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Einleitung

1 Einleitung

Proteine sind die Funktionstriger des Lebens. Thre diesbeziiglichen Eigenschaften werden
nicht zuletzt bestimmt bzw. gesteuert von Protein-Protein-Assoziationen, sei es innerhalb
einer Spezies, sei es zwischen verschiedenen Proteinen. Eine unverzichtbare Methode, der-
artige Assoziationen zu untersuchen, ist die analytische Ultrazentrifugation, deren Mdglich-

keiten aufgrund neuer Entwicklungen bei der Datenanalyse bestéindig zunehmen.

Ultrazentrifugenuntersuchungen von Proteinen sind allerdings nur im Falle wasserloslicher
Proteine direkt moglich. Ein groBer, biochemisch sehr wesentlicher Teil der Proteine ist aber
in biologische Membranen eingebettet. Um derartige Proteine, ,,integrale Membranproteine®,
in walrige Losung zu bringen und somit die wesentliche Voraussetzung fiir analytische Ultra-
zentrifugation zu erfiillen, ist es noétig, die natiirliche Umgebung des membranstindigen
Proteinteils zu ersetzen. Der Ersatz mul} einerseits diese natiirliche Umgebung simulieren,
andererseits die Einbeziehung des Proteins in das wélrige Milieu vermitteln. Diese Doppel-
funktion wird geeigneten amphiphilen Molekiilen, in der Regel nichtionischen Detergenzien,

iibertragen.

Der Einsatz von Detergenzien erdffnet damit die Moglichkeit, integrale Membranproteine
ebenso wie wasserlosliche Proteine in der Ultrazentrifuge zu studieren, allerdings um den
Preis mindestens einer zusdtzlichen unbekannten Grofle: der Menge des an das Membran-
protein gebundenen Detergens’. Um von der Kenntnis dieser Grofle unabhingig zu sein, gibt
es seit geraumer Zeit die Technik der ,,Dichtekompensation®, der Angleichung von Losungs-
mitteldichte und Detergensdichte, wodurch das Detergens im Zentrifugalfeld ,,unsichtbar*
wird. Die bis dato gegebenen Mdglichkeiten dieser Technik sind allerdings begrenzt, es

werden nur Detergenzien mit Dichten nahe der Dichte von Wasser erfaf3t.



Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich in einem ersten Teil mit der Erweiterung der Moglich-
keiten der Dichtekompensation: Es werden neue Dichtekompensationsverfahren etabliert. Im
zweiten und dritten Teil dieser Arbeit werden unter Zuhilfenahme der neuen Dichtekompen-
sationsverfahren biochemisch/ medizinisch sehr bedeutsame Membranproteine, der Cyto-
chrom bc-Komplex und das Bande 3-Protein, untersucht. Im Falle des bc;-Komplexes, eines
Enzyms der Atmungskette — beteiligt an der Umwandlung von Energie aus Redox-Prozessen
in eine elektrochemische Potentialdifferenz —, wird das Selbstassoziationsverhalten des
Proteins analysiert, um die These von der funktionellen Notwendigkeit eines dimeren
Zustands zu priifen. Im Falle der Bande 3, eines Multifunktionsproteins aus der Erythrozyten-
membran — verantwortlich fiir den Anionenaustausch, mitverantwortlich fiir die mechanischen
Eigenschaften der Blutzelle —, soll nicht nur die fiir die verschiedenen Funktionen bedeutsame
Art der Selbstassoziation gekldart werden. Es wird auch nach dem Grund fiir die

diesbeziigliche Uneinigkeit in der Literatur gefragt.
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2 Die Untersuchungsobjekte

2.1 Membranproteine: Bestandteile biologischer Membranen

Biologische Membranen sind proteinhaltige Lipiddoppelschichten. Sie definieren — als Plas-
mamembranen oder interne Membranen eukaryontischer Zellen — Zellen oder Zellorganellen,
indem sie biologische Funktionseinheiten voneinander abgrenzen. Sie sind der Ort diverser
biochemischer Vorgénge, wobei flir die verschiedenen Funktionen im wesentlichen die

Proteine verantwortlich zeichnen. [46] [134] [157] '

Alle biologischen Membranen weisen das gleiche Strukturprinzip auf: Als Grundbausteine
fungieren Lipide wie Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin und Sphingomyelin, am-
phiphile Molekiile (polare Molekiile mit einer hydrophilen und einer lipophilen/ hydrophoben
Doméne), die sich in wélrigem Milieu zur in sich geschlossen Doppelschicht (Doppelschicht:
»Bilayer) formen. Bei entsprechender Zusammensetzung und Temperatur verhalten sich
derartige Lipiddoppelschichten wie zweidimensionale Fliissigkeiten, sie dienen als ,,Losungs-

mittel fiir Proteine (integrale Membranproteine) [128].

Neben den integralen Membranproteinen, die mit Bereichen mit hydrophober Oberfldche in
die Lipiddoppelschicht eintauchen bzw. sie durchdringen (Transmembranproteine), gibt es
Proteine, die an den Membranoberflichen oder an integralen Membranproteinen gebunden
sind (periphere Membranproteine) [128]. Insgesamt bestehen biologische Membranen etwa
zur Hilfte aus Protein (in der inneren Mitochondrienmembran betrdgt der Proteinanteil sogar
ca. 75%). Die diversen Membranproteine fungieren als Rezeptoren, sind katalytisch wirksam,
sorgen als aktive oder passive Transportsysteme fiir einen geregelten Material- und Informati-
onsflul durch die Membran, stabilisieren selbige, dienen als Identitédts- oder Adhdsionsmole-
kiile u.a.m. Dies begriindet ihre Bedeutung z.B. in der Medizin: Mehr als zwei Drittel aller

heute zugelassenen Medikamente wirken an Membranproteinen.

! Literaturangaben am Ende eines Absatzes nach dem Punkt beziehen sich auf den gesamten Absatz.
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2.2 Der bci-Komplex: Ein Enzym der Atmungskette

2.2.1 Die Atmungskette

Tiere sowie die meisten Pilze und Bakterien gewinnen ihre Energie aus dem schrittweisen und
sehr genau gesteuerten ,,Verbrennen* von Nahrung (Kohlenhydrate, Fette): Sie wird in der
Glykolyse und im Zitronensdurezyklus aufgeschlossen, wobei biologisch gebundener Wasser-
stoff, hauptsdchlich in Form von NADH, gebildet wird. Diese Reduktionsdquivalente werden
in der sogenannten Atmungskette, dem letzten Schritt im abbauenden Stoffwechsel
(Katabolismus), der bei Eukaryonten in der inneren Mitochondrienmembran, bei Bakterien in
der Plasmamembran lokalisiert ist, von Sauerstoff oxydiert (wodurch Wasser entsteht). Die
Energie dieser Reaktion wird gespeichert in Form eines elektrochemischen Membran-
potentials, das darauf beruht, daf diesseits und jenseits der Membran sowohl Ladungstrager
als auch chemische Bestandteile ungleich verteilt sind. Das Membranpotential treibt eine
Reihe von Zellvorgingen, z.B. die Geilelbewegung in Bakterien, den Transport von Substan-
zen iber eine Membran sowie die Synthese von ATP, der universellen Energie-,,Wéhrung*

der Zelle, durch die ATP-Synthase. [134] [157]

Die Atmungskette ist der energetisch ertragreichste Schritt im gesamten Katabolismus. Die
Energie der ,,Knallgasreaktion* wird dabei in kontrollierten Teilschritten frei: Die Elektronen
werden kaskadenartig iiber vier membrangebundene Enzyme (Komplex I-1V) und die Hilfs-
substrate Coenzym Q (Ubichinon) und Cytochrom ¢ zum Sauerstoff geleitet. Die abschlieBen-
de Reaktion mit Sauerstoff ist irreversibel, womit ein stetiger Flul durch das Gesamtsystem
gewihrleistet ist. Die Einzelschritte sehen folgendermalBlen aus: Die NADH-Ubichinon-Re-
duktase, der Komplex I der Atmungskette, vermittelt die Oxidation von NADH durch Co-
enzym Q (dies ist ein aufgrund einer Isoprenseitenkette sehr lipophiles Molekiil mit groBem
Diffusionskoeffizienten in der Membran, in der es — verglichen mit anderen Bestandteilen der
Atmungskette — in etwa 10-15-fachem UberschuB vorhanden ist) und nutzt die dabei
freiwerdende Energie zum gerichteten Verlagern von Protonen iiber die Membran, wirkt also
als ,,Protonenpumpe*. AuBerdem wird reduziertes Coenzym Q (Ubihydrochinon) durch
Succinat-Oxidation gebildet (via Succinat-Ubichinon-Reduktase — Komplex II —, die nur als
Dehydrogenase, nicht aber als Protonenpumpe wirkt). Ubihydrochinon wird reoxidiert von
Ubihydrochinon-Cytochrom c-Reduktase, auch Komplex III oder (Cytochrom) bc;-Komplex
genannt. Der bci;-Komplex seinerseits reduziert Cytochrom ¢, ein an der Auflenseite der
Membran lokalisiertes peripheres Membranprotein. Die Ubihydrochinon-Cytochrom c-

Redoxkette ist iiber einen ,,Q-Zyklus*“ genannten Mechanismus an die energieaufwendige

8
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Translokation von Protonen iiber die Membran gekoppelt. Ebenfalls als Protonenpumpe
fungiert Cytochrom c-Oxidase, der die Atmungskette abschlieBende Komplex IV, der Cyto-
chrom c reoxidiert und die Elektronen auf O, iibertragt (unter Bildung von H,0). Wird der im
Verlauf der gesamten Atmungskette entstandene Protonengradient zur ATP-Synthese (aus
ADP und anorganischem Posphat) genutzt, entstehen daraus insgesamt 34 Molekiile ATP pro
Molekiil Glucose (als Ausgangspunkt des Katabolismus). [134] [146] [157]

Ein Blick auf die einschldgige Literatur zeigt, daf} sich sich das Studium der Atmungskette
und ihrer Glieder nicht auf Eukaryonten beschrinkt: Einen breiten Raum nehmen Unter-
suchungen an respiratorisch aktiven Bakterien ein, da hier die Komplexe I-IV deutlich
einfacher strukturiert sind als in Mitochondrien; in der Regel bestehen sie ausschlieBlich aus
den fiir die Atmungskette funktionell notwendigen Untereinheiten. Somit nimmt die bakteri-

elle Atmungskette den Rang eines Modells fiir die Atmungskette generell ein. [146]

Ein etablierter Ausgangspunkt der Atmungsketten-Forschung ist Paracoccus denitrificans, ein
respiratorisch vielseitiges und damit sehr anpassungsfiahiges Bodenbakterium (bei O,-Mangel
existieren alternative Elektronenpfade und -akzeptoren). In der vorliegenden Arbeit wurden
zwel Enzyme aus Paracoccus denitrificans untersucht: die integralen Membranproteine
Cytochrom c-Oxidase und Cytochrom bci-Komplex, ersteres als Modell zur Etablierung
neuer Varianten der Ultrazentrifugenanalyse integraler Membranproteine, letzteres als

Untersuchungsobjekt unter Nutzung einer dieser Varianten.

2.2.2 Der bci-Komplex

Alle Cytochrom bc;-Komplexe enthalten drei essentielle katalytische Untereinheiten:

- Cytochrom b mit zwei Ham b-Gruppen unterschiedlichen Redoxpotentials (br, und bp),

- Cytochrom c; mit einem kovalent gebundenen Hdm c und das sogenannte

- Rieske-Eisen-Schwefel-Protein (ISP) mit einem [2Fe*2S]-Zentrum.

Die mitochondrialen Komplexe enthalten bis zu 8 zusétzliche Polypeptide, die keine Redox-
Funktion erfiillen. Der bc;-Komplex von Paracoccus denitrificans dagegen besteht aus-
schlieBlich aus den drei funktionell obligatorischen Proteinuntereinheiten [67] [172]. Hin-
sichtlich der Aktivitdt beim Elektronentransfer und beim Wechsel der Energieform sowie der
Empfindlichkeit gegeniiber Elektronentransfer-Inhibitoren unterscheidet sich der bakterielle

Komplex nicht von seinen mitochondrialen Verwandten. [24] [45] [67] [146] [147] [171]

Fiir den bci-Komplex-spezifischen Mechanismus der mit dem Elektronentransfer gekoppelten

Protonentranslokation {iber die Membran gilt der (modifizierte) Q-Zyklus als generell akzep-
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tiertes Modell [8] [13] [171] (wenngleich es auch Kritiker dieses Modells gibt [79] [102]).
Der Q-Zyklus sieht in groben Ziigen wie folgt aus (zum besseren Uberblick s. Abbildung 2.1):

Der bci-Komplex hat zwei Bindungs- und Reaktionsstellen fiir Coenzym Q (Q, und Q). Q,
ist zur Aullenseite, Q; zur Innenseite der Membran orientiert (die AuBBenseite ist positiv, die
Innenseite negativ geladen). An Q, findet die Oxidation (der Entzug von Wasserstoff) von
Ubihydrochinon statt, ein Vorgang, der eine hohe Aktivierungsenergie (bzw. freie Enthalpie)
erfordert: Es wird ein energiereicher Ubergangskomplex aus dem Enzym an der Stelle Q,,
dem Ubihydrochinon und dem Eisen-Schwefel-Protein (in oxidierter Form vorliegend) gebil-
det [27] [55] (die Details der Ubihydrochinon-Oxidation sind noch umstritten [14]; [72]; [23]
[26] [27] [55]). Wéhrend die beiden von Coenzym Q stammenden Protonen nach auflen trans-
portiert werden, gehen die beiden Elektronen getrennte Wege: Ein Elektron wird iiber das
[2Fe*2S]-Zentrum zum Cytochrom ¢; transferiert, von dem es auf das Cytochrom ¢ {iber-
tragen wird (,,Hochpotential-Kette*); das andere Elektron wandert {iber Him b1, und Him by
zum an Q; gebundenen Ubichinon, das dabei unter Aufnahme eines Protons aus dem Zell-
bzw. Organellinnenraum zu Ubisemichinon reduziert wird (,,Niederpotential-Kette*). Um den
Q-Zyklus abzuschlieBen, muf3 ein weiteres Ubihydrochinon oxidiert werden, wobei sich der
Mechanismus wiederholt, mit einem Unterschied: An Q; wird nicht Ubichinon, sondern —
unter Aufnahme eines Protons — Ubisemichinon reduziert, welches von seiner Bildung bis zu
seiner Reduktion an Q; stabilisiert wird. Damit werden im Verlauf eines kompletten Q-Zyklus
einerseits zwei Ubihydrochinone zu Ubichinon oxidiert, andererseits wird ein Ubihydro-
chinon zuriickgewonnen. Dabei werden zwei Cytochrom c¢ reduziert, zwei Protonen aus der
negativ geladenen Membranseite verbraucht und vier Protonen auf die positiv geladene Seite

befordert.

Die Verzweigung des Elektronenflusses bei der Oxidation von Ubihydrochinon ist die ent-
scheidende Teilreaktion des Q-Zyklus. Sie scheint als konzertierte Aktion am Ubihydrochi-
non-Oxidationszentrum vonstatten zu gehen. Dieser Anschein wird einerseits dadurch
erweckt, daB die Bildung des energiereichen Ubergangskomplexes der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt ist, andererseits dadurch, dafl ein Ubisemichinon, da instabil, an Q,

schwer nachweisbar ist [27] [64].

10
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Schematische Darstellung des Q-
Zyklus.?

Gestrichelte Linie: Membran; un-
regelmafiger Umril3: bc,-Kom-
plex; kreisformiger Umrif3: Cyto-
chrom c¢; Q, QH,: Ubichinon, Ubi-
hydrochinon; ¥, ¥*: negativ bzw.

positiv geladene Seite der Mem-
bran.

Abbildung 2.1

Wihrend die Niederpotential-Kette die freie Beweglichkeit von Coenzym Q in der Membran
und damit zwischen Q, und Q; zur Voraussetzung hat, legt ein Funktionieren der Hoch-
potential-Kette eine gewisse Beweglichkeit des Eisen-Schwefel-Proteins nahe, da der Abstand
zwischen Q, auf Cytochrom b und der Raktionsdomine auf Cytochrom c¢; fiir einen
(schnellen) Elektronentransfer zu grof3 ist. Nun liegt inzwischen von einigen mitochondrialen
bci-Komplexen die Kristallstruktur vor [57] [58] [170] [175], wobei in verschiedenen
Arbeiten die Kristalle unter verschiedenen Bedingungen prépariert wurden. Ein Vergleich der
verschiedenen Strukturen verweist darauf, dall die Position der externen Domine des Eisen-
Schwefel-Proteins abhingig von den gewihlten Bedingungen ist, d.h. dal die Domine in der
Tat eine gewisse Rotationsbeweglichkeit besitzt. Nimmt man die verschiedenen Kristallstruk-
turen zusammen, ergibt sich das Bild, daB3 die Eisen-Schwefel-Untereinheit wie der Schaufel-
arm eines Baggers zwischen den Reaktionsdoménen der Cytochrome b und c; pendelt und

Elektronen entlang des Redoxpotentials ,,schaufelt” [25] [28] [57] [58] [169] [175].

2 Aus URL: http://bmbsgil I.leeds.ac.uk/promise/CYTBC1.html [Stand 03-2002] (verdndert).
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Die Kristallstrukturen ergaben dariiber hinaus, daf3 der mitochondriale bc;-Komplex offenbar
als (Homo-) Dimer vorliegt, wobei die Eisen-Schwefel-Doméne nicht mit den Cytochromen b
und c; des eigenen Protomeren wechselwirkt, sondern mit denjenigen des anderen. Ob dieser
Dimer-Mechanismus generell fiir bc;-Komplexe gilt, oder — aus sterischen Griinden? — ledig-
lich von den vergleichsweise volumindsen mitochondrialen Komplexen genutzt wird, ist bis
dato ungeklirt. Selbst die Frage nach dem oligomeren Zustand prokaryontischer bc;-Kom-

plexe ist noch offen; ihr widmet sich ein Teil der vorliegenden Arbeit.

2.3 Das Bande 3-Protein der menschlichen Erythrozytenmembran

2.3.1 Der menschliche Erythrozyt

Der menschliche Erythrozyt, die rote Blutzelle, wird im roten Knochenmark gebildet und
verliert wihrend seiner Reifung sdmtliche Organellen einschlielich Zellkern. AuB3erdem ist
das Zytoskelett der reifen Zelle auf ein 2-dimensionales Netz reduziert, das an der zytoplas-
matischen Oberflache der Plasmamembran haftet und diese stabilisiert. Damit stellt der reife
menschliche Erythrozyt im Prinzip eine — mit einer hauptsachlich Himoglobin enthaltenden
Proteinlosung gefiillte — Plasmamembranblase mit hoher mechanischer Belastbarkeit dar, die
keine weiteren Membranen beherbergt. Der reife Erythrozyt gelangt in den Blutkreislauf, hat
eine Lebenserwartung von etwa 120 Tagen und wird schlieBlich im mononukledr-phagozytie-

renden System abgebaut.

Die Hauptaufgabe des Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff und Kohlendioxid im
Blut: Sauerstoff, der aus der Lunge in das Blut und in die Blutzellen diffundiert, wird von
Hamoglobin gebunden und mit der Blutzelle an den Ort des Sauerstoftbedarfs transportiert.
Umgekehrt wird das kaum 16sliche Kohlendioxyd, das als Endprodukt des Energiestoff-
wechsels aus dem Gewebe in die Kapillaren diffundiert, im Erythrozyt angereichert, vor-
nehmlich via Carboanhydrase-katalysierter Umwandlung in das leichtlosliche Hydrogen-
carbonat, wobei Himoglobin die entstehenden Protonen aufnimmt (unter Sauerstoffabgabe).
Das als Hydrogencarbonat im Erythrozyten angereicherte Kohlendioxyd wird durch das
Transmembranprotein ,,Bande 3* gegen Chlorid aus der Zelle befordert [91] und so auf das
gesamte Blut — Plasma plus Zytoplasma — verteilt, worin es in groer Menge zur Lunge
weitergeleitet wird. In der Lunge werden aufgrund entsprechender Partialdruckgradienten von
Sauerstoff bzw. Kohlendioxyd einerseits Protonen am Hédmoglobin von Sauerstoff verdringt,
wodurch aus Hydrogencarbonat Kohlendioxyd riickgebildet wird (Carboanhydrase-kataly-

siert), welches andererseits aus dem Erythrozyten diffundiert und letztlich ausgeatmet wird.
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Der entstehende Konzentrationsgradient von Hydrogencarbonat treibt dessen Riicktransport —
erneut durch das Bande 3-Protein im Austausch gegen Chlorid — aus dem Plasma in die Zelle,

in der die Riickverwandlung zu Kohlendioxid stattfindet. [40]

Die mechanischen Eigenschaften sowie die Form des (gesunden) Erythrozyten, die wesentlich
auf der von Bande 3 und Ankyrin vermittelten Bindung des Zytoskeletts an die Lipiddoppel-
schicht beruhen, sind an die Anforderungen, die seine zentrale Funktion an ihn stellt, ange-
paBt: Seine bikonkave Form sorgt dafiir, da8 die Diffusionswege fiir die Gasmolekiile relativ
kurz sind; er ist aufgrund seiner hohen Verformbarkeit in der Lage, durch Kapillaren zu wan-
dern, deren Durchmesser kleiner ist als sein eigener; weiterhin senkt das fliissigkeitsdhnliche
Verhalten der Plasmamembran die Viskositit des Blutes; schlieSlich ist die mechanische
Belastbarkeit der Membran ein Garant dafiir, daf die rote Blutzelle die hohen Scherkrifte, die

beim FluB durch die Gefae wirken, fiir ldngere Zeit schadlos iibersteht.

Die Membran des Erythrozyten, deren Innenseite in Abbildung 2.2 skizziert ist, besteht aus ca.
49% Protein, ca. 43% Lipid und ca. 8% Kohlenhydrat [132]. Letzteres ist Bestandteil von
Glykolipiden und Glykoproteinen und befindet sich an der duBBeren Oberfliche der Membran,
wo es eine ,,filzige* Hiille bildet und zahlreiche Blutgruppendeterminanten liefert [157]. Der
Proteinanteil setzt sich aus etwa 50 verschiedenen Proteinen zusammen. Zu den integralen
Membranproteinen zdhlen der Anionenaustauscher Bande 3 sowie die Glykophorine, zu den
peripheren die FElemente des Zytoskeletts (Hauptkomponente: Spektrin) sowie die
Bindeglieder zwischen Membran und Zytoskelett (wichtigster Vertreter: Ankyrin; verkniipft
Bande 3 mit Spektrin). Eine Auftrennung der Proteine durch SDS-Gelelektrophorese liefert —
je nach Farbemethode — eine Reihe von Banden, nach denen die Proteine benannt sind (s.

Abbildung 2.3) [38] [132].
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Aktin

Ankyrin

Spektrin

Gommnhuid s L bR

S

Lipiddoppelschicht . : B ' : Glykophotin

Darstellung der Erythrozytenmembran (Innenseite oben; aus [157], verandert).

Abbildung 2.2

SDS-Gelelektrophorese der Membranproteine des
menschlichen Erythrozyten (Coomassie-Farbung).
Die Proteine werden nach der Bandennumerierung
benannt. Alternative Bezeichnungen: Spektrin, o-
und B-Kette (Bande 1 und 2); Ankyrin (Bande 2.1
bis 2.3); Anionenaustauscher (Bande 3); Aktin

(Bande 5). Abbildung aus [132] (Beschriftung ver-
andert).

Abbildung 2.3
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Fiir die Wissenschaft ist der Erythrozyt nicht nur wegen seiner biologischen Funktion von Be-
deutung: Seine Membran bzw. seine Membranproteine dienen als Modell fiir Plasmamembra-
nen bzw. fiir Proteine der entsprechenden Familie. Griinde dafiir sind neben der leichten Ver-
fiigbarkeit der roten Blutzellen vor allem ihre einfache Zusammensetzung und Struktur, wo-

durch das System ,,Erythrozyt* sowie seine Bestandteile relativ einfach zu untersuchen sind.

2.3.2 Das Bande 3-Protein

Mit ca. 1,2:10° Exemplaren pro Zelle stellt das Bande 3-Protein, ein transmembranes
Glykoprotein, etwa 25% (w/w) der Membranproteine des Erythrozyten [131]. Es zeichnet sich
durch eine Reihe vollig verschiedener Funktionen aus, deren wichtigste der Hydrogencarbo-
nat-Chlorid-Austausch und die Lipiddoppelschicht-Zytoskelett-Verkniipfung sind. Triager
dieser zahlreichen Funktionen sind im Wesentlichen die amino-terminale zytoplasmatische
und die membranstdndige Doméne, zwei Doménen, die strukturell getrennt und funktionell
(weitgehend) unabhingig sind [4]. Ein kurzer, carboxyl-terminaler Bereich komplettiert das

Protein [78]. Ubersichtsartikel: [63] [74] [91] [97] [141]

Die glykosylierte transmembrane Doméne durchdringt die Lipiddoppelschicht 12- oder 14-
fach [63] [97]. Sie bildet fiir die meisten einwertigen Anionen eine Passage durch die Mem-
bran — gemidll [71] innerhalb eines Monomers, gemifl [163] nach Assoziation zu einem
Dimeren — und zeichnet so fiir den physiologisch bedeutsamen Austausch zwischen Hydro-
gencarbonat und Chlorid verantwortlich. Zweiwertige anorganische Anionen werden
ebenfalls transportiert (im Kotransport mit einem Proton), allerdings betrachtlich langsamer
als einwertige anorganische (was zur Messung des Transportverhaltens genutzt wird). Der
Anionentransport ist elektroneutral und passiv; er findet als obligatorischer eins-gegen-eins

Austausch (Antiport) statt. [61] [63] [91] [141]

An die membranstindige Doméne schlie3t sich iiber ein flexibles ,,Gelenk* die hydrophile
zytoplasmatische Doméne an, die langgestreckt ins Zytosol ragt [74]. Sie kann abhidngig vom
pH-Wert in drei verschiedenen Konformationszustinden vorliegen, was offenbar auf eine
flexible Stelle im mittleren Bereich zuriickzufiihren ist [74]. Sie ist der Bindungsort sowohl
fiir zytosolische Proteine, wie Hadmoglobin [123], Aldolase [56], Phosphofructokinase [54]
oder Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase [161], als auch fiir die Zytoskelettanker
Ankyrin [30] [82] [84] [87] [93] [166] und Bande 4.1 [160]. Fiir die meisten dieser Bindungen
— die wohl auf der Tetramerisierung der Bande 3 beruhen [115] [160] [161] — konnte eine
regulatorische Funktion nachgewiesen werden. So wird die Aktivitit der glykolytischen
Enzyme Aldolase, Phosphofructokinase und Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
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durch Bindung an Bande 3 beeinfluflit [73]. Ein weiteres Beispiel liefert das Bande 4.1-

Protein, das die Bande 3-Ankyrin-Wechselwirkung modulieren soll [1].

Der carboxyl-terminale ,,Schwanz* bindet Carboanhydrase II [154]. Eine weitere Funktion

dieser Domine ist bis dato nicht bekannt.

Neben den bisher genannten Funktionen der Bande 3 sei noch erwéhnt, daf ihre Glykosi-
lierung an der extrazellularen Seite zur Blutgruppenspezifitit beitragt [32] [148]. AuBBerdem
ist das Protein an der Erkennung alter oder beschidigter Erythrozyten durch Makrophagen
beteiligt [149]. SchlieBlich sei auf die Wechselwirkung der Bande 3 mit Glykophorin A

hingewiesen, welche die Translokation der Bande 3 befordert [48].

Die vielfdltigen Einfliisse der Bande 3 auf die Verhiltnisse im und um den Erythrozyten
riicken die strukturellen Determinanten dieser Einfliisse und damit die Bande 3-Struktur in
den Blickpunkt. Dabei ist die Primérstruktur und die Zuordnung der Aminoséuren zu den
Dominen bekannt [78] [140]. Uber Sekundir- und Tertidirstruktur liegen ebenfalls de-
taillierte Informationen vor. So wurden die beiden Hauptdoménen — von der jeweils anderen
getrennt — kristallisiert [162] [163] [174]; die Struktur der Transmembrandoméne liegt mit
einer Aufldsung von 20 A, diejenige der zytoplasmatischen Doméne mit einer Auflésung von
2,6 A vor. Diesen Strukturen ist zu entnehmen, da8 das Bande 3-Protein insgesamt ein lang-
gestrecktes Makromolekiil darstellt (welches iiberdies sehr flexibel ist, vgl. [164]), dessen
Hauptdomaénen fiir sich zu Dimeren assoziieren. Im Falle der zytoplasmatischen Doméne ist
aufgrund der hohen Auflosung dariiber hinaus neben den Bindungsplétzen einiger Bande 3-
Bindungspartner das Ineinandergreifen von ,,Dimerisierungsarmen® zu erkennen [174]. Uber
die Quartirstruktur der vollstindigen Bande 3 herrscht allerdings keine einheitliche
Meinung (womit auch die diesbeziiglichen funktionellen Implikationen umstritten sind):
Neben dem zweifelsohne vorhandenen Dimeren [16] [62] [173] (welches durch Querver-
netzung der Protomere {iber Cysteine der Bande 3 artifiziell stabilisiert werden kann) werden
weitere Oligomere diskutiert — als stabile Komponenten [93] [97] oder als Bestandteile eines
Assoziationsgleichgewichts [90] [104] [142]. Ein Teil der vorliegenden Arbeit widmet sich

der Kldrung dieser Frage.

Das Bande 3-Protein des menschlichen Erythrozyten ist einerseits medizinisch bedeutsam:
Einige Krankheiten beruhen auf Defekten an diesem Protein [92] [101]. Andererseits ist es als
Mitglied einer Familie von Anionenaustauschern, die in vielen Zellen vorhanden sind und
dort den intrazelluldren pH-Wert oder Ionengradienten regulieren, als Modellsystem interes-

sant [17].
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3 Analytische Ultrazentrifugation

3.1 Prinzip, Anwendungsméglichkeiten, Bedeutung

Um kolloidal geloste Makromolekiile wie Proteine auf ihr Sedimentationsverhalten hin zu
untersuchen, miissen sie einem verglichen mit dem Gravitationsfeld der Erde starken Kraft-
feld ausgesetzt werden. Dies leistet die Ultrazentrifuge, ein Gerit, in dem derartige Felder
erzeugt, dauerhaft aufrechterhalten und in ihrer Stirke variiert werden kénnen. Die Zentri-
fugalkraft, F = mo’r, bewirkt einen Massentransport, der fiir priparative und analytische
Zwecke genutzt werden kann.’ In préiparativen Ultrazentrifugen wird unterschiedliches Sedi-
mentationsverhalten verschiedener Makromolekiile zu deren Trennung benutzt, hiufig in
Gegenwart eines Dichtegradienten. Die analytische Ultrazentrifuge ist mit einem optischen
System ausgestattet (in der Regel Absorptions- und/ oder Rayleigh-Interferenz-Optik, seltener
Fluoreszenz- oder Schlieren-Optik), womit sie die Beobachtung von Partikeln im Zentrifugal-
feld ermoglicht. Hierbei gibt es zwei bedeutende, prinzipiell verschiedene Zugédnge zu MeB-

groflen des betrachteten Systems:

- Im Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment (s-Lauf) wird der Zeitverlauf der Sedi-
mentation einer Probe beobachtet. Der s-Lauf wird in der Regel bei hohen Winkelge-
schwindigkeiten (Rotordrehzahlen) durchgefiihrt, um die Uberlagerung der Sedimentation
durch Diffusion zu minimieren. Als Mal flir das Sedimentationsverhalten einer Partikel-
sorte dient der Sedimentationskoeffizient oder ,,s-Wert* (die auf die Radialbeschleunigung

bezogene Sedimentationsgeschwindigkeit; s.u.).

- Im Sedimentationsgleichgewichtsexperiment (Gleichgewichtslauf) mifit man das zeit-
lich konstante Ergebnis des Massentransports, welches vorliegt, wenn sich der vom Kraft-
feld erzeugte MassenfluB3 und der aufgrund von Diffusion entlang des Konzentrations-
gradienten auftretende Fluf3 iiberall aufheben. Zur Herstellung dieses Sedimentations-
gleichgewichts werden deutlich niedrigere Rotordrehzahlen gewihlt als in s-Léaufen (bei
gegebener Probe), da im Hinblick auf den Informationsgehalt des Resultats die Einfliisse

von Sedimentation und Diffusion vergleichbar sein miissen.

3 Symbole physikalischer GroBen s. Anhang 1
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Mit Hilfe der beiden analytischen Ansétze werden einige MefgroBen unmittelbar zugénglich:
der Sedimentationskoeffizient s, der Diffusionskoeffizient D bzw. der Reibungskoeffizient f
(welche von Form und Flexibilitdt des Partikels abhéngen) und die Molmasse M bzw. die
effektive Molmasse Mcgr. Dabei konnen die dynamischen Parameter s, D und f nur {iber s-
Liufe ermittelt werden, da sie im Sedimentationsgleichgewicht eliminiert sind. Beziiglich M

bzw. Mg ist deshalb der Gleichgewichtslauf die Methode der Wahl.

Uber die direkt meBbaren GroBen hinaus kann man mit geeigneter Datenanalyse aus analyti-
scher Ultrazentrifugation eine Reihe weiterer Informationen gewinnen, insbesondere iiber
assoziierende Systeme: In einfachen Féllen lassen sich Assoziationskonstanten bestimmen
oder durch Variation von Temperatur, lonenstirke oder pH-Wert Riickschliisse auf entropi-
sche und enthalphische Bindungsanteile bzw. auf die Bindungsart (z.B. Ionenbindung, hydro-
phobe Wechselwirkung) ziehen. Von groBem Interesse ist die Identifikation der verschiede-
nen Oligomere eines reversibel selbstassoziierenden Systems. Ebenso bedeutungsvoll ist die
Analyse von stabilen oder instabilen heterogenen Assoziationen (z.B. zwischen Membranpro-

teinen), vor allem beziiglich ihrer Stoichiometrie. Uberblick: [96] oder [117]

Zur Untersuchung (selbst-) assoziierender Systeme bedient man sich sowohl der Sedimen-
tationsgeschwindigkeits- als auch der Sedimentationsgleichgewichtsanalyse. Dabei hat erstere
in letzter Zeit an Bedeutung gewonnen: Dank neuer Datenanalysemethoden kann aus einem
Sedimentationsverlauf eine s-Wert-Verteilung (c(s)-Verteilung) mit hoher Auflésung
berechnet werden, woraus sich detaillierte Informationen iiber die Zusammensetzung der
Probe gewinnen lassen [127]. Allerdings sind diese Informationen — ohne entsprechendes
Zusatzwissen — nur qualitativer Natur: Abgesehen von systematischen Interpretationsfehlern
im Falle von in schnellem Assoziationsgleichgewicht befindlichen Probenbestandteilen ist
eine c(s)-Verteilung nur dann eindeutig einer Molmassenverteilung zuzuordnen, wenn —
neben der Dichte p und der Viskositit  des Probenpuffers — v sowie f bzw. f/fy der
sedimentierenden Bestandteile bekannt sind (Vv: partialspezifisches Volumen; f/fy: relativer
Reibungskoeffizient). Dies trifft im Falle des (relativen) Reibungskoeffizienten iiblicherweise
nicht zu, jedoch kann man eine c(s)-Verteilung haufig beziiglich der Molmasse ,,eichen®, in-
dem die der c(s)-Verteilung zugrundeliegende Probe einer Sedimentationsgleichgewichtsana-

lyse unterzogen wird.

Die in der Sedimentationsgleichgewichtsanalyse steckenden Mdglichkeiten bei der Unter-
suchung assoziierender Systeme haben entscheidend zur Renaissance der analytischen Ultra-

zentrifuge beigetragen: Der Gleichgewichtslauf ist bis heute die einzige Technik zur Beobach-
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tung biochemischer Assoziations-Dissoziationssysteme im chemischen und thermodynami-
schen Gleichgewicht. Dabei erstreckt sich der erfaBbare Molmassenbereich von wenigen Tau-
send bis einigen Millionen Da (Dalton), woraus sich auch Betdtigungsfelder im Bereich der

supra- und makromolekularen Chemie ergeben (s. z.B. [119]).

Fiir einen zusétzlichen, erheblichen Bedeutungszuwachs der analytischen Ultrazentrifugation
diirften die neuen Moglichkeiten bei der s-Lauf-Analyse sorgen, nicht nur auf dem Gebiet der
Biochemie: Die GroBenverteilungsanalyse durch c(s)-Analyse sowie verwandte Methoden
[122], gleichermallen fiir diskrete wie fiir kontinuierliche Massenverteilungen geeignet,

erobert sich gegenwirtig ihren Platz auf dem weiten Feld der Nanotechnologie (s. z.B. [158]).

3.2 Theoretische Grundlagen

Zur theoretischen Beschreibung des Verhaltens von geldsten Makromolekiilen (bzw. kolloida-
len Aggregaten wie Mizellen) in der analytischen Ultrazentrifuge wird von einer sektorformi-
gen Kammer ausgegangen, die die Probe enthélt (s. Abbildung 3.1). Die Kammer rotiert mit
konstanter Winkelgeschwindigkeit um eine feste Drehachse. Der Sektorform, die dafiir sorgt,
dal keine Konvektion auftritt, wenn ein Massentransport in der Kammer stattfindet, wird
zweckméBigerweise durch die Einfiihrung von Zylinderkoordinaten (r,¢,z) Rechnung getra-

gen. In Anhang I sind die verwendeten Symbole definiert.

Skizze einer sektorformigen Probenkammer (aus [82]). o: Winkelgeschwindigkeit; r,p,z:
Zylinderkoordinaten; ry,, r,: Meniskusposition, Bodenposition.

Abbildung 3.1
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Eine strenge Behandlung der vorliegenden Fragestellungen erfolgt mit den Mitteln der Nicht-
gleichgewichtsthermodynamik [15] [41]. Der Stofftransport durch eine definierte Flache
innerhalb eines gegebenen Zeitintervalls wird als Flul beschrieben, der als Wirkung
generalisierter Krifte zustandekommt. Bezeichnet man das Losungsmittel als Komponente 1
und die ndher betrachtete geldste Substanz als Komponente 2, dann gilt fiir deren FluB} in

einem N-Komponentensystem

Jo= iinXi Gleichung 01
i=1

Die Gleichung beriicksichtigt, da Krifte, die unmittelbar auf eine Komponente einwirken,
dariiber auch auf andere Komponenten EinfluB nehmen. So ist der Transport eines Partikels
immer mit einem kompensatorischen FluB der restlichen Losung in die entgegengesetzte
Richtung verbunden. Gleichung 01 138t sich dementsprechend um den ersten Summanden
vereinfachen, wenn man ein Bezugssystem wihlt, das sich mit dem Losungsmittel bewegt. In
der folgenden Ableitung wird aber von ideal verdiinnten Losungen ausgegangen, womit
derartige Schwierigkeiten entfallen. Da in der vorliegenden Arbeit sehr verdiinnte Protein-

16sungen untersucht werden, ist diese Einschrdnkung auch praktisch gerechtfertigt (vgl. [34]).

Beschrinkt man sich — zunichst — auf die Betrachtung eines Zweikomponentensystems mit
einer ideal verdiinnten Komponente 2, gelost in Komponente 1 (die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten ,,Losungsmittel* sind strenggenommen Mehrkomponentensysteme, die
hier ndherungsweise zu einer Komponente zusammengefal3t werden), vereinfacht sich nach

dem Gesagten Gleichung 01 zu
Jo=LuXo Gleichung 02

Eine generalisierte Kraft (bzw. der negative Gradient eines Potentials) kann von aufen ein-
wirken oder dem System immanent sein. In einem Sedimentationsexperiment ist nun die
Zentrifugalkraft F die externe Kraft, zu der die ,,Diffusionskraft“ —Vu hinzutritt:

Jo=L» (Fz — szuz) Gleichung 03

Das die Diffusion beschreibende chemische Potential p = 6G/dm ist nicht auf die Stoffmen-

ge, sondern auf die Masse bezogen, da in der Ableitung mit Massenkonzentrationen gearbeitet

wird.
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Der Diffusionsterm kann gemifl V. = (8 w2 /o r) ¢: vereinfacht werden, da alle Kréfte nur
in radialer Richtung in Erscheinung treten (die Corioliskraft ist vernachldssigbar [41]). Damit
und mit F = mo’r é: wird Gleichung 03 zu

Jo= M2 La| o’r— O Gleichung 04
Na or

) M:
mit mex=— .
Na

Um fiir Ly, einen Ausdruck zu finden, geht man davon aus, dal die Partikel der Kompo-
nente 2, die von den Kriften aus Gleichung 03 bzw. Gleichung 04 beschleunigt werden, einer

geschwindigkeitsproportionalen Reibungskraft f2 (v2) ausgesetzt sind, wobei (v2) die mitt-

lere Geschwindigkeit der Partikel ist, die mit dem FluB3 gemal J2> = c2(v2) zusammenhéngt.

Im Kréftegleichgewicht gilt daher: L2 = I -
fa(v2) 12

Verwendet man diesen Ausdruck in Gleichung 04, erhilt man

5, = oM wzr—% Gleichung 05
f2 Na or

Die Giiltigkeit dieser Gleichung beruht auf der Annahme, dall der Reibungskoeffizient der

betrachteten Substanz fir Sedimentation wie fur Diffusion identisch ist.

Um das chemische Potential aus Gleichung 05 zu eliminieren, ist seine partielle Ortsableitung
auszuwerten: In einem Ultrazentrifugenexperiment hingt p von den Zustandsvariablen Druck,

Konzentration und Temperatur ab, 2 = po (P, c2, T) , womit zu einem festen Zeitpunkt gilt:

o2 _ dpe _ 6},lzd_P+8u2 dC2+8},L2d_T Gleichung 06
or dr OP dr Oc2 dr OT dr

Der erste Faktor des ersten Summanden stellt das partialspezifische Volumen dar:

2
au = 0" G = oV =V Gleichung 07
oP omoP om

Druckénderungen innerhalb der Losung errechnen sich aus

dP = po’rdr Gleichung 08
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Aus Gleichung 07 und Gleichung 08 wird die Bedeutung des ersten Summanden aus
Gleichung 06 ersichtlich: Er beschreibt den Auftrieb, dem ein sedimentierendes Makromole-
kiil der Komponente 2 ausgesetzt ist. Im {ibrigen ist es durchaus moglich, dal3 sich das partial-
spezifische Volumen einer Substanz mit r merklich &ndert, angesichts der groBen Druckunter-

schiede, die in einer Probenkammer herrschen kdnnen, geméaf

p;) (r2 —1,° ) Gleichung 09

Im folgenden wird jedoch davon ausgegangen, daf3 eine derartige Abhingigkeit nicht besteht.
AuBerdem wird die Losungsdichte als rdumlich und zeitlich konstant betrachtet, eine Annah-

me, die fiir konzentrierte Losungen im (starken) Zentrifugalfeld nicht mehr zutrifft.
Da fiir verdiinnte Losungen (Aktivititskoeffizient 1) p=p’+ (RT/ M) Inc gilt, folgt weiter:

on = RT1 Gleichung 10
oc M ¢

Damit ist der zweite Summand aus Gleichung 06 ausgewertet. Er berticksichtigt die vom

Konzentrationsgradienten herriihrende Diffusion.

Der letzte Summand fillt weg, da bei Ultrazentrifugenuntersuchungen fiir gewohnlich eine in

jeder Hinsicht konstante Temperatur vorgesehen ist.

Setzt man nun Gleichung 07, Gleichung 08 und Gleichung 10 in Gleichung 06 ein und diese

wiederum in Gleichung 05, folgt nach Umformung;:

2 = M c2o’r — kT)0¢2 Gleichung 11
Nat2 fa ) Or

Es sei darauf hingewiesen, dal3 ¢; bzw. J, von Ort und Zeit abhidngen: ¢; = ¢, (1,t); Jo = J» (1,t).

Um Gleichung 11 zu interpretieren, soll nun der Sedimentationsvorgang, der ihr zugrunde-

liegt, mechanisch beschrieben werden:

Betrachtet man die Sedimentation fiir sich (ohne Diffusion), driften die Partikel im Kréfte-
gleichgewicht bei gegebener Zentrifugalkraft mit konstanter mittlerer Geschwindigkeit, die,

bezieht man sie auf die Radialbeschleunigung, den Sedimentationskoeffizienten definiert:

s = {vs) Gleichung 12

®’r
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s wird in Svedberg-Einheiten gemessen: 1 Svedberg=1S=10" sec.

Der Flu3 der Komponente 2, der auf Sedimentation beruht, J2s = c2(v2s) , betrigt so:

Join = a2’ Gleichung 13

Fiir den FluBl aufgrund der Diffusion entlang des entstehenden Konzentrationsgefilles gilt

nach dem ersten Gesetz von Fick:

Jop = — Do ocx Gleichung 14

or

Die Fliisse aus Gleichung 13 und Gleichung 14 lberlagern sich und ergeben den gesamten

FluB3 der Komponente 2:

Jo = ssrc20’r — Dz-% Gleichung 15

r
Stellt man nun diese Beziehung — aus der im Ubrigen unmittelbar hervorgeht, daB bzw. wie
man Uber die Drehzahl des Rotors den Einflu3 der Diffusion im Vergleich zur Sedimentation

steuern kann — Gleichung 11 gegeniiber, lassen sich in letzterer die beiden Fliisse J2s und J2p

identifizieren, und man erhélt iiber Koeffizientenvergleich:

s = M Gleichung 16
Na f
D = kTT Gleichung 17

Die Kombination von Gleichung 16 mit Gleichung 17 (bekannt als ,,Einstein-Relation) lie-

fert die sogenannte Svedberg-Gleichung:

M = _SRT Gleichung 18

D (1-9p)
Aus Gleichung 16 bzw. Gleichung 18 geht unmittelbar hervor, dal der Sedimentationskoeffi-
zient eine ,,Materialkonstante* ist, die bei gegebenem Puffer und bei gegebener Temperatur T
das Sedimentationsverhalten einer Partikelsorte charakterisiert. Um den s-Wert auf eine von
den zufilligen Bedingungen seiner Bestimmung unabhédngige GroBe zu reduzieren, wird er
auf Standardbedingungen (Wasser bei 20°C) umgerechnet. Den standardisierten s-Wert erhilt

man gemal:
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(1 — Vp)20°C,Wasser * N T Puffer
S20°C,Wasser = S20W = S'(

— Gleichung 19
1- Vp)T,Puffer * 1]20°C Wasser

Bis hier beschriankte sich die Ableitung auf ein Zweikomponentensystem. Fiihrt man nun
neben dem Losungsmittel und dem geldsten Makromolekiil (n-2) weitere Komponenten in
Form weiterer Sorten geloster Makromolekiile ein, so iiberlagern sich die Fliisse der Kompo-
nenten 2 bis n. Sie tiberlagern sich linear, wenn die Komponenten 2 bis n nicht interagieren,
vorausgesetzt, es herrschen (quasi-) ideale Verhiltnisse. Im weiteren Verlauf der Darstellung
wird diese Voraussetzung unterstellt, da in der vorliegenden Arbeit Nichtidealititen bei der
Untersuchung von Proteinen vermieden werden konnten, insbesondere Konzentrationseffekte

durch entsprechende Verdiinnung und Ladungseffekte durch geeignete Elektrolytzugabe.

Damit wird, ausgehend von Gleichung 11, ein Sedimentationsexperiment mit nicht-interagie-

renden Makromolekiilen wie folgt allgemein beschrieben:

N 5 Mi(l-wi kT)oci
;Ji = Z[(%} Golr — (?] 8_iJ Gleichung 20

i=2

Dabei sollen folgende Randbedingungen gelten: Ji(rm,t) = Ji(tv,t) = 0; 0 < t; ci(r,0) = cjo.

Theoretisch erhélt man schlieBlich den exakten Sedimentationsverlauf aus den analytischen
Losungen der aus Gleichung 20 unter den genannten Randbedingungen abgeleiteten ,,Lamm-
Gleichung®, dci/ot = 1/r-0(rJ;)/0r [41] [69]. Praktisch wird die Lamm-Gleichung ndherungs-

weise analytisch oder numerisch geldst.

