFP in Gegenwart lonischer Flissigkeiten Gber
SDS-PAGE anhand von Oligomer- oder Aggregatbildung nachzuweisen war jedoch nicht
maoglich, da eine Proteinfallung in lonischen Flussigkeiten (siehe 2.2.3.1.) nur bedingt moglich
und das Laufverhalten im SDS-Gel stark beeintrachtigt war. Eine Aggregatbildung mit
andauernder Denaturierungszeit in lonischen Flussigkeiten war dennoch anzunehmen. Zwar
konnte durch Ultrazentrifugation gezeigt werden, dass EGFP in Gegenwart von 3 M HMIM ClI
auch nach dreitégiger Denaturierungszeit keine groReren abtrennbaren Aggregate bildete (siehe
Abbildung 3.27), dennoch konnten sich in lonischen Flussigkeiten 16sliche Mikroaggregate
formiert haben, aus denen heraus eine Renaturierung des EGFP nicht mehr mdglich ist.
Gleiches konnte auch der Fall sein, wenn EGFP, wie unter 3.6.2. beschrieben, strukturellen
Veranderungen in Gegenwart hoher Konzentrationen lonischer Flissigkeiten unterlag aus
welchen sich, nach deren Abreicherung im Ruckfaltungsansatz Aggreagate bildeten. Dass es
sich in Gegenwart von 5,4 M EMIM CI bei hohen EGFP-Konzentrationen um die Bildung
groRerer Aggregate handelte, war jedoch anzunehmen, da dies bereits in anderen

Versuchsreihen gezeigt werden konnte und auch visuell deutlich erkennbar war. Aufgrund der
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Aggregation sind die hier ermittelten Geschwindigkeitskonstanten, die den Verlust der
Faltungsausbeute beschreiben, als apparente Werte zu verstehen. Ob die Bildung der Aggregate
auf intra- und intermolekulare Disulfidbriicken zurtickzufiihren war, konnte jedoch nicht
geklart werden. Deutlich war jedoch, dass die Proteinkonzentration in Gegenwart von
HMIM CI und BMIM CI bei den hier vorliegenden Konzentrationen keinen grofRen Einfluss
auf die Abnahme der Faltungsausbeute ausiibte, wie an der prozentualen Verteilung der beiden
Amplituden der zweiphasigen Kinetik zu erkennen ist (siehe Abbildung 3.34).
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Abbildung 3.34: Prozentuale Verteilung der beiden Amplituden die den Verlust der Faltungsausbeute von EGFP
in Gegenwart lonischer Flissigkeiten und GuHCI in Abhangigkeit der Proteinkonzentration abbilden.

Die Abnahme der Faltungsausbeute mit zunehmender Denaturierungszeit (siehe Abbildung 3.33) wurde mit einer
zweifach exponentiellen Gleichung angepasst. Dargestellt sind die beiden aus der Kurvenanpassung erhaltenen
Amplituden amp; (gefullte Kreise) und amp- (leere Kreise) mit ihrem jeweiligen prozentualen Anteil in einer
halblogarithmischen Auftragung gegen die Proteinkonzentration (0,1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 2,5 mg/ml). A zeigt die
Amplituden, welche aus den Reaktionen mit GUHCI, B mit EMIM CI, C mit BMIM CI und D mit HMIM Cl
hervorgingen. Zudem sind diese Parameter in Tabelle 7.7 gelistet.

Die in der Literatur fur wtGFP und die Mutanten S65T und Cycle3 beschriebene nicht
vollstandige Reversibilitat der Faltung (Battistutta et al., 2000; Fukuda et al., 2000; Enoki et

al., 2004) mit zunehmender Verweildauer im entfalteten Zustand, induziert durch Harnstoff,
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GuHCI oder durch saure pH-Werte (pH 2,0), wurde hier fir das EGFP ebenfalls in Gegenwart
von GuHCI und lonischen Flissigkeiten nachgewiesen und charakterisiert. Mit zunehmender
Inkubationszeit unter denaturierenden Bedingungen kam es verstarkt zum Verlust der
Faltungsausbeute. Die Kinetik, mit der die Ausbeute mit zunehmender Denaturierungszeit
abnahm, zeigte biphasischen Charakter. Darauf basierend l&sst sich ein vereinfachtes Modell
der Faltung von EGFP zur Beschreibung des Verlustes der Faltungsausbeute in Gegenwart
lonischer Flussigkeiten und GuHCI aufstellen (siehe Abbildung 3.35).

Abbildung 3.35: Vereinfachte schematische Darstellung
A A der Faltung von EGFP zur Beschreibung des Verlustes der
Faltungsausbeute in Gegenwart lonischer Flussigkeiten und
GuHCl.
Natives EGFP (N) geht unter denaturierenden Bedingungen
in lonischen Flussigkeiten oder GUHCI in den denaturierten
Zustand (D1) und mit zunehmender Inkubationszeit (t) in
t einen zweiten denaturierten Zustand (D) ber. Aus dem
D __________________ D jeweiligen denaturierten Zustand (D1 oder D2) kann EGFP
1 =< 2 nach N zuriickgefiihrt werden oder geht unter Bildung von
unspezifischen Aggregaten (A) der Faltungsausbeute
verloren. Nach der Modellvorstellung (siehe Abbildung

I
: 3.23, Symbolik wurde bernommen) reprasentiert D1 alle
| Intermediate 11c; 12¢; lbe; 11t 12¢; Ibe und die zwei
| denaturierten Zustandsformen Dc (mit korrekter) und D
I (mit inkorrekter Peptidyl-prolyl-cis/trans-lsomerisierung
| im Vergleich zum nativen Protein). D2 repréasentiert die
| Spezies mit  inkorrekter  Peptidyl-prolyl-cis/trans-
I Konformation und hauptsachlich Zustande
| bezeihungsweise Modifikationen, welche zur
| Irreversibilitit der Renaturierung durch Aggregation
| flhren. ki, k2 und ks symbolisieren die Geschwindigkeits-
v konstanten der Faltung, kn>q der Entfaltung aus dem
Chevron-Plot. Die durch gestrichelte Pfeile
N N gekennzeichneten Reaktionswege sind theoretisch mdéglich,
sie waren experimentell nicht verifizierbar.

Die Bildung des Zustands (D1) beschreibt den Verlust der Ausbeute bei der Riickfaltung, den
EGFP bis zum Erreichen des denaturierten Zustands erfahrt und fiihrt grotenteils zum nativen
EGFP (N). Der negative Einfluss der Kettenldnge der lonischen Flussigkeiten auf die
Faltungsausbeute bei der Ruckfuhrung in den nativen Zustand ausgehend von D1 steigt mit
zunehmender Lange. Es konnten folgende Abhéngigkeiten zwischen den lonischen
Flussigkeiten bezogen auf die Ausbeuten (Angaben in %) beim Ubergang von D1 zu N

dargestellt werden:

EMIM CI (90 %) > BMIM CI (85 %) > HMIM CI (65 %).
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Mit zunehmender Inkubationsdauer unter denaturierenden Bedingungen ist EGFP sowohl in
Gegenwart von GuHCI als auch lonischer Flussigkeiten nicht genau spezifizierbaren
Verénderungen unterlegen, und eine Rickfaltung aus D2 fuhrt zu einer deutlich erniedrigten
Ausbeute bei der Ruckfaltung. Hierbei kénnten unspezifische Modifikationen durch Oxidation
der beiden Cysteine (Cys48 und Cys70), als auch mdgliche Interaktionen der lonischen
Flussigkeiten mit, oder oxidative Prozesse an dem Chromophor unter anhaltend
denaturierenden Bedingungen ausschlaggebend sein. Weiterhin konnte es durch ungunstige
Peptidyl-prolyl-cis/trans-Konformationen der zehn Proline unter ldnger andauernden
denaturierten Bedingungen bei der Ruckfaltung zur Population nicht fluoreszierender oder
fehlerhafter, zur Aggregation neigender Spezies und somit vermehrt zur Aggregation (A)
kommen. Der Verlust der Faltungsausbeute bei der Rickfaltung aus D2 ist im Vergleich zu D1
dominierend. Eine eingeleitete Rlckfaltung nach zweiwdchiger Denaturierungszeit aus D2

fiihrte zu folgender Abhéngigkeit:
HMIM CI = BMIM CI >» EMIM CI.

In Gegenwart von BMIM ClI und HMIM CI konnte EGFP auch nach wochenlanger
Inkubationszeit noch in den nativen Zustand uberfuhrt werden, da sich die Faltungsausbeute
zwischen 20 % und 35 % stabilisiert hatte. Hingegen flhrte die starke Abhédngigkeit der
Proteinkonzentration in Gegenwart von EMIM CI zum kompletten Verlust der Ausbeute. Die
hier nach Zentrifugation erhaltenen Pellets zeigten nach Aufnahme in 8 M GuHCI und
Rekonstitution in einem Ruckfaltungspuffer eine teilweise Ruckfaltung, die zu einer Ausbeute
< 10 % fuhrte. Bei der Bildung der Aggregate handelte es sich also groftenteils um einen

irreversiblen Prozess.
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3.7. Oligomerisierung in lonischen FlUssigkeiten

Aus den bisherigen Erkenntnissen aus Denaturierung und Renaturierung zeigte sich, gerade bei
langen Inkubationszeiten im denaturierten Zustand, dass EGFP in Gegenwart hoher
Konzentrationen lonischer Flussigkeiten die Tendenz zur Aggregation aufweist. Da in
Gegenwart hochkonzentrierter EMIM CI-Lésungen dies bereits visuell sichtbar war, aber fir
HMIM CI nicht eindeutig gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 3.27), sollte dies im
Folgenden n&her untersucht werden. Um eine Zustandsbeschreibung des EGFP in Bezug auf
den Oligomerisierungsgrad beziehungsweise den Aggregationsstatus in Gegenwart hoher
Konzentrationen HMIM CI durchzufuhren, wurde eine Asymmetrische Flussfeld-Fluss-
Fraktionierung (AF4) durchgefuhrt. Mittels AF4 ist es moglich, Aggregationsstufen der Grofie
nach aufzutrennen. Mit einem sequenziell geschalteten Streulichtdetektor konnte das
Molekulargewicht der einzelnen Fraktionen bestimmt werden. Abbildung 3.36 stellt die
Messung mittels AF4 von EGFP bei einer Konzentration von 50 pg/ml unter nativen
Bedingungen dar. Das Elutionsprofil wies erwartungsgeméal ein Peak auf. Das mittlere
Molekulargewicht ergab etwa 31 kDa und stimmte mit der theoretischen Masse von 27061 Da

fir EGFP im Rahmen der Messgenauigkeit Uberein.
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Abbildung 3.36: Asymmetrische Flussfeld-Fluss-Fraktionierung (AF4) mit EGFP.

Die AF4-Messungen mit EGFP (==) wurden an einem Eclipse 2 Separation System (Wyatt Technology Europe,
Dernbach) vermessen. Die mobile Phase (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) wurde filtriert
(MWCO 0,1 um). Bei einem Fluss der Tragerfliissigkeit von 1 ml min? wurde die Probe uber eine 100 pl
Probeschleife in den Trennkanal injiziert. Die Proteinkonzentration betrug 50 pg/ml geldst unter
Pufferbedingungen, welche der mobilen Phase entsprechen. Mit einem sequenziell geschalteten Streulichtdetektor
(Mini Dawn Tristar; Wyatt Technology, USA) wurde die mittlere molare Masse (e) der Elutionsfraktion bestimmt.



Ergebnisse 115

Der Monomer-Status flr natives EGFP konnte somit gezeigt werden. Nach einer 2-tdgigen
Inkubationszeit des EGFP (1 mg/ml) in Gegenwart von 3 M HMIM Cl zeigte das Elutionsprofil
das Vorhandensein verschiedener oligomerer Spezies (siehe Abbildung 3.37 A). Der Void-
Peak markiert den Start der Separation und im Folgenden eluierten Monomer, Dimer und ein
grolRer Teil kleinerer Aggregate. VVon den flr diese Messung eingesetzten 16 pg konnten 7,4 g
EGFP den Eluatfraktionen zugeordnet werden. Die ubrigen 54 % lagen in grof3eren Aggregaten
vor und wurden durch einen Filter mit einer Ausschlussgrofe von 0,1 um zuriickgehalten. Bei
der Messung einer zweiten Probe (1,95 mg/ml EGFP), welche Gber den Zeitraum von 1 Woche
unter gleichen Bedingungen inkubiert wurde, konnten keine verschiedenen oligomeren Spezies
des EGFP durch die AF4-Messung detektiert werden (siehe Abbildung 3.37 B). Die
Wiederfindungsrate der Probe betrug 0 %, was auf ein komplettes Aggregieren zu Partikeln

groer 0,1 um hindeutete.
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Abbildung 3.37: Asymmetrische Flussfeld-Fluss-Fraktionierung (AF4) mit EGFP in Gegenwart von HMIM ClI.
A zeigt das Elutionsprofil der AF4-Messung von EGFP (1 mg/ml) in Gegenwart von 3 M HMIM CI (50 mM Tris,
50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) und einer Inkubationszeit von 2 Tagen. In B ist EGFP (1,95 mg/ml) in
Gegenwart von 3 M HMIM CI (50 mM Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) und einer Inkubationszeit von
1 Woche dargestellt. Die Proben wurden jeweils auf eine finale EGFP-Konzentration von 20 pg/ml mit der
mobilen Phase verdiinnt. Es wurden 800 pl in den Trennkanal injiziert. Die AF4-Messungen wurden an einem
Eclipse 2 Separation System (Wyatt Technology Europe, Dernbach) gemessen. Die mobile Phase (50 mM Tris,
50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0) wurde filtriert (MWCO 0,1 pm).
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Ahnliche Aussagen zum Oligomer-Status lieBen sich auch durch die Messung der Proben
mittels dynamischer Lichtstreuung treffen. Abbildung 3.38 stellt jeweils die
hydrodynamischen Radien eines Monomer-Status mit 28 nm (A) beziehungsweise 23 nm (B)
und Aggregaten mit 3250 nm (A) beziehungsweise mit 360 — 1100 nm (B) dar.
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Abbildung 3.38: DLS-Messung von EGFP
0,01 01 1 R d_lO 100 1000 10000 | ', 3 M HMIM CI zur Bestimmung des
a '“,S\A(nm) hydrodynamischen Radius.
onomer A N
80 ~23nm C Fur die DLS-Messungen wurden jeweils
100 ul  Probe mittels eines DynaPro-
70 Streulichtdetektors  (Wyatt  Technology,
USA) gemessen. EGFP lag bei einer
60 Proteinkonzentration von 1 mg/ml und einer
50 Inkubationszeit von 2 Tagen (A)
S beziehungsweise bei 1,95 mg/ml und einer
& 40 Inkubationszeit von 1Woche (B) in
g Gegenwart von 3,0 M HMIM CI (50 mM
30 Aggregate | Tris, 50 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8,0)
20 = 3200 nm vor. Die in B gezeigte Probe wurde im
Anschluss 15 Minuten bei 13000 rpm
10 zentrifugiert  und  unter  gleichen
Bedingungen gemessen C. Fir die
- Berechnung der hydrodynamischen Radien
001 01 1 10 100 1000 10000 | wurde die Viskositat einer 6% Ethylen-
Radius (nm) glykol-L6sung zugrunde gelegt.
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Der hydrodynamische Radius des Monomers war fir ein globuléres Protein einer Grofie von
27 kDa Uberdimensioniert. Die Ursache dafur konnte sein, dass zum einen bei einer
Konzentration von 3 M HMIM CI bei den entsprechend langen Inkubationszeiten EGFP im
denaturierten Zustand vorliegt und somit keine globuldre Struktur angenommen werden kann.
Zum anderen hangt die Berechnung zur Bestimmung der hydrodynamischen Radien bei der
dynamischen Lichtstreuung stark von der Viskositat des Losungsmittels ab. Als
Berechnungsgrundlage flr die Bestimmung der hydrodynamischen Radien wurde hier der Wert
fiir die Viskositét einer 6 %-igen Ethylenglykol-L6ésung zugrunde gelegt, welcher in jedem Fall
nicht der Viskositét der hier verwendeten 3 M HMIM CI-Lésung entspricht. Auch wenn die
Angaben der hydrodynamischen Radien nicht exakt waren, konnte dennoch eindeutig zwischen
nieder- und hthermolekularen Strukturen unterschieden werden.
Der Einfluss der Inkubationsdauer auf das Aggregationsverhalten wurde anhand des
Verhaltnisses von Monomer zu Aggregaten der jeweiligen Probe und der Verteilung der
Aggregate zwischen den beiden Proben deutlich. Der Anteil an hohermolekularen Strukturen
nach einer Woche Inkubationsdauer war deutlich héher als nach zwei Tagen (siehe Abbildung
3.38 B und A) und somit auch das Verhaltnis zum Monomer. In Abbildung 3.38 C ist gezeigt,
dass durch Zentrifugation der Probe nach 1-wdchiger Inkubation in 3 M HMIM CI die
héhermolekularen Strukturen im Gegensatz zum Monomer sedimentierten und sich typisch fir
Proteinaggregate verhielten.

Aus den Ergebnissen der AF-4-Messungen und der Bestimmung der hydrodynamischen
Radien mittels Dynamischer Lichtstreuung geht deutlich hervor, dass EGFP mit zunehmender
Inkubationszeit unter denaturierten Bedingungen in Gegenwart hoher HMIM CI-

Konzentrationen zur Bildung von Aggregaten neigt.

3.8. Kinetische Analysen der chemisch induzierten
Entfaltung mittels 2D-NMR-Spektroskopie

Durch die Einfiihrung des Isotops N konnten 2D-NMR-Spektren von EGFP aufgenommen
werden. Ein hochaufgelostes 'H-N-TROSY-HSQC-Spektrum von EGFP unter nativen
Bedingungen und die Zuordnung der einzelnen Signale ist unter 3.3.5. beschrieben. Mit
Einfuhrung der Markierung konnten auch in Gegenwart von GuHCI und lonischen
Flissigkeiten 2D-Spektren aufgenommen werden. Eine eindeutige Zuordnung der Signale zu
Aminosduren, wie flir das native EGFP gezeigt, war jedoch nur begrenzt moéglich. In den

jeweiligen Spektren konnten dennoch einzelne Signale separiert und deren Intensitatsanderung
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mit fortschreitender Inkubationsdauer verfolgt werden. In Gegenwart der lonischen
Flussigkeiten kam es zu Verénderungen der chemischen Verschiebung der Signale. Diese
wurde mit zunehmender Denaturierungsdauer und Konzentration an lonischen Flussigkeiten
noch verstarkt, sodass auch hier eine Zuordnung zu Aminoséuren aufgrund der Uberlagerung
vieler Signale nicht exakt gewéhrleistet werden konnte. Die Intensitatsdnderung der Signale mit
andauernder Inkubationszeit liel} bei nédherer Betrachtung der Kinetiken zwei Arten erkennen.
Zum einen konnten Signale identifiziert werden, welche zu Beginn der Messung respektive bei
geringer Inkubationsdauer eine Intensitat aufwiesen, die im zeitlichen Verlauf abnahm. Hierbeli
handelt es sich um Signale von nativem Protein, welche mit zunehmender Denaturierung des
EGFP an Intensitat verloren. Zum anderen zeigten sich Signale, welche mit zunehmender
Reaktionsdauer an Intensitét gewannen. Kinetiken mit Signalen abnehmender Intensitat wurden
im Folgenden mit N = U bezeichnet und Kinetiken mit Signalen geringer Anfangs- und im
Verlauf zunehmender Intensitat mit 0 - U. Diese Art der Kinetik lieR zudem in den meisten
Féllen eine Aufteilung in zwei Phasen zu. Die erste Phase zeigte eine stetige Intensitatszunahme
und die zweite Phase, wenn vorhanden, eine unterschiedlich stark ausgepragte
Intensitatsabnahme auf. Eine Erklarung fur die Intensitdtszunahme im ersten Abschnitt der
zweiphasigen der 0 > U Kinetik kénnte die erhohte Viskositat der Lésungen mit HMIM Cl
sein. Durch die erhohte Viskositat der HMIM CI-Losungen, welche experimentell fur eine
waéssrige Losung mit 2,5 M HMIM ClI (= 50 % (w/w)) mit einem Wert von 5,91 Pa s (30 °C)
ermittelt wurde und somit etwa um Faktor 7 héher war als Wasser bei 30 °C, war gerade bei
zunehmender IL-Konzentration das tumbling stark eingeschrankt. Dies fiihrte aufgrund
erhdhter transversaler Relaxation zu einer starken Linienverbreiterung (und damit
Intensitatsabnahme) und sehr niedrigen Anfangsintensitéten. Erst mit zunehmender Entfaltung
kam es zu einer Erh6hung der Freiheitsgrade und Dynamik, verminderter transversalen
Relaxation und somit zu einer Intensitdtszunahme. Die anschlieBende Intensitatsabnahme der
N - U-Kinetik kann, wie im Folgenden beschrieben, dem Aggregieren des Proteins
zugeschrieben und mit dem dadurch hervorgerufenen Verlust an Dynamik erklart werden. In
Abbildung 3.39 sind H-N-TROSY-HSQC Spektren von EGFP zu verschiedenen
Inkubationszeiten und Kinetiken einzelner représentativer Signale in Gegenwart von 4,4 M
GuHClI dargestelit.
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Abbildung 3.39: 'H->N-TROSY-HSQC-Spektren von EGFP in Gegenwart von GuHCI.

Die 'H-'>N-TROSY-HSQC-Spektren wurden an einem Bruker Avance 11 600 NMR-Spektrometer aufgenommen.
Die Messung wurde in 4,4 M GuHCI (50 mM Na;HPQO4, 50 mM NacCl, pH 6,5) bei 303 K unter Zusatz von 10 %
D-O und einer Proteinkonzentration von 12 mg/ml (0,45 mM) durchgefiihrt. Die linke Abbildung zeigt
ubereinandergelegte Spektren nach 40 min (schwarz), nach 11 h (rot) und nach 35 Tagen (blau). Die rechte
Abbildung zeigt den Intensitatsverlauf einzelner Signale. Im zeitlichen Verlauf konnten 47 Signale mit
abnehmender und 36 mit steigender Intensitat verfolgt werden. Die untere Abbildung zeigt représentativ eine
Kinetik mit abnehmender Intensitdt N — U mit einfach exponentieller Kurvenanpassung (). Die Kinetik der
oberen Abbildung zeigt eine Aufteilung in zwei Phasen. Die erste Phase (bis ca. 24 h) mit steigender Intensitét
0 — U (@) und einfach exponentiellen Kurvenanpassung (==) und die zweite Phase mit leicht abnehmender
Intensitat (o) und einfach exponentiellen Kurvenanpassung (==). Die kinetischen Parameter sind der Tabelle 7.8
zu entnehmen.

134 L

In diesem Fall konnte die NMR-Messung nicht bei einem pH-Wert von 8,0 durchgefiihrt
werden. Bei diesem hohen pH-Wert tauschen die Amidprotonen zu schnell mit den Protonen
des GuHCl aus. Dies flhrt zu einer massiven Verbreiterung und Intensitatsabnahme der Signale
und eine geratetechnische Abstimmung (shimming) ist sehr stark eingeschrénkt. Eine
erfolgreiche Durchfiihrung der Messungen konnte jedoch bei einem pH-Wert von 6,5
gewdhrleistet werden. Der Reaktionsverlauf in Gegenwart von 4,4 GuHCI wurde in einem
Zeitraum von 35 Tagen verfolgt. Die *H->N-TROSY-HSQC Spektren nach 40 min, 11 h und
35 Tagen sind in Abbildung 3.39 (bereinandergelegt. Im ersten Spektrum (nach 40 min) sind
gut separierbare Signale zu erkennen, jedoch im Gegensatz zu dem unter nativen Bedingungen
aufgenommen Spektrum in ihrer Anzahl vermindert. Mit zunehmender Denaturierungsdauer
kam es sukzessive zur Uberlagerung und Verlust von Signalen. Eine Vielzahl von Signalen
konnte dennoch tber den gesamten Zeitraum in ihrer Intensitatsanderung kinetisch verfolgt und

ausgewertet werden. So wurden 47 Signale mit abnehmender Intensitat (N - U) identifiziert.
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Die Analyse der einzelnen Kinetiken zeigte Unterschiede hinsichtlich der Anfangsintensitaten
jedoch nicht in den jeweiligen Kurvenverlaufen. Die N - U-Kinetiken wurde durch einfach
exponentielle  Kurvenanpassung (siehe Gleichung 2.8) bestimmt und die gemittelten
Geschwindigkeitskonstanten aus den einzelnen Kinetiken (siehe Tabelle 7.8) sind in Tabelle
3.2 dargestellt. Eine repréasentative ausgewahlte N - U-Kinetik zeigt Abbildung 3.39 (rechts
unten). Fir weitere 36 Signale konnte eine Kinetik mit steigendem Intensitatsverlauf (0 > U)
aufgenommen werden (siehe Abbildung 3.39 rechts oben). Der Kurvenverlauf wurde in
zwei Phasen unterteilt. In der ersten, schnelleren Phase Uber einen Zeitraum von etwa 24
Stunden war die Intensitat stetig zunehmend. In der darauffolgenden langsameren zweiten
Phase nahm die Signalintensitat im Verlauf leicht ab. Fir beide Phasen wurde durch einfach
exponentielle  Kurvenanpassung (siehe Gleichung 2.8 und Gleichung 2.9) die
Geschwindigkeitskonstanten bestimmt, der Mittelwert ist in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tabelle 3.2: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsdnderungen von Signalen aus H-*N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von HMIM CI und GuHCI.

Die kinetischen Parameter wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung ermittelt. Die Tabelle enthalt
jeweils die Mittelwerte aller auswertbaren Kinetiken in Gegenwart entsprechender Konzentration von HMIM CI
beziehungsweise GuHCI. Die Parameter der einzelnen Kinetiken sind in Tabelle 7.8 bis Tabelle 7.11

zusammengefasst. Die graphische Darstellung einzelner reprasentativer Kinetiken erfolgt in Abbildung 3.39 und
Abbildung 3.40, die der Geschwindigkeitskonstanten in Abbildung 3.41. * nicht auswertbar

kio-u (s1) k2o0-u (s1) knou (s 1)

GuHCl 44 M 1,69 +0,37 x 10 1,66 + 1,10 x 10°® 2,39 +1,21 x10*
HMIMCI 25M 3,19 +0,57 x 107 5,51+ 1,40 x 10° 1,13+0,22 x 10°

HMIMCI 20M 4,93+1,14x 106 n.a.* 6,24 + 0,31 x 10°®
HMIMCI 15M n.a.* n.a.* 1,59+ 0,90 x 10°®
HMIMCI 10M n.a.* n.a.* n.a.*

Eine Einordnung der mittels 2D-NMR-Kinetiken erhobenen kinetischen Parameter (siehe
Abbildung 3.41) im Zusammenhang mit den bisherigen Daten der GuHCI induzierten
Entfaltung an EGFP wird im Anschluss zusammen mit den NMR-Daten der Entfaltung in
Gegenwart von HMIM CI gegeben.

Wie in Gegenwart von GuHCI gezeigt, konnten auch entsprechende 2D-NMR-Spektren und
Kinetiken in Gegenwart lonischer Flussigkeiten gewonnen werden. In Abbildung 3.40 sind
IH-1N-TROSY-HSQC Spektren fir EGFP in Gegenwart steigender Konzentrationen von
HMIM Cl dargestellt. Das bei hoheren Konzentrationen immer starker werdende
Protonenrauschen bei einer chemischen Verschiebung von 7,5 — 7,7 ppm (*H) und 8,9 —
9,1 ppm (*H) wurde durch die lonischen Fliissigkeiten hervorgerufen, deren *H-Signale durch
die Pulsfolge nicht vollstandig unterdrtickt werden konnte. Bei einer Konzentration von 1,0 M

HMIM CI ergab sich nach kurzer Inkubationsdauer ein gut aufgeldstes Spektrum. Es konnten
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Uber 100 Signale, wie auch fur das native EGFP (siehe Abbildung 3.12) gezeigt, separiert
werden. Der Vergleich beider Spektren, unter nativen Bedingungen und in Gegenwart von
1,0 M HMIM Cl, ergab eine leichte chemische Verschiebung um etwa 0,1 bis 0,2 ppm (H).
Dies war auf die unterschiedlichen Pufferbedingungen zuriickzufiihren und verstérkte sich mit
steigender HMIM CIl-Konzentration, was die Zuordnung der separierbaren Signale in den
Spektren zu den entsprechenden Aminosduren erschwerte. In Gegenwart von 1 M HMIM ClI
kam es mit zunehmender Inkubationszeit zu Uberlagerungen von Signalen im entfalteten
Zustand, welche nach 36 Tagen sehr stark ausgepragt waren (siehe Abbildung 3.40 D). Uber
den gesamten Messzeitraum konnten 99 Signale mit N - U- und 8 Signale mit 0 - U-
Charakteristik identifiziert und deren Intensitatsanderung kinetisch verfolgt werden. Die
Verlaufe der einzelnen Kinetiken dhnelten sich innerhalb der jeweiligen Signalgruppe (N > U
beziehungsweise 0 - U), jedoch mit unterschiedlich ausgepréagten Intensitaten. Eine kinetische
Auswertung durch einfach exponentielle Kurvenanpassung konnte nicht vorgenommen
werden, da die Intensitatsanderungen der Signale und die Anzahl der Messpunkte zu gering
waren. Mit zunehmender Konzentration an HMIM CI erhohte sich die Geschwindigkeit der
Reaktion und veranderte sich die Anzahl der Signale, die den Gruppen mit N - U-
beziehungsweise 0 > U-Charakteristik zuzuordnen waren. Konnten bei 1,0 M HMIM CI noch
vorrangig native Signale mit N - U-Charakteristik detektiert werden, lieRen sich bei 1,5 M nur
noch 20, bei 2,0 M nur noch ein Signal und 2,5 M zwei Signale mit N - U-Charakteristik
darstellen. Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl der Signale mit niedriger Anfangsintensitat von
8 bei 1,0 M, tber 9 und 27 bei 1,5 M und 2,0 M, hin zu 89 Signalen bei 2,5 M HMIM CI. Dies
ist auch aus den tbereinandergelegten Spektren in Abbildung 3.40 ersichtlich. In A und B sind
zum ersten Messpunkt nach 40 Minuten nur wenige separierbare Signale detektierbar. Mit
zunehmender Inkubationsdauer kam es zu einer sehr starken Uberlagerung von Signalen und
deren Akkumulation vor allem in Zentrum der Abbildung. Die kinetische Analyse der
Entfaltung von EGFP in Gegenwart steigender HMIM Cl-Konzentration erfolgte tber einfach
exponentielle Kurvenanpassung (siehe Gleichung 2.8 und Gleichung 2.9). Die resultierenden
einzelnen Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 7.9 bis Tabelle 7.11 und die gemittelten

Geschwindigkeitskonstanten in Tabelle 3.2 gelistet.
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Abbildung 3.40: *H-5N-TROSY-HSQC Spektren von EGFP in Gegenwart von HMIM ClI.

Die 'H-'>N-TROSY-HSQC Spektren wurden an einem Bruker Avance 11 600 NMR-Spektrometer aufgenommen.
Die Messungen wurden in Gegenwart von HMIM Cl bei 2,5 M (A), 2,0 M (B), 1,5 M (C) und 1,0 M (D) (50 mM
NazHPO4, 50 mM NaCl, pH 8,0) bei 303 K unter Zusatz von 10 % D20 und einer Proteinkonzentration von
12 mg/ml (0,45 mM) durchgefiihrt. Die linke Abbildung zeigt tibereinandergelegte Spektren nach verschiedenen
Inkubationszeiten, in A nach 40 min (schwarz), nach 17 h (rot) und 11 d (blau), in B nach 40 min (schwarz), nach
60 h (rot) und 36 d (blau), in C nach 40 min (schwarz), nach 21 h (rot) und 32 d (blau) und in D nach 40 min
(schwarz), nach 3 d (rot) und 40 d (blau). Die rechten Abbildungen stellen jeweils den Intensitatsverlauf eines
reprasentativ ausgewahlten Signals dar. Die untere Abbildung zeigt eine Kinetik mit abnehmender Signalintensitat
(N—U) mit einfach exponentieller Kurvenanpassung (=) fur A bis C. Die Kinetik der oberen Abbildung (in A
bis C) zeigt eine Aufteilung in zwei Phasen. Die erste Phase (®) mit steigender Signalintensitat (0—U) und einfach
exponentiellen Kurvenanpassung (=) und die zweite Phase mit abnehmender Signalintensitat (e). In C ist nur die
Tendenz der Zu- und Abnahme der Signalintensitat dargestellt (es wurde keine Kurvenanpassung vorgenommen).
Die kinetischen Parameter sind den Tabelle 7.9 — 7.11 zu entnehmen.



Ergebnisse 123
104 f % i
S ; 120 { Signal 27 o 02U
H N, 100 -
" © b
109 ! a% ; s
PR *{t ! 2 *
v []
bt ce " vp £
14 L I 1 '& 14 £ °
. “mA? ‘iw 'l N r
= L o [ [} bs: e
g o o9 %'é‘ ‘7?.'?:’ .
S p e -_’{"‘*,r.‘ N>U
- Y ‘1‘ Q«V o o 4
ol @ i ,II v ¢ ¢ :‘.-' o
A :‘('. 2 b\ '(,)‘,‘» % )
AL L P I R S
" RN i =
129 F S ‘ -
; Y 501 * e |
| ( 0 Signal 17
| i A '] T T T T T T
134 ¢ . il P S 0 20 40 60 80 400800
10 9 8 7
HN (ppm) Zeit (h)
1041 " o& " 100 1 Ssignal 5 0>U
'3 ¥ @9
» IR e 751
109 | Lo, o s
° ‘ ‘z. ¢ »i.‘ & % 50 -
» [ ST WAl I
4 J c
14 L 2 .%(:.’. !p = 254
o Y g 0
o 'y 'q‘;‘., N 4| 0
5 . o § t o " o?
g 1o | s el ""ug e . 500
u; . ‘.‘ 3 0! L]
- o 7 ol QUG S
p d.‘ ,'_.‘ o & - 400
124 | . .'q':.”?.‘ ¥ 3‘% 300 - \‘
3y PO 2
0 o [}]
P L AR i £ 2001
L4 N
129 1 e 100 -
. i | Stanel 102
@ P T e T T T T T T
134 | DR B L ) 0O 20 40 60 80 400800
10 9 8 7 .
HN (ppm) Zeit (h)

Abbildung 3.40: *H-1’N-TROSY-HSQC Spektren von EGFP in Gegenwart von HMIM ClI.

Néhere Erlauterungen dazu auf der vorherigen Seite.

Mit steigender HMIM CI Konzentration war auch der zweiphasige Charakter der 0 > U-

Kinetik zunehmend ausgepréagt. Der Ubergang von steigender zu abnehmender Intensitat war

in Gegenwart von 2,5 M bereits nach 20 Stunden durch ein Maximum definiert. Bei geringeren

Konzentrationen konnte dieses Maximum innerhalb der Messung nicht aufgezeichnet werden.

Die Intensitatsabnahme in der zweiten Phase war jedoch deutlich ersichtlich, aber in ihrer

Amplitude nicht so markant und deutlich verlangsamt.
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Die kinetische Auswertung der hochaufgelsten H-N-TROSY-HSQC Spektren zeigte
sowohl in Gegenwart von 4,4 M GuHCl als auch in Gegenwart von HMIM CI mit zunehmender
Inkubationsdauer Veranderungen der Intensitat der separierten Signale. Eine Zuordnung der
Signale zu Aminoséuren war aufgrund der chemischen Verschiebung der Signale in Gegenwart
von HMIM CI nur bedingt méglich. Es gelang lediglich fur vier Aminosauren (G51, D82,
T108, N135) eine Zuordnung der Signale in GUHCI und HMIM CI vorzunehmen. Somit konnte
der Einfluss der beiden Denaturanzien auf der Ebene direkt zugeordneter Aminoséuren nicht
verglichen werden. Durch den Vergleich der kinetischen Parameter, mit denen der Entfaltung
von EGFP, welche mittels intrinsischer Fluorezenz (510 nm) und Zirkulardichroismus im Nah-
UV-Berich (278 nm) erhoben wurden, konnten die Kinetiken der Signalgruppen eingeordnet
werden. So zeigten die Geschwindigkeitskonstanten der ersten Phase mit 0 - U-Charakteristik
aus den Messreihen mit 2,0 M und 2,5 M HMIM CI eine gute Ubereinstimmung mit der
Entfaltungskinetik des EGFP (siehe Abbildung 3.41). Die Geschwindigkeitskonstanten der
zweiten Phase waren deutlich langsamer und sind dem Prozess der Aggregatbildung des EGFP

aus dem denaturierten Zustand zuzuschreiben.
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Abbildung 3.41: Entfaltungskinetiken der *H-*N-TROSY-HSQC Messungen an EGFP in Gegenwart von GuHCI
und HMIM CI.

Die graphische Darstellung der Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung erfolgt fir GuHCI in grauen und
fur HMIM CI in blauen Symbolen. Auf Fluoreszenz basierende Geschwindigkeitskonstanten sind durch
ausgefiillte Kreise und die Entfaltungsparameter durch Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich (278 nm) sind
fur GUHCI mit (V) und fir HMIM CI mit (A) dargestellt. Die kinetischen Parameter, basierend auf der *H->N-
TROSY-HSQC Messungen der N->U-Kinetiken, sind mit (Quadraten), die der ersten Phase der 0> U-Kinetiken
mit (Kreisen) und die der zweiten Phase der 0->U-Kinetik mit abnehmender Intensitat mit (Rauten) dargestellt.
Die Geschwindigkeitskonstanten aus den 2D-NMR Kinetiken sind in Tabelle 3.2 gelistet.
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Die Kinetiken mit N - U-Charakteristik kdnnen ebenso der Denaturierung zugeordnet werden
und erganzen die Denaturierungskinetik des EGFP bis zu einer Konzentration von 1,5 M
HMIM CI. Die in Gegenwart von 2,5 M HMIM CI ermittelte Geschwindigkeitskonstante lag
jedoch unterhalb des zu erwartenden Werts. Die Intensitatsabnahme der N - U-Kinetik kénnte
hier von einer Intensitatsabnahme, welche durch die Aggregation hervorgerufen wurde
(entsprechend der zweiten Phase der 0 - U-Kinetik), Gberlagert worden sein. Die mittels 2D-
NMR-Spektroskopie erhobenen kinetischen Parameter in Gegenwart von 4,4 M GuHCI zeigten
fir die N > U- und die erste Phase der 0 - U-Kinetik nahezu gleiche Geschwindigkeits-
konstanten. Dies verdeutlicht, dass diese beiden Kinetiken die Denaturierung des EGFP
reprasentieren. Der schneller als zu erwartende Reaktionsverlauf der Denaturierung im
Vergleich zu der mittels Fluoreszenz- und CD-Spektroskopie ermittelten Entfaltungskinetik ist
jedoch nicht eindeutig zu erklaren. Diese Abweichung kdnnte auf den erniedrigten pH-Wert
von 6,5 zurlickzufuhren sein. Die deutlich langsamere zweite Phase der 0 - U-Kinetik kann

hier ebenso der Aggregation des EGFP zugeordnet werden.



126 Diskussion

4. Diskussion

Durch die groRe Variabilitat und Moglichkeit, spezifisch die Eigenschaften auf die jeweiligen
Bedurfnisse anzupassen, finden lonische Flissigkeiten eine breite Anwendung in der
organischen Synthese und der homogenen Katalyse mit Ubergangsmetallen. Zudem gibt es ein
zunehmendes Interesse bei biokatalytischen Prozessen, bei denen lonische Flissigkeiten
entweder als reines Losungsmittel oder als Co-Solvens in Pufferlésungen zum Einsatz kommen
(siehe 1.2.3.). Der Einsatz lonischer Flussigkeiten in der Proteinchemie ist relativ neu und bietet
potenziell interessante Perspektiven und Anwendungsmoglichkeiten im Bereich der
Proteinfaltung, zum Beispiel als Additiv um Ruckfaltungsausbeuten zu erhéhen. Die Effizienz
bei der in vitro-Proteinfaltung ist von zentraler Bedeutung und von wirtschaftlichem Interesse
fiir die industrielle Produktion von Proteinen, insbesondere von pharmazeutisch relevanten
Wirkstoffen. Neben physikalischen Parametern wie Temperatur, pH-Wert und
Proteinkonzentration, kommt auch einer Reihe von Faltungszusétzen eine entscheidende Rolle
zu (siehe 1.1.1.), um erhdhte Ausbeuten bei der Ruckfaltung zu generieren. Ein hierbei haufig
auch im industriellen Malstab genutztes Additiv stellt L-Arginin dar (Rudolph et al., 1996; Lilie
et al., 1998). Aber auch fir lonische Fliissigkeiten konnte in diesem Kontext flr verschiedene
Proteine eine gesteigerte Faltungsausbeute beschrieben werden (Summers & Flowers 11, 2000;
Lange et al., 2005; Buchfink et al., 2010).

Ziel dieser Arbeit war es unter anderem, systematische Abhangigkeiten und Zusammenhange
bei der Variation der kationischen beziehungsweise anionischen Komponente der lonischen
Flussigkeiten und deren Einfluss auf die Faltungsausbeute zu identifizieren.

Zum Verstandnis der Wirkmechanismen gibt es bereits Ansatze zu Interaktionen der lonischen
Flussigkeiten mit Aminosduren. So konnte anhand quantitativer Messungen der
Transferenergien von Aminosduren und DKP (Diketopiperazin), einem Modell fur das
Peptidriickgrat, in ausgewahlten lonischen Flissigkeiten der molekulare Mechanismus hinter
den Effekten beschrieben werden (Tischer, 2011). Diese Beitrdge zum Verstandnis sollten um

spektroskopische Methoden an Proteinen erweitert werden.

Der Fokus dieser Arbeit lag darin, Aussagen Uber die Wirkungsweise und mogliche
Interaktionen beziehungsweise den Einfluss der lonischen Flissigkeiten auf Proteine auf

struktureller Ebene mittels spektroskopischer Messmethoden zu erheben.

Um dies trotz starker Interferenzen zwischen lonischen Flissigkeiten und Proteinen in

ublicherweise fir Strukturuntersuchungen genutzten spektralen Bereichen zu realisieren, wurde
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EGFP als Modellprotein gewahlt. Dieses Protein besitzt auf Grund seiner zusétzlichen
charakteristischen Fluoreszenzeigenschaft erweiterte Mdoglichkeiten fiir spektroskopische
Analysen, die den experimentellen Fragestellungen gerecht werden sollten. Uber den Einfluss
der lonischen Flissigkeiten auf die Faltung und Aggregation des EGFP hinaus sollten anhand
von CD- und IR-spektroskopischen Methoden in Gegenwart lonischer Fliissigkeiten magliche
Veranderungen an Sekundarstrukturelementen dargestellt werden. Mit der Einfiihrung von °N-
markiertem EGFP konnten 2D-NMR-Strukturdaten aufgenommen werden. Die
hochaufgeldsten *H-*N-TROSY-HSQC Spektren sollten Wechselwirkungen des Proteins mit
lonischen Flussigkeiten in hochmolaren Lésungen aufzeigen und mit entsprechender

Zuordnung zu einzelnen Aminoséuren allgemeingultige Aussagen zulassen.

4.1. Einfluss lonischer Flussigkeiten bei der in vitro-
Faltung

Es gibt verschiedene Aspekte, welche die Faltungsausbeute bei der in vitro-Faltung bestimmen.
Fur eine optimale Faltungsausbeute sollten Nebenreaktionen wie etwa Aggregation minimiert
werden und die Loslichkeit von intermedidren Spezies wéhrend der Ruckfaltung erhéht, sowie
der native Zustand stabilisiert werden. Unter diesen Gesichtspunkten wurden die Einflusse
lonischer Fllssigkeiten untersucht. Das dieser Arbeit zugrunde liegende screening wurde
schwerpunktméalig Uber systematische Variation der Kettenldnge von N-alkylierten
3-Methylimidazoliumchloriden und deren endstandig hydroxylierten Analoga durchgefihrt.
Um den Einfluss anderer kationischer Komponenten zu untersuchen, wurden auch
Verbindungen verwendet, welche auf Pyridin (HO-EPy Cl) und quartare Amine mit
verschiedenen Oligoethylenglykol-Ketten (Ammoeng-Reihe) basieren. Zudem besalRen die
Verbindungen der Ammoeng-Reihe unterschiedliche Anionen (Methylsulfat, Acetat,
Dihydrogenphosphat). Des Weiteren wurde auch eine auf Imidazolium basierende Verbindung
mit Dimethylphosphat als Anion (MMIM DMP) auf deren Einfluss als Additiv wahrend der
Rickfaltung untersucht.

Fur einige Proteine ist die positive Wirkung lonischer Flissigkeiten auf die Faltungsausbeute
bei der oxidativen Rickfaltung in der Literatur beschrieben (Lange et al., 2005; Buchfink et al.,
2010). Uber systematische Variation der Alkylkettenldnge der kationischen Komponente von
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endstéandig hydroxylierten Analoga
und unter Verwendung verschiedener Anionen bei konstantem Kation wurden hier klare

Abhéngigkeiten aufgezeigt (Buchfink et al., 2010). Zum einen wurde eine zunehmende
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Destabilisierung und Abnahme der Faltungsausbeute mit zunehmender Alkylkettenlédnge
respektive steigender Hydrophobizitat der kationischen Komponente nachgewiesen. Die
Einflihrung endstandiger Hydroxylgruppen zeigte eine leicht erhohte Ausbeute im Vergleich
zu den nicht hydroxylierten Derivaten. Zum anderen wurde bei Variation der anionischen
Komponente und konstantem Kation folgende Abhéngigkeit (mit zunehmender
Destabilisierung von links nach rechts) aufgezeigt: CI- — EtSOs~ = MDEGSQO4 — Et,PO4~
— Acetat ~ Tosylat » HexSO.. Ahnliche Tendenzen Uber die destabilisierende Wirkung
lonischer Flussigkeiten auf Proteine wurden mittels thermischer Stabilitdtsmessungen an
Ribonuklease A présentiert (Constantinescu et al., 2007 & 2010). Hier wurde eine Einordnung
der Kat- und Anionen in die Hofmeister-Reihe nach chaotropen und kosmotropen
Eigenschaften vorgenommen. Die in diesen Arbeiten ebenso beschriebene Unterdriickung der
Aggregation wurde auch in eigenen friiheren Arbeiten intensiv an zwei lonischen Flissigkeiten,
dem  4-Methyl-N-butylpyridiniumtetrafluoroborat (MBPY  BF4) und 1-Ethyl-3-
methylimidazoliumchlorid (EMIM CI) untersucht und dargestellt (Pultke, 2003). Die uber
Streulichtmessungen gezeigte fast vollstandige Unterdriickung der Aggregation von EGFP bei
etwa 200 mM lonischer Flissigkeit (MBPY BF4, EMIM CI) hatte sowohl Auswirkungen auf
die initiale Nukleationsreaktion der Aggregation, als auch auf die nachfolgende
Polymerisationsreaktion. Hierbei wurde der Mechanismus der Aggregation per se nicht
verandert aber die Kinetik verlangsamt. Prinzipiell sollte durch Suppression der Aggregation

als Konkurrenzreaktion zur Riickfaltung eine Erhéhung der Faltungsausbeuten resultieren.

4.1.1. Variation der Kationen bei der in vitro-Faltung von EGFP

Bei der Ruckfaltung von EGFP aus dem chemisch denaturierten Zustand induziert durch
Guanidinhydrochlorid wurde bei einer EGFP-Konzentration von 0,5 mg/ml in Gegenwart von
1 M L-Arginin eine Verdopplung der Faltungsausbeute (66 %) im Vergleich zur spontanen
Rickfaltung (etwa 30 %) erreicht. Dieses hohe Niveau konnte bis zu einer Konzentration von
2 M L-Arginin (nahe der Loslichkeitsgrenze fur L-Arginin in Wasser bei RT) gehalten werden.
Dahingegen wurde bei Zugabe von NaCl nur eine Abnahme der Ausbeute detektiert, welches
somit als Negativkontrolle diente. In einer systematischen Untersuchung zu den Einflissen der
Kationen von lonischen Flissigkeiten auf die Faltungsausbeute wurde die Kettenldnge von
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endstédndig hydroxylierter Analoga
variiert. In Analogie zu den von LANGE (Lange et al., 2005) fir Lysozym und einem single-

chain-Antikorperfragment publizierten Abhéngigkeiten der Ruckfaltungsausbeute von der



Diskussion 129

Kettenldnge der substituierten Alkylgruppen respektive Hydrophobizitat konnten in dieser

Arbeit nahezu gleiche Abhédngigkeiten fir EGFP belegt werden.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro-Faltung von EGFP in Gegenwart von L-Arginin sowie
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endsténdig hydroxylierter Analoga.

Skalierung: — — — deutliche Verschlechterung, + + + deutliche Verbesserung der Faltungsausbeute, + entspricht
der Ausbeute bei der Riickfaltung ohne Zusatz eines Additivs bei 0,5 mg/ml EGFP.

Konzentration des

Additiv Hydrophobizitat Ausbeute Additivs bei max.
Ausbeute
L-Arginin + + 10-20M
HO-EMIM ClI +++ 2,0M
HO-PMIM CI zunehmend + + 10M
HO-HMIMCI v ++ 05M
EMIM ClI + + 05_10M
BMIM ClI zunehmend ++ + 0,5M
Hmimcl v _ <05M

Wie aus Tabelle 4.1 fur die endstandig hydroxylierten Varianten zu entnehmen, wurde fur die
am kdrzesten substituierte Verbindung (HO-EMIM CI) die hochste, das L-Arginin sogar
Ubertreffende Renaturierungsausbeute von EGFP erzielt. Mit Zunahme der Hydrophobizitét
zeigte sich eine auf die Maxima bezogen leichte Abnahme der Ausbeute auf Werte, welche nur
gering unterhalb der mit L-Arginin erzielten Faltungsausbeuten lagen. In der gleichen
Beziehung standen die erforderlichen Molaritaten, um das Maximum bei der Rickfaltung zu

erreichen.

Mit zunehmender L&nge der endstandig hydroxylierten Alkylkette wurde die maximale
Faltungsausbeute bei geringeren Konzentrationen erreicht und es setzte ein zunehmend
nachteiliger Effekt auf die Ruckfaltungsausbeute bei zunehmender Molaritdt und

Hydrophobizitat der lonischen Flussigkeiten ein.

Die in der Literatur von BUCHFINK (Buchfink et al., 2010) ebenso fiir rPA dargestellte
gleichartige Abhéngigkeit fur die nicht endstandig hydroxylierten Varianten konnte hier nicht
direkt bestatigt werden. Vielmehr wurde fur EGFP in Gegenwart von BMIM ClI ein Optimum
durchlaufen und folgende Abhangigkeit in Bezug auf die maximal erzielten Faltungsausbeuten

gezeigt (siehe Tabelle 4.1):

EMIM CI < BMIM CI >» HMIM CI.
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Die zunehmende Faltungsausbeute von EMIM CI zu BMIM CI koénnte theoretisch durch das
noch kurzer substituierte MMIM DMP ergénzt werden, da hier eine geringere Faltungsausbeute
als in Gegenwart von EMIM Cl erreicht wurde (siehe Tabelle 4.2). Somit konnte, bezogen auf
die Kationen von MMIM* bis BMIM™, mit zunehmender Hydophobizitat, eine steigende und
fir HMIM™, bei hoher Hydrophobizitat und moglicher Uberschreitung eines Optimums, eine
sinkende Faltungsausbeute angenommen werden. Da jedoch das MMIM DMP nicht als Chlorid
vorlag, ist dies nur eine Annahme, zumal flr rPA gezeigt werden konnte, dass Gegenionen,
welche in Kombination mit den N-alkylierten 3-Methylimidazoliumkation nicht als Chlorid
vorlagen, eher ungeeignet als Additiv flr die Rickfaltung sind (Buchfink et al., 2010). Somit
kann nicht eindeutig zugeordnet werden, ob der Einfluss des MMIM" selbst oder der
uberlagerte negative Effekt des Anions DMP (Dimethylphosphat) fur die schlechte

Faltungsausbeute verantwortlich ist.

Bei Betrachtung der benétigten Molaritaten, um die maximale Faltungsausbeute von EGFP fiir
die jeweilige lonische Flussigkeit zu erreichen, stellte sich die bereits oben erwahnte
Abhéngigkeit einer sukzessiven Verschlechterung der Ruckfaltungausbeute bei zunehmender
Molaritat und Hydrophobizitat erneut dar. Gerade dieser Zusammenhang konnte auch darauf
hindeuten, dass nicht das BMIM CI eine systematische Reihe unterbricht, sondern das
EMIM ClI sich atypisch verhélt und hinter dem eigentlich theoretisch erreichbaren Maximum
bleibt. Dafur sprache die in Kapitel 3.6.4. dargestellte starke Abhangigkeit der
Proteinkonzentration bei der Renaturierung, die zum Verlust der Faltungsausbeute und der
Bildung irreversibler Aggregate in Gegenwart von EMIM CI fiihrt. Dies wirde bedeuten, dass
bei geringeren EGFP-Konzentrationen die Faltungsausbeute in Gegenwart von EMIM CI héher
ausfallen konnte und sich somit auch oberhalb der Ausbeuten einordnet, die in Gegenwart der

langerkettigen Varianten erzielt werden.

Diese Tendenz (Abnahme der Faltungsausbeute mit steigender Hydrophobizitat) ist zumindest
fur Lysozym, ScFvOx und rPA in der Literatur beschrieben (Lange et al., 2005; Buchfink et
al., 2010). Offensichtlich ist diese Abhédngigkeit jedoch nicht universell auf Proteine zu
Ubertragen und muss differenzierter betrachtet werden. Zum einen weist EGFP im Vergleich
zu diesen drei genannten Proteinen die groRte thermodynamische Stabilitat auf. Dies konnte die
abnehmende maximale Faltungsausbeute in Gegenwart von BMIM CI dieser Proteine im
Gegensatz zum hier gezeigten Optimum fiir EGFP erklaren. Des Weiteren handelt es sich beim
EGFP um ein fast ausschliellich aus B-Faltblattern bestehendes Protein mit einer sehr rigiden
Struktur. Darlber hinaus kdnnte auch der unterschiedliche Anteil hydrophober Areale an der

Proteinoberflache, die in Wechselwirkung mit den lonischen Flissigkeiten treten,
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ausschlaggebend sein, was ebenso auf die oberflaichenexponierten Areale aller

Faltungsintermediate wéhrend der Ruckfaltung zutrifft.

Generell sollten die Effekte der lonischen Flissigkeiten bei der in vitro-Faltung als ein
Zusammenspiel mehrerer Faktoren — wie Hydrophobizitat, l16slichkeitvermittelnde Wirkung,
GroRe und Art der Kat- und Gegenionen, Protein- und IL-Konzentration — verstanden werden.
Anhand von Loslichkeitsmessungen in 1 M IL-Lésungen konnte mit zunehmender
Hydrophobizitdt von EMIM* bis OMIM® eine erhéhte Léslichkeit von L-Tryptophan, einer in
Wasser relativ schlecht I6slichen Aminosdure, nachgewiesen werden (Buchfink et al., 2010).
Hierbei spielt der amphiphile Charakter dieser lonischen Flussigkeiten eine entscheidende
Rolle. Zum einen wird mit zunehmender Lange der Alkylkette die hydrophobe
Wechselwirkung zum L-Tryptophan verstarkt und zum anderen ist die positive Partialladung
des Imidazoliums Losungsvermittler. Es wurde aber auch gezeigt, dass bei Variation der
Anionen bei konstantem Kation (und somit gleicher Hydrophobizitdt) eine erhdhte
L-Tryptophan-Ldslichkeit nicht unbedingt mit einer Verbesserung der Faltungsausbeute fir
rPA einhergeht. Diese Diskrepanz legt nahe, dass die Hydrophobizitét nicht allein als Erklarung

fur diese Effekte dienen kann.

Unter dem Gesichtspunkt von Chaotropizitdt und Kosmotropizitat ist fur einige Kat- und
Anionen die Einordnung der lonischen Flissigkeiten in der Literatur vorgenommen worden.
Uber die Bestimmung des Viskositats-B-Koeffizient (Jones & Dole, 1929) als ein MafR fiir diese
Einstufung wurde in einer Zusammenfassung durch die Kombination verschiedener Kat- und
Anionen EMIM™ als Chaotrop und BMIM* als eher Kosmotrop dargestellt (Zhao et al., 2006;
Zhao, 2006). Die von CONSTANTINESCU und LANGE vorgenommene Eingliederung der IL
unter diesen Gesichtspunkten in Anlehnung an die Hofmeister-Reihe zeigte durch DSC-
Messungen an RNase A und Lysozym in Ubereinstimmung ebenso eine zunehmende
Kosmotropizitat respektive Destabilisierung mit zunehmender Lénge der Alkylkette der
Kationen (Constantinescu et al., 2007; Lange et al., 2005). Dies deckt sich mit den in dieser
Arbeit erhobenen Ergebnissen, auBer in Gegenwart von EMIM CIl. Die zunehmende
Kosmotropizitat in der Reihe HO-EMIM* — HO-HMIM* beziehungsweise EMIM* — HMIM*

spiegelt sich in einer abnehmenden Faltungsausbeute mit steigender IL-Konzentration wider.

Ein weiterer Aspekt der Interaktion der IL mit Proteinen wurde von TISCHER (2011) dargestellt.
Hier wurden zunehmend vorteilhafte Interaktionen der Kationen in der Reihe EMIM*® — HMIM*
mit DKP (Diketopiperazin), einem Modell fiir das Peptidriickgrat, beschrieben, sodass zu den

vorteilhaften Interaktionen mit Tryptophan auch zunehmend vorteilhafte Interaktionen mit dem
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Peptidriickgrat aufgezeigt wurden. Das heildt, dass die durch starke Interaktion mit den
Aminosaureseitenketten verursachte destabilisierende Wirkung bei hohen Konzentrationen
noch durch die vorteilhafte Interaktion mit dem Peptidruckgrat verstarkt wird und eine
Solubilisierung des Riickgrats begunstigt wird. Speziell fur EMIM CI konnten zwar vorteilhafte
Interaktionen mit hydrophoben Aminoséuren gezeigt werden (besonders vorteilhaft mit
Tryptophan und Tyrosin), aber die Interaktion mit DKP war unvorteilhaft, sodass EMIM CI
zwar denaturierend wirkt aber nicht solubilisierend. Eine Konsequenz ist die oben beschriebene
Bildung von Aggregaten, welche flr die etwas geringere Faltungsausbeute in Gegenwart von
EMIM CI im Vergleich zu BMIM Cl ursachlich ist. Mdglicherweise weist BMIM ClI die nétige
Balance zwischen Erhohung der Loslichkeit durch vorteilhafte Interaktion mit den
Aminoséureseitenketten und leicht unvorteilhafte oder leicht vorteilhafte Interaktionen mit dem

Peptidriickgrat auf, um ein ideales Additiv fur die in vitro-Faltung von EGFP zu sein.

Die beschriebene zunehmend vorteilhafte Interaktion mit DKP bei den Derivaten mit langeren
Alkylketten (Tischer, 2011) kdnnte ausschlaggebend dafiir sein, dass die bei den Verbindungen
HO-HMIM CIl, BMIM CI und HMIM CI deutliche Abnahme der Faltungsausbeute in
Gegenwart hoher IL-Konzentrationen (> 1 M) nicht generell zu irreversiblen Prozessen wie
etwa Aggregation fiihrt. Die nach Abreicherung dieser lonischen Flissigkeiten durch

Verdinnung detektierte Renaturierung von EGFP zeigt dies deutlich.

4.1.2. Einfluss weiterer lonischer Flussigkeiten als Faltungshelfer

Zusétzlich zur systematischen Variation der Kettenldnge der substituierten Alkylgruppen von
N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloriden und deren endstandig hydroxylierter Analoga
wurden auch weitere Verbindungen getestet. Hierbei sollte vor allem der Einfluss
unterschiedlicher Kopfgruppen und Anionen auf die Ruckfaltungsausbeute analysiert werden.
Wie der Tabelle 4.2 zu entnehmen ist, ergab sich bei der in vitro-Faltung von EGFP ein sehr
heterogenes Ergebniss in Gegenwart der hier getesteten Derivate. Fir HO-EPy CI konnte eine
bedeutsame Steigerung der Faltungsausbeute gezeigt werden, welche die durch L-Arginin
vermittelte Gbertraf. Hingegen resultierten in Anwesenheit der Verbindungen der Ammoeng-
Reihe durchweg schlechte Faltungsausbeuten, die weit unterhalb der bei Rickfaltung in
Additiv-freiem Puffer erzielten lagen.

Bei den Ruckfaltungsversuchen mit HO-EPy CI wurde das Chlorid als Anion beibehalten,
welches sich als sehr geeignet in Kombination mit den N-alkylierten 3-Methylimidazolium-

kationen dargestellt hatte.
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Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Ergebnisse der in vitro-Faltung von EGFP in Gegenwart von L-Arginin und
weiterer lonischer Flissigkeiten.

Skalierung: — — — fiir deutliche Verschlechterung bis + + + flr deutliche Verbesserung der Faltungsausbeute,
+ entspricht der Ausbeute bei der Riickfaltung ohne Zusatz eines Additivs bei 0,5 mg/ml EGFP.

Konzentration des

Additiv Ausbeute Additivs bei max.
Ausbeute
L-Arginin + + 1,0-20M
HO-EPy CI SRR 1,0M
MMIM DMP s 0,5M
Ammoeng 100 - == 1-10 % wiw
Ammoeng 111 - — 1-10 % wiw
Ammoeng 112 - = 1-10 % wiw

Bei diesem endsténdig hydroxylierten und kurzkettig substituierten Pyridinium-Derivat konnte
eine unvorteilhafte Interaktion mit DKP ermittelt werden, deren Wert basierend auf
Transfermessungen, zwischen EMIM*® und BMIM® lag (Tischer, 2011). Die durch die
Hydroxylierung reduzierte Hydrophobizitét fuhrte letztlich zu Faltungsausbeuten, die im Bereich
zwischen HO-EMIM ClI und BMIM CIl lagen und vermutlich auf eine hohere
I6slichkeitvermittelnde Wirkung des HO-EPy™ durch das Einbringen der HO-Gruppe im Vergleich
zu EMIM® zuriickzufiihren ist. Die Abnahme der Faltungsausbeute mit zunehmenden
Konzentrationen war bei diesem Derivat gleich der auf Imidazolium basierenden

Verbindungen.

Bei MMIM DMP, einem mit zwei Methylgruppen substituierten Imidazoliumkation in
Kombination mit DMP (Dimethylphosphat), ist die moderate Faltungsausbeute, die der
Rickfaltung ohne Additiv entspricht, mit zwei negativ wirkenden Effekten zu erklaren. Zum
einen konnte ein klarer Trend in der Reihe HMIM* — EMIM* mit einer abnehmenden
Loslichkeit von Tryptophan gezeigt werden (Buchfink et al., 2010) und es ist anzunehmen, dass
bei dem noch kiirzer alkylierten — weniger hydrophoben — MMIM® dieser Trend fortgesetzt
wird. Im Umkehrschluss kommt dem MMIM™ eine niedrigere I6slichkeitvermittende Wirkung
zu als dem EMIM®. Zum andern hat sich gezeigt, dass Imidazolium-Derivate, die nicht als
Chlorid vorlagen, eher ungeeignet als Additiv fur die Ruckfaltung sind (Buchfink et al., 2010).
Die Kombination dieser beiden nachteiligen Effekte spiegelt sich letztlich in einer schlechten

Faltungsausbeute wider.

Bei den in dieser Arbeit ebenso getesteten lonischen Flussigkeiten der Ammoeng-Reihe
handelte es sich um sehr viskose, langkettig substituierte quartdire Amine mit

Oligoethylenglykol-Ketten. Bei allen drei getesteten Verbindungen wurden bei allen
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Konzentrationen schlechtere Ausbeuten erzielt als bei der Rickfaltung ohne Zusatz der
Ammoeng-Salze (siehe Tabelle 4.2). Somit konnte auch kein Vergleich der Salze untereinander

in Bezug auf die Variation der Kat- beziehungsweise Anionen vorgenommen werden.

Die dargestellten Erkenntnisse verdeutlichen, dass der Einfluss lonischer Flissigkeiten auf
Proteine, im Speziellen hier fir EGFP, bei der in vitro-Faltung multifaktoriell ist und stark von
den physikalischen Eigenschaften der lonischen Flissigkeiten abhéngt. Fur die Eignung als
Faltungsadditiv entscheidend sind das Zusammenspiel (bedingt durch den amphiphilen
Charakter der Verbindungen) von Hydrophobizitdt und l6slichkeitvermittelnder Wirkung,
deren chaotrope und kosmotrope Eigenschaften sowie die Interaktion mit den
Aminoséureseitenketten und dem Peptidriickgrat. Auch die Kombination und Eigenschaften
der jeweiligen Kat- und Anionen und die Konzentration der lonischen Flussigkeiten sind hier
mitbestimmend. Bei den hier getesteten lonischen Flussigkeiten zeigte sich, dass nur in einem
bestimmten Hydrophobizitatsbereich eine effektive Rickfaltung gewahrleistet werden kann.
Die loslichkeitvermitteinde Wirkung wird offensichtlich durch moderate hydrophobe
Interaktionen mit den Aminosdureseitenketten (vornehmlich mit aromatischen Aminoséuren,
Tischer, 2011) und leicht unvorteilhaften bzw. leicht vorteilhaften Interaktionen mit dem
Peptidriickgrat gewahrleistet. Eine zu hohe oder zu niedrige Hydrophobizitat wirkt sich
hingegen negativ auf die in vitro-Faltung aus. Der Einfluss der Konzentration zeigt sich
dahingehend, dass in Gegenwart geringer Konzentration der lonischen Flissigkeiten die
Aggregationsprozesse wahrend der Rickfaltung fast vollstandig unterdriickt werden (Pultke,
2003; Lange et al., 2005), was letztlich zu einer Erhéhung der Ausbeute bei der Faltung fiihrt.
Dagegen wirken lonische Flussigkeiten in hohen Konzentrationen destabilisierend und zwar
verstarkt mit steigender Hydrophobizitat, was eine Abnahme der Faltungsausbeute zur Folge
hat. Ursachlich ist hier die zunehmende Interaktion mit dem Peptidrickgrat und dessen
Solubilisierung. Hingegen wird bei Verbindungen mit geringerer Hydrophobizitat und
entsprechenden unvorteilhaften Interaktionen in Gegenwart hoher Konzentrationen das
Peptidruckgrat nicht solubilisiert, was letztlich zur Bildung von Aggregaten fuhrt.

Unter diesen Gesichtspunkten konnten flr die in vitro-Faltung von EGFP die lonischen
Flissigkeiten HO-EMIM CI, BMIM CI und HO-EPy CI als die geeignetsten identifiziert
werden. Als eher ungeeignet erwiesen sich die extrem hydrophoben Verbindungen der hier
getesteten Ammoeng-Reihe (Ammoeng 100, 111 und 112) sowie lonische Fllssigkeiten, deren

Anion verschieden von Chlorid war.
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4.2. Denaturierung und Renaturierung von EGFP

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zur Denaturierung und Renaturierung von EGFP
spiegeln die in der Literatur beschriebene hohe Stabilitdt von GFP-Varianten gegenuber
Chaotropen (Ward & Bokman, 1982; Fukuda et al., 2000; Battistutta et al., 2000) und die hohe
pH- und Thermostabilitat (Bokman & Ward, 1981; Fukuda et al., 2000; Enoki et al., 2004)
wider und zeigen, dass EGFP ein sehr langsam faltendes Protein ist. Verdeutlicht wird dies
durch eine Geschwindigkeitskonstante im Bereich von 10 s, was einer Dauer von Monaten
entspricht, um das Faltungsgleichgewicht in Gegenwart von etwa 2 M GuHCI zu erreichen. Die
hohe Stabilitat ist letztlich auf die kompakte Struktur des S-can fold, einer zylindrischen

Anordnung aus 11 antiparallel ausgerichteten -Strangen, zurtickzufihren.

Die derzeit beste Darstellung eines Faltungsmodells von GFP wird von ENOKI prasentiert. ES
beinhaltet eine Rickfaltungskinetik mit finf Phasen und basiert auf einem Saure-induziert
denaturierten Zustand (Enoki et al., 2004). Die beiden schnellsten Phasen wurden mittels
stopped-flow-Methoden bestimmt und einem burst-phase-Intermediat und einem on-pathway
molten globule-Intermediat zugeordnet und beschreiben den Faltungmechanismus zu sehr
frihen Zeitpunkten. Die in dieser Arbeit bestimmten kinetischen Parameter zur Faltung von
EGFP zeigen eine sehr gute Ubereinstimmung mit den drei langsameren Phasen von ENOKI
und lassen eine Einordnung in das bestehende Faltungsmodell zu (siehe Abbildung 3.23). In
Gegenwart von HMIM CI konnte eine nahezu gleiche Charakteristik der dreiphasigen
Rickfaltungkinetik beschrieben werden. Somit zeigt sich, dass der Mechanismus der
Ruckfaltung von GFP, zumindest fiir die hier dargestellten drei kinetischen Phasen, unabhangig
von der verwendeten Denaturierungsmethode ist und bestétigt die Giltigkeit des Modells
ebenso fir die Rickfaltung aus dem GuHCI- beziehungsweise HMIM Cl-induziert

denaturierten Zustand.

Wie aus den experimentellen Daten ersichtlich, ist die Renaturierung jedoch nicht vollstandig
reversibel und mit der Bildung von Aggregaten verbunden, welche zeitabhangig aus den
ungefalteten Zustanden hervorgehen. Dass GFP bei der Faltung einer Aggregatbildung
unterliegt, wird in der Literatur beschrieben (Fukuda et al., 2000; Battistutta et al., 2000; Enoki
et al., 2004; Huang et al., 2007). Diskutiert wird in diesem Zusammenhang die Bildung von
intra- und intermolekularen Disulfidbriicken, bedingt durch oxidative Prozesse der beiden
Cysteine (Cys48 und Cys70). Weitere Grunde fir eine unvollstandige Rickfaltung kénnten
auch eine Zerstérung des Chromophors wéhrend langer Denaturierungszeiten und die Bildung

fehlgefalteter, nicht fluoreszenter Spezies sein (Fukuda et al., 2000), woflr es jedoch in dieser
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Arbeit keine konkreten Hinweise gibt. Detailliertere Aussagen zur unvollstdndigen Rickfaltung
des EGFP aus dem denaturierten Zustand und Aggregatbildung wahrend der Faltung werden
unter 4.4. diskutiert.

Fur das hier dargestellte Faltungsmodell kénnen folgende allgemeine Aussagen zur
Faltung von EGFP in Gegenwart von GUHCI und lonischen Flissigkeiten getroffen werden:
Die Prozesse zur Denaturierung und Renaturierung sind allgemein reversibel. Das
Gleichgewicht zwischen den genannten Zustdnden wird durch Aggregatbildung perturbiert und
kann somit wie auch in der Literatur als quasi-Gleichgewicht (Stepanenko, 2004) bezeichnet
werden. Demzufolge ist die Rickfaltungsausbeute davon abhangig, nach welcher Zeit der
Entfaltung die Rickfaltung eingeleitet wird. Neben der Verwendung als Denaturierungsmittel
sind lonische Flussigkeiten auch Faltungsadditive und wirken auf die entfalteten Spezies
unterschiedlich ein. Nach mechanistischen Vorstellungen geschieht dies durch die
unterschiedliche Hydrophobizitat und den amphiphilen Charakter der verwendeten lonischen
Flussigkeiten, welche zur Loslichkeit von Strukturbereichen beitragen. Weitere Ausfiihrungen
dazu sind Kapitel 4.3. zu entnehmen.

4.2.1. lonische Flussigkeiten als Denaturierungsmittel

Wie an verschiedenen Proteinen wie Lysozym, rPA, scFvOx, RNAse A, GFP gezeigt, kénnen
lonische Fliussigkeiten in hohen Konzentrationen denaturierend wirken (Summers &
Flowers 11, 2000; Lange et al., 2005; Buchfink et al., 2010; Constantinescu et al., 2010; Heller
etal., 2010). Mit den in dieser Arbeit verwendeten lonischen Flussigkeiten der Reihe EMIM Cl,
BMIM Cl und HMIM CI konnte ein destabilisierender Effekt bestétigt und diese somit auch als
Denaturierungsmittel eingesetzt werden. Faltungsuntersuchungen an EGFP zeigten, wie analog
fir GUHCI dargestellt, eine einphasige Denaturierungskinetik. Der Einfluss auf die Entfaltung
des EGFP l&sst jedoch Unterschiede im Vergleich zu GuHCI erkennen. In einer
halblogarithmischen Auftragung der ermittelten Geschwindigkeitskonstanten der Entfaltung
gegen die Denaturanskonzentration sind deutlich hohere Anstiege (m-Werte) fur die lonischen
Flussigkeiten ermittelt worden. Die Anstiege, als Index fur die ldsungsmittelzugangliche
Oberflache (solvent accessible surface area, SASA), welche fir die Entfaltung direkt
proportional zur Anderung der SASA zwischen dem nativen Zustand und dem
Ubergangszustand ist, sind etwa um den Faktor 2 — 4,5 groRer als fir GuHCI. Die

I6sungsmittelzugangliche Oberflache ist somit wahrend der Entfaltung deutlich groRer als bei
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der chemisch induzierten Entfaltung in Gegenwart von Guanidinhydrochlorid und in folgender

Reihenfolge bestimmt worden:
GuHCI « HMIM CI < BMIM CI < EMIM CI.

Die Unterschiede der m-Werte der Denaturierung in lonischen Flissigkeiten lassen darauf
schlieBen, dass EMIM CI eine héhere Zugénglichkeit zur Proteinoberflache beim Ubergang
vom nativen in den Ubergangszustand der Faltung hat, als BMIM CI und HMIM CI. Dies kann
mit der geringeren GroRe des EMIM™ im Vergleich zu den beiden anderen Derivaten mit
langerer Alkylkettenlange erklart werden. Das EMIM®* ist moglicherweise in der Lage, mehr
Interaktionen mit der Proteinoberflache einzugehen und die Struktur des Ubergangszustandes
mehr ,,aufzuweichen® und somit zu vergroRern als die volumindseren Verbindungen. Durch
das groere Volumen von BMIM* und HMIM™ kommt es hier mdglicherweise zu sterischen

Behinderungen und damit zu einer verminderten Zugéanglichkeit zur Proteinoberflache.

Aussagen uber die Stérke der ionischen Flussigkeiten als Denaturierungsmittel lassen sich nur
bedingt treffen. Fur HMIM CI konnte anhand der Faltungsdaten zu EGFP, mit der Bestimmung
des Gleichgewichtsiibergangs bei etwa 1,5 M im Gegensatz zu etwa 1,8 M — 2,2 M in
Gegenwart von GUuHCI, gezeigt werden, dass es ein starkeres Denaturierungsmittel ist. Aus
den Regressionsgeraden der Geschwindigkeitskonstanten der Denaturierung und der
Renaturierung in einer halblogarithmischen Auftragung gegen die Denaturanskonzentration
wird die Konzentration des Gleichgewichtsiibergangs bestimmt. Der Vergleich der ermittelten
Konzentrationen, die zur Erreichung dieses Werts bendtigt werden, sollte eine Einstufung
zulassen. Fir EMIM Cl und BMIM CI wurde dieser Wert jedoch nicht bestimmt, da nicht
gentigend kinetische Parameter fiir die Renaturierung erhoben wurden. Somit kann aus den
vorhandenen Daten auch nicht direkt abgeleitet werden, ob EMIM CI und BMIM CI stérkere
Denaturierungsmittel sind als HMIM CI und GuHCI.

4.3. Interaktionen und Wirkmechanismen lonischer
FlUssigkeiten mit EGFP

Durch die Vielzahl an Kombinationsmdoglichkeiten der Kat- und Anionen und Substitutionen
einzelner Komponenten ergeben sich verschiedene physikochemische Eigenschaften der

lonischen Flussigkeiten und daraus unterschiedliche Wechselwirkungen mit Proteinen. So
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konnen Stabilitat, Selektivitdt und Halbwertzeit von Enzymen in Gegenwart lonischer
Flussigkeiten als reines Losungsmittel oder Co-Solvens deutlich erhéht werden (siehe 1.2.3.).
Der positive Einfluss lonischer Flussigkeiten bei der in vitro Faltung von EGFP ist unter 4.1.
beschrieben und in Abhangigkeit von der Hydrophobizitat, der l6slichkeitvermittelnden
Wirkung und den chaotropen und kosmotropen Eigenschaften zu sehen. Diese Abhangigkeiten
konnten qualitativ &hnlich auch fir Lysozym, rPA und scFvOx nachgewiesen werden (Lange
et al., 2005; Buchfink et al., 2010). Der in dieser Arbeit aufgezeigte destabilisierende Einfluss
hoher Konzentrationen lonischer Flussigkeiten auf EGFP, welcher mit Zunahme der
Hydrophobizitat verstarkt wird, ist in der Literatur fir weitere Proteine in ahnlicher Weise
beschrieben worden (Lange et al., 2005; Buchfink et al., 2010; Constantinescu et al., 2007 und
2010). Hier wurde eine Einordnung der verschiedenen Kat- und Anionen hinsichtlich ihrer
Chaotropizitat bzw. Kosmotropizitat vorgenommen. Diese Stabilitatsstudien zeigten, dass sich
lonischen Flissigkeiten in die fur einfache anorganische Salze bekannte Hofmeister-Reihe
einordnen lassen. So kann anhand der verwendeten Kat- und Anionen eine Korrelation
hergestellt werden, welche lonischen Flissigkeiten stabilisierend oder destabilisierend auf den
nativen Zustand der Proteine wirken. Jedoch liefern diese Erkenntnisse keine vollstandige
mechanistische Erklarung tber die Wirkungsweise und ob es sich hierbei um spezifische oder
unspezifische Interaktionen mit Proteinen oder Strukturelementen dieser handelt.

Detailliertere Interpretationen zu den Wirkmechanismen sind von TISCHER erarbeitet worden
(Tischer, 2011; Tischer et al., 2014). Anhand von Léslichkeitsmessungen und der Bestimmung
von Transferenergien von Aminoséuren und DKP (einem Modell des Peptidriickgrats) in
lonischen Flissigkeiten konnten Abhangigkeiten und Zusammenhdnge festgestellt werden,
welche die hier vorgestellten experimentellen Ergebnisse untermauern und mechanistisch
interpretieren lassen. So zeigte sich fir EMIM CI eine deutlich vorteilhafte Interaktion mit
aromatischen Aminoséauren (Trp, Tyr und Phe) insbesondere mit Tryptophan. Dies wurde in
der Reihe EMIM Cl — OMIM CI noch verstarkt. Die ermittelten Transferenergien fir DKP in
EMIM CIl und BMIM CI waren positiv, was fur eine unvorteilhafte Interaktion mit dem
Peptidriickgrat spricht. Mit zunehmender Alkylkettenlange wurde die Interaktion zunehmend
vorteilhafter. Das bedeutet letztlich, dass lonischen Flissigkeiten mit langeren Alkylketten
stark mit den Seitenketten der Aromaten interagieren und mit zunehmender Alkylkettenlange
die denaturierende Wirkung dahingehend verstarkt wird, als dass auch das Peptidriickgrat durch

zunehmend vorteilhafte Interaktionen solubilisiert wird.

Diese Betrachtungsweise und Aussagen beziehen sich jedoch nur auf einzelne Aminosauren

mit freier Zugénglichkeit zum Losungsmittel. Das entspricht jedoch nicht den nattrlichen
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Gegebenheiten von Proteinen, da hydrophobe Aminosédureseitenketten haufig ins Innere
gerichtet und geladene Seitenketten an der Oberflache lokalisiert sind und dem Lésungsmittel
exponiert vorliegen. Theoretisch vorteilhafte oder unvorteilhafte Interaktionen mit den
Aminosaureseitenketten und dem Peptidrickgrat sind somit differenzierter zu betrachten. VVon
Interesse war deshalb, ob diese Interpretation tiber die Interaktionen mit Aminosauren und dem
Peptidriickgrat von der Ebene der Aminosduren auf Proteine Gbertragbar ist. Ziel dieser Arbeit
war es deshalb unter anderem, mittels spektroskopischer Methoden die diskutierten

Interaktionen und Wechselwirkungen auf Proteinebene zu untersuchen und darzustellen.

Hierfur war die 2D-NMR-Spektroskopie als strukturanzeigenden Methode geeignet, welche
direkte Wechselwirkungen lonischer Fllssigkeiten mit Proteinen flr einzelne Aminosduren
sichtbar macht. Fur diesen Zweck wurde eine Konzentration von lonischer Flissigkeit gewéhlt,
die Uber den Zeitraum der Messung nicht zur Denaturierung des EGFP fuhrte, jedoch mdgliche
Wechselwirkungen und strukturelle VVerdnderungen nachweisen sollte. Durch den Vergleich
hochaufgel6ster 'H-N-TROSY-HSQC Spektren unter nativen Bedingungen und in
Gegenwart von 1M HMIM CIl konnte (nach entsprechender Referenzierung und
Ubereinanderlegung der Spektren) der Einfluss lonischer Flussigkeiten auf EGFP visualisiert
werden (siehe Abbildung 7.1.). Anhand der veranderten chemischen Verschiebung der Signale
der Amidprotonen war somit die Unterscheidung zwischen schwacher und starker
Wechselwirkung, gezielt fir einzelne Aminoséuren, moglich. Der Einfluss der anionischen
Komponente des HMIM Cl auf die Stabilitat des EGFP ist eher moderat einzuschatzen, da sich
das CI™ nach der Einstufung in der Hofmeister-Reihe im Grenzbereich zwischen kosmotrop und
chaotrop befindet. Daher liegt das Hauptaugenmerk bei der Beurteilung von Effekten bei der
kationischen Komponente. Zu bedenken ist, dass es sich bei der kationischen Komponente des
HMIM CI um eine amphiphile Struktur handelt, deren Imidazolium-Kopfgruppe eine partiell
positive Ladung tragt und deren Alkylkette hydrophob ist. Bei der Bewertung und Interpretation
der Spektren ist somit zu berlicksichtigen, dass die chemische Verschiebung der Signale der
Amidprotonen zum einen durch eine direkte Wechselwirkung mit dem Peptidriickgrat und zum
anderen indirekt als Folge der Wechselwirkung der lonischen Flissigkeiten mit den
Aminosdureseitenketten zustande kommen kann. Hierbei ist anzunehmen, dass es durch den
amphiphilen Charakter des HMIM™ zu ionischen Wechselwirkungen zwischen negativ
geladenen Aminoséuren und der Imidazolium-Kopfgruppe und weiterhin zu hydrophoben
Interaktionen mit der Alkylkette des HMIM™ kommen kann. Zudem kann auch eine starke
Interaktion mit direkt angrenzenden Aminosduren urséchlich fir eine Signalverschiebung der
benachbarten Aminoséauren sein. In der Uberlagerung der H-1°>N-TROSY-HSQC Spektren
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(siehe Abbildung 7.1.) konnten 50 Signale Aminosauren zugeordnet und somit etwa 20 % aller
Aminosduren erfasst werden. Davon wurde fiir 17 Aminoséduren eine schwache bzw. keine und
fir 29 Aminosduren eine starke chemische Verschiebung festgestellt (die chemische
Verschiebung der verbleibenden vier Signale konnte nicht mit ausreichender Genauigkeit

zugeordnet werden).

Bei den Signalen mit geringer chemischer Verschiebung (blau) handelt es sich grotenteils um
Aminosauren, welche basisch sind beziehungsweise direkt von basischen Aminosduren
flankiert werden, und fir die deshalb auch eine Interaktion mit dem HMIM® eher

unwahrscheinlich ist.
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Abbildung 4.1: Darstellung von Aminoséuren des EGFP mit starker und schwacher Wechselwirkung in
Gegenwart von 1 M HMIM CI.

Dargestellt ist EGFP in der Vorderansicht (A) und der Rickansicht um 180° gedreht (B). Die Auswahl der
dargestellten Aminosauren basiert auf der Zuordnung von Signalen aus den *H->N-TROSY-HSQC-Spektren in
Abbildung 7.1. Signale mit einer groRen chemischen Verschiebung im Vergleich zum nativen Protein deuten auf
eine starkere Wechselwirkung der Aminosdure mit den lonischen Flussigkeiten hin und sind rot markiert. Im
Gegensatz dazu weisen Signale mit einer geringen chemischen WVerschiebung auf eine schwéchere
Wechselwirkung der Aminosaure mit der lonischen Flissigkeit hin und sind blau markiert.

Die Abbildung ist in freundlicher Zusammenarbeit mit Frau Dr. Annett Weidner entstanden.

Weitere Aminoséuren mit geringer chemischer Verschiebung sind im Inneren des EGFP
lokalisiert und somit nicht zuganglich (siehe Abbildung 4.1.). Hervorzuheben ist hier Tyr92
als aromatische Aminosaure, welche, laut Annahme aus den Loslichkeitsmessungen mit

Aminosauren, eine starke Interaktion mit HMIM CI anzeigen sollte (Tischer, 2011; Tischer et
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al., 2014). Die dennoch nur schwache chemische Verschiebung kann damit begriindet werden,
dass die Orientierung der aromatischen Seitenkette ins Innere gerichtet ist und sie somit auch
nicht mit der lonischen Flissigkeit interagieren kann.

Bei den Signalen mit starker chemischer Verschiebung handelt es sich vornehmlich um
Glycine, hydrophobe, aromatische und negativ geladene Aminosdauren. Bei genauerer
Betrachtung und nach Struktur- und Sequenzabgleich (siehe Abbildung 4.1. und Tabelle
7.12.) kann man die Signale beziehungsweise die zugeordneten Aminosauren in zwei Gruppen
einordnen. Die 1. Gruppe besteht aus Aminosduren, deren Signaldnderungen unspezifisch sind
(G10, V12, G24, T50, N135, G160 und G228) und auf deren Lage in exponierten Regionen (in
loops oder in Ubergangsbereichen von loop-Strukturen zu o-Helix und B-Strangen)
zuriickzufuhren sind. Da in diesen Strukturbereichen per se mit einer hoheren Flexibilitat und
Dynamik zu rechnen ist, kann damit folgerichtig auch eine stérkere chemische Verschiebung
erklart werden. Die grofRere Gruppe mit Aminosduren, deren Signaldnderung auf spezifische
Interaktionen zuriickzuftihren ist, kann nochmals unterteilt werden. Als spezifische Interaktion
der lonischen Flissigkeit kann die Signalverschiebung der aromatischen Aminosauren Tyr74,
Phe84, Tyr106 und Phel14 gewertet werden. Hierbei handelt es sich um Aromaten, welche sich
vornehmlich in loops, exponierten helikalen Bereichen oder in einem Ubergangsbereich von
einer loop-Struktur zu B—Strangen befinden (siehe Abbildung 4.2. und Tabelle 7.12.).
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Abbildung 4.2: Darstellung aromatischer
Aminosauren des EGFP.

Die Darstellung zeigt natives EGFP mit
den aromatischen Aminoséuren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan mit der
raumlichen Orientierung der Seitenketten.
Die Abbildung ist in freundlicher
Zusammenarbeit mit Frau Dr. Annett
Weidner entstanden.
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Die Seitenketten dieser Aromaten sind unter nativen Bedingungen zwar nicht direkt
oberflachenexponiert, aber offensichtlich in Gegenwart von 1 M HMIM CI zugénglich, da hier
starke chemische Verschiebungen ersichtlich waren. Die Interaktion kann also indirekt als
Folge einer Wechselwirkung mit den Seitenketten verstanden werden. Durch diese
Wechselwirkungen kommt es zu strukturellen Verénderungen im Peptidriickgrat, deren
Ausdruck eine veranderte chemische Verschiebung der Signale der Amidprotonen ist. Zu den
vier erwahnten indirekten Wechselwirkungen konnte zudem eine direkte des HMIM CI mit
einer Seitenkette einer aromatischen Aminosaure nachgewiesen werden. Bei dem Signal des
Trp57 handelt es sich um die NH-Gruppe des Indolrings. Diese starke chemische Verschiebung
spiegelt somit eine direkte Interaktion zwischen HMIM CI und der Seitenkette des Tryptophans
wider und untermauert die von TISCHER beschriebenen Ergebnisse aus den
Loslichkeitsmessungen mit Aminosauren (Tischer, 2011; Tischer et al., 2014). Darlber hinaus
zeigte sich, dass der GroRteil der spezifischen Wechselwirkungen des HMIM CI auf eine
Interaktion der negativ geladenen Aminoséauren beziehungsweise auf Aminoséuren mit direkter
Nachbarschaft zu negativ geladenen Aminosauren zuriickzufiihren ist (siehe Tabelle 7.12.). Als
Ursache ist hier die Interaktion der partiell positiv geladenen Imidazolium-Kopfgruppe des
HMIM* mit den Carboxylatgruppen der Glutamin- und Asparaginsaure uber ionische
Wechselwirkungen anzunehmen. Durch diese Anlagerung des HMIM™ kann es somit zu einer
partiellen Verdrangung der Hydrathulle des Peptidriickgrats durch den hydrophoben Alkylrest
kommen und somit zu einer Destabilisierung von Strukturelementen. Ahnliche Ergebnisse und
Interpretationen sind von FIGUEIREDO an Im7 in Gegenwart von lonischen Flissigkeiten durch
NMR-spektroskopische Untersuchungen beschrieben worden (Figueiredo et al., 2013). Hier
wurden unter anderem vergleichende NMR-Experimente mit EMIM® und BMIM" in
Kombination mit CI” und Dicyanamid (dca™) durchgefiihrt. Bei der anionischen Komponente
zeigte sich fir das Chlorid ein eher geringer und fir dca” ein deutlich stérkerer
destabilisierender Einfluss entsprechend der Einordnung der Anionen in die Hofmeister-Reihe,
wie es von der Gruppe um WEINGARTNER fur selbige Verbindungen durch DSC-Messungen
an Ribonuklease A gezeigt wurde (Constantinescu et al., 2007 und 2010). Fur die kationische
Komponente zeigte sich mit zunehmender Lange der Alkylkette (respektive zunehmender
Hydrophobizitat) eine starkere Interaktion des BMIM™ im Vergleich zu EMIM™ an der negativ
geladenen Proteinoberflache des Im7. Die Destabilisierung wird demzufolge durch eine héhere
Hydrophobizitat der Alkylkette begtinstigt. Die Wirkungsweise wird mechanistisch so erklért,
dass es mit dem zunehmend hydrophoben Charakter zu einer verstarkten Dehydratisierung

geladener Proteinbereiche kommt, mit der Folge einer Exposition hydrophober Oberflachen
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zum Losungsmittel. Resultierend kommt es zur verstérkten Interaktion der lonischen
Flussigkeit mit hydrophoben Aminoséureseitenketten was letztlich zur Entfaltung des Proteins
fihrt (Figueiredo et al., 2013). Diese Interpretation geht mit den oben beschriebenen
Ausfihrungen tber die Wirkmechanismen des HMIM CIl auf EGFP einher und unterstitzt
diese. Um die Modellvorstellung der preferential interaction mechanistisch besser zu verstehen
und den Einfluss der Hydrophobizitét, die Interaktion mit den Aromaten und die ionischen
Wechselwirkungen besser auszuarbeiten, sollten Vergleichsmessungen mit den Kationen in der
Reihe von EMIM* — OMIM™ und anderen Denaturierungsmitteln wie Harnstoff oder GuHCI
einen besseren Aufschluss geben. Eine Differenzierung zwischen spezifischen und
unspezifischen Interaktionen kdnnte somit genauer vorgenommen und eine Modellvorstellung

besser ausformuliert werden.

Anhand der unterschiedlichen chemischen Verschiebung einzelner Signale in den *H-N-
TROSY-HSQC unter nativen Bedingungen und in Gegenwart von 1 M HMIM CI konnte fiir
EGFP auf Proteinebene gezeigt werden, dass es zu spezifischen Interaktionen zwischen
lonischen Flissigkeiten und den Seitenketten aromatischer Aminosauren kommt, wenn diese
zuganglich sind. Die hier dargestellten Erkenntnisse der preferential interaction aus den ‘H-
BN-TROSY-HSQC Experimenten gehen mit den von TISCHER erhobenen Ergebnissen aus den
Loslichkeitsversuchen mit Aminosduren in lonische Flussigkeiten, bei denen eine erhohte
Loslichkeit der Aromaten vorlag, einher (Tischer, 2011; Tischer et al., 2014). Darlber hinaus
wurde fir HMIM CI gezeigt, dass ein groBer Teil der Interaktionen auf ionische
Wechselwirkungen der lonischen Flussigkeit mit negativ geladenen Aminoséuren
zuriickzufuhren ist. Urséchlich fir die strukturelle Veranderung an EGFP ist somit die
Kombination aus hydrophober Interaktion der Alkylkette mit den Aromaten, als auch ionische
Wechselwirkungen der partiell positiv geladenen Imidazolium-Kopfgruppe mit den
funktionellen Gruppen saurer Aminosauren, in deren Folge es zur Dehydratisierung des

Proteins und Entfaltung kommt.

4.3.1. Strukturelle Unterschiede im denaturierten Zustand von
EGFP

Wie bereits ausfuhrlich beschrieben, (ben die hier verwendeten N-alkylierten
3-Methylimidazoliumchloride in hohen Konzentrationen einen stark destabilisierenden

Einfluss auf EGFP aus. Diese lonischen Flissigkeiten kdnnen als starke Denaturierungsmittel
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eingestuft werden. Im Gegensatz zu der aggregationsunterdriickenden Wirkung der lonischen
Flussigkeiten in niedermolaren Konzentrationsbereichen (Pultke, 2003), welche sie als
Rickfaltungshelfer  auszeichnet, unterbinden sie unter denaturierend wirkenden
Konzentrationen ein Aggregieren jedoch nicht. Zudem lassen sich unter denaturierenden
Bedingungen mittels spektroskopischer Methoden Unterschiede zwischen dem IL- und GuHCI-
induziert denaturierten Zustand feststellen. Es konnte anhand von CD-Spektren im VIS-
Bereich, also bei Betrachtung der EGFP-spezifischen chromophoren Gruppe, ein zum GuHCI-
induziert denaturierten Zustand deutlich verschiedenes Spektrum dargestellt werden. Dem
konnte eine unterschiedliche Form der Interaktion der lonischen Flissigkeiten mit Proteinen im
Vergleich zum GuHCI zugrunde liegen und nahelegen, dass der Zustand nach chemischer
Denaturierung durch lonische Flussigkeiten verschieden von dem durch GuHCI-induzierten ist.
Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass dies nur die Folge einer Interaktion lonischer
Flussigkeiten mit dem ausgedehnten n—Elektronensystem des freiliegenden Chromophors ist.
Durch den aromatischen Charakter der N-alkylierten 3-Methylimidazoliumchloride kénnte
allerdings auch durch Wechselwirkungen beider aromatischer Systeme die Elektronendichte
des Chromophors so verdndert werden, dass die ausgepragte Schulter bei 442 nm, wie sie in
Gegenwart von GUHCI deutlich zu sehen ist, ausgeldscht beziehungsweise uberlagert wird und
somit ein verandertes Messsignal liefert. Der Vergleich von IR-Spektren zwischen den
denaturierten Zustanden des EGFP, induziert durch lonische Flissigkeiten beziehungsweise
durch Hitze, weist ebenso Unterschiede im Bereich der Amid I-Bande respektive
Sekundarstrukturelemente auf. So ist der Anteil von intermolekularen B-Strangen im durch
lonische Flissigkeiten denaturierten Zustand deutlich geringer als im thermisch denaturierten
Zustand. Der Anteil an intermolekularen B-Strédngen ist jedoch weiter klar dominierend. Mit
der Modellvorstellung der preferential interaction wie sie unter 4.3. beschrieben ist, kann davon
ausgegangen werden, dass durch die Vielzahl an Interaktionen, die lonische Flussigkeiten mit
EGFP eingehen und durch den hydrophoben Charakter der durch die Alkylierung eingebracht
wird, der denaturierte Zustand vom GuHCI-induzierten strukturell verschieden ist. Definierte
Strukturen wie Fibrillen, wie fir RNase A und Lysozym in Gegenwart lonischer Flussigkeiten
in der Literatur beschrieben (Byrne & Angell, 2009; Constantinescu et al., 2010), konnten nicht

gezeigt werden.
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4.4. Aggregationsverhalten von EGFP in Gegenwart
lonischer Flussigkeiten

Die Riuckfaltung des GFP aus dem chemisch- und Sdure-induziert denaturierten Zustand ist
kein vollstandig reversibler Prozess und als solcher auch in der Literatur beschrieben (Fukuda
et al., 2000; Battistutta et al., 2000; Enoki et al., 2004; Huang et al., 2007). Die Faltung des
EGFP wird durch Aggregationsprozesse perturbiert und geht mit einem Verlust der
Faltungsausbeute in Abhangigkeit der Denaturierungszeit einher.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Aggregation wéhrend des Ruickfaltungsprozesses in
niedermolaren Konzentrationsbereichen lonischer Flissigkeiten (< 300 mM; 1-Butyl-4-
methylpyridinium-tetrafluoroborat und EMIM CI) unterdriickt beziehungsweise verlangsamt
wird (Pultke, 2003). Der Mechanismus der Aggregation blieb unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen bei der Uberfiihrung des EGFP aus dem GuHCI-induziert denaturierten
Zustand in einen Ruckfaltungspuffer (0,1 mg/ml, 0,6 M GuHCI, 30 °C) in Gegenwart lonischer
Flussigkeiten unverdndert. Die Reaktionsordnung der initialen Aggregationsreaktion — die
Nukleationskeimbildung — wurde beibehalten, jedoch um den Faktor 3 verlangsamt. Die sich
anschlieBende Polymerisationsreaktion wurde fast vollstandig unterdrickt.

Ein anderes Verhalten konnte jedoch nach Inkubation in Gegenwart hoher Konzentrationen
lonischer Flissigkeiten bei der Rickfaltung aufgezeigt werden. Hier war erkennbar, dass es
zunehmend zu Aggregationsprozessen mit einem negativen Einfluss auf die Ausbeute wéahrend
der Ruckfaltung kommt. Die Abnahme der Faltungsausbeute Uber die Zeit in Gegenwart hoher
Konzentrationen lonischer Flussigkeiten wurde durch eine biphasische Kinetik beschrieben und
die apparenten Geschwindigkeitskonstanten ki und k fiir die jeweilige Phase bestimmt (siehe
3.6.4.). Die bei den ausgewéhlten Konzentrationen der lonischen Fliissigkeiten ermittelte
apparente Geschwindigkeitskonstante, der nur wenige Stunden umfassenden ersten Phase
entsprach jeweils etwa der Geschwindigkeitskonstante, die fur die Denaturierung der getesteten
Verbindungen bei den entsprechenden Konzentrationen ermittelt worden waren. Die
Geschwindigkeit, mit der die Ausbeute in der ersten Phase der Kinetik abnahm, korreliert
offenbar direkt mit der Denaturierung des EGFP. Dies konnte bedeuten, dass es wahrend des
Denaturierungsprozesses, bedingt durch die Interaktion der IL mit EGFP, zur Bildung und
Akkumulierung aggregationsanfalliger Strukturen kommt. In der zweiten deutlich langsameren
Phase flhrt dies zunehmend zur Bildung von Aggregaten. Hierbei zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen den lonischen Fliissigkeiten. In Gegenwart von 5,4 M EMIM CI konnte

nach 14-tdgiger Denaturierungszeit ein vollstandiger Verlust der Faltungsausbeute abgebildet
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werden. Zudem wurde die Abnahme der Faltungsausbeute bei Erhéhung der
Proteinkonzentration deutlich beschleunigt. In Gegenwart von 3,9 M BMIM Cl und 3,0 M
HMIM CI war der Verlust der Faltungsausbeute nach selber Denaturierungsdauer hingegen
nicht vollstandig und es konnte eine Ausbeute von etwa 20 % — 35 % unabhéngig von der hier
eingesetzten Proteinkonzentration (0,1 bis 2,5 mg/ml) bestimmt werden. Die Verschiedenheit
im Aggregationsverhalten kann mit den unterschiedlichen Interaktionen der einzelnen
lonischen Flissigkeiten, die sie mit EGFP eingehen, erklart werden. Wie in Kapitel 4.1.1. und
4.3. diskutiert, ist das Zusammenspiel (bedingt durch den amphiphilen Charakter der
Verbindungen) von Hydrophobizitat, 16slichkeitvermittelnder Wirkung sowie die Interaktion
mit den Aminosadureseitenketten und dem Peptidrickgrat entscheidend. Fir EMIM CI gab es
zwar vorteilhafte Interaktionen mit hydrophoben Aminosduren (besonders vorteilhaft mit
aromatischen Aminosauren), aber die Interaktion mit DKP als Modell fur das Peptidrickgrat
war unvorteilhaft, so dass EMIM CIl zwar denaturierend aber nicht solubilisierend wirkt
(Loslichkeitsmessungen von Aminoséuren in IL — Tischer, 2011, Tischer et al., 2014). Dieser
Umstand konnte ursachlich fur die irreversible Aggregation des EGFP sein. Im Umkehrschluss
konnte die zunehmend vorteilhafte Interaktion mit DKP respektive mit dem Peptidriickgrat bei
zunehmender Lénge der Alkylkette der lonischen Flussigkeiten zu Bedingungen fuhren, die
einer Irreversibilitdt der Ruckfaltung teilweise entgegenwirken oder sie zumindest zeitlich
verzogern. Durch den hoheren Solubilisierungsgrad des Peptidriickgrats erhoht sich
offensichtlich die Loslichkeit der denaturierten Spezies, was der Aggregation entgegenwirkt.

Dass es sich um die Bildung hochmolekularer Aggregate handelt, zeigen die AF4-Messungen
und die Bestimmung der hydrodynamischen Radien durch dynamische Lichtstreuung unter
denaturierenden Bedingungen in Gegenwart hoher IL-Konzentrationen (siehe 3.7.). Gleiche
Aussagen konnten aus den Ergebnissen der IR-Spektroskopie und NMR-Messungen in
Gegenwart von hochmolaren HMIM Cl-Ldsungen getroffen werden. Das Maximum der
erhobenen IR-Spektren bei einer Wellenzahl von etwa 1617 cm™ weist deutlich auf denaturierte
beziehungsweise aggregierte B-Strange hin (Herberhold et al., 2003). Die Bildung definierter
Strukturen wie Fibrillen, wie es fiir RNase A und Lysozym in der Literatur beschrieben wird
(Byrne & Angell, 2009; Constantinescu et al., 2010), konnte jedoch nicht gezeigt werden. Am
deutlichsten war der Effekt der Aggregation in Gegenwart von EMIM CI, da hier die
Aggregationsbildung im zeitlichen Verlauf bereits durch eine visuelle Betrachtung der

Denaturierungsansétze beobachtet werden konnte.
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5. Zusammenfassung

Der Einsatz lonischer Flissigkeiten in der Proteinchemie, im Speziellen die Anwendung in der
Proteinfaltung, ist vergleichsweise neu und relativ unerforscht. Die Ergrindung von
Wirkmechanismen und Effekten und deren Auswirkung auf Proteine sind von prinzipieller
Bedeutung und kénnen ergénzende Beitrage liefern, um die Effizienz der in vitro-Proteinfaltung

zu erhohen.

Angesichts einer hohen Eigenabsorption durch Verunreinigungen und des aromatischen
Charakters einiger lonischer Flussigkeiten und der daraus resultierenden Interferenzen bei
Anwendung spektroskopischer Methoden, gerade in Gegenwart hoher Konzentrationen, wurde
EGFP als Modellprotein gewahlt. Dieses Protein sollte aufgrund seiner charakteristischen
Fluoreszenzeigenschaften, welche auch direkt mit der strukturellen Integritat korrelieren, eine

spektroskopische Analyse der experimentellen Fragestellungen erlauben.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde mittels verschiedener spektroskopischer Methoden der Einfluss
der Lange der Alkylketten respektive der Hydrophobizitat von N-alkylierten 3-Methylimida-
zoliumchloriden und deren endstandig hydroxylierter Analoga auf die Faltung, Denaturierung
und Aggregation von EGFP analysiert. Erganzt wurde diese systematische Reihe durch quartére
Amine und auf Pyridin basierender lonischer Flussigkeiten sowie Kombinationen mit
unterschiedlichen Anionen. Fir einige der getesteten lonischen Flussigkeiten konnte eine
deutliche Erhohung der Rickfaltungsausbeute von EGFP gezeigt werden, welche das durch
L-Arginin vermittelte hohe Ruckfaltungsniveau erreichten beziehungsweise tbertrafen. Konnte
fir die Reihe der endstandig hydroxylierten Verbindungen HO-EMIM CI bis HO-HMIM ClI
noch eine klare Korrelation zwischen Hydrophobizitat der IL und Faltungsausbeute hergestellt
werden (Abnahme der Ausbeute mit zunehmender Hydrohobizitat), war dies fur die Reihe der
nicht endstandig hydroxylierten Analoga nicht der Fall. Stark hydrophobe Verbindungen, wie
die der Ammoeng-Reihe und Verbindungen deren Anion von Chlorid verschieden ist, waren
als Additive bei der in vitro-Proteinfaltung des EGFP ungeeignet. Dies verdeutlicht, dass der
Einfluss der lonischen Flissigkeiten auf EGFP ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren ist.
Neben der Hydrophobizitét spielen Faktoren wie loslichkeitvermittelnde Wirkung, chaotrope
und kosmotrope Eigenschaften sowohl der Kat- als auch der Anionen sowie die Interaktion mit
den Aminosdureseitenketten und dem Peptidriickgrat eine entscheidende Rolle fiir die Eignung
als Faltungsadditiv. Die Balance zwischen vorteilhaften Interaktionen mit Aminosdure-
seitenketten und leicht unvorteilhaften beziehungsweise leicht vorteilhaften Interaktionen mit

dem Peptidriickgrat ist hier bestimmend. Unter diesen Gesichtspunkten konnten fur die in vitro-
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Faltung von EGFP die lonischen Flussigkeiten HO-EMIM CI, BMIM CI und HO-EPy ClI als
die am besten geeigneten identifiziert werden.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, diese Effekte und mogliche
Interaktionen mechanistisch auf Proteinebene zu untersuchen. Exemplarisch wurde durch den
Vergleich hochaufgeloster *H-°N-TROSY-HSQC Spektren unter nativen Bedingungen und in
Gegenwart von 1 M HMIM CI der Einfluss lonischer Flussigkeiten auf EGFP visualisiert. ES
zeigte sich, dass es zu spezifischen Interaktionen zwischen lonischen Flussigkeiten und
aromatischen Aminosauren kommt, wenn diese zugéanglich sind, und dass ein Grof3teil der
Interaktionen auf ionische Wechselwirkungen zurtickzuftihren ist. Vermittelt wird dies durch
die partiell positiv geladene Imidazolium-Kopfgruppe und die funktionellen Gruppen saurer
Aminosduren. Diese Interaktionen entsprechen somit der Modellvorstellung der preferential

interaction. In Folge dessen kommt es zur Dehydratisierung des Proteins und Entfaltung.

Die in dieser Arbeit untersuchten lonischen Flussigkeiten wirken in hohen Konzentrationen
denaturierend. Ausgehend vom chemisch denaturierten Zustand, induziert durch lonische
Flussigkeiten, wurde durch intensive Ruickfaltungsanalysen nachgewiesen, dass die
mehrphasige  Kinetik der Rickfaltung mit steigenden IL-Konzentrationen im
Rickfaltungspuffer nur verlangsamt wurde, der Charakter der Kinetik jedoch nahezu
unverandert blieb. Die Rickfaltung mit zunehmender Inkubationsdauer ging jedoch mit einer
veranderten Kinetik einher. EGFP unterlag hier einer fortschreitenden Verdnderung im
denaturierten Zustand und unterschied sich im zunehmenden Malle vom anfanglichen
denaturierten Zustand. Ferner wurde eine Abnahme der Riickfaltungsausbeute in Abhangigkeit
von der Inkubationsdauer beobachtet, da der Faltungsprozess durch Aggregation perturbiert
wird. Vergleichend fur EMIM CI, BMIM CIl und HMIM CI wurde die Rickfaltung des EGFP
in  Abhéangigkeit der Inkubationsdauer und Proteinkonzentration anhand von
Doppelsprungexperimenten untersucht. Fir EMIM CI gestaltete sich dieser Prozess Uber die
Zeit als irreversibel und fiihrte zum Verlust der Ausbeute, welcher durch eine Erhéhung der
Proteinkonzentration noch beschleunigt wurde. Dies konnte fur BMIM Cl und HMIM CI in
dieser Auspragung nicht bestatigt werden. Hohe Konzentrationen EMIM CI wirken zwar
denaturierend aber durch die leicht unvorteilhaften Interaktionen des EMIM ClI mit dem
Peptidrickgrat nicht solubilisierend. Dieser Umstand koénnte ursdchlich flr die irreversible
Aggregation des EGFP sein. Im Umkehrschluss fihrt ein hdherer Solubilisierungsgrad durch
vorteilhaftere Interaktion mit dem Peptidriickgrat bei zunehmender Lénge der Alkylkette der
lonischen Flussigkeiten zu Bedingungen, die einer Irreversibilitat der Rickfaltung teilweise

entgegenwirken oder sie zumindest zeitlich verzégern.
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7. Anhang

7.1. Kinetische Parameter der Denaturierung und
Renaturierung von EGFP in Gegenwart lonischer
Flussigkeiten und GuHCI

Tabelle 7.1: Kinetische Parameter der chemisch induzierten Denaturierung von EGFP durch GuHCI.

Die Geschwindigkeitskonstanten (kn-a) der Entfaltung wurden durch Anderung der Intensitat mittels Absorption
bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen (490 nm und 385 nm) ermittelt. Die Kurvenanpassung erfolgte durch
eine einfach exponentielle Gleichung 1. Ordnung. Die graphische Darstellung der Parameter erfolgte in

Abbildung 3.20.

Denaturans Konzentration (M)

kn-d (S'l) 490 nm

kn-d (S'l) 385 nm

GuHCl 6,00 6,956 + 0,085 x 107 6,936 + 0,277 x 103
5,90 4,637 + 0,054 x 103 4,764 + 0,200 x 103
5,80 3,674 +0,041 x 103 3,597 +0,124 x 10°®
5,70 2,512 +0,026 x 103 2,579 + 0,049 x 1073
5,60 1,558 + 0,013 x 10 1,657 + 0,021 x 107
5,50 1,131 + 0,006 x 107 1,212 + 0,012 x 107
5,40 8,815 + 0,103 x 10™* 9,108 + 0,085 x 10
5,30 6,764 + 0,055 x 10 7,263 + 0,069 x 10
5,20 4,429 + 0,021 x 10* 4,851 + 0,045 x 10
5,10 3,259 + 0,014 x 10 3,743 +£0,025 x 10*
5,00 2,666 + 0,009 x 10 2,928 + 0,011 x 10*
4,90 2,036 + 0,006 x 10 2,310 + 0,009 x 10
4,80 1,775+ 0,005 x 10* 1,974 + 0,010 x 10*
4,70 1,342 + 0,003 x 10* 1,486 + 0,010 x 10*
4,60 1,009 + 0,006 x 10 1,081 + 0,019 x 10*
4,50 8,612 + 0,109 x 10° 7,002 + 0,072 x 10°
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Tabelle 7.2: Kinetische Parameter der Renaturierung nach chemisch induzierter Denaturierung von EGFP durch
GuHCI.

Die Geschwindigkeitskonstanten (ka-n) der Riickfaltung wurden durch Anderung der Intensitat der Fluoreszenz
bei 510 nm ermittelt. Die Kurvenanpassung erfolgte je nach Anzahl der detektierbaren Phasen durch eine einfach,
zweifach oder dreifach exponentielle Gleichung 1. Ordnung. Die Kinetiken werden durch die
Geschwindigkeitskonstanten ki, ko und ks bzw. durch die Amplituden amp;, amp, und amps der schnellen,
mittleren und langsamen Phase reprasentiert. Bei den hier aufgelisteten Geschwindigkeitskonstanten ki bis ks
handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die graphische Darstellung der Parameter erfolgte in
Abbildung 3.21.

GuHCI (M) ki(s?) k2 (sb) ks (s?)
0,10 2,047 £0,012 x 10'* 3,921 + 0,020 x 10 5,567 + 0,046 x 1073
0,10 2,071 +0,012 x 10? 3,986 + 0,024 x 102 6,587 + 0,066 x 103
0,25 1,790 + 0,009 x 101 3,710 £ 0,020 x 102 4,436 + 0,039 x 103
0,50 7,608 + 0,058 x 10 2,521 + 0,013 x 10 3,147 + 0,017 x 107
0,50 7,514 + 0,076 x 10 2,274 + 0,016 x 10 2,443 +0,021 x 10°
0,75 1,699 + 0,018 x 1072 5,817 + 0,038 x 10°° 1,324 + 0,038 x 10’3
1,00# 2,507 + 0,038 x 10°° 9,330 + 0,061 x 10
1,25*% 5,077 + 0,004 x 10°
GuHCI (M) ampi1 (%) ampz (%) amps (%)
0,10 50,9 43,0 6,0
0,10 52,6 41,5 59
0,25 56,7 38,5 4,9
0,50 47,3 46,6 6,1
0,50 42,2 50,3 7,5
0,75 22,1 68,2 9,7
1,00# 15,8 84,2
1,25* 100

# zweiphasiger Kurvenverlauf

* einphasiger Kurvenverlauf



Anhang

159

Tabelle 7.3: Kinetische Parameter der chemisch induzierten Denaturierung von EGFP durch unterschiedliche

Denaturanzien.

Die Geschwindigkeitskonstanten (k.—.4) der Entfaltung wurden durch fluoreszenzspektroskopische Messungen bei
510 nm beziehungsweise durch Zirkulardichroismus im Nah-UV-Bereich bei 278 nm ermittelt. Die
Kurvenanpassung erfolgte durch eine einfach exponentielle Gleichung 1. Ordnung. Die graphische Darstellung

der Parameter erfolgte in Abbildung 3.20 und Abbildung 3.25.

Denaturans Konzentration (M) knsa (s1) # kn-d (s1) *
GuHClI 5,50 8,378 + 0,095 x 10
5,40 6,548 + 0,054 x 10*
5,30 4,738 + 0,029 x 10
5,20 2,827 + 0,009 x 10 3,577 £0,021 x 10
5,10 2,981 + 0,013 x 10*
5,00 1,965 + 0,008 x 10
4,80 9,707 £ 0,218 x 10°
4,40 3,101 £ 0,197 x 10°
4,00 1,102 + 0,0335 x 10°
3,80 6,921 + 0,735 x 10°®
3,60 4,015 + 0,530 x 10°®
3,40 2,134+ 0,341 x 10°®
3,20 1,263 + 0,226 x 10°®
3,00 9,404 + 1,177 x 10”7
2,90 7,623 £ 1,226 x 10”7
2,80 6,450 + 1,086 x 10”7
2,70 4,517 + 1,027 x 107
2,60 3,827 + 1,016 x 10”7
EMIM CI 5,60 3,790 + 0,002 x 1072
5,50 4,511 + 0,063 x 10°®
5,40 2,027 +0,0006 x 1073 n.a.
5,20 1,155 + 0,001 x 10 n.a.
5,00 9,061 + 0,783 x 10°® n.a.
4,80 1,278 + 0,084 x 10
BMIM ClI 4,00 1,501 + 0,001 x 1073 1,671 + 0,026 x 1073
3,80 2,167 +0,0002 x 10 2,250 + 0,014 x 10
3,60 3,542 + 0,002 x 10 4,313 + 0,020 x 10
3,40 6,375 + 0,069 x 10°® 6,870 + 0,063 x 10°®
HMIM CI 3,50 1,101 + 0,001 x 1072
3,25 2,246 + 0,002 x 10°®
3,00 7,997 £ 0,003 x 10 6,636 + 0,130 x 10
2,75 2,850 + 0,002 x 10
2,50 6,462 + 0,001 x 10°

# Fluoreszenzmessungen

* Elliptizitatsmessung im Nah-UV-Bereich

n.a. = nicht auswertbar
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Tabelle 7.4: Parameter der linearen Regressionsgeraden der Entfaltungskinetik des EGFP in Gegenwart von
GuHCI und lonischer Flissigkeiten.

Die Anstiege und die Schnittpunkte mit der y-Achse wurden aus einer halblogarithmischen Auftragung der
Geschwindigkeitskonstanten gegen die Denaturanskonzentration (siehe Abbildung 3.25) durch lineare Regression
ermittelt.

Denaturans Anstieg der Regressionsgerade Schnittpunkt mit y-Achse

GuHCI M0 nm) = 1,28 + 0,03 logio =-9,94 + 0,18
M(3g5nm) = 1,28 + 0,03 log10 =-9,90 £ 0,15

M@0 nm) = 1,18 + 0,02 logio =-9,66 £ 0,09

Me7gnm) = 1,23 £ 0,05 logio =-9,82 £ 0,28

EMIM CI M10nm) = 5,52 £ 0,25 logio =-32,52 £ 1,30
BMIM CI Ms10nm) = 3,91 £ 0,10 logio =-18,48 + 0,37
Me7gnm) = 3,93 £ 0,10 logio =-18,56 + 0,38

HMIM CI Ms10nm) = 2,14 £ 0,10 logio= -9,51+0,29

Tabelle 7.5: Kinetische Parameter der Renaturierung von EGFP in Abhéngigkeit der HMIM Cl-Konzentration im
Renaturierungspuffer und der Denaturierungsdauer in 3 M HMIM CI.

Die Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden wurden durch fluoreszenzspektroskopische Messungen und
dreifach exponentieller Kurvenanpassung ermittelt. Die kinetischen Parameter in A und B wurden nach einer
Denaturierungszeit von 4 h erhoben. Bei den hier aufgelisteten Geschwindigkeitskonstanten ki bis ks handelt es
sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die graphische Darstellung der Parameter erfolgte in Abbildung

3.30.

Konzentration (M) ki (s1) k2 (s1) k3 (s1)
A 0,05 1,06 £0,02 x 10 2,70 + 0,05 x 102 1,80 + 0,01 x 103
0,10 7,40 + 0,07 x 1072 1,44 + 0,02 x 102 1,17 + 0,01 x 103
0,25 2,67 0,01 x 10 1,64 +£0,01 x 10°® 3,25+ 0,03 x 10*
0,50 3,10 £0,03 x 103 9,76 +0,10 x 10 8,09 +0,28 x 107
Konzentration (M) ampi (%) amp2 (%) amps (%)
B 0,05 65,7 24,7 9,5
0,10 70,9 15,6 13,5
0,25 76,2 14,5 9,3
0,50 51,9 40,2 79
Zeit (h) ki (s?) k2 (s) k3 (s1)
C 4 7,40 + 0,07 x 10 1,44 + 0,02 x 102 1,17 + 0,006 x 1073
26 5,36 + 0,10 x 10 7,41+0,14 x 103 6,63 + 0,006 x 10™
29 3,74 +0,03 x 102 2,21 +0,02 x 103 3,97 0,006 x 10
48 2,71+ 0,04 x 102 1,57 +0,01 x 103 3,23 + 0,005 x 10
52 1,94 + 0,02 x 102 1,04 +0,005x 10° 2,68 +0,003 x 10
56 1,64 +0,03 x 102 9,92 + 0,06 x 10 2,67 0,005 x 10
Zeit (h) ampi (%) ampz (%) amps (%)
D 4 70,9 15,6 13,5
26 31,9 11,7 56,4
29 25,8 15,8 58,3
48 12,6 15,2 72,3
52 10,9 21,3 67,8
56 8,5 22,6 68,9
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Tabelle 7.6: Kinetische Parameter der Renaturierung des EGFP aus dem chemisch denaturierten Zustand in

3 M HMIM ClI.

Die Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden wurden durch fluoreszenzspektroskopische Messungen und
dreifach exponentieller Kurvenanpassung ermittelt. Die Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung (k1 n-q) wurde

aus den y()-Werten der Renaturierungskinetiken und einfach exponentieller Kurvenanpassung ermittelt.

Bei den hier aufgelisteten Geschwindigkeitskonstanten ki bis ks handelt es sich um apparente

Geschwindigkeitskonstanten. Die graphische Darstellung der Parameter erfolgte in Abbildung 3.32.

Konzentration (M) kin-da (s1)

3,0 5,56 + 0,002 x 10

Zeit ki(s?) k2 (s1) k3 (s1)

5 min 2,36 +1,50 x 10? 5,43 +4,92 x 107 1,13 +£0,28 x 102
45 min 7,07 0,06 x 107 8,83+0,24 x 10 9,37 +0,51 x 10*
92 min 6,99 + 0,05 x 107 1,17 +£ 0,02 x 102 6,61 + 0,06 x 10

360 min 5,54 + 0,10 x 107 4,46 +0,16 x 10 3,65+ 0,02 x 10*

Zeit ampi1 (%) ampz (%) amps (%)

5 min 78,9 12,9 8,0
45 min 83,7 11,3 49
92 min 79,0 12,1 8,8

360 min 66,4 10,1 23,5
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Tabelle 7.7: Kinetische Parameter des Verlusts der Rickfaltungsausbeute in Gegenwart verschiedener lonischer
Flussigkeiten und GUHCI bei verschiedenen EGFP-Konzentrationen.

Die Geschwindigkeitskonstanten und Amplituden wurden durch zweifach exponentielle Kurvenanpassung
ermittelt. Der prozentuale Anteil beider resultierenden Amplituden bezieht sich jeweils auf die Gesamtamplitude.
Die ermittelten Endwerte der Kurvenanpassung (y() sind jeweils ins Verhdltnis zur normierten Fluoreszenz
gesetzt und spiegeln somit die Ausbeute der Rickfaltung in Prozent wider. Bei den hier aufgelisteten
Geschwindigkeitskonstanten ki und ko handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die graphische
Darstellung der Parameter erfolgte in Abbildung 3.33 und Abbildung 3.34.

Denaturans EGFP (mg/ml) ki(s?) k2 (s1)
GuHCl 0,1 4,061 + 3,156 x 10’3 3,113 + 0,256 x 10°®
5,5M) 0,5 4,251 + 1,165 x 10* 1,493 + 0,164 x 10°°
2,5 4,203 + 1,580 x 10 2,415+ 1,240 x 10°°
Denaturans EGFP (mg/ml) yo) (%) ampi (%) amp:z (%)
GuHCI 0,1 9,8 10,3 89,7
(5,5 M) 0,5 10,4 13,0 87,0
2,5 8,2 47,7 52,3
Denaturans EGFP (mg/ml) ki(s1) k2 (s1)
EMIM ClI 0,1 6,449 + 0,040 x 10 7,268 + 0,345 x 107
(5,4 M) 0,5 1,116 + 0,389 x 10* 1,754 + 0,522 x 10°
2,5 9,228 + 1,620 x 10 1,119 + 1,423 x 10*
Denaturans EGFP (mg/ml) yo) (%) amp1 (%) amp:z (%)
EMIM CI 0,1 4,8 11,1 88,9
(5,4 M) 0,5 0,8 45,9 54,1
2,5 0,3 88,5 11,5
Denaturans EGFP (mg/ml) ki(s1) k2 (s1)
BMIM CI 0,1 6,925 + 1,977 x 10* 7,755 + 1,608 x 10”7
(3,9 M) 0,5 1,963 + 1,047 x 1073 2,425+ 0,319 x 107
2,5 6,585 + 2,971 x 10* 1,906 + 0,303 x 107
Denaturans EGFP (mg/ml) yo) (%) amp1 (%) ampz (%)
BMIM CI 0,1 -27,5 8,1 91,9
(3,9 M) 0,5 19,5 17,3 82,7
2,5 14,5 17,2 82,8
Denaturans EGFP (mg/ml) ki(s1) k2 (s1)
HMIM CI 0,1 1,113 + 0,262 x 1073 4,911 + 0,662 x 10®
(3,0 M) 0,5 6,915 + 2,933 x 10* 1,477 £ 0,274 x 10°
2,5 3,707 £ 0,758 x 10 5,596 + 1,137 x 10°®
Denaturans EGFP (mg/ml) yo) (%) ampi (%) ampz (%)
HMIM CI 0,1 21,3 34,4 65,6
(3,0 M) 0,5 35,5 33,2 66,8
2,5 18,6 42,6 57,4
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7.2. Kinetische Parameter der Intensitatsanderungen aus
IH-B’N-TROSY-HSQC Spektren von EGFP in
Gegenwart lonischer Flussigkeiten und GuHCI

Tabelle 7.8: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-*N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 4,4 M GuHCI.

Die kinetischen Parameter wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung ermittelt. In Spalte 2 (AS) wurde
wenn moglich, dem jeweiligen Signal die entsprechende Aminoséaure zugeordnet. Bei den hier aufgelisteten
Geschwindigkeitskonstanten handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die gemittelten
Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Signal AS kio-u (s1) k2o0-u (s1) kn-u (s1)
1 3,58 +1,07 x 10*
2 3,21 +1,14 x 10*
3 1,46 + 0,54 x 10*
4 1,20 + 0,35 x 10
5 1,64 + 0,48 x 10
6 1,48 + 0,26 x 10*
7 5,51 + 3,43 x 10*
8 2,12 +0,21 x 10*
9 2,28 + 0,33 x 10*
10 2,09 + 0,41 x 10*
11 1,66 + 0,34 x 10
12 1,65+ 0,23 x 10*
13 1,66 + 0,25 x 10*
14 2,22 + 0,59 x 10
15 2,06 + 0,44 x 10*
16 1,56 + 0,37 x 10*
17 3,03 +0,80 x 10*
18 2,80 + 0,80 x 10
19 1,75+ 0,37 x 10*
20 2,36 + 0,64 x 10*
21 2,11 +0,53 x 10*
22 3,98 + 1,25 x 10
23 1,72 + 0,40 x 10*
24 2,64 +0,90 x 10
25 2,18 + 0,54 x 10*
26 2,46 + 0,27 x 10*
27 4,30 + 2,78 x 10*
28 2,10 £ 0,33 x 10*
29 D82 2,11 + 0,46 x 10
30 2,09 + 0,38 x 10
31 1,63 +0,30 x 10*
32 1,85+ 0,65 x 10*
33 3,05+ 0,97 x 10*
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Tabelle 7.8: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-

HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 4,4 M GuHCI (Fortsetzung).

Signal AS kio-u (s1) k2o0-u (s1) kn-u (s1)

34 1,12 + 0,30 x 10
35 2,25+ 0,58 x 10™*
36 2,66 + 0,55 x 10™
37  N135 2,20 +0,50 x 10
38  T108 3,45+1,20x 10*
39 G51 8,15+ 5,12 x 10
40 1,47 +0,23 x 10™
41 1,82 +0,37 x 10
42 1,73+0,31 x 10™*
43 G134 1,56 + 0,27 x 10
44 G138 1,77 £ 0,50 x 10
45 2,20 + 0,47 x 10™*
46 1,62 +0,27 x 10*
47 3,04 +0,81x10*
48 1,32 £0,27 x 10 9,94 + 3,62 x 107

49 1,66 + 0,06 x 10 1,41 +0,17 x 10

50 1,65+0,11 x 10** n.a.

51 1,95+ 0,14 x 10 1,22 +0,16 x 10°®

52 1,95+ 0,23 x 10 3,04 +1,80 x 107

53 2,89+ 0,49 x 10* 2,05+ 0,48 x 107

54 1,35+0,11 x 10** 1,74 £0,34 x 10°®

55 1,27 0,06 x 10™* n.a.

56 1,23 +£0,06 x 10™* n.a.

57 1,53 +£0,05 x 10 n.a.

58 1,41 + 0,07 x 10 n.a.

59 1,55 + 0,05x 10* n.a.

60 1,59 + 0,08 x 10** 1,43 +0,31 x 10°®

61 1,40 + 0,32 x 10** n.a.

62 1,45 + 0,06 x 10™* 1,65+ 0,51 x 10°®

63 1,46 + 0,09 x 10 1,39 + 0,49 x 10°®

64 1,57 £0,13 x 10™* 1,27 £0,93 x 10°®

65 1,90 +£ 0,14 x 10 4,64 + 0,47 x 10°®

66 1,77 £0,06 x 10™* 4,46 +0,79 x 108

67 1,63 +0,15 x 10 1,60 + 0,37 x 10°®

68 1,78 +0,17 x 10** 1,85 + 0,45 x 10°®

69 1,25 + 0,05 x 10** n.a.

70 1,67 +£ 0,05 x 10** 6,96 + 1,50 x 107

71 1,44 + 0,05 x 10* 8,57 +3,35x 107

72 1,50 + 0,13 x 10 1,85+ 0,45 x 10

73 1,94 + 0,29 x 10™* 6,35+ 0,83 x 107

n.a. = nicht auswertbar
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Tabelle 7.8: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-

HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 4,4 M GuHCI (Fortsetzung).

Signal AS kio-u (s1) k2o0-u (s1) kn-u (s1)
73 1,94 +0,29 x 10* 6,35+ 0,83 x 107
74 1,86 + 0,23 x 10* 2,60 + 0,50 x 10°®
75 n.a. 3,01 +0,36 x 10
76 1,67 +£0,32 x 10* 1,02 + 0,64 x 10°®
77 2,22 +0,29 x 10* 4,89 + 3,88 x 107
78 1,30+ 0,25 x 10* n.a.
79 1,74 + 0,40 x 10 n.a.
80 1,44 +0,16 x 10* 255+1,42x10°
81 2,17 £ 0,52 x 10 n.a.
82 2,36 + 0,46 x 10 8,74 +6,70 x 10”7
83 2,32+0,61x10* 8,21 +2,69x 107
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
1,69 +0,37 x 10* 1,66 +1,10 x 10 2,39+1,21x10*

n.a. = nicht auswertbar
Die farblich markierten Signale entsprechen den in Abbildung 3.39 verwendeten.

Tabelle 7.9: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitdtsanderungen von Signalen aus *H-*N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 2,5 M HMIM CI.

Die kinetischen Parameter wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung ermittelt. In Spalte 2 (AS) wurde
wenn moglich dem jeweiligen Signal die entsprechende Aminosaure zugeordnet. Bei den hier aufgelisteten
Geschwindigkeitskonstanten handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die gemittelten

Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Signal  AS kio-u (s1) kzo-u (s1) knou (s
1 3,46 £ 0,61 x 10° 5,69 +1,82x10°
2* n.a. 7,88 +0,52 x 10
3 4,15+ 0,54 x 10° 7,74 +1,80x 10
4 3,27+0,29x10° 5,16 + 0,89 x 10
5 2,99 +0,21 x10° 5,60 + 0,56 x 10
6 2,70 +0,19 x 10° 5,37 £ 0,77 x 10°®
7 2,91+0,25x 107 4,93 +0,52 x 10°®
8 3,38 £ 0,44 x 10° 2,28 +1,54x 10°®
9 3,29+ 0,43 x10° 4,95 + 0,56 x 10°®
10 3,80+ 0,31 x10° 7,08+0,78 x 10
11 3,34+0,29x10° 6,76 + 0,47 x 10
12 3,19+ 0,25 % 10° 6,43+ 0,55 x 10
13 3,05+ 0,26 x 10° 5,67 + 0,57 x 10°®
14 3,02 +0,24 x 10° 5,41+ 0,52 x 10°®
15 2,83+0,34x10° 4,24 +0,61x 10
16 3,20+ 0,29 x 10° 5,32 +0,63x10°
17 3,12+ 0,29 x 10° 4,07 £ 0,67 x 10°®
18 3,26 + 0,28 x 10° 5,52 +0,72 x 10

n.a. = nicht auswertbar
* Signale weisen bereits zu Beginn der Kinetik eine erhohte Anfangsintensitét auf
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Tabelle 7.9: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-

HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 2,5 M HMIM CI (Fortsetzung).

Signal AS kio-u (s1) k2o0-u (s1) kn-u (s1)
19 3,55+ 0,22 x 10 5,91 + 0,41 x 10
20 3,52 +0,30 x 10 7,54 +0,75 x 107
21 3,91 +0,38 x 10 8,18 + 1,75 x 10
22 3,33+ 0,26 x 10 6,83 +0,85 x 107
23 3,46 £ 0,37 x 10°° 6,44 + 1,00 x 10
24 4,09 + 0,59 x 10° 434+1,19x10°
25 3,33+0,43x10° 5,60 1,13 x 10
26 2,61+0,14x10° 5,02 +0,39 x 10
27 2,83+0,13 x 10 4,70 + 0,23 x 108
28 3,10 £ 0,15 x 10°® 4,94 +0,43 x 108
29 3,36+ 0,12 x 10 4,63+ 0,43 x 108
30 3,54 + 0,22 x 10 7,87 +1,81 x 106
31 2,49 +0,61 x 10 4,69 +0,77 x 10°®
32 2,82 +0,34 x 10 7,79 +1,86 x 10
33 3,25+0,14 x 10° 5,54 + 0,18 x 10°®
34 3,31 +0,15x 10 5,49 + 0,23 x 107
35 3,22 +0,14 x 10 5,04 + 0,27 x 107
36 3,19+ 0,14 x 10 4,52 +0,33 x 108
37 2,89+ 0,14 x 10 5,02 + 0,47 x 10°
38 9,75 + 0,46 x 10°
39 5,40 + 0,63 x 10 6,53 + 0,75 x 10
40 2,63+0,33x10° 5,57 +1,16 x 10°®
41 3,51+0,73x10° 5,12 +1,93 x 10
42 2,78 +0,68 x 10 3,69 +0,91 x 10
43 2,24 +0,49 x 10° 3,96 + 0,92 x 10°®
44* 3,96 +1,18 x 10°° 8,24 + 0,68 x 107
45 4,11 + 0,46 x 10° 7,81+1,18 x 10
46 2,70 + 0,46 x 10 6,71 + 0,90 x 10
47 3,12+ 0,20 x 10 5,38 + 0,42 x 107
48 2,99 +0,21 x 10 5,87 + 0,51 x 10
49* 3,79+ 0,44 x 10 7,33+ 0,54 x 10
50 2,62 +0,36 x 10 4,48 +0,72 x 10°®
51 2,68 +0,51 x 10 4,63+1,33x10°
52 2,91+ 0,42 x 10 4,67 +1,13x10°
53 2,81 +0,22 x 10 6,00 + 0,98 x 107
54 3,26 + 0,23 x 10 4,41 +1,24x10°
55 2,07 + 0,56 x 10 4,03+ 1,03x10°
56 2,00 + 0,53 x 10° 5,43 +1,04 x 10°®
57 3,06 + 0,37 x 10°° 9,76 + 1,58 x 107

n.a. = nicht auswertbar
* Signale weisen bereits zu Beginn der Kinetik eine erhohte Anfangsintensitét auf
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Tabelle 7.9: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 2,5 M HMIM CI (Fortsetzung).

Signal AS kio-u (s1) k2o0-u (s1) kn-u (s1)
58 2,20+0,32x 10° 4,75+0,93 x10°
59 3,04 +0,23x10° 4,12 +0,49 x 10°®
60 2,80+ 0,20 x 10° 3,90 + 0,47 x 10°®
61 3,30+ 0,63 x 10° 6,20 + 1,44 x 10°®
62 3,81+0,38 x 10 5,80 + 0,67 x 10
63 3,62 0,24 x 10 5,78+ 0,72 x 10
64 3,33+0,34x10° 553+1,22x10°
65 3,42 +0,82 x 10 453 +1,25x10°®
66 2,44 +0,58 x 10° 5,49 + 1,06 x 10
67 2,82 +0,42x10° 6,41+ 1,10 x 10
68 3,38+ 0,39 x 10° 4,37 +0,91 x10®
69 3,17+ 0,36 x 10° 4,98 + 0,58 x 10°®
70 3,07 £ 0,29 x 10 4,96 +2,03 x 10
71 4,22 +1,02x10° 555+ 1,93 x10°
72 2,72 +0,54 x 10° 4,66 +0,84 x 10°®
73 2,28 +0,27 x 10° n.a.

74 3,32+0,33x10° 3,23+1,34x10°
75 3,32+0,22x10° 4,88 +0,40 x 10°®
76 2,99 +0,21 x 10° 2,41+0,80x10°
77 3,10+ 0,30 x 10° 5,19 + 0,44 x 10
78 3,60 + 0,41 x 10° 4,69 +0,77 x 10°®
79 2,88 +0,40 x 10 5,13+ 0,63 x 10
80 3,79+ 0,27 x 10 4,40 +0,72 x 10°®
81 2,69 +0,19 x 105 4,13+0,33x 10
82 2,71+0,24 x10° 4,32 +0,36 x 10°®
83 3,70+ 0,58 x 10° 7,02+ 1,14 x 10
84 2,85+0,87 x 10° 5,66 + 1,77 x 10
85 2,88+0,15x 10° 4,79 +0,42 x 10°®
86 3,52+0,23x10° 5,32 + 0,54 x 10
87 2,69 +0,20 x 10 5,86 + 0,39 x 107
88 3,08 +0,19 x 10 3,92 + 0,48 x 10
89* 5,17 +2,79 x 10 6,91 + 0,91 x 106
90* n.a. 1,02 + 0,41 x 10°®
91 1,28 +0,17 x 10°®
Mittelwert Mittelwert Mittelwert

3,19+ 0,57 x 107

5,51+ 1,40 x 10

1,13+0,22 x 10°

n.a. = nicht auswertbar
* Signale weisen bereits zu Beginn der Kinetik eine erhéhte Anfangsintensitéat auf
Die farblich markierten Signale entsprechen den in Abbildung 3.40 verwendeten.
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Tabelle 7.10: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 2,0 M HMIM CI.

Die kinetischen Parameter wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung ermittelt. In Spalte 2 (AS) wurde
wenn mdglich dem jeweiligen Signal die entsprechende Aminoséure zugeordnet. Bei den hier aufgelisteten
Geschwindigkeitskonstanten handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die gemittelten
Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Signal  AS kio-u (s1) kzo0-u (s1) kn-u (s1)
1 7,79 +1,03x 10 n.a.
e 6,67 + 0,57 x 10°® n.a.
3 5,09 + 0,41 x 10°® n.a.
4 4,17 £ 0,52 x 10°® n.a.
5 5,84 + 0,57 x 10°® n.a.
6 5,79 + 0,54 x 10°® n.a.
7 4,99 +0,41 x 10°® n.a.
8 4,46 + 0,33 x 10°® n.a.
9 5,26 + 0,32 x 10 n.a.
10 5,34+ 0,48 x 10°® n.a.
11 6,14 + 0,62 x 10°® n.a.
12 4,59 +0,92 x 10°® n.a.
13 3,88+ 0,70 x 10 n.a.
14 4,33+0,35x 10 n.a.
15 4,49 +0,54 x 10°® n.a.
16 3,03+0,76 x 10 n.a.
17 4,63 +0,82x10° n.a.
18 4,02 +0,96 x 10°® n.a.
19 5,78 £ 0,89 x 10°® n.a.
20 4,96 + 0,33 x 10°® n.a.
21 491 +0,41 x 106 n.a.
22 4,21 +0,93 x 10® n.a.
23 5,63+ 0,83 x 10 n.a.
24* n.a. n.a.
25* 2,18 +0,95x 10° n.a.
26* n.a. n.a.
27* n.a. n.a.
28 6,24 + 0,31 x 10°©
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
493 +1,14x10° n.a. 6,24 + 0,31 x 10

n.a. = nicht auswertbar
* Signale weisen bereits zu Beginn der Kinetik eine erhéhte Anfangsintensitéat auf
Die farblich markierten Signale entsprechen den in Abbildung 3.40 verwendeten.
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Tabelle 7.11: Geschwindigkeitskonstanten der aus den Intensitatsanderungen von Signalen aus *H-®N-TROSY-
HSQC-Spektren ermittelten Kinetiken von EGFP in Gegenwart von 1,5 M HMIM CI.

Die kinetischen Parameter wurden durch einfach exponentielle Kurvenanpassung ermittelt. In Spalte 2 (AS) wurde
wenn mdglich, dem jeweiligen Signal die entsprechende Aminoséure zugeordnet. Bei den hier aufgelisteten
Geschwindigkeitskonstanten handelt es sich um apparente Geschwindigkeitskonstanten. Die gemittelten
Geschwindigkeitskonstanten sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Signal  AS kio-u (s1) kzo0-u (s1) kn-u (s1)
1 1,16 + 0,34 x 10°®
2 G160 1,72 £ 0,55 x 10°®
3 9,92 +3,55x 107
4 3,31+0,80x 10
5 1,70 £ 0,43 x 10
6 1,64 + 0,55 x 107
7 9,27 +2,31x 107
8 1,14 + 0,28 x 10
9 9,43 +9,09 x 10”7
10 1,42 + 0,46 x 10
11 T108 1,10 £ 0,75 x 10°®
12 N135 1,08 £ 0,74 x 10
13 1,73+ 0,41 x 10°©
14 9,90 + 4,87 x 10”7
15 A87 4,63 +1,40x 10
16 D82 9,71 +4,35x 107
17 G10 1,43 +0,26 x 10°
18 G51 1,32 + 0,36 x 10
19 1,05+ 0,35 x 10
20 2,10 + 0,62 x 107
21 n.a. n.a.
22 n.a. n.a.
23 n.a. n.a.
24 n.a. n.a.
25 n.a. n.a.
26 n.a. n.a.
27 n.a. n.a.
28 n.a. n.a.
29 n.a. n.a.
Mittelwert Mittelwert Mittelwert
n.a. n.a. 1,57 £ 0,91 x 10°©

n.a. = nicht auswertbar
Die farblich markierten Signale entsprechen den in Abbildung 3.40 verwendeten.
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7.3. Anderung der chemischen Verschiebung in H-'°N-
TROSY-HSQC-Spektren von EGFP in Gegenwart von
1M HMIM CI
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Abbildung 7.1: Uberlagerung von *H->N-TROSY-HSQC-Spektren unter nativen Bedingungen und in Gegenwart
von 1 M HMIM CI.

Dargestellt ist die Uberlagerung eines *H-SN-TROSY -HSQC-Spektrums von nativem EGFP (schwarz) in 50 mM
Na-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 8,0 mit einem H-*N-TROSY-HSQC-Spektrum in Gegenwart von 1 M HMIM
ClI (rot) nach einer Inkubationszeit von 40 min in 50 mM Na-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 8,0. Die Messungen
wurden an einem Bruker Avance Il 600 NMR-Spektrometer bei einer Temperatur von 303 K unter Zusatz von
10% D,O und einer Proteinkonzentration von 12 mg/ml (0,45 mM) durchgefiihrt. Die Zuordnung der
Aminosduren erfolgte auf Basis einer verkirzten GFPuv-Variante (Met1-11e229) nach Khan et al., 2003, wobei
bei manchen Zuordnungen eine gewisse Unsicherheit vorhanden sein kann. Im Vergleich der Spektren
untereinander zeigen die rot markierten Aminoséuren eine starke und die blau markierten eine schwache oder
keine chemische Verschiebung. Bei den schwarzen Markierungen erfolgte keine Einstufung in starke oder
schwache chemische Verschiebung, da eine sichere Zuordnung der Signale zu den entsprechenden Aminoséduren
nicht gegeben war.

WS57sc (Tryptophan 57 side chain) ist das einzige Signal welches einer Aminosdureseitenkette zugeordnet werden
konnte. Bei den restlichen Signalen handelt es sich ausschlieflich um Signale der Amidprotonen des
Peptidruckgrats (Peptidbindung).
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7.4. Ubersicht zugeordneten Aminosauren aus den *H-'°N-
TROSY-HSQC-Spektren von EGFP in Gegenwart von
1M HMIM CI

Tabelle 7.12: Ubersicht zugeordneter Aminosauren und Einstufung nach schwacher und starker chemischer
Verschiebung aus der Uberlagerung der *H-">*N-TROSY-HSQC-Spektren.

Dargestellt sind Aminoséuren (AS) mit schwacher (blau) und starker (rot) chemischer Verschiebung im Vergleich
der 'H-®*N-TROSY-HSQC-Spektren unter nativen Bedingungen und in Gegenwart von 1 M HMIM CI (siehe
Abbildung 7.1.). Die orange unterlegten Felder zeigen negativ geladene Aminosauren bzw. zugeordnete AS in
direkter Nachbarschaft zu negativ geladenen Aminoséuren. Die rot unterlegten Felder zeigen die zugeordneten
aromatischen Aminoséuren.

Priméar- zugeord- Struktur- AS Primar- zugeord- Struktur-
sequenz  nete AS element sequenz nente AS element

-2 H 30 S B-Faltblatt #2
-1 M 31 G G B-Faltblatt #2
1 \% 32 E B-Faltblatt #2
2 S 33 G G B-Faltblatt #2
3 K o-helix #1 34 E B-Faltblatt #2
4 G o-helix #1 35 G G B-Faltblatt #2
5 E o-helix #1 36 D B-Faltblatt #2
6 E a-helix #1 37 A loop

7 L a-helix #1 38 T T loop

8 F a-helix #1 39 Y loop

9 T o-helix #1 40 G loop

10 G G o-helix #1 41 K pB-Faltblatt #3
11 \% B-Faltblatt #1 || 42 L B-Faltblatt #3
12 \% \% B-Faltblatt #1 || 43 T B-Faltblatt #3
13 P B-Faltblatt #1 || 44 L B-Faltblatt #3
14 I B-Faltblatt #1 || 45 K B-Faltblatt #3
15 L B-Faltblatt #1 || 46 F pB-Faltblatt #3
16 \ B-Faltblatt #1 || 47 I pB-Faltblatt #3
17 E B-Faltblatt #1 || 48 c pB-Faltblatt #3
18 L B-Faltblatt #1 || 49 T loop

19 D B-Faltblatt #1 || 50 T T loop
20 G B-Faltblatt #1 || 51 G G loop
21 D D B-Faltblatt #1 || 52 K loop
22 \ B-Faltblatt #1 || 53 L loop
23 N loop 54 P loop
24 G G loop 55 \ loop
25 H B-Faltblatt #2 || 56 P a-helix #2
26 K p-Faltblatt#2 || 57w wse [
27 F B-Faltblatt #2 || 58 P a-helix #2
28 S B-Faltblatt #2 || 59 T T a-helix #2
29 \Y B-Faltblatt #2 || 60 L a-helix #2
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Tabelle 7.12: Ubersicht zugeordneter Aminoséuren und Einstufung nach schwacher und starker chemischer
Verschiebung aus der Uberlagerung der 1H-15N-TROSY-HSQC-Spektren (Fortsetzung).

AS Primar- zugeord- Struktur- AS Primar- zugeord- Struktur-
sequenz  nete AS element sequenz  ente AS element

61 \% \% o-helix #2 100 F B-Faltblatt #4

62 T T a-helix #2 101 K loop

63 T T o-helix #2 102 D loop

64 L a-helix #2 103 D loop

65 T 104 G G loop

66 Y 105 N B-Faltblatt #5

67 G 106 Y .~ p-Faltblatt#5

68 \% a-helix #2 107 K B-Faltblatt #5

69 Q o-helix #2 108 T T B-Faltblatt #5

70 @ o-helix #2 109 R B-Faltblatt #5

71 F a-helix #2 110 A A B-Faltblatt #5

72 S o-helix #2 111 E B-Faltblatt #5

73 R loop 112 \ B-Faltblatt #5

74 Y y S 13 K B-Faltblatt #5

75 P loop 114 F ~ p-Faltblatt#5

76 D o-helix #3 115 E B-Faltblatt #5

77 H a-helix #3 116 G loop

78 M o-helix #3 117 D loop

79 K K a-helix #3 118 T B-Faltblatt #6

80 Q a-helix #3 119 L L pB-Faltblatt #6

81 H o-helix #3 120 \% B-Faltblatt #6

82 D D loop 121 N B-Faltblatt #6

83 F a-helix #4 122 R B-Faltblatt #6

84 F F o R 23 B-Faltblatt #6

85 K a-helix #4 124 E B-Faltblatt #6

86 S S o-helix #4 125 L B-Faltblatt #6

87 A A a-helix #4 126 K B-Faltblatt #6

88 M o-helix #4 127 G B-Faltblatt #6

89 P loop 128 I B-Faltblatt #6

90 E E loop 129 D loop

91 G G loop 130 F loop

92 Y Y B-Faltblatt #4 || 131 K K loop

93 \Y \Y B-Faltblatt #4 || 132 E loop

94 Q B-Faltblatt #4 || 133 D loop

95 E B-Faltblatt #4 || 134 G G loop

96 R B-Faltblatt #4 || 135 N N loop

97 T B-Faltblatt #4 || 136 I loop

98 I I B-Faltblatt #4 || 137 L loop

99 F B-Faltblatt #4 || 138 G G loop




Anhang 173

Tabelle 7.12: Ubersicht zugeordneter Aminoséuren und Einstufung nach schwacher und starker chemischer
Verschiebung aus der Uberlagerung der *H-">N-TROSY-HSQC-Spektren (Fortsetzung).

Primar-  zugeord- Struktur- AS Priméar- zugeord- Struktur-
sequenz  nete AS element sequenz nente AS element
139 H loop 179 A B-Faltblatt #9
140 K loop 180 D D pB-Faltblatt #9
141 L L loop 181 H pB-Faltblatt #9
142 E loop 182 Y pB-Faltblatt #9
143 Y loop 183 Q pB-Faltblatt #9
144 N loop 184 Q B-Faltblatt #9
145 Y loop 185 N B-Faltblatt #9
146 N loop 186 T B-Faltblatt #9
147 S B-Faltblatt #7 || 187 P pB-Faltblatt #9
148 H B-Faltblatt #7 || 188 I loop
149 N B-Faltblatt #7 || 189 G G loop
150 \Y B-Faltblatt #7 || 190 D loop
151 Y B-Faltblatt #7 || 191 G loop
152 I B-Faltblatt #7 || 192 P loop
153 M B-Faltblatt #7 || 193 \/ loop
154 A B-Faltblatt #7 || 194 L loop
155 D B-Faltblatt #7 || 195 L loop
156 K loop 196 P loop
157 Q loop 197 D D loop
158 K loop 198 N loop
159 N loop 199 H B-Faltblatt #10
160 G G B-Faltblatt #8 || 200 Y B-Faltblatt #10
161 I B-Faltblatt #8 || 201 L B-Faltblatt #10
162 K B-Faltblatt #8 || 202 S B-Faltblatt #10
163 \Y/ B-Faltblatt #8 || 203 T B-Faltblatt #10
164 N B-Faltblatt #8 || 204 Q B-Faltblatt #10
165 F B-Faltblatt #8 || 205 S B-Faltblatt #10
166 K B-Faltblatt #8 || 206 A B-Faltblatt #10
167 I B-Faltblatt #8 || 207 L B-Faltblatt #10
168 R R B-Faltblatt #8 || 208 S B-Faltblatt #10
169 H B-Faltblatt #8 || 209 K loop
170 N B-Faltblatt #8 || 210 D loop
171 I B-Faltblatt #8 || 211 P loop
172 E loop 212 N loop
173 D D loop 213 E E loop
174 G G loop 214 K loop
175 S loop 215 R loop
176 \Y B-Faltblatt #9 || 216 D loop
177 Q Q B-Faltblatt #9 || 217 H B-Faltblatt #11
178 L L B-Faltblatt #9 || 218 M B-Faltblatt #11
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Tabelle 7.12: Ubersicht zugeordneter Aminoséuren und Einstufung nach schwacher und starker chemischer
Verschiebung aus der Uberlagerung der *H-">N-TROSY-HSQC-Spektren (Fortsetzung).

Primar-  zugeord- Struktur- Priméar- zugeord- Struktur-
sequenz  nete AS element sequenz nente AS element

219 \% B-Faltblatt #11 || 229 I

220 L L B-Faltblatt #11 || 230 T

221 L L B-Faltblatt #11 | 231 L

222 E B-Faltblatt #11 | 232 G

223 F B-Faltblatt #11 || 233 M

224 \% B-Faltblatt #11 || 234 D

225 T B-Faltblatt #11 || 235 E

226 A B-Faltblatt #11 || 236 L

227 A B-Faltblatt #11 || 237 Y

228 G G 238 K
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7.5. Aminosauresequenz und physikalische Eigenschaften
der verwendeten EGFP-Variante

(M)GHHHHHHHHHHSSGHIDDDDKHMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSG
EGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLINEYQCFSRYPDHMKQHDFFKSA
MPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYN
YNSHNVYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYL
STQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYK

N-terminale Fusions-linker-Sequenz mit Hisio-tag und Enterokinaseschnittstelle:
(M)GHHHHHHHHHHSSGHIDDDDK

Beteiligte Aminosauren des durch autokatalytische Zyklisierung gebildeten Chromophors:

TYG

Anzahl der Aminosauren nach Prozessierung: 240
Molekulargewicht: 27061,8 Da

€280: 21890 Mt x cm?
€490: 55000 M x cm?

Isoelektrischer Punkt: 5,67
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7.6. Chemische Struktur der genutzten lonischen

Flussigkeiten
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