Diskussion der Ergebnisse

Die erzielten MeBergebnisse dieser Arbeit sollen dazu dienen, einen Einblick in die Prozesse
der Proteinaggregation und somit eine Unterstiitzung fiir die qualitative und quantitative
Vorhersage von Kristallisationsbedingungen bei der Herstellung von Proteinkristallen aus
Losungen zu geben. In technischer Hinsicht wurden zur Meflwerterfassung Eigenbauten
verwendet, die die mogliche Verwendung bei der Automatisierung der Proteinkristallisa-

tion ausloten sollen.

Dazu gehoren die Klein-Goniometer-Apparatur, mit der Messungen zum Anfangssta-
dium einer aggregierenden Proteinlosung unter dem Einflu verschiedener zugesetzter
Elektrolyte durchgefiihrt wurden. Mit der Hiangender—Tropfen-Apparatur wurden Unter-
suchungen zu Proteinaggregationsprozessen gemacht, die unter giinstigen wie ungiinstigen

Kristallisationsbedingungen in einem 10u! Tropfen ablaufen.

Mittels der vorgenannten Aufbauten wurden Untersuchungen zur Startphase der Aggre-
gation und zu Aggregationskinetiken prisentiert. Mit der Laser-Doppler-Elektrophorese-
Apparatur wurden Messungen zur elektrophoretischen Beweglichkeit vorgestellt, die die
Berechnung des Zetapotentials zur Beschreibung des gesamten Phaseniiberganges ermog-

lichen.

Grundsétzlich ist das System Lysozym in 0,1M Na-Acetat Puffer bei einem pH-Wert von
4,26 als Studienobjekt verwendet worden. Dieses System ist u.a. in dieser Arbeitsgruppe
beziiglich der dynamischen Lichtstreuung bereits ausfiihrlich untersucht worden. Weiter-
hin wurden auch das Protein Concanavalin A und diverse Latexpartikel zur Mefldaten-

analyse herangezogen.
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Das Neue an dieser Arbeit ist die Reduzierung des MeBaufwandes ohne Einschréinkung der
Reproduzierbarkeit, die Verringerung der Probenmengen durch sehr kleine Volumina bis
in den Tropfenbereich von nur 10u/ und die Ermittlung von elektrophoretischen Mefidaten,

wie des sogenannten Zetapotentials (.

Zunichst ist insgesamt festzustellen, dafl die dynamische wie auch die elektrophoretische
Lichtstreuung ein geeignetes Mittel darstellen, den Arbeitsaufwand beziiglich der Pro-
teinkristallisation erheblich zu verringern. Die Grundanwendung der dynamischen Licht-
streuung bestétigt sich in der schnellen Messung einer Proteinlosung hinsichtlich ihrer
Homogenitit, d.h. eine ziigige Aussage iiber die Modalitdt und die Dispersitit machen zu
konnen. Auch die elektrophoretische Lichtstreuung ist geeignet, schnell Aufschluf} iiber

die Stabilitéit einer Probe zu geben.

Mit Hilfe von Theorien lassen sich zu Beginn eines aggregierenden Systems wie auch
wihrend der Aggregation (z.B. im Verlaufe eines Tages) Voraussagen iiber das Endresultat
einer Proteinlosung machen. Bei diesen Mefiverfahren sind eine grofie Sorgfalt hinsichtlich
der Sauberkeit, eine genaue Durchfiihrung und ein korrektes Beachten der Umgebungsbe-

dingungen Voraussetzung fiir reproduzierbare Ergebnisse.

Liegen dariiber hinaus instabile Systeme vor, die einen irreversiblen Prozess in Richtung
eines neuen Gleichgewichtszustandes durchlaufen, wie die in dieser Arbeit im wesentlichen

untersuchten, so werden die Anforderungen an den Experimentator grofier.

Mit der Klein-Goniometer-Apparatur wurden die Monomer-Monomer-Wechselwirkungen
des Lysozyms zu Beginn der Aggregation durch die Einwirkung verschiedener Salze studiert.
Insbesondere beziehen sich diese Messungen auf das Standardsystem Lysozym plus NaCl
im 0,1M Na-Acetat Puffer (pH 4,26) durch die systematische Variation der Salz- sowie der
Lysozymkonzentration. Diese Elektrolyte folgten beziiglich ihrer Anionen der Hofmeister-
Serie:

SCN~ > NO3 > Cl” > SO; > Citrat®".

Die Effektivitidt der Anionen auf die Proteinaggregation steigt von links nach rechts. Es
ergibt sich fiir das aggregierende Lysozym-Monomer die umgekehrte Reihenfolge der Hof-

meister-Serie, wobei in allen Fillen das Kation Na™ ist.