Es wird nun der wichtigste Spezialfall, das Sedimentationsgleichgewicht, ndher betrachtet:

Im Sedimentationsgleichgewicht heben sich Sedimentation und Diffusion iiberall auf, d.h. es
verschwindet der (Gesamt-) Flu} aller Komponenten tiberall in der Losung: J; = 0. Damit sind

Konzentrationen nur noch orts-, aber nicht mehr zeitabhéngig: c; = c;(r).

Unter der Bedingung J; = 0 folgt aus Gleichung 20 fiir die i-te Komponente (2 <1 < n):

. __i 2 i i
Mi (1 v P)‘” - 1 dai =2 0 lnf Gleichung 21
RT Cir Or or

Man beachte, dal} f eliminiert wird.

Die Losung dieser Differentialgleichung liefert eine Boltzmannverteilung der Konzentration,

wobei als Randbedingung die Konzentration an einem Bezugspunkt ry gewdhlt wird:
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(1—v 2
ci(r) = ci(r) exp{M1 (12 IZI"IE))(D (r2 -1’ ) Gleichung 22

Die radiusabhingige Gesamt- (Massen-) Konzentration der gelosten Bestandteile in einem n-
Komponentensystem, das Konzentrations- ,,Profil* (s. Abbildung 3.2), ergibt sich schlieBlich

durch Linearkombination der Boltzmannfunktionen der Komponenten 2 bis n:

Cees (1) = Zn: ci(r) Gleichung 23

i=2

Typisches experimentell be-
stimmtes Gleichgewichtsprofil.
Zu sehen sind die Artefakte,
die von den Menisci der Flis-
sigkeitssaulen stammen, und
— rechts von den Artefakten —
der auswertbare Teil der Da-
ten (aus [82]).

Zelle (von oben)

 Referenz,

Abbildung 3.2

Abschlieflend soll anhand von Selbstassoziation das Verhalten wechselwirkender Makro-

molekiile im Sedimentationsgleichgewicht beleuchtet werden.

Ausgangspunkt sei ein einfaches Monomer-Dimer-Gleichgewicht:

2A 2 A
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Fiir die Gleichgewichtskonstante dieser Reaktion, ku, gilt nach dem Massenwirkungsgesetz

ka= cD/cM2 , wobei ¢y und ¢p die Massenkonzentrationen des Monomers bzw. Dimers sind.

Angenommen, A und A, wéren stabile, voneinander unabhidngige Komponenten: Entspre-
chend verteilten sich im Sedimentationsgleichgewicht beide Komponenten unabhéngig von-
einander, gemal der jeweiligen Boltzmannfunktion mit der Monomerenmolmasse M und der
Dimerenmolmasse 2M. Bildet man das Verhiltnis der beiden Verteilungen, cp(r)/cm(t), folgt
unter der nicht selbstverstdndlichen Voraussetzung, da3 die partialspezifischen Volumina von

Monomer und Dimer identisch sind:
Ll (r) - (rn) Gleichung 24

Gestattet man nun den beiden Komponenten ihr Assoziationsverhalten, d@ndert sich das Profil
der Gesamtkonzentration, ce(r), an keiner Stelle, denn nach Gleichung 24 ist das Massenwir-
kungsgesetz an jedem Ort bereits giiltig. Dieser Befund ist offensichtlich unabhiangig von der
Rotorgeschwindigkeit und der Temperatur (o und T beeinflussen lediglich das Monomer-

Dimer-Konzentrationsverhiltnis, mit dem das Gedankenexperiment starten muf3).

Das soeben fiir ein Monomer-Dimer-Assoziationsgleichgewicht abgeleitete Prinzip und damit
Gleichung 23 gelten ebenso fiir kompliziertere homogene Systeme und fiir heterogene rever-

sible Assoziationen.

3.3 Apparatives

Die vorliegende Arbeit bediente sich der analytischen Ultrazentrifuge ,,Optima XL-A* von

Beckman, die mit einer Absorptionsoptik ausgestattet ist.

Das Kernstiick des mechanischen Systems ist ein Titanrotor mit 4 bzw. 8 Bohrungen (An-60
Ti bzw. An-50 Ti). 3 bzw. 7 Bohrungen kénnen mit Probenzellen bestiickt werden, die letzte
ist zu Kalibrierungszwecken mit einem Gegengewicht zu besetzen. Eine Probenzelle bein-
haltet ein Mittelstiick, das mit 2 bzw. 6 Kammern durchlochert ist (2-Kanal bzw. 6-Kanal-
Standard-EPON-Mittelstiick), und 2 Quarzfenster, die diese Kammern abschlieBen. In 2-
Kanal-Mittelstiicken sind die Kammern sektorférmig geschnitten (,,Sektoren) und darum fiir
s-Léaufe geeignet, da ihre Seitenwidnde den Materialtransport nicht (bzw. minimal) behindern.
Ein Sektor ist fiir die Probe vorgesehen, der andere fiir die Referenzlosung (in der Regel
Wasser). In 6-Kanal-Mittelstiicken sind die Kammern rechteckig geschnitten und bilden drei
Probe-Referenz-Paare. Sie sind im Falle von Gleichgewichtsldufen den 2-Kanal-Mittelstiicken
vorzuziehen: Sie bieten durch die Moglichkeit, eine Probe auf mehrere Kammern zu verteilen,
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ein besseres Verhiltnis zwischen der Datenmenge und der Proben-Fiillhohe (r-1,), welche

die Dauer der Gleichgewichtseinstellung bestimmt.

Gerédt und Rotor ermdglichen Untersuchungen zwischen ca. 2 000 Upm und 50 000 Upm. Ist
der Rotor ungleichméBig beladen, ist das Gerét in gewissem Rahmen in der Lage, dies durch
Verschiebung der Drehachse zu kompensieren. Um ein Erhitzen bzw. ein Abheben des Rotors
aufgrund von Luftreibung zu vermeiden, wird die Rotorkammer evakuiert. Allerdings besteht
das Vakuumsystem lediglich aus einer Ol-Diffusionspumpe mit vorgeschalteter Rotations-
pumpe (fiir das Vorvakuum), was die Rotorkammer, insbesondere die darin enthaltene Optik,
sukzessive mit Ol kontaminiert. Der serienmiBige Einbau zumindest einer Kiihlfalle, besser
einer Turbomolekularpumpe (d.h. der technische Mindeststandard) wére von daher dringend

erforderlich.

Die Temperatur, je nach Stand des Vakuums in der Luft oder am Rotor (iiber Warme-
strahlung) gemessen, wird wihrend eines Experiments auf 0,1°C genau konstant gehalten, um

Konvektion zu vermeiden.

Das optische System (s. 4Abbildung 3.3) entspricht im wesentlichen einem in die Zentrifuge
eingebauten Zweistrahlphotometer. Eine Xenon-Hochdruck-Blitzlampe liefert einen Licht-
blitz, wenn sich Probe bzw. Referenz im Strahlengang befindet. Die Triggerung erfolgt iiber
einen am Rotor befindlichen magnetischen Kodierring. Das Licht trifft zunéchst auf ein dreh-
bares toroidales (krapfenformiges) Beugungsgitter, wodurch man monochromatisches Licht
innerhalb eines Wellenldngenbereichs von ca. 200-800 nm [7] mit einer Auflésung von
3,5-4 nm [124] erhélt. Ein Teil davon wird anschlieend von einem halbdurchléssigen Spiegel
abgezweigt, um damit die aktuelle Lampenleistung zu messen; so erhdlt man einen
Referenzwert, der Schwankungen der Lichtintensitdt, die von der Lampe ausgehen, zu
berticksichtigen gestattet. Das Haupt- Lichtbiindel passiert den Proben- bzw. Referenzsektor
und trifft auf ein radial bewegliches optisches System (Radialscanner), bestehend aus
sphidrischen Linsen und einem mit einem diinnen Spalt versehenenen Pléttchen, worauf das
Lichtbiindel von den Linsen abbildet wird (vom Standpunkt einer optimalen Optik
unverstindlich ist die Verwendung sphérischer Linsen anstelle von Zylinderlinsen: u.a.
minimieren letztere Storungen durch Streulicht). Der Spalt hat die Aufgabe, nur Licht zur
Messung zuzulassen, das einer bestimmten Radialposition zugeordnet werden kann. Diese
Zuordnung erfolgt mit einer der endlichen Spaltbreite geschuldeten Auflésung von 10 pm
[124]. Die Radiusmessung wird anhand zweier Marken kalibriert, die sich am Gegengewicht

befinden. Die Photonen, die den beweglichen Spalt passiert haben, treffen auf eine Photozelle,
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die mit einem Sekundirelektronenvervielfacher verbunden ist (Photomultiplier). Das
verstarkte Signal landet letztlich im Rechner, der Intensitdt, Absorption, Radialposition und

Standardabweichung (bei mehreren Messungen pro Radialposition, mehreren ,,averages‘)

registriert.

Referenz

toroidales
Beugungsgitter

npIsEIq

Detektor fiir
einfallendes
Schema des optischen
Systems der Optima
teildurchléssiger XL-A (aus [96]’ Text
verandert)

w2
)
<.
=
e
=
=
=
Z.
e
=
-

Zellen fiir
Probe + Referenz

Rotor

, Abbildungssystem

Radialscanner

1 Spalt (2 nm)
-

Xenon-
Blitzlampe
Photomultiplier

Abbildung 3.3

Die im Photomultiplier gemessene und auf die Lampenleistung bezogene Intensitit hingt von
der Dicke der im Strahlengang befindlichen absorbierenden Schicht, vom Extinktionskoeffi-
zienten der Proben- bzw. Referenzlosung und — weswegen gemessen wird — von der Konzen-

tration der absorbierenden Substanz ab: I(r,t,\) = Io-10 "™ ' mit der Absorption:

A(r,t,A) = c(r,t)e(A)d Gleichung 25
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I wird sowohl fiir den Proben- als auch fiir den Referenzsektor bestimmt, um daraus zu
errechnen, wieviel monochromatisches Licht der Wellenlédnge A die in der Probe geloste Sub-
stanz absorbiert. Sind d und ¢ fest (Schichtdicke d in der Optima XL-A: 1,2 cm), ist diese Ab-
sorption direkt proportional zur Konzentration der Substanz, diese wiederum ist in einem
Ultrazentrifugenexperiment abhidngig von der Radialposition und — gegebenenfalls — von der
Zeit. Die Proportionalitit zwischen A und c gilt in der Optima XL-A bei 280 nm bis etwa
1,5 OD (OD: ,,optische Dichte*; dimensionslose Absorptionseinheit) [124].

Die Optik der Optima XL-A liefert neben Absorptionsprofilen, wenn gewiinscht, Wellen-

langenspektren in Abhéngigkeit von der Radialposition.

3.4 Durchfiihrung von Ultrazentrifugenexperimenten

3.4.1 s-Laufe

Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente wurden unter Verwendung von 2-Kanal-Mittel-
stiicken durchgefiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, dal3 die Fiillvolumina von Probe und zu-
gehoriger Referenz praktisch identisch waren, um angesichts hoher Rotordrehzahlen Druck-
unterschiede zwischen den Fliissigkeitssdulen zu vermeiden, die zur partiellen Vermischung

der beiden Fliissigkeiten fithren konnen.

Eine Bemerkung zur Positionierung der Probenzelle im Rotor, die speziell bei s-Léufen sorg-
faltig durchzufiihren ist, da mit der Abweichung der Sektorwénde von der radialen ,,Ideal-
linie* die Gefahr von Konvektion im Probensektor steigt: Eine Zelle wird {iblicherweise radial
ausgerichtet, indem man Justiermarken an Zelle und Rotor zur Deckung bringt. Dieses Ver-
fahren kann jedoch zu betriachtlicher Fehljustierung fithren, merklich entweder mit bloBem
Auge oder nach Messung der Bodenpositionenen von Proben- und Referenzsektor. Empfoh-
len wird ein anderes Justage- ,,Verfahren®, zumindest zur Kontrolle: Augenmal} unter

Zuhilfenahme eines von der Drehachse des Rotors aus gespannten Fadens.

Die wirkungsvollste Quelle von Konvektion sind Temperaturdifferenzen innnerhalb der Kam-
mer. Um diese Differenzen zu vermeiden, wurde zu Beginn eines Laufs bei einer fiir Sedi-
mentation zu niedrigen Rotorgeschwindigkeit (in der Regel 3 000 Upm) bis zur Einstellung
der gewiinschten Temperatur zentrifugiert. Unmittelbar anschlieBend wurde die fiir die Analy-

se gewiinschte Rotorgeschwindigkeit eingestellt (Beschleunigung: maximal).

Die zeitliche Entwicklung des A(r)- Profils wurde von Beginn an bis zur weitgehenden Sedi-

mentation der Probe im Abstand von einigen Minuten aufgenommen. Wegen der schnellen
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Anderung des Profils durften die einzelnen Scans (,,step mode“; radiale SchrittgroBe Ar:
0,001 cm oder 0,002 cm) nur kurze Zeit in Anspruch nehmen. Aus diesem Grund wurden

keine oder nur wenige MeBwiederholungen innerhalb eines Scans durchgefiihrt.

3.4.2 Gleichgewichtsliufe
Uberblick:

Sedimentationsgleichgewichtsexperimente wurden mit 6-Kanal-Mittelstiicken durchgefiihrt.
Zu Laufbeginn wurden zur Kontrolle und zur ungefdhren Bestimmung der Anfangsabsorption
die Zellen bei einer Rotordrehzahl von 3 000 Upm gescannt. AnschlieBend, gegebenenfalls
nach ,,Overspeed*, wurde die ,,Gleichgewichtsgeschwindigkeit™, d.h. die fiir das Sedimentati-
onsgleichgewicht vorgesehene Rotordrehzahl, eingestellt und bis zur Messung der Gleichge-
wichts-A(r)-Profile und der Bodenpositionen beibehalten. Im Falle der Untersuchung von
Proteinen wurde zu Ende des Laufs eine hohe Rotordrehzahl (40 000 Upm) eingestellt, um
nach dem Absedimentieren der Makromolekiile nach erneutem Wechsel auf die Gleich-

gewichtsgeschwindigkeit die Basislinien zu messen.
Details:

Ein Gleichgewichtslauf kann verkiirzt werden, indem — auf Kosten der mdglichen Daten-
menge — das Probenvolumen verringert wird, oder durch eine iiberhohte Rotordrehzahl zu
Beginn eines Laufes (,,Overspeed®). Letztere Variante ist mit Bedacht einzusetzen, da bei
tibertriecbenem Overspeed wegen der Riickdiffusion das Gegenteil des erwiinschten Effekts
eintritt. Aulerdem besteht bei zu hoher Geschwindigkeit bzw. zu langem Overspeed die

Gefahr einer irreversiblen Aggregation des Probenmaterials.

Die Anderungen von A(r)-Profil zu A(r)-Profil bis hin zum Sedimentationsgleichgewicht
lassen sich durch Uberlagern von Radialscans beobachten. Das Vorliegen eines praktisch
(nicht theoretisch!) stabilen Zustandes kann demnach dadurch festgestellt werden, dafl zwei
im Abstand von At aufgenommene Profile im Rahmen des Rauschens identisch sind
(abgesehen ggf. von einer Basislinienverschiebung). Hier wird als Faustregel angenommen,

daB At mindestens 10% der De-facto-Gleichgewichtseinstellungsdauer betragen muf3.

Fiir die Messung der Gleichgewichtsprofile gilt es, im Hinblick auf ein optimales Signal-
Rausch-Verhiltnis die geeignete Me3-Wellenldnge zu wéhlen. Diese mufl gegebenenfalls an-
hand eines in der Ultrazentrifuge gemessenen Absorptionsspektrums der interessierenden
Substanz ermittelt werden: Gesucht ist eine Wellenldnge A, bei der die Substanz einerseits

deutlich absorbiert, deren Umgebung im Spektrum andererseits moglichst ,,flach® ist.
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Bei gegebener Wellenlidnge wird das Signal-Rausch-Verhiltnis natiirlich verbessert, wenn
man jede Radialposition mehrfach mi3t und die Ergebnisse mittelt (Funktion ,,averages®).
Dies ist allerdings nur in gewissem Rahmen sinnvoll bzw. ratsam: Erstens werden damit nur
die statistischen Fehler verringert, so dal} bei einer entsprechend groflen Anzahl von MeB-
wiederholungen die systematischen Fehler, z.B. Fensterfehler, die Grenze der Genauigkeit
definieren. Zweitens konnen Scans mit vielen ,,averages* viele Stunden dauern (eine weitere
Schwiche der Optima XL-A), ein Problem insbesondere im Hinblick auf zeitlich instabile
Proben. Drittens konnen manche Untersuchungsobjekte unter (iiberméfBigem) Lichteinflul3

zerstort oder ,,ausgebleicht” werden.

Die Positionen der Kammerbdden, 1,, wurden bei der Gleichgewichtsgeschwindigkeit be-
stimmt, da die Rotormafle mit der Rotordrehzahl etwas variieren (s. Manual zur Optima
XL-A). Die Bestimmung erfolgte iiber ,,Intensitdtsscans®, welche fiir Proben- und Referenz-
sektor getrennt die radiale Abhingigkeit der im Photomultiplier gemessenen Lichtintensitét
liefern. Sie sind bei einer Wellenldange durchzufiihren, bei der die Bestandteile der Probe nicht
absorbieren. Die Meniskuspositionen, 1, sind in den Intensitdtsscans ebenfalls erkennbar, sie

werden aber iiblicherweise den Gleichgewichts-Absorptionsscans entnommen.

Zur Messung der Basis (-linie), der ortsunabhéngigen Absorption, in proteinhaltigen Proben
wurden zunichst bei einer Drehzahl von 40 000 Upm die Makromolekiile (weitgehend) ab-
zentrifugiert, um unmittelbar anschliefend bei der Gleichgewichtsgeschwindigkeit (und der
entsprechenden Wellenldnge) ein A(r)-Profil aufzunehmen. Der horizontale Teil eines derarti-
gen Profils, der sich vom Probenmeniskus bis weit ins Probeninnere erstreckt, entspricht der
Basis. Die Umstéindlichkeit, das Basis-Profil bei der Gleichgewichtsgeschwindigkeit anstatt
bei 40 000 Upm aufzunehmen, ist eine Konzequenz daraus, da3 die Optima XL-A ,,Offsets*,
apparative Basislinien (schlimmstenfalls sogar Basis- ,,Kurven*!), produziert, die drehzahlab-

héngig sind.

3.5 Auswertung

3.5.1 Auswertung von s-Liufen

Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente werden bei Rotordrehzahlen durchgefiihrt, bei
denen der EinfluB3 der Sedimentation dominiert, da Diffusion die Betrachtung der Sedimenta-
tion prinzipiell stort. Um diese Storung zu beherrschen, wurden verschiedene, zunehmend

anspruchsvollere Verfahren zur Auswertung von gemessenen Sedimentationsverldufen ent-
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wickelt. Vor einer Darstellung dieser Verfahren sei ein Sedimentationsverlauf am Beispiel

einer ideal sedimentierenden homogenen Substanz skizziert:

Rausch- und diffusionsfreier
Sedimentationverlauf, darge-
stellt anhand von drei zu ver-
schiedenen Zeiten aufgenom-
menen A(r)-Profilen.

r;r';r": Radialpositionen der
Sedimentationsfront zu den
verschiedenen Zeiten.

Absorption

Radius

Realer Sedimentationsverlauf.

Absorption

.- - - - -3 - - ---=

-
~

Abbildung 3.4

Abbildung 3.4 oben zeigt die Sedimentation ,,pur®, also den Grenzfall D = 0; Rauschen = 0.
Man sieht, dal3 in Meniskusnihe die Substanz verschwindet — es bildet sich das ,,untere Pla-
teau —, wihrend rechts von der Sedimentations- ,,Front“, die die Bewegung der Partikel re-
prasentiert, das ,,obere Plateau verlauft (der aus dem sedimentierten Material gebildete Bo-
densatz ist nicht eingezeichnet). Am oberen Plateau ist zu gegebener Zeit die Konzentration

(Absorption) konstant, wegen der Sektorform der Probenkammer nimmt diese Konzentration
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(Absorption) jedoch im Laufe der Zeit ab (,,radiale Verdiinnung*). 4bbildung 3.4 unten zeigt
den realen Fall mit Rauschen und einer durch Diffusion verbreiterten Sedimentationsfront.
Derartige Sedimentationsverldufe tliberlagern sich im Falle mehrerer (n-1) sedimentierender
Losungsbestandteile linear, wenn diese nicht interagieren. A(r,t) zeigt dann n-1 versetzt iiber-
einanderliegende Sedimentationsfronten (,,Stufen*) mit durch Diffusion verschmierten Uber-
giangen. Im Falle reversibler Assoziation ist die Superposition nichtlinear, was sich im We-
sentlichen als zusitzliche Verwischung der einzelnen Fronten duflert. Im Extremfall liegt eine

einzige breit verschmierte Bande vor.
Die Auswerteverfahren:

- ,,Methode der mittleren Konzentration*: Bei einem zum gegebenen Zeitpunkt t aufgenom-
menen A(r)- bzw. c(r)-Profil wird das arithmetische Mittel der beiden von den Plateaus
definierten Konzentrationen bestimmt und die dieser mittleren Konzentration zugeordnete
Radialposition mit der Position der Front zur Zeit t, rp(t), identifiziert [5]. Mit einer Reihe
von re-t-Wertepaaren, die von A(r)-Profilen mit erkennbaren Plateaus gewonnen werden
konnen, 148t sich aus der logarithmischen Form von Gleichung 12 ein iiber die verschiede-
nen sedimentierenden Komponenten gemittelter Sedimentationskoeffizient gewinnen

(wenn sich deutliche Stufen bilden, kann jede Komponente getrennt ausgewertet werden).

- ,,Ableitungsmethode®: rp(t) einer sedimentierenden Komponente (und damit ihr s-Wert)
wird aus dem zugehdrigen — zeitabhingigen — Maximum der ersten Ableitung, dc/Or bzw.
O0A/0r, gewonnen. Flir dieses Verfahren ist die klare Herausbildung von Plateaus nicht er-
forderlich. Dafiir ist es notwendig, vor der Bildung der Ableitungen durch Gléttung das
Rauschen aus den gemessenen Kurven zu eliminieren, wodurch bei ungiinstigem Signal-
Rausch-Verhiltnis, wie es z.B. bei sehr verdiinnten Proben gegeben ist, Uberginge zwi-
schen einzelnen Stufen verschwinden kdnnen. Der wesentliche Einwand gegen die Ablei-
tungsmethode ist allerdings, dal wegen der Sektorform der Probenkammer die Identifizie-

rung des Maximums von dc/Or mit 1 theoretisch nicht korrekt ist [47].

- ,Methode der zweiten Momente*: Dieses Verfahren beriicksichtigt die Sektorform. Es
liefert theoretisch den korrekten s-Wert einer einheitlichen Substanz. Im inhomogenen
Fall erhélt man einen gewichteten Mittelwert iiber alle einzelnen s-Werte [47]. Nachteil:
Liegt eine langsam sedimentierende Substanz vor, fiihrt diese Methode zu fehlerhaften Er-

gebnissen bzw. wird ungenau, da sie auf einem klar ausgebildeten unteren Plateau beruht.
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,»Transportmethode®: Dieses Verfahren nutzt den Zusammenhang zwischen dem s-Wert
einer Substanz und ihrem Flu3 durch eine gedachte Fliche, die das obere Plateau senk-
recht zur Orientierung des Radiusvektors schneidet, unter der Bedingung der Massener-
haltung. Mangels Konzentrationsgefilles am Plateau ist dieser Zusammenhang diffusions-
bereinigt (s. Gleichung 13) und fihrt im Falle einer einheitlichen Substanz zum theore-
tisch korrekten rp(t) [107]. Im inhomogenen Fall erhdlt man einen gemittelten s-Wert, eine

Auflésung der verschiedenen sedimentierenden Bestandteile ist nicht moglich.

,»Z(s)-Methode*: Diese Methode behandelt einen Sedimentationsverlauf, als riihrte er von
einer (quasi-) kontinuierlichen s-Wert-Verteilung aus nichtdiffundierenden Bestandteilen
[122] [130]. Damit werden Diffusions-Effekte in scheinbare Sedimentationskoeffizienten
verwandelt. Ein realer s-Wert dulert sich bei diesem Verfahren im Prinzip als (lokales)
Maximum einer g(s)-Funktion, die man auch — qualitativ — als Wahrscheinlichkeitsfunkti-
on von s deuten kann. Die g(s)-Methode ist optimal z.B. bei der Untersuchung poly-
disperser Nanopartikel, da diese das zugrundeliegende Modell nahezu realisieren. Fiir die
Untersuchung von Partikeln in der Gréfenordnung von Proteinen ist das Modell jedoch
lediglich eine Hilfskonstruktion und beschriankt wegen seiner deutlichen Abweichung von

der Wirklichkeit das Auflosungsvermdgen.

,van Holde-Weischet-Methode: Diese Methode basiert auf einer Naherungslosung der
Lamm-Gleichung, der Faxén-Nédherung, aus der hervorgeht, dafl die Sedimentation linear
mit der Zeit voranschreitet, wiahrend sich die Diffusion nur mit der Quadratwurzel der Zeit
entwickelt [152]. Theoretisch 146t sich damit nach unendlicher Experimentierdauer, unbe-
grenzte Fliissigkeitssdule in der Probenkammer vorausgesetzt, Sedimentation und Diffusi-
on komplett trennen. Praktisch wird der gemessene Sedimentationsverlauf, c(r,t), Scan fiir
Scan zwischen den Plateaus — die wohldefiniert sein miissen — in N dquidistante Frakti-
onen geteilt, um fiir jede einzelne Fraktion den Fortschritt des zugehdrigen Teils der Sedi-
mentationsfront so auszuwerten, als bestiinde die Fraktion aus einer von N nichtdiffundie-
renden, unabhingigen Komponenten. Eine Extrapolation der i.A. zeitlich verdnderlichen
scheinbaren s-Werte der einzelnen Fraktionen auf't = oo liefert schlieBlich N reale s-Werte.
Diese sind gemittelt, wenn sie aus Fraktionen hervorgehen, in denen wihrend des Experi-
ments keine vollstindige Trennung verschiedener (realer) Komponenten erfolgte. Die van
Holde-Weischet-Analyse ist damit ein — modellfreies — Verfahren, Inhomogenititen
(sowie Nichtidealitdten) aufzuspiiren. Ihre Mdglichkeiten hinsichtlich quantitativer Aussa-

gen sind allerdings begrenzt [121].
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,»C(8)-Methode*: Die c(s)- (bzw. c(M)-) Analyse ist die modernste, allen bisher besproche-
nen Verfahren liberlegene Methode [121]. Sie pallit an die experimentellen Daten direkt
eine theoretisch kontinuierliche Verteilung von Lamm-Gleichungs-Losungen, c(s), an,
womit diskrete Probleme miterfal3t sind [125] [127]. Die Anpassung erfolgt praktisch tiber
Linearkombinationen von diskreten Lamm-Gleichungs-Lésungen, wobei die Anndherung
an den kontinuierlichen Fall durch Steigerung der ,,Auflosung®, der Anzahl der s-Wert-
Schritte im gewéhlten s-Wert-Bereich, erfolgt. Als Kriterium fiir die Qualitdt der
Anpassung wird die Fehlerquadratsumme herangezogen. Deren Minimierung liefert aller-
dings i.A. eine c(s)-Verteilung, die von den Zufilligkeiten statistischen oder systemati-
schen Rauschens abhéngt und in der die Daten iiberinterpretiert sind (dies &duBert sich als
Vielzahl von Peaks). Deshalb wird eine Regularisierungsprozedur durchgefiihrt: Hierbei
werden in einem selbstgewdhlten Rahmen gemél Fehlerquadratsummenkriterium
suboptimale c(s)-Verteilungen zugelassen. Aus dieser Menge wird schlieflich nach
Ausmusterung physikalisch unsinniger Elemente die einfachste Verteilung ausgewdhlt.
Das Endresultat enthilt damit nur noch die wahrscheinlichsten Peaks — bei einer ,,F-ratio*
von X% mit 50 <X <100 erscheinen nur Peaks, die mit X% Wahrscheinlichkeit
existieren. Die unwahrscheinlicheren Peaks, die fiir den gemiB Fehlerquadratsummen-
kriterium optimalen Fit noétig wéren, verschwinden allerdings um den Preis einer
Verbreiterung der verbleibenden Peaks; im Falle eines diskreten Problems erscheint also
eine s-Wert-Unsicherheit als entsprechend breites s-Wert-Kontinuum. Dariiber hinaus
kommt eine von der Datenqualitdt unabhingige Ungenauigkeit ins Spiel: dadurch, daf die
Analyse, sofern kein entsprechendes Vorwissen existiert, von ein und demselben
gewichtsmittleren relativen Reibungskoeffizienten fiir alle sedimentierenden Bestandteile
ausgeht. Gegeniiber diesem systematischen Fehler ist die c(s)-Analyse allerdings ausge-
sprochen unempfindlich, ebenso gegen fehlerhafte Angaben z.B. des (gemittelten) partial-
spezifischen Volumens der beobachteten Makromolekiile. Das zur Zeit konkurrenzlose
Auflosungsvermogen der Methode — kein anderes Verfahren kann gegenwiértig eine derart
grole Datenmenge verarbeiten wie die c(s)-Methode — und ihre Zuverlédssigkeit werden
dadurch nur wenig beeinflult [121] [127]. Die Zuverldssigkeit bezieht sich allerdings
(zundchst) nur auf die Untersuchung idealer nichtinteragierender Makromolekiile. Im
Falle von Nichtidealititen oder — was hier wichtig ist — von reversibler Assoziation liefert
die c(s)-Verteilung ein notwendig falsches Bild, liber dessen Interpretation noch kaum

Erfahrungen vorliegen.
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Die letzten beiden Methoden sind die fiir die vorliegende Arbeit wesentlichen; es folgen

einige Details ihrer Anwendung:

van Holde-Weischet-Methode: Bei der Auswahl der Scans wurde zum einen darauf geach-
tet, daB3 jeder Scan zwei wohldefinierte Plateaus besitzt. Zum anderen galt es Kompromis-
se zu finden zwischen zu vielen und zu wenigen Scans: Bei vielen Scans reduziert das
Auswerteprogramm die Anzahl der Fraktionen auf schlimmstenfalls N =1 (da plateaunahe
Fraktionen unzuverldssige Werte liefern, ist die Zahl der nutzbaren Fraktionen ohnehin
reduziert); bei sinkender Anzahl von Scans steigt die Ungenauigkeit der Extrapolation.

Demnach sind wenige Scans mit groBem zeitlichen Abstand optimal.

c(s)-Methode: (1) Durch Aktivieren der Funktion ,,don’t load spikes* wurden Ausreifer in
den Rohdaten nicht zugelassen. (2) Durch Aktivieren der Funktion ,.times from ot wur-
de die Startphase des Laufs berticksichtigt. (3) Der s-Wert-Bereich wurde so gewéhlt, dal3
die an den Réndern des Bereichs auftretenden Auswerteartefakte keinen Einflufl auf die
schnellste bzw. langsamste Komponente hatten. (4) Die Auflésung wurde so hoch ge-
wihlt, daB} eine Steigerung der Auflosung keinen Effekt zeitigte. — Wegen (3) und (4)
waren die Berechnungen maximal genau, aber auch sehr zeitaufwendig. — (5) Die Funkti-
on ,.fit time independent noise* wurde aktiviert, welche neben der Basislinie einen radius-
abhingigen ,,Offset” berechnet. Diese Berechnung ist sehr genau, wenn sie sowohl auf un-
mittelbar nach Laufbeginn aufgenommene Scans als auch auf spite Scans, die weitgehend
materialfreies Zentrifugat zeigen, zuriickgreifen kann. (6) Zur Regularisierung wurde die
»maximum entropy“-Prozedur gewdhlt, die einerseits die einfachste c(s)-Verteilung, die
die Daten erkldren kann, findet und andererseits scharfe Peaks in der Verteilung gestattet,
wenn diese fiir die Anpassung nétig sind. (7) Der gewichtsmittlere relative Reibungsko-
effizient wurde via Anpassungsrechnung ermittelt, das mittlere partialspezifische Volu-
men der sedimentierenden Komponenten sowie Dichte und Viskositdt des Probenpuffers
waren gegeben. (8) Die Residuen einer Anpassung, d.h. die einzelnen Differenzen zwi-
schen den MeBwerten und den zugeordneten, aus der Anpassung folgenden theoretischen
Werten, wurden als Bitmap abgespeichert [121]. Hierbei werden die Differenzen in eine
Grauskala tlibersetzt (grofle Differenzbetrige: weill bzw. schwarz; kleine Differenzbetréige:
grau) und in Zeilen (ein Scan pro Zeile) und Spalten (eine Radialposition pro Spalte)

aufgetragen.
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Auswertesoftware:

»SEDFIT version 5.2 von Peter Schuck (c(s)-Analyse und van Holde-Weischet-Methode);
»XL-A Data analysis version 2.01“ (Methode der zweiten Momente, Transportmethode und

g(s)-Analyse); ,,SEDNTERP version 1.06* (verschiedene Berechnungen).

3.5.2 Auswertung von Gleichgewichtsliufen

Die Auswertung einer zeitlich konstanten Konzentrationsverteilung c(r), nach Gleichung 22
und Gleichung 23 eine Linearkombination von Boltzmannfunktionen, setzt die Vorgabe eines
Modells, eines Satzes effektiver Molmassen, M¢s= M (1-V p), voraus. Da ein Modell dann
korrekt ist, wenn sich sdmtliche Bestandteile, aus denen sich c(r) zusammensetzt, im Modell
wiederfinden, scheint grundsitzlich ein mdglichst umfangreiches Modell geboten. Allerdings
sind 1.A. bereits vier sedimentierende Komponenten nicht mehr eindeutig zu trennen, so dal3
man auf externe Informationen iiber das Untersuchungsobjekt angewiesen ist, mit deren Hilfe
man das Modell von iiberfliissigen Komponenten befreien kann. Dariiber hinaus gibt es spe-
zielle Verfahren, die auf die Eliminierung unbekannter Groflen gerichtet sind. So ist es in
manchen Féllen moglich, durch gezielte Farbstoffmarkierung einzelne Komponenten zu se-
lektieren — auf Grundlage der Messung von c(r) als A(r) (Anwendungen z.B. in [30] [56]
[160]). Ein anderes Beispiel ist die in dieser Arbeit weiterentwickelte Technik der Dichte-

kompensation [100], womit der Beitrag eines Detergens zu c(r) bzw. A(r) geloscht wird.
Standardauswertung:

Bei gegebenem Modell, d.h. bei gegebenen Boltzmannfunktionen mit unbekannter Amplitude
ci(ro) bzw. Ai(rp), wurde die Zusammensetzung des gemessenen A(r)-Profils {iblicherweise
durch Anpassung der Boltzmannfunktionen an selbiges ermittelt — mit den einzelnen A;(ry) als
Fitparameter. Zur Beurteilung der Giite einer Anpassung wurde die Summe der Fehlerquad-
rate, o, herangezogen: Die beste Anpassung ist dadurch gekennzeichnet, da3 die Fehlerquad-
ratsumme minimal ist. Um die aus den Anpassungsrechnungen gewonnenen Absorptionsan-
gaben vergleichbar zu machen, also unabhédngig vom (beliebigen) Bezugspunkt ry, wurden via
Integration der einzelnen Boltzmannverteilungen iiber das gesamte Probenvolumen die mittle-
ren Absorptionen/ Konzentrationen der einzelnen Komponenten berechnet. Hierfiir ist die
Kenntnis der Positionen von Meniskus und Boden noétig, wobei die Bestimmung der Boden-

position iiblicherweise von groBBerer Unsicherheit behaftet ist als die Meniskusbestimmung.

Die Anzahl auflosbarer Komponenten wird vom Rauschbeitrag des Datensatzes beschrankt

und hingt davon ab, wieweit sich einzelne Parameter durch die iibrigen ersetzen lassen. Diese
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Frage kann wie folgt beantwortet werden: Jeweils ein Parameter des zugrundeliegenden
Modells wird abweichend von seinem Wert aus der besten Anpassung fest vorgegeben und
die Fehlerquadratsumme mit den restlichen — freien — Parametern minimiert. Der Anstieg der
minimalen Fehlerquadratsumme im Verhéltnis zur Differenz zwischen suboptimalem und
optimalem Parameterwert ist ein Mal} flir die Genauigkeit, mit der eine Aussage iliber den
Parameter zu treffen ist. Zur graphischen Darstellung dieses Auflosungsvermogens kann zu
jedem vorgegebenen Wert eines Parameters das minimale o aufgetragen werden. Dabei ent-
stehen parabeldhnliche Graphen, die scharf sind, wenn das Problem gut konditioniert ist, und
flach, wenn die einzelnen Komponenten in hohem Malle austauschbar sind. Anhand dieser
Graphen konnen nun Konfidenzintervalle festgelegt werden. In der vorliegenden Arbeit wur-
de davon ausgegangen, dal} ein Parameter signifikant in dem Intervall liegt, in dem die Feh-

lerquadratsumme um 0-10% vom optimalen Wert abweicht. [120] [124] [126]

Die ,,Parabeln des beschriebenen Verfahrens sowie die Vertrauensgrenze sind lediglich zur
Beurteilung der Konsequenzen statistischer Fehler vorgesehen, sie geben keinen Aufschluf3
iiber Modellfehler. Um diese aufzuspiiren, sind mit verschiedenen denkbaren Modellen An-
passungsrechnungen durchzufiihren und die jeweils minimalen Fehlerquadratsummen bzw.
die einzelnen Anpassungs-Residuen zu vergleichen. Eine systematische Verteilung der Resi-
duen iiber r verweist auf ein fehlerhaftes Modell. Hierbei ist allerdings im Auge zu behalten,
daB Fehler an den Quarzfenstern oder im optischen System ebenfalls eine systematische Resi-

duenverteilung erzeugen konnen.

Die Berticksichtigung der Basislinie eines anzupassenden A(r)-Profils erfolgte durch einen
zusitzlichen Fitparameter mit der Masse ,,0“ (bzw. ,,1*, womit das Auswerteprogramm stabi-
ler 1duft). Damit wurde die Datenanalyse zwar durch einen weiteren Parameter belastet, wes-
wegen sich die einzelnen Komponenten schlechter diskriminieren lieen. Die durch die Basis-
linie ohnehin erzeugte Unsicherheit wurde damit aber bei der Anpassungsrechnung mitbe-
riicksichtigt und konnte aus der Verbreiterung der Fehlerquadratsummen-,,Parabeln® unmittel-
bar abgelesen werden. Die zeitversetzt zum Sedimentationsgleichgewicht gemessene experi-
mentelle Basisabsorption (s.0.), die im Fall ihrer zeitlichen Anderung (hervorgerufen z.B.

durch sukzessive Oxidation von Thiolen) zu Fehlern fiihrt, diente nur zur Kontrolle.

38



Analytische Ultrazentrifugation

Alternativauswertung:

Eine alternative Auswertung gemessener Absorptions- bzw. Konzentrationsprofile beruht auf
einer Inc-gegen-r’-Auftragung von Gleichung 23, sie liefert ortsabhingige gewichtsmittlere

effektive Molmassen (Mefrw) :

En Mi (I—Vi p) Ci (r)
d(lnces(r) o 5 o’ : _
— 1 = Me A t Me = M 1‘ .
i RT - ) (r) RT (Mestw) (r) mi ff (1-vp)

i=2

Fiir den abschlieBenden Schritt ist es nun erforderlich, daB3 alle Vi gleich sind. Ist diese Vor-
aussetzung nicht gegeben, so sind die partialspezifischen Volumina gleichzusetzen, wobei die

Molmassen entsprechend korrigiert werden miissen:

%k
i

Vi > V* = M (1 — Vip) =M [1 v pj = Moefri (M>l< : reduzierte Molmasse)

Sind alle partial-spezifischen Volumina gleich bzw. egalisiert, so erhdlt man aus (Merw) die

ortsabhdngige gewichtsmittlere Molmasse (Mw) :

(Mw)(r) = M Gleichung 26

(1-vp)
In einem System mit n >3 Komponenten ist diese Funktion streng monoton steigend. Im
Spezialfall einer homogenen geldsten Substanz (n=2) ist die gewichtsmittlere Molmasse

ortsunabhingig.

Durch die Abstraktion eines Konzentrationsprofils auf lokale Molmassenmittelwerte geht In-
formation verloren. Dafiir erteilt diese Art der Auswertung unmittelbar Auskunft dariiber, ob
eine Probe homogen oder heterogen ist. Im heterogenen Fall erlaubt dieses Verfahren dartiber
hinaus, bei entsprechendem Vorwissen, die Identifizierung von Komponenten. Im Falle einer
selbstassoziierenden Substanz schlieflich folgt wegen der lokalen Giiltigkeit des Massen-
wirkungsgesetzes, dal die iiber die Komponenten des Assoziationssystems gemittelte
Molmasse fiir eine bestimmte lokale Gesamtkonzentration der Substanz einen festen Wert
einnimmt — unabhéngig von der Rotordrehzahl und der Gesamtkonzentration — wodurch in
einfachen Fillen die Moglichkeit gegeben ist, das Vorliegen eines Assoziationsgleichgewichts

zu erkennen.

Software zur Datenbearbeitung und -analyse: ,,XL-A version 1.00“ von Beckman Instruments
und ,,DISCREEQ version 3.0“ von Peter Schuck.
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4 Ultrazentrifugenuntersuchung integraler

Membranproteine

Integrale Membranproteine sind gesondert zu betrachtende Objekte von Zentrifugenuntersu-
chungen, da sie von Natur aus nicht in wiBriger Losung, sondern in einer flir analytische
Ultrazentrifugation vollig ungeeigneten Form vorliegen. Somit ist eine spezielle Vorbereitung
des Probenmaterials gefordert: Das interessierende integrale Membranprotein ist unter Beibe-
haltung seines nativen Zustandes aus einer Lipiddoppelschicht in ein fiir die Analyse geeig-
netes wilriges Milieu zu iibertragen. Diese Aufgabe erfordert in aller Regel den Einsatz
nichtionischer Detergenzien. Die darausfolgende Anwesenheit von Detergens bei der Zentri-
fugenuntersuchung fiihrt allerdings zu Schwierigkeiten bei der Interpretation der resultieren-

den Daten, die es zu bedenken und zu beherrschen gilt.

4.1 Préparation

4.1.1 Priparationsmittel Detergens

Detergentien sind wasserlosliche amphiphile Molekiile, die in der Lage sind, Bestandteile bio-
logischer Membranen in wélrige Losung zu bringen. Man unterscheidet zwischen anioni-
schen, kationischen, zwitterionischen und nichtionischen Detergenzien, wobei in der vorlie-
genden Arbeit der Blick auf letztere gerichtet ist, da sie im Unterschied zu den ionischen De-
tergenzien ,,mild* sind, also — in den meisten Féllen — Proteine nicht denaturieren (die fiir die
vorliegende Arbeit entscheidenden nichtionischen Detergenzien und einige ihrer Eigenschaf-
ten sind in Tabelle 4-1 aufgelistet; flir Details zu den Themen ,,Detergenzien* und ,,Deter-

gens-Protein-Interaktion sei auf [50], [51], [88] oder [139] verwiesen).

Viele handelsiibliche Detergenzien sind chemisch unrein: Sie enthalten z.T. undefinierte
Additive, deren Gehalt von Charge zu Charge unterschiedlich sein kann. Dariiber hinaus sind
zahlreiche handelsiibliche nichtionische Detergenzien heterogen, z.B. wegen polydisperser
,Kopf“-Gruppen (hydrophiler Gruppen) aufgrund statistischer Polymerisierungsverfahren
(die entsprechende, vom Hersteller angegebene chemische Bezeichnung ist nicht exakt,

sondern charakterisiert einen Mittelwert).
Physikalische Eigenschaften von Detergenslésungen:

Gibt man eine geringe Menge eines gegebenen Detergens in Wasser, so bildet ein Teil des
Detergens’ eine einfache Schicht (Monolayer) an der Luft-Wasser-Grenze und senkt die
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Oberflichenspannung, ein anderer Teil kann an die GefaBBoberfliche binden, wiahrend sich der
Rest als einzelne Monomere in Losung befindet. Zwischen Monolayer und Monomeren stellt
sich ein Gleichgewicht ein, so dafl — zundchst — die Oberfldchenspannung eine Funktion der
Detergenskonzentration ist. Ab einer bestimmten Detergenskonzentration (realiter handelt es
sich um einen schmalen Konzentrationsbereich), der sog. kritischen Mizellenkonzentration
(CMC, ,critical micellar concentration®), 18t sich durch weitere Detergenszugabe die
Monomerenkonzentration (praktisch) nicht mehr steigern, da sich zusétzliches Detergens
spontan in ,,Mizellen organisiert (thermodynamisch kann dies als Phasentrennungsphdnomen

behandelt werden).

Eine Mizelle ist ein thermodynamisch stabiles kolloidales Aggregat von sphérischer bis ellip-
soider Form [85], in dem amphiphile Molekiile so zusammengeschlossen sind, dal deren
hydrophobe Teile ins Aggregatinnere weisen, wihrend die Kopfgruppen den Kontakt zur
wafirigen Umgebung herstellen (in hydrophober Umgebung bilden sich ,,inverse* Mizellen).
Durch die Bildung derartiger in Wasser geloster Aggregate sind Detergenzien makroskopisch

betrachtet in hohem Mafe wasserloslich.

Bei gegebenem Detergens ist die Bildung von Mizellen nur mdglich oberhalb einer bestimm-
ten Temperatur, der ,kritischen Mizellentemperatur (bei einer tieferen Temperatur bilden
sich ab einer bestimmten Detergenskonzentration Fliissigkristalle). Bei nichtionischen Deter-
genzien liegt die kritische Mizellentemperatur allerdings meist unterhalb von 0°C, so dal} sie

im Zusammenhang mit der Behandlung von Membranproteinen keine Rolle spielt. [51]

Die kritische Mizellenkonzentration ist abhiingig vom Verhéltnis zwischen hydrophilem und
hydrophobem Anteil am Molekiil einer Detergenssorte, d.h. vom ,,HLB-Wert* (HLB: hydro-
phile-lipophile balance): Mit zunehmender Hydrophobizitdt sinkt die CMC. Bei nichtioni-
schen Detergenzien ist die CMC merklich von der Temperatur abhédngig (zwischen 0°C und
37°C): Steigt die Temperatur, sinkt die CMC. Dagegen beeinflussen Ionenstirke und pH-
Wert die CMC nichtionischer Detergenzien wenig bzw. nicht (generell hingen die Eigen-

schaften von Mizellen nichtionischer Detergenzien kaum vom pH-Wert ab). [51] [176]
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Tabelle 4-1
Detergens Molmasse |CMC CMC-Bedingungen Bemerkungen
(Monomer) |[% (w/v)] |(Salzgehalt, Temperatur)

Ci2Eg 583 Da 0,004 — 0—-100 mM Na* polydispers,

(Thesit) 0,006 20 -25°C Peroxid-gereinigt

Triton X-100 | 631 Da 0,016 50 mM Na* polydispers

(reduziert) 20-25°C

DDM 511 Da 0,005- |0-200 mM Na* monodispers
0,008 20 -25°C

LDAO 229 Da 0,023 - 50 mM Na* monodispers,

(pH=>T7) 0,069 20-25°C bei pH < 7 kationisch

Quellen [Stand 03-2002]:

URL: http://www.embl-heidelberg.de/~gohlke/properties.htmi

URL: http://strucbio.biologie.uni-konstanz.de/det/
URL: http://psyche.uthct.edu/shaun/SBlack/detergnt.html

Detergensmischungen:

Mischt man zwei verschiedene Detergenzien, Detergens A und Detergens B, und 16st die Mi-
schung in Wasser, bilden sich oberhalb einer bestimmten Gesamtdetergenskonzentration aus
A und B zusammengesetzte Mizellen. Ein derartiges System — gemischte Mizellen im Gleich-
gewicht mit den Monomeren von A und B — 1d6t sich ndherungsweise wie ein Fliissigkeitsge-
misch im Gleichgewicht mit der Gasphase beschreiben, so daB3 im Falle idealen Mischungs-

verhaltens nach dem Raoult'schen Gesetz gilt (vgl. [51]):
CAM/ M = M7/ CpM* - CMCA/CMCy

(mit CA,BMO“’MiZ: Stoffmengenkonzentration von A bzw. B, als Monomer bzw. in Mizellen

vorliegend; CMC, g : CMC des reinen Detergens A bzw. B)

Hieraus folgt unter anderem, da3 das Detergens mit der im Reinzustand hoheren CMC in der

»-Monomerphase im Vergleich zur ,,Mizellenphase‘ angereichert ist.

Mischt man nun ein Detergens mit einem Lipid, erhédlt man in Wasser bei geringer Lipidkon-
zentration und méBiger Detergenskonzentration ebenfalls gemischte Mizellen, deren Lipid-
komponente im Falle erhohter Lipidkonzentration allerdings im Gleichgewicht mit einer Bi-
layerphase steht. Daraus 148t sich nun umgekehrt die Wirkung von Detergenzien auf Lipid-
membranen charakterisieren: Lipide werden aus der Membran in wélrige Losung {iberfiihrt,
indem sie in Detergensmizellen integriert werden. Diesen Vorgang nennt man Solubilisation.

Er setzt voraus, da3 die Detergenskonzentration die CMC des Detergens iibersteigt.
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4.1.2 Solubilisation und Aufreinigung
Solubilisation:

Die Solubilisation biologischer Membranen ist aufgrund von deren Heterogenitit sehr
komplex. So findet der Ubergang eines integralen Membranproteins von der Lipiddoppel-
schicht in eine Protein-Detergens-Mizelle iiber das Zwischenstadium eines Protein-Lipid-
Detergens-Aggregats statt [139]. Dabei ist unter Umstdnden das Endstadium der Proteinso-
lubilisation mit dem Begriff ,,Protein-Detergens-Mizelle* unzureichend beschrieben: Es gibt
Hinweise darauf, dal die am Protein-Detergens-Komplex beteiligten Detergensmonomere
weniger eine mizellare Umgebung, denn eine an die (hydrophobe) Proteinoberfliche bindende

Schicht bilden [85].

Ionische Detergenzien sind im Allgemeinen den nichtionischen hinsichtlich der Effektivitat
der Solubilisation, der ,,Solubilisationskraft®, iiberlegen. Allerdings wirken sie in den meisten
Fallen denaturierend, was unter anderem darauf zuriickzufiihren sein diirfte, dal} sie nicht nur
mit den lipophilen Teilen eines amphiphilen integralen Membranproteins in Kontakt treten,
sondern auch — iiber die Kopfgruppen der Monomere — an hydrophile Teile binden (verschér-
fend kommt hinzu, dafl die CMC ionischer Detergenzien wegen deren niedrigerer Hydropho-
bizitdt vergleichsweise hoch ist). Nichtionische Detergenzien dagegen erhalten tendenziell
den Zustand eines amphiphilen Proteins: Sie bilden dessen natiirliche hydrophobe Lipidumge-
bung nach, in der Regel ohne den Protein-Wasser-Grenzbereich zu stéren. Insbesondere erhal-
ten sie in vielen Fillen die Quartédrstruktur des Proteins, d.h. sie zerstoren hiufig selbst schwa-
che Wechselwirkungen zwischen Polypeptiden nicht [51] [138]. Damit ist der Einsatz
nichtionischer Detergenzien die iiberlegene Methode, integrale Membranproteine in wélrige
Losung zu {iiberfithren (Alternativen wie die sog. Amphipole [145] haben sich bisher nicht
durchgesetzt; allerdings diirften die sehr proteinschonenden kurzkettigen Lipide an Bedeutung

gewinnen [65]).

Gewisse — milde — nichtionische Detergenzien wie C;E¢ oder Triton kdnnen sich allerdings
zu denaturierenden Agenzien wandeln: Durch den Einflu3 von molekularem Sauerstoff bilden
sich Peroxide, starke Oxidationsmittel, wobei die Zwischenprodukte der Peroxidentstehung
besonders reaktiv sind [90] [113] [156]. Deshalb ist erstens die Entfernung von Peroxiden
bzw. der Erwerb Peroxid-bereinigter Detergenzien zu empfehlen, zweitens ist die O,-
Konzentration in der Umgebung des Proteins zu minimieren (durch ,,Entgasen* der

Priparationspuffer sowie durch Spiilen der Probenldsung mit Ny; s. [37]).
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Aufreinigung:

Die weitere Behandlung eines solubilisierten Membranproteins, die Aufreinigung und Uber-
filhrung in einen fiir die Zentrifugenanalyse geeigneten Puffer, muf3 ebenso wie die Solubili-
sierung in Gegenwart von (nichtionischem) Detergens stattfinden, da andernfalls das Protein
aggregiert — iblicherweise zu einem undefinierten grolen Aggregat bis hin zu einem

amorphen Prézipitat — und seinen urspriinglichen Zustand verliert [51].

Auch wihrend der Aufreinigung und Untersuchung muf3 die Detergenskonzentration {iber der
CMC liegen [18]. Im Prinzip ist sie deutlich entfernt von der CMC zu wéhlen, da Detergens
aufgrund von Adsorption an Wianden von Probengefiflen, Teflonschlauchen, EPON-Mittel-
stiicken etc. verloren gehen kann. Unabhédngig davon kann die Stabilitit eines Proteins auf
einen Detergensgehalt angewiesen sein, der die CMC um ein vielfaches iibersteigt, wie Er-
fahrungen aus der Arbeitsgruppe von Prof. Schubert mit dem Bande 3-Protein zeigen. In
manchen Fillen ist ein Detergensgehalt weit entfernt von der CMC allerdings schidlich, wie
am Beispiel des bc;-Komplexes deutlich wird, der bei hoheren Detergenskonzentrationen

seine Quartérstruktur einbiifit (s.u.).

Damit gilt die Regel, dall nach der Solubilisation, die fiir gewdhnlich relativ viel Detergens

erfordert, der Detergensgehalt zu senken ist, ohne in den Bereich der CMC zu geraten.

4.1.3 Anforderungen an das Priparat

Die wesentliche Voraussetzung fiir die Ultrazentrifugenanalyse eines integralen Membranpro-
teins ist mit der Solubilisation bereits erfiillt: Das Vorliegen des Untersuchungsobjekts in
wilriger Losung. In nachfolgenden, gegebenenfalls in vorhergehenden Préparationsschritten

sind weitere Anforderungen zu erfiillen, die die Untersuchungsmethode an das Préparat stellt:

- Im Falle von Ultrazentrifugenuntersuchungen, die auf einer Absorptionsoptik beruhen,
mul} das Protein im UV- oder sichtbaren Bereich deutlich absorbieren. Ist dies nicht der
Fall, bzw. wird die Absorption von anderen — notwendigen — Losungsbestandteilen (z.B.
von Ascorbinsdure oder von Detergenzien wie Triton X-100) zu sehr iiberlagert, ist das
Protein mit einem geeigneten Farbstoff zu markieren. Bei den Atmungskettenenzymen
bci-Komplex und Cytochrom c-Oxidase ist eine Farbstoffmarkierung natiirlicherweise in
Form der assoziierten Him-Gruppen gegeben. Bande 3 146t sich, wie die meisten Proteine,
im UV-Bereich messen. Fiir den hier nicht vorliegenden Fall einer Untersuchung von

Bande 3 in Gegenwart von im UV-Bereich stark absorbierenden Additiven wie Ascorbin-
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sdure existiert ein schonendes und dennoch sehr effektives Verfahren, das Protein mit

FITC* zu markieren [83].

- Die Proteinkonzentration mufl hoch genug sein, um das Protein mit der Absorptionsoptik
zu ,,sehen®. Sie mul} andererseits so niedrig sein, dal die Voraussetzung einer ideal ver-
diinnten Proteinlosung quasi erfiillt ist. Dariiber hinaus ist die Konzentration so zu wéhlen,
daB3 wahrend der Messung die Gesamtabsorption bei der gewiinschten MefBwellenlédnge
die von der Optik der Optima XL-A gesetzte Grenze der Giiltigkeit des Lambert-Beer -
schen Gesetzes nicht iiberschreitet (gegebenenfalls mufl die MeBwellenlédnge variiert wer-

den).

- Pufferzusitze, die bei der MeBwellenldnge absorbieren, sollten vor der Analyse entfernt
oder auf ein notwendiges Minimum reduziert werden, um die Basislinie und die damit

verbundene Unsicherheit zu minimieren.

- Die Ionenstirke des Puffers, in dem das Protein untersucht werden soll, muf} ausreichend
sein, um von Ladungseffekten verursachtes nichtideales Sedimentationsverhalten auszu-

schlieBen (50 mM NaCl sind iiblich, um diesen Zweck zu erfiillen; meist reichen 10 mM).

- Das Protein mufl weitgehend von anderen Bestandteilen der natiirlichen Umgebung ge-
trennt sein. Mindestens 95% der Absorption des sedimentierenden Materials sollten vom

Untersuchungsobjekt stammen [90].

- Insbesondere fiir Gleichgewichtsldufe ist es notig, dall das Protein iiber viele Stunden hin-
weg seinen Zustand beibehilt, eine Forderung, die die Wahl des Detergens erheblich ein-
schrinken kann (s.u.). Die Stabilitdt eines Praparats kann hiufig durch den Einsatz von

Saccharose oder Glyzerin erhoht werden [12] [19] [42] [43] [44] [60] [70].

4.2 Analyse

4.2.1 Storfaktor Detergens

Wird nun ein Préparat, das die genannten Anforderungen erfiillt, einer Ultrazentrifugenunter-
suchung unterzogen, so sedimentiert nicht nur das interessierende Protein, sondern auch das

Detergens — in zweifacher Form: als freie Mizelle und proteingebunden.

*FITC: Fluorescein-Isothiozyanat (Isomer I).
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Der Beitrag freier Mizellen zum Sedimentationsprofil hdangt bei gegebener Detergenskon-
zentration von der Mizellengrof3e, von der Massendichte des Detergens und von seiner op-
tischen Dichte (bei gegebener MeBwellenlénge) ab. Letztere ist meist schwer kontrollier-
bar, da sie durch Einlagerung kleiner absorbierender Molekiile (DTT, Proteinfragmente,
Pigmente) variieren kann [36]. Damit storen freie Mizellen prinzipiell die Ultrazentrifu-
genanalyse, da sie eine unbekannte Grof3e darstellen, die Beriicksichtigung erfordert (im
Falle der Vernachlissigbarkeit der Mizellen ist diese nachzuweisen), ohne per se von In-

teresse zu sein.

Proteingebundenes Detergens wirkt sich auf das Sedimentationsprofil unmittelbar dadurch
aus, dal} es das Sedimentationsverhalten des Proteins verdndert: Die effektive Molmasse
des gebundenen Detergens’, Mpsr= Mp (1-Vp p), addiert sich mit derjenigen des Pro-
teins, Mperr= Mp (1-Vp p), zur effektiven Molmasse des Protein-Detergens-Komplexes,
Mppk eff = Mppk (1-V ppx p).5 Damit ist fiir eine korrekte Interpretation von Sedimentati-
onsprofilen eines Protein-Detergens-Komplexes die Kenntnis sowohl der Molmasse der
Detergenshiille (Mp) als auch des partialspezifischen Volumens des Detergens (v p) erfor-
derlich. Die Bestimmung von Vv stellt kein ernsthaftes Problem dar, die auf die Protein-
menge bezogene Menge des proteingebundenen Detergens’ kann jedoch — wenn {iber-

haupt — nur unter erheblichem Aufwand und/ oder mit groBem MeBfehler ermittelt werden

[85] [118].

4.2.2 Dichtekompensation

Der Beitrag des fiir das Priparat notwendige, fiir die Analyse jedoch hinderliche Detergens’

kann eliminiert werden, indem man die Dichte des Puffers, p, und die Detergensdichte,

genauer: das reziproke partialspezifische Volumen des Detergens’, experimentell angleicht:

Vpp=1 = Mperr=0 = Mppk et = Mppsr.

Diese Gleichsetzung nennt man Dichtekompensation. Das Detergens wird gegeniiber dem

Zentrifugalfeld transparent, es ,,schwebt™ — unabhéngig davon, ob es proteingebunden oder

frei ist, da man praktisch davon ausgehen kann, dal3 das partialspezifische Volumen freier

Mizellen identisch ist mit demjenigen gebundener. [100]

> Effektive Molmasse: die um den Auftriebsterm korrigierte Molmasse, worauf die radiale Beschleunigung

,.effektiv wirkt.
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Dichtekompensation wurde in der Vergangenheit im Wesentlichen praktiziert durch Anrei-
cherung eines Puffers mit D,O und/ oder D,'0 [99] [100] [113] [118], wobei man heutzutage
mangels Verfiigbarkeit von D,'®0 auf ersteres beschrénkt ist. Die Grenzen dieses Verfahrens
sind ersichtlich: Es konnen nur Detergensdichten, die kleiner sind als die D,O-Dichte,
kompensiert werden (nebenbei ist eine von der D,O-Konzentration abhingige Deuterierung

des Proteins zu berticksichtigen).

Ein anderer Ansatz, Detergensdichten zu kompensieren, wurde von der Arbeitsgruppe Rosen-
busch verfolgt [75]: Aus einem polydispersen nichtionischen Detergens wurden Detergensbe-
standteile isoliert, die in etwa die Dichte von Wasser aufweisen. Dieses ,,mallgeschneiderte®

Detergens ist allerdings nur flir wenige Proteine geeignet.

In Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchungen integraler Membranproteine stellen effektive
Molmassen die einzigen Unbekannten dar. Im Rahmen dieser Analysemethode leistet Dichte-
kompensation somit die Eliminierung des Beitrags von freiem wie von proteingebundenem
Detergens. Bei Sedimentationsgeschwindigkeitsanalysen beschriankt sich der Nutzen der
Dichtekompensation auf das Eliminieren freier Mizellen (deren s-Wert verschwindet; s.
Gleichung 16). Denn die Wirkung von gebundenem Detergens ist trotz Mp ¢ = 0 nicht ver-
schwindend: Der Reibungskoeftizient des Protein-Detergens-Komplexes unterscheidet sich in
gegebenem Puffer von demjenigen des — hypothetischen — detergensfreien Proteins. Aus

Gleichung 16 folgt, da3 sich damit auch die s-Werte unterscheiden.

Ausblick:

Aufgrund der erheblichen Vorteile von Dichtekompensation ist es wiinschenswert, dieses
Prinzip fiir moglichst viele nichtionische Detergenzien anwendbar zu machen und das Spek-
trum der Dichtekompensationsverfahren entsprechend zu erweitern — mit dem Ziel, Ultra-
zentrifugenuntersuchungen an integralen Membranproteinen unabhéngig von der Wahl des
Detergens’ und damit unter biochemisch optimalen Bedingungen durchfiihren zu konnen.
Dies wiirde manche Untersuchung verbessern bzw. iiberhaupt ermdéglichen, die gegenwértig
noch an der Differenz zwischen biochemischem und physikalisch-methodischem Optimum

leidet bzw. scheitert.

47



Neue Methoden zur Kompensation der Schwimmdichte von Detergensmizellen

5 Neue Methoden zur Kompensation der

Schwimmdichte von Detergensmizellen

Die im vorangegangenen Kapiel erwidhnten Schranken der etablierten Verfahren zur Dichte-
kompensation von Detergensmizellen — insbesondere deren Untauglichkeit fiir Detergentien
mit hoher Dichte — sind ausreichend Motiv fiir die Entwicklung verbesserter bzw. neuer
Kompensationsmethoden, wovon im Folgenden einige vorgestellt werden. Diese lassen sich
in zweil Gruppen einteilen, entsprechend zweier entgegengesetzter Herangehensweisen zur
Angleichung von Losungsdichte und Detergensdichte: Entweder man erhoht die Dichte der
Losung bis zur Schwimmdichte der Detergensmizellen, hier z.B. durch Zugabe von Saccha-
rose oder Glyzerin, in Anlehnung an das herkommliche Kompensationsverfahren, bei dem
D,0O und/ oder D2180 zugesetzt werden. Oder man konstruiert eine Detergensmizelle, deren
Dichte einer gegebenen Losungsdichte angepalit ist, hier verwirklicht durch geeignetes

Mischen von LDAO, einem Detergens mit einer Dichte p < 1 g/ml, und Cj2Eq (p > 1 g/ml).

Die Erarbeitung der neuen Methoden, die z.T in der Vergangenheit bereits in Erwdgung
gezogen oder ansatzweise eingesetzt wurden [99] [113] [114], erfolgte in zwei Schritten:
Zunichst wurden die Bedingungen ausfindig gemacht, unter denen Dichtekompensation
gegeben ist — durch Messung der effektiven Molmasse der Mizelle in Abhdngigkeit von der
Konzentration des dichtesteigernden Zusatzes bzw. in Abhédngigkeit vom Mischungs-
verhiltnis zwischen LDAO und C;;E. Im zweiten Schritt wurde iiberpriift, ob bzw. wieweit
diese Bedingungen fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen an Membranproteinen geeignet sind.
Hierzu wurde das Verhalten eines robusten (insbesondere zeitlich stabilen) einheitlichen
integralen Membranproteins mit bekannter Quartérstruktur bzw. Molmasse im Sedimenta-
tionsgleichgewicht unter den verschiedenen neuen Kompensationsbedingungen analysiert und
das Ergebnis verglichen mit der Sedimentationsgleichgewichtsanalyse des Proteins unter dem

gingigen Verfahren der Dichtekompensation mittels D,O.

Die Wahl des ,, Testproteins* fiel auf die Cytochrom c-Oxidase von Paracoccus denitrificans,
ein integrales Membranprotein der Atmungskette. Das von der Arbeitsgruppe Prof. Ludwig
(Institut fiir Biophysikalische Chemie und Biochemie, JWG-Universitidt Frankfurt am Main)
zur Verfligung gestellte Cytochrom c-Oxidase-Préparat erfiillte nachweislich die an ein Test-

protein gestellten Anforderungen.

48



Neue Methoden zur Kompensation der Schwimmdichte von Detergensmizellen

Die an der Cytochrom c-Oxidase durchgefiihrte Uberpriifung der neuen Methoden zur
Anpassung der Losungsdichte an die Mizellendichte ergab, daB man Detergensdichten, die
mit D,O kompensiert werden konnen, ebensogut (d.h. ohne Korrekturbedarf) mit Saccharose
oder Glyzerin kompensieren kann, will man Membranproteine unter der Bedingung der
Dichtekompensation im Sedimentationsgleichgewicht untersuchen. Deutlich hdhere
Detergensdichten liegen zwar ebenfalls in der Reichweite von Glyzerin und insbesondere von
Saccharose, allerdings um den Preis erstens einer systematischen Abweichung im
MeBergebnis, die eine Korrektur ndtig macht, und zweitens einer starken Verldngerung der

Dauer des Experiments.

Die Untersuchung der Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart der LDAO-C,E9-Mischung zeigte
schlieBlich, daB (auch) Dichtekompensation mittels ,,mal3geschneiderter Mizellen eine voll-

wertige Alternative zu den herkdmmlichen Kompensationsverfahren sein kann.

5.1 Methoden zur Ermittlung und Herstellung von Kompensations-

bedingungen

Um die Kompensationsbedingung Mp ¢ = 0 herzustellen, mufl entweder die Pufferdichte p an
die Mizellendichte angepallt werden (,,p— =1/Vp*“), oder die Mizellen miissen auf eine

gegebene Losungsdichte hin zugeschnitten werden (,, v p— =1/p*).
Zu ,p— =1/vp*“:

Da die meisten Detergenzien eine hohere Dichte als Wasser besitzen — LDAQ?® bildet eine
Ausnahme — beruhen sowohl die etablierten als auch die im Folgenden ausgearbeiteten
Verfahren der Losungsdichteanpassung ,,p— =1/vp“ auf der Anreicherung der Losung
mit Substanzen, die die Dichte erhohen. In dieser Arbeit kamen D,O, Saccharose und
Glyzerin als dichtesteigernde Additive (,,Densifier”) zum Einsatz. Die drei nichtionischen
Detergentien, die hier gewidhlt wurden, um fiir ihre Mizellen die Kompensations-
bedingungen unter Einsatz der genannten Densifier zu ermitteln, C12E97, rTX-100® und

DDM’, werden in der Biochemie standardmifig verwendet, sie gelten als ,,milde®,

® LDAO: Lauryldimethylamin-n-Oxid

7 C,Eq: Polyoxyethylen 9 Laurylether

8 'TX-100: Triton X-100, reduzierte Form
 DDM: n-Dodecyl-B-D-Maltosid
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proteinschonende Detergenzien. Thre Dichte steigt in der genannten Reihenfolge, wobei
lediglich die C,Eq-Dichte ohne Schwierigkeiten auf die etablierte Art und Weise — durch
Ersatz einer entsprechenden Menge H,O durch D,O [100] — kompensiert werden kann.

Die Konzentrationen der dichtesteigernden Additive, die unter gegebenen Umstinden wie
Temperatur, sonstiger Pufferzusammensetzung oder Detergens (-charge) die Bedingung
Mp =0 erfiillen, wurden wie folgt ermittelt: Es wurde eine Reihe detergenshaltiger
Pufferlosungen hergestellt, die sich lediglich hinsichtlich der Konzentration des jeweiligen
Densifiers unterschieden. In einem Fall wurden zwei Densifier, D,O und Saccharose,
kombiniert, wobei das D,O/H,O-Verhiltnis vorgegeben und nur der Saccharose-Gehalt
variiert wurde (zur Herstellung der Losungen s. Anhang 2). Unter fiir alle Losungen glei-
chen duBleren Bedingungen (insbesondere Temperatur) wurde mittels Sedimentations-
gleichgewichtsanalyse Mpes in den verschiedenen Losungen bestimmt und gegen die
Konzentration des Densifiers bzw. gegen die Losungsdichte aufgetragen. Diese Plots erga-

ben nach Extra- bzw. Interpolation auf Mp ¢ = 0 die gewiinschte Densifierkonzentration.
Zu,,vp— =1/p*“

Hier stellte sich die Aufgabe, ein hdufig benutztes nichtionisches Detergens mit einer
Dichte p < 1 g/ml, LDAO (p(LDAO) = 0,93 g/ml [118]), so mit einem anderen Detergens
zu mischen, dal} die resultierenden Misch-Mizellen schwebten. Als zweites Detergens
wurde C2E¢ benutzt. Wie noch nachzuweisen sein wird, verhalten sich geeignet gemisch-
te Mizellen im Rahmen der Genauigkeit von Ultrazentrifugenuntersuchungen wie eine

einheitliche Population.

Das LDAO-C,;Eqo-Mischungsverhiltnis, das zum ,,Schweben‘ der gemischten Mizellen in
einem bestimmten Puffer bei einer bestimmten Temperatur fiihrt, wurde dhnlich zur
obigen Vorgehensweise ermittelt: Es wurde eine Reihe von identischen Pufferlésungen
hergestellt, in die anschlieBend soviel Detergens gegeben wurde, dafl die Gesamtkon-
zentration an Detergens in jeder Losung gleich war. Die Losungen unterschieden sich
lediglich in der Zusammensetzung des Detergens (und damit praktisch nicht in der
Losungsdichte). Die verschiedenen Losungen wurden unter identischen dufleren Bedin-
gungen im Sedimentationsgleichgewicht untersucht. Die effektive Molmasse der Mizellen
wurde fiir jede Losung bestimmt und gegen das LDAO-C;;Eo-Mischungsverhiltnis (aus-
gedriickt als m(LDAO)/m(LDAO+C,Ey) in % (w/w); m: Masse) aufgetragen. Durch
Extra- bzw. Interpolation ergab sich daraus das Mischungsverhéltnis, das die Bedingung
Mp s = 0 erfiillt.
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Zur Untersuchung der Detergensmizellen in der analytischen Ultrazentrifuge wurden die
Probensektoren der 6-Kanal-Mittelstiicke mit 135-140 ul der entsprechenden detergens-
haltigen Pufferlosung gefiillt. Es wurden Sedimentationsgleichgewichtsldufe bei einer Rotor-
drehzahl von 40 000 Upm durchgefiihrt, gegebenenfalls zusétzlich bei 13 000, 15 000 oder
20 000 Upm. Rotortemperatur war 4°C, gegebenenfalls wurden zusitzlich Temperaturen
zwischen 8°C und 20°C gewéhlt. Zur Interpretation der Gleichgewichtsprofile wurde zum
einen angenommen, daf} die Detergensmizellen eine einheitliche Substanz bilden (s. [51] und
[139]), zum anderen, dal die Basislinie nicht nennenswert von null abweicht. Beide
Annahmen wurden dadurch bestdtigt, da3 eine Anpassung der Profile mit einer einzigen
(sedimentierenden (Mp s > 0), schwebenden (Mp e = 0) oder aufschwimmenden (Mp ¢ < 0))
Komponente und einer Basislinie um 0 OD weder durch Hinzunahme einer weiteren Kom-
ponente, noch durch deutliche Basislinienvariation, noch durch eine Kombination aus beidem
signifikant verbessert werden konnte. Dementsprechend wurde Mp ¢ wie folgt bestimmt: Ein
Gleichgewichtsprofil wurde mit Basislinie und einer effektiven Molmasse angepalit, wobei
die Basislinie bis ca. + 5% der bei der MefBwellenlidnge vorliegenden Gesamtabsorption und
die effektive Molmasse ohne Beschrinkung variiert wurde. Diejenige Kombination Basis-
linie/ effektive Molmasse, die zu einem Minimum der Fehlerquadratsumme fiihrte, lieferte

den Wert fiir Mp efr.

Da die Optik der Optima XL-A ein zwischen 200 und 800 nm absorbierendes Untersuchungs-
objekt bendtigt und lediglich rTX-100 dieses Kriterium erfiillt, muften C;,E9, DDM und die
LDAO-C;,Ey9-Mischung mit einer absorbierenden Substanz markiert werden, um wéhrend der
Ultrazentrifugenuntersuchung ,,sichtbar zu sein. Zur Markierung der Mizellen wurde DPH
(1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien) verwendet, eine Substanz, die aufgrund ihrer hohen Hydro-
phobizitdt nahezu ausschlieBlich in den Mizellen anzutreffen ist und {iberdies die Eigen-
schaften der Mizellen, insbesondere ihre Dichte, nicht signifikant beeinfluf3t [118]. DPH ist
ein bekannter ,,Fluorophor®, hier wird allerdings nicht die Fluoreszenz der Substanz, sondern
ihre hohe spezifische Absorption benutzt.'® Zu beachten ist dabei die Lichtempfindlichkeit
von DPH, so dal wéhrend der Préparation der DPH-haltigen Mizellen sowie wéhrend der
Ultrazentrifugenuntersuchung dieser Priparate die Lichteinwirkung — und damit Anzahl und

Dauer der Scans — auf das Notwendige zu reduzieren ist.

' Unter den gewihlten Bedingungen liegt das Absorptionsmaximum von DPH bei einer Wellenlinge von etwa

357 nm (gmax : 80 000-90 000 cm 'M ™).
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Die Detergensmizellen wurden nach folgender Vorschrift mit DPH markiert:

In einen Rundkolben mit Glasschliff wurde das Detergens — Cj,E9 oder DDM oder LDAO
plus C;2E9 im gewiinschten Mischungsverhiltnis — eingewogen. Es wurden pro 1g
Detergens 0,5 mg DPH, in Chloroform geldst, zugesetzt. AnschlieBend wurde reichlich
Chloroform-Methanol-Mischung hinzugefiigt, worin sich der Kolbeninhalt komplett 16ste
(Chloroform/Methanol-Verhéltnis: 2/1 (v/v)). Der Rundkolben wurde daraufhin an einen
Rotationsverdampfer angeschlossen und in einem Wasserbad auf 30-40°C erwiarmt. Nach
der vollstindigen Entfernung der organischen Losungsmittel wurde im Kolben das
Detergens-DPH-Gemisch durch Zugabe der gewiinschten Pufferlosung in waBriger
Umgebung gelost, sodal3 schlieBlich das Detergens entweder in einer Stammldsung oder in

der vorgesehenen Endkonzentration vorlag.

Die markierten Mizellen wurden in der Ultrazentrifuge bei 357 nm, einem Absorptions-
maximum von DPH, beobachtet. Reduziertes Triton X-100, welches nicht markiert werden
mulflte, trotz seiner verglichen mit nichtreduziertem Triton niedrigen Absorption im Wellen-

langenbereich um 280 nm, wurde bei 275 nm analysiert.

Das beschriebene Verfahren zur Vereinigung von Detergens und DPH wurde generell zur
Herstellung von LDAO-C;;Eo-Mischungen angewendet, um die Bildung einheitlicher Misch-
Mizellen sicherzustellen — sei es mit DPH, wie im Fall der Untersuchung der Mizellen, sei es
ohne, wie im Falle der Untersuchung von Membranproteinen in Gegenwart der Detergens-

Mischung.

Die Detergenzien — ob markiert oder unmarkiert, ob gemischt oder pur — wurden in wéssriger
Pufferlosung aufgenommen und (gegebenenfalls via Stammldsung) auf die fiir die Ultra-
zentrifugenuntersuchung vorgesehene Konzentration von 0,1% bis 0,5% (w/v) Detergens (im
Falle der LDAO-C;;Eo-Mischung: Detergens insgesamt) eingestellt. Es wurden diejenigen

Pufferbedingungen gewahlt, die fiir die Untersuchung des Bande 3-Proteins {iblich waren:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl
0,5 mM EDTA

Im Falle der Losungsdichteanpassung wird diese Zusammensetzung durch den/ die Densifier

erganzt.

Die im Folgenden erarbeiteten Werte fiir diejenigen Densifierkonzentrationen bzw. LDAO-

Ci2Eo-Mischungsverhiltnisse, die Mperr= 0 erfiillen, gelten prinzipiell nur fiir die jeweils
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angegebenen Bedingungen. So sind Losungsdichte und Mizellendichte von Temperatur und
Pufferzusammensetzung abhéngig, wobei der Temperatureinflu mehr im Hinblick auf die
Mizellendichte zu beachten ist. Es gab dariiberhinaus Anhaltspunkte dafiir, dall die Mizellen-
dichte der nicht-einheitlichen Detergenzien C;E¢ und rTX-100 — sie bestehen jeweils aus
einer Mischung ,,dhnlicher” Substanzen mit unterschiedlicher Kettenldnge (s. Kap. 4.1.1) —
von Hersteller zu Hersteller bzw. bei gegebenem Hersteller sogar von Charge zu Charge
etwas schwanken kann. Dagegen wirkte sich die Detergenskonzentration im oben angege-
benen Konzentrationsbereich lediglich im Falle der LDAO-C,,E9-Mischung auf die Mizellen-

dichte aus.

Die Dichte von Losungen wurde bei 4°C in einem Paar DMA 02 Densitometer (Anton Paar,
Graz) gemessen. Die Viskositdt von Losungen wurde als kinematische Viskositit in einem

Ubbelohde Viskosimeter Ref. Nr. 50101 (Schott, Hoftheim a. Ts.) bei 4°C bestimmt.

5.2 Dichtekompensation ausgewéhlter nichtionischer Detergenzien

5.2.1 Dichtekompensation von C;Eg

Die Schwimmdichte von Ci;,Eq-Mizellen sollte mittels Saccharose oder Glyzerin kompensiert
werden. Zur Ermittlung der passenden Saccharose- bzw. Glyzerinkonzentration wurden

2 Reihen von Pufferldsungen hergestellt, mit folgender Zusammensetzung:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) Ci,E9 (DPH-markiert)

X% (w/v) Saccharose (Reihe 1) oder Y% (w/v) Glyzerin (Reihe 2)

mit0<X<12und0<Y <30

Die Ergebnisse der Ultrazentrifugenuntersuchung dieser Losungen bei 4°C zeigt Abbildung
5.1. Aufgetragen ist Mper gegen die mittels Saccharose bzw. Glyzerin variierte Losungs-
dichte p. Es zeigt sich, dall zur Herstellung der Bedingung Mp =0 entweder 6,4% (w/v)
Saccharose oder 13,2% (w/v) Glyzerin notwendig sind. Zu Vergleichszwecken wurde die
D,0-Konzentration bestimmt, die ohne Einsatz von Saccharose oder Glyzerin die C,;Eo-
Mizellen kompensiert; es ergab sich fiir Mp = 0 ein D,O/H,O0-Verhiltnis von 46/54 (v/v).
Die diesem Verhiltnis in der genannten Pufferlosung entsprechende Ldsungsdichte ist

ebenfalls in Abbildung 5.1 dargestellt.
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13,2 % Glyzerin

/

D20/H20

;

6,4 % Saccharose

A

Abbildung 5.1

Ergebnis des Gleichgewichts-
laufs mit 0,3% (w/v) C12Eg (DPH-
markiert) in Pufferlésungen unter-
schiedlicher Saccharose- bzw.
Glyzerinkonzentration bzw. in
D,O-haltigem Puffer. Aufgetragen
ist die effektive Molmasse der
C12Eg-Mizellen gegen die L6-
sungsdichte; die Dichtekom-
pensation ergibt sich aus der Be-
dingung Mp ¢ = 0.

Experimentelle Bedingungen:
Rotordrehzahl 40000 Upm,;
Rotortemperatur 4°C; Mel3-
wellenlange 357 nm (Absorp-
tionsmaximum von DPH). Puffer:
10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 0,5 mM EDTA; 0-12% (w/v)
Saccharose () oder 0-30%
(w/v) Glyzerin (A) oder 46% (v/v)
D,O (O).

Mp et = O wurde erfiillt durch 6,4%
Saccharose (p = 1,028 g/ml) bzw.
13,2% Glyzerin (p = 1,033 g/ml)
bzw. 46/54 D,0/H,0 (p = 1,050
g/ml).

Die durchgezogenen Linien sind
nichtlineare Anpassungen und
dienen der Orientierung.

Wie sich aus Abbildung 5.1 ergibt, ist die Losungsdichte, welche die Mizellendichte egali-

siert, eine Funktion der Losungszusammensetzung: Mit Saccharose als Densifier betragt die

Kompensationsdichte 1,028 g/ml, mit Glyzerin 1,033 g¢/ml und mit D,O 1,050 g/ml. Die

Differenzen sind offensichtlich weitaus groBer als der (statistische) MeBfehler. Dieser Befund

deutet darauf hin, daB an die Mizelle bevorzugt Wasser bindet, umgekehrt der Densifier

Saccharose bzw. Glyzerin aus den an die Mizellenoberfliche angrenzenden Schichten ver-

dringt wird, wodurch im Bereich dieser Schichten ein Dichtegradient entsteht (eine Anderung

der Mizellen-Packungsdichte in der beobachteten GroBenordnung erscheint als thermo-

dynamisch zu ungiinstig). Damit wire eine Detergensmizelle in Saccharose- bzw. Glyzerin-
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16sung als Komplex aus einem Detergenspolymer und einer als Auftriebskorper wirkenden
Hydrathiille zu betrachten (vgl. [77]; fiir Elektrolytldsungen kann nidmliches gelten; zu
»preferential binding* s. [42] [43] [144]). Fiir eine D,O-Losung dagegen ergibt dieselbe
Betrachtungsweise ein anderes Bild: Da D,O und H,O gleichermaBlen an die Oberfliche des
Detergenspolymers binden (vgl. [100]) und damit das D,O/H,O-Verhiltnis der oberfldchen-
nahen Schichten und dasjenige der gesamten Ldsung identisch sind, wird die Dichte der
Hydrathiille kompensiert. Demnach kommt die mit D,O als (alleinigem) Densifier gemessene
Kompensationsdichte der Ci,E¢9-Mizelle, p = 1,05 g/ml, der Dichte des reinen Detergens-

anteils der Mizelle am néchsten; zumal H-D-Austausch im Falle von C,Eg keine Rolle spielt.

Die in Abbildung 5.1 dargestellten Ergebnisse beruhen auf Zentrifugationen mit hoher Rotor-
drehzahl (40 000 Upm). Bei niedrigeren Drehzahlen sind die Sedimentations- bzw.
Floatationsprofile flacher, was die Auswertegenauigkeit verringert. Andererseits besteht bei
hohen Drehzahlen erstens die Gefahr, dafl eine etwaige Druckabhdngigkeit der Mizellen-
schwimmdichte angesichts der steilen Druckgradienten zwischen Probenmeniskus und -boden
die Messung verfdlscht. Zweitens konnen bei hohen Drehzahlen Additive wie Saccharose
merklich sedimentieren, mit der Folge, daB sich ein (zwar flacher, aber) signifikanter Dichte-
gradient zwischen Probenmeniskus und -boden aufbaut. Deshalb wurden die Resultate aus
Abbildung 5.1 bei niedrigerer Drehzahl (20 000 Upm) iiberpriift. Die Uberpriifung bestitigte
die Resultate. Sofern also eine Druckabhingigkeit des Mizellenzustands und/ oder ein
Losungsdichtegradient vorlag, fiihrte dies zu keiner Fehlinterpretation der bei 40 000 Upm

aufgenommenen Daten.

Um eine etwaige Abhdngigkeit der Kompensationsdichte von der C;;E¢-Konzentration zu
erfassen, wurden zusitzlich zu den Experimenten mit 0,3% (w/v) Ci,E9 analoge Experimente
mit 0,1% (w/v) bzw. 0,5% (w/v) Ci2E¢ durchgefiihrt. Zu jeder Konzentration wurde eine
Saccharose-Reihe, eine Glyzerin-Reihe und eine D,O-Reihe angesetzt. Um den Aufwand zu
reduzieren, wurden pro Reihe nur 3 Proben mit Losungsdichten im Bereich der mit 0,3%
Ci2Eo ermittelten Kompensationsdichten hergestellt. Als Rotordrehzahl wurde 40 000 Upm
gewihlt. Das Ergebnis lautete fiir die 3 betrachteten Densifier gleichermallen: Die fiir einen
Densifier charakteristische Kompensationsdichte von Ci,E9 war unabhédngig von der C,,Eo-
Konzentration im genannten Konzentrationsbereich. Dieser war so gewdhlt, dall sein
Minimum weit iiber der kritischen Mizellenkonzentration lag (CMC(Ci,Ey): s. Tabelle 4-1).
Dadurch war die Konzentration der Mizellen ausreichend fiir deren Detektion in der

analytischen Ultrazentrifuge. Auflerdem ist der Bereich zwischen 0,1% und 0,5% Cj:E9
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typisch fiir die Aufreinigung, Aufbewahrung und Analyse von solubilisierten integralen

Membranproteinen.

Die Temperaturabhédngigkeit des zur Dichtekompensation nétigen Densifier-Gehalts wurde
anhand der in Abbildung 5.1 dargestellten Glyzerinreihe ndher untersucht. Dazu wurden die
Messungen bei Temperaturen zwischen 8°C und 18°C wiederholt. Die dichtekompensierende
Glyzerinkonzentration ist in (A4bbildung 5.24) in Abhédngigkeit von der Temperatur T
aufgetragen. Man sieht, dal eine Temperatursenkung zusitzliches Glyzerin erfordert, um die
Ci2Eo-Mizellen ,,in der Schwebe zu halten (pro 1K Temperatursenkung zusitzlich
(0,126 £ 0,009)% (w/v) Glyzerin). Die beiden Gleichgewichtsprofile in Abbildung 5.2B
verdeutlichen diese Tendenz: Wéhrend die C;;Eo-Mizellen in Gegenwart von 12% (w/v)
Glyzerin bei 12°C sedimentieren, schwimmen sie bei 18°C auf. Da die Losungsdichte p im
untersuchten Temperaturbereich mit steigender Temperatur sinkt (6p/0T = -pa < 0; a: kubi-
scher (isobarer) Wiarmeausdehnungskoeffizient), folgt zum einen aus der beobachteten Tem-
peraturabhdngigkeit von C;Eq in wissriger Losung, daB3 fiir die Mizellen ebenfalls 0p/0T <0
gilt, zum anderen, daB | 8p/T]| fiir die Mizellen groBer ist als fiir die Losung.

Fiir den Einsatz der beschriebenen Varianten, die C;,Eo-Dichte zu kompensieren, in Sedimen-
tationsgleichgewichtsexperimenten zur Untersuchung integraler Membranproteine ist die Vis-
kositdt der Kompensationspuffer von Belang: Davon hédngt die Einstellungsdauer des Sedi-
mentationsgleichgewichts ab, eine mitunter entscheidende Grofle bei miBig stabilen Prote-
inen. Dariiber hinaus ist die Kenntnis der Viskositit fiir die Auswertung von s-Laufen notig.
Deshalb seien die dynamischen Viskosititen zu den in diesem Kapitel bei 4°C ermittelten
Kompensationsbedingungen aufgelistet (0,3% Detergens): Saccharosepuffer: 1,93 cPoise;

Glyzerinpuffer: 2,29 cPoise; D,O-Puffer: 1,81 cPoise.
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Zur Temperaturabhangigkeit der
Dichtekompensation von C4,E,:

A: Ergebnis von Gleichgewichtslau-
fen mit 0,3% (w/v) C1,E9 (DPH-mar-
kiert) in 10 mM Tris/HCI (pH 8,0);
50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; Glyze-
rin. Aufgetragen ist die fur Mp e = 0
notige Glyzerinkonzentration in Ab-
hangigkeit von der Temperatur T.
Neben den entsprechend Abbildung
5.1 zustandegekommenen experi-
mentellen Daten (O) ist der lineare
Fit zu sehen (—). Experimentelle
Bedingungen: Rotordrehzahl 40000
Upm; MeRwellenlange 357 nm.

B: Gleichgewichtsprofil von 0,3%
(w/v) Ci2Eg (DPH-markiert) in obi-
gem Puffer mit 12% (w/v) Glyzerin
bei 12°C bzw. bei 18°C (Rotordreh-
zahl: 40000 Upm).

Abbildung 5.2

5.2.2 Dichtekompensation von rTX-100

Zur Kompensation der Schwimmdichte von rTX-100-Mizellen wurde wie im Falle von C,Ey
Saccharose bzw. Glyzerin eingesetzt. Zur Ermittlung der ,,passenden® Saccharose- bzw.
Glyzerinkonzentration wurden wie oben 2 Reihen von Pufferlosungen hergestellt, mit

folgender Zusammensetzung:
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,33% (w/v) r'TX-100

X% (w/v) Saccharose (Reihe 1) oder Y% (w/v) Glyzerin (Reihe 2)

mit0<X<20und 0<Y <35

Die Resultate der Ultrazentrifugenuntersuchung dieser Losungen bei 4°C sind als Mp ¢ (p) in
Abbildung 5.3 dargestellt. Zur Dichtekompensation waren entweder 9,7% (w/v) Saccharose
oder 23,0% (w/v) Glyzerin erforderlich. Abbildung 5.3 zeigt dariiber hinaus — in Klammern —
die Kompensationsdichte, die unter Verwendung von D,O fiir rTX-100 ermittelt wurde.
Dieser Wert wurde der Arbeit von Tziatzios et al. entnommen [150]; er kam unter vergleich-
baren, aber nicht identischen Bedingungen zustande (Temperatur: 6°C). Die fiir rTX-100
ermittelten Kompensationsdichten — 1,043 g/ml mit Saccharose; 1,054 g/ml mit Glyzerin; ca.
1,085 g/ml mit D,O als Densifier — unterscheiden sich voneinander noch deutlicher als die-
jenigen fiir CiEo. Dies 148t sich mit der hoheren Dichte von rTX-100 erkldren, deren
Kompensation eine hohere Saccharose- bzw. Glyzerinkonzentration erfordert, was den

beschriebenen Effekt verstirkt.

Die in Abbildung 5.3 dargestellten Ergebnisse zu den beiden Densifier-Reihen beruhen auf
Zentrifugationen bei 40 000 Upm. Die bei dieser Rotordrehzahl auftretende Druckdifferenz
zwischen Probenmeniskus und Probenboden'' kénnte zur Folge haben, daB die Detergens-
mizellen ihre Eigenschaften — etwa ihre Dichte — abhingig von der radialen Position r
signifikant d&ndern. Die Auswirkung einer Zunahme der Mizellendichte mit steigendem Druck
bzw. r (bei konstanter Pufferdichte) ist in Abbildung 5.44 skizziert, ebenso in Abbildung 5.4B,
welche den prinzipiellen Verlauf eines (zeitlich konstanten) A(r)-Profils druckabhingiger
Mizellen im Bereich der Kompensationsbedingung andeutet. Sei nun umgekehrt die Mizellen-
dichte unabhingig vom Druck, wédhrend die Pufferdichte mit zunehmendem Radius steige,
siehe Abbildung 5.4C, so verlauft das Gleichgewichtsprofil der Mizellen wie in Abbildung
5.4D angedeutet.

"' Am Boden einer voll gefiillten duBeren Kammer eines Standard-6-Kanal-Mittelstiicks herrscht bei einer

Losungsdichte von 1,054 g/ml und bei einer Rotordrehzahl von 40 000 Upm ein Druck von ca. 47-10° Pa.
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Ergebnis des Gleichgewichts-
laufs mit 0,33% (w/v) rTX-100 in
Pufferlésungen unterschiedlicher
Saccharose- bzw. Glyzerin-
konzentration. Aufgetragen ist die
effektive Molmasse der rTX-100-
23 % Glyzerin Mizellen gegen die Lésungs-

dichte; die Dichtekompensation
ergibt sich aus Mp ¢ = 0.
Experimentelle Bedingungen:

Rotordrehzahl 40000 Upm,;
Rotortemperatur 4°C; Mel3-
wellenlange 275 nm. Puffer:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 0,5 mM EDTA; 0-20% (w/v)
9,7 % Saccharose Saccharose (O) oder 0-35%
(w/v) Glycerin (A).

Mp et = O wurde erfiillt durch 9,7%
Saccharose (p = 1,043 g/ml) bzw.
23% Glyzerin (p = 1,054 g/ml).
Die Anpassungen (durchgezoge-
ne Linien) dienen der Orientie-
rung.

Der Wert fur die mittels D,O (bei
6°C) gemessene Kompensa-
tionsdichte, p = 1,085 g/ml (O),
stammt aus [150].

Abbildung 5.3
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Mizele __.

Mizele

Puffer

Radius

40000 Upm

40000 Upm

Abbildung 5.4

Absorption

Radius

Absorption

Radius

Mégliche Nichtidealitaten im Zusammen-
hang mit der Ultrazentrifugenanalyse von
Detergensmizellen bei hohen Rotordreh-
zahlen:

A-D: Schematische Darstellung eines
Mizellendichte- (A) bzw. eines Puffer-
dichtegradienten (C), sowie der daraus
folgenden Gleichgewichtsprofile dichte-
kompensierter Mizellen (B bzw. D).

E-F: Bei den Rotordrehzahlen 20000 und
40000 Upm aufgenommene Gleichge-
wichtsprofile von rTX-100-Mizellen (0,33%
(w/v)) mit effektiven Molmassen nahe ,,0°.
Als Densifier waren 9% (w/v) Saccharose
(E) bzw. 24% (w/v) Glyzerin (F) zugegen.
Sonstige Pufferbestandteile: 10 mM
Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM
EDTA. Experimentelle Bedingungen:
Temperatur 4°C; MeRwellenlange 275nm.
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Tritt ein Pufferdichtegradient auf, kann dies nicht von einer Druckabhéngigkeit der Losungs-
mitteldichte herrithren, da wilirige Losungen praktisch inkompressibel sind. Es kann aber
Folge der Sedimentation von bestimmten Losungsbestandteilen, z.B. Saccharose, sein. Dal3
dieser Fall nicht nur theoretische Bedeutung hat, zeigt Tabelle 5-1 ebenso wie Abbildung
5.4E: Dem linken Teil der Tabelle, die eine Einschédtzung von der GroBenordnung der
Konzentrationsgradienten von Saccharose bzw. Glyzerin bei verschiedenen Rotordrehzahlen
vermitteln soll, 1483t sich entnehmen, dal} sich die Saccharosekonzentration in der Proben-
16sung bei hohen Drehzahlen radial merklich dndert — im vorliegenden Beispiel (40 000 Upm)
um ca. +15% (bezogen auf die mittlere Saccharosekonzentration)'? — wihrend bei
gemiBigten Drehzahlen, die bei Sedimentationsgleichgewichtsanalysen von Proteinen {iblich
sind, die Konzentrationsdnderung wenige Prozent betrigt, somit im Rahmen der Genauigkeit
der MeBmethode zu vernachléssigen ist. Die experimentelle Bestitigung dieser Berechnung
ist in Abbildung 5.4E zu sehen, welche Sedimentationsgleichgewichtsprofile nahezu-kom-
pensierter rTX-100-Mizellen darstellt: Das bei einer Rotordrehzahl von 40 000 Upm erhaltene
Profil zeigt eine deutlich nichtideale Charakteristik, die derjenigen in Abbildung 5.4D ent-
spricht, wihrend das Profil bei 20 000 Upm offensichtlich durch eine Boltzmannfunktion zu

beschreiben ist.

Wiéhrend Saccharose bei hohen Drehzahlen einen Dichtegradienten entlang der Fliissigkeits-
sdule bildet, ist dies bei Glyzerin praktisch nicht der Fall, wie die entsprechenden Werte in
Tabelle 5-1 andeuten. Dies wird durch das Experiment bekréftigt: Weder bei 20 000 noch bei
40 000 Upm zeigt sich anomales Verhalten, siche Abbildung 5.4F.

"2 Der Saccharosegradient ist theoretisch exponentiell, in guter Naherung jedoch linear.

13 Vorausgesetzt, die ,,Nichtidealititen* beruhen ausschlie8lich auf einem Gradienten der Pufferdichte p (r), 146t
sich dieser im Prinzip aus dem Gleichgewichtsprofil der Detergensmizellen bestimmen (am genauesten, wenn
deren Auftriebsdichte inmitten des Dichtegradienten liegt): Dazu mufl zu verschiedenen Radialpositionen r die
lokale effektive Molmasse der Mizellen, Mp .4 (r) = Mp (1- V p p (1)), ermittelt werden; mit Kenntnis der

Molmasse und des partialspezifischen Volumens der Mizelle, Mp bzw. Vv p, ergibt sich p (r) aus Mp ¢ (1).

61



Neue Methoden zur Kompensation der Schwimmdichte von Detergensmizellen

Tabelle 5-1
Saccharose Glyzerin
CBoden / CMeniskus Rotordrehzahl CBoden / CMeniskus
1,36 40 000 Upm 1,04
1,08 20 000 Upm 1,01
1,04 15000 Upm 1,01
1,03 12 000 Upm 1,00

Zur Dichtegradientenbildung aufgrund der Zentrifugation einer saccharose- bzw. glyze-
rinhaltigen Lésung bei hohen Rotordrehzahlen:

Verhaltnis der Saccharose- bzw. Glyzerinkonzentration am Probenboden (Cgogen ; BO-
denposition: rgegen = 7,20 cm) zu derjenigen am Probenmeniskus (Cueniskus ; Meniskus-
position: ryeniskus = 6,75 cm) in Abhangigkeit von der Rotordrehzahl. Die Abschatzung
basiert auf der Annahme einer Sedimentationsgleichgewichtsverteilung der ideal sedi-
mentierenden Komponente Saccharose bzw. Glyzerin. Zur Berechnung herangezogen
wurden die Lésungsdichten, die den Kompensationsdichten fur rTX-100 entsprechen:
1,043 g/ml (Saccharose) bzw. 1,054 g/ml (Glyzerin), sowie die bekannten Werte flir Mol-
masse und Dichte eines Saccharose- bzw. Glyzerinmolekils. Als Temperatur wurde 4°C
angenommen.

Um sicherzugehen, dal} aus den in Abbildung 5.3 dargestellten, bei 40 000 Upm gewonnenen
Datenpunkten der Saccharose- und Glyzerinreihe die korrekten Kompensationsdichten bzw.
-konzentrationen folgen, wurde das Experiment mit den beiden Reihen bei niedrigeren Dreh-
zahlen wiederholt: Reihe 1 bei 20 000 und 15 000 Upm, Reihe 2 bei 20 000 und 13 000 Upm.
Die bei 40 000 Upm gewonnenen Ergebnisse wurden bestitigt und damit auch das mit einer
Komponente operierende Auswerteverfahren, das im Falle der besprochenen Nichtidealitdten

ein gemitteltes Mp ¢ liefert.

Um eine etwaige Abhéngigkeit der Kompensationsdichte von der rTX-100-Konzentration zu
erfassen, wurden zusitzlich zu den Experimenten mit 0,33% (w/v) rTX-100 analoge Experi-
mente mit 0,1% (w/v) bzw. 0,5% (w/v) rTX-100 durchgefiihrt. Zu jeder Konzentration wurde
eine Saccharose-Reihe und eine Glyzerin-Reihe angesetzt. Es wurden pro Reihe 3 Proben mit

Pufferdichten im Bereich der mit 0,33% rTX-100 ermittelten Kompensationsdichten herge-

' Nichtidealititen verringern i.A. den Konzentrationsgradienten.
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stellt; Rotordrehzahl war 40 000 Upm. Das Ergebnis entsprach demjenigen fiir C;,Eo: Sowohl
mit Saccharose als auch mit Glyzerin als Densifier war die Kompensationsdichte von
rTX-100 unabhédngig von der rTX-100-Konzentration im genannten Konzentrationsbereich
(in dem iiblicherweise die Arbeit mit solubilisierten Membranproteinen stattfindet). Dieser
Bereich wurde so gewdhlt, dall die niedrigste Konzentration noch weit iiber der kritischen
Mizellenkonzentration lag (CMC(TX-100): s. Tabelle 4-1), wodurch die Konzentration der
Mizellen in allen Fillen ausreichend fiir deren Detektion in der analytischen Ultrazentrifuge

war.

Zur Abschitzung der Temperaturabhiangigkeit des zur Kompensation der rTX-100-Dichte
notigen Densifiergehalts wurde das in Abbildung 5.3 dargestellte, mit der Saccharose- sowie
der Glyzerinreihe durchgefiihrte Experiment bei 12°C wiederholt, mit dem Ergebnis, da3 zur
Dichtekompensation von rTX-100 pro 1 K Temperatursenkung zusdtzlich ca. 0,04% (w/v)
Saccharose bzw. 0,13% (w/v) Glyzerin nétig sind". Somit verhalten sich diesbeziiglich

rTX-100-Mizellen im Prinzip ebenso wie C,Eq-Mizellen (s.0.).

AbschlieBend seien die dynamischen Viskosititen zu den in diesem Kapitel bei 4°C
ermittelten Kompensationsbedingungen aufgefiihrt (0,33% Detergens): Saccharosepuffer:

2,17 cPoise; Glyzerinpuffer: 3,02 cPoise.

5.2.3 Dichtekompensation von DDM

Die Kompensation der Schwimmdichte von DDM-Mizellen durch Saccharose bzw. Glyzerin
erfordert aufgrund der hohen DDM-Dichte einen betrdchtlichen Densifiergehalt: ca. 39%
(w/v) Saccharose (s. Diskussion) oder ca. 96% (w/v) Glyzerin'® bei 4°C in 10 mM Tris/HCI
(pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA [81]. Mit Blick auf den Zweck von Dichtekom-
pensation, die Vereinfachung der Ultrazentrifugenuntersuchung von Membranproteinen, wur-
de der Einsatz von Glyzerin nicht weiterverfolgt. Auch die Kompensationskonzentration von
Saccharose, dem effektivsten der in dieser Arbeit verwendeten Densiﬁer”, liegt in einer

GroBenordnung, die hinsichtlich der Untersuchung von Membranproteinen problematisch ist:

' Bei der Interpretation dieser Werte ist zu beachten, daB sich der kubische Warmeausdehnungskoeffizient der

Saccharoselosung von demjenigen der Glyzerinlosung unterscheiden diirfte.

' 96% (W/v) Glyzerin entsprechen ca. 76% (v/v) Glyzerin. Zu beachten: Bei einer Konzentrationsangabe in %
w/v =g/ 100 ml sind Konzentrationen > 100% moglich; so ist Saccharose in Wasser bei 25°C bis zu einer

Konzentration von 200% (w/v) 16slich.

17 Dichten der Reinsubstanzen: Saccharose: 1,59 g/ml; Glyzerin: 1,26 g/ml; D,O: 1,11 g/ml.
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Saccharose erhoht — wie Glyzerin — die Viskositit der Losung erheblich und beeinfluflt das
partialspezifische Volumen des Untersuchungsobjekts. Da jedoch DDM Membranproteine
sehr schonend solubilisiert bzw. in Losung hélt und in der Biochemie dementsprechend
durchgesetzt ist, und da mit dem bc;-Komplex von Paracoccus denitrificans ein Protein zu
untersuchen war, das nur in DDM-L&sung ausreichend stabil ist (s. u.), wurde ein Verfahren
zur Dichtekompensation von DDM ausgearbeitet mit dem Ziel, die genannten Probleme zu
entschérfen. Dies sollte erreicht werden durch den kombinierten Einsatz von Saccharose und
D,0, wobei ein moglichst hoher D,O-Gehalt (95% Volumenanteil, bezogen auf den Wasser-

anteil der Losung) die Kompensationskonzentration von Saccharose minimieren sollte.

Zur Ermittlung der passenden Saccharosekonzentration wurden Pufferlosungen mit folgender

Zusammensetzung hergestellt:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2% (w/v) DDM (DPH-markiert)
X% (w/v) Saccharose

95/5 (v/v) D,O/H,0

mit 26 < X < 30 (zur Herstellung der Losungen s. Anhang 2).

Die Ergebnisse der Ultrazentrifugenuntersuchung dieser Losungen bei 4°C sind als Mp e,
aufgetragen gegen die Saccharosekonzentration, in Abbildung 5.5 dargestellt. Es zeigt sich,
dafl zur Herstellung der Bedingung Mp=0 in Gegenwart von 95% D,O 30,2% (w/v)
Saccharose notwendig sind. Daraus folgt eine Kompensationsdichte von 1,201 g/ml. Zum
Vergleich: Nach [118] betrdgt die Dichte der DDM-Mizelle (Detergens ohne Hydrathiille) ca.
1,23 g/ml (Densifier: D,'*0/D,0; Extrapolation nétig); kompensiert man andererseits die
DDM-Dichte ausschlieBlich mit Saccharose, liegt die Kompensationsdichte nach [77] im Be-

reich von 1,12 g/ml (s. Diskussion).

Den Daten 146t sich entnehmen, daB3 durch den Einsatz von D,O einerseits die Kompen-
sations-Konzentration von Saccharose um ca. 9% (w/v) gesenkt wird. Andererseits wird die
Kompensations-Dichte deutlich erhéht; vermutlich wird generell durch den (teilweisen)
Ersatz von Saccharose durch D,O die Wirkung der Dichtekompensation auf v reduziert. Von
daher ist es ratsam, die Kompensation der DDM-Dichte mit Saccharose nur in Kombination

mit D,0 (wenn verfiigbar mit D,'°0) durchzufiihren.
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Ergebnis des Gleichgewichts-
laufs mit 0,2% (w/v) DDM (DPH-
markiert) in Pufferldsungen unter-
schiedlicher Saccharosekonzen-
tration. Die Daten (O) wurden
linear angepaldt (—). Mp e, die
effektive Molmasse der DDM-
Mizellen, verschwindet bei einer
Saccharosekonzentration von
30,2% (w/v).
Experimentelle Bedingungen:
Rotordrehzahl 40000 Upm; Ro-
tortemperatur 4°C; MeRwellen-
lange 357 nm (Absorptionsmaxi-
_ mum von DPH). Puffer: 10 mM
Saccharose-Konzentration [% (w/v)] Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl:
0,5 mM EDTA,; 26-30% (w/v)
Saccharose; 95/5 (v/iv) D,O/H,0.

1 1 1
26 28 30

Abbildung 5.5

Da das bisher zugrundegelegte Puffersystem fiir die Untersuchung des bc;-Komplexes in
DDM-L6sung ungeeignet ist, wurde in einem weiteren Experiment mit einer entsprechend
verdnderten Pufferzusammensetzung die Kompensationsbedingung fiir DDM in Gegenwart
von 95% D,O gesucht. Hierfiir wurden Pufferlosungen mit folgender Zusammensetzung

hergestellt:

50 mM MES/NaOH (pH 6,0)

300 mM NacCl

0,2% (w/v) DDM (DPH-markiert)
X% (w/v) Saccharose

95/5 (v/v) D,O/H,0O

mit 20 <X < 30.

Abbildung 5.6 zeigt die MeBergebnisse: Aufgetragen ist die effektive Molmasse der DDM-
Mizelle gegen die Saccharosekonzentration (Temperatur der Losungen: 4°C). Die Interpola-
tion der Daten auf Mp . = 0 zeigt, daB3 das Detergens bei 27,6% (w/v) Saccharose, entspre-

chend einer Dichte von (1,207 £ 0,002) g/ml, schwebt.
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Zwei Variationen des Experiments sind ebenfalls in Abbildung 5.6 dargestellt: Zum einen
wurde die Kompensationsbedingung bei 20°C statt bei 4°C gesucht, wobei sich zeigte, dal3
zur Dichtekompensation von DDM pro K Temperatursenkung ca. 0,14% (w/v) Saccharose
zusitzlich nétig sind (dies reiht sich der Tendenz nach in die entsprechenden Befunde zu
Ci2E9 und rTX-100 ein). Zum anderen wurde die Kompensationsbedingung bei 50% statt bei
95% (v/v) D20 (bei 4°C) ermittelt. Die 5-6% (w/v) Saccharose, die durch Senkung des D,O-
Gehaltes offenbar zusitzlich nétig sind, geben eine Einschidtzung von der GroBenordnung des
Effekts, dessentwegen D,O eingesetzt wurde: zum Minimieren der fiir die Kompensation

ndtigen Saccharosekonzentration.

Die zur Dichtekompensation von DDM nétige Saccharosekonzentration ist im MES-
gepufferten System aufgrund seines hohen Salzgehalts niedriger als im Tris-gepufferten. Die
Kompensationsdichte ist im MES-Puffer dagegen etwas hoher, was darauf hinweist, dafl NaCl

mehr in die unmittelbare Umgebung der DDM-Mizelle integriert ist als Saccharose.

Die in Abbildung 5.5 und Abbildung 5.6 dargestellten Daten beruhen auf Zentrifugationen, die
mit einer Drehzahl von 40 000 Upm durchgefiihrt wurden. Die Rohdaten zu den Abbildungen
zeigten Nichtidealititen, die auf die Bildung eines Saccharosegradienten schlieBen lassen
(s.0.). Deshalb wurde zur Kontrolle das Experiment bei 20 000 Upm wiederholt. Bei dieser
Drehzahl waren keine Nichtidealititen zu erkennen, die bei 40 000 Upm ermittelten

Kompensationskonzentrationen von Saccharose wurden bestétigt.
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| 30 35 |
Saccharose-Konzentration [% (w/v)]

Resultat des Gleichgewichtslaufs mit 0,2% DPH-markiertem DDM in Pufferlésungen unter-
schiedlicher Saccharosekonzentration; die Dichtekompensation ergibt sich aus der Be-
dingung Mp = 0. Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit 40000 Upm; Rotor-
temperatur 4°C (bzw. 20°C); Meliwellenlange 357 nm (Absorptionsmaximum von DPH).
Puffer: 50 mM MES/NaOH (pH 6,0); 300 mM NacCl; 20-30% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v)
D,O/H,0.

GrolRe Graphik: Unter den flr die weiteren Untersuchungen vorgesehenen Bedingungen
(95% (v/v) D,0O; 4°C) aufgenommene Daten (®) und linearer Fit (—); Mp e = 0 bei 27,6%
Saccharose. Daten (o) und linearer Fit (---) auf Basis von 50% (v/v) D,O (4°C); Mp et = 0
bei ca. 33% Saccharose. Kleine Graphik (Achsenbeschriftung s. grof3e Graphik): Bei 20°C
(95% (v/v) D,O) gemessene Daten (m), linearer Fit (—); Mp e = 0 bei 25-26% Saccharose.

Abbildung 5.6

5.2.4 Dichtekompensation durch Kombination von LDAO und C;Ey

Die hier beschriebene Art der Dichtekompensation greift im Unterschied zur bisherigen
Praxis nicht in die Zusammensetzung der Losung ein, sondern in diejenige des Detergens. Im
vorliegenden Fall sollten LDAO und C;,E9 so gemischt werden, dafl die Dichte der resultie-
renden Mischmizellen und die Losungsdichte gleich sind. Um das entsprechende Mischungs-
verhiltnis zu ermitteln, wurden folgende Losungen einer Sedimentationsgleichgewichts-

analyse unterzogen (Rotortemperatur 4°C):
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2% (w/v) Detergens (LDAO+C,E9, DPH-markiert) mit Z% (w/w) LDAO

mit 0 < Z < 100, wobei Z% (w/w) LDAO = m(LDAOYm(LDAO+C ,Eo) das LDAO-C,Eq-

Mischungsverhéltnis definiert.

Die effektive Molmasse der Detergensmizellen, Mp ¢, als Funktion des Mischungsverhélt-
nisses liefert nach Interpolation auf Mp ¢ = 0 die gewiinschte Detergenszusammensetzung (s.
Abbildung 5.7): Eine Mizelle mit LDAQO/C;Ey = 43/57 (w/w) kompensiert die Losungs-
dichte, die bei 4°C 1,003 g/ml betrégt.

Der Einschub in Abbildung 5.7, der ein typisches Gleichgewichtsprofil von LDAO-C;;Eo-
Mizellen unter der Bedingung der Dichtekompensation darstellt, beweist, daBl die wie
beschrieben hergestellte Detergensmischung in wissriger Losung (praktisch) einheitliche
Mischmizellen bildet. Andernfalls wire das Profil zwischen Meniskus und Boden keine
horizontale Gerade, sondern zeigte aufschwimmende und sedimentierende Bestandteile, ent-

sprechend Mizellen mit {iberdurchschnittlichem und mit unterdurchschnittlichem LDAO-

Gehalt (dhnlich Abbildung 5.4B).

Der Vergleich des bei hoher Rotordrehzahl gemessenen A(r)-Profils aus Abbildung 5.7 (Ein-
schub) mit dem A(r)-Profil in Abbildung 5.4B 146t dariiberhinaus erkennen, dal eine Druck-
abhingigkeit der Mischmizellen-Dichte keine Rolle spielt. Mangels entsprechender Densifier

kann ein Losungsdichtegradient ohnehin ausgeschlossen werden.
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Ergebnis des Gleichgewichtslaufs
mit 0,2% (w/v) Detergens (LDAO +
C12Eq, DPH-markiert) in 10 mM
Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NacCl;
0,5 mM EDTA. Aufgetragen ist die
effektive Molmasse der Mischmi-
zellen gegen das LDAO-C4;Eq-Mi-
schungsverhaltnis, sie verschwindet
bei LDAO/C4,Eg = 43/57 (w/w). Die
experimentellen Daten (o) wurden
zur Orientierung mittels polynomi-

scher Regression angepalit (—)."®

Einschub: A(r)-Gleichgewichtsprofil
DPH-markierter Mischmizellen
43 % LDAO unter der Bedingung der Dichte-
kompensation.

Experimentelle Bedingungen:
Rotordrehzahl 40000 Upm; Rotor-
temperatur 4°C; MeRwellenlange
357 nm (Absorptionsmaximum von
DPH).

T T T T T T T

20 40 6 8 100
% (w/w) LDAO

Abbildung 5.7

Das in der Hauptgraphik von Abbildung 5.7 dargestellte Experiment wurde bei einer Deter-
gens-Gesamtkonzentration von 0,2% (w/v) durchgefiihrt. Im Einschub derselben Abbildung

18 Vorausgesetzt, LDAO und C,E, mischen sich ideal und bilden damit einheitliche Mizellen; weiterhin
vorausgesetzt, die Konzentrationen der Detergenzien liegen weit iiber dem jeweiligen CMC: dann 148t sich durch
entsprechende Transformation der Abszisse die Mp . -versus-Mischungsverhéltnis-Auftragung theoretisch
linearisieren. Durch Anwendung dieser Transformation auf die hier dargestellten Datenpunkte konnten diese
sehr gut linear angepalit werden. Die im Prinzip einfache, jedoch etwas aufwendige Transformation soll hier
ebensowenig gezeigt werden, wie der lineare Fit, da es lediglich darauf ankommt, zu bestitigen, was der
Einschub dieser Abbildung auf einfache Weise beweist: dal LDAO und C,,E, einheitliche Mizellen bilden,

zumindest wenn sie wie oben beschrieben gemischt werden.
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siecht man dichtekompensierende Mischmizellen auf Grundlage einer Detergens-Gesamt-
konzentration von 0,3% (w/v) mit 40% (w/w) LDAO, unter sonst identischen Verhéltnissen.
AuBlerdem wurde die Kompensationsbedingung fiir 0,1% (w/v) und 0,5% (w/v) Detergens-
Gesamtkonzentration (unter sonst identischen Verhdltnissen) gesucht. Die resultierende
Konzentrationsreihe ist in Tabelle 5-2 zusammengetragen, welche das fiir Mp = 0 notige
LDAO-C,Ey9-Mischungsverhiltnis als Funktion der Detergens-Gesamtkonzentration zeigt.
Aus der Tabelle ist ersichtlich, daBl die Kompensationsbedingung abhidngig von der
Detergenskonzentration ist. Genauer: Bei gegebenem Mischungsverhiltnis sinkt die Dichte
der gemischten Mizellen mit zunehmender DetergensGesamtkonzentration bis zu einer
Konzentration von ca. 0,3% (w/v) Detergens. Eine weitere Steigerung der Detergenskon-

zentration fiihrt zu keiner weiteren Anderung der Mizellendichte.

Tabelle 5-2
Detergens-Gesamtkonzentration Kompensations-Mischungsverhaltnis
[Y% (W/V)] [% (w/w) LDAO]
0,1 45
0,2 43
0,3 40
0,5 40

Die in Tabelle 5-2 dargestellte Abhéingigkeit der Mizellendichte von der Detergenskonzen-
tration 146t sich auf Basis der deutlich unterschiedlichen kritischen Mizellenkonzentrationen
der beteiligten Detergenzien (s. Tabelle 4-1) aus dem Raoult'schen Gesetz erkldren (s. Kap.
4.1.1, ,,Detergensmischungen®). Daraus 148t sich umgekehrt schlieBen, daB3 nicht nur bei
einheitlichen Detergenzien wie DDM oder LDAO eine derartige Abhingigkeit nicht gegeben
ist, sondern auch bei einer Detergensmischung, wenn die kritischen Mizellenkonzentrationen
der einzelnen Mischungsbestandteile entweder dhnlich sind oder weit unterhalb des betrach-
teten Konzentrationsbereichs liegen (vgl. die Konzentrationsunabhéngigkeit der polydispersen

Detergenzien C2E¢ = ,,Thesit™ und rTX-100).

Mit Blick auf Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchungen integraler Membranproteine ist

die Mischdetergens-Methode insofern hervorzuheben, als mit ihr Dichtekompensation ohne
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viskosititssteigernde Mittel erfolgt. Dementsprechend liegt bei 4°C die dynamische Viskositét
einer LDAO-C,,Eqo-Losung mit 0,3% Detergens lediglich bei 1,59 cPoise.

5.3 Anwendung der Kompensationsmethoden auf das ,, Testprotein“

Cytochrom c-Oxidase

Es gilt im folgenden zu iiberpriifen, ob bzw. wieweit die neuen Dichtekompensationsver-
fahren fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen an integralen Membranproteinen geeignet sind.
Die entscheidende Frage ist damit, ob die in den neuen Verfahren gewihlten Proteinum-
gebungen Anderungen des Untersuchungsobjekts bewirken, die zu Anderungen der MeB-
groflen fithren. Als Vergleich dienen dabei die Verhiltnisse unter den etablierten Bedingun-

gen der Dichtekompensation.

Zur Erlduterung: Die Dichtekompensation mittels Zusatz von Saccharose oder Glyzerin ris-
kiert den bei Detergensmizellen beobachteten Schwimmdichte-Effekt auch am Protein — in
zunehmendem Maf3e mit der Saccharose- bzw. Glyzerinkonzentration —, der sich in einer Er-
hohung des partialspezifischen Volumens des Proteins duBlern wiirde. Andererseits konnte die
bekannte proteinstabilisierende Wirkung der beiden Densifier in bestimmten Féllen eine
Verdnderung in unerwiinschter Richtung (Aufhebung des nativen Zustands durch Aggre-
gation, Zerfall oder Umfaltung) verhindern. Umgekehrt beruht das ,,MaBschneidern dichte-
kompensierter Mizellen auf dem Zusatz von LDAO, einem vergleichsweise ,,aggressiven‘
Detergens, dessen Gegenwart die Struktur ,,empfindlicher* Proteine dndern/ zerstéren kann.
Weiter konnte im Falle der gemischten Mizellen infolge einer Selektivitit der Protein-Deter-
gens-Wechselwirkung das ans Protein gebundene Detergens etwas anders zusammengesetzt

sein, als das in den freien Mizellen organisierte.

Der Test der neuen Kompensationsverfahren fand als Sedimentationsgleichgewichtsanalyse
eines als ,,Testprotein® geeigneten integralen Membranproteins unter den verschiedenen
Kompensationsbedingungen statt. Der Vergleich der Ergebnisse, die auf den neuen Verfahren
beruhen, mit dem Resultat der etablierten Vorgehensweise, die D,O als Densifier nutzt, beant-

wortet die Frage nach der Aquivalenz der verschiedenen Methoden.
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5.3.1 Das Cytochrom c-Oxidase-Priparat

5.3.1.1 Priparation”

Cytochrom c¢-Oxidase von Paracoccus denitrificans (Wildtyp 2.1; Stamm: ATCC13543)
wurde wie in [52] beschrieben in Gegenwart von DDM isoliert. Die resultierende Protein-
16sung wurde, nach Verdiinnung um etwa Faktor 4, einer lonenaustauscherchromatographie
unterzogen, um die Cytochrom c-Oxidase aufzureinigen und ggf. in die gewlinschte Deter-
gensumgebung zu iiberfiihren: Die proteinbeladene Sdule ((8x1) cm; Sdulenmaterial: DEAE-
Sepharose CL-6B, Pharmacia) wurde bei 4°C mit 3 Sdulenvolumina des jeweiligen Puffers
gesplilt, anschlieend wurde das Protein mit 40 ml linearem NaCl-Gradient von 50 mM bis
400 mM eluiert. Das FEluat wurde bei 4°C in Ultrafiltrationskammern (Centrisart, Fa.
Sartorius, AusschlufSgrenze 100 kDa) ankonzentriert, so dall das Protein um den Faktor 20 bis

40 konzentrierter vorlag als fiir die Gleichgewichtsanalysen vorgesehen.

Die in Gegenwart von C,Eg, rTX-100 bzw. LDAO/C,E¢ vorliegende Cytochrom c-Oxidase
wurde verdiinnt, wobei gleichzeitig der gewlinschte Salzgehalt ausreichend genau einstellt
wurde. Die resultierenden Proteinlosungen beinhalteten die jeweils gewiinschte Kompensati-

onsbedingung und konnten unmittelbar in der Ultrazentrifuge untersucht werden.

Die in DDM-L6sung vorliegende Cytochrom c-Oxidase wurde bei 4°C via FPLC-Gelfiltrati-
onschromatographie (24 ml Superose 6 HR 10/30, Pharmacia) in 10 mM Tris/HCI (pH 8);
50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,02% (w/v) DDM (,,pH 8*) bzw. in 50 mM MES/NaOH
(pH 6); 300 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM (,,pH 6) tiberfiihrt. AnschlieBend wurden die
Densifier zugesetzt: Saccharose iiber eine Stammldsung, D,O iiber Dialyse, die das fiir die
Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchung fertige Priparat lieferte. Die genaue Vorgehens-
weise der Densifierzugabe, die dhnlich bereits in [113] beschrieben wurde, findet sich in

Anhang 2.

' Durchgefiihrt von Hans-Werner Miiller bzw. Oliver Anderka im Institut fiir Biophysikalische Chemie und
Biochemie, Abt. Molekulare Genetik, JWG-Universitit, Frankfurt am Main.
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Absorption [OD]

T T T T T
300 350 400
Wellenlange [nm]

Absorptionsspektrum der Cytochrom c-Oxidase in 10 mM Tris/HCI (pH 8); 50 mM NacCl,
0,5 mM EDTA; 0,02% (w/v) DDM (aufgenommen bei Raumtemperatur gegen den
Puffer). Mel3gerat: Hitachi U-2000; Schichtdicke: 1 cm.

Der Pfeil markiert die fur die Messungen in der Ultrazentrifuge gewahlte Wellenlange
(425 nm).

Abbildung 5.8

5.3.1.2 Eigenschaften des Priparats®

- Die Nativitit der Cytochrom c-Oxidase in den verschiedenen Umgebungen wurde vor und
nach der jeweiligen Ultrazentrifugenuntersuchung via Bestimmung der enzymatischen

Aktivitét iiberpriift [52]. In allen Féllen zeigte sich intaktes Protein (Daten nicht gezeigt).

- Die Reinheit des fertigen Priparats wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
bestimmt [68] [108]. In keinem Fall waren Verunreinigungen feststellbar (Daten nicht ge-

zeigt).

0 Aktivititsbestimmung und Gelelektrophorese wurden von Hans-Werner Miiller bzw. Oliver Anderka

durchgefiihrt.
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Abbildung 5.8 zeigt ein typisches Absorptionsspektrum aufgereinigter Cytochrom c-
Oxidase. Das Absorptionsmaximum bei etwa 425 nm stammt von den in die Cytochrom
c-Oxidase integrierten Pigmenten. Dieser Wellenldngenbereich ist zweckmdBig fiir die
Ultrazentrifugenanalyse: Da Pigment-freie Proteine/ Proteinfragmente hier nicht absor-

bieren, wiirden derartige Verunreinigungen die Untersuchungen nicht storen.

Die endgiiltigen Cytochrom c-Oxidase-Konzentrationen lagen zwischen 0,1 mg/ml und
0,2 mg/ml, was bei einer Wellenldnge von 425 nm in einer 1 cm-Kiivette einer Absorption

von maximal ca. 0,33 OD entspricht.

Um die aus [52] und [59] hervorgehende Homogenitét der Cytochrom c-Oxidase zu {iber-
priifen und um sicherzugehen, daf3 sich der Zustand des Proteins im MES/NaCl-System
nicht von demjenigen in Tris/NaCI/EDTA unterscheidet, wurde ein Sedimentationsge-
schwindigkeitslauf mit 0,17 mg/ml Cytochrom c-Oxidase in ,,pH 6 und in ,,pH 8*
durchgefiihrt (Temperatur: 4°C). Mittels van Holde-Weischet-Analyse wurde das Protein
in den verschiedenen Puffern charakterisiert. Es stellte sich heraus, daB3 beide
Bedingungen ein einheitliches Protein gewdhrleisteten (s. Abbildung 5.9). Damit konnte
man die apparenten Sedimentationskoeffizienten der Cytochrom c-Oxidase in den beiden
System bestimmen: s = (5,3 +0,2) S in ,,pH 6 bzw. s = (6,0 £ 0,2) S in ,,pH 8« ?! Diese s-
Werte, auf Standardbedingungen (Wasser bei 20°C) umgerechnet, sind im Rahmen der
Fehlergrenze identisch: syow = (9,3 + 0,6) S in ,,pH 6*; saow = (9,8 £0,6) S in ,,pH 8 (s.
Abbildung 5.9). Daraus kann man schlieen, da3 die Cytochrom c-Oxidase im gesamten
betrachteten pH- und lIonenstirkebereich insbesondere hinsichtlich der Quartérstruktur

identisch ist.

21 Nebenbei ergab sich aus der ¢(M) Analyse dieses s-Laufs eine (sehr) grobe Abschitzung des Detergensanteils

am DDM-Cytochrom c-Oxidase-Komplex: Es binden etwa 1,1 g DDM an 1 g Cytochrom c-Oxidase (zum
Vergleich: 1 g Cytochrom c-Oxidase aus Rinderherz bindet 0,55 bis 0,64 g DDM [11][136]). Dieser Befund

deckt sich mit dem Ergebnis von Sone und Takagi in [129], die fiir die Cytochrom c-Oxidase des thermophilen

Bakteriums PS3 ebenfalls eine vergleichsweise hohe Hydrophobizitét fanden (1,25 g Ci,Eg pro g Protein; im
Vergleich dazu: 1 g Cytochrom c-Oxidase aus Rinderherz bindet nach [129] 0,50 bis 0,70 g C,Ey).
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® Cytochrom ¢ Oxidase in Tris-Puffer ("pH 8")
O Cytochrom ¢ Oxidase in MES-Puffer ("pH 6")

s-Lauf mit 0,17 mg/ml Cytochrom
c-Oxidase in ,pH 6“ und ,pH 8

van Holde-Weischet-Analyse des
Sedimentationsverlaufs. Die s-
Werte sind bereits auf Standard-
bedingungen umgerechnet.
Experimentelle Bedingungen:
Rotorgeschwindigkeit: 40000 Upm;
Rotortemperatur: 4°C; Melwellen-
lange: 425 nm.?

Abbildung 5.9

5.3.2 Cytochrom c-Oxidase als ,, Testprotein*

Die Eignung als Testprotein ist an eine Reihe von Bedingungen gekniipft: Da das Protein
»Modell steht fiir die gesamte Klasse der integralen Membranproteine, soll es — erstens — ein
typischer Vertreter dieser Klasse sein. Zweitens soll es in solubilisiertem Zusand robust sein,

einerseits angesichts der verschiedenen Bedingungen, denen es standzuhalten hat, da diese

2 7ur Berechnung von sy w aus den apparenten Sedimentationskoeffizienten s* wurden folgende Werte
herangezogen: Fiir ,,pH 6 bei 4°C: Dichte: p = 1,014 g/ml; Viskositét: n = 1,634 cPoise. Fiir ,,pH 8" bei 4°C:
Dichte: p = 1,002 g/ml; Viskositdt: n = 1,578 cPoise. Fiir das partialspezifische Volumen der Cytochtom ¢
Oxidase bei 4°C in saccharosefreiem Puffer wurde 0,764 ml/g angenommen (s.u.). p und 1 der beiden Puffer
wurden jeweils mit SEDNTERP berechnet. Die mit der Umrechnung von s* auf s, w verbundene zusétzliche

Ungenauigkeit wird mit As =+ 0,3 S beriicksichtigt.
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hier unter methodischen und nicht unter biochemischen Gesichtspunkten betrachtet werden,
andererseits im Sinne von ,,zeitlich stabil®, da Gleichgewichtsanalysen gerade unter Verwen-
dung von viskositétssteigernden Zusétzen wie Saccharose oder Glyzerin einige Tage dauern
konnen. Drittens soll das Protein im Hinblick auf die Genauigkeit der zu vergleichenden
Ergebnisse eine einheitlich sedimentierende Substanz darstellen, aus dem selben Grund ist
angezeigt, dal, viertens, die Proteinpriparation eine reine Substanz liefert (Reinheit > 95%
von der Gesamtabsorption). SchlieBlich ist es gilinstig, wenn auch fiir den angestrebten
Methodenvergleich nicht zwingend, Quartérstruktur und Molmasse des Proteins zu kennen.
Liegen auBerdem Werte zum H-D-Austausch am Testprotein vor, erhoht dies die Genauigkeit

der Analyse des in Gegenwart von D,0 vorliegenden Proteins.

Samtliche Bedingungen wurden erfiillt von den Préparaten der Cytochrom c-Oxidase von
Paracoccus denitrificans. Es handelt sich hierbei um ein typisches Membranprotein von in
solubilisiertem Zustand derart robuster Natur, dal unter den zu testenden Verhéltnissen und
im Zeitrahmen der Untersuchungen keinerlei Verdnderungen des Proteins zu erwarten
waren.” Dies wurde von den routinemiBigen Qualititstests vor und nach den Ultrazentri-
fugenuntersuchungen bestétigt (selbst das an der Detergensmischung beteiligte LDAO, ein
Detergens, das in reiner Form nicht-kovalente Bindungen innerhalb des solubilisierten
Protein-Komplexes aufbrechen kann®, verursachte den Tests zufolge keine Schiden am
Protein — in Ubereinstimmung mit den entsprechenden Ultrazentrifugenuntersuchungen; s.u.).
Weiterhin konnte hier die Reinheit des Proteinpréparats nachgewiesen und seine Homogenitét
bestitigt werden (s. auch die Anpassungen der Gleichgewichtsprofile). Dariiber hinaus ist aus
der Rontgenbeugungsanalyse der kristallisierten Cytochrom c-Oxidase von Paracoccus
denitrificans bekannt, da} sie eine monomere Substanz darstellt [59]. Das Monomer besteht
aus 4 verschiedenen Proteinuntereinheiten und zwei Him-Gruppen (Hdm a), seine Molmasse
betrdgt M = 128,5 kDa (Aminosdurezusammensetzung aus: [94] [95] [133] [153] [167]). Aus
infrarotspektroskopischen Messungen folgt aulerdem ein Deuterierungsgrad der Cytochrom
c-Oxidase von 70%>, d.h. 70% der austauschbaren H'-Ionen werden in 100% D,O gegen D*

ausgetauscht (der Rest wird offenbar vom Detergens abgeschirmt).

» Bernd Ludwig, Werner Mintele, personliche Mitteilungen.
** Bernd Ludwig, Petra Hellwig, personliche Mitteilungen.

2 Petra Hellwig, personliche Mitteilung.
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Berechnet man nach der Cohn/ Edsall-Methode [20] [34] aus den Aminosidurezusammen-
setzungen der einzelnen Untereinheiten das partialspezifische Volumen des Proteinanteils der
Cytochrom c-Oxidase und kombiniert man diesen Wert nach [34] mit dem partialspezifische
Volumen der Him-Gruppen®, erhilt man fiir das partialspezifische Volumen des gesamten
Protein-Pigment-Komplexes v.= 0,753 ml/g. Korrigiert man diesen fiir 25°C kalkulierten
Wert nach [34], folgt fiir 4°C ein v, von zwischen 0,732 ml/g und 0,748 ml/g. Nach
Mittelung erhidlt man somit fiir das errechnete partialspezifische Volumen der Cytochrom c-

Oxidase bei 4°C v, = 0,740 ml/g.

5.3.3 Ultrazentrifugenuntersuchung der Cytochrom c-Oxidase unter verschiedenen

Kompensationsbedingungen

Die Cytochrom c-Oxidase wurde sowohl unter der etablierten als auch unter den verschiede-
nen neuen Dichtekompensationsbedingungen im Sedimentationsgleichgewicht untersucht
(Rotortemperatur: 4°C). Die Rotorgeschwindigkeit im Gleichgewicht betrug 20 000 Upm fiir
Cytochrom c-Oxidase im Saccharose+D,O/DDM-System; in allen anderen Fillen wurden als
Gleichgewichtsgeschwindigkeit 12 000 Upm gewéhlt. Die Einstellung des Gleichgewichts
wurde z.T. mittels Overspeed zu Beginn eines Laufs beschleunigt. Die Gleichgewichtsprofile
wurden bei einer Wellenldnge von 425 nm aufgenommen (,,step mode* mit Ar = 0,002 cm;
20-50 ,,averages*). AnschlieBend wurde, wie in Kap. 3.4.2 beschrieben, die Basislinie

gemessen.

Die Auswertung der Gleichgewichts-A(r)-Profile beruhte auf der Annahme einer homogenen
Substanz, die ideales Sedimentationsverhalten zeigt — eine Annahme, die sich in allen Féllen
bestitigte. Die Gleichgewichtsdatensidtze wurden dementsprechend mit freier Basislinie und
einer effektiven Molmasse Mg angepalBt. Durch den Vergleich der errechneten Basis mit der
gemessenen wurde die Anpassungsrechnung kontrolliert (die Basisabsorption betrug
iiblicherweise weniger als 5% von der Gesamtabsorption). Diejenige effektive Molmasse, die
einen gegebenen Gleichgewichtsdatensatz bestmoglich erkldrt, wurde mit der effektiven
Molmasse der Cytochrom c-Oxidase identifiziert. Damit ergibt sich fiir die optimale effektive
Molmasse der Anpassung: M= M (k-Vp), wobei M und v die Molmasse und das partial-

spezifische Volumen der Cytochrom c-Oxidase bezeichnen, p die Dichte des Puffers benennt

%% Eine von Helmut Durchschlag durchgefiihrte Schétzung des partialspezifischen Volumens von Himgruppen
ergab fiir 25°C V gy, = 0,82 ml/g (unverdffentlichter Wert). Die Schitzung beruhte auf der in [33] dargestellten

Addition von Volumeninkrementen.
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und k die Korrektur des gegebenenfalls am Protein erfolgten H-D-Austauschs beinhaltet.”’
Aus dem ermittelten Mg sowie der bekannten Molmasse des Cytochrom c-Oxidase-
Monomers (128,5 kDa) und den ebenfalls extern bestimmten Werten fiir k und p erhidlt man
das partialspezifische Volumen der Cytochrom c-Oxidase, wie es bei gegebener Kompen-
sationsmethode erscheint. Uber die so ermittelten V-Werte wurden schlieBlich die verschie-

denen Kompensationsmethoden verglichen.

In Abbildung 5.10 ist an einem typischen Gleichgewichtsprofil die Ultrazentrifugenanalyse
der Cytochrom c-Oxidase umfassend dargestellt: Man sieht die Abhdngigkeit der Fehler-
quadratsumme der Anpassung, o, von der fiir die Cytochrom c-Oxidase angenommenen
effektiven Molmasse (Abbildung 5.104). Mit dem aus dem Minimum dieser Funktion
abgeleiteten ,,wahren® Mg, dessen statistischer Fehler in Abbildung 5.104 angedeutet istzg,
wurde die in Abbildung 5.10B gezeigte Anpassung der MeBdaten durchgefiihrt. Die Residuen
dieser Anpassung sind statistisch um ,,0° verteilt, was die Annahme einer einheitlichen, ideal

sedimentierenden Substanz bestitigt.

7 In 100% D,0 und bei einem Deuterierungsgrad von 100% (d.h. ohne Abschirmung von H-D-Austausch-
fahigen Gruppen durch Detergens) betragt nach [35] k durchschnittlich 1,0155; ohne H-D-Austausch gilt: k=1
(vgl. auch [151]).

*® Der statistische Fehler der effektiven Molmasse betrigt in diesem Beispiel weniger als + 500 Da. Da immer
mehrere Datensitze einer Cytochrom c-Oxidase-Probe analysiert wurden, reduzierte sich der McgFehler ent-

sprechend; in allen nachfolgend beschriebenen Féllen war er dadurch kleiner als £+ 400 Da.
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Residuen

24000 26000 28000
Meff (Cytochrom ¢ Oxidase) [Da]

Sedimentationsgleichgewichtsanalyse von Cytochrom c-Oxidase in C4;Eq-L6sung bei
Dichtekompensation durch D,0:

Das im Sedimentationsgleichgewicht gemessene A(r)-Profil (o in B) wurde mit freier Basis-
linie und einer effektiven Molmasse M angepalit. A zeigt die Fehlerquadratsumme o in
Abhangigkeit von der angenommenen effektiven Molmasse von Cytochrom c-Oxidase (—).
Mg = 25,9 kDa lieferte die beste Anpassung (— in B oben); deren Residuen (B unten) sind
statistisch um AA = 0 verteilt. Der statistische Fehler der optimalen effektiven Molmasse ist
durch die gepunkteten Linien in A dargestellt.

Proteinkonzentration: ca. 0,2 mg/ml. Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NacCl; 0,5 mM
EDTA; 0,3% (w/v) C42Eg; 46/54 (v/iv) DoO/H,0. Experimentelle Bedingungen: Rotorge-
schwindigkeit 12000 Upm; Rotortemperatur 4°C; Melwellenlange 425 nm.

Abbildung 5.10

5.3.3.1 Ultrazentrifugenuntersuchung der Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart von CjE

Die in C2Eqo-Losung iiberfiihrte Cytochrom c-Oxidase wurde unter der auf verschiedene Art
hergestellten Bedingung der Dichtekompensation im Sedimentationsgleichgewicht untersucht.

Abbildung 5.10 zeigt eine Analyse des in folgender Losung vorliegenden Enzyms:
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) Ci2E

46/54 (v/v) D,O/H,O

Diese Losung enthielt pro ml ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxidase; sie wurde insgesamt in drei
Probenkammern untersucht (Fiillvolumen: 135-140 ul pro Kammer). Fait man die Analyse-
ergebnisse zu den drei Kammern zusammen, erhdlt man fiir die effektive Molmasse des
Proteins Mg = 26,1 kDa, wodurch sich mit k= 1,0050 ? und p = 1,050 g/ml fiir das partial-
spezifische Volumen der (undeuterierten) Cytochrom c-Oxidase in wéssriger Losung v =
0,764 ml/g ergibt. Dieser iiber Dichtekompensation mittels D,0O, also iiber das Standard-
verfahren zustandegekommene Wert dient als Bezugspunkt fiir die mit den neuen Methoden

ermittelten v-Werte.

Die Cytochrom c-Oxidase wurde weiter in Gegenwart von mit Saccharose bzw. Glyzerin
kompensiertem C;E¢ untersucht (s. 4bbildung 5.11). Hier lag das Protein in folgenden

Losungen vor:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) Ci2Eq9

6,4% (w/v) Saccharose oder 13,2% (w/v) Glyzerin

Die Losungen enthielten pro ml ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxidase. Das Enzym wurde insge-
samt in sechs Probenkammern untersucht (Fiillvolumen: 135-140 pul pro Kammer), wobei drei
Kammern die saccharosehaltige und drei Kammern die glyzerinhaltige Losung beinhalteten.
Mit Saccharose als Densifier erhielt man Mg = 27,3 kDa, woraus mit p = 1,028 g/ml folgt:
v = 0,766 ml/g. Mit Glyzerin ergab sich: M= 26,8 kDa, was mit p = 1,033 g/ml ebenfalls
zu v = 0,766 ml/g fiihrt.

Aus Abbildung 5.11 geht hervor, dall die in C;Eo-Lésung vorliegende Cytochrom c-Oxidase
auch in Gegenwart von Saccharose bzw. Glyzerin eine einheitliche, ideal sedimentierende

Substanz darstellt.

* k-Berechnung nach [35] bzw. [151] mit Deuterierungsgrad = 70% und 46% D,0.
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T T T
6,0 , 6,9 7,0
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Ultrazentrifugenanalyse von Cytochrom c-Oxidase in C1,Eo-LOsung; Dichtekompen-
sation mittels Saccharose bzw. Glyzerin

Die im Sedimentationsgleichgewicht gemessenen A(r)-Profile wurden jeweils mit Basislinie
und einer effektiven Molmasse angepalit. Oben: experimentelle Daten (o) und optimaler Fit
(—). Unten: Residuen der Anpassungen. Proteinkonzentration: ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxi-
dase pro ml. Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; 0,3% (w/v) C4,Eqg;
6,4% (w/v) Saccharose (A) bzw. 13,2% (w/v) Glyzerin (B). Experimentelle Bedingungen: Ro-
torgeschwindigkeit 12000 Upm; Rotortemperatur 4°C; MeRwellenlange 425 nm.

Abbildung 5.11

Die Experimente mit 0,2 mg/ml Cytochrom c-Oxidase in D,O- saccharose- und glyzerin-
haltiger Ci,E¢-Losung wurden mit 0,1 mg/ml Cytochrom c-Oxidase wiederholt. Die ver-
dnderte Proteinkonzentration fiihrte in keinem Fall zu anderen Ergebnissen: Die Datensétze
lieBen sich sehr gut mit einer einzigen effektiven Molmasse anpassen, fiir Mg ergaben sich
innerhalb des Fehlers die fiir die doppelte Konzentration ermittelten Werte (Daten nicht
gezeigt). Da Vv in verdiinnten Proteinlosungen unabhingig von der Proteinkonzentration ist,

bestdtigt dies die Voraussetzung M = konstant.
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5.3.3.2 Ultrazentrifugenuntersuchung der Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart von rTX-100

Die Cytochrom c-Oxidase wurde in Gegenwