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1 Einleitung

Die Umweltbedingungen, unter denen Organismen auf der Erde tberleben kénnen, sind sehr
unterschiedlich. Wahrend der Mensch ohne Hilfsmittel einen sehr kleinen Toleranzbereich
hinsichtlich seiner Umweltbedingungen (Temperatur, Wasserzufuhr) hat, sind einige
Lebewesen in der Lage ein wesentlich grof3eres Spektrum zu tolerieren [1]. Diese Organismen
kénnen ihre Stoffwechselvorgange im Fall extremer Umweltbedingungen reduzieren und so
einen Zustand einnehmen, der Kryptobiose genannt wird. Erstmals wurde dieses Phanomen
1702 von dem Niederldnder Van Leeuwenhoek beobachtet. Dieser untersuchte unter dem
Mikroskop das getrocknete Moos seiner Dachrinne. Die darin enthaltenen Ré&dertierchen
waren in der Lage, auch nach mehreren Monaten Trockenheit, ihren Stoffwechsel nach der
Zugabe von Wasser komplett zu reaktivieren [2]. Das Wort Kryptobiose setzt sich aus den
griechischen Wartern kryptos = verborgen und bios = Leben zusammen und beschreibt damit
sehr treffend dieses Phanomen. Ausgehend von der Ursache des kryptobiotischen Zustandes
werden verschiedene Formen unterschieden. Zwei Beispiele sind die Anhydrobiose, die das
Uberleben trotz Austrocknung beschreibt, und die Kryobiose, die das Uberleben bei niedrigen
Temperaturen umfasst. In Organismen, welche diese Eigenschaften aufweisen, wurde
auffallig haufig das Disaccharid Trehalose in groBen Mengen nachgewiesen. Dies fiihrte zu
der Schlussfolgerung, dass Trehalose die biologische Schutzwirkung unterstiitzt oder sogar
verursacht [3, 4]. Die eingekapselten Embryonalstadien (Zysten) der Artemia zum Beispiel,
einer Gattung der Krebstiere, bestehen zu 15 % ihres Trockengewichtes aus Trehalose [5].
Diese Zysten sind in der Lage 15 Jahre Wassermangel unbeschadet zu (iberstehen. Das
Vorkommen des Disaccharides Trehalose konnte auch bei anderen Organismen, die die
Eigenschaft der Anhydrobiose zeigen, nachgewiesen werden. Sowohl in Bértierchen
(Tardigrada) [2] als auch in Fadenwirmern (Aphelenchus avenae) [6, 7] wurde unter
Wassermangel ein Anstieg der Konzentration von Trehalose beobachtet. Nicht nur in
tierischen Organismen, sondern auch in Pflanzen wurde das Phdnomen der Anhydrobiose
beschrieben. Die Unechte Rose von Jericho (Selaginella lepidophylla) ist daftr bekannt lange
Trockenperioden unbeschadet zu Gberstehen, wobei in diesen Pflanzen ebenfalls das
Disaccharid Trehalose nachgewiesen wurde [8, 9]. Die genannten Organismen sind nur einige
Beispiel fur kryptobiotische Lebewesen.

Da die Eigenschaften der Kryptobiose vor allem im Bereich der Medizin vielféltige attraktive
Einsatzgebiete ermdglichen, wurden bereits zahlreiche Anwendungen der Trehalose in diesem
Bereich getestet. Uberwiegend widmen sich die Studien dem Problem, organisches Gewebe
oder medizinische Wirkstoffe zu lagern, ohne deren Funktionalitat einzuschranken. Diese
Fragestellung ist fiir die moderne Medizin von enormer Bedeutung. In Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass die Schutzwirkung der Trehalose bei dem Gefriertrocknen von Zellen
ausgenutzt werden kann. Beim Prozess des Gefriertrocknens sind die Zellen zwei
Stressfaktoren ausgesetzt: Wassermangel und tiefe Temperaturen. Befand sich Trehalose
sowohl innerhalb als auch auBerhalb der Zellen wéhrend des Gefriertrocknens, konnte eine
erhohte Toleranz von Bakterien gegeniiber dem Prozess beobachtet werden [10]. Eine weitere



Anwendung ist die Lagerung von Blutblattchen, welche aktuell in Blutbanken als
aufkonzentrierte Plasmapraparate bei 22 °C gelagert werden. Da dies nur firr einen begrenzten
Zeitraum von einigen Tagen moglich ist, besteht eine chronische Mangelversorgung. Wolkers
et al. haben gezeigt, dass menschliche Blutplattchen, wenn sie mit Trehalose versetzt werden,
im gefriergetrockneten Zustand gelagert werden konnen [11]. Ohne die Beimengung von
Trehalose vor dem Gefriertrocknen verlieren die Blutblattchen nach der Zugabe von Wasser
ihre Funktionalitat. Die mit Trehalose gefriergetrockneten Blutblattchen zeigen dagegen nach
der Zugabe von Wasser dhnliche Eigenschaften wie frische Blutblattchen. Die Mdglichkeit,
die Blutblattchen ohne Verlust ihrer Funktionalitat gefriertrocknen zu koénnen, wirde die
Lagerung und auch den Transport erheblich erleichtern. Weiterhin wurden Untersuchungen
mit Antikorperkonjugaten durchgefuhrt, welche unter anderem zur Krebstherapie eingesetzt
werden. Fir die Lagerung und den Transport werden die Konjugate gefriergetrocknet. Der
Vergleich von Proben, die vor dem Einfrieren mit Trehalose versetzt wurden und Proben ohne
Trehalose, zeigt, dass die Antikorperkonjugate in der Probe mit Trehalose wéhrend der
Lagerung uber einen langeren Zeitraum stabil waren [12]. Zahlreiche weitere Anwendungen
wurden bereits getestet und sind in dem Artikel von Teramoto et al. zusammengefasst [3].

Hinsichtlich ihrer biologischen Schutzwirkung wurden verschiedene Saccharide getestet. Der
Fokus der tGberwiegenden Anzahl von Studien liegt jedoch auf der herausragenden Rolle des
Disaccharides Trehalose. Im Vergleich zu anderen Sacchariden hat dieses sich als besonders
geeignet erwiesen. Bereits 1971 veroffentlichte J. H. Crowe einen Artikel zu diesem Thema,
in dem die Funktionsweise der Trehalose als biologischer Schutzstoff auf molekularer Ebene
als aufgeklart betrachtet wurde [13]. Der Schutzmechanismus erweist sich jedoch als so
komplex, dass selbst Uber 40 Jahre spater, nach vielféltigen weiteren Untersuchungen durch
Crowe und andere Arbeitsgruppen, weiterhin keine umfassende Erklarung zur Verfiigung
steht [14]. Um das Potential der Anwendungen von Trehalose als Schutzstoff im Bereich der
Anhydrobiose und Kryobiose voll ausschopfen zu koénnen, ist es jedoch notwendig deren
Funktionsweise auf molekularer Ebene zu verstehen. Bevor dies in hoch komplizierten
Systemen wie Zellen oder gar Organen mdoglich ist, ist es sinnvoll mit der Charakterisierung
der Eigenschaften eines ,,einfacheren” Modellsystems zu beginnen. Daflr werden in dieser
Arbeit Proteine genutzt, auch wenn diese aufgrund ihrer strukturellen und dynamischen
Eigenschaften bereits komplexe Systeme darstellen. Sie bieten sich zur Untersuchung der
Schutzwirkung von Trehalose an, da sie ein wichtiger Baustein des Lebens sind und
vielfaltige Aufgaben innerhalb der Zellen wahrnehmen. Soll die Integritdt wéhrend des
Gefriertrocknens von Zellen oder organischem Gewebe bewahrt werden, missen deren
Proteine ebenfalls geschiitzt werden. In dieser Arbeit wird daher die Wechselwirkung von
Sacchariden, insbesondere des Disaccharides Trehalose, und Proteinen nach dem
Lyophylisieren der Proben untersucht.

Es stellt sich die Frage, wie sich Wassermangel auf die Struktur eines Proteins auswirkt und
welche Eigenschaften eines Proteins demnach bei Wassermangel geschiitzt werden missen.
In einer waéssrigen Umgebung wird der gefaltete Zustand eines Proteins durch den
Hydrophoben Effekt stabilisiert [15]. Dieser entsteht, da sich im wassrigen Losungsmittel die



hydrophoben Reste eines gefalteten Proteins im Inneren des Proteinknduels befinden und
dadurch die Gesamtentropie des Systems optimiert wird. Die Entropie der Proteinkette nimmt
dadurch zwar ab, gleichzeitig erhoht sich aber die Entropie des umgebenden Wassers. Die
Gesamtentropie des Systems ist in wassriger Losung am hochsten, wenn sich das Protein im
gefalteten Zustand befindet. Das heilt, der gefaltete Zustand des Proteins wird in wéssriger
Losung begiinstigt. Im Fall von Wassermangel dagegen ist der ungefaltete Zustand fur das
Protein entropisch gunstiger. Das heil3t, die Proteinstruktur wird destabilisiert. Der Schutz der
Struktur des Proteins ist demnach eine Aufgabe, die ein Schutzstoff im Zusammenhang mit
Wassermangel erfillen muss. Die Funktionalitat eines Proteins héngt jedoch nicht nur von
einer intakten Proteinstruktur ab, sondern auch von dessen dynamischen Eigenschaften. Beide
muissen wahrend eines auftretenden Wassermangels geschiitzt werden und Trehalose scheint
diese Aufgabe, wie die oben aufgefuihrten Anwendungen zeigen, zu Ubernehmen. Wie die
Schutzfunktion auf molekularer Ebene entsteht, konnte bisher nicht geklart werden. Im Laufe
der Zeit haben sich drei Theorien etabliert:

e Die Hypothese der Wasserersetzung erkléart die biologische Schutzwirkung von
Trehalose bei Wassermangel durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen der Trehalose und dem Protein. Diese ersetzten Wasserstoffbriicken-
bindungen, die in wassriger Lésung zwischen dem Protein und dem umgebenden
Wasser ausgebildet werden [16, 17, 18, 19, 20].

e Bei der Glashypothese wird davon ausgegangen, dass die Viskositat der Trehalose im
amorphen Zustand die Dynamik des Proteins einschrankt. Dadurch werden
Konformationsinderungen, die fiir die Anderung der Proteinstruktur notwendig sind,
verhindert und das Protein wird geschdtzt [21, 22, 23, 24].

e Die Hypothese des Wassereinschlusses fiihrt die Schutzwirkung darauf zuriick, dass
eine amorphe Trehalosematrix um das Protein Wassermolekiile einschliet und damit
die Oberflache des Proteins hydratisiert bleibt [19, 25, 26, 27, 28].

Die drei genannten Hypothesen stehen nicht im direkten Widerspruch zueinander und eine
Kombination dieser zur Erklarung der Schutzfunktion der Trehalose scheint sinnvoll. Die
Ausbildung einer amorphen Trehalosestruktur ist eine wichtige Voraussetzung fur den
Schutzmechanismus, wie mehrfach demonstriert wurde [14, 21, 22, 23, 24]. Da im Fall eines
Wassermangels nicht ausreichend Wassermolekile zur Verfugung stehen, um die Oberflache
des Proteins zu bedecken, muss es zu Protein/Trehalose-Kontakten kommen. Trehalose-
molekile konnen in diesem Fall die fehlenden Wassermolekiile an der Oberflache des
Proteins ersetzten. Dieser Effekt wird in der Wasserersetzungshypothese beschrieben.
Aufgrund ihrer GrolRe sind Trehalosemolekile jedoch nicht in der Lage in enge Rdume des
Proteins einzudringen [29], um dort gebundene Wassermolekiille zu ersetzen. In diesen
Bereichen der Proteinstruktur konnte demnach ein Wassereinschluss stattfinden. Die
veroffentlichte Literatur bietet kein einheitliches Bild und es konnte nicht geklart werden,
welche der Hypothesen die biologische Schutzwirkung von Sacchariden erklart. Die
vorliegende Arbeit soll einen Beitrag leisten, um die Funktionsweise der biologischen
Schutzwirkung von Saccharidmolekilen zu erklaren.



Dafur werden im ersten Teil der Arbeit (Kapitel 4) Protein/Saccharidlésungen charakterisiert.
Es wird untersucht, unter welchen Bedingungen Anlagerungsprozesse zwischen
Saccharidmolekilen und Proteinen auftreten oder ausbleiben. Diese Prozesse werden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit als struktureller Aufbau der Losung beschrieben und wurden
bereits in mehreren Studien untersucht. Diese kommen jedoch zu keinem einheitlichen Bild.
Einige zeigen, dass sich Saccharidmolekiile an der Oberfldche von Proteinen anlagern [30, 31,
32, 33] andere Studien zeigen das Gegenteil [19, 26, 27, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. Dieses
kontroverse Bild entsteht, weil die Untersuchungen unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen durchgefiihrt wurden. Der pH-Wert einer Losung, die Konzentration der
geldsten Teilchen sowie die Art der verwendeten Saccharide beeinflussen die Anlagerung von
Saccharidmolekilen an der Oberflache eines Proteins. In dieser Arbeit werden in
Abhangigkeit von den experimentellen Bedingungen systematische Untersuchungen des
Anlagerungsprozesses zwischen Proteinen und Saccharidmolekilen in Losung durchgefihrt.
Die Ergebnisse werden im Zusammenhang mit den verdffentlichten Studien betrachtet. Da die
uberwiegende Zahl der Studien mit dem Protein Lysozym durchgefihrt wurde, werden die
Experimente in dieser Arbeit ebenfalls an diesem Protein durchgefuhrt. So kénnen die
Ergebnisse umfassend mit der Literatur verglichen werden. Die GroRRe des Lysozyms bzw.
von Lysozym/Saccharidkomplexen wird mittels der Diffusionseigenschaften des Proteins
charakterisiert. Daftir wird die Feldgradienten-NMR (PFG-NMR) [40] genutzt. Sie ist eine
aussagekraftige Methode, um die Selbstdiffusionskoeffizienten von gel6sten Teilchen zu
bestimmen. Ausgehend von den Diffusionskoeffizienten werden ber die Stokes-Einstein-
Beziehung [41], bei bekannter Viskositat der Losung, die hydrodynamischen Radien Ry der
gelosten Teilchen berechnet. Der hydrodynamische Radius ist eine Modellvorstellung, die
eine Abschatzung Uber die GroRe des betrachteten Teilchens ermdglicht. Lagern sich
ausreichend Saccharidmolekiile an der Oberflache des Proteins an, wird dessen Ry vergrofiert.
Das heif3t, durch den Vergleich der hydrodynamischen Radien der Proteine, in Losung mit
und ohne Saccharidmolekilen, kbnnen Anlagerungsprozesse detektiert werden.

Der zweite Teil der Arbeit (Kapitel 5) befasst sich mit dem strukturellen Aufbau einer
Saccharid/Proteinmischung im Festkorper. Die Verteilung von Wassermolekulen in diesem
Probensystem steht im Fokus der Untersuchung. Liegt eine homogene Verteilung innerhalb
der Probe vor oder lagern sich die Wassermolekiile bevorzugt an den Saccharidmolekiilen
oder den Proteinen an? Aus dieser Verteilung lassen sich Rickschlisse tber die Giltigkeit der
vorgestellten Hypothesen ziehen. Das Protein Csp wird in eine Trehalosematrix gebettet.
Deren Einfluss auf die dynamischen Eigenschaften des Proteins wird fur eine amorphe und
eine Kristalline Matrix untersucht. In Abh&ngigkeit vom Zustand der Trehalosematrix wird
die Wasserverteilung innerhalb des Probensystems charakterisiert. Csp gehort zur Klasse der
Kalteschockproteine und ist mit 67 Aminosduren ein kleines Protein. Unter Kéltestress liegt
dieses Protein in Bakterien in erhdhter Konzentration vor [42]. Daher wurde es fir die
Experimente in dieser Arbeit ausgewahlt. In Abhé&ngigkeit vom Wassergehalt werden die
dynamischen Eigenschaften des Proteins hinsichtlich ihrer Korrelationszeit und Geometrie der
Bewegung Uber einen grollen Zeitbereich hinweg untersucht. Durch einen Vergleich dieser



Eigenschaften, in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der Proben, werden Informationen
uber den strukturellen Aufbau von Csp/Trehalosemischungen gewonnen. Dies ermdoglicht
eine modellhafte Vorstellung Uber die Verteilung der Wassermolekile innerhalb des
Probensystems und l&sst damit Rickschliisse Gber den Anwendungsbereich der Hypothesen
zu. Zur Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften des Csp werden in dieser Arbeit
verschiedene Festkdrper (FK)-NMR-Experimente angewendet. Nur wenige Studien haben
bisher ihren Fokus auf den Einfluss der Trehalose auf die dynamischen Eigenschaften von
Proteinen gelegt [43]. Meist steht die Proteinstruktur im Mittelpunkt der Untersuchungen,
eine Zusammenfassung der veroffentlichten Ergebnisse ist in [44] nachzulesen. Da die
dynamischen Eigenschaften von Proteinen fiir deren Funktionalitit ebenso wichtig sind wie
deren strukturelle Eigenschaften [45], werden diese im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht.

In Abbildung 1.1 ist einen Uberblick tber die Ziele dieser Arbeit, die verwendeten
Probensysteme und Experimente dargestellt. Nach einer kurzen Einfiihrung in die Grundlagen
der NMR im Kapitel 2 werden die Details zu den verwendeten Experimenten sowie zur
Datenauswertung im Kapitel 3 erldutert. Die Ergebnisse der Experimente werden in den
Kapiteln 4 und 5 vorgestellt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse rundet die Arbeit ab.
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Abbildung 1.1 Ubersicht tiber die in dieser Arbeit charakterisierten Probensysteme. Die
verwendeten Methoden und die untersuchten Eigenschaften sind fir das jeweilige
Probensystem aufgefiihrt. Das Probenréhrchen und der MAS-NMR-Rotor verdeutlichen
modellhaft die untersuchten Proben. Die Knéaule stellen die Proteine dar, die pinkfarbenen
Punkte sind die Saccharidmolekile. Im Rotor verdeutlicht der pinkfarbene Hintergrund die
Trehalosematrix. Die Wassermolekile in den Proben sind im Sinne einer Ubersichtlichen
Darstellung nicht abgebildet. Das Verhaltnis der dargestellten Proteine zu den
Saccharidmolekilen wurde ebenfalls im Sinne einer tbersichtlichen Darstellung ausgewahlt
und entspricht nicht den in den Experimenten verwendeten Teilchenverhaltnissen bzw. den
tatsachlichen GrolRenverhaltnissen der Teilchen.
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2 Grundlagen der NMR
2.1 Vom Kernspin zum NMR-Signal

Dieser Abschnitt bietet einen kurzen Uberblick iiber die Grundlagen der NMR. In der
einschlagigen Literatur konnen diese nachgelesen werden [46, 47, 48]. Die Grundlage der
NMR-Spektroskopie ist der Eigendrehimpuls | der Atomkerne. Dieser wird Kernspin genannt
und ist eine intrinsische Eigenschaft. Besitzt ein Kern einen Spin | # 0 ist dieser mit einem
magnetischen Moment

u=y-1 (2.1)

Uber das gyromagnetische Verhéltnis y verknipft. Das magnetische Moment u eines Kernes
setzt sich aus dem intrinsischen Beitrag durch den Kernspin und einem Beitrag durch die
geladenen Teilchen im Kern zusammen. Die Summe aller magnetischen Momente pro
Volumeneinheit ergibt die makroskopische Magnetisierung M. Ohne ein duRReres Magnetfeld
sind die magnetischen Momente in der Probe isotrop verteilt und es entsteht in der Summe
keine makroskopische Magnetisierung. Bringt man die Probe in ein duRReres Magnetfeld Bo
wirkt ein Drehmoment

D= uxB, (2.2)

senkrecht zum magnetischen Moment und dem &uReren Magnetfeld. Die Richtung dieses
Drehmomentes wird als Achse der Spinpolarisation bezeichnet. Aufgrund des wirkenden
Drehmomentes fiihrt der Spin eine Prézessionsbewegung um die Achse des angelegten
auleren Feldes mit der Frequenz

@,=7B, (2.3)

aus. Die Frequenz wo ist die Larmorfrequenz. Bei einer Magnetfeldstarke von Bo=9,4T
prazedieren H-Spins mit einer Frequenz von wo = 2x - 400 MHz um das &uRere angelegte
Feld. Aufgrund der thermischen Bewegung der Molekile in einer Probe entstehen zeitlich
fluktuierende lokale magnetische Felder am Ort der Spins. Diese sind die Ursache fir eine
anisotrope Verteilung der Ausrichtungen der Achsen der Spinpolarisationen und damit der
magnetischen Momente der einzelnen Spins in einer Probe. Aufgrund dessen entsteht eine
makroskopische Magnetisierung M entlang der Achse des Bo-Feldes. Dieser Effekt wird
Kernparamagnetismus genannt [46]. Die makroskopische Magnetisierung baut sich mit der
charakteristischen Zeitkonstante T; auf und wird longitudinale Magnetisierung genannt. Das
aullere Feld wird fir alle Betrachtungen in dieser Arbeit in z-Richtung gelegt. Der Einfluss
einer Wechselwirkung auf einen Kernspin wird mathematisch mit einem Hamiltonoperator
beschrieben. Fur die Wirkung des duReren Magnetfeldes hat der Hamiltonoperator die Form:
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Hy =B, 1 (2.4)
und wird Hamiltonoperator der Zeemanwechselwirkung genannt.

Im NMR-Experiment wird nicht die longitudinale Magnetisierung, sondern die Magne-
tisierung senkrecht zum &ufReren Magnetfeld Bo gemessen. Diese Magnetisierung wird
transversale Magnetisierung genannt. Durch einen Radio-Frequenz-Puls (RF-Puls) kann die
makroskopische Magnetisierung manipuliert werden. Ein RF-Puls ist eine elektromagnetische
Welle, die mit einer Starke B1 in Resonanz mit der Prézession der Spins (Larmorfrequenz wo)
flr eine Zeit t eingestrahlt wird. Dadurch wird die Polarisationsachse jedes einzelnen Spins
um einen definierten Winkel um die Achse des eingestrahlten RF-Pulses gekippt. Im gleichen
Sinn &ndert sich auch die Orientierung der makroskopischen Magnetisierung zum dufRReren
Magnetfeld. Alle Wechselwirkungen des Kernspins werden als Stérung des Spinsystems
durch zusatzliche Hamiltonoperatoren betrachtet:

ngs=H0+HRF 2.5)

A

I:IRF =—7Bgel .

Die wirkenden Hamiltonoperatoren werden in sdkularer N&dherung betrachtet. Das heil3t, dass
nur Anteile der Hamiltonoperatoren einer Wechselwirkung berlcksichtigt werden, die die
gleichen Eigenfunktionen besitzen wie der Hamiltonoperator Ho. Die Hamiltonoperatoren
vertauschen in diesem Fall miteinander.

Die im NMR-Experiment verwendeten RF-Pulse werden entsprechend des Kippwinkels
bezeichnet. Ein (n/2)-Puls kippt die Magnetisierung um 90° z. B. von der z-Achse in Richtung
der Xx-Achse, wihrend ein (m)-Puls die Magnetisierung von der z-Achse in Richtung
der -z-Achse dreht. Aufgrund der Prézession der einzelnen Spins, prazediert auch die
makroskopische Magnetisierung um die Achse des &uBeren Magnetfeldes. Die Spins
prazedieren zu Beginn mit einer kohdrenten Phase. Aufgrund von thermischen Fluktuationen
der lokalen Magnetfelder am Ort der Kernspins geht die Phasenkohdrenz mit der Zeit
verloren. In Folge dessen verringert sich die makroskopische Magnetisierung in der (X-y)-
Ebene. Die makroskopische Magnetisierung in der (x-y)-Ebene wird im NMR-Experiment
detektiert und als freier Induktionszerfall (free induction decay - fid) bezeichnet. Das
aufgenommene Signal féallt mit der charakteristischen Zeitkonstante T» ab. Diese beinhaltet
Informationen zur molekularen Dynamik, wird aber auch durch Inhomogenitaten des
Magnetfeldes beeinflusst. Durch eine Fouriertransformation wird das detektierte NMR-Signal
aus dem Zeitraum (fid) in den Frequenzraum (Spektrum) uberfuhrt.

Die Kernspins in einer Probe unterliegen nicht nur der Wechselwirkung mit dem dufl3eren
Magnetfeld, sondern auch anderen Wechselwirkungen. Die groRte Bedeutung fur Kerne mit
Spin I = 1/2 kommt dabei der chemischen Verschiebung zu. Im Festkérper muss zusétzlich
die Wirkung der dipolaren Kopplung und in Flissigkeiten der Einfluss der skalaren Kopplung
berticksichtigt werden. Deren Auswirkungen auf das Spinsystem werden in der Form
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I—A|ges:I—A|0+I—AICS+I—AIDD+I—A|J (2.6)
Beriicksichtigt, wobei Hcs der Hamiltonoperator der chemischen Verschiebung, Hpp der
Hamiltonoperator der direkten dipolaren Kopplung und A;der Hamiltonoperator der skalaren
Kopplung ist. Im folgenden Abschnitt werden die Wechselwirkungen der chemischen
Verschiebung und der dipolaren Kopplung nadher erldutert, da diese flir die in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente von Bedeutung sind.

2.2 Wechselwirkungen der NMR

Chemische Verschiebung und spektrale Auflosung. Das lokale magnetische Feld Bioka am Ort
eines Kernspins héngt nicht nur vom dulleren Magnetfeld Bo ab, sondern auch von den
Elektronen in der Umgebung des Spins. Durch das duf(ere Magnetfeld werden in den
Elektronen um den Kern Strome induziert. Durch die Bewegung der Elektronen wird
wiederum ein magnetisches Feld Binduziet am Ort des Kernspins induziert. In Summe wirkt
damit am Ort eines Kernspins das Magnetfeld

Bioka =By +B (2.7)

induziert -
Das lokale Magnetfeld hangt daher direkt von der chemischen Umgebung des betrachteten
Kernspins ab. Das heilt, das lokale Magnetfeld eines *C-Kernspins in einer CHs-Gruppe ist
ein anderes als in einer CH-Gruppe. Da die Larmorfrequenz von der Starke des Magnetfeldes
am Ort des Kernspins bestimmt wird (Gleichung (2.3)), erscheinen die Resonanzen
unterschiedlicher chemischer Gruppen an verschiedenen Stellen im NMR-Spektrum. Dieser
Effekt wird chemische Verschiebung genannt und ist eine der zentralen Wechselwirkungen,
die in der NMR-Spektroskopie genutzt wird. Das induzierte Magnetfeld wird mit der
Gleichung

Binduziert = GBO

(2.8)

beschrieben, wobei o der Tensor der chemischen Verschiebung ist. Dieser wir durch eine
3 x 3 Matrix reprasentiert. Der Tensor wird im sogenannten Hauptachsensystem (principal
axis system - PAS) so definiert, dass er nur aus den drei Hauptachsenwerten o11, 22 und o33
besteht. Alle Elemente auRerhalb der Hauptdiagonalen sind Null. Dieses Koordinatensystem
ist spezifisch fur jeden Kernspin einer chemischen Gruppe und damit fest mit dessen
Orientierung verknupft.

Der Tensor der chemischen Verschiebung wird durch eine Rotation in das Laborkoordinaten-

system (laboratory frame - LF) Uberflhrt, so dass der Hamiltonoperator der chemischen
Verschiebung in sédkularer Naherung mit
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|:|cs = y0,,B, IAz = 7a)csr (2.9)
beschrieben wird. oz, ist die zz-Komponente des Tensors der chemischen Verschiebung im
Laborkoordinatensystem. Es werden die isotrope chemische Verschiebung oiso, der

Asymmetrieparameter # sowie der Anisotropieparameter o definiert:

Oigo = (04 + 0, +03) 13
1n=(0,—0y) (03— 03, (2.10)

o= (633 - O-iso)'

Die Frequenz der chemischen Verschiebung

s = 0,0, = 0, | O, +g(3cos2 B —1-nsin? Bcos 20:)%(?&052 9-1) | (212)

Oaniso

setzt sich aus einem isotropen und einem anisotropen Anteil zusammen. Die Winkel « und S
sind die Polarwinkel der Transformation des Tensors vom Hauptachsensystem in das
Laborkoordinatensystem. Die Orientierung des Tensors im Laborkoordinatensytem wird
durch den Winkel & beschrieben. Der anisotrope Anteil der chemischen Verschiebung
(chemical shift anisotropy - CSA) ist damit direkt von der Lage des Molekils im Magnetfeld
abhéngig.

Aufgrund der schnellen isotropen molekularen Bewegung in Flissigkeiten wird in diesen der
anisotrope Anteil der chemischen Verschiebung ausgemittelt. Die Lage der Resonanz im
Spektrum wird durch die isotrope chemische Verschiebung bestimmt. Im Festkdrper kommen
solche schnellen Bewegungen nicht vor. In einer Pulverprobe sind alle moglichen
Orientierungen vorhanden und jede verursacht eine Resonanz bei einer der Orientierung
entsprechenden Frequenz. Die Summe aller dieser Resonanzen ergibt ein sogenanntes
Pulverspektrum. Um trotzdem schmale Resonanzen und damit eine hohe Auflésung im NMR-
Spektrum zu erhalten, wird die Probe im magischen Winkel (9m= 54,74 ° zwischen dem
auBeren Magnetfeld und der Rotationsachse der Probe) rotiert (magic angle spinning - MAS).
In diesem Fall wird der anisotrope Anteil der chemischen Verschiebung in Gleichung (2.11)
Null. Im Spektrum erscheint eine schmale Resonanz an der Stelle wooiso.
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Abbildung 2.1 Messung des Zeitsignales (fid) im NMR-Experiment unter schneller
Probenrotation (MAS) im magischen Winkel 9n (der fid ist schematisch dargestellt). Die
Fouriertransformation (FT) tberflihrt das Signal in den Frequenzraum. In der Abbildung ist
das C-Spektrum des Alanin dargestellt. Die COO, CH und CHs-Gruppen sind deutlich zu
erkennen. Durch die Probenrotation entstehen Rotationsseitenbander, diese sind hier
aufgrund einer zu geringen Intensitét nicht zu erkennen.

Direkte dipolare Kopplung. Jeder Kernspin generiert ein magnetisches Feld in seiner
Umgebung. Jeder weitere Kernspin, der sich in diesem magnetischen Feld befindet,
wechselwirkt mit diesem. Dies wird als direkte dipolare Kopplung bezeichnet. Abhéngig
davon, ob Kernspins der gleichen Spezies miteinander wechselwirken oder Kernspins
unterschiedlicher Spezies, wird im ersten Fall von homonuklearer Kopplung und im zweiten
Fall von heteronuklearer Kopplung gesprochen. Die dipolare Kopplung wirkt durch den
Raum und kann daher sowohl inter- als auch intramolekularer Natur sein. Betrachtet man die
homonukleare Kopplung zwischen zwei Kernspins Ij und Ik der gleichen Spezies, so wird
diese in sakularere Naherung durch den Hamiltonoperator

n 1 A A
H)p = o, E(3cos2 O-DEI 1, —1,-1,) (2.12)

beschrieben. Fir eine dipolare Kopplung zwischen zwei Kernspins I und S unterschiedlicher
Spezies wirkt dagegen der Hamiltonoperator

HL = o %(3(:052 6-1)21.S, . (2.13)

Die dipolare Kopplungskonstante wird durch
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(2.14)

beschrieben, wobei wsi die dipolare Kopplung in rad/s angibt und Ds; in Hz. Die dipolare
Kopplung hangt damit vom Abstand r der wechselwirkenden Spins | und S sowie von der
Orientierung & des Verbindungsvektors der Kernspins zum auf3eren Magnetfeld ab. Im Fall
der homonuklearen dipolaren Kopplung wird in der Gleichung (2.14) y = ys gesetzt. uo ist die
magnetische Feldkonstante und % das reduzierte Plancksche Wirkungsquantum. Wahrend die
dipolare Kopplung in isotropen Flussigkeiten durch die schnelle Molekilbewegung nahezu
ausgemittelt wird, kann sie im Festkérper zur Charakterisierung der Geometrie der
molekularen Bewegung genutzt werden.
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3 Experimentelle Details und Datenauswertung

3.1 Verwendete Saccharide und Proteine

In der vorliegenden Arbeit wurden das Protein Lysozym und das Kalteschockprotein Csp
verwendet. Beide werden im Folgenden ndher vorgestellt.

Lysozym. Viele ver6ffentlichte Studien, die sich mit dem Aggregationsverhalten von
Sacchariden und Proteinen beschaftigen, wurden mit dem Protein Lysozym durchgefthrt [19,
26, 31, 32, 34, 35, 36]. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, das Aggregationsverhalten von
Sacchariden und Proteinen systematisch in Abhéngigkeit von den experimentellen
Bedingungen zu untersuchen. Daher wurden die Experimente in Losung mit dem Protein
Lysozym durchgefiihrt und die Ergebnisse kénnen umfangreich mit der vorhandenen Literatur
verglichen werden. Lysozym ist ein kleines gut untersuchtes Protein, das im Hihnereiweif3
vorkommt. Es besteht aus 129 Aminoséuren und wirkt als Enzym. Es spaltet Peptidoglykane,
die in Zellwanden von Bakterien vorkommen und schiitzt damit das Hihnereiweil3. Lysozym
besitzt einen pK von ungefédhr 11 [49]. Die Struktur des Proteins ist in Abbildung 3.1(a)
dargestellt. Fur die Experimente wurde nicht isotopen-markiertes Lysozym verwendet.

Kélteschockprotein Csp. Die FK-NMR-Experimente wurden mit dem Protein Bs-Csp
durchgefuhrt. Dieses Protein besteht aus 67 Aminosduren und gehort zur groBen Klasse der
Kélteschockproteine. Die Struktur des Csp ist in Abbildung 3.1 (b) dargestellt. Das Bakterium
Bacillus subtilis lebt in den oberen Regionen der Erdschicht und ist damit Kaltestress
ausgesetzt. Bei tiefen Temperaturen bildet das Bakterium vermehrt Kalte induzierte Gene.
Nach der Anpassung an die neuen Umweltbedingungen wird die Bildung dieser Gene wieder
zuriickgefahren, gleichzeitig steigt die Bildung von Kalte induzierten Proteinen an. Zur Klasse
dieser Kélte induzierten Proteine gehdren die Kalteschockproteine. Diese unterstiitzen viele
Zellfunktionen bei ihrer Reaktion auf Kaltestress [42]. Aufgrund dessen wurde das Csp fir
die FK-NMR-Experimente im Rahmen dieser Arbeit ausgewahlt.

was

Abbildung 3.1 (a) Struktur des Lysozyms durch NMR-Experimente in Losung charakterisiert
[50]. (b) Kristallstruktur des Csp, aufgeklart durch Rontgenstreuung [51].
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Alle NMR-Messungen wurden mit vollstandigem N-markiertem Bs-Csp durchgefiihrt, um
eine gute Signalqualitdt zu erhalten. Das Protein wurde von Dr. R. Sachs aus der
Arbeitsgruppe Biophysik der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg hergestellt. Bs-Csp
wurde dabei wie in [52, 53] beschrieben mit kleinen Modifikationen gereinigt.

Saccharide. Fir die Experimente in Losung wurden die Disaccharide Trehalose [54],
Saccharose [55] und Maltose [56] sowie das Monosaccharid Glucose [57, 58] verwendet. Die
angegebenen Literaturstellen beinhalten die kristalline Struktur der einzelnen Saccharide. In
der Tabelle 1 sind einige Eigenschaften der einzelnen Saccharide aufgefuhrt.

Das Monosaccharid Glucose ist ebenfalls unter dem Begriff Traubenzucker oder Dextrose
bekannt. Es existieren zwei Enatiomere, D-Glucose und L-Glucose, wobei in der Natur
ausschlieBlich die D-Glucose vorkommt. Sie gehort zu den reduzierenden Sacchariden. Das
heil3t, die beiden Isomere a-D-Glucose und S-D-Glucose liegen in Losung in einer Gleich-
gewichtsverteilung vor und kdénnen tber eine offenkettige Form ineinander tbergehen. Die
offenkettige Form liegt in der Lésung praktisch nicht vor und stellt nur eine Ubergangsform
dar. Die Isomere der Glucose nehmen in L6sung die gleichen Konformationen ein und
beeinflussen daher nicht den hydrodynamischen Radius [59]. Glucose dient als Baustein flr
Di- und Oligosaccharide.

Trehalose ist ein Disaccharid, das aus zwei Glucosemolekiilen besteht, die mittels einer
a, o’-1, 1’-glycosidischen Bindung verknupft sind. In vielfaltigen Untersuchungen der
Diederwinkel der glycosidischen Bindung der Trehalose zeigen Ergebnisse im Bereich von
@(H1-C1-01-C*%) = Y(C1-0:1-C’x-H‘x) =-38° bis -60°. Eine Ubersicht der einzelnen
Veroffentlichungen ist im Abschnitt 7.2 aufgefiihrt. Im Mittel liegen die Winkel nach diesen
Literaturstellen damit bei @ = ¥ =-45° Alle Studien zeigen, dass Trehalose bevorzugt in
dieser einen Konformation in Losung vorkommt. Wie bereits in der Einleitung beschrieben,
kommt dieses Disaccharid in verschiedenen Organismen vor. Trehalose ist genau wie
Saccharose ein nicht-reduzierendes Saccharid. Das heif3t, beide liegen in einer geschlossenen
Ringform vor. Saccharose ist besser bekannt als Rohrzucker oder Sucrose und wird als
Haushaltszucker verwendet. Es kommt vor allem in Zuckerriiben, Zuckerrohr und
Zuckerpalmen vor. Saccharose ist aus je einem a-D-Glucose und einem p-D-Fructose
Molekul aufgebaut. Diese sind Uber eine «, -1, 2-glycosidische Bindung miteinander
verbunden. In Losung liegt das Molekil in einer Konformation mit den Diederwinkeln
@ =105° und ¥ = -48° vor [60]. Weiterhin wird in dieser Arbeit Maltose verwendet. Dieses,
auch als Malzzucker bekanntes Disaccharid, entsteht beim Keimen von Getreide und kommt
zum Beispiel in Bier und Kartoffeln vor. Maltose ist, genau wie Trehalose, aus zwei Glucose
Molekillen  zusammengesetzt. Diese sind im  Malzzucker jedoch (ber eine
a, o’-1, 4’-glycosidischen Bindung verknupft. Daher ist Maltose auch ein reduzierendes
Saccharid, einer der beiden Ringe kann in eine offenkettige Form Ubergehen. In [61] ist eine
Ubersicht iiber die Diederwinkel der glycosidischen Winkel der Maltose in Lésung
aufgefuhrt. Im Mittel liegen diese bei @ = ¥ = (-20 + 10)°. Alle beschriebenen Saccharide
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zeigen eine unterschiedliche Anzahl an intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen
innerhalb der Kristallstruktur. Wéhrend Trehalose und Glucose keine solche Bindung
besitzen, bildet Maltose eine und Saccharose zwei intramolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungen aus. Fir die FK-NMR-Experimente wurde das Protein Csp mit dem Disaccharid
Trehalose gemischt. Die Préparation der einzelnen Proben wird in den jeweiligen Abschnitten
dieses Kapitels zu den Fliissig- und Festkérperexperimenten erlautert.

Tabelle 1 Ubersicht uiber einige Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Saccharide.
Die Nummerierung der Strukturen wird fir die Zuordnung der NMR-Resonanzen im
Abschnitt 3.2.4 verwendet. Die intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen sind rot
gekennzeichnet.

Disaccharide Monosaccharid
Trehalose Saccharose Maltose Glucose
(Sucrose) (Malzzucker) (Traubenzucker)
C12H22011 C12H22011 C12H22011 CsH1206
18\|17 H%\Tg Hc1)8\|17 H?o\‘lg
6—O0 H 9 O+HO—_ 6—C1) 9_% C2)1H 1/C1)2H
Son N | NN 7<95H >2\ ?<93H ) — o
So~10 é}is_s/ |\(?)2H VA ?;'T A 9 R / 1\
b o] e I o e | N/
1/ g\ga ?P “ o|H ..... ?51," """"""" . “ OHN} 37 OH
OH S 10 ‘ 7
B T o
21
OH
23
nicht-reduzierend nicht-reduzierend reduzierend reduzierend
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen
keine [54] | 2 [55] | 1[56] | keine [57, 58]

3.2 Messung von Selbstdiffusionskoeffizienten mit Hilfe von Flissig-NMR-
Methoden

3.2.1 Vom Selbstdiffusionskoeffizient zur Strukturinformation

Befinden sich Molekile in einer Ldsung mit einem Konzentrationsgradienten, sind sie
bestrebt diesen Gradienten auszugleichen. Dies geschieht durch einen gerichteten
Diffusionsprozess vom Ort der niedrigeren Konzentration zum Ort der hoheren
Konzentration. Die Triebkraft dieses Prozesses ist der Gradient des chemischen Potentials
innerhalb der Probe. Mathematisch wird der Vorgang der Diffusion mit dem 1. und 2.
Fickschen Gesetz beschrieben [62]. Doch auch in einer Lésung mit einer konstanten Konzen-
tration fuhren die Molekile eine translatorische Diffusionsbewegung aus. Diese ist
ungerichtet und wird als Selbstdiffusion bezeichnet. Sie ist nicht zu verwechseln mit der
Rotationsdiffusion eines Molekiils, welche eine taumelartige Bewegung des Molekdls ohne
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translatorische Verschiebung ist. Die Rotationsdiffusion wird in dieser Arbeit nicht betrachtet.
Die treibende Kraft der Selbstdiffusion ist die Brownsche Molekularbewegung, deren Ursache
die ungeordnete Warmebewegung der Molekle ist [62]. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Selbstdiffusion von Molekiilen experimentell beobachtet und ausgewertet. Die mathematische
Beschreibung der Selbstdiffusion erfolgt mit Hilfe einer Verteilung der Wahrscheinlich-
keitsdichte p(ro, r1, t) [63]. Diese kann wie folgt interpretiert werden: Befindet sich ein
Molekil zum Zeitpunkt t = 0 am Ort ro, so beschreibt p(ro, r1, t) die Wahrscheinlichkeit, mit
der sich das Molekul zum Zeitpunkt t um (ri-ro) von seinem Ausgangsort entfernt hat. Die
zeitliche Entwicklung der Verteilungsdichte wird mit dem 2. Fickschen Gesetz beschrieben

ép 2
-_— = Dv p ) 3'1

2 2 2

wobei V? :a_2+a_2+a_2
ox~ oy- oz
Die, im Fall von isotroper Diffusion, skalare Konstante D ist der Diffusionskoeffizient. Er
tragt die Einheit m?/s und beschreibt im Wesentlichen die Fahigkeit der betrachteten
Molekdle durch eine Losung zu diffundieren. Mit der Anfangsbedingung p(ro,t) = 6(ro) und
der Randbedingung p(ro,r1,t) — 0 flir ri — oo ergibt sich als Lésung von Gleichung (3.1) die
normalisierte Gauss-Funktion

ist.

1 ()
p(%. 1) = (MDt)g,zexp{ = } (3.2)

wobei & =1, 2, 3 die Dimension der Diffusionsbewegung beschreibt. In dieser Arbeit wird die
Diffusionsbewegung in nur einer Raumrichtung untersucht, die dazugehorige Verteilung der
Wahrscheinlichkeitsdichte wird fiir & = 1 erhalten. Gleichung (3.2) zeigt, dass die Verteilung
der Wahrscheinlichkeitsdichte unabhangig vom Ausgangsort der Molekdile ro ist und nur von
der Ortsénderung (r1-ro) abhangt. Die Breite der Verteilung kann durch das zweite Moment

(r,—r,)?)=nDt (3.3)
{ )

beschrieben werden, wobei gilt: n=2, 4,6 jeweils fur ein-, zwei- oder dreidimensionale
Diffusionsprozesse. Diese Beschreibung des Diffusionsvorganges ist nur im Fall der isotropen
Diffusion gltig. Tritt eine anormale Diffusion, z. B. durch eine geometrische Einschrankung
des Diffusionsweges auf, kann das System nicht mit einer Gaussverteilung beschrieben
werden und der Diffusionskoeffizient muss als Tensor zweiter Stufe betrachtet werden.
Obwohl im Rahmen dieser Arbeit hohe Teilchenkonzentrationen betrachtet werden, kdnnen
alle Experimente mit der Theorie der isotropen Diffusion beschrieben werden. Dies wird im
Rahmen der Auswertung im Abschnitt 4.2 diskutiert.
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Abbildung 3.2 Hypothetische Kugel mit dem Radius Rn (hydrodynamischer Radius), die die
gleichen Diffusionseigenschaften besitzt wie das dargestellte Protein.

Die Diffusionseigenschaften eines Molekiils stehen im Zusammenhang mit dessen Grol3e. Die
Stokes-Einstein Beziehung

D= (3.4)

beschreibt den Zusammenhang von Diffusionskoeffizient D, Temperatur T und Reibungs-
koeffizient f [41]. k ist die Boltzmann Konstante. Im Fall eines diffundierenden
kugelformigen Molekdils mit dem Radius Rn kann der Reibungskoeffizient mit

f =6znR, (3.5)
beschrieben werden. Durch Einsetzen in Gleichung (3.4) erhalt man

D= I :
6nnR,

(3.6)

Der Radius der Kugel Ry ist der hydrodynamischer Radius. Mit Hilfe der Gleichung (3.6)
kann dem Diffusionskoeffizient D eines beliebigen Molekils modellhaft eine Kugel mit dem
Radius Rn zugeordnet werden. Diese Kugel hat unter den gleichen experimentellen
Bedingungen denselben Diffusionskoeffizienten D wie das untersuchte Molekil. Das
bedeutet, das untersuchte Molekil wird unabhé&ngig von seiner maoglicherweise sehr
komplexen, geometrischen Form durch eine Kugel mit einem spezifischen hydrodynamischen
Radius beschrieben (siehe Abbildung 3.2). Durch diese Modellannahme wird eine
Abschédtzung der GroRenordnung von komplexen Molekilen sowie ein Vergleich der
GrolRenordung  zwischen  verschiedenen Molekilen ermdglicht.  Dadurch  kénnen
Aggregationsprozessen in Protein/Saccharidlésungen charakterisiert werden. Das heif3t, der
Diffusionskoeffizient und der hydrodynamische Radius bieten einen Zugang, um die
Fragestellungen in dieser Arbeit zu beantworten. Im folgenden Abschnitt wird die NMR-
Methode erldutert, mit der die Diffusionskoeffizienten der untersuchten Molekiile gemessen
wurden.
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3.2.2 Bestimmung des Diffusionskoeffizienten D mit Hilfe von PFG-NMR

Die NMR bietet prinzipiell zwei Methoden zur Messung des Diffusionskoeffizienten D der
Selbstdiffusion. Einerseits kann dieser mit Hilfe von Relaxationsexperimenten indirekt
bestimmt werden. Fir die Auswertung der Daten sind Modellannahmen z. B. Uber den
Mechanismus der Relaxation, die Anteile von inter- und intramolekularen
Relaxationsbeitrdgen oder die Geometrie der untersuchten Molekile notwendig [64]. Die
zweite Methode ist die PFG (,pulsed field gradien“)-NMR, die im Gegensatz zu den
Relaxationsexperimenten eine direkte experimentelle Bestimmung des Diffusions-
koeffizienten ermdglicht. Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet und
soll in diesem Abschnitt vorgestellt werden. Da eine allumfassende Betrachtung der
theoretischen Hintergriinde des Experimentes im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich ist, soll
zur Beantwortung offener Fragen auf aussagekréftige Literaturstellen verwiesen werden. In
[64] ist die zugrunde liegende Theorie ausfuhrlich erlautert, in [65] findet sich eine
Zusammenfassung der experimentellen Aspekte und [66] gibt nutzliche Hinweise zur
Optimierung des Experimentes bei der Durchfiihrung im Labor.

Die PFG-NMR basiert darauf, dass zusétzlich zum homogenen Bo-Feld ein inhomogenes
Magnetfeld auf die Probe wirkt. Das Bo-Feld liegt in der folgenden Betrachtung in z-Richtung
an. Wird zusétzlich ein ortsabhangiges Magnetfeld G, in Richtung des Bo-Feldes angelegt, ist

B, =B, +G,z (3.7)

das in Summe wirkende Magnetfeld in Richtung der z-Achse. Die Larmorfrequenz w, der
Kernspins, die sich im Magnetfeld befinden, ist damit abh&ngig von deren Lage entlang der z-
Richtung im Magnetfeld:

7B, =7 (B, +G,2)

3.8
w, =w,+yG,z7 . (3.8)
Das Gleiche gilt auch fiir die Phase @ jedes einzelnen Kernspins
t
D)= apt+y j G, (t)z(t)dt", (3.9)
0

die sowohl von der Position des Kernspins entlang der z-Achse abhéngt, als auch von der
Dauer t des Gradienten. Bei bekannter Starke und Dauer des Magnetfeldes steht ein
Werkzeug zur Verfligung, mit dem eine Ortskodierung der Kernspins vorgenommen werden
kann. Um den Diffusionskoeffizienten zu messen, wird ein Feldgradient wahrend eines Echo-
Experimentes verwendet. Stejskal und Tanner haben zu diesem Zweck 1965 das Spin-Echo-
Experiment genutzt [40]. In dieser Arbeit wird das stimulierte Echoexperiment [67] in
Kombination mit sinusférmigen bipolaren Gradienten [68, 69] eingesetzt. In Abbildung 3.3
(a) ist die verwendete Pulssequenz mit den Gradientenblécken dargestellt. Die Sequenz kann
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in drei Abschnitte eingeteilt werden: Einen Prédparationsblock, eine Mischzeit und einen
Rephasierungsblock mit anschlielender Datenaufnahme. Nach der Anregung der
Magnetisierung durch einen (m/2)-Puls erfolgt wahrend des Prdparationsblockes die
Ortskodierung der Kernspins durch einen Gradienten. Der Gradient setzt sich aus zwei
sinusformigen bipolaren Gradienten, die durch einen (m)-Puls voneinander getrennt sind,
zusammen. Die Form der verwendeten Gradienten wird im Abschnitt 7.3 ndher erlautert. Zur
Veranschaulichung der Funktionsweise der Sequenz wird die Lange des Gradientenpulses in
der folgenden Beschreibung als sehr kurz (0 — 0) angenommen, auch wenn der
Gradientenpuls tatsachlich eine endliche, nicht zu vernachlassigende Dauer hat. Nach dem
Préparationsblock wird die Magnetisierung durch einen (n/2)-Puls in z-Richtung gespeichert,
um Relaxationsprozesse zu minimieren. In der Mischzeit konnen translatorische
Diffusionsprozesse stattfinden. Im Anschluss wird die Magnetisierung durch einen (r/2)-Puls
wieder in die (x-y)-Ebene geklappt. Die Phase des Pulses wird dabei so gewahlt, dass das
Vorzeichen der Phase der Kernspins invertiert wird. Es folgt der Rephasierungsblock. Dieser
besteht aus einem Gradienten, der in Amplitude, Form und Dauer genau dem Gradienten im
Préparationsblock entspricht. Hat sich die Position der Kernspins im Magnetfeld im Vergleich
zum Beginn der Praparationszeit nicht verandert, wird die Ortskodierung der Kernspin wieder
vollstandig aufgehoben und es wird ein Echosignal mit maximaler Intensitdt gemessen. Hat
sich die Lage der Kernspins jedoch entlang der z-Achse verdndert, ist eine vollstandige
Rephasierung nicht mehr maglich, da die Phase vor und nach der Diffusionszeit nicht gleich
ist. Dadurch wird das gemessene Signal in seiner Intensitdt moduliert.

Die Diffusionszeit A erstreckt sich von der Mitte des Gradientenblocks im Praparationsblock
bis zur Mitte des Gradientenblocks im Rephasierungsblock. In Abbildung 3.3 (b) und (c) ist
schematisch die Entwicklung der Phase der Magnetisierung mit und ohne einen
Diffusionsprozess der Kernspins wahrend der Pulssequenz gezeigt. Das magnetische Feld ist
in z-Richtung ausgerichtet und der Einfluss des Feldgradienten auf 4 exemplarisch
ausgewdhlte Kernspins ist dargestellt. Der Feldgradient ist zu Beginn jedes Schemas
eingezeichnet. Er wird so angelegt, dass in der Mitte der Probe der Gradient Null ist. Die
ausgewdhlten Kernspins verdeutlichen zu Beginn der Praparationszeit die Ortskodierung
durch die Zuordnung verschiedener Phasen. Ohne einen translatorischen Diffusionsprozess
(Abbildung 3.3 (b)) befinden sich die Kernspins nach der Diffusionszeit A am gleichen Ort im
Magnetfeld wie zum Beginn des Praparationsblockes. In diesem Fall kdnnen die Phasen der
Kernspins rephasiert werden und ein Signal mit maximaler Intensitdt wird wéhrend der
Datenaufnahme detektiert. Durch translatorische Diffusion der Kernspins (Abbildung 3.3 (c))
andert sich deren Lage im Magnetfeld und es ist nicht mdglich, die Phasen der verschiedenen
Kernspins zu rephasieren. Dies wirkt sich als Verringerung der Signalintensitat aus. Zur
Bestimmung des Diffusionskoeffizienten wird das in Abbildung 3.3 (a) gezeigte Experiment
fur unterschiedliche Gradientenstarken durchgefiihrt, was zur Intensitdtsmodulierung fuhrt.
Die Diffusionszeit A4 und die L&nge der Gradienten bleiben dabei unverdndert. In der
Abbildung 3.4 ist eine Resonanz von Trehalose in Abhéngigkeit von der Stdarke des
Gradienten dargestellt. J. E. Tanner hat 1970 [70] gezeigt, dass die Intensitat S des NMR-
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Signals im stimulierten Echoexperiment unter Bericksichtigung der endlichen Lénge der
Gradientenpulse wie folgt beschrieben werden kann:

_n2 28 2+ 252 S
T T -7°G,°s D(A—g)
S(G,)=exp *exp 2 exp (3.10)
Relaxation Diffusion

Da das Experiment hier mit konstanten Zeiten z und = durchgefiihrt wurde, ist der Beitrag
durch Relaxationsprozesse flr alle in Abbildung 3.4 gezeigten Spektren gleich. Der Beitrag
durch Relaxation ist damit ein konstanter Faktor und die Modulation der Signalintensitat kann
mittels des Diffusionsterms in Gleichung (3.10) beschrieben werden. Da alle Parameter dieser
Gleichung bekannt sind, kann der Diffusionskoeffizient D direkt aus der Anpassung der
modulierten Signalintensitat bestimmt werden (siehe Abbildung 3.4 (b)).
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Abbildung 3.3 (a) Darstellung der Pulssequenz flir das stimulierte Echo. Die grauen Kastchen
kennzeichnen die Gradientenbldcke. Diese setzten sich aus zwei sinusformigen bipolaren
Gradienten zusammen, welche durch einen (z)-Puls voneinander getrennt sind. ¢ ist die
Dauer der bipolaren Gradienten in einem Block und A die Diffusionszeit. Abbildungen (b)
und (c) stellen am Beispiel von 4 ausgewahlten Kernspins deren Verhalten ohne
translatorische Diffusion (b) und mit translatorischer Diffusion (c) dar. In dieser Darstellung
wird, um eine einfache Erklarung zu ermdglichen, die Lange der Gradientenpulse als sehr
kurz (6 — 0) angenommen. Wahrend dieser Zeit finden damit keine Diffusionsprozesse statt.
Die Achse zu Beginn der Schemata verdeutlicht das Gradientenfeld wahrend des
Praparations- und Rephasierungsblockes. Abbildung (b) und (c) nach [64, 71].
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Abbildung 3.4 (a) Intensitat einer ausgewahlten *H-Resonanz von Trehalose in Abhangigkeit
von der Starke des Gradienten G.. Die Auftragung der normierten Intensitat gegen die
Gradientenstarke ist in (b) zu sehen. Die Daten wurden mit Gleichung (3.10) angepasst. Ein
Korrekturfaktor von G;=2/z-g bertcksichtigt die Verwendung der sinusformigen
Gradienten (siehe Abschnitt 7.3) [65].

Sind sowohl die Viskositat als auch die Temperatur der Losung bekannt, kann die Stokes-
Einstein Beziehung (Gleichung (3.6)) angewendet werden. Mit deren Hilfe werden den
gemessenen Diffusionskoeffizienten hydrodynamische Radien zugeordnet. Das heif3t, das
untersuchte Molekul wird durch eine Kugel mit dem Radius Ry angenahert.

In mehreren Studien wurde der Diffusionskoeffizient und damit der hydrodynamische Radius
genutzt, um Aggregationszustande von Proteinen [72, 73, 74, 75] oder auch deren nativen
oder denaturierten Zustand zu untersuchen [76]. Um die Eignung der PFG-NMR zur
Charakterisierung von strukturellen Eigenschaften von Proteinlésungen zu zeigen, wurden
PFG-NMR-Experimente mit Lysozymldsungen in Abh&ngigkeit vom pH-Wert und der
Konzentration der Losungen durchgefuhrt. Fir hohe Konzentrationen und pH-Werte der
Losung wird eine Selbstaggregation des Lysozyms erwartet. ES ist bekannt, dass bei einer
Konzentration von 1,3 mM unabhé&ngig vom pH-Wert der Lésung keine Selbstaggregation
des Lysozyms auftritt. Dagegen wurde in Lysozymldsungen mit einer Konzentration von
CLysoyzm = 10 mM eine Selbstaggregation der Molekiile bei pH-Werten nahe des pI-y*°»™~ 11
nachgewiesen [72, 73, 74, 75, 77, 78, 79, 80, 81]. Dies sollte sich im Diffusionskoeffizient
bzw. dem hydrodynamischen Radius des Lysozym widerspiegeln. In Abbildung 3.5 ist der
Diffusionskoeffizient von Lysozym in D,O-L08sung bei einer Konzentration von 1,3 mM und
10 mM in Abhéngigkeit vom pH-Wert gezeigt. Da die pH-Werte in einer D>O-Ldsung
bestimmt wurden, sind diese mit pHP gekennzeichnet. Fiir die 1,3 mM Losung ist der
Diffusionskoeffizient und damit der hydrodynamische Radius von Lysozym, wie erwartet,
uber den gesamten pH-Bereich konstant. Die Daten der 10 mM L&sung zeigen dagegen einen
deutlichen Abfall des Diffusionskoeffizienten ab pHP > 5. Dies ist gleichbedeutend mit einem
Anstieg des hydrodynamischen Radius des Lysozyms in der Losung bei konstanter Viskositat
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und Temperatur. Ein solcher Anstieg ist im Fall einer Selbstaggregation der
Lysozymmolekiile zu erwarten. Die gezeigten Daten bestitigen damit die in der Literatur
beschriebenen Aggregationsbedingungen und verdeutlichen die Maglichkeiten der PFG-NMR
zur Charakterisierung des strukturellen Aufbaus von Lésungen. Die Diffusionskoeffizienten
des Lysozyms flr die Losung mit Crysoyzm = 10 mM sind deutlich kleiner im Vergleich zu den
Diffusionskoeffizienten der Losung mit Crysoyzm = 1,3 mM. Dies ist auf die unterschiedliche
Viskositdt der beiden Losungen zurtickzufiihren. Innerhalb der Messreihe fir eine
Konzentration in Abhingigkeit vom pHP-Wert wird die Viskositét als konstant angenommen
und ein direkter Vergleich der Diffusionskoeffizienten ist moglich.

1.0x10™° }
P
-
£ 8.0x10™" = ¢, =13mM
g % % ® C,~ 10 mM
a) ¢ ¢
6.0x10™ b .
M 1 M 1 M 1 M 1 M i M
3 4 5 6 7 8 9

abgelesener pH"°

Abbildung 3.5 Diffusionskoeffizienten einer 1,3 mM (m) und 10 mM (e) LOsung von Lysozym
in D20 in Abhangigkeit vom pH-Wert.

Mochte man die strukturellen Eigenschaften von Lésungen unterschiedlicher Zusammen-
setzung miteinander vergleichen, ist es notwendig, deren jeweilige Viskositat zu kennen. Im
folgenden Abschnitt wird daher das Vorgehen zur Bestimmung der Viskositat der in dieser
Arbeit untersuchten Proben nédher erlautert. Einzelheiten zur Temperatur- und Gradienten-
kalibrierung sowie der Verwendung eines sogenannten Spoilergradienten koénnen im
Abschnitt 7.1.1 nachgelesen werden.

3.2.3 Viskositatsmessung

Wie bereits beschrieben, wird der hydrodynamische Radius Rn aus dem Diffusions-
koeffizienten D eines Molekils bestimmt. Um die Beziehung in Gleichung (3.6) anwenden zu
kénnen, muss die Viskositat der Lésung bekannt sein. Diese kann mit einem Viskosimeter
oder Uber die Messung des Diffusionskoeffizienten eines Sondenmolekils bestimmt werden
[82]. Fur die Bestimmung der Viskositat uber den Diffusionskoeffizienten wird ein Molekul
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mit bekanntem hydrodynamischem Radius als Sondenmolekiil eingesetzt. Wéhrend des
Diffusionsexperimentes wird neben den Diffusionskoeffizienten der zu untersuchenden
Molekile auch der Diffusionskoeffizient des Sondenmolekils bestimmt. Ist der
hydrodynamische Radius Ry dieses Molekils bekannt, kann die Viskositit der untersuchten
Losung nach Gleichung (3.6) berechnet werden. Mehrere Substanzen wurden hinsichtlich
ihrer Eignung zur Viskositatsmessung im Diffusionsexperiment untersucht. Dioxan (CsHgO>),
eine kleines Molekiil mit Ry=2,12 A [76], hat sich dabei als geeignet erwiesen [82].
Voraussetzungen fir eine Viskositatssonde sind, dass das Molekul keine Wechselwirkungen
mit einem anderen Molekil in der Lésung eingeht und sein hydrodynamischer Radius Rp
unabhéngig von den dulReren Einfliissen (pH-Wert der Lésung, Konzentration der geldsten
Teilchen) ist [82]. AulRerdem muss eine isolierte Resonanz des Sondenmolekuls im Spektrum
zu erkennen sein, um eine verlassliche Auswertung zu gewéhrleisten. Diese VVoraussetzungen
sind fur Dioxan in Losung mit dem Protein Lysozym und Saccharidmolekilen innerhalb des
in dieser Arbeit untersuchten Konzentrationsbereiches erfiillt. In Abbildung 3.6 ist ein ‘H-
Spektrum von Trehalose/Lysozymlésung mit Dioxan dargestellt. Die Resonanz des Dioxans
wird zwar von Proteinresonanzen (berlagert, diese haben jedoch eine so geringe Intensitat,
dass sie die Auswertung der Daten nicht beeinflussen.

Um sicherzugehen, dass keine Wechselwirkungen von Dioxan mit Lysozym oder
Saccharidmolekilen die Viskositdtsmessung beeinflussen, wurden Vergleichsmessungen mit
einem Kapillarviskosimeter durchgefihrt. Fir diese Messungen wurde ein m-VROC der
Firma RheoSense, Inc. verwendet. Eine gleichmaliige Temperierung der Probe wurde ber ein
Warmebad erreicht. Die mittels Kapillarviskosimeter und Diffusionskoeffizienten
gemessenen Viskositaten sind in Abbildung 3.7 (a) fur eine Trehalosel6sung dargestellt und
stimmen innerhalb des Messfehlers sehr gut (berein. Die Viskositait wurde im
Kapillarviskosimeter fir eine Konzentration in sechs aufeinanderfolgenden Messungen mit
jeweils unterschiedlicher Scherrate gemessen. Die in der Graphik dargestellten Punkte sind
die Mittelwerte der Einzelmessungen. Es wurden ebenfalls Messungen fur Saccharose- und
Glucoselésungen durchgefiihrt. Diese zeigen ebenfalls eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse der zwei Messmethoden. Die Daten der Saccharose- und Glucoselésungen sind im
Anhang im Abschnitt 7.4 dargestellt. Ein Vergleich der Messmethoden wurde ebenfalls fir
eine Saccharose/Lysozymlésung mit pHP = 3,2 durchgefiihrt. Die Daten sind in Abbildung
3.7 (b) dargestellt. Es ist auch hier eine gute Ubereinstimmung der Messdaten zu erkennen.
Der experimentelle Vergleich der beiden Messmethoden zeigt, dass Dioxan fur die in dieser
Arbeit untersuchten Losungen eine geeignete Viskositatssonde darstellt. Die Messung der
Viskositat Uber ein Sondenmolekil wéhrend des Diffusionsexperimentes hat den Vorteil, dass
die Viskositat unter den gleichen experimentellen Bedingungen bestimmt wird wie die
Diffusionskoeffizienten der untersuchten Teilchen. Daher wurden alle Viskositdten, die in
dieser Arbeit bestimmt wurden, mit Hilfe des Sondenmolekiils Dioxan gemessen.
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Abbildung 3.6 *H-Spektrum einer Lysozym/Trehaloselésung mit Dioxan. Die Resonanz des
Dioxan ist vergroRert dargestellt. Rechts ist die Strukturformel des Molekuls abgebildet.
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Abbildung 3.7 Vergleich der Viskositat von (a) Trehaloselésung (pHP=6) und
Saccharose/Lysozymlosung (pHP = 3,2) gemessen mit einem Kapillarviskosimeter und mittels
des Diffusionskoeffizienten von Dioxan. Alle Experimente wurden bei einer Temperatur von
T =298 K durchgefihrt.

3.2.4 Spektren und Datenverarbeitung

In Abbildung 3.8 sind die *H-Spektren von Glucose-, Trehalose-, Saccharose- und Maltose-
Iosungen dargestellt. Eine Zuordnung der Resonanzen wurde, soweit mdoglich, auf der
Grundlage von berechneten Spektren vorgenommen.
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Abbildung 3.8 Abbildung der H-Spektren der Saccharide in verschiedenen
Lysozym/Saccharidldsungen. In allen Proben liegt eine Konzentration von 1,3 mM Lysozym
und 600 mM Saccharid vor. Die Spektren wurden bei einer Temperatur von T =298 K und
einem abgelesenen pHP = 3,5 gemessen. Die Zuordnung der Saccharidsignale wurde mit
Hilfe von berechneten Spektren, soweit moglich, vorgenommen. Die Signale des restlichen
Wassers bzw. HDO (*) und des Dioxan (D) sind entsprechend markiert. Die schrafierte
Flache kennzeichnet den spektralen Bereich, der fir die Auswertung der Saccharidsignale
genutzt wurde.
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Diese wurden mit dem ACD/Labs-Programm erstellt [83]. Neben den Resonanzen der
Saccharide sind im Spektrum Resonanzen des Dioxan sowie des restlichen in der Probe
vorhandenen H>O bzw. HDO zu erkennen. Alle in dieser Arbeit mittels PFG-NMR
untersuchten Substanzen wurden in D20 anstatt in H2O geldst, da H20 als Lésungsmittel ein
starkes *H-Signal im NMR-Experiment verursacht. Dieses Signal wiirde die Resonanzen der
Saccharide teilweise Uberlagern und damit eine eindeutige Auswertung der Daten erschweren
bzw. unmdglich machen. Eine Sequenz zur Wasserunterdriickung kann hier Abhilfe schaffen,
verursacht aber zusétzliche Artefakte im Spektrum. Um dies zu vermeiden, wurde D,O als
Losungsmittel verwendet. Fiir die Auswertung der Saccharidresonanzen wurden die in den
Spektren gekennzeichneten Integrationsregionen verwendet. Das *H-Spektrum von Lysozym
ist in Abbildung 3.9 in einer VergroRerung gezeigt. Wahrend die Resonanzen im Bereich um
7 ppm vorwiegend durch die Protonen der Aminogruppen und der Amidgruppen
hervorgerufen werden, reprasentieren die Resonanzen im Bereich um 1 ppm hauptsachlich die
Protonen der Methylgruppen. Eine vollstandige Zuordnung der Struktur des Lysozyms wurde
in [84] vorgenommen.

Es ist bekannt, dass Protonen und Deuteronen im Protein miteinander austauschen kdnnen
[85]. Ein solcher H/D-Austauschprozess beeinflusst die Intensitat der Resonanzen im
Spektrum, da die ausgetauschten Protonen nicht zum Signal beitragen. Die Zeitskala, auf der
H und D gegeneinander ausgetauscht werden, ist fir die einzelnen chemischen Gruppen des
Lysozyms verschieden. Die meisten Protonen, die in den Seitenketten der Proteine
vorkommen, tauschen auf einer sehr kurzen Zeitskala H und D gegeneinander aus. In diesem
Fall wird der Austauschprozess nur durch die Diffusionskoeffizienten der beteiligten
Substanzen limitiert (wie schnell treffen die beiden Austauschpartner aufeinander). Das heilt,
der H/D-Austausch ist wesentlich schneller als die Dauer des NMR-Experimentes. Die
Amidgruppen hingegen zeigen einen deutlich langsameren Austauschprozess, wahrend andere
Gruppen des Proteins (NH-Gruppen des Riickgrates) auf der Zeitskala von Wochen gar
keinen Austauschprozess zeigen [86]. Die Austauschrate hangt nicht nur von den chemischen
Gruppen, sondern auch vom pH-Wert der Lésung ab [87]. Dieser Effekt ist in den NMR-
Spektren in Abbildung 3.10 zu sehen. Mit steigendem pHP der Lésung nimmt die
Austauschrate im Bereich der Amidprotonen zu und es sind weniger Signale im Spektrum zu
sehen. Im Bereich der Methylprotonen zeigt sich ebenfalls eine Anderung der Signalform mit
dem pHP, es bleiben aber alle Signale erhalten. Fir die Auswertung der Daten wurden
verschiedene Integrationsbereiche und damit unterschiedliche chemische Gruppen innerhalb
des Proteins verglichen. Es zeigt sich kein Unterschied zwischen den gewahlten Bereichen.
Das Verhalten der Intensitaten der Resonanzen ist unabhéngig davon, wie stark die Signale
vom H/D-Austausch betroffen sind. Fir die Auswertung der Experimente in dieser Arbeit
wurde eine Integrationsregion im Bereich der Methylgruppen gewdhlt, da diese den
langsamsten H/D-Austausch zeigen. In diesem spektralen Bereich ist der H/D-
Austauscheffekt deutlich weniger vom pH-Wert der Losung beeinflusst als im Bereich der
Amidprotonen. Die fir die Auswertung genutzte Integrationsregion ist in Abbildung 3.9
gekennzeichnet. Die spektrale Auflésung wurde vor und nach jedem Diffusionsexperiment
verglichen, um spektrale Veranderungen auf der Zeitskala des Experimentes auszuschliel3en.
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Das Phanomen des H/D-Austausches betrifft nicht nur die Proteine, sondern ebenso die
Hydroxylgruppen der Saccharide. Hier findet der H/D-Austauschprozess im Vergleich zur
Dauer des NMR-Experimentes auf einer schnellen Zeitskala statt. Das heif3t, die Spektren
zeigen keine Veranderung wahrend der Experimente. Ein Vergleich zwischen einem
Trehalose *H-Spektrum in H20 und D20 ist in [88] gezeigt.
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Abbildung 3.9 *H-Spektrum von Lysozym in D20 bei T =298 K und abgelesenem pHP = 3,5.
In der VergroRerung ist der fiir die Auswertung genutzte Integrationsbereich gekennzeichnet.
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Abbildung 3.10 Lysozymspektren in Abhangigkeit vom abgelesenen pHP- Wert. Dargestellt ist
der Bereich der Amidgruppen um 7 ppm (a) und der spektrale Bereich der Methylgruppen um

1 ppm (b).

Fur die Auswertung der PFG-NMR-Experimente wurde die Intensitat der Resonanzen S in
Abhédngigkeit vom Feldgradienten G, gemessen. Anschliefend wurde In(S/So) gegen
(Gz0)4(4-013) aufgetragen, wie in Abbildung 3.11 fiir Lysozym und Trehalose dargestellt.
Nach Gleichung (3.10) beschreibt der Anstieg dieser Kurve den Diffusionskoeffizienten D
des jeweils untersuchten Molekdils. Alle Daten in dieser Arbeit wurden mit einer Geraden
angepasst. Das Dioxansignal wird teilweise von Saccharidsignal tberlagert. Da die Intensitét
des Dioxansignals im Vergleich zum Saccharid jedoch wesentlich groRer ist, ist es mdglich,
auch in diesen Féllen den Kurvenverlauf mit nur einer Komponente anzupassen. Im Kapitel 4
werden die Ergebnisse der Diffusionsexperimente besprochen. Dabei werden die untersuchten
Saccharide und das Protein Lysozym anhand ihrer hydrodynamischen Radien in Abhangigkeit
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von den experimentellen Bedingungen analysiert. Gemessen wurden dabei Diffusions-
koeffizienten fiir eine 1,3 mM Lysozymlosung von Diysozym = 9-10 m%/s und fir 50 mMm
Disaccharidlésungen (Trehalose, Saccharose, Maltose) im Bereich  von
Dpisaccharid ~ 3,8'10_10 mé/s.

In(S/S,)

m Trehalose
I ® Lysozym
-5 T T T
0 1x10 2x10 3x10

(G.8y)(A—y/3)

Abbildung 3.11 Auftragung der Intensitat des Lysozymsignals und des Trehalosesignals fir
eine Losung mit Crysozym = 1,3 MM und Crrenalose = 1 M. Gemessen wurde bei einer Temperatur
von T =298 K und pHP =3,5.

3.2.5 Préaparation der verwendeten Lésungen

Alle verwendeten Substanzen (Lysozym, Trehalose, Sucrose, Maltose, Glucose und Dioxan)
wurden von Sigma Aldrich bezogen. Es wurde eine 2,5 mM Stammldsung mit Lysozym und
eine 1 M Stammlésung der Saccharide mit DO hergestellt. Die Konzentration der
Stammlésung von Lysozym wurde so gewdhlt, dass keine Selbstaggregation von Lysozym
auftritt und somit in den weiteren Verdiinnungsschritten korrekt gearbeitet werden kann.
Unter welchen Bedingungen eine Selbstaggregation von Lysozym stattfindet, wurde im
Abschnitt 3.2.2 ausgefuhrt. Die Konzentration der Stammlésung von Lysozym wurde mit
Hilfe eines Spektralphotometers uUberpriift [Spektralphotometer-Typ: JASCO-V650]. Fur
Lysozym wurde ein Extinktionskoeffizient von &= 37970 cm*M? [www.expasy.org] bei
A =280 nm zur Berechnung der Konzentration nach dem Lambert-Beerschen Gesetz benutzt
[89]. Fur die niedrigen Saccharidkonzentrationen wurden die beiden Stammldsungen im
jeweils  berechneten  Verhéltnis gemischt und mit D>O  verdinnt.  Fir
Saccharidkonzentrationen ab 500 MM wurde eine Einwaage von Saccharid vorgenommen
und diese in einer 1,3 mM Lysozymldsung gel6st. Dioxan wurde als Viskositatssonde, wie im
Abschnitt 3.2.3 ausgefihrt, verwendet und zu diesem Zweck in geringer Konzentration den
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Proben beigemischt. Zur Einstellung des pH-Wertes wurde in D2O geldstes NaOH bzw. DCI-
Losung verwendet. Der pH-Wert der Losungen wurde mit pH-Indikatorstdbchen gemessen,
wobei bertcksichtigt werden muss, dass der pH-Wert nicht in H20-, sondern in D,O-L6sung
bestimmt wurde. Die direkt mit den Indikatorstdbchen in der D,O-L6sung abgelesenen Werte
werden in dieser Arbeit mit pHP bezeichnet.

3.3 Festkorper-NMR-Experimente zur Untersuchung der molekularen
Dynamik

Die dynamischen Eigenschaften eines Proteins werden durch die Korrelationszeit der
Bewegung und die Geometrie der Bewegung beschrieben, wobei beide Informationen mit
Hilfe von FK-NMR-Experimenten zuganglich sind. Die Anwendung einer breiten Palette zur
Verfligung stehender Experimente ermdglicht es, Bewegungen Uber einen grofien Bereich von
Korrelationszeiten (im Bereich von ns bis s) hinweg zu untersuchen. Die Abbildung 3.12
bietet einen Uberblick (iber die Sensitivitat der in dieser Arbeit genutzten Experimente
hinsichtlich der Korrelationszeit der Bewegungen, wobei das DIPSHIFT-Experiment keine
Information Uber die Korrelationszeit der Bewegung liefert, sondern lber die Geometrie von
Bewegungen, fiir deren Korrelationszeiten (zc)*>> Dstar gilt. Dstat ist die statische dipolare
Kopplungskonstante. Wie zu sehen ist, erganzen sich die ausgewahlten Sequenzen in ihrem
Informationsgehalt. Im Folgenden werden die in dieser Arbeit genutzten NMR-Experimente
kurz vorgestellt und die Auswertung der Messdaten erldutert.

T,-Relaxation T,,-Relaxation

Austauschexperimente
(CODEX)

DIPSHIFT

»

| | | | S
10° 10° 10° 1 Zetins

Abbildung 3.12 Ubersicht der verwendeten FK-NMR-Experimente hinsichtlich ihrer
Sensitivitat auf die Korrelationszeit der Bewegung.

3.3.1 Experimente zur Untersuchung von molekularen Bewegungen mit
Korrelationszeiten im ns- bis ps-Bereich

Schnelle Bewegungen mit Korrelationszeiten im ns- bis ps-Bereich kénnen in der Festkdrper-
NMR mit Hilfe der Relaxation der longitudinalen Magnetisierung untersucht werden.
Relaxation bedeutet hierbei die Wiederherstellung des thermischen Gleichgewichtes nach
einer Storung des Systems. Das thermische Gleichgewicht entspricht in diesem Fall der
Boltzmann-Verteilung der Spinpolarisationen im anliegenden Magnetfeld. Die Zeit, die vom
System benétigt wird, um das thermische Gleichgewicht nach einer Stérung wieder
herzustellen, wird von den dynamischen Eigenschaften (Korrelationszeit sowie Geometrie der
Bewegung) des Systems bestimmt. Die experimentelle Beobachtung dieses Vorganges ist
daher ein direkter Zugang zur Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften wvon
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Molekdlen. Eine umfangreiche Abhandlung der zugrundeliegenden Theorie findet sich in [46,
90]. Hier soll festgehalten werden, dass die experimentell zugénglichen Relaxationszeiten als
Funktionen der Korrelationszeit der Bewegung beschrieben werden kénnen (Bloembergen-
Purcell-Pound(BPP)-Theorie) [91].

Je nach ihrer Korrelationszeit tragen molekulare Bewegungen unterschiedlich stark zum
Relaxationsprozess bei. Dynamische Prozesse mit Korrelationszeiten z, fir die oz~ 1 gilt,
tragen dabei am effektivsten zum Relaxationsprozess bei. Die GroRe %w” beschreibt die
Ubergangsenergie zwischen den Eigenzustinden des betrachteten Spinsystems. Diese
Ubergangsenergie ist mit der Starke des wirkenden Magnetfeldes B Gber die Gleichung

w =-y-B (3.11)

verknlpft. Die Relaxationsexperimente sind daher, je nach der Stirke des wirkenden
Magnetfeldes, sensitiv fir molekulare Bewegungen mit unterschiedlichen Korrelationszeiten.
In dieser Arbeit wurden T1- und Tip-Experimente genutzt, um Bewegungen auf verschiedenen
Zeitskalen zu untersuchen. Wéhrend das Ti-Experiment die Relaxation im &uleren
Magnetfeld Bo untersucht, charakterisiert das Tip,-Experiment die Relaxation in einem
zusatzlich angelegten Magnetfeld der Starke Bi:. Da Bi<<Bpg gilt, unterscheiden sich die
Korrelationszeiten der Molekulardynamiken, auf die die Experimente sensitiv sind. Tabelle 2
gibt einen Uberblick Uber die Starke der wirkenden Magnetfelder und den Bereich von
Korrelationszeiten, fir die der Relaxationsprozess jeweils am effektivsten ist. Das heif3t, Ty
wird vor allem durch Bewegungen mit Korrelationszeiten im Bereich von einigen ns
bestimmt. Im Protein sind das z. B. molekulare Fluktuationen. Das Ti,-Experiment dagegen
ist sensitiv gegenuber Bewegungen mit Korrelationszeiten im Bereich von einigen ps. Auf
dieser Zeitskala finden in Proteinen z. B. lokale Faltungsprozesse statt [92, 93]. Der
Relaxationsprozess der longitudinalen Magnetisierung wird sowohl von der Korrelationszeit
der molekularen Bewegungen als auch von deren Geometrie beeinflusst. In dieser Arbeit wird
die Abhéangigkeit der dynamischen Eigenschaften des Proteins Csp in Abhangigkeit von
seiner Umgebung untersucht. Um ein mdoglichst umfangreiches Bild zu erhalten, ist es
notwendig, die Korrelationszeiten der molekularen Bewegungen und deren Geometrie separat
zu betrachten. Die Messung der heteronuklearen dipolaren Kopplungskonstante der NH-
Gruppen des Csp bietet eine Mdoglichkeit die Geometrie der Bewegungen mit
Korrelationszeiten im Bereich von ns bis ps zu untersuchen. Das DIPSHIFT -Experiment wird
in dieser Arbeit fur diesen Zweck benutzt. Die NMR-Sequenzen, die zur Messung der
Relaxationszeiten sowie der heteronuklearen dipolaren Kopplung genutzt wurden, werden im
Folgenden vorgestellt.
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Tabelle 2 Ubersicht Gber die in dieser Arbeit genutzten Relaxationsexperimente. Zum
jeweiligen Experiment sind die Korrelationszeiten der Bewegungen angegeben, die den
Relaxationsprozess der *N-Kernspins innerhalb des anliegenden Magnetfeldes am starksten
vorantreibt.

Experiment | B-Feld e~
T wo=40531 MHz | ~20ns
(Bo=9,39 T)
T ~20us
0 w1~ 60 Hz H
(B1 ~ 14 mT)

Ti-Relaxation. In dieser Arbeit wurde die Ti-Relaxation im &ulReren Magnetfeld Bo mit Hilfe
des TORCHIA-Experimentes [94] untersucht. Diese Pulssequenz nutzt zur Anregung der
Magnetisierung eine CP-Sequenz [95]. Diese besteht aus einem (71/2)-Anregungspuls auf dem
'H-Kanal und einem anschlieRendem Spinlock-Feld (SL) auf beiden Kanalen. Durch diese
Sequenz wird Magnetisierung von den wesentlich haufigeren *H-Kernen auf die selteneren
’N-Kerne ubertragen. Dadurch wird eine héhere Signalintensitat der °N-Kerne erreicht und
dartiber hinaus die Wartezeit d: zwischen den einzelnen Experimenten verkirzt. Diese
Wartezeit wird durch die Zeit T1 bestimmt und betragt im Fall eines CP-Experimentes T,
anstatt TN, wobei T,N > T, [47].

'H w2

J SL DD

15N /2 i/

ﬂ i I Mﬂ/\ﬂn

e

Abbildung 3.13 TORCHIA-Sequenz [94] zur Messung der Ti-Relaxation der N-Kernspins.
Mit DD ist die heteronukleare Entkopplungssequenz gekennzeichnet.

Die TORCHIA-Sequenz ist in Abbildung 3.13 dargestellt. Nach der Anregung der
Magnetisierung wird diese durch einen (r/2)-Puls auf die -z-Achse geklappt. Die Anregung
der Magnetisierung stellt eine Stérung des thermischen Gleichgewichts des Systems dar.
Waéhrend der nun folgenden Wartezeit t relaxiert die Magnetisierung mit der Zeitkonstante T
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in das thermische Gleichgewicht zurlick. Nach einem (m/2)-Auslesepuls wird das Signal in
Abhéngigkeit von der Wartezeit tausgelesen. Wéahrend der Datenaufnahme erfolgt eine
heteronukleare Entkopplungssequenz. Das Experiment wird in Abhéngigkeit der Zeit
durchgefuhrt und die Modulation der Intensitat aufgetragen. Die Signalintensitat wird durch

T

Mi(r) =[Mgp (z =0) =M, ]e & + M, + MZ(7) (3.12)

beschrieben und setzt sich aus drei Termen zusammen. Der erste Term beschreibt den Anteil
der Magnetisierung, der mit der Konstante Ti1 in das thermische Gleichgewicht relaxiert
Mcp(z =0) - Mo. Dieser Anteil der Magnetisierung wird durch die CP-Sequenz angeregt.
Weiterhin muss der Anteil der Magnetisierung Mo, der sich bereits im thermischen
Gleichgewicht befindet, berlcksichtigt werden, ebenso wie ein Beitrag zur Magnetisierung
M 2eman der nicht durch das CP verursacht wird. Fir die Bestimmung der Relaxationszeit T;
ist der erste Term ausreichend. Deswegen wird die Phase des (n/2)-Pulses auf dem *H-Kanal,
der die Magnetisierung fiir den Ubertrag auf die °N-Kerne anregt, um 180° gedreht. Dadurch
wird nicht der Anteil der Magnetisierung Mcp(z = 0) - Mo angeregt, sondern -Mcp(z = 0) - Mo.
Daraus folgt fiir die Signalintensitat:

T

M2(z) =[-Mg ( =0) =M, ]e & + M, + MZ™(7) | (3.13)

Wird das Signal des ersten Experimentes M,! vom Signal des zweiten Experimentes M,? fiir
ein Konstantes r abgezogen

M?(z)—=M(z) =—2M, (r =0)e ", (3.14)
wird die Signalintensitat nur noch durch die Relaxationskonstante Ti bestimmt. In der

Abbildung 3.14(a) ist die Modulation der Signalintensitat in Abhé&ngigkeit von 7 flr das
Protein Csp abgebildet.
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Abbildung 3.14 Rohdaten der (a) *®N-T:- und (b) *N-T,,-Messung von Csp fiir 0 Gew.% und
45 Gew.% Wassergehalt. Die Fehler der Datenpunkte liegen im Bereich der GroRe der
Punkte. Die Daten wurden bei einer Temperatur von T = 25 °C aufgenommen. Die Messun-
sicherheiten der Daten sind in der GréRenordnung der dargestellten Punkte und wurden aus
dem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis berechnet.

Tip,-Relaxation. Die Zeit Ty, beschreibt die Relaxation in einem Magnetfeld B: # Bo. Das
Magnetfeld B1 wird im Experiment durch ein angelegtes Spin-Lock-Feld (SL-Feld) realisiert,
das in Richtung der makroskopischen Magnetisierung angelegt wird. Eine Sequenz zur
Messung der Tip-Relaxation ist in Abbildung 3.15 (a) dargestellt. Zundchst wird die
Magnetisierung der °N-Kernspins durch eine CP-Sequenz angeregt. Anschliefend wird auf
dem N-Kanal ein SL-Feld (B1 = w1 / y1sn) filr eine Zeit 7 in Richtung der makroskopischen
Magnetisierung angelegt. Wahrend des SL-Feldes und der Datenaufnahme wirkt auf dem *H-
Kanal eine heteronukleare Entkopplungssequenz. Nach der Anregung des Spinsystems durch
die CP-Sequenz strebt das System in das thermische Gleichgewicht zuriick. Das thermische
Gleichgewicht wird wéhrend des SL-Feldes nicht durch das dufRere Magnetfeld bestimmt,
sondern durch die Starke des SL-Feldes B1. Die Sequenz wird in Abhéngigkeit von der L&nge
7 des SL-Feldes durchgefuhrt und die Signalintensitat ausgewertet. Die Modulation der
Signalintensitét in Abhé&ngigkeit von z ist in Abbildung 3.14 (b) dargestellt.
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Abbildung 3.15 (a) Sequenz zur Messung von °N-T;, mit Hilfe eines resonanten SL-Feldes
und heteronuklearer Entkopplung (DD). (b) Pulssequenz zur Messung der off-Resonanz *°N-
Ti,-Relaxation. Die Skizze verdeutlicht die Definition des effektiven Spin-Lock-Feldes Bie
sowie des Winkels 0.

Der Relaxationsprozess im SL-Feld wird Uber zwei Mechanismen vorangetrieben. Einmal
durch die Spin-Gitter Relaxation Tip, die von der Molekildynamik abhangt, und zweitens
durch die Spin-Spin Relaxation Txx. Experimentell wird daher ein scheinbares Ti,* gemessen

L.t (3.15)
T, T

1p TXH

das sich additiv aus beiden Termen zusammensetzt, wobei der Anteil von Txu im
Allgemeinen nicht zu vernachldssigen ist [96]. Spin-Spin Relaxation findet zwischen den
haufig in der Probe vorkommenden 'H-Kernen und den ®N-Kernen, auf die das SL-Feld
wirkt, statt. Die Zeitkonstante Txn ist dabei unabha&ngig von molekularen Bewegungen.
Deswegen ist deren Beitrag zur Messung von Ti,* unerwiinscht und sollte moglichst gering
gehalten werden.

Es gibt mehrere Ansédtze, um Ti, ohne den stérenden Beitrag von Txn experimentell zu
ermitteln. Akasaka et al. haben Ti,* bestimmt und Txn anschlieBend analytisch in der
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Datenanpassung berticksichtigt. Eine andere Strategie ist die VergroRerung von Txn, SO dass
(Tip) ™t >> (Txn)? und damit (T1,*)? = (Ti,) L. Zu diesem Zweck wurden in T,-Experimenten
sowohl homonukleare Entkopplung [97] als auch heteronukleare Entkopplung [98]
eingesetzt. Beide Methoden liefern nur zum Teil befriedigende Ergebnisse. Eine weitere
erfolgreiche Methode ist die Erhdhung der Amplitude des Spin-Lock-Feldes. Diese ist zwar
durch die baulichen Gegebenheiten des Spektrometers begrenzt, kann aber durch die
Verwendung eines Resonanz-Offsetts erhdht werden [99]. Die entsprechende Sequenz, die
auch fir die Experimente in dieser Arbeit verwendet wurde, ist in Abbildung 3.15 (b)
dargestellt. In diesem Fall wird das SL-Feld nicht genau in Resonanz mit der Magnetisierung
eingestrahlt, sondern um einen Betrag Aw/2n verschoben. Das effektive SL-Feld berechnet
sich wie folgt:

B, = \/Bf +(Awlys,) (3.16)

mit B: dem eingestrahlten Magnetfeld und yisn dem gyromagnetischen Verhéltnis der
15N-Kernspins. Diese Strategie wurde bereits zur Untersuchung von chemischen Austausch-
prozessen in Flussigkeiten verwendet [100, 101] sowie zur Charakterisierung von
Biopolymeren im Festkorper [98, 102, 103, 104]. Eine analytische Beschreibung findet sich in
Kurbanov et al., hierin werden sowohl die Hauptbeitrdge zur Relaxation (Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen, anisotrope chemische Verschiebung) berlicksichtigt als auch die
Wechselwirkung des SL-Feldes mit der Rotationsfrequenz des Rotors (Stérke des SL-Feldes
Vergleichbar der Rotationsfrequenz des Rotors) [105]. Um die makroskopische
Magnetisierung in Richtung des off-resonanten SL-Feldes zu richten, werden zu Beginn und
Ende des SL-Feldes kurze Orientierungspulse verwendet [98]. Die Berechnung des Winkels
6, nach der Gleichung @ = arctang (B1/ (Aw / y1sn), ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Sowohl
die Stérke des effektiven Feldes Bie als auch der Winkel ¢ wurden vor jedem Experiment
kalibriert und nach der Durchfiihrung des Experimentes tberprift. Der Winkel 8 zwischen Bo-
und Bze-Feld wurde so gewahlt, dass das effektive Feld so gro wie mdglich wird, die Stérke
des SL-Pulses die Hardware des Spektrometers aber nicht beschadigt.

Auswertung der Rohdaten der Relaxationsexperimente. In Abbildung 3.14 sind die Rohdaten
des N-T;- und N-T;,-Experimentes fir das Protein Csp mit h =0 Gew.% und 45 Gew.%
Wasser dargestellt. Um den Verlauf der Daten besser beurteilen zu kénnen, wurden diese in
der Abbildung einfach logarithmische aufgetragen. Der Kurvenverlauf der Csp-Probe mit
h=0Gew.% kann mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden. Die
Anpassung der Daten der Csp-Probe mit einem hoheren Wassergehalt (z. B. h = 45 Gew.%)
wird mit einer doppelexponentiellen Funktion der Form

I(r):Paexp(—T: }+Pbexp[—_|_br ] (3.17)

L1lp 1,1p

vorgenommen. Um die Relaxationsraten untereinander vergleichen zu kénnen, wird aus den
angepassten Werten eine mittlere Relaxationsrate
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a b
<Ry, >= - E + Fb) (3.18)
Pet+Po (T, T,

errechnet [102, 106]. Im Zuge der Auswertung der Daten wurde ebenfalls eine Anpassung der
Daten mit einem Verteilungsparameter getestet, dafir wurde die KWW-Funktion genutzt
[107]. Beide Kurvenanpassungen sind flr die T:-Messung der CSP-Probe mit h = 45 Gew.%
im Vergleich in Abbildung 3.16 dargestellt. Um die Qualitdt der Anpassungen besser
beurteilen zu konnen, ist die Differenz von Anpassungskurve und Datenpunkten ebenfalls
aufgetragen. Die Anpassung der Daten mit Hilfe der doppelexponentiellen Funktion erweist
sich als stabiler im Vergleich zur KWW-Funktion. Dieses Ergebnis ist exemplarisch fir die
Daten der ubrigen Messungen, daher wurden alle Daten in dieser Arbeit mit der
doppelexponentiellen Funktion angepasst.

1.0

0.8

E | = CSP, h=45Gew.%

5’:’ 06L—— doppelexponentielle Fitfunktion

*GEJ L KWW | (1) = A* exp(-t/T )’
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Abbildung 3.16 Vergleich der Kurvenanpassung der Ti-Daten der CSP-Probe flr
h = 45 Gew.%, gemessen bei T =10 °C, fir eine doppelexponentielle Funktion (blau) und
eine KWW-Funktion (rot). Die Differenz zwischen Kurvenanpassung und Messdaten ist
ebenfalls aufgetragen.

DIPSHIFT-Experiment zur Charakterisierung der Geometrie von Bewegungen mit
Korrelationszeiten im Bereich von (z)'>> Dsar. Die Wechselwirkung der dipolaren
Kopplung kann zur Charakterisierung von molekularen Bewegungen genutzt werden, da
Bewegungen mit Korrelationszeiten (zc)™* >> Dstat den Tensor der dipolaren Kopplung mitteln.
In der Folge wird, im Gegensatz zur statischen Kopplungskonstante Dstat, €ine reduzierte
dipolaren Restkopplungskonstante Dres gemessen. Die statische heteronukleare Kopplungs-
konstante einer NH-Gruppe Disn-11 errechnet sich nach Gleichung (2.14). Fir einen **N-tH-
Abstand von 1,015 A [108] ist Dstat = 11,63 kHz. Das heit, Bewegungen mit Korrelationszeit
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Kleiner als 7.~ 100 pus mitteln den Tensor der dipolaren Kopplung und fihren zu einer
reduzierten dipolaren Kopplung.

Im DIPSHIFT-Experiment wird die heteronukleare dipolare Kopplungskonstante Ds
zwischen einem haufigen Kernspin I (im allgemeinen H-Kernspin) und einem seltenen
Kernspin S betrachtet. In den Experimenten in dieser Arbeit sind das konkret die dipolare
Kopplung zwischen *H- und **N-Kernspins, Disn-14, und zwischen *H- und *C-Kernspins,
Diac1H. Aus dem Verhéltnis der gemessenen dipolaren Restkopplungskonstante Dres einer
chemischen Gruppe zur dipolaren Kopplungskonstante im starren Fall Dstat

S =(P,(cosd)) = Bres (3.19)

stat

ergibt sich der dynamische Ordnungsparameter S. P2(cosd) ist das 2. Legendre Polynom und 6
der Winkel zwischen dem dipolaren Tensor im Hauptachsensystem und dem &uf3eren Magnet-
feld. Die Klammern kennzeichnen den zeitlichen Mittelwert. Der dynamische Ordnungs-
parameter ist ein MaR fur die anisotropie der molekularen Bewegung, er nimmt Werte
zwischen Eins fir ein starres System, Null flir eine isotrope Bewegung bis -1/2 flr eine
transversale isotrope Bewegung an. Wie in [109] beschrieben kénnen fur modellhaft
angenommene Bewegungen, wie zum Beispiel einen Zweiplatzsprung, Dreiplatzsprung oder
die Diffusion innerhalb eines Kegels quantitative Zusammenhange zwischen Ordungs-
parameter und Offnungswinkel dieser Bewegungen berechnet werden. Im Rahmen dieser
Arbeit wird die mittlere dipolare Kopplungskonstante aller NH-Gruppen des Csp bestimmt.
Da man in diesem Fall kein begriindetes Modell fir die Geometrie der Bewegung
zugrundelegen kann, ist eine Auswertung hinsichtlich der Art der Bewegung (z. B.
Sprungwinkel) der NH-Gruppen im Protein nicht mdglich. Die Messung der dipolaren
Kopplungskonstante in Abhéngigkeit vom Wassergehalt, sowie der umgebenden Matrix bietet
jedoch die Mdglichkeit, Anderungen der Geometrie der NH-Bewegungen zu detektieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die heteronuklearen dipolaren Kopplungskonstanten
Disn-in und Discaan mit Hilfe des DIPSHIFT-Experimentes gemessen [110, 111]. Das
Experiment wurde bereits mehrfach auf biologische Systeme angewendet [112, 113, 114,
115] und wird in dieser Arbeit genutzt, um die Geometrie der Bewegung der untersuchten
Proteine in Abhadngigkeit ihrer Umgebung zu charakterisieren. Im Allgemeinen wirken auf die
Kernspins in einer Probe im &ulReren Magnetfeld Bo verschiedene Wechselwirkungen. Im Fall
von Kernspins mit | =1/2 sind dies im Besonderen die Wechselwirkungen der chemischen
Verschiebung und die dipolare Kopplung. Das DIPSHIFT-Experiment ist eine sogenannte
,,seperated local field“-Methode [116, 117]. Das heif3t, im Experiment werden die Einflisse
der beiden Wechselwirkungen, heteronukleare dipolare Kopplung (DIP-) und chemische
Verschiebung (-SHIFT) voneinander separiert. Dadurch ist es mdglich, zugeordnet zu jeder
Resonanz im NMR-Spektrum, die zugehdrige heteronukleare Kopplungskonstante zu messen.
Das Experiment wurde wie in der Abbildung 3.17 dargestellt verwendet.
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Nach der Anregung der S-Kernspins (**N bzw. C) durch eine CP-Sequenz entwickelt sich
die Magnetisierung Uber zwei Rotorperioden hinweg unter dem Einfluss der chemischen
Verschiebung. Genau nach einer Rotorperiode erfolgt ein (z)-Puls, der als Hahn-Echo [67]
wirkt. Am Ende der Sequenz wird ein hoch aufgeldstes Spektrum aufgenommen.
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Abbildung 3.17 DIPSHIFT-Sequenz zur Messung der heteronuklearen Dipolkopplungs-
konstante Din-15n13c.

Die Kernspins der Probe unterliegen zusatzlich zur chemischen Verschiebung, sowohl der
heteronuklearen Kopplung zwischen den S-Kernspins und den I-Kernspins (*H) als auch der
homonuklearen Kopplung der I-Kernspins (*H-'H). Der Einfluss der homonuklearen
Kopplung zwischen S-Kernspins (**N-*N bzw. 3C-13C) kann aufgrund des im Allgemeinen
grolRen rdaumlichen Abstands dieser Kerne zueinander vernachléssigt werden. Das Ziel des
Experimentes ist es, die heteronukleare dipolare Kopplungskonstante zwischen den S- und I-
Kernspins Dis (D1isn-1n und Diac-1H) zu messen. Dafir wird die Wirkung der homonuklearen
'H-'H-Kopplung firr einen definierten Zeitraum eliminiert. Dies geschieht nach der CP-
Anregung flr einen Zeitraum t; durch die homonukleare Entkopplungssequenz FSLG [118],
die auf dem !H-Kanal eingestrahlt wird. Wahrend t; entwickelt sich die Magnetisierung
ausschlieBlich unter dem Einfluss der heteronuklearen dipolaren Kopplung. Im Anschluss
wird fir den Rest der Sequenz auf dem !H-Kanal die heteronukleare dipolare
Entkopplungssequenz SPINAL 64 [119] eingestrahlt. Dadurch ist wahrend dieses Zeitraumes
die heteronuklare Kopplung zwischen den *N- bzw. *C-Kernspins und den *H-Kernspins
unterbrochen. Die heteronukleare dipolare Kopplung wirkt sich im Spektrum als
Intensitatsverlust der Resonanzen aus. Das Experiment wird als Funktion der Zeit t;
durchgefiihrt, wobei t1 von 0 bis zu einer Rotorperiode variiert wird. Um die heteronukleare
Kopplungskonstante einer chemischen Gruppe der Probe zu bestimmen, wird die Intensitét
der zugehorigen Resonanz als Funktion von ti/Tr aufgetragen wobei Tr die Rotorperiode
wahrend des Experimentes ist. In der Abbildung 3.18 ist die Modulation der Intensitat der
NH-Gruppen des Proteins Csp aufgetragen. Die Form der Kurve hangt von der Starke der
wirkenden heteronuklearen dipolaren Kopplung ab. Mit Hilfe eines Simulationsprogramms
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kann der theoretische Verlauf der DIPSHIFT-Kurven flr vorgegebene dipolare
Kopplungskonstanten berechnet werden. Das in dieser Arbeit verwendete Simulations-
programm wird im Anhang 7.6 naher erlautert. Die fir eine dipolare Kopplungskonstante von
Dres®™1H = 10,8 kHz simulierte Kurve beschreibt die gemessenen Daten in Abbildung 3.18
am besten. Die simulierte Kurve wurde mit einer exponentiellen Funktion multipliziert, um
den Signalabfall, der durch T.-Relaxation entsteht, zu bericksichtigen. Dies flhrt zum
asymmetrischen Verlauf der Kurvenanpassung.

=
o

NH-Gruppen Csp
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Abbildung 3.18 Modulation der Intensitat der NH-Gruppen im Protein Csp, gemessen mit
dem DIPSHIFT-Experiment. Die Linie zeigt den simulierten Intensitatsverlauf fir eine
dipolare Restkopplung von Dres = 10,8 kHz.

3.3.2 Experimente zur Untersuchung von molekularen Bewegungen mit
Korrelationszeiten im ms- bis s-Bereich

Mit Hilfe von Austauschexperimenten konnen molekulare Bewegungen mit Korrelations-
zeiten im ms- bis s-Bereich charakterisiert werden. 1D- und 2D-Austauschexperimente liefern
sowohl Informationen Uber die Korrelationszeit der Bewegung als auch tber deren Geometrie
[48]. Die Grundlage dieser Experimente ist die Anisotropie der chemischen Verschiebung
oaniso (Siehe Abschnitt 2.2). Diese ist mit der Orientierung der chemischen Gruppe, in der sich
der betrachtete Kernspin befindet, zum &ulReren Magnetfeld fest verknupft. Das heif3t, die
Frequenz der chemischen Verschiebung wcs des Kernspins ist eine Sonde fir die Orientierung
der chemischen Gruppe zum aufReren Magnetfeld, wenn der anisotrope Teil der chemischen
Verschiebung im Experiment berlcksichtigt wird. Mit Hilfe von wcs kann daher die
molekulare Bewegung untersucht werden. In dieser Arbeit wurde das CODEX-Experiment
benutzt [120, 121]. Es ist ein 1D-Experiment, das unter schneller Probenrotation (MAS, siehe
Abschnitt 2.2) durchgefiihrt wird. Dadurch kénnen hochaufgeldste Spektren genutzt werden.
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Durch die Probenrotation wird allerdings der anisotrope Anteil der chemischen Verschiebung
ausgemittelt (oaniso = 0) und muss durch eine spezielle Abfolge von Pulsen wieder eingefiihrt
werden. Dieser Vorgang wird Wiedereinkopplung der Anisotropie der chemischen
Verschiebung genannt.

In der Abbildung 3.19 ist die CODEX-Sequenz abgebildet. Nach der Anregung des
Spinsystems durch eine CP-Sequenz entwickelt sich die Magnetisierung wahrend des
Dephasierungsblockes unter der Wirkung der anisotropen chemischen Verschiebung (CSA).
Wahrend der Mischzeit wird die Magnetisierung in z-Richtung gespeichert, um Signalverluste
durch Relaxationsprozesse zu minimieren. In der Mischzeit kénnen molekulare Bewegungen
stattfinden. Im anschlieenden Rephasierungsblock entwickelt sich die Magnetisierung erneut
unter der Wirkung der CSA. Ist die CSA vor und nach der Mischzeit die gleiche, wird die
maximale Signalintensitdt gemessen. Hat sich die CSA jedoch aufgrund molekularer
Bewegungen verandert, ist die Signalintensitat verringert. Die Anderung der Frequenz der
chemischen Verschiebung wcs ist in der Abbildung am Beispiel des Zweiplatzsprunges des
Molekiils Dimethylsulfon (DMS) illustriert [122]. Dafir wird das Signal des *C-Kernspins in
der CHs-Gruppe betrachtet. Innerhalb des Dephasierungsblockes hat die chemische Gruppe
eine Orientierung zum &uBeren Magnetfeld, der die Frequenz wcs' entspricht. Wahrend der
Mischzeit findet ein Sprung statt und die CHs-Gruppe nimmt wéhrend des
Rephasierungsblockes eine andere Orientierung zum &ulReren Magnetfeld ein. Dieser
Orientierung entspricht die Frequenz wcs. Die Anderung der Frequenz fiihrt zu einem
Intensitatsverlust des aufgenommenen Signals. Da die Frequenz der chemischen
Verschiebung unter MAS zusatzlich von der Probenrotation abhdngt, muss die gesamte
Sequenz rotationssynchronisiert durchgefiihrt werden [48].

Das CODEX-Experiment kann in Abhangigkeit von der Lange der Mischzeit oder der Lange
der Wiedereinkopplung der CSA durchgefuhrt werden. Die Modulation der Signalintensitat
gibt entsprechend Aufschluss Uber die Korrelationszeit oder die Geometrie der Bewegung.
Die Wiedereinkopplung der CSA erfolgt Uber eine rotorsynchronisierte Abfolge von
(m)-Pulsen. Die Lange der Wiedereinkopplung wird mit der GroBe NTr angegeben, wobei N
die Anzahl an (w)-Pulsen vor und nach der Mischzeit angibt und Tr die Rotationsperiode. NTr
ist damit eine GrolRe der Zeit. Die Wiedereinkopplung der CSA iiber (m)-Pulse wird im
Abschnitt 7.7 n&her erldutert.
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Abbildung 3.19 Schematische Darstellung des CODEX-Experimentes. Zusatzlich ist das DMS
(Dimethylsulfon)-Molekul, als Beispiel fur ein Molekil mit einem Zweiplatzsprung,
eingezeichnet. Es verdeutlicht die Anderung der Frequenz der chemischen Verschiebung wcs,
in Abh&ngigkeit von der Orientierung der CH3z-Gruppe zum &uReren Magnetfeld. Unten ist
die Rotorsynchronisation der Sequenz zu erkennen.
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Abbildung 3.20 Im Normalisierungsexperiment (b) werden die Zeiten der Mischzeit zawisch, und
des z-Filters t, des Austauschexperimentes (a) miteinander vertauscht.
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Das Signal des CODEX-Experimentes

a, By
Wiedereinkopplung CSA

S(TMisch.’ NTR) - Z I:)ij (TMisch.) < Dij (NTR)> (320)

Mischzeit-
abhéngigkeit

ist proportional zu einem Term, der die Mischzeitabhangigkeit des Signals beschreibt und
einem Term, der die Abhangigkeit der Signalintensitat von der Lange der Wiedereinkopplung
der CSA (NTr-Abhangigkeit) beschreibt [121]. Pj; ist der Anteil an Kernspins, die sich vor der
Mischzeit avisch. in einem Zustand i befinden. Das heif3t, die chemische Gruppe, in der sich
der Kernspin befindet, nimmt eine Orientierung zum &uBeren Magnetfeld ein, der die
Frequenz der chemischen Verschiebung wcs' entspricht. Nach der Mischzeit befinden sich
diese Kernspins im Zustand j. Entsprechend wird dieser durch die Frequenz wcs' représentiert.
Es wird Uber alle moglichen Zustdnde i und j, die von den chemischen Gruppen eingenommen
werden koénnen, summiert. Da beide Terme in Gleichung (3.20) multiplikativ miteinander
verbunden sind, kann die Mischzeitabhdngigkeit getrennt von der NTgr-Abhéngigkeit
gemessen werden. Eine vollstandige Erlauterung der Theorie des CODEX-Experimentes ist in
[121] zu finden.

Da in dieser Arbeit ausschlieBlich Mischzeitabhdngigkeiten gemessen wurden, wird im
Folgenden auf die Messung und Analyse dieser Daten eingegangen. Fir einen konstanten
Wert von NTr wird das CODEX-Experiment in Abhéngigkeit von der Mischzeit
durchgefuhrt. Die Lange der Wiedereinkopplung der CSA wird dafiir so gewahlt, dass eine
hinreichend grofle Wiedereinkopplung der CSA madglich ist. Das Signal im Austausch-
experiment lasst sich mit der Gleichung

STy 1,) = (1—a)+ae[_rhﬁfh'} e[tij e(%J & (3.21)

%,_/
Spindiffusion T, -Relaxation T, -Relaxation

molekulare Bewegung

beschreiben. Die Intensitat des Signals wird durch vier Komponenten bestimmt: Einen Anteil
durch molekulare Bewegung, einen Anteil durch Spindiffusion, einen Anteil durch Ti-
Relaxation und einen Anteil durch T.-Relaxation. Die Modulation der Signalintensitét, die
durch molekulare Bewegungen verursacht wird, kann analytisch durch eine KWW-Funktion
[107] beschrieben werden. Diese Funktion berticksichtigt, dass im Allgemeinen eine
Verteilung von Korrelationszeiten zu erwarten ist. Dieser Teil des Signals enthélt die
gewiinschten Informationen Uber die Korrelationszeit der molekularen Bewegung. Gleichung
(3.21) zeigt, dass die Modulation der Signalintensitadt ebenfalls durch Spindiffusion und
Relaxation beeinflusst wird. Um den Beitrag der Ti-Relaxation zu eliminieren, wird der z-
Filter vor der Datenaufnahme genutzt. In der Pulssequenz werden amisch. und t; vertauscht und
das Experiment unter ansonsten gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Dieses Experiment wird
Normalisierungsexperiment genannt. Austausch- und Normalisierungsexperiment sind in
Abbildung 3.20 dargestellt. Die Mischzeit des Normalisierungsexperimentes ist zu kurz fur
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molekulare Bewegungen, somit werden diese nicht detektiert. Aufgrund des z-Filters wirkt im
Austausch- und Normalisierungsexperiment die Ti-Relaxation jedoch tiber den gleichen Zeit-
raum. Teilt man das Signal des Austauschexperimentes S(zwmisch., t;) durch das Signal des
Normalisierungsexperimentes So( zmisch., tz)

[77Misch‘+tz] [7&]
So (TMisch.’tz) =€ E € K

S(@uisen ot _ (1-a)+ ae(_wrizmjﬁ e[_rwm]ﬁl (3:22)

SO (TMisch. ! tz)

wird der Signalabfall nur noch durch die molekulare Bewegung und den Beitrag der
Spindiffusion verursacht. Der Anteil der T»-Relaxation im Normalisierungsexperiment ist
gleich der T»-Relaxation im Austauschexperiment und wird daher durch das beschriebene
Vorgehen ebenfalls eliminiert.

Die Spindiffusion wird durch dipolare Wechselwirkungen der Kernspins verursacht und
enthalt keine Informationen Uber die dynamischen Eigenschaften der untersuchten
Substanzen. Sie wird mit der Spindiffusionszeit tsp beschrieben, die im Allgemeinen eine
Verteilung aufweist, die nicht der Verteilung der Korrelationszeiten der molekularen
Bewegung = entspricht. Die Spindiffusion ist im Gegensatz zur molekularen Bewegung
weitgehend unabhdangig von der Temperatur der Probe [123, 124]. Die einzelnen
Komponenten kénnen demnach durch temperaturabhangige Experimente separiert werden. In
Abbildung 3.21 ist der Verlauf der Mischzeitabhangigkeit der CHs-Gruppen des DMS-
Molekils dargestellt. Die Daten wurden mit der Gleichung (3.22) ohne Spindiffusionsterm
angepasst.
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Abbildung 3.21 Mischzeitabhangigkeit des CODEX-Experimentes der CHsz-Gruppen des
DMS-Molekiils. Gemessen mit vi=3 kHz und NTr=2ms. Die Daten wurden mit der
Gleichung (3.22) ohne einen Spindiffusionsbeitrag angepasst.

3.3.3 Probenpréaparation

Csp wurde in einer NHsHCO3 Pufferldsung mit einer Konzentration von 20-30 g/l aufgelost
und anschlieend 24 h lyophylisiert, um die reine Csp-Pulverprobe herzustellen. Fir die
Herstellung der Pulverprobe des Lysozyms wurde das Protein in destilliertem Wasser
aufgeldst und anschlielRend ebenfalls lyophylisiert. Fiir die Csp/Trehalosemischung wurden
20 Gew.% Csp und 80 Gew.% Trehalose aufgelést und lyophylisiert. Die Proben wurden
anschlieBend in 4 mm MAS Rotoren gefiillt und bei Raumtemperatur iber Nacht im Vakuum
gelagert, um das restliche in den Proben verbliebene Wasser zu minimieren. Auf diese Weise
kénnen jedoch Wassermolekiile, die durch die Proteinstruktur gefangen sind, nicht entfernt
werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass ein geringer Anteil von ~1 Gew.% oder
weniger von Wassermolekilen in der Probe verbleibt [125]. Die Rotoren wurden unmittelbar
nach diesem Prozess verschlossen.

Um den Wassergehalt der Proben zu verandern, wurden die Proben bei gedffnetem Rotor mit
einem Flaschchen Wasser in einen Exsikkator gestellt und dieser wurde evakuiert. Der
gewiinschte Wassergehalt wurde durch die Zeit im Vakuum gesteuert. Durch das Wiegen der
Probe vor und nach dieser Prozedur wurde der Wassergehalt bestimmt. Uber Nacht wurden
die geschlossenen Rotoren bei Raumtemperatur aufbewahrt, damit sich die Proben fur die
Experimente im Gleichgewicht befinden. Zuerst wurde versucht, den Wassergehalt der
Csp/Trehalosemischung ebenfalls auf die beschriebene Weise zu erhéhen. Aufgrund der
kleinen Kontaktflache der Csp/Trehalose Mischung im Rotor mit dem Wasserdampf kam es
jedoch an der Oberflache der Probe lokal zu einem hohen Wassergehalt. Infolgedessen konnte
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eine teilweise Kristallisation der Trehalose beobachtet werden. Dies kann, wie im Abschnitt
5.1 gezeigt, in den 3C-Spektren der Proben direkt nachgewiesen werden. Die in der Arbeit
untersuchte Probe mit ~4 Gew.% Wasser wurde daher in einem Eppendorfgefal anstatt im
Rotor hydratisiert. Im Eppendorfgefal? ist die Oberflache der Probe, die dem Wasserdampf
ausgesetzt ist, deutlich gréfRer im Vergleich zur Probe im Rotor. Dadurch wird eine lokale
hohe Wasserkonzentration, die zur Kristallisation der Trehalose fuhrt, vermieden.
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4 Struktureller Aufbau von Lysozym/Saccharidldsungen

In diesem Kapitel wird untersucht, unter welchen experimentellen Bedingungen eine
Anlagerung von Saccharidmolekilen an das Protein Lysozym beobachtet werden kann. Die
Anlagerung wird in Abhangigkeit vom pH-Wert der Lésung, der Konzentration der geldsten
Teilchen und der Art des verwendeten Saccharides untersucht. Die Experimente werden
sowohl mit dem Monosaccharid Glucose als auch mit den Disacchariden Trehalose,
Saccharose und Maltose durchgefiihrt. Die Ergebnisse werden im Kontext der
veroffentlichten Studien betrachtet. Da fiir den Grofteil der Arbeiten das Protein Lysozym
genutzt wurde, wird dieses auch in dieser Arbeit benutzt. Somit ist ein umfangreicher
Vergleich der Ergebnisse moglich. In wassriger Lésung sind Proteine von Wassermolekdlen
umgeben, die eine Hydrathiille um das Protein bilden. Die Wassermolekdile innerhalb dieser
Hulle werden mehr oder weniger stark thermodynamisch vom Protein beeinflusst [126, 127].
Die Grolie des Proteins wird mit Hilfe des hydrodynamischen Radius Rn angegeben. Lagern
sich Saccharidmolekiile am Protein an, wird sich dessen hydrodynamischer Radius
vergroBern. Der hydrodynamische Radius ist Uber den Selbstdiffusionskoeffizienten des
betrachteten Teilchens zugéanglich (siehe Abschnitt 3.2), welcher in dieser Arbeit mit Hilfe
der PFG-NMR (Abschnitt 3.2.2) gemessen wird.

Es werden das bindre System Saccharid/Wasser (Abschnitt 4.1) und das terndre System
Lysozym/Saccharid/Wasser (Abschnitt 4.2) untersucht, um die folgenden Fragen zu
beleuchten:

e Lagern sich Saccharidmolekiile am Lysozym an? Von welchen Bedingungen hangt
dieser Prozess ab?

e Ist der Anlagerungsprozess abhéangig von der Art des Saccharides?

e Wie passen die hier vorgestellten Ergebnisse zu den vertffentlichten Studien?

In der Zusammenfassung zu diesem Kapitel werden die oben gestellten Fragen auf der
Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit beantwortet.

4.1 Binares System: Saccharide in wassriger Losung

Wassrige Saccharidlésungen sind schon lange Gegenstand vielféltiger Untersuchungen.
Lichtstreuexperimente [128, 129, 130, 131], Molekulardynamik (MD)-Simulationen [132,
133, 134, 135], PFG-NMR-Experimente [128, 136, 137, 138] und NMR-Relaxations-
experimente [88] zeigen, dass bei verdiinnten Losungen mit niedriger Saccharidkonzentration
die Saccharidmolekiile als Monomere vorliegen. Mit zunehmender Konzentration werden
dagegen Aggregationsprozesse der Saccharide beobachtet [88, 134], dies konnte in den in
dieser Arbeit durchgefiuhrten Experimenten bestédtigt werden. In Abbildung 4.1 ist der
hydrodynamische Radius von Trehalose, Maltose und Saccharose in D»O-Ldsung in
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Abhangigkeit von der Konzentration der Saccharide dargestellt. Der hydrodynamische Radius
betragt fur alle untersuchten Disaccharide in D>O-LOsung bei einer Konzentration von
Csaccharid = 50 MM RpS2echaid — (4.7 +0,2) A. Dieser Wert stimmt mit bereits veréffentlichten
Daten, zum Beispiel fir Saccharose Ry%"° ~ (4,6 +0,1) A in D,O uberein [138]. Der
hydrodynamische Radius der untersuchten Saccharide zeigt fiir alle Substanzen das gleiche
Verhalten. Das heif3t, er bleibt zun&chst konstant bis zu einer Saccharidkonzentration von
~ 600 mM und steigt anschlieBend fur hdhere Konzentrationen um ~ 13 % an.

Saccharide sind in wassriger Lésung von einer Hydrathllle umgeben und die intrinsischen
Wechselwirkungen der Saccharide mit den Wassermolekiilen bestimmen deren Konfor-
mation. Die GroRe dieser Hulle wird in der Literatur, je nach verwendeter experimenteller
Methode, zum Beispiel fur Trehalose verschieden beschrieben. Viele Untersuchungen zeigen,
dass ein Trehalosemolekil mit 16-18 Wassermolekilen des umgebenden Wassers
wechselwirkt. Diese Wassermolekdile bilden die Hydrathiille um das Trehalosemolekil [88,
135, 136, 139]. Einige Untersuchungen beschreiben eine langreichweitigere Wechselwirkung
der Trehalosemolekiile, wobei sich die Hydrathiille auf bis zu 123 Wassermolekile in der
Umgebung des Saccharides erstreckt [140, 141]. Heugen et al. haben gezeigt, dass die
Wassermolekiile in der Hydrathille innerhalb von 10-100ps Molekile mit dem
umgebenden freien Wasser austauschen [140]. Die Wechselwirkung zwischen den
Wassermolekulen der Hydrathiille und den Trehalosemolekilen ist demnach transienter
Natur.

Steigt die Konzentration der Saccharide in der wassrigen Losung an, beginnen sich die
Hydrathullen der Saccharidmolekiile aufgrund der rdumlichen Nahe zu berschneiden [130,
135]. Die Wassermolekiile der Hydrathille eines Saccharidmolekiils wechselwirken in diesem
Fall auch mit anderen Saccharidmolekdilen in der Umgebung. Erhoht sich die Konzentration
weiter, bilden sich intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Saccharid-
molekilen aus. Die Anzahl dieser transienten Saccharid-Saccharid Wasserstoffbriicken-
bindungen nimmt mit steigender Konzentration der Saccharide zu [88, 132, 134, 135]. Ein
Uberlappen der Hydrathiillen bzw. die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Saccharidmolekdilen erklart die VergrélRerung des hydrodynamischen Radius der
Saccharidmolekiile, die in Abbildung 4.1 beobachtet wird. Eine schematische Darstellung der
Uberlappung der Hydrathiillen einzelner Saccharidmolekiile sowie die Ausbildung von
Saccharid-Saccharid Wasserstoffbriickenbindungen mit steigender Konzentration von
Saccharid in Losung ist in Abbildung 4.1 gezeigt.

Winther et al. und Sapir et al. beobachteten mit Hilfe von MD-Simulationen Aggregations-
prozesse bzw. die Ausbildung von Clusterstrukturen von Trehalosemolekdlen bereits ab einer
Konzentration wvon 250 mM [88, 134]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Diffusionsexperimente zeigen einen Anstieg des hydrodynamischen Radius und damit einen
Aggregationsprozess ab einer Konzentration von 600 mM fiir Saccharose und Maltose und ab
800 mM fiir Trehalose (siehe Abbildung 4.1). Dass der Anstieg des hydrodynamischen
Radius im Vergleich zu den Literaturwerten erst bei gréfReren Konzentrationen beobachtet
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wird, kann damit erklart werden, dass im NMR-Experiment ein mittlerer Diffusions-
koeffizient aller Saccharidmolekiile in der Probe gemessen wird. Es tragen sowohl Monomere
als auch Di- und Oligomere der Saccharide zum gemessenen Signal bei. Sapir et al. haben mit
MD-Simulationen gezeigt, dass bei einer Konzentration von 200 mM Trehalose 25 % der
Trehalosemolekile in der Probe in Aggregaten vorliegen, wéhrend bei einer Konzentration
von 600 mM bereits 50 % aller Molekiile Aggregate bilden [134]. Das heift, der Anteil an
Aggregaten zum Diffusionssignal nimmt mit steigender Konzentration erheblich zu.
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Abbildung 4.1 (a) Abhangigkeit des hydrodynamischen Radius von Trehalose, Maltose und
Saccharose von der Konzentration in wassriger Losung (pHP =6, T =298 K). Die
Schemazeichnungen (b) und (c) verdeutlichen, wie es mit steigender Konzentration von
Saccharidmolekilen (pink) aufgrund der raumlichen N&he zur Uberlappung der Hydrathillen
(dunkelblau) kommt. Bei hohen Konzentrationen (c) werden auch intermolekulare Wasser-
stoffbruckenbindungen zwischen den Saccharidmolekiilen ausgebildet. Die D>O-Molekiile, die
nicht an der Hydrathulle beteiligt sind und sich frei bewegen kdnnen, sind weil} dargestellt.
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4.2 Terndres System: Protein in wassriger Lésung mit Sacchariden

Die Struktur von Protein/Saccharidlésungen wurde bereits mit vielféltigen experimentellen
Methoden untersucht. Untersuchungen zur Hydrathille liefern dabei unterschiedliche
Ergebnisse tiber den Aufbau und die Wechselwirkungen mit den Proteinen. In einem Teil der
Arbeiten wird die Schlussfolgerung gezogen, dass die Hydrathiille ausschlieBlich aus
Wassermolekiilen besteht und die Saccharidmolekule von dieser ausgeschlossen sind [19, 26,
27, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. Anderseits beschreiben aber auch zahlreiche Studien ein
gegensatzliches Bild. Sie zeigen, dass die Saccharidmolekiile in die Hydrathille des Proteins
eindringen [30, 31, 32, 33]. Eine Ursache fur das widerspriichliche Bild kann die Tatsache
sein, dass alle genannten Studien unter verschiedenen experimentellen Bedingungen
(Temperatur, Art des Proteins/Saccharides, pH-Wert der Losung, Konzentration der
Makromolekile in der Losung) durchgefuhrt wurden. In dieser Arbeit wird daher eine
systematische Untersuchung des hydrodynamischen Radius von Lysozym Ry-*°%™ in
Abhéngigkeit von verschiedenen experimentellen Parametern, wie

e dem Typ des gel6sten Saccharides
e dem pH-Wert der Lésung
e der Konzentration von Protein und Saccharid in der Lésung

durchgefuhrt. Die Ergebnisse kénnen das vorhandene kontroverse Bild komplettieren und
Aufschluss tiber die Zusammensetzung der Hydrathiille des Lysozyms unter unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen geben. Im Folgenden werden die Resultate gegliedert nach den
experimentellen Parametern dargelegt.

Abhéangigkeit vom pH-Wert der Losung. Keine der eingangs erwahnten Studien untersucht das
Aggregationsverhalten von Lysozym und Saccharid in Abhangigkeit vom pH-Wert. Ein
Einfluss des pH-Wertes wird erwartet, da der pH-Wert der Losung die Oberflachenladung des
Proteins andert. Dadurch werden die Wechselwirkungen mit anderen Teilchen in der Ldsung,
zum Beispiel mit Sacchariden ebenfalls beeinflusst. Am Beispiel einer Lysozymldsung heif3t
das, dass die Proteinoberflache bei niedrigen pH-Werten positiv geladen ist. Dadurch ist die
elektrostatische AbstoRung sehr groRR und die Proteine liegen gut separiert in der Losung vor.
Mit steigendem pH-Wert der Lésung wird die Oberflachenladung des Lysozyms zunehmend
neutralisiert. Am sogenannten isoelektrischen Punkt (pl) ist die Oberflachenladung eines
Proteins per Definition neutral. Lysozym hat einen isoelektrischen Punkt von pH~ 11 [49].
Im Bereich dieses pH-Wertes kommt es zu attraktiven Wechselwirkungen zwischen den
Proteinen und ein Selbstaggregationsprozess wird beginstigt [75, 80, 81].

Der Einfluss des pH-Wertes und damit der Oberflachenladung des Lysozym auf die
Zusammensetzung der Hydrathiille des Proteins wurde in dieser Arbeit untersucht. Die
Ergebnisse werden im Folgenden beschrieben. Der hydrodynamische Radius von Lysozym
Rhb¥so%™ wurde in einer Losung mit 1,3 mM Lysozym in Abhédngigkeit vom pH-Wert
bestimmt. Dazu wurde ein konstantes Verhaltnis von nNsaccharid/NLysozym = 600 gewdhlt. In
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Abbildung 4.2 sind die Graphen fir Lysozym in Losung mit Trehalose und Saccharose
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass fiir pHP-Werte gréRer 7 (Trehalose (m)) beziehungsweise
6 (Saccharose (®)) Rp™°%™ in der Losung mit Saccharid dem Rp-*°2™ in wassriger Losung
(A) entspricht. Das heif3t, unter diesen Bedingungen findet keine Aggregation von Saccharid
und Lysozym statt und an der Proteinoberflache befinden sich bevorzugt Wassermolekiile.
Fur kleinere pHP-Werte steigt Ry=*°%™ in beiden Saccharidlésungen an. Das bedeutet, dass
sich Saccharidmolekille an der Oberfliche des Proteins anlagern und damit den
hydrodynamischen Radius von Lysozym vergrofiern. Die Ergebnisse zeigen, dass es zu
weniger Wechselwirkungen zwischen Lysozym und Saccharidmolekilen kommt, je neutraler
die Oberflache des Lysozyms geladen ist. Die unterschiedlichen beschriebenen Szenarien sind
mit Schemazeichnungen in Abbildung 4.2 illustriert. Die Zeichnungen stellen die
Proteinoberflache sowie die Hydrathille des Proteins und die umgebende Losung dar. Bei
hohen pH-Werten besteht die Hydrathiille des Proteins aus Wassermolekilen (dunkelblau)
und die Saccharidmolekiile (pink) befinden sich in der umgebenden Ldsung mit freiem
Wasser (weilR). Sinkt der pH-Wert, dringen Saccharidmolekdile in die Hydrathille ein. Die
beiden untersuchten Saccharide Trehalose und Saccharose zeigen ein unterschiedliches
Verhalten in Abhéngigkeit vom pH-Wert. Trehalosemolekiile dringen bei hoheren pH-Werten
in die Hydrathille des Lysozym ein als Saccharosemolekile. Dies fihrt fir die
Lysozym/Trehaloseldsung bei gleichem pH-Wert zu einem groBeren Ra™*%™ im Vergleich
zur Lysozym/Saccharoselésung.
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Abbildung 4.2 Der hydrodynamische Radius von Lysozym in wassriger Ldsung, ()
Trehalose- und (b) Saccharoseldsung mit Nsaccharia/NLysozym = 600 in Abhéngigkeit vom pH-
Wert, gemessen bei T =298 K. Die Zeichnungen zeigen die Molekille, die sich an der
Oberflache des Proteins befinden. Wahrend sich bei pHP >7 (Trehalose) bzw. pHP >6
(Saccharose) bevorzugt Wassermolekiile an der Proteinoberflache befinden, lagern sich bei
niedrigeren pHP-Werten vermehrt Saccharidmolekiile an der Oberflache des Proteins an
(Darstellung nach [126]).

58



Zusammenfassend wird festgestellt, dass die Zusammensetzung der Hydrathille des
Lysozyms vom pH-Wert der Lésung abhingt. Saccharidmolekiile dringen bei niedrigen pHP-
Werten (pHP < 6) in die Hydrathiille des Lysozyms ein, wahrend sie fir groRere pHP-Werte
von der Hydrathille ausgeschlossen sind.

Abhéangigkeit vom Saccharidtyp. Bereits die Untersuchung des hydrodynamischen Radius des
Lysozyms in Abhéngigkeit vom pH-Wert der Saccharid/Lysozymlésung hat gezeigt, dass der
RyDS®M yom Typ des gelosten Saccharides abhidngt. In  Abbildung 4.3 ist der
hydrodynamische Radius des Lysozyms in Abhédngigkeit vom Teilchenverhaltnis der
Saccharide zum Lysozym dargestellt. Alle untersuchten Ldsungen haben eine
Lysozymkonzentration von 1,3 mM und die Konzentration der Saccharidmolekile wird
schrittweise erhoht, um das Teilchenverhaltnis nNsaccharia/NLysozym zU erhohen. Es wurde das
Verhalten des hydrodynamischen Radius von Lysozym in Lésung mit den Disacchariden
Trehalose, Saccharose und Maltose, sowie dem Monosaccharid Glucose analysiert. Der pH-
Wert aller Losungen betrug pHP = 3,8. Zuerst wird der Einfluss der Disaccharide auf RptYs°»ym
beschrieben. Der hydrodynamische Radius des Lysozyms zeigt in Abhangigkeit von der
Disaccharidkonzentration fiir alle untersuchten Disaccharide prinzipiell das gleiche Verhalten.
Bei einer niedrigen Konzentration der Disaccharide entspricht Rp™®M in  der
Disaccharidlésung dem hydrodynamischen Radius von Lysozym in waéssriger Losung. Mit
zunehmender Konzentration der Disaccharide in der Losung wird auch Ry"*%™ gr6Rer. Bei
der grofiten untersuchten Disaccharidkonzentration ist fur alle untersuchten Disaccharide ein
Anstieg des Rp™%M um 30 % im Vergleich zur wassrigen Losung zu erkennen. Die
Konzentration, ab der eine Anderung von Ry™5°%™ einsetzt, hangt vom Disaccharid in der
Losung ab. Wahrend fur Trehalose und Maltose ein Anstieg bei Nsaccharid/NLysozym ~ 100
beginnt, setzt dieser fiir die Lysozymlésung mit Saccharose erst bei Nsaccharid/NLysozym ~ 180
ein.

Tabelle 3 Konzentrationen von Lysozym und Saccharid fir die Messung des Rn25°%™ in
Abhéangigkeit vom Teilchenverhaltnis nsaccharid/NLysozym.

CLysozym IN MM | Csaccharid IN MM | Nsaccharid/NLysozym
1,3 0 0
1,3 50 39
1,3 100 77
1,3 200 154
1,3 400 308
1,3 500 385
1,3 600 462
1,3 800 615
1,3 900 692
1,3 1000 769
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Abbildung 4.3 Abhangigkeit des hydrodynamischen Radius des Lysozyms von der Anzahl an
Saccharidmolekilen pro Lysozym fur Trehalose, Saccharose, Maltose und Glucose. Alle
Messungen wurden bei T = 298 K und pHP = 3,8 durchgefiihrt.

Ab einem Teilchenverhaltnis von Nsaccharia/NLysozym ~ 600 steigt der Ry™5°%™ nicht weiter an,
sondern bleibt konstant. Nun wird der Einfluss des Monosaccharides Glucose im Vergleich
zum Einfluss der Disaccharide auf den hydrodynamischen Radius von Lysozym betrachtet.
Rh2Y59%™ verhilt sich in der Losung mit Glucose qualitativ dhnlich, jedoch steigt der
hydrodynamische Radius lediglich um 10 % im Vergleich zur wassrigen Ldsung an. Das
heilst, mit weiter ansteigender Konzentration von Saccharidmolekilen bleibt der
hydrodynamische Radius von Lysozym in der Losung mit Glucose unverdndert. Die
durchgefuhrten Diffusionsexperimente zeigen, dass mit zunehmender Konzentration von
Saccharidmolekilen in der LOsung eine Anlagerung dieser an das Protein Lysozym
stattfindet. Dadurch wird dessen hydrodynamischer Radius vergroRert. Dieser Anlagerungs-
prozess wird fir alle untersuchten Typen von Saccharid beobachtet.

Das Teilchenverhdltnis, bei dem der Anlagerungsprozess von Saccharidmolekilen an
Lysozym gesattigt ist, ist fur die Mono- und Disaccharide sehr unterschiedlich. Es kdnnte
vermutet werden, dass der Anlagerungsprozess der Saccharide stagniert, sobald die
Oberflache des Proteins mit Saccharidmolekilen bedeckt ist. Um diese Hypothese zu
uberprifen, ist eine Uberschlagsrechnung mit Hilfe der hydrodynamischen Radien der
Saccharide und des Lysozyms hilfreich. Hierfur wird das Protein als Kugel mit einem Radius,
der dem hydrodynamischen Radius in wassriger Losung entspricht, betrachtet. Damit kann
dessen Oberflache abgeschatzt werden:

Oberflache des Lysozyms:
RE™ ~ 20 A (4.1)
Kugelflache A ,,m = 47(R>*®™)? ~ 5026 A% .

60



Um die Oberflache des Lysozyms zu bedecken, muss die maximale Flache, die ein
Saccharidmolekdl auf dieser bedecken kann, abgeschétzt werden. Dafir wird die Ausdehnung
der Saccharidmolekille durch eine Kugel mit dem Radius RS peschrieben. Die
maximale Fl&che, die diese auf der Oberflache des Lysozyms einnehmen kann, wird mit der
Querschnittsflache durch den Kugelmittelpunkt genahert.

einfache Bedeckung mit Disaccharidmolekdilen:
RhDisaccharid - 4, 7A
Kreisflache Ay.aig = 7(RE%™)? ~ T0A?

2
50266 ~79
70A

(4.2)
einfache Bedeckung mit Monosaccharidmolekiilen:
RhGIucose - 3’5,&
Kreisflache Ay, = 7(RZ"*)? ~ 38A?

5026A° 132

38A?
Wie in der Abbildung 4.3 zu sehen ist, tritt flr das Monosaccharid Glucose eine Sattigung des
Anstiegs des Rp™5°%™ im  Bereich von Nsaccharia/Niysozym = 100 - 200 ein. Dieses
Teilchenverhaltnis stimmt mit dem berechneten Verhaltnis von Glucose zu Lysozym tberein,
bei der die Oberflache des Lysozyms einmal komplett mit Glucosemolekilen bedeckt ist. Das
heif3t, die Anlagerung von Glucose an Lysozym kommt nach der Ausbildung einer Schicht
Glucosemolekile um das Protein zum Stillstand. Da die Disaccharide einen gréfieren
hydrodynamischen Radius besitzen, ist im Vergleich zum kleineren Monosaccharid Glucose
ein geringeres Teilchenverhaltnis notwendig (Nsaccharia/NLysozym ~ 72), um die Oberflache des
Lysozyms zu bedecken. Die Sattigung von Ry™°%™ in der Lésung mit den Disacchariden
muss bei einem geringeren Nsaccharid/NLysozym M Vergleich zu Glucose eintreten, wenn nur die
einfache Bedeckung der Oberflache ausschlaggebend fiir den Anlagerungsprozess ist. Der
hydrodynamische Radius von Lysozym steigt jedoch bis zu einem Teilchenverhaltnis von
Nsaccharid/NLysozym ~ 600 an. Das bedeutet, dass in Ldsung mit den Disacchariden eine
Anlagerung Uber die Bedeckung der Oberflache des Lysozyms hinaus stattfindet. In der
Lésung mit Glucose hat das Saccharid nach der Bedeckung der Oberflache des Lysozyms
dagegen keinen weiteren Einfluss auf das Protein.
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Abbildung 4.4 (a) Hydrodynamischer Radius von Trehalose in wassriger Lésung und in
Losung mit 1,3 mM Lysozym. (b) Hydrodynamischer Radius von Glucose in Ldsung mit
1,3 mM Lysozym. Alle Messungen wurden bei T = 298 K und pHP = 3,8 durchgefiihrt.

Warum beeinflussen die Disaccharide das Protein tiber einen gréReren Konzentrationsbereich
als flr eine einfache Bedeckung notwendig ware, wahrend das Monosaccharid Glucose diesen
Effekt nicht zeigt? Dieses Ergebnis kann mit der Eigenschaft der Disaccharide, Aggregate zu
bilden, erklart werden. Mit steigender Konzentration der Disaccharide kommt es zu einem
Uberlappen der Hydrathillen der einzelnen Saccharidmolekiile. Dies wurde in Abschnitt 4.1
anhand von Diffusionsexperimenten an Saccharid/Wassersystemen gezeigt. Bei weiter
ansteigenden Konzentrationen kann es auch zur Ausbildung von Saccharid-Saccharid
Wasserstoffbriickenbindungen kommen. Das heif3t, es bilden sich Saccharidaggregate in der
Losung aus. In Abbildung 4.4 (a) ist der hydrodynamische Radius von Trehalose in wassriger
Lésung mit Lysozym im Vergleich zu einer wassrigen Losung aufgetragen. Der Ry'renalose
zeigt in beiden Losungen den gleichen Verlauf. Das bedeutet, eine Aggregation der
Disaccharidmolekdile findet nicht nur in wéassriger Losung statt, sondern auch in der Losung
mit Lysozym. Der hydrodynamische Radius von Trehalose wird hier als Beispiel gezeigt, die
hydrodynamischen Radien von Saccharose und Maltose zeigen das gleiche Verhalten.

Dass sich der hydrodynamische Radius von Lysozym uber die Konzentration, bei der eine
einfache Bedeckung der Oberflache gegeben ist, hinaus vergroRert, kann mit der Eigenschaft
der Disaccharide, Aggregate zu bilden, erklart werden. Ab einer bestimmten Konzentration
von Disacchariden in der Lésung mit Lysozym dringen diese in die Hydrathille des Proteins
ein. Die Disaccharidmolekdle, die sich in der Hydrathille befinden, bilden Aggregate mit den
umgebenden Disacchariden aus. Diese Aggregate wirken sich auf die Diffusions-
geschwindigkeit des Proteins aus und verlangsamen diese. Aufgrund dessen wird die
Diffusionskonstante des Lysozyms geringer und der hydrodynamische Radius steigt dadurch
an. Eine Séttigung des Effektes, wie in den Daten beobachtet, tritt ein, wenn die
Wechselwirkungen der Saccharide untereinander zu weit entfernt vom Protein stattfinden.
Eine solche Bildung von Aggregaten ist fiir das Monosaccharid Glucose nicht bekannt [130,
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131, 142, 143] und kann auch in den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten nicht
nachgewiesen werden. Dies verdeutlicht Abbildung 4.4 (b), in welcher der hydrodynamische
Radius von Glucose in Losung mit Lysozym dargestellt ist. Der Ry®Y*¢ pleibt mit
zunehmender Konzentration von Glucose konstant. Das heil3t, es ist keine Aggregation der
Glucosemolekule zu beobachten. Die schematischen Darstellungen in Abbildung 4.5 geben
eine modellhafte Vorstellung vom strukturellen Aufbau der Lésung, wenn keine Anlagerung
von Saccharidmolekiilen an der Oberflache des Lysozym stattfindet (Abbildung 4.5 (a)),
beziehungsweise wenn eine solche Anlagerung zu beobachten ist (Abbildung 4.5 (b)).

Wie bereits beschrieben, beginnt der Anstieg des hydrodynamischen Radius von Lysozym in
Losung mit Trehalose und Maltose bei einem kleineren Teilchenverhéltnis von
Nsaccharid/ NLysozym 1M Vergleich zur Losung mit Saccharose. Dies kann an der unterschiedlichen
Féhigkeit der einzelnen Saccharide liegen intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen
auszubilden. In verdunnter LOsung bilden alle Hydroxylgruppen Wasserstoffbricken-
bindungen zum umgebenden Wasser aus [144]. Die Anlagerung von Sacchariden an die
Oberflache des Lysozyms wird im Experiment mit zunehmender Saccharidkonzentration
beobachtet. Durch die ansteigende Saccharidkonzentration verringert sich die Anzahl an
Wassermolekiilen, die pro geldstem Teilchen zur Verfiigung steht. Die Saccharidmolekiile
kénnen nun Wasserstoffbriicken mit der Oberflache des Lysozyms oder intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Beide Prozesse stehen in Konkurrenz zueinander.
Aufgrund von Untersuchungen der Kristallstruktur ist bekannt, dass die Saccharide
unterschiedlich viele intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Wahrend
Saccharose zwei intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen besitzt [55], weist Maltose
eine auf [56] und im Trehalosemolekul kommt gar keine vor [54]. Die Hydroxylgruppen, die
an intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt sind, stehen nicht flr
intermolekulare Bindungen zur Verfligung. Da Saccharose die meisten intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindungen im Vergleich zu Maltose und Trehalose aufweist, steht es in
geringerem Male als Partner fur intermolekulare Bindungen zu Verfugung. Das heilit, bei
einer vergleichbaren Konzentration von Saccharose und Trehalose stellt die Saccharose
weniger Bindungsstellen fir Wasserstoffbrickenbindungen zu anderen Molekilen (Protein
oder Wasser) zur Verfligung. Daher werden auch die Diffusionseigenschaften des Lysozyms
erst bei einer hoheren Konzentration von Saccharose beeinflusst. Dies spiegelt sich
entsprechend auch im hydrodynamischen Radius wieder.
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Abbildung 4.5 Schematische Darstellung der Hydrathille des Lysozyms. In Bild (a) ist die
Oberflache des Proteins bei pHP-Werten der Losung, bei denen keine Saccharidmolekiile in
die Hydrathille des Proteins eindringen gezeigt. An der Oberflache des Proteins befinden
sich ausschlieBlich Wassermolekile (dunkelblau). In Abbildung (b) ist die Zusammensetzung
der Hydrathille, bei pHP-Werten der LOsung, bei denen Saccharidmolekille in die
Hydrathiille des Proteins eindringen koénnen dargestellt. Die Saccharidmolekile
verdeutlichen daruber hinaus die Ausbildung von Saccharidaggregaten in beiden Losungen
durch die Uberlagerung der Hydrathiillen der Saccharide bzw. der Ausbildung von
Saccharid-Saccharid-Wasserstoffbriickenbindungen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass alle untersuchten Saccharide in die
Hydrathille des Lysozyms eindringen. In den Lysozymlésungen mit Disacchariden werden
die Diffusionseigenschaften des Lysozyms uber einen gréBeren Konzentrationsbereich von
Saccharid hinaus beeinflusst als in einer Lysozymlésungen mit dem Monosaccharid Glucose.
Dieser Unterschied kann auf die Eigenschaft der Disaccharide, bei hohen Konzentrationen
Aggregate zu bilden, zurtickgefuhrt werden. Dieses Verhalten zeigt das Monosaccharid
Glucose nicht.

Abhéangigkeit von der Konzentration der gel6sten Teilchen (Ngelsste Teilchen = Nsaccharid + NLysozym)-
Bisher wurde die Anderung des hydrodynamischen Radius von Lysozym in Abhéangigkeit
vom Teilchenverhaltnis Nsaccharia/NLysozym UNd dem pH-Wert der Losung betrachtet. In diesem
Abschnitt  wird der Einfluss der Konzentration aller gelosten  Teilchen
(Ngelste Teilchen = Nsaccharid + NLysozym) auf RpLysozym untersucht. Dafur wurden
Lysozym/Saccharidlésungen mit  einem konstanten Teilchenverhéltnis  von
Nsaccharid/NLysozym = 600 hergestellt, wobei die Konzentration von Saccharid und Lysozym in
der Losung variiert wurde. In Tabelle 4 sind die verwendeten Konzentrationen sowie die
Teilchenverhiltnisse aufgelistet. In der Abbildung 4.6 (a) ist der R\"*°¥™ in Abhangigkeit
VON Cgelsste Teilchen €iNer Lysozym/Trehalose- und einer Lysozym/Saccharoseldsung dargestellt.
Der hydrodynamische Radius des Lysozyms ist von der Konzentration der geldsten Teilchen
abhangig. Bei einer geringen Konzentration von geldsten Teilchen entspricht der
hydrodynamische Radius von Lysozym in den LOsungen mit Saccharid dem
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hydrodynamischen ~ Radius von  Lysozym in  wassriger  L6sung. In  der
Lysozym/Trehaloselosung  steigt Ra™*°®M ab einer Konzentration von ungefahr
Cgelsste Teilchen = 100 g/l an und erreicht bei Cgelsste Teilchen = 170 g/l eine Séttigung. Dieser
Anstieg des hydrodynamischen Radius zeigt sich auch in der Lysozym/Saccharoseldsung.
Jedoch ist hier ein Anstieg des Ra=*°®™ erst ab einer Konzentration von ungefihr 170 g/l zu
erkennen. Dieser Unterschied kann auf die im vorigen Abschnitt bereits ausgefiihrte
Eigenschaft bezlglich der Ausbildung von Aggregaten von Trehalose und Saccharose
zuruckgefuhrt werden. Um den Einfluss des Teilchenverhdltnisses von Saccharid zu Lysozym
zu untersuchen, werden die hydrodynamischen Radien des Lysozyms flir zwei
Lysozym/Trehaloseldsungen mit nNrrenatose/NLysozym =400 und 600 in Abbildung 4.6 (b)
verglichen.

Tabelle 4 Konzentration der gelosten Teilchen Cgeisste Teilchen SOWie das Verhéltnis der
Wassermolekiile zur Anzahl an geldsten Teilchen (Ngelsste Teilchen = Nsaccharid + NLysozym) fUr die
untersuchten Lysozym/Trehalose- und Lysozym/Saccharidlosungen. Angegeben ist ebenfalls
die Lysozymkonzentration fur die LOsungen Ciyozym und das Verhéltnis von
Saccharidmolekilen zu Lysozymmolekiilen Nsaccharia/NLysozym.

Trehalose/Lysozym Saccharose/Lysozym

CgelosteTeilchen Np2o/ Ngelsste Teilchen | CgelosteTeilchen Np2o/ Ngelsste Teilchen | CLysozym in | Nsaccharid/
in g/l in g/l mM NLysozym
103 184 97 217 0,5 600
123 153 117 181 0,6 600
144 131 136 155 0,7 600
164 115 - - 0,8 600
185 102 175 121 0,9 600
205 92 194 109 1 600
267 71 295 73 1,3 600
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Abbildung 4.6 Hydrodynamischer Radius des Lysozyms in Abhangigkeit von der
Konzentration von gelosten Teilchen. (@) Rp™°®™ in Lysozym/Saccharose- und
Lysozym/Trehaloseldsung bei einem konstanten mol-Verhaltnis von Nsaccharid/NLysozym = 600.
Die untere Linie kennzeichnet den hydrodynamischen Radius des Lysozyms in wassriger
Losung (CLysozym = 1,3 mM). (b) Ry2*°?™ in Lysozym/Trehalosel6sung bei zwei verschiedenen
mol-Verhaltnissen von Trehalose zu Lysozym. Die Linien dienen jeweils der Verdeutlichung
des Sattigungswertes.

Der Anstieg des Rp¥™ st bei beiden Teilchenverhiltnissen der gleiche, jedoch ist der
Sattigungswert flr das Verhaltnis von Nrrenalose/NLysozym = 400 signifikant kleiner im Vergleich
ZU NTrenalose/NLysozym = 600. Das heilt, das Teilchenverhaltnis von Trehalose zu Lysozym
beeinflusst lediglich die GrélRe des hydrodynamischen Radius, bei dem die Sattigung eintritt,
aber nicht den Anlagerungssprozess an sich. Aus den Daten kann geschlussfolgert werden,
dass die Anderung des hydrodynamischen Radius von Lysozym nicht nur vom Verhaltnis der
Saccharidmolekile zu Lysozym abhdngt, sondern auch von der Konzentration von geldsten
Teilchen.

Warum ist das der Fall? Eine Anderung der Konzentration der gelosten Teilchen ist
gleichbedeutend mit einer Anderung des Verhaltnisses von D>O-Molekiilen zur Anzahl an
geldsten Teilchen (Np2o/Ngeloste Teilchen). Je grolRer die Konzentration an geldsten Teilchen ist,
desto kleiner ist das Verhaltnis von Wassermolekilen zu geldsten Teilchen np2o/Ngeisste Teilchen.
Eine Anlagerung wird in den Diffusionsexperimenten erst mit einem sinkenden Verhaltnis
VON Np2o/Ngelsste Teilchen DEObachtet. Dass heil3t, solange genug D.O-Molekiile pro geléstem
Teilchen vorhanden sind, findet kein Anlagerungsprozess zwischen Lysozym und Saccharid
statt. In diesem Fall bilden die Saccharid- und Lysozymmolekiile in der Losung hauptsachlich
Wasserstoffbriickenbindungen zu umgebenden D»>O-Molekilen aus. Erst unterhalb eines
kritischen ~ Verhaltnisses von  npzo/Ngeloste Teilchen ~ Werden —im  Diffusionsexperiment
Anlagerungsprozesse beobachtet. Zwischen Lysozym und Saccharid sowie zwischen den
Saccharidmolekilen kommt es zu Wechselwirkungen. Dies fiihrt zu einem Anstieg des
hydrodynamischen Radius des Lysozyms, wie in Abbildung 4.6 zu erkennen ist. Es besteht
die Moglichkeit, dass der beobachtete Anstieg des Rp™°%™ nicht durch einen
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Anlagerungsprozess, sondern durch sogenannte ,,crowding“-Effekte [145, 146] oder durch
eine Selbstaggregation des Lysozyms verursacht wird. Im Folgenden wird zuerst der Effekt
des ,crowding“ und anschlieBend der Einfluss von Selbstaggregationsprozessen des
Lysozyms auf die Experimente dieser Arbeit besprochen.

Durch eine Zunahme der Konzentration an geldsten Teilchen steigt auch das von den Teilchen
eingenommene Volumen in der Lésung an. Wahrend bei der niedrigsten Konzentration an
Saccharid (Csaccharia = 50 mM) lediglich 4 % des Probenvolumens von Lysozym- und
Saccharidmolekilen eingenommen werden, sind dies bei der hdchsten Konzentration
(Csaccharia = 800 mM) rund 27 % des Probenvolumens. In diesem Fall ist die Konzentration von
gelosten Teilchen in der GréRBenordung von biologischen Zellen [147]. Aufgrund der hohen
Konzentration an gelosten Teilchen konnte der Diffusionsweg eines Teilchens durch die
anderen Teilchen in der Lésung behindert werden. Das Probenvolumen, das von den geldsten
Teilchen eingenommen wird, kann dann von dem beobachteten diffundierenden Teilchen
nicht eingenommen werden. Das heif3t, es entsteht ein ausgeschlossenes VVolumen innerhalb
der Probe, das fir das diffundierende Teilchen nicht zuganglich ist. In diesem Fall kann die
Diffusionsbewegung des Teilchens nicht langer mit dem Modell einer isotropen Diffusion,
wie im Abschnitt 3.2.1 erldutert, beschrieben werden. Es ist bekannt, dass dieser Effekt zur
Messung einer reduzierten Diffusionskonstante fiihrt [75, 148], was wiederum als Anstieg des
hydrodynamischen Radius interpretiert werden kann. Wie die theoretische Beschreibung in
verschiedenen Studien zeigt [148, 149, 150], hiangt der ,,crowding“-Effekt nur von der GrofRe
des diffundierenden Teilchens und dem Volumenanteil der gelésten Teilchen ab. Ein Einfluss
des pH-Wertes wird jedoch in keiner Arbeit beschrieben. Wiirden die in dieser Arbeit
beobachteten Anderungen des hydrodynamischen Radius durch den Effekt des ,,crowding
verursacht werden, so missten Anderungen des Ry™*°®™ unabhingig vom pH-Wert der
Losung beobachtet werden. Dies ist nicht der Fall, wie in Abbildung 4.2 dargestellt und im
dazugehdrigen Abschnitt besprochen wurden. Im Gegenteil, bei pH-Werten > 7 ist gar keine
Anderung des Rp™*°®M zu beobachten. Daraus wird der Schluss gezogen, dass der
hydrodynamische Radius des Lysozyms fir die in dieser Arbeit untersuchten Probensysteme
nicht durch den ,,crowding*-Effekt beeinflusst wird.

Wie bereits erwéhnt, flihrt eine Selbstaggregation der Lysozymmolekiile ebenfalls zu einer
VergroRerung des hydrodynamischen Radius des Lysozyms. Im Abschnitt 3.2.2 wird dieser
Effekt fir eine Lysozymldsung unter experimentellen Bedingungen gezeigt, bei denen
bekannt ist, dass es zur Selbstaggregation des Lysozyms kommt. Aufgrund der spektralen
Auflésung der NMR-Spektren und der Abhdngigkeit des Anlagerungsprozesses vom pH-Wert
kann jedoch eine Selbstaggregation des Lysozyms wahrend der Experimente dieser Arbeit
ausgeschlossen werden. Beide Faktoren werden im Folgenden naher betrachtet. Molekiile, die
sich in einer L6sung befinden, fihren in dieser neben der translatorischen Diffusion auch eine
willkirliche taumelartige Molekiilbewegung aus (,,molecular tumbling®). Die Korrelations-
zeiten dieser Molekulbewegungen liegen fur globulédre Proteine im Bereich von ns. Dadurch
haben sie einen Einfluss auf die spektrale Auflésung, d. h. die Linienbreite im NMR-
Spektrum. Je langsamer sich das geldste Teilchen in der Losung bewegt, desto breiter werden
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die Linien im Spektrum. Die Geschwindigkeit der Molekilbewegung hangt wiederum von der
GroRe des gelosten Teilchens ab: je groRer das Molekul ist, desto langsamer ist dessen
Molekulbewegung in der Losung. Das bedeutet, die spektrale Auflosung des NMR-Spektrums
ist sensitiv auf die Grolie des geldsten Teilchens. Im Abschnitt 3.2.2 (Abbildung 3.5) wurde
die Selbstaggregation einer Lysozymldsung untersucht. Die spektrale Auflésung wurde mit
einsetzender Selbstaggregation der Lysozymmolekile geringer. Die Ursache dafiir ist der
GroRenunterschied der aggregierten Lysozymmolekile im Vergleich zu den separiert
vorliegenden  Lysozymmolekulen. Letztere sind Kkleiner als die Aggregate der
Lysozymmolekile. Die Resonanzen im NMR-Spektrum werden deshalb mit zunehmender
Selbstaggregation breiter. Ein Vergleich der spektralen Auflésung ist in Abbildung 7.6 im
Abschnitt 7.5 dargestellt. Alle in diesem Kapitel vorgestellten Experimente zeigen keine
signifikanten Anderungen der spektralen Auflésung in Abhangigkeit von einem der
untersuchten experimentellen Parameter. Das heilst, ein Selbstaggregationsprozess des
Lysozyms ist anhand der spektralen Auflésung nicht zu erkennen.

Zusétzlich spricht die pH-Wert-Abhangigkeit des Anlagerungsprozesses gegen einen Selbst-
aggregationsprozess von Lysozym. Wie im Abschnitt 3.2.2 besprochen, findet eine Selbst-
aggregation von Lysozym bei pH-Werten um den isoelektrischen Punkt von Lysozym statt,
das heilst, im Bereich um pH~ 11. Bei wesentlich niedrigeren pH-Werten dominiert die
elektrostatische Coulomb-Abstollung zwischen den Lysozymmolekilen. Dadurch wird die
gesamte Ldsung stabilisiert und eine Aggregation der Proteine verhindert [35, 151]. Die in
den Experimenten beobachtete VergroRerung des hydrodynamischen Radius des Lysozyms
tritt im Bereich von pHP =3 bis pHP =6 auf, das heilt, genau in dem Bereich von pH-
Werten, in welchem eine Selbstaggregation des Lysozyms ausgeschlossen werden kann.

A

in

Saccharid

c 40¢F
g O Trehalose in wassriger Lésung
O Saccharose in wéassriger Losung
36t B Trehalose in Lésung mit Lysozym
® Saccharose in Losung mit Lysozym

Abbildung 4.7 Darstellung der hydrodynamischen Radien von Trehalose und Saccharose in
wassriger Losung und in Lésung mit Lysozym in Abhangigkeit vom pHP-Wert der Lésung.
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Der hydrodynamische Radius der Disacharide in Abhangigkeit vom pH-Wert. Das Verhalten
des hydrodynamischen Radius des Lysozyms hangt, wie bereits gezeigt, vom pH-Wert der
Losung ab. Es stellt sich die Frage, ob der hydrodynamische Radius der Saccharide in Losung
mit Lysozym und in wéssriger Losung ebenfalls vom pH-Wert der Ldsung abhangt. Dieser
Frage wird im Folgenden nachgegangen. Die Abhéngigkeit des hydrodynamischen Radius
von Trehalose und Saccharose vom pHP-Wert in wassriger Losung (Csaccharide ~ 600mM) und
in einer Lésung mit Lysozym mit Nsaccharid/NLysozym ~ 600 (Np20/Ngelsste Teilchen ~ 70) ISt in
Abbildung 4.7 dargestellt. Die Konzentration von geldsten Teilchen ist in allen Ldsungen
vergleichbar.  Aufgrund der bisherigen Ergebnisse ist eine Anlagerung von
Saccharidmolekilen an Lysozym bei den verwendeten Konzentrationen der geldsten Stoffe zu
erwarten. Die offenen Symbole in der Abbildung 4.7 stellen RpS2"d in wissriger Trehalose-
und Saccharoselosung dar. Es ist zu erkennen, dass der hydrodynamische Radius fir beide
Saccharide vom pHP-Wert unabhingig ist. In der Losung mit Lysozym zeigt sich fiir beide
Sacharide dagegen eine deutliche Abhéngigkeit vom pHP-Wert der Lésung. Fiir Trehalose
nimmt der hydrodynamische Radius mit steigendem pHP-Wert der Lésung ab und bleibt ab
pHP = 4,5 konstant. Der hydrodynamische Radius von Trehalose entspricht im Bereich
niedriger pHP-Werte (pHP < 4,5) dem von Trehalose in wassriger Losung bei gleicher
Saccharidkonzentration. In diesem pH-Bereich wird der Anlagerungsprozess von Trehalose
und Lysozym beobachtet. Fir Saccharose geldst mit Lysozym zeigt sich ein &dhnliches
Verhalten (gefiillte Kreise). Fir pHP>55 bleibt der hydrodynamische Radius von
Saccharose konstant, wahrend er fiir kleinere pHP-Werte ansteigt. Bei pHP = 3,8 haben die
Saccharosemolekile im Vergleich zur wassrigen Ldsung jedoch einen Kleineren
hydrodynamischen Radius.

Das Verhalten der hydrodynamischen Radien der Saccharide in Abhéngigkeit vom pH-Wert
kann aufgrund des pH-Wert-abhangigen Anlagerungsprozesses mit Lysozym verstanden
werden. Zusétzlich muss die Eigenschaft der Saccharide, intramolekulare Wasserstoff-
briickenbindungen auszubilden, beriicksichtigt werden. Zuerst wird der Bereich des pHP-
Wertes betrachtet, bei dem sich keine Anlagerungsprozesse von Lysozym und Saccharid
zeigen (pHP > 6, Abbildung 4.2). In diesem Fall befinden sich keine Saccharidmolekdile in der
Hydrathille des Lysozyms und die hydrodynamischen Radien beider Saccharide sind Kleiner
als in wassriger Saccharidlosung. An der Oberflache des Proteins lagern sich bevorzugt
Wassermolekile an. Diese stehen nicht mehr zur Ausbildung wvon Wasserstoff-
brickenbindungen mit den Saccharidmolekilen zu Verfligung. Die Saccharidmolekiile bilden
daher mehr intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen aus. Dies wirkt sich auf die
Hydrathille der Saccharide aus und verkleinert diese. Im Vergleich zu Trehalose bildet
Saccharose mehr intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen aus [54, 55]. Dadurch ist der
hydrodynamische Radius von Saccharose im Vergleich zu Trehalose in der Lésung mit
Lysozym kleiner. Mit sinkendem pHP-Wert dringen Saccharidmolekiile in die Hydrathiille
des Proteins ein und es werden intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Saccharid und Lysozym oder Saccharid und D>O ausgebildet. Da Saccharose mehr
intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbildet, ist dessen hydrodynamischer Radius
iber den gesamten pHP-Wert Bereich kleiner im Vergleich zu Trehalose.
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4.3 Zusammenfassung: Anlagerungsprozess von Sacchariden und
Proteinen

Auf der Grundlage der in diesem Kapitel besprochenen experimentellen Ergebnisse lassen
sich die eingangs gestellten Fragen beantworten.

e Lagern sich Saccharidmolekiile am Lysozym an? Von welchen Bedingungen héngt
dieser Prozess ab?

Die vorgestellten experimentellen Ergebnisse zeigen, dass ein Anlagerungsprozess von
Lysozym und Saccharid stattfindet. Dieser Prozess hangt von

o der Art des Saccharides,
o dem pH-Wert der Losung,
o und der Konzentration der gel6sten Teilchen

ab. In der Abbildung 4.8 ist am Beispiel von Trehalose und Lysozym schematisch dargestellt,
unter welchen Bedingungen ein Anlagerungsprozess zu beobachten ist und unter welchen
Bedingungen nicht. Im Folgenden wird dieses Verhalten am Beispiel von Trehalose erdrtert
und in den Kontext der verdffentlichten Fachliteratur gesetzt. Dabei wird zuerst die Situation
beschrieben, bei der sich keine Saccharidmolekiile in der Hydrathulle des Lysozym befinden.
Im Anschluss folgt eine Beschreibung des strukturellen Aufbaus der Hydrathulle, wenn
Trehalosemolekile in diese eindringen. Daflr werden zuerst die experimentellen
Bedingungen besprochen, unter denen sich bevorzugt Wassermolekiile an der Oberflache des
Lysozyms anlagern und Saccharidmolekdle von dieser ausgeschlossen sind.

Bevorzugte Anlagerung von Wassermolekiilen an der Oberflache des Lysozyms. Unabhdangig
vom pHP-Wert der Losung wird bei einer geringen Trehalosekonzentration
(NTrenalose/NLysozym < 100) und einer Konzentration von geldsten Teilchen Cgelsste Teilchen < 100 g/l
kein Anlagerungsprozess von Trehalosemolekilen an der Oberflache des Lysozyms
beobachtet. Unter den genannten Bedingungen entspricht der hydrodynamische Radius des
Lysozyms in Lysozym/Trehaloselésung dem von Lysozym in wéssriger Losung. Das heil3t,
Lysozym bevorzugt die N&he von Wassermolekulen an seiner Oberflache. Ein Ausschluss der
Saccharidmolekdle von der Oberflache der Proteine wurde bereits in der Literatur beschrieben
[19, 26, 27, 34, 35, 36, 37, 38, 39]. Simulationsrechnungen kombiniert mit Raman-
Spektroskopie zeigen in Anwesenheit von Saccharidmolekilen um das Protein eine
Verlangsamung der Dynamik der Wassermolekiile sowie einen destrukturierenden Effekt auf
das tetrahedrale Netzwerk der Wasserstoffbriickenbindungen des Wassers [39]. Die
Saccharidmolekile bilden Wasserstoffbriickenbindungen mit den Wassermolekilen aus und
verlangsamen dadurch dessen Dynamik. Infolgedessen haben die Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Wassermolekiilen und Protein eine lange ,,Verweilzeit am Protein [34,
152]. Die biologische Schutzwirkung von Saccharidmolekilen wird in diesem Fall auf ihre
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Wirkung auf das umgebende Wasser zurlickgefiihrt. Die Proteine werden vor &uReren
Stressfaktoren geschiitzt, indem ihre Hydrathulle stabilisiert wird.

a A
=l
a
L
Q.
6
100
o
&
Q¢
100 Cgeldste Teilchen

Abbildung 4.8 Anlagerungsprozess am Beispiel von Lysozym und Trehalose in Abh&ngigkeit
vom pHP-Wert, der Konzentration von geldsten Teilchen und dem Teilchenverhaltnis von
Trehalose zu Lysozym. Die Modellzeichnungen verdeutlichen die Verteilung von
Trehalosemolekilen (pink) und Wassermolekiilen in der Umgebung des Proteins in
Abhéangigkeit von den experimentellen Bedingungen. Findet keine Anlagerung statt, sind die
Trehalosemolekile (pink) von der Oberflache des Proteins ausgeschlossen, wahrend sich
Wassermolekile (blau) ansammeln. Kénnen Trehalosemolekile an die Oberflache des
Lysozym vordringen, findet ein Anlagerungsprozess statt.

Saccharidmolekile in der Hydrathllle des Lysozym. Sind die Bedingungen fur einen
Anlagerungsprozess von Saccharidmolekilen an der Oberflache des Lysozyms erfillt, werden
die Trehalosemolekiile nicht langer von der Oberflache des Proteins ausgeschlossen. Das
heilRt, Trehalosemolekiile dringen in die Hydrathulle des Proteins ein. Mit zunehmender
Oberflachenladung (d.h. bei sinkendem pHP-Wert der Losung) wird dieser Prozess immer
effektiver. Ein Anlagerungsprozess von Saccharidmolekilen an der Proteinoberflache wurde
in der Literatur bereits beschrieben. Simulationsrechnung von Ubiquitin in Glucoselésung
zeigen, dass sich eine Glucoseschicht um das Protein ausbildet, die eine geringe Anzahl
verbleibender Wassermolekiile an der Proteinoberflache einschlielt [38]. Glucose ersetzt die
Wassermolekille an der Proteinoberflache dabei weitgehend und die verbliebenen
Wassermolekile, die von der Zuckerschicht eingeschlossen werden, erhalten die Struktur des
Proteins. Die langere Verweilzeit der Glucose und Wassermolekile an der Proteinoberflache
erhoht die effektive Masse des Proteins. Dies wirkt sich auf die Diffusionseigenschaften des
Proteins aus. Die Diffusionskonstante wird mit steigender Masse Kleiner und der
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hydrodynamische Radius damit gréRer. Ein &hnliches Verhalten wurde fir nicht-kovalent
gebundene Metaboliten im Cytosol gefunden [153].

Der Einfluss der Trehalose auf die Diffusionseigenschaften des Proteins geht tber die
Konzentration, die fur eine einfache Bedeckung des Lysozyms mit Trehalose notwendig ware
hinaus, da sich bei hohen Konzentrationen Trehaloseaggregate ausbilden. Unter Kaltestress
setzt eine Verglasung der umgebenden Saccharidmatrix ein. Dadurch werden die
Wassermolekule in ihrer Beweglichkeit eingeschrénkt und eine Kristallisation wird erschwert
[22, 131].

e st der Anlagerungsprozess abhangig von der Art des Saccharides?

Ja, dieser Prozess héngt von der Art des Saccharides ab. Das oben beschriebene Verhalten
von Lysozym und Trehalose wird in den Experimenten fiir alle untersuchten Disaccharide
(Trehalose, Maltose und Saccharose) gefunden und in eingeschrénkter Form auch fir das
Monosaccharid Glucose. Im Vergleich zu Trehalose und Maltose wird ein Anlagerungs-
prozess an der Oberflache des Lysozyms fiir Saccharose erst bei groReren Konzentrationen
beobachtet. Trehalosemolekiile finden sich im Vergleich zu Saccharose Uber einen gréRReren
pH-Bereich der Losung in der Hydrathulle des Lysozyms. Das heif3t, Trehalose befindet sich
uber einen groReren Bereich von experimentellen Bedingungen in der Hydrathille des
Lysozyms als die anderen untersuchten Saccharide.

e Wie passen die hier vorgestellten Ergebnisse zu den verdffentlichten Studien?

Das Eindringen der Saccharidmolekile in die Hydrathillle des Lysozyms héangt von den
experimentellen Bedingungen ab. Es gibt sowohl Veroffentlichungen, die zeigen, dass eine
Anlagerung zwischen Protein und Saccharid stattfindet, als auch solche, die zu einem
gegenteiligen Schluss kommen. Wie passen diese Ergebnisse mit den hier beschriebenen
Daten zusammen? Die publizierten Arbeiten wurden alle unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen durchgefiihrt. Viele der Studien, die keinen Anlagerungsprozess feststellen, sind
MD-Simulationen, die den Einfluss des pH-Wertes der Lésung nicht berticksichtigen [19, 26,
34, 36]. Einige Ergebnisse von verdffentlichten Studien kdnnen nicht mit den hier
vorgestellten Daten verglichen werden, da die Experimente mit anderen Proteinen
durchgefihrt wurden [27, 37, 38]. James et al. haben eine Losung von Lysozym und
Trehalose mit quasi-elastischer Lichtstreuung (QELS) in Abhéngigkeit vom pH-Wert
untersucht, treffen aber iber das Anlagerungsverhalten von Lysozym und Trehalose nur bei
pH =7 eine Aussage [35]. Bei diesem pH-Wert beschreiben sie Lysozym als bevorzugt
hydratisiert und Trehalose als von der Oberflache ausgeschlossen. Dieses Ergebnis stimmt mit
den Schlussfolgerungen, die in der vorliegenden Arbeit gezogen werden, tberein. MD-
Simulationen von Fedorov et al. und Ghatty et al. weisen einen Anlagerungsprozess von
Trehalose und Lysozym nach [31, 32]. Mit Hilfe von UV-Spektroskopie ist auch eine
Anlagerung von Trehalose an Ribonuklease A bei pH-Werten von pH=2,8 und pH=5
beobachtet worden [30].
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Die in dieser Arbeit gewonnen Daten stellen eine systematische Untersuchung des
strukturellen Aufbaus von Lysozym/Saccharidlésungen in Abhédngigkeit von den Umge-
bungsbedingungen der Losung (pH-Wert, Konzentration der gelésten Teilchen, Art des
Saccharides) dar und ergidnzen damit die in der Literatur vorhandene Datenlage. Ein
Eindringen von Saccharidmolekdlen in die Hydrathille des Lysozyms ist méglich und hangt
von den experimentellen Bedingungen ab. Dies erklart die unterschiedlichen Ergebnisse, die
in der Literatur gefunden werden.
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5 Struktureller Aufbau und dynamische Eigenschaften von
lyophylisierten Csp/Trehalosesystemen

Dieses Kapitel der Arbeit widmet sich der Charakterisierung des strukturellen Aufbaus von
Csp/Trehalosemischungen im Festkérper. Das Protein Csp wurde fir diese Experimente
ausgewahlt, da es unter Kaltestress von einigen Organismen vermehrt produziert wird. ES
scheint demnach im Zusammenhang mit der Kéltetoleranz dieser Organismen zu stehen [42].
Im Fokus stehen dabei die Verteilung von Wassermolekilen in diesem Probensystem und die
dynamischen Eigenschaften des Proteins in Abhangigkeit von dessen Umgebung.
Insbesondere die folgenden Punkte werden mit Hilfe von FK-NMR-Experimenten untersucht:

e Wie wirkt sich eine amorphe Trehalosematrix auf die Sekundérstruktur des Proteins
Csp aus?

e Wie werden die dynamischen Eigenschaften des Rickgrates des Csp von einer
amorphen Trehalosematrix beeinflusst? Welche Informationen tber den strukturellen
Aufbau der Mischung lassen sich daraus ableiten?

e Wie wirkt sich die Zugabe von Wassermolekdlen auf die dynamischen Eigenschaften
des Csp und den strukturellen Aufbau der Csp/Trehalosemischung aus?

Dafiir werden die dynamischen Eigenschaften des Csp in den in Tabelle 5 aufgefiihrten
Probensystemen miteinander verglichen. Die Herstellung der einzelnen Proben wird in
Abschnitt 3.3.3 beschrieben. Optimal ist es, fir die Csp/Trehalosemischungen eine mdglichst
hohe Verdiunnung von Csp in der Trehalosematrix zu erreichen, um Kontakte zwischen den
einzelnen Proteinen zu vermeiden. Die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen
Proteinen ist nicht Gegenstand dieser Arbeit. Protein-Protein Wechselwirkungen wirden die
Auswertung der gemessenen Daten erschweren und sollen daher weitgehend vermieden
werden. Fur die Experimente wird eine Mischung von 20 Gew.% Csp und 80 Gew.%
Trehalose verwendet. Dies stellt einen Kompromiss zwischen einer moglichst grofien
Verdinnung von Csp in der Matrix und einem Probensystem, das ein praktikables Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis im NMR-Experiment bietet, dar.

Der Effekt von Trehalose auf die Proteinstruktur wurde bereits vielfach untersucht, ein
Uberblick Gber die Ergebnisse bietet [44]. Der Einfluss der Trehalose auf die dynamischen
Eigenschaften von Proteinen stand hingegen nur selten im Fokus wissenschaftlicher Arbeiten.
Zum Beispiel wurde der Bindungsmechanismus von CO an das Protein Myoglobin, das in
eine amorphe Trehalosematrix eingebettet war, untersucht. Hierbei wurde der
Bindungsmechanismus als Zugang genutzt, um indirekt mittels IR- und MoRbauer-
Spektroskopie sowie Blitzlichtphotolyse und MD-Simulationen Informationen (ber die
Proteindynamik zu gewinnen [43, 154, 155, 156, 157, 158]. Eine direkte Beobachtung der
Proteindynamik konnte mit diesen Studien nicht realisiert werden. FK-NMR-Experimente
dagegen bieten den Vorteil, dass Messungen der Zeitskala und der Amplitude der
Bewegungen direkt am Protein vorgenommen werden kdnnen. Bisher sind lediglich zwei FK-
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NMR-Studien an Protein/Saccharidmischungen veréffentlicht worden. In diesen Studien
wurden H-Ti- und *H-T;,-Messungen durchgefiihrt [159, 160]. Der Nachteil dieser Methode
ist, dass sich die Signale von Protein und Saccharid in einem !H-Spektrum schwer
voneinander separieren lassen. *C und ®N detektierte Experimente bieten eine elegante
Losung dieses Problems. Durch die Verwendung von markierten Proben wird das Problem
eines zu geringen Signal-zu-Rausch-Verhaltnisses umgangen.

Tabelle 5 Untersuchte Probensysteme

i) | lyophylisiertes Csp mit verschiedenen
Wassergehalten

i) | 20Gew.% Csp in einer amorphen
Trehalosematrix (80 Gew.%) bei zwei
Wassergehalten (0 Gew.% und
~ 4 Gew.%)

iii) | Csp in kristalliner Trehalosematrix

In den folgenden Abschnitten dieses Kapitels sind die experimentellen Ergebnisse der FK-
NMR-Experimente dargestellt. Dabei werden im ersten Abschnitt die spektralen Auflésungen
verschiedener Proteinsysteme untersucht, um Informationen tber den strukturellen Aufbau
der Proben zu gewinnen. Anschliefend werden im Abschnitt 5.2 die dynamischen Eigen-
schaften der lyophylisierten Csp-Probe in Abhangigkeit vom Wassergehalt auf verschiedenen
Zeitskalen der Korrelationszeit beschrieben. Diese Ergebnisse charakterisieren einerseits die
dynamischen Eigenschaften des Proteins und dienen andererseits zum Vergleich der
dynamischen Eigenschaften des Csp/Trehalosesystems, welche im Abschnitt 5.3 néher
erlautert werden. Im Abschnitt 5.4 wird der Einfluss von Wassermolekiilen auf die
Eigenschaften des Csp in der amorphen Trehalosematrix beschrieben. Eine Zusammenfassung
der Ergebnisse schlieRt dieses Kapitel ab. Einzelheiten zu den experimentellen Einstellungen
am Spektrometer finden sich im Anhang im Abschnitt 7.1.2.

5.1 CP-Spektren und spektrale Auflésung

Bereits anhand der CPMAS-Spektren [47] koénnen Erkenntnisse Uber die Struktur der
untersuchten Systeme gewonnen werden. Wahrend ein ®N-CPMAS-Spektrum Informationen
iiber den strukturellen Aufbau des Proteins liefert, kann mit Hilfe des 3 C-CPMAS-Spektrums
die Struktur der Trehalose Uberpriift werden. In Abbildung 5.1 wird im Vergleich das °N-
CPMAS-Spektrum des Proteins Csp
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(@) im lyophylisierten Zustand
(b) in einer lyophylisierten Csp/Trehalosemischung und
(c) in einer gefrorenen 2% Csp-L6sung

gezeigt. Alle Spektren zeigen die gleichen Signale jedoch mit unterschiedlicher spektraler
Auflésung. Das Hauptsignal bei 125 ppm wird durch die NH-Gruppen hervorgerufen, welche
sich hauptsachlich im Rickgrat des Proteins befinden. Das Doppelsignal zwischen 70 und
90 ppm repréasentiert die Stickstoffkerne der NH2-Gruppen, das Signal bei 37 ppm wird den
NHs-Gruppen der Lysin Seitenketten zugeordnet.

Die spektrale Auflésung ist im lyophylisierten Csp (Abbildung 5.1 (a)) geringer als in der
gefrorenen Losung (Abbildung 5.1 (c)). Dieser Effekt ist auf die unterschiedliche Umgebung
der Proteinmolekile in den beiden Proben zurtickzufuhren und wurde in der Literatur bereits
beschrieben [161, 162, 163, 164]. In einer verdinnten Losung bilden Wassermolekile um das
Protein eine Hydrathille, welche wéhrend des Lyophylisierens zerstort wird. In diesem Fall
bilden sich  nicht-native ~ Wasserstoffbriickenbindungen  innerhalo  des  Proteins
(intramolekulare ~ Wasserstoffbriickenbindungen)  und  zwischen  den  Proteinen
(intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen) aus [165]. Aufgrund dessen liegen die
Proteinmolekile in der Probe in unterschiedlichen Konformationen vor. Dies fiihrt zu einer
inhomogenen Verteilung der chemischen Verschiebung und damit zu einem breiten Spektrum
(geringe spektrale Auflosung) [163]. In der gefrorenen Losung dagegen werden die Proteine
im gelosten Zustand mit intakten Hydrathillen eingefroren. Diese eingefrorene
Festkorperstruktur kommt dem natirlichen Zustand der Proteine in Losung am né&chsten und
weist im Vergleich zur lyophylisierten Probe eine geringere Verteilung von
Proteinkonformationen auf. Es kann festgehalten werden, dass die spektrale Auflésung von
Csp in gefrorener LOosung groRer ist als die im lyophylisierten trockenen Zustand. Das
bedeutet, je weniger nicht-native Wasserstoffbriickenbindungen vorhanden sind, desto groiier
ist die spektrale Auflésung. Vergleicht man die spektrale Auflésung des lyophylisierten Csp
(Abbildung 5.1 (a)) mit der Iyophylisierten Csp/Trehalosemischung in Abbildung 5.1 (b) ist
ersichtlich, dass diese in der Mischung gréRRer ist als in der reinen Proteinprobe. Das heil3t, die
Verteilung von Konformationen des Csp wird Kkleiner, da weniger nicht-native Wasserstoff-
bruckenbindungen im Vergleich zur lyophylisierten Csp-Probe vorhanden sind. Die Csp-
Trehalose-Wechselwirkungen ersetzten vermutlich teilweise nicht-native Wasserstoffbriicken-
bindungen, was ein Indiz fir die Wasserersetzungshypothese ist. Die spektrale Auflésung der
lyophylisierten Csp/Trehalosemischung ist geringer als die Auflésung des Csp in gefrorener
Losung. Dieser Vergleich der spektralen Auflésung zeigt, dass die Trehalosematrix um das
Csp nicht den gleichen Einfluss auf das Csp hat wie eine intakte Hydrathille. Dennoch kann
festgehalten werden, dass die Einbettung von Csp in eine amorphe Trehalosematrix der
nativen Umgebung &hnlicher ist, als die Umgebung im lyophylisierten Proteinpulver.
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Abbildung 5.1 ®N-CPMAS-Spektrum von (a) lyophylisiertem Csp, (b) einer lyophylisierten
20 Gew.% Csp — 80 Gew.% Trehalose-Mischung und (c) einer gefrorenen 2 % Csp-L6sung.
Die spektralen Regionen der verschiedenen chemischen Gruppen sind gekennzeichnet. Das
Spektrum der gefrorenen Csp-Losung wurde von A. Krushelnitsky gemessen (or = 6 kHz,
Probe (a) und (b) wurden bei RT gemessen, Probe (c) bei T =10 °C).

Es konnte vermutet werden, dass die hohere spektrale Auflésung der Proben in Abbildung 5.1
durch die Verwendung der CPMAS-Sequenz verursacht wird. CP ist eine Sequenz, bei der die
selten in der Probe vorkommenden °N- bzw. 3C-Kerne ihre Magnetisierung von den héufig
in der Probe vorkommenden H-Kernen erhalten, anstatt direkt angeregt zu werden (DP-
Sequenz). Dieser Ubertrag der Magnetisierung wird durch die dipolare Wechselwirkung der
beteiligten Kerne vermittelt und dessen Effizienz hangt von der dipolaren Kopplungsstérke
der Kerne ab. Dabei gilt: je starker die dipolare Kopplung ist, desto groRer ist die Rate des
Magnetisierungstibertrages. Die Kopplungsstarke wird von den dynamischen Eigenschaften
der Kerne beeinflusst, wobei chemische Gruppen mit einer hohen Mobilitat eine Kleinere
Kopplungskonstante aufweisen im Vergleich zu chemischen Gruppen, die sich durch eine
geringe Mobilitdt auszeichnen. Das bedeutet, dass bei einer breiten Verteilung der
dynamischen Eigenschaften der Probe die CP-Sequenz einen Bewegungsfilter darstellt. In
diesem Fall konnen je nach gewadhlter Sequenzlénge starker (geringe Mobilitat) oder
schwécher (hohe Mobilitat) gekoppelte chemische Gruppen bevorzugt angeregt werden.
Krushelnitsky et al. haben CP- und direkt angeregte (DP)-*N- und **C-Spektren mehrerer
Proteine mit verschiedenen Wassergehalten miteinander verglichen und konnten keine
Unterschiede in der spektralen Auflosung feststellen [104]. Auch Kennedy et al. haben bei
Untersuchungen des Proteins Lysozym in Abhédngigkeit vom Wassergehalt festgestellt, das
keine signifikanten Anderungen der H-13C dipolaren Kopplungen auftreten, so dass die
Effizienz des Magnetisierungsibertrages wéhrend der CP-Sequenz von Filtereffekten
unbeeinflusst ist [163]. Das heifdt, dass fir die in dieser Arbeit verwendeten Probensysteme
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eine Anregung mit der CPMAS-Sequenz mdglich ist und die Daten der unterschiedlichen
Proben miteinander verglichen werden kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss einer amorphen Trehalosematrix auf die Struktur
und Dynamik von Csp untersucht werden, wofur es notwendig ist, den Zustand der
Trehalosematrix zu kennen. Nach dem Lyophylisieren der Probe befindet sich die Matrix im
amorphen Zustand. Durch die Zugabe von Wassermolekillen wird ab einem bestimmten
Wassergehalt eine Kristallisation der Matrix einsetzten. Um sicherzustellen, dass sich die
Trehalosematrix im amorphen Zustand befindet und nicht kristallin ist, bieten sich *C-
CPMAS-Spektren als einfaches Werkzeug an. Das *C-CPMAS-Spektrum der Trehalose ist in
Abbildung 5.2 fur amorphe, kristalline und teilkristalline Trehalose abgebildet. Die spektrale
Auflosung ist fir die Proben deutlich unterschiedlich. Wahrend die kristalline Trehalose
aufgrund ihres hohen Ordnungsgrades eine hohe spektrale Auflésung liefert, zeichnet sich die
amorphe Trehalose durch eine breite Verteilung der chemischen Verschiebung der Signale
aus. Bereits eine teilweise Kristallisierung der Trehalose ist deutlich anhand des Spektrums zu
erkennen. Ein CPMAS-Spektrum wurde vor und nach jedem Dynamikexperiment flr die
Csp/Trehalosemischung aufgenommen, um sicherzustellen, dass sich das Csp in einer
amorphen Trehalosematrix befindet.

“C-Spektrum

amorphe Trehalose

kristalline Trehalose

teilkristalline Trehalose

120 80 40 0
chemische Verschiebung 6 in ppm

Abbildung 5.2 3C-CPMAS-Spektrum (natiirliche Haufigkeit) von amorpher Trehalose,
kristalliner Trehalose und teilkristalliner Trehalose. Die Zuordnung der Signale erfolgte Gber
ein berechnetes Spektrum mit dem Programm ACD [83]. Das Spektrum der amorphen
Trehalose wurde nach dem Lyophylisieren in trockenem Zustand gemessen. Das Spektrum der
teilkristallinen Trehalose wurde an der Csp/Trehalosemischung mit einem Wassergehalt von
h = 4 Gew.% gemessen (ur = 6 kHz, RT).
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5.2 Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften von lyophylisierten
Csp in Abhéangigkeit vom Wassergehalt

Um die dynamischen und strukturellen Eigenschaften von Csp in einer amorphen
Trehalosematrix verstehen und charakterisieren zu kénnen, mussen zuerst die Eigenschaften
des Proteins auBerhalb einer solchen Matrix verstanden werden. Daher wurde zun&chst das
Protein Csp im lyophylisierten Zustand mit verschiedenen Wassergehalten untersucht. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung werden in diesem Abschnitt dargestellt. Die Herstellung der
Probe und die Einstellung der verschiedenen Wassergehalte werden im Abschnitt 3.3.3
beschrieben. Nach der Praparation wurde ein vollstandiges Set von FK-NMR-Experimenten
zur Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften des Proteins durchgefiihrt. Ein
vollstdndiges Set von Experimenten bei einem bestimmten Wassergehalt einer Probe besteht
aus einer ®N-T1-, ®N-T},-, °N-DIPSHIFT- und *N-CODEX-Messung jeweils bei T =10 °C
und 25 °C. Die Kombination der einzelnen FK-NMR-Experimente bietet die Moglichkeit, die
dynamischen Eigenschaften der chemischen Gruppen des Proteins Uber einen grofien Bereich
von Korrelationszeiten zu untersuchen. In welcher Hinsicht sich die verschiedenen
Experimente erganzen, wurde bereits in der Einleitung zu diesem Kapitel erlautert, die
Funktionsweise der einzelnen Experimente wird im Abschnitt 3.3 beschrieben. Im °N-
CPMAS-Spektrum in Abbildung 5.1 ist ersichtlich, dass die NH-Gruppen des Csp ein starkes
Signal verursachen. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis ist grol} genug, um eine verlassliche
Auswertung der experimentellen Daten zu ermdglichen. Die NH-Gruppen befinden sich
uberwiegend im Ruckgrat des Proteins und erméglichen damit die Beschreibung von dessen
dynamischen Eigenschaften. Die Signale der NH2- und der NHs-Gruppen werden aufgrund
eines zu geringen Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses nicht ausgewertet. Zu Beginn soll die
langsame Dynamik, mit Korrelationszeiten im ms- bis s-Bereich des Proteins untersucht
werden. Im Anschluss folgt eine Beschreibung der Dynamik mit Korrelationszeiten im
Bereich von ps bis ns.

Charakterisierung der langsamen Dynamik des Csp-Rickgrates mit Korrelationszeiten im
ms- bis s-Bereich. Auf der Zeitskala im ms- bis s-Bereich finden viele biologisch relevante
Prozesse, wie zum Beispiel Faltungsprozesse, katalytische Prozesse oder die Bindung von
Substraten statt. Die dynamischen Eigenschaften von Proteinen mit Korrelationszeiten, die
vergleichbar mit den genannten Prozessen sind, riicken immer mehr in den Blickpunkt der
Forschung. Mehrere Proteine wurden hinsichtlich ihrer Eigenschaften im Bereich der
langsamen Dynamik bereits untersucht. Wahrend das Protein T4-Lysozym unabhédngig vom
Wassergehalt keine langsamen Bewegungen aufweist [162], konnten diese in den Proteinen
Barstar [166], Kollagen [115] oder auch der SH3-Doméne des a-Spektrin nachgewiesen
werden [104]. Es ist bislang ungeklart, ob das Protein Csp eine langsame Bewegung aufweist.
Dies wird im Folgenden mit Hilfe von *N-CODEX-Experimenten untersucht und
charakterisiert. In Abbildung 5.3 (a) ist der Abfall der ®N-CODEX-Kurven fiir die NH-
Gruppen des Csp bei verschiedenen Wassergehalten und bei einer Temperatur von T =25 °C
dargestellt. Die durchgezogenen Linien dienen der Verdeutlichung des Kurvenverlaufes und
stellen keine Kurvenanpassung der Messdaten dar. Es ist zu erkennen, dass der Signalabfall
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vom Wassergehalt der Probe abhdngt. Mit zunehmendem Wassergehalt wird eine zweite
Komponente im Kurvenverlauf deutlich sichtbar. Der Signalabfall im CODEX-Experiment
wird zum einen durch langsame Bewegungen im Protein und zum anderen durch
Spindiffusion bestimmt. Wéhrend die dynamischen Eigenschaften von der Temperatur der
Probe abhangen, ist die Spindiffusion weitgehend von der Temperatur unabhéngig [123].
Indem das CODEX-Experiment bei zwei verschiedenen Temperaturen durchgefihrt wird,
lassen sich durch einen Vergleich der Kurvenverldufe beide Effekte voneinander separieren.
Ist die Kurvenform von der Temperatur unabhdngig, wird der Intensitatsabfall durch
Spindiffusion verursacht und nicht durch die dynamischen Prozesse des untersuchten
Systems. In Abbildung 5.3 (b) ist exemplarisch der Kurvenverlauf fir einen Wassergehalt von
0 und 35 Gew.% dargestellt. Es ist kein Unterschied im Kurvenverlauf in Abhangigkeit von
der Temperatur zu erkennen. Die Daten flr alle anderen Wassergehalte zeigen ebenfalls keine
Abhingigkeit von der Temperatur und sind im Anhang 7.8 dargestellt. Der im >N-CODEX-
Experiment gemessene Signalabfall wird demnach ausschlieflich durch Spindiffusion
verursacht. Das heilst, Csp besitzt bei allen untersuchten Wassergehalten der Probe keine
dynamischen Eigenschaften mit Korrelationszeiten im ms- bis s-Bereich.

(a) (b)
10§ Proteinriickgrat 1.0
T=25°C
. 08f _0.8t
¥ Y
wn . n
° 6%
06F a 10% 0.6r
v 20%
35% o T=10°C
04l 45 % 04 = T=25°C
1E-3 0.01 0.1 1 1E-3 0.01 0.1 1
Mischzeit t,,.,, In S Mischzeit 1, in S

Abbildung 5.3 (a) Ergebnisse des ®’N-CODEX-Experimentes fiir die NH-Gruppen des Csp-
Rickgrates in Abhangigkeit vom Wassergehalt der Probe. (b) Kurvenverlauf fir zwei
ausgewahlte Wassergehalte von 0 und 35 Gew.% bei zwei verschiedenen Temperaturen von
T =10 °Cund 25 °C. Die durchgezogenen Linien sollen den Verlauf der Daten verdeutlichen.
Die eingezeichneten Fehlerbalken wurden aus dem Signal-zu-Rausch-Verhaltnis bestimmt
(or=6 kHz, NTr = 2,3 ms).

Ein Vergleich der Kurvenformen bei einer bestimmten Temperatur fiir die untersuchten
Wassergehalte von Csp (Abbildung 5.3 (a)) zeigt, dass eine deutliche Abhangigkeit vom
Wassergehalt der Probe besteht. Mit zunehmendem Wassergehalt entwickelt sich eine schnell
abfallende Komponente. Dieser Effekt wurde bereits von Krushelnitsky et al. an T4-Lysozym
beobachtet [106] und durch eine Anderung der Sekundarstruktur des Proteins erklart. Es ist
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bekannt, dass durch das Lyophylisieren (Wasserverlust und Kaltestress) der Proteine deren
Sekundarstruktur verandert wird. Im trockenen Zustand ist der Anteil an B-Faltblattern groRer
und der Anteil an a-Helices geringer als im nativen Zustand [165]. Der Abstand aufeinander
folgender Aminosauren in den beiden Sekundarstrukturen ist verschieden (3,66 A im pB-
Faltblatt und 2,82 A in der a-Helix). Da die Spindiffusion von den dipolaren Wechsel-
wirkungen der Kernspins abhéngt, ist die Rate der Spindiffusion umgekehrt proportional zur
sechsten Potenz des Abstands der Kerne und damit sensitiv hinsichtlich der Sekundarstruk-
turelemente des Proteins. Ein verdnderter Anteil an B-Faltbldttern und a-Helices im Protein
und damit der molekularen Abstédnde verursacht eine veranderte Form der Spindiffusions-
kurve. Dieser Effekt wird auch zur Strukturbestimmung von Proteinen genutzt [167, 168, 169,
170].

Charakterisierung der Dynamik des Csp-Rickgrates mit Korrelationszeiten im ns- bis ps-
Bereich. In mehreren Studien wurde eine kombinierte Anwendung von *N-Ti- und *N-T;,-
Experimenten angewendet, um die internen dynamischen Eigenschaften von lyophylisierten
Proteinen zu beschreiben [102, 103, 106, 171]. Die Signalintensitdt wird in den
Relaxationsexperimenten, wie im Abschnitt 3.3 erlautert, sowohl von der Geometrie als auch
der Korrelationszeit der Dynamik der chemischen Gruppe beeinflusst. Einen direkten Zugang
zur Beschreibung der Geometrie der Bewegung bietet das DIPSHIFT-Experiment. Mit Hilfe
dieses Experimentes kann der dynamische Ordnungsparameter einer chemischen Gruppe
bestimmt werden. In dieser Arbeit wurden °N-T1-, °N-T;,- und *°*N-DIPSHIFT-Experimente
an Csp-Proben in Abhéngigkeit vom Wassergehalt durchgefuhrt. Dieses Vorgehen ermdglicht
eine eindeutige Charakterisierung der dynamischen Eigenschaften hinsichtlich der
Korrelationszeit und der Geometrie der Bewegung in Abhangigkeit vom Wassergehalt der
Csp-Probe.

Das hier betrachtete Signal der NH-Gruppen wird durch alle *N-Kerne in den NH-Gruppen
des Proteins verursacht, welche sich tber das Protein verteilt durch verschiedene dynamische
Parameter auszeichnen und daher einen multiexponentiellen Kurvenverlauf verursachen. Die
Verteilung der dynamischen Parameter kann vom Wassergehalt abhangig sein und somit auch
die jeweilige Kurvenform. Die Kurvenform wird im Weiteren nicht ndher betrachtet, da
hierfur die Messung einer vollstandigen Relaxationskurve notwendig ist. Dies erfordert lange
Messzeiten (T1-Experimente) bzw. Lock-Pulse (Tip,-Experimente), was im ersten Fall nicht
praktikabel ist und im zweiten Fall durch die Hardwareeigenschaften des Spektrometers
begrenzt ist. Die Rohdaten fur die Proben mit einem Wassergehalt von 0 Gew.% wurden mit
einer einfachen Exponentialfunktion angepasst. Fir alle anderen Proben mit einem hdéheren
Wassergehalt wurde eine doppelexponentielle Funktion (Gleichung (3.17)) genutzt.

Die Relaxationsraten <R:> und <R;,> der NH-Gruppen des Csp-Ruckgrates zeigen eine
deutliche Abhangigkeit vom Wassergehalt des Proteins, wie in Abbildung 5.4 dargestellt. Die
Experimente wurden bei zwei Temperaturen durchgefuhrt und sowohl <R;>- als auch <R;,>-
Relaxationsraten weisen fir T = 10°C und 25°C einen &hnlichen Verlauf auf. Die
Relaxationsraten steigen mit zunehmendem Wassergehalt an und zeigen eine S&ttigung im
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Bereich von ~ 30 Gew.% Wasser. Eine solche charakteristische Abhangigkeit wurde bereits
in anderen Untersuchungen an T4-Lysozym und aB-Kristallin gefunden [106] und es wird
angenommen, dass dies eine allgemeine Eigenschaft von Proteinen ist. Die Sattigung tritt ein,
wenn die gemessenen dynamischen Parameter im Festkdrper denen in der Losung dhnlich
sind [162]. Bei Wassergehalten der Proteinproben von ~ 30 Gew.% konnen vollstdndige
Hydrathillen um ein Protein ausgebildet werden [172]. Der genaue Wassergehalt, der fiir ein
spezifisches Protein nétig ist, um den Séattigungspunkt zu erreichen, hdngt, wie flr die
Proteine T4-Lysozym und oB-Kristallin gezeigt wurde, von den hydrophoben Eigenschaften
des jeweiligen Proteins ab [104].

Wie bereits beschrieben, werden die Relaxationsraten sowohl von der Korrelationszeit der
Bewegung als auch von deren Geometrie beeinflusst. Anhand der Relaxationsdaten kann
demnach nicht festgestellt werden, ob die Anderung der Relaxationsraten in Abhéngigkeit
vom Wassergehalt durch eine Anderung der Korrelationszeit der Bewegung verursacht wird,
ob sich die Geometrie der Bewegung dndert oder ob beide Faktoren eine Rolle spielen.
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Abbildung 5.4 (a) <R:>- und (b) <R:,>- Daten fiir Csp in Abhangigkeit vom Wassergehalt
der Proben, gemessen bei zwei Temperaturen. Die Fehlerbalken der Relaxationsraten welche
teilweise im GroRenbereich der Datenpunkte liegen, wurden auf Grundlage des Signal-zu-
Rausch-Verhaltnisses der Spektren bestimmt.

Um die Effekte voneinander zu trennen wurden die *H-*N dipolaren Kopplungskonstanten D
mit Hilfe des ®®N-DIPSHIFT-Experimentes gemessen. Die dipolaren Kopplungskonstanten
werden von Bewegungen im ps-Bereich und schneller gemittelt und hangen nur von der
Geometrie dieser Bewegungen ab. In Abbildung 5.5 (a) sind die ®N-DIPSHIFT-Kurven fiir
Csp fiir alle Wassergehalte der Probe gezeigt. Der Verlauf der jeweiligen **N-DIPSHIFT-
Kurve wird durch die Stérke der zugrundeliegenden Kopplungskonstante bestimmt. Je tiefer
der Kurvenverlauf, desto gréRer ist die Kopplungskonstante. Sie ist am groRten, wenn man
eine statische chemische Gruppe betrachtet. Zum Vergleich ist die statische
Kopplungskonstante einer NH-Gruppe ebenfalls aufgetragen (Dstt = 11,63 kHz). Die
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Berechnung der Kopplungskonstante ist im Abschnitt 3.3.1. Alle Messungen wurden sowohl
bei T =10 °C als auch bei 25 °C durchgefihrt. Da sich keine Unterschiede im Kurvenverlauf
zeigen, werden hier nur die Ergebnisse fur 10 °C dargestellt. Die Daten, die bei einer
Temperatur von T = 25 °C gemesen wurden, sind im Anhang 7.9 dargestellt. Der theoretische
Verlauf der ®N-DIPSHIFT-Kurven kann mit Hilfe eines Simulationsprogramms fiir eine
gegebene dipolare Kopplungskonstante berechnet werden. Das verwendete Programm wird
im Abschnitt 7.6 naher erlautert. Durch den Vergleich der simulierten Kurvenverldufe fur
bekannte Kopplungskonstanten mit den experimentellen Daten wurden die dipolaren
Kopplungskonstanten Dres extrahiert.
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Abbildung 5.5 (a) ®N-DIPSHIFT-Daten fir Csp in Abhangigkeit vom Wassergehalt der
Proben bei 0 (V), 6 (), 10 (8), 20 (X), 35 (M) und 45 Gew.% (=), gemessen bei T=10 °C.
Die durchgezogene Linie entspricht dem simulierten Kurvenverlauf fir eine °N-!H-
Dipolkopplung von Dres = 10,8 kHz. Der simulierte Kurvenverlauf flr eine statische Kopplung
von Dstat = 11,63 kHz ist gestrichelt eingezeichnet. Die Messunsicherheit der Daten liegt im
Bereich der Datenpunkte. (b) Die aus den Kurvenverlaufen von Abbildung (a) erhaltenen
1’N-IH-Dipolkopplungen Dres aufgetragen gegen den Wassergehalt der Csp-Probe. Die
gestrichelte Linie kennzeichnet die mittlere Dipolkopplungsstarke von Dyes = 10,8 kHz fiir alle
Proben.

In Abbildung 5.5 (b) sind die dipolaren Kopplungskonstanten der NH-Gruppen Uber dem
Wassergehalt der Proben aufgetragen. Es zeigt sich innerhalb des experimentellen Fehlers
keine Abhéngigkeit der dipolaren Kopplungskonstanten vom Wassergehalt. Der Fehler von
Dres ergibt sich aus dem Bereich von Kopplungskonstanten, in denen eine Anpassung der
jeweiligen ®N-DIPSHIFT-Kurve maoglich ist. Der mittlere Wert der Kopplungskonstante
betragt Dres = (10,8 £ 0,2) kHz. Mit diesem Wert kann der Ordnungsparameter S des Csp-
Rickgrates wie folgt berechnet werden:

s=Dm 0934002 . (5.1)

stat
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Wie bereits mehrfach erwahnt, beeinflussen sowohl die Geometrie als auch die Korrela-
tionszeit der Bewegung die Relaxationsraten. Die Anderung der Relaxationsraten <R:> und
<Rip> in Abhéngigkeit vom Wassergehalt kann daher auch durch die Unsicherheit in der
Bestimmung der dipolaren Kopplungskonstante erklart werden. Geht man davon aus, dass
die Anderung der Relaxationsraten ausschlieBlich durch eine Anderung der
Kopplungskonstanten verursacht wird und die Korrelationszeit der Bewegung unabhéngig
vom Wassergehalt ist, kann eine Naherung, wie von Krushelnitsky et al. [106] beschrieben,
verwendet werden. Fir Relaxationsrate R und Ordnungsparameter S gilt folgender
Zusammenhang:

R~(@1-5?). (5.2)

Substituiert man S = 0,93 + 0,02 erhalt man R ~ 0,135 + 0,035, das heil3t die Unsicherheit in
der Bestimmung der dipolaren Kopplungskonstante kann ungefihr eine Anderung der
Relaxationsraten um 26 % erklaren. Wie in Abbildung 5.4 (a) und (b) gezeigt, ist die
Anderung der Relaxationsraten in Abhangigkeit vom Wassergehalt um ein Vielfaches groRer.
Die Daten zeigen daher eindeutig, dass die Anderung der Relaxationsraten mit dem
Wassergehalt durch eine Anderung der Korrelationszeit der Bewegung verursacht wird,
wéhrend die Geometrie dieser Bewegung unveréndert bleibt.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den von Krushelnitsky et al. verdffentlichten Daten
[102]. In dieser Arbeit wurden <R:;>- und <Ri,>- Relaxationsraten von Lysozym in
Abhangigkeit vom Wassergehalt fir 3C-Kerne bestimmt. Dabei wurden die dynamischen
Eigenschaften der CH-Gruppen untersucht, um Aussagen Uber die dynamischen
Eigenschaften des Proteinriickgrates zu treffen. Die Daten wurden dahingehend interpretiert,
dass mit steigendem Wassergehalt die Amplitude der Bewegung zunimmt, wéahrend die
Korrelationszeit unverandert bleibt. In dieser Studie wurden keine dipolaren Kopplungs-
konstanten gemessen, sondern die Amplitude der Bewegung wurde aus den Parametern der
Anpassung der Relaxationsdaten gewonnen. Um zu Uberprifen, ob die in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse mit der vertffentlichten Relaxationsstudie zusammenpassen, wurden
13C-DIPSHIFT-Experimente an Lysozym durchgefiihrt. Die Abbildung 5.6 stellt die *C-
DIPSHIFT-Messdaten fir eine trockene Lysozymprobe im Vergleich zu einer Lysozymprobe
mit einem Wassergehalt von 47 Gew.% dar. Uber den *C-DIPSHIFT-Daten sind die zur
Auswertung genutzten spektralen Regionen gekennzeichnet. Region A reprasentiert die CH-
Gruppen des Lysozym, Band B die CH2-Gruppen, Region C ist eine Mischung aus CH»-und
CHas-Gruppen. Die spektrale Region D spiegelt hauptsachlich Signale der CHs-Gruppen
wieder. Die in den DIPSHIFT-Daten eingezeichneten Linien entsprechen simulierten Kurven
fiir die jeweils angegebenen dipolaren Kopplungen. Es wurde dasselbe Simulationsprogramm
wie fur die Auswertung der ®N-DIPSHIFT-Daten in Abbildung 5.5 verwendet. Die
untersuchten Lysozymproben wurden auf die gleiche Weise hergestellt wie im Abschnitt 3.3.3
fir Csp erlautert. Die *C-DIPSHIFT-Kurven fiir Lysozym zeigen eine deutliche
Abhéngigkeit vom Wassergehalt der Probe fir die CH- und CH2-Gruppen. Beide chemischen
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Gruppen zeichnen sich fur einen Wassergehalt von h =0 Gew.% durch einen tiefen
Kurvenverlauf aus, der durch eine grof3e dipolare Restkopplung verursacht wird. Im Vergleich
dazu ist der Kurvenverlauf fur einen Wassergehalt von h = 45 Gew.% deutlich flacher und die
zugrundeliegende dipolare Restkopplung damit geringer. Das bedeutet, dass sich die
Geometrie der Bewegung der CH und CH>-Gruppen des Lysozyms in Abhangigkeit vom
Wassergehalt der Probe dndert. Dieses Ergebnis bestétigt die Daten von Krushelnistky et al.
und verdeutlicht, dass sich CH- und NH-Gruppen in Abhangigkeit vom Wassergehalt
unterschiedlich verhalten. Eine mdgliche Erklarung fur das hier vorgestellte Resultat ist
nattrlich, dass die Experimente an zwei verschiedenen Proteinen (Csp und Lysozym)
durchgefuhrt wurden und diese jeweils spezifische dynamische Eigenschaften besitzen.
Naheliegender ist allerdings, dass die beiden betrachteten chemischen Gruppen aufgrund ihrer
Position in der Proteinstruktur unterschiedliche dynamische Eigenschaften aufweisen. Die
NH-Gruppen sind Bestandteil der Peptidbindung im Proteinrtickgrat und damit Teil einer
starren Struktur. Die NH-CO Gruppen spannen eine Ebene auf und sind an der Ausbildung
von intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen beteiligt, die die Sekundéarstruktur des
Proteins stabilisieren. Diese Wasserstoffbriickenbindungen verringern den Bewegungsfrei-
raum der beteiligten chemischen Gruppen stark und werden nicht durch den Wassergehalt der
Proben beeinflusst. Dies erklart, warum keine Anderung der Amplitude der Bewegung der
NH-Gruppen beobachtet wird. Die CH-Gruppen befinden sich zwar im Proteinriickgrat sind
aber kein Bestandteil der Peptidbindung. An den CH-Gruppen sind die Seitenketten des
Proteins lokalisiert, in denen sich die CH>-Gruppen befinden. Sowohl die CH- als auch die
CH>-Gruppen unterliegen damit einer geringeren Einschrankung der Bewegung im Vergleich
zu den NH-Gruppen. Damit kann das unterschiedliche Verhalten der chemischen Gruppen
erklart werden. In Abbildung 5.7 (a) ist zur Veranschaulichung ein Dipeptid dargestellt, wobei
die an der Peptidbindung beteiligten chemischen Gruppen rot gekennzeichnet sind.
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Abbildung 5.6 BC-DIPSHIFT-Experiment an lyophylisiertem Lysozym bei zwei Wasserge-
halten. Die zur Auswertung genutzten spektralen Bereiche sind im Spektrum gekennzeichnet.
Die eingezeichneten Linien entsprechen simulierten Kurven flr die angegebenen dipolaren
Kopplungen. Die Messunsicherheit der Daten liegt im Bereich der Datenpunkte. Die
experimentellen Daten wurden von T. Zinkevich gemessen.
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Abbildung 5.7 (a) Darstellung eines Dipeptides. Die an der Peptidbindung beteiligten
chemischen Gruppen sind rot gekennzeichnet. (b) Schematische Darstellung des BPP-Grafen
nach [48] fur T1. Rechts vom Minimum befindet sich der Tieftemperaturast.

Bisher wurden die dynamischen Eigenschaften der NH-Gruppen mit Hilfe von Anderungen in
der Geometrie der Bewegung und der Relaxationsraten charakterisiert. Mit den
Relaxationsraten bzw. Relaxationszeiten <T:> und <Ti,> kodnnen mit Hilfe der Bloembergen-
Purcell-Pound (BPP)-Theorie Aussagen (ber die Korrelationszeit der molekularen Bewegung
getroffen werden. In Abbildung 5.7 (b) ist der Zusammenhang dargestellt. Fir verschiedene
Proteine wurde bereits gezeigt, dass die Relaxationszeiten <T:> und <Ti,> mit sinkender
Temperatur zunehmen [103, 171]. Das heilt, fir Messungen bei Raumtemperatur liegen die
Korrelationszeiten z auf dem so genannten Tieftemperaturast (links vom Minimum) der in
Abbildung 5.7 (b) gezeigten BPP-Darstellung. Fir die in dieser Arbeit gezeigten Relaxations-
daten kann man demnach den folgenden Schluss ziehen: Die Relaxationsraten steigen mit
zunehmendem Wassergehalt der Csp-Proben, das heift, die Relaxationszeiten werden kleiner
und die Korrelationszeit der Bewegung =z nimmt folglich ab. Die Bewegung des
Proteinriickgrates wird demzufolge mit zunehmendem Wassergehalt der Csp-Proben
schneller.

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Dynamik des Csp-Rickgrates vom
Wassergehalt der Probe abhédngt. Mit steigendem Wassergehalt nimmt die Korrelationszeit
der Bewegung ab, das heil3t, die Bewegung wird schneller. Gleichzeitig bleibt die Geometrie
der Bewegung jedoch unverandert. Die Ergebnisse konnten mit bereits verdffentlichten Daten
in Einklang gebracht werden.
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5.3 Vergleich der Dynamik von lyophylisiertem Csp und einer
lyophylisierten Csp/Trehalosemischung

Das ®N-CPMAS-Spektrum liefert bereits Hinweise, dass die amorphe Trehalosematrix
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Csp ausbildet und damit teilweise die nicht-nativen
Wasserstoffbriickenbindungen, welche in einer lyophylisierten Csp-Probe vorliegen, ersetzt.
Inwiefern sich die Trehalosematrix auf die dynamischen Eigenschaften des Proteins auswirkt,
ist jedoch nicht geklart. Diese Frage soll in diesem Abschnitt untersucht und die dynamischen
Eigenschaften des Csp innerhalb der Trehalosematrix charakterisiert werden.

(a) (b)
1.0r 103 Proteinriickgrat
T=25°C
h=0%
.08} .08}
2] 2]
n n Csp
a
06} 06f v
Csp/Trehalose
e T=10°C Csp/Trehalose %
04} = T=25°C oal = 0%
0.01 0.1 1 1E-3 0.01 0.1 1
Mischzeit 1, in S Mischzeit 1., in S

Abbildung 5.8 (a) Kurvenverlauf der Csp/Trehalosemischung fur zwei verschiedene
Temperaturen. (b) *®’N-CODEX-Experiment fiir die NH-Gruppen des Csp-Riickgrates fiir Csp
eingebettet in eine amorphe Trehalosematrix im Vergleich zu lyophylisiertem Csp. Die
durchgezogenen Linien sollen den Verlauf der Daten verdeutlichen. Die Messunsicherheit
wurde aus dem Signal-zu-Rausch-Verhéltnis der experimentellen Daten berechnet. Alle
Messungen wurden mit vy = 6 kHz und NTr = 2,3 ms durchgefihrt.

Charakterisierung der langsamen Dynamik des Csp-Rickgrates mit Korrelationszeiten im
ms- bis s-Bereich. In Abbildung 5.8 (a) sind die *®N-CODEX-Daten fiir die NH-Gruppen der
Csp/Trehalosemischung fir T =10 °C und 25 °C dargestellt. Es ist keine Abhédngigkeit der
Messdaten von der Temperatur zu erkennen, das heiflt, die NH-Gruppen besitzen keine
dynamischen Eigenschaften mit Korrelationszeiten im ms- bis s-Bereich. Die Form der
Kurven wird allein durch Spindiffusion bestimmt. Ein Vergleich der >N-CODEX-Kurven der
Csp/Trehalosemischung mit verschiedenen Kurven des reinen Csp mit verschiedenen Wasser-
gehalten ist in Abbildung 5.8 (b) abgebildet. Der Kurvenverlauf der Csp/Trehalosemischung
dhnelt mehr dem Kurvenverlauf von trockenem lyophylisiertem Csp als dem von
lyophylisierten Csp mit einem Wassergehalt von 20 bzw. 45 Gew.%. Wie bereits erwéhnt,
hangt die Spindiffusion vom Abstand der Atome zueinander ab und damit von der
Sekundarstruktur der Proteine. Daher wird die Sekundarstruktur des Csp in der trockenen
Csp/Trehalosemischung ahnlich  wie in der trockenen lyophylisierten Csp-Probe
angenommen.
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Charakterisierung der Dynamik des Csp-Ruckgrates mit Korrelationszeiten im ns- bis ps-
Bereich. Wie wirkt sich die amorphe Trehalosematrix auf die Dynamik des Proteinriickgrates
des Csp fiir schnelle Bewegungen aus? In Abbildung 5.9 sind die Relaxationsdaten fiir Csp in
einer trockenen Trehalosematrix im Vergleich zu den im Abschnitt 5.2 vorgestellten
Ergebnissen des lyophylisierten Csp gezeigt. Die Relaxationsraten der NH-Gruppen der
Csp/Trehalosemischung sind Kleiner als die Relaxationsraten des lyophylisierten Csp. Die
Trehalosematrix beeinflusst demnach die Beweglichkeit der NH-Gruppen des Proteins. Im
vorangegangenen Abschnitt wurde bereits erldutert, dass die Relaxationsraten sowohl durch
eine Anderung der Korrelationszeit der Bewegung als auch durch Anderungen in der
Geometrie der Bewegung beeinflusst werden. Um zu kldren, welche Effekte hier eine Rolle
spielen, wurde auch fiir diese Probe die dipolare Kopplungskonstante Dres gemessen. In
Abbildung 5.10 sind die *®N-DIPSHIFT-Kurven von lyophylisiertem Csp und der trockenen
Csp/Trehalosemischung dargestellt. Es kann kein Unterschied im Kurvenverlauf der beiden
Proben festgestellt werden, das heif3t, die dipolare Kopplung ist unveréndert. Die amorphe
Trehalosematrix um das Csp verandert demnach zwar die Korrelationszeit der Bewegung der
NH-Gruppen des Proteins, beeinflusst aber die Geometrie der Bewegung nicht. Aufgrund des
bereits in Abschnitt 5.2 erlduterten Zusammenhangs zwischen Relaxationsrate und Korrela-
tionszeit kann hier festgehalten werden, dass die Dynamik der NH-Gruppen durch die
umgebende Trehalosematrix langsamer wird. Es soll noch einmal darauf hingewiesen werden,
dass die hier festgestellten Ergebnisse fir die NH-Gruppen des Proteins gelten. Fiir andere
chemische Gruppen des Proteins, vor allem in den Seitenketten, konnte die Trehalosematrix
durchaus eine Anderung der Geometrie der Bewegung bewirken.
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Abbildung 5.9 (a) <R:>- und (b) <Ri,>- Daten fir lyophylisiertes Csp in Abh&angigkeit vom
Wassergehalt der Proben, gemessen bei zwei verschiedenen Temperaturen (ungefillte
Symbole). Im Vergleich sind die Daten fir die Csp/Trehalosemischungen fir 0 und
4,2 Gew.% Wassergehalt (geflllte Symbole), sowie fiir eine Csp/Trehalosemischung mit
kristallisierter Trehalose dargestellt.

90



1.03
U)O
~~
0p)
e
%)
c 0.8
Q9
£ o 0% 5
E‘ . CSP/Trehalose
) 2 0%
c o 4.2%
06 N 1 . 1 . 1 . 1 .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

t./Ts

Abbildung 5.10 N-DIPSHIFT-Kurven fiir Csp/Trehalosemischung bei zwei Wassergehalten
von 0 und 4,2 Gew.% im Vergleich zu lyophylisiertem Csp mit einem Wassergehalt von
0 Gew.% gemessen bei T =10 °C.

5.4 Einfluss von Wassermolekulen auf die dynamischen Eigenschaften von
Csp in einer Csp/Trehalosemischung

In Abbildung 5.9 sind ebenfalls die Relaxationsraten fur eine Csp/Trehalosemischung mit
einem Wassergehalt von 4,2 Gew.% dargestellt. Es ist zu erkennen, dass diese
Relaxationsraten im Vergleich zur trocknen Csp/Trehalosemischung groRer sind. Die dipolare
Kopplungskonstante Dres bleibt dagegen unverandert, wie in Abbildung 5.10 zu erkennen ist.
Das heilt, die Bewegung der NH-Gruppen des Proteins werden im Vergleich zur trockenen
Mischung schneller, wahrend die Geometrie der Bewegung unverdndert ist. Die
Relaxationsraten der Csp/Trehalosemischung mit einem Wassergehalt von 4,2 Gew.%
befinden sich im Bereich der trockenen Csp-Proben. Aus diesen experimentellen Daten
konnen Ruckschliisse auf den strukturellen Aufbau der Mischung gezogen werden. Es liegen
zwei Maoglichkeiten fur die Verteilung der Wassermolekiile in der Probe nahe. Sie kénnen
sich einerseits bevorzugt an der Oberflache des Proteins anlagern (Hypothese des Wasserein-
schlusses) oder sich andererseits gleichmaRig in der Probe verteilen. Bei einer homogenen
Verteilung der Wassermolekile in der Probe sind die Wechselwirkungen zwischen Protein
und Wassermolekilen gering, da der Anteil an Protein in der Probe lediglich 20 Gew.%
betragt. Deswegen ist bei einer Zugabe von 4,2 Gew.% Wasser kein Einfluss auf die
Relaxationsraten zu erwarten. Lagern sich die Wassermolekule dagegen bevorzugt am Protein
an, entsteht dort eine lokal erhohte Wasserkonzentration. Befinden sich die Wassermolekdile
bevorzugt in der Nahe des Proteins bedeutet ein Wassergehalt von 4,2 Gew.% in der
Csp/Trehalosemischung einen Wassergehalt von ~ 20 Gew.% fir das Csp. In diesem Fall ist
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eine Anderung der Relaxationsraten <R:;> und <R;,> im Vergleich zur trockenen
Csp/Trehalosemischung zu erwarten. Da eine solche Anderung auftritt, kann der Schluss
gezogen werden, dass sich die Wassermolekiile in der Csp/Trehalosemischung bevorzugt am
Csp anlagern. In der Abbildung 5.11 ist der strukturelle Aufbau der trockenen
Csp/Trehalosemischung (b) im Vergleich zur Csp/Trehalosemischung mit h = 4,2 Gew.% als
Modell dargestellt. Die gemessenen Relaxationsraten <R1> und <R;,> in der Csp/Trehalose-
mischung mit h = 4,2 Gew.% sind Kkleiner als <R:> und <Rip,> fiir Csp mit h = 20 Gew.%.
Aufgrund der Ausfiihrungen im Abschnitt 5.2 (Abbildung 5.7) bedeutet dies, dass die
Bewegung des Csp-Ruckgrates in der Trehalosematrix mit h = 4,2 Gew.% langsamer ist im
Vergleich Csp mit h =20 Gew.%. Daraus kann geschlossen werden, dass nicht alle
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Csp und Trehalose durch Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Csp und Wasser ersetzt werden. Die verbleibenden Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Csp und der Trehalosematrix schranken die Beweglichkeit des Csp-
Rickgrates ein. Die Untersuchung einer Csp/Trehalose-Probe mit einem hoheren
Wassergehalt ist nicht mdglich, da mit steigendem Wassergehalt eine Kristallisation der
Trehalosematrix einsetzt, welche sofort im C-Spektrum zu erkennen ist (Abbildung 5.2).
Tatsdchlich beginnt der Prozess der Kristallisation bereits bei einem Wassergehalt von
~ 4 Gew.% jedoch auf einer sehr langsamen Zeitskala. Eine im *C-CPMAS-Spektrum
sichtbare Kiristallisation der Probe trat ungefahr 4 Wochen nach der Wasserzugabe auf.
Aufgrund dessen konnten die Relaxationsraten nicht fiir beide Temperaturen bestimmt
werden.

Bei einem Wassergehalt von 4,2 Gew.% ist eine komplette Kristallisation der Probe nicht
maoglich, da das molare Verhaltnis von Wasser zu Trehalose nicht ausreicht, um Trehalose
Dihydrat zu bilden. Zur Untersuchung des Einflusses von kristalliner Trehalose auf Csp
wurde der Mischung 10 Gew.% Wasser zugegeben. Nachdem die Trehalose vollstédndig
kristallisiert war, wurde die Probe eine Stunde in Vakuumatmosphare gelagert, um nicht
gebundene Wassermolekiile so weit wie moglich zu entfernen. Die Relaxationsraten fur diese
Probe sind ebenfalls in Abbildung 5.9 dargestellt. Es ergeben sich fur diese Probe anndhernd
die gleichen Relaxationsraten wie fir lyophylisiertes trockenes Csp. Das heif3t, die Dynamik
des Csp wird von der kristallinen Trehalosematrix nicht beeinflusst.

Die Kristallisation von Trehalose/Wassermischungen wurde in der Literatur ab einem
molaren Verhéltnis von 1:2 (Trehalose:Wasser) beobachtet [173]. In der Csp/Trehalose-
mischung beginnt die Kristallisation bereits ab einem molaren Verhaltnis von 1:1. Dies deutet
darauf hin, dass es in der Probe lokal erhthte Konzentrationen von Wasser gibt, bei denen der
Kristallisationsprozess stattfinden kann. Dies stutzt die bereits beschriebene Beobachtung,
dass sich die Wassermolekile inhomogen in der Csp/Trehalosemischung verteilen. Die
Wassermolekile bevorzugen die N&he zum Protein, wodurch lokal eine gentigend groRe
Wasserkonzentration vorhanden ist, um eine Kiristallisation der Trehalosemolekile zu
ermoglichen. Aufgrund der beginnenden Kiristallisation der Trehalose in der Probe konnten
die ™N-CODEX-Experimente zur Charakterisierung der langsamen Dynamik mit
Korrelationszeiten im Bereich von ms bis s nicht durchgefiihrt werden.
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Abbildung 5.11 Modellhafte Darstellung der Struktur der untersuchten Probensysteme. (a)
Csp mit Wassermolekiilen in der Umgebung, (b) trockene Csp/Trehalosemischung und (c)
Csp/Trehalosemischung mit einem geringen Wassergehalt.

5.5 Zusammenfassung: Struktureller Aufbau und dynamische
Eigenschaften von Csp/Trehalosesystemen

In diesem  Abschnitt werden die Ergebnisse dieses Kapitels zusammengefasst. Die
Abhéngigkeit der dynamischen Eigenschaften des Csp, die sich aus den gemessenen
experimentellen Daten ergeben, werden im Zusammenhang mit der biologischen Schutz-
wirkung der Trehalose betrachtet. Die Schlussfolgerungen, die gezogen werden kdnnen,
werden unter den bereits in der Einleitung genannten Fragen zusammengefasst.

e Wie wirkt sich eine amorphe Trehalosematrix auf die Sekundarstruktur des Proteins
Csp aus?

Durch das Einbetten des Csp in eine amorphe Trehalosematrix werden nicht-native intra- und
intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen des Csp durch Bindungen zu der Trehalose-
matrix ersetzt. Dies wurde an der groReren spektralen Auflosung des Csp im N-CPMAS-
Spektrum in der Mischung gezeigt. Die *®N-CODEX-Kurven verdeutlichen jedoch, dass die
Sekundarstruktur des Csp nicht gravierend von der amorphen Trehalosematrix beeinflusst
wird. Die Sekundarstruktur des Csp in der Csp/Trehalosemischung weist mehr Ahnlichkeit
mit der Sekundérstruktur der trockenen Csp-Probe als mit der Sekundarstruktur des Csp mit
einem Wassergehalt von 20 bzw. 45 Gew.% auf.

e Wie werden die dynamischen Eigenschaften des Rickgrates des Csp von einer

amorphen Trehalosematrix beeinflusst? Welche Informationen tber den strukturellen
Aufbau der Mischung lassen sich daraus ableiten?
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Bereits durch den Vergleich der *®N-CPMAS-Spektren von lyophylisiertem trockenem Csp,
der trockenen Csp/Trehalosemischung sowie einer gefrorenen Csp-Probe ist zu erkennen, dass
sich das Csp innerhalb der Trehalosematrix in einer nativeren Umgebung befindet im
Vergleich zum trockenen lyophylisierten Csp. Dies wird auf die Ausbildung weniger nicht-
nativer inter- und intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb der amorphen
Trehalosematrix zuriickgefiihrt. Bereits der Vergleich der spektralen Auflésung des CPMAS-
Spektrums der Csp/Trehalosemischung und einer gefrorenen Csp-Probe zeigt jedoch, dass die
amorphe Trehalosematrix nicht die gleichen Umgebungsbedingungen bietet wie eine
vollstéandige gefrorene Hydrathille um das Csp.

Es konnte fur keine untersuchte Csp-Probe eine langsame Dynamik mit Korrelationszeiten im
ms- bis s-Bereich detektiert werden. Die Relaxationsraten der Bewegung des Protein-
rickgrates in der lyophylisierten Csp-Probe werden mit zunehmendem Wassergehalt grofier.
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Korrelationszeiten der Bewegung des
Proteinrickgrates mit zunehmendem Wassergehalt der Probe kleiner werden, das heil3t, die
Bewegungen werden schneller. Dieser Effekt kann darauf zurlickgefiihrt werden, dass mit
zunehmendem Wassergehalt die nicht-native intra- und intermolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungen weniger werden und dadurch die Bewegung des Rickgrates schneller wird. Die
Geometrie der Bewegung bleibt in Abhangigkeit des Wassergehaltes unveréndert. Diese
Eigenschaft ist auf die Lage der NH-Gruppen im Protein zurlickzufihren. Sie sind Teil der
Peptidbindung, welche in ihrer Bewegungsfreiheit stark eingeschrankt ist. Die dynamischen
Eigenschaften der NH-Gruppe lassen sich nicht fiir andere chemische Gruppen im Protein
verallgemeinern. Je nach der Lage der chemischen Gruppen in der Proteinstruktur (z. B.
bewegliche Seitenketten), kann sich die Geometrie der Bewegung in Abhédngigkeit vom
Wassergehalt der Proteinprobe verandern. Dies wurde in anderen Studien bereits beschrieben
[43, 102] und mit 3C-Experimenten auch in dieser Arbeit untermauert.

Durch das Einbetten des Csp in eine amorphe Trehalosematrix sind die Relaxationsraten der
NH-Gruppen des Ruckgrates im Vergleich zum trockenen lyophylisierten Csp verringert. Da
im Vergleich zum lyophylisierten Csp die Geometrie der NH-Bewegung unverandert ist, muf3
sich die Korrelationszeit der NH-Gruppen andern. Im Vergleich zum lyophylisierten Csp
fuhren die NH-Gruppen damit eine langsamere Bewegung aus. Dieses Ergebnis kann man
sich auf molekularer Ebene wie folgt vorstellen: Die Trehalosematrix bildet ein
stabilisierendes Netzwerk von Wasserstoffbriickenbindungen mit der Proteinoberflache aus,
wie in der Wasserersetzungshypothese beschrieben. Gleichzeitig ist die glasige
Trehalosematrix eine viskosere Umgebung fur das Protein im Vergleich zum Wasser der
Hydrathiillen (Glashypothese), wodurch die Wasserstoffbriickenbindungen wesentlich
langlebiger und steifer sind. Die Stabilisierung des Proteins kann daher durch ein
Zusammenspiel der zwei Theorien, der Hypothesen der Wasserersetzung und der
Glashypothese, erklart werden.

e Wie wirkt sich die Zugabe von Wassermolekilen auf die dynamischen Eigenschaften
des Csp und den strukturellen Aufbau der Csp/Trehalosemischung aus?
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Der Vergleich der Relaxationsraten der NH-Gruppen in der Csp/Trehalosemischung mit
h =4,2 Gew.% und der trockenen Csp/Trehalosemischung zeigt, dass <R:> und <Rip,> mit
zunehmendem Wassergehalt der Probe groRer werden, wahrend gleichzeitig die dipolare
Kopplungskonstante gleichbleibt. Das bedeutet, dass die Bewegungen der NH-Gruppen des
Csp in der amorphen Trehalosematrix durch die Zugabe von Wasser schneller werden,
wéhrend die Geometrie der Bewegung unverandert ist.

Es lasst sich also, trotz der geringen Menge von Csp in der Csp/Trehalosemischung, ein
signifikanter Einfluss der Wassermolekile auf die dynamischen Eigenschaften des Csp
feststellen. Aufgrund dieser Beobachtungen kann geschlussfolgert werden, dass sich die
Wassermolekile bevorzugt an der Oberflache der Proteine ansammeln, anstatt sich homogen
Uber die gesamte Probe zu verteilen. Dadurch entsteht eine lokal erhohte Wasserkon-
zentration, die ausreicht, um die Beweglichkeit des Csp zu beeinflussen. Um dieses Ergebnis
zu verdeutlichen, ist in Abbildung 5.11 ein Modell des strukturellen Aufbaus von
Csp/Trehalosemischungen mit und ohne Wasser und des Csp mit Wasser dargestellt. Eine
weitere Erhohung der Wasserkonzentration in der Csp/Trehalosemischung flhrt zu einer
beginnenden Kiristallisation der Trehalosematrix. Ein Vergleich der dynamischen
Eigenschaften des Csp in einer vollstandig kristallinen Trehalosematrix mit lyophylisierten
Csp mit h =0 Gew.% zeigt, dass die kristalline Trehalosematrix keinen Einfluss auf das Csp
hat. Das heillt, dass die dynamischen Eigenschaften des Proteins vom Zustand der
umgebenden Trehalosematrix abhdngen. Wahrend eine amorphe Trehalosematrix die
dynamischen Eigenschaften des Csp beeinflusst, wirkt sich eine kristalline Trehalosematrix
nicht auf das Csp aus.

Die inhomogene Verteilung des Wassers in der Csp/Trehalosemischung stutzt die in der
Einleitung vorgestellte Hypothese, dass Wasser von der Trehalosematrix eingeschlossen wird
und dadurch das Protein stabilisiert wird. Dies geschieht durch die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Csp und Trehalose. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, dass die Trehalosematrix nur einen Einfluss auf das Csp hat, wenn sie sich im
amorphen Zustand befindet. Vermutlich kénnen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Csp
und Trehalose nur innerhalb einer amorphen Trehalosematrix ausgebildet werden. Dies ist ein
Beweis dafir, dass der amorphe Zustand der Trehalosematrix fiir die biologische
Schutzwirkung eine wichtige Rolle spielt (Glashypothese). Offensichtlich kann nur eine
Kombination der in der Einleitung beschriebenen Hypothesen die biologische Schutzwirkung
von Trehalose erklaren.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit leistet einen Beitrag um die Funktionsweise der biologischen
Schutzwirkung von Saccharidmolekilen zu verstehen. Daflir wurden zwei Probensysteme mit
Hilfe von NMR-Experimenten untersucht:

o Lysozym/Saccharidlésungen und
o lyophylisierte Csp/Trehalosemischungen.

Die Lysozym/Saccharidlésungen wurden hinsichtlich der Anlagerung von Saccharidmole-
kilen an der Oberflache des Lysozyms untersucht. Die Literaturdaten bezliglich dieser
Fragestellung bieten kein einheitliches Bild, da eine systematische Untersuchung des
Anlagerungsprozesses in Abhédngigkeit von den experimentellen Bedingungen bisher nicht
durchgefihrt wurde. Dies war das Ziel der im Kapitel 4 vorgestellten Experimente. Es wurden
die Diffusionskonstanten der gelésten Teilchen mit PFG-NMR-Experimenten gemessen. Auf
Grundlage dieser Messdaten konnten die hydrodynamischen Radien der Teilchen berechnet
werden, welche eine GrolRenabschéatzung der Molekile ermdglichen. In den Experimenten
wurde die Wechselwirkung der drei Disaccharide Trehalose, Saccharose und Maltose sowie
des Monosaccharides Glucose mit dem Protein Lysozym untersucht. Die Ergebnisse zeigen,
dass eine Anlagerung von Saccharidmolekiilen an der Oberflache von Lysozym fur alle
Substanzen zu beobachten ist. Dieser Prozess héngt jedoch von den experimentellen
Bedingungen ab, das hei8t, nur fir niedrige pH-Werte der Losung und eine hohe
Konzentration von geldsten Teilchen findet eine Anlagerung statt. Der Anlagerungsprozess ist
daruber hinaus bei gleichen experimentellen Bedingungen nicht fur alle Saccharide im
gleichen Masse effektiv. Wahrend Trehalose und Maltose ein ahnliches Verhalten zeigen,
lagert sich Saccharose erst bei niedrigeren pH-Werten der Losung und hoheren
Konzentrationen der geldsten Teilchen an. Wahrend das Monosaccharid Glucose sich am
Lysozym anlagert bis eine einfache Bedeckung der Oberflache erreicht ist, zeigen alle
Disaccharide eine Anlagerung uber die einfache Bedeckung der Oberflache hinaus. Die in der
Arbeit erzielten Ergebnisse bringen die verdffentlichten  Studien (ber das
Aggregationsverhalten von Lysozym und Saccharide, hinsichtlich der Abhédngigkeit des
Aggregationsprozesses von den experimentellen Bedingungen, in Einklang.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit dem strukturellen Aufbau und den
dynamischen Eigenschaften von Csp/Trehalosemischungen im Festkorper. Hierfur wurde das
Protein Csp in eine Trehalosematrix eingebettet. Der Einfluss der Matrix auf die dynamischen
Eigenschaften des Proteins wurde in Abh&ngigkeit vom Zustand der Matrix (amorphe oder
kristalline Matrix) und dem Wassergehalt der Probe untersucht. Im Rahmen dieser
Experimente konnten folgende Punkte festegestellt werden:

In einer lyophylisierten Csp-Probe konnte keine molekulare Dynamik mit Korrelationszeiten
im ms bis s Bereich des Csp-Ruickgrates festgestellt werden. Die molekulare Dynamik des
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Csp mit Korrelationszeiten im ns bis ps Bereich ist vom Wassergehalt der Probe abhangig.
Mit steigendem Wassergehalt nimmt die Korrelationszeit ab, das heif3t, die Bewegung wird
schneller. Die Geometrie der Bewegung bleibt dabei unbeeinflusst. Werden die Csp-Molekile
in eine amorphe Trehalosematrix gebettet, werden die Bewegungen des Riickgrates mit
Korrelationszeiten im ns bis ps Bereich langsamer, wéhrend deren Geometrie unveréndert
bleibt. Es konnte gezeigt werden, dass eine kristalline Trehalosematrix, im Gegensatz zur
amorphen Matrix, keinen Einfluss auf die dynamischen Eigenschaften des Csp hat. Wird der
amorphen Csp/Trehalosemischung Wasser zugegeben, verteilt sich dieses inhomogen
innerhalb der Probe, die Wassermolekule lagern sich bevorzugt an der Oberflache des Csp an.

Betrachtet man diese Ergebnisse im Zusammenhang mit den bestehenden Theorien zur
Erklarung der biologischen Schutzwirkung der Trehalose, zeigt sich, dass nur eine Kombi-
nation der Hypothesen (Wasserersetzung, Wassereinschluss und Glashypothese) die
Interaktion des Saccharides mit Csp erklaren kann.

Die amorphe Trehalosematrix bildet Wasserstoffbriicken zum Protein aus und verhindert
damit zu einem Teil das Entstehen von nicht-nativen intramolekularen Wasserstoffbriicken-
bindungen im Protein. Das heilt, die Trehalosemolekile ersetzten teilweise die Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen Protein und umgebenden Wassermolekilen, wenn ein starker
Wassermangel eintritt. Im Rahmen der Experimente dieser Arbeit konnte nachgewiesen
werden, dass kristalline Trehalose im Gegendsatz zur amorphen Trehalose keinen Einfluss auf
die dynamischen Eigenschaften des Csp hat. Die Eigenschaft der Trehalose, Wasserstoff-
brickenbindungen mit dem Protein zu bilden, ist eng mit dessen amorpher Struktur verkniipft.
Die Ausbildung einer amorphen Trehalosematrix ist eine notwendige Voraussetzung zur Aus-
bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Protein und Trehalose. Diese Ergebnisse
zeigen, dass im Fall eines starken Wassermangels nur eine Kombination der Wasser-
ersetzungs- und Glashypothese die Funktionsweise der Trehalose erklaren kann.

Wird der Csp/Trehalosemischung Wasser zugegeben, dndern sich die dynamischen
Eigenschaften des Csp. Mit zunehmendem Wassergehalt der Probe dhneln die dynamischen
Eigenschaften des Csp in der Trehalosematrix denen in einer reinen Csp-Probe. Dieser Effekt
ist, trotz der geringen Menge von Csp in der Mischung, sehr stark. Daher liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass sich die Wassermolekiile nicht homogen in der Probe verteilen,
sondern sich bevorzugt am Csp anlagern. Um das Csp bildet sich eine Hydrathille aus, die
von der amorphen Trehalosematrix umgeben ist. Dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese vom
Wassereinschluss durch die Trehalosematrix.
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7 Anhang

7.1 Experimentelle Parameter

7.1.1 NMR-Experimente in Losung

Alle  PFG-NMR-Experimente in dieser Arbeit wurden mit einem BRUKER
AVANCE II-Spektrometer an einem 600 MHz Magneten durchgefiihrt. Es wurde ein QXI-
Probenkopf mit z-Gradient verwendet. Die Wartezeit d1, zwischen zwei Experimenten die
hintereinander aufgenommen wurden, betrug fur alle Diffusionsmessungen d1 =2 s, wobei
fur jedes Experiment das Signal von 16 einzelnen Experimenten aufsummiert wurde. Die
Pulsldnge des (n/2)-Pulses auf dem Protonenkanal betrug 8,8 ps. Die Aufnahme der Daten
erfolgte fir 1,5s. Fur jede Probe wurde ein 3D-Shim bis zur 3. Ordnung mit Hilfe der
Spektrometer Software durchgeftuihrt [174]. Die Diffusionszeiten waren zwischen 4 =70 und
A =250 ms lang, wobei die Ladnge des Gradienten fur alle Diffusionsexperimente 6 =3 ms
betrug.

Um den Diffusionskoeffizienten mit Hilfe der PFG-NMR maglichst genau messen zu kénnen,
muss die Viskositat der Losung, deren Temperatur und die Starke des Feldgradienten bekannt
sein. Auch der Einfluss von Konvektionsstromen innerhalb der Losung muss bericksichtigt
werden. Wahrend der experimentelle Zugang zur Viskositat bereits im Abschnitt 3.2.3
erlautert wurde, werden im Folgenden die Auswirkungen von Konvektionsstromen sowie die
Durchfihrung der Temperatur- und Gradientenkalibrierung erldutert. Am Ende dieses
Abschnittes wird auf die Auswirkungen eines sogenannten Spoilergradienten eingegangen.

Temperaturkalibrierung. Da der Diffusionskoeffizient D eines Molekils direkt von der
Temperatur der Losung abhangt, ist es notwendig diese zu kennen. Die Temperierung
innerhalb des verwendeten QXI-Probenkopfes wird Uber einen geheizten Gasstrom
vorgenommen. Damit dieser eine maoglichst gleichméliige Temperierung der Probe
gewahrleistet, wurde ein hoher Gasfluss von 535 I/h verwendet. Da die am Spektrometer
eingestellte Temperatur Teing. Nicht der tatsdchlichen Temperatur in der Losung Tt entspricht,
muss eine Temperaturkalibrierung vorgenommen werden. Um den Fehler der Kalibrierung
abschatzen zu koénnen, wurde diese mit drei verschiedenen Substanzen vorgenommen. Die
verwendeten Losungen sowie die Ergebnisse der Kurvenanpassungen sind in Tabelle 6
aufgelistet. Einzelheiten zur Durchfuhrung der Temperaturkalibrierung konnen in den
zugehorigen Literaturstellen, die in der Tabelle angegeben sind, nachgelesen werden. Die
Rohdaten sind in Abbildung 7.1 zusammen mit den Kurvenanpassungen dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die Temperaturkalibrierung von der verwendeten Substanz abh&ngt. Ein
Vergleich der Datenverlaufe zeigt, dass die absolute Temperatur in der Probe mit den
verwendeten Methoden mit einer Genauigkeit von + 0,7 % bestimmt werden kann. Das
bedeutet fur Tw =298 K eine Genauigkeit von + 2 K. Fur die im Kapitel 4 vorgestellten
Daten wurde die Kalibrierung mit Hilfe der 80 % Ethylenglykol —- DMSO d6 Probe
angewendet. Da die Temperatur fir die Messung des Diffusionskoeffizienten eine
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entscheidende Grol3e darstellt, wurde die Temperaturkalibrierung im Laufe der Experimente
stichpunktartig Gberprift. Es zeigte sich keine Abweichung von der Ursprungskalibrierung.

A 100% Methanol
340 L % 4% Methanol - Methanol d4 (BRUKER Standardprobe)
X 80% Ethylenglykol - DMSO d6 (BRUKER Standardprobe)

320

300 -

Teingestellt I

280

T
N
I

280 300 320 340
Ttatséchlich In K

Abbildung 7.1 Rohdaten der Temperaturkalibrierung mit 100% Methanol, 4% Methanol -
Methanol d4 und 80% Ethylenglykol - DMSO d6. Die eingezeichneten Kurvenanpassungen
sind in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6 Kurvenanpassungen der Temperaturkalibrierung der am Spektrometer eingestellten
Temperatur Teing. Und der tatséchlichen Temperatur der Losung Tt flr die verschiedenen
Substanzen. In Klammern sind die dazugehorigen Literaturstellen angegeben.

Probe Kurvenanpassung

100 % Methanol [175] Teing. [K] = 0,91 - Tiat. [K] + 26,23
Teing [K] = 0,93 - T [K] + 24,65
80 % Ethylenglykol - DMSO d6 eing. [K] . [K]

(BRUKER: T [K] = (4,218 — 3 [ppm]) / 0,009132)

4 % Methanol - Methanol d4 [176] Teing. [K] = 0,86 - Ttat. [K] + 44,50

Gradientenkalibrierung. Das PFG-NMR-Experiment wird in Abhangigkeit von der Starke des
Feldgradienten durchgefuihrt. Der Feldgradient wird dafiir am Spektrometer in % des maximal
verfiigbaren Feldgradienten eingestellt. Um die Rohdaten des Diffusionsexperimentes
auszuwerten, muss jedoch die Gradientenstarke in T/m bekannt sein. Daher wurde eine
Kalibrierung des Feldgradienten vorgenommen, die eine Zuordnung der Angabe des
Gradienten in % am Spektrometer mit der Gradientenstarke in T/m ermdglicht. Diese
Gradientenkalibrierung wurde mit Hilfe eines Phantoms durchgefiihrt. Eine Beschreibung der
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experimentellen Umsetzung findet sich in [177]. Das verwendete Phantom besteht aus einem
mit Wasser gefullten 5 mm NMR-R0Ohrchen, in dem sich ein Teflonplattchen mit einer
Ausdehnung 4z = (2,00 £ 0,03) mm in Richtung des Feldgradienten befindet. Von diesem
Phantom wird mit Hilfe einer bildgebenden NMR-Sequenz eine Abbildung erzeugt, bei der
die Signalintensitat S die H-Verteilung in der Probe widerspiegelt. In Abbildung 7.2 (a) ist
die Intensitit des *H-Signals im Langsschnitt durch das NMR-R6hrchen dargestellt. An der
Stelle des Teflonplattchens sinkt die Signalintensitat der Protonen ab, da Teflon (C2Fs)n keine
'H-Kerne enthilt. Die Breite dieser Senke 4w hangt von der Starke des Feldgradienten ab und
kann daher zur Kalibrierung des Gradienten

Aw

G =
y-AZ

z

(7.1)

genutzt werden [178], wobei y das gyromagnetische Verhaltnis der Protonen ist. Da die
Kanten der Senke nicht perfekt senkrecht abfallen, héngt die berechnete
Kalibrierungskonstante von der Stelle ab, an der die Breite der Senke 4w abgelesen wird. Fir
die in dieser Arbeit genutzte Kalibrierung wurde die Breite auf der halben Hohe abgelesen
und ausgewertet. Dies ergibt eine maximal verfligbare Gradientenstarke von
G," = (0,55 = 0,05) T/m. Zur Abschétzung des Fehlers wurde die Breite der Senke an der
oberen und an der unteren Kante der Senke ausgewertet. Aus den Abweichungen der daraus
berechneten Gradientenstarken vom oben angegebenen Wert G,"* ergibt sich der Fehler.

In dieser Arbeit wird fir die Auswertung aller Rohdaten die gleiche Gradienten- und
Temperaturkalibierung angewendet, dadurch sind die Daten untereinander vergleichbar. Es
sei jedoch darauf hingewiesen, dass bei einem Vergleich der absoluten Diffusions-
koeffizienten mit Literaturwerten die ausgefiihrten Unsicherheiten in der Temperatur- und
Gradientenkalibrierung bertcksichtigt werden missen.
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Abbildung 7.2 Kalibrierung des Feldgradienten G, mit Hilfe eines Teflonphantoms. In (a)
sind sowohl das Phantom als auch die dazugehdrige spektrale Abbildung dargestellt. Die
Gradientenstarke G; in T/m ist in Abhangigkeit von der Gradientenstarke in % (Breite der
Senke auf halber HOhe abgelesen) in (b) gezeigt. Die lineare Kurvenanpassung ist ebenfalls

aufgetragen. Der fid wurde mit 1988 Punkten aufgenommen und ohne eine Wichtungsfunktion
verarbeitet.

Konvektion. Aufgrund der Ausdehnung des verwendeten Probenréhrchens kann ein
Temperaturgradient tiber der Losung auftreten. Dieser verursacht zusétzlich zur ungerichteten
Selbstdiffusion der Molekile einen gerichteten Konvektionsstrom. Dieser beeinflusst die
gemessenen Daten und verhindert eine eindeutige Bestimmung des Diffusionskoeffizienten
der Selbstdiffusion. Der gemessene Diffusionskoeffizient D ist in diesem Fall eine Funktion
der verwendeten Diffusionszeit 4, die im PFG-NMR-Experiment verwendet wird. Auf Grund
dessen kann 0berpriift werden, ob Konvektionsstrome die gemessenen Daten beeinflussen.
Dafur wird der Diffusionskoeffizient in Abhdngigkeit von der Diffusionszeit gemessen.
Treten Konvektionsstrome auf, kann deren Einfluss zum Beispiel mit Hilfe spezieller NMR-
Pulssequenzen [65, 66, 179] oder durch eine Rotation des Probenréhrchens [180] minimiert
werden. Eine einfache Methode Konvektionsstrome zu verhindern ist die Verwendung eines
speziellen Rohrchendesigns [181]. Es wurde gezeigt, dass die Verkleinerung des
Probendurchmessers eine effektive Mdglichkeit darstellt, Konvektionseffekte zu verhindern
[65, 66, 182]. Fiur die Diffusionsmessungen in dieser Arbeit wurden daher NMR-Rd&hrchen
mit einem Durchmesser von 3 mm verwendet, die bis zu einer Hohe von 4 cm mit Probe
gefullt wurden. Alle Diffusionsexperimente wurden fur mindestens zwei Diffusionszeiten A
durchgefuhrt, wobei sich keine Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten von A gezeigt hat.
Ein Einfluss von Konvektionsstromen auf die Messung der Diffusionskoeffizienten kann
demnach ausgeschlossen werden.
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Abbildung 7.3 Einfluss des Spoilergradienten auf die Basislinie und die Linienform der
Signale einer Lysozym/Trehalosel6sung. Abbildung (b) zeigt eine vergroRerte Darstellung
eines Signalbereichs aus Spektrum (a).

Spoilergradient. Haufig wird bei der Verwendung der Stimulierten-Echo-Sequenz zur
Messung von Diffusionskonstanten ein Spoilergradient verwendet. Dieser erfolgt nach dem
zweiten (w/2)-Puls zu Beginn der Mischzeit (siehe Abbildung 3.3), um die in der (x-y)-Ebene
verbliebene Magnetisierung zu dephasieren. Bei der Anwendung von Spoilergradienten in den
Diffusionsexperimenten in dieser Arbeit traten Phasenfehler an den Dioxan- und
Saccharidsignalen auf und es kam zu einer Verschiebung der Basislinie. Beide Stérungen sind
in Abbildung 7.3 dargestellt. Diese Effekte mussen fur eine eindeutige Datenauswertung
minimiert oder besser noch vermieden werden. Dafir wurden Diffusionsexperimente in
Abhéngigkeit von der Starke des Spoilergradienten durchgefuhrt. Die Qualitat der Spektren
erweist sich in den Experimenten ohne einen Spoilergradienten und mit einer ausreichend
langen Diffusionszeit als deutlich besser als in den Spektren, die mit einem Spoilergradienten
aufgenommen wurden. Es ist weder ein Phasenfehler zu erkennen, noch ist eine
Basislinienkorrektur der Daten notwendig. Alle in dieser Arbeit gezeigten Daten wurden
daher ohne Spoilergradient aufgenommen.

7.1.2 FK-NMR-Experimente

Alle FK-NMR Messungen wurden an einem 400 MHz OXFORD-Magneten mit Hilfe eines
BRUKER AVANCE II-Spektrometers durchgefihrt. Fur die Messungen wurde ein 4mm-
MAS Tripel-Resonanzkopf verwendet, der ber einen zusétzlichen Luftstrom temperiert wird.
Eine Temperaturkalibrierung wurde mit Methanol und Bleinitrat durchgefuhrt [183, 184].

Die Wartezeit d1 zwischen zwei Experimenten betrug 2 - 3 s fir alle Experimente auRer das
T1,-Experiment. Fir dieses wurde eine Wartezeit von 5 - 6 s verwendet. Die Kontaktzeit flr
den Magnetisierungstibertrag wihrend des CP (*H - *N und H - *3C) betrug 0,5 - 1 ms. Die
Pulslingen fiir den (z/2)-Puls betrug 3, 4,5 und 7 ps jeweils fiir den *H-, **C- und **N-Kanal.
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Wahrend der Aufnahme des fid wurde die SPINAL64-Sequenz mit einer effektiven
Feldstarke von 80 kHz zur Entkopplung genutzt [119]. Fur die reine Csp-Probe wurden 1800
fur das Ti-Experiment, bzw. 500 Scans fir alle anderen Experimente. Fir die Csp/Trehalose-
mischung wurden alle Experimente mit 4800 Scans durchgefiihrt. Der fid wurde fur alle
Experimenten 20ms mit 1600 Datenpunkten aufgenommen. Im DIPSHIFT-Experiment wurde
die FSLG-Sequenz fiir die homonukleare Entkopplung verwendet [118]. Das effektive Feld
im Ti,-Experiment hatte eine Starke von 59,7 + 0,1 kHz und wurde in einem Winkel von
0 =22,8+0,5° eingestrahlt. Diese Parameter wurden vor und nach jedem T;,-Experiment
uberpruft.

7.2 Ubersicht tiber die Diederwinkel der glycosidischen Bindung der
Disaccharide in Losung

Die Diederwinkel @(H:-C1- O1-C*x) und ¥(C1- O1-C’x-H‘x) der glykosidischen Bindungen
des Saccharides Trehalose:

Diederwinkel @,¥ exp. Methode Referenz

-60°, -60° Polarimeter [185]

(-41 £5)°, (41 £5)°| NMR (NOE mit markierter Probe) [186]
-50°, -50° Simulation [186]

(-45 £ 5)°, (-45 £ 5)° NMR (selektiver NOE) [187]
-44°, -44° Simulation [188]
-42,2°, -42,2° NMR (NOE) [61]
-38°, -38° Simulation [61]
-50°, -50° Simulation [189]
-45°, -45° Simulation [189]

7.3 Gradientenform

Durch den Gradienten enstehen Wirbelstrome, die zusétzliche magnetische Felder
verursachen und so das Signal storen. Die Starke der Wirbelstrome hangt von der Starke und
dem Anstieg des Gradienten (dl/dt) ab. Um den Einfluss der Wirbelstrome zu minimieren
werden im Experiment sinusformige, bipolare Gradienten verwendet. Die Sinusform bietet
gegeniiber der Rechteckform den Vorteil, dass der Anstieg bzw. der Abfall (dI/dt) des
Gradienten reduziert ist. Die Gleichung (3.10) gilt flr rechteckige Gradienten, daher muf3 fur
die Gradientenstarke G; ein Korrekturfaktor eingefiihrt werden. Dieser wird berechnet indem
die Flache des rechteckigen Gradienten und die Flache des sinusférmigen Gradienten
zueinander ins Verhaltnis gesetzt werden (Abbildung 7.4).

104



A =1r

V4

A :]isin xdx =—cosx| =2 (7.2)
A_2
A _7r

Ein bipolarer Gradient bedeutet, dass ein Gradient ¢ durch zwei Gradienten mit unterschied-
lichen Vorzeichen der Lange /2 ersetzt wird, die durch einen (r)-Puls voneinander getrennt
sind. Die Wirbelstrome, die vom ersten Gradienten hervorgerufen werden, werden zu einem
grofRen Teil durch die Wirbelstrome des zweiten Gradienten kompensiert.

(@) (b) &

d /2
c) 1

0 m

Abbildung 7.4 Darstellung eines rechteckigen Gradienten (a) und dessen Umsetzung als
bipolarer sinusféormiger Gradient (b). Die Berechnung des Korrekturfaktors verdeutlicht die

Abbildung (c).
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7.4 Viskositatsmessung in Lésung

(@) (b)

3.0
18F o Kapillarviskosimeter o Kapillarviskosimeter
m Diffusionsexperiment = Diffusionsmessung %
25¢
o 16} % o f
@© @©
o o o0t %
E % E 54
c L4r = ;
=y % < 15+
8
1.2} + il
5o ) 10} )
Glucoseldsung Sacchroseldsung
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 1000
CGIucose In mM CSaccharose In mM

Abbildung 7.5 Viskositatsmessung mittels Kapillarviskosimeter und des Diffusionskoeffi-
zienten von Dioxan einer Glucose- und einer Saccharoselésung in Abhangigkeit von deren
Konzentration.
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7.5 Abhéangigkeit der spektralen Auflésung von der Ausbildung von
Selbstaggregaten in Lysozymldsungen

1.0x107°F
RS I
E -11
£ 8.0x107

£ } {

5 :

6.0x10™ | o clys=10m

" oo yg=13m §

CLys =10 mM CLys =10 MM

OLys =13 mM CLys = 1.3mM

3 2 1 o 1 3 2 1 0 1
chemische Verschiebung & in ppm

Abbildung 7.6 Vergleich der spektralen Auflésung von Lysozymlésungen mit cLys = 1,3 mM
und cLys =10 mM bei pHP =3,5 und 7. Bei pHP =7 findet in der 10 mM Lésung eine
Selbstaggregation der Lysozymmolekile statt. Dies ist auch in der spektralen Auflésung
deutlich zu erkennen.

7.6 Simulationsprogramm zur Berechnung der DIPSHIFT-Kurven

Das Simulationsprogramm berechnet den theoretischen Kurvenverlauf der DIPSHIFT -Kurve
fiir eine gegebene heteronukleare Kopplungskonstante Din-1sn/13c. Das Programm basiert auf
den Berechnungen der FIDs unter der Wechselwirkung der chemischen Verschiebung [113,
190] und der dipolaren Kopplung [48, 191]. Das vorliegende Programm wurde von
A. Achilles verfasst (FG FK-NMR, MLU Halle-Wittenberg). Die DIPSHIFT-Kurven, das
heiRt die Modulation der Signalintensitat in Abhé&ngigkeit von t1, werden fir NH- und NH>-
Gruppen wie folgt berechnet:

1) _ (cos @)

0 (7.3)

o,y
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NH:2:

I 1 .
TR R A L CRLY L LRI

Die eckigen Klammern beschreiben das Pulvermittel tber die Euler Winkel a, p und y. @ st
die Phase der Magnetisierung nach der Zeit t1. Diese berechnet sich nach der Gleichung

D= tj D (t)dt (7.5)

mit D;"*S(t) der zz-Komponente des dipolaren Tensors im Laborkoordinatensystem
(LKS).Wahrend fiir die NH-Gruppen die dipolare Kopplung zwischen einem ®N-Kern und
dem benachbarten *H-Kern betrachtet wird, muss fiir die NH2-Gruppen die Kopplung des *°N-
Kernes zu den zwei benachbarten *H-Kernen beriicksichtigt werden. Die Gleichungen, die
hier fur N-'H Kopplungen vorgestellt werden, konnen genauso fiir 3C-'H Kopplungen
verwendet werden. Fir die Berechnung wird zuerst der Tensor der dipolaren Kopplung im
Hauptachsensystem (PAS)

_1 O O
2

D™ —d,.| 0 -% ol (7.6)
0 0 1

wobei dnn die dipolare Kopplungskonstante ist. Das Hauptachsensystem ist ein Koordinaten-
system mit dem der Tensor der dipolaren Kopplung im Bezug auf den Kern beschrieben wird.
Um Dz*S(t) im Laborkoordinatensystem zu bestimmen, muss der Tensor aus dem
Hauptachsensystem in das Laborkoordinatensystem Gberfiihrt werden. Hierfur sind mehrere
Transformationen notwendig, vom Hauptachsensystem (PAS) — statisches Rotorsystem
(SRS) — rotierendes Koordinatensystem (RKS) — Laborkoordinatensystem (LKS), die im
Folgenden naher erlautert werden. In Abbildung 7.7 ist die Definition des
Hauptachsensystems sowie des rotierenden Koordinatensystem verdeutlicht.
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PAS %

PAS

Abbildung 7.7 Abbildung des Hauptachsensystems (PAS) mit Tensor. Definition des
rotierenden Koordinatensystems (RKS) zum &uflleren statischen Magnetfeld Bo und dem
Rotor.

Zuerst wird der Tensor der dipolaren Kopplung vom PAS Koordinatensystem in eine
Koordinatensystem, das fest mit dem Rotor (statisches Rotorsystem SRS) verbunden ist,
Uberfiihrt. Das hei3t, am Beispiel der NH-Gruppe, dass die N-H Achse in Richtung des
magischen Winkels gerichtet wird, wobei fiir den Fall der NH-Gruppe, die Rotation um den
Winkel a nicht ausgefuhrt werden braucht, da der Tensor achsialsymmetrisch ist.

D¥® =R ()R (AR (2)D™*R, (@)R, (B)R, (») (7.7)
AnschlieBend erfolgt eine Transformation in das rotierende Koordinatensystem (RKS),

wodurch die Rotation der Probe im Experiment im Magischen Winkel mit wmas beriick-
sichtigt wird.

D™ = Rz_l (Dyast) D¢ R, (@yast) (7.8)

Zum Schluss wird D durch eine Rotation um den magischen Winkel Bm
LKS -1 RKS
D™ =R/ (8,)D™"R,(5,) (7.9)

berechnet. Fir die Berechnung der NH»-Gruppe wird das PAS so gewahlt, dass die z-Achse
des Koordinatensystems entlang der Halbierenden des H-N-H Winkels zeigt. In diesem Fall
muss in einer ersten Transformation die z-Achse des Koordinatensystems entlang eines der
beiden N-H Vektoren gerichtet werden PAS — PAS+

D™ = R;/l(iﬂNH)DPAS Ry (iﬂNH) : (7.10)
Der halbe Offnungswinkel £ N-H-N wird mit P bezeichnet wobei + jeweils fir den Ersten
und den Zweiten N-H Vektor steht. Der dipolare Tensor im DPAS ist nicht langer achsial

symmetrisch, daher muss bei der Transformation von D5t — DSKS die Rotation um den
Euler Winkel a beriicksichtigt werden. Nach den genannten Umformungen ergibt sich die zz-
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Komponente des dipolaren Tensors im Laborkoordinatensystem D,;“S(t) fir die NH- und
NH-Gruppe wie folgt:

NH-Gruppe:
DS (t) =d,, [—%(cosz ,B—l)cos(Za)MAst +2y)—~2sin /3OS f3COS (st +7)} (7.11)

NH>-Gruppe:

2

DS (1) =d [%cos 2a -(cos2 ﬂ+1)i?003asin ,Bcos,B]cos(Za)MAst +27)+

77+

—%coswsin ﬂcosﬂ$—25in asin ﬂjsin(Za)MASt+2y)+

3
2

?cos 20C0s Ssin ,BTr%cosacos Zﬁ]cos(coMASt +y)+

22

. . 2 . .
~—3cosasinasin ,Bi§S|n acosﬂ}sm(a)MASter)

(7.12)

Um die Signalintensitat des Experimentes als Funktion der Zeit t; fir eine gegebene dipolare
Kopplungskonstante dnn zu erhalten, werden die Gleichungen (7.11) und (7.12) in Gleichung
(7.5) eingesetzt und das Pulvermittel berechnet.

7.7 Wiedereinkopplung der CSA im CODEX-Experiment

Die Wiedereinkopplung der CSA geschieht wéhrend des De- und Rephasierungsblockes
durch eine rotorsynchronisierte Abfolge von (z)-Pulsen. Dies wird im Folgenden né&her
erlautert. Die Phase der Magnetisierung der Kerne unter MAS &ndert sich periodisch mit der
Rotationsfrequenz und ist sowohl von den diagonal als auch den nicht-diagonal Elementen
des Tensors der chemischen Verschiebung abhéngig [47]. Dabei &ndert sich die Phase w(t) im
zweiten Teil der Rotationsperiode genau entgegengesetzt zur ersten Halfte

p(t)= [ o(t)dt'=0

w(t) =TTza)(t Yt '+ Tj w(t)dt'=0 (7.13)
TF]/Z w(t)dt' = — Tj w(t)dt"
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In der Abbildung 7.8 (a) ist schematisch das Verhalten der Phase der Magnetisierung
dargestellt. Der rote Pfeil beschreibt die Phase, die die Magnetisierung im ersten Teil der
Rotorperiode Uberstreicht, der blaue Pfeil verdeutlicht den WVerlauf der Phase der
Magnetisierung im zweiten Teil der Rotorperiode. Der Verlauf der Phase der Magnetisierung
wéhrend der halben Rotorperiode ist keineswegs linear wie hier dargestellt, dies dient
lediglich der anschaulichen Verdeutlichung des Effektes. Am Ende einer Rotorperiode
befindet sich die Phase der Magnetisierung wieder auf der x-Achse mit einem kleinen
Intensitatsverlust durch T,-Relaxation. Dieses Verhalten ist auch der Grund fur
Rotationsechos im Spektrum. ¢ beschreibt die Phase, die die Magnetisierung innerhalb einer
halben Rotorperiode Uberstreicht

Tg/2

o(t) = j w(t)dt' . (7.14)

0

Durch einen (w)-Puls nach einer halben Rotorperiode, wird die Phase der Magnetisierung um
180° geklappt und entwickelt sich im Anschluss genauso weiter wie ohne Stérung. In diesem
Fall hat die Phase der Magnetisierung nach einer Rotorperiode den Winkel 2¢ iiberstrichen
anstatt sich wieder auf der x-Achse zu befinden. Der Einfluss des ()-Pulses ist in Abbildung
7.8 (b) dargestellt. Durch eine Abfolge von (m)-Pulsen, die jede halbe Rotorperiode erfolgen,
kann der Winkel der Magnetisierung ¢(NTr)

d(NT,) =—2¢N, (7.15)

innerhalb einer Anzahl N von Rotorperioden Tr beliebig vergroRert werden. Lasst man einen
(m)-Puls in der Mitte dieser Abfolge weg, so verkleinert sich die aufakkumulierte Phase durch
die darauffolgenden (m)-Puls wieder. Ist die Anzahl an Pulsen vor und nach dem ausge-
lassenen Puls gleich, so ist am Ende der Pulsabfolge der Winkel der Magnetisierung ¢(NTRr)
wieder Null

N N

Dieses Prinzip wird beim CODEX-Experiment ausgenutzt. In der Liicke zwischen dem
aufakkumulieren der Phase (Dephasierung) und dem verringern der Phase (Rephasierung),
wird eine Komponente der Magnetisierung in z-Richtung gespeichert. Es folgt die Mischzeit
wahrend der molekulare Bewegungen stattfinden kdnnen. Hat sich die chemische Umgebung
der Kerne in dieser Zeit nicht gedndert, so ist der Winkel der Magnetisierung am Ende der
Rephasierungsphase wieder Null. Hat jedoch eine molekulare Bewegung stattgefunden, die
die chemische Umgebung des Kerns andert, andert sich auch der Tensor der anisotropen
chemischen Verschiebung des Kerns. Die Phase der Magnetisierung verhélt sich daher nach
der Mischzeit anders als davor und die Phase der Magnetisierung am Ende des
Rephasierungsblocks ist nicht Null. Dies zeigt sich im Spektrum durch eine verringerte
Intensitét.
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Abbildung 7.8 (a)Entwicklung der Phase ¢ der Magnetisierung wdihrend einer Rotorperiode
ohne (m)-Puls und (b) mit einem (x)-Puls in der Halfte der Rotorperiode Tr. Dargestellt sind
jeweils die Pulssequenz und die Phase ¢ der Magnetisierung.
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7.8 Csp CODEX-Daten
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Abbildung 7.9 CODEX-Daten fur lyophylisiertes Csp in Abh&angigkeit vom Wassergehalt der
Probe fur T =10 °C und 25 °C. Der Vergleich des Kurvenverlaufs bei einem Wassergehalt in
Abhéangigkeit von der Temperaturen zeigt, dass der Abfall der Daten durch Spindiffusion
verursacht wird und nicht durch molekulare Bewegungen.

7.9 DIPSHIFT-Daten fur T =25 °C
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Abbildung 7.10 (a) DIPSHIFT-Daten der NH-Gruppen fur Csp in Abhangigkeit vom
Wassergehalt. (b) Vergleich der NH-Gruppen der Csp-Probe mit 6 Gew.% Wasser und der
Csp/Trehalosemischung mit 4,2 Gew.% Wasser. Alle Daten wurden bei T = 25 °C gemessen.
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