Da zu Beginn einer Proteinkristallisation die Monomer-Monomer-Wechselwirkungen den
weiteren Verlauf der Aggregation bestimmen, werden mit Hilfe der DLVO-Theorie Aus-

sagen iiber das Wechselwirkungspotential gemacht. Die qualitativen Ergebnisse stimmen
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gut mit den Ubergangsbereichen des Aggregationsverhaltens beziiglich der verwendeten

Salze iiberein.

Das Gesamtwechselwirkungspotential W (r) ist durch die anziehenden und abstoflenden
Krifte der Monomere bestimmt. Als Ergebnis kommt die reziproke Hofmeister-Serie der
Salzanionen heraus, die aufgrund ihrer Hydratisierbarkeit, ihrer Gréfle und ihrer Wer-
tigkeit das Aggregationsverhalten des Proteins beinflussen. Aus der Mefireihe fiir das
Lysozym 148t sich eine Hamaker-Konstante von Ag = 7,9+ 0,12 kgT und ein Bereich
des Sternpotentials Wg zwischen 16mV und 43mV angeben. Dadurch ergibt sich fiir die
theoretisch ermittelte Ladungszahl Z, ein Bereich von +5,4 bis +14,3 fiir das Protein
Lysozym.

Dies bedeutet, dafl aufgrund der verwendeten Salze das eigentliche Oberflichenpotential
Wy innerhalb dieses Puffersystems soweit reduziert ist, dafl in Abhéingigkeit des Elektrolyts
die Aggregation bei einer bestimmten Salzmolaritdt beginnt. D.h. die Elektrolyte verén-
dern das Wechselwirkungspotential des Lysozym-Monomers so, dafl die aggregationsver-

hindernde Energiebarriere unterschiedlich ausgeprigt ist.

Eine eindeutig positive Korrelation zwischen Salzart und -konzentration mit den Endresul-
taten (Kristall, Prazipitat) der verschiedenen iiberséttigten Lysozymlosungen bleibt jedoch
aus, da sich die eingestellten Endresultate mit den gemessenen Daten zumindest fiir die
Elektrolyte NaCitrat und NagSOy unterscheiden. Eine Feststellung ist aber, dafl eine
grundsétzliche Neigung zur erfolgreichen Kristallbildung des Lysozyms im Bereich der

Umgebungsbedingungen des Puffersystems vorliegt.

Denn in dieser Arbeit wurde im Rahmen der Hofmeister-Serie festgestellt, dafl das NaC'i—
trat am schwichsten, d.h. erst bei htheren Salzkonzentrationen, die Aggregation fordert.
Weiterhin wird in der Literatur des ofteren das Na2SOy als eher trigeres Elektrolyt er-
wihnt, d.h. bei diesem Salz stellt sich die Aggregation erst bei hoheren Konzentratio-
nen im Gegensatz zum NaCitrat ein. Im Vergleich mit den Endresultaten wiirde das
dem Kristallisationsverhalten des Lysozyms eher entsprechen. Denn beim NaSCN und
Na2S504 lagen keine Kristalle vor, dagegen war eindeutig seeigel- bzw. gelartiger Ausfall
zu erkennen. Beim NaNQOs wurde nur ein Kristall und beim NaC'itrat eher viele kleine

festgestellt.

Die SchluB3folgerung ist, daf§ das zugesetzte Salz die Pufferbedingungen nicht wesentlich

veréndern sollte, um erfolgreiche Kristallisationsbedingungen erzielen zu kénnen. Der



5. DISKUSSION DER ERGEBNISSE 117

Grund liegt darin, dafl der metastabile Bereich der Proteinlosung bei dem NaCl so grof3
ist, daf3 sich der Phaseniibergang ab einer bestimmten Salzkonzentation nicht schlagartig
einstellt. D.h. dafl die Aggregation der Proteine geniigend langsam ablaufen kann, sodafl
der Phaseniibergang erfolgreich im Sinne einer giinstigen Kristallproduktion stattfindet.
Niitzliche Hinweise fiir eine erfolgreiche Kristallisation liefern die Kinetikmessungen, auf

die weiter unten eingegangen wird.

In dem oben genannten dynamischen Lichtstreumefiverfahren (DLS) wurde u.a. das Aggre-
gationsverhalten des Lysozyms mit dem Elektrolyt NaCl gelost im 0,1M Na-Acetat Puffer
mit pH 4,26 untersucht. In diesem Fall ergab sich ein Sternpotential von Wg = 25, TmV
und eine Ladungszahl von Z, = 8,6. Eine andere Herangehensweise ist das Messen des
Zetapotentials ¢, um in erster Nidherung Werte fiir das Sternpotential ¥y und damit fiir

die Oberflichenladung ) zu bekommen.

Dazu diente der Aufbau der Laser-Doppler-Elektrophorese (ELS), die auf das obige Stan-
dardsystem angewendet wurde. Die Lysozymmessungen ohne Elektrolytzusatz ergaben
ein mittleres Zetapotential von ( = 17mV. Die Berechnung der Ladung () fiihrte zu einem

mittleren Wert der Ladungszahl von Z, =5, 7.

Das obige Zetapotential ergibt eine relative Abweichung von 19% zu dem theoretisch zu
erwartenden Wert von 21mV, der sich in erster Ndherung fiir Losungen mit dem verwen-
deten Puffer von 0,1M Na-Acetat einstellt. Das gemessene Zetapotential entspricht in sehr
guter Niherung nur dann dem Sternpotential W, wenn es im Falle einer Losung mit sehr
geringem Elektrolytgehalt (1076M/) gemessen werden kann, d.h. mit grofier Ausdehnung

der diffusen Schicht und einem daher geringen Potentialunterschied zwischen W und (.

Obwohl ein diinner Rest der diffusen Schicht wihrend einer elektrophoretischen Messung
am Protein verbleibt und das gemessene Zetapotential somit geringfiigig kleiner als das
Sternpotential ist, wird in der Praxis der gemessene Zetapotentialwert ¢ mit dem Sternpo-
tential Uy und letztlich mit dem eigentlich interessanten Oberflichenpotential Wy gleich-

gesetzt.

Der verbleibende diinne Rest der diffusen Schicht ist auch dafiir verantwortlich, dafl
mit zunehmendem Elektrolytgehalt geringere Zetapotentiale gemessen werden. Der Po-
tentialunterschied zwischen ¥y und ¢ nimmt mit zunehmender Elektrolytkonzentration
zu. Wire jeweils die komplette diffuse Schicht abgestreift, so liefe sich unabhéingig von

der Salzkonzentration ein identisches Zetapotential messen, das dann dem Sternpotential
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entsprechen wiirde. Daher resultiert auch die grofle Abweichung zwischen den ermittelten
Werten fiir die Ladungszahl des Lysozyms mittels der beiden obengenannten Mef3verfahren
(DLS und ELS).

Das Hauptinteresse gilt dem Aggregationsverhalten des Lysozyms in Abhéngigkeit vom
Oberflichenpotential Wy, d.h. der Nettoladung @) des Lysozym-Monomers, in Relation
zur lonenstérke I des Losungsmittels. Dazu wurde das Lysozym in einer Matrix mit den
Konzentrationen 20, 30,40 und 50mg/ml mit den NaCl-Konzentrationen zwischen 0, 3 und
1,1M in 0, 1M Schritten mittels des elektrophoretischen Meflverfahrens unmittelbar nach

der Probenpriparation und nach drei Tagen untersucht.

Die Messungen des Zetapotentials beziiglich der Anfangsstabilitdt in Abhéngigkeit der
NaCl-Molaritdt, Abb.(4.26), ergaben mit wachsender Salzkonzentration einen Bereich
von 15mV abfallend bis auf 4,3mV. Bei einem hohen Salzanteil von 0,9M stieg das
Zetapotential wieder durch die Zunahme der Clusterbildung des Lysozyms an, die aufgrund

der niedrigen elektrostatischen Abstoflung geférdert wird.

Das Lysozymsystem (Monomere plus Cluster) durchlief im Mittel ein Minimum bei 0, 9M
NaCl-Konzentration und strebte bei htheren Salzkonzentrationen ein grofleres Zetapo-
tential an, um den neuen Gesamtzustand zu stabilisieren. Nach drei Tagen stiegen die
(-Werte, Abb.(4.27), auf Werte zwischen 16mV und 24mV, wobei sich ein Maximum im
Bereich der Lysozymkonzentrationen von 30 bis 40mg/ml und 0,8 M NaCl-Konzentration

einstellte.

Zusammenfassend ist festzustellen, dafl die gemessenen Zetapotentiale mit der Tendenz des
Lysozyms zur Aggregatbildung und der Tendenz zur Erreichung eines stabileren Endzu-
standes gut korreliert werden kénnen. Denn es ergab sich bis zu einer Lysozymkonzen-
tration von 30mg/ml mit einer NaCl-Molaritiit von 0,6M keine Anderung des makrosko-
pischen Zustandes, d.h. es lag stets eine stabile Suspension vor. Daneben wurden im
Be-reich 35mg/ml bei 0,8M NaCl die Existenz einiger grofierer Kristalle festgestellt und
ab 40mg/ml bei 1,0M NaCl lag ein weif-flockiges Prizipitat vor.

Um einen Einblick in das dynamische Aggregationsverhalten, d.h. Beobachtung der Kine-
tik, beziiglich des Zetapotentials zu bekommen, wurden ebenfalls elektrophoretische Mes-
sungen durchgefiihrt, Abb.(4.24). Jedoch war der Materialaufwand sehr hoch, so dafl

Ergebnisse nur fiir eine feste Salzkonzentration von 0,7M NaCl erhalten wurden.

In diesem Bereich stellten sich Zetapotentiale zwischen 7mV und 3,7mV ein. Im Ver-



5. DISKUSSION DER ERGEBNISSE 119

lauf des Beobachtungszeitraumes von einer Stunde zeigte das Lysozym in Abhingigkeit
der Proteinkonzentration eine unterschiedliche Tendenz, das Zetapotential zu senken. Je
hoher die Proteinkonzentration war, desto schneller stellte sich eine Verringerung des Ze-
tapotentials ein. Dies fiihrte sogar dazu, dafl sich ab Beginn der Messungen ein von annéh-
ernd Null anwachsendes Potential ergab, welches durch die schon vorhandenen Aggregate
(Cluster) beeinflut wurde.

Ein weiterer Aufbau sollte die bereits an diesem Institut gewonnenen Erkenntnisse in
der Hingender-Tropfen-Apparatur nochmals bestdtigen. Dies gelang auch mit kleinen
Abweichungen, die in der unterschiedlichen Probenmenge und -umgebung zu finden sind.
Untersucht wurde das Standardsystem Lysozym mit NaCl im 0,1M Na-Acetet Puffer (pH
4,26) sowie das Protein Concanavalin A mit NaCl im 50mM Phosphat Puffer (pH 7,0).

Prinzipiell ist festzustellen, dafi die dynamische Lichtstreuung auch an sehr kleinen Volu-
mina (10ul) durchfiihrbar ist, jedoch auch eine erhebliche subtile Angelegenheit darstellt.
Es wurden Proteinlosungen unter giinstigen wie ungiinstigen Kristallisationsbedingungen
untersucht und die Ergebnisse mit den Endresultaten, d.h. dem Vorliegen von Kristallen

bzw. von amorphem Prézipitat, verglichen.

Es lassen sich wie in herkémmlichen Lichtstreumessungen unter positiven Kristallisations-
bedingungen RLCA- sowie DLCA-Regime identifizieren. Hier liegen kleine Abweichungen
in den fraktalen Strukturen vor, die ein Hinweis fiir die Abhéngigkeit der Aggregation von
den Umgebungsbedingungen sind. Z.B. der Unterschied eines geschlossenen Systems in
einer Kiivette zu dem eines offenen wie beim Tropfen, bei dem sich die Salzkonzentration

zusitzlich durch Verdampfung in Relation zum Reservoir verédndert.

Bei Veréinderung der obigen Mischungen war ein deutlicher Unterschied bei den Tropfen-
messungen hinsichtlich ihrer Kristallisationsneigung feststellbar. Dazu wurde im Falle
der Lysozymmessungen das Elektrolyt (VHy)2S04 und im Falle des Concanavalin A der

Na-Acetet Puffer verwendet.

Die Verlidufe der Kinetiken waren im Falle eines amorphen Prézipitats durch eine grofiere
Schwankungsbreite charakterisiert (Lysozym) und durch ein sehr viel schnelleres Anwach-
sen der Cluster auf iiber 1um innerhalb einiger Stunden. Waren die Suspensionen auch
nach etlichen Tagen stabil (Concanavalin A), so manifestierte sich die Aggregationsbildung

durch eine Clustergréfie von nicht mehr als 200nm.

Obwohl eine grunsitzliche Ubereinstimmung der gemessenen Daten mit den Endzustéinden
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der Proteine in Form von Kristallen oder amorphen Prézipitats bestétigt ist, bleibt eine
vollstindige Beschreibung des Proteinaggregationsprozesses weiterhin aus. Diese Arbeit
konnte allerdings einige Punkte zum néheren Verstindnis der Aggregation von Lysozym
unter Féllungsbedingungen beitragen, die Voraussetzung fiir eine spétere Kristallisation

sind.

Die entwickelten Methoden bieten auflerdem die Moglichkeit, aus der Beobachtung der Ag-
gregationsphase Parameter zu bestimmen, die Aufschluf} iiber den Erfolg des Experiments
geben konnen. In dieser Weise kann der Weg zur Ermittlung der optimalen Bedingungen

fiir die Kristallisation eines Proteins erheblich verkiirzt werden.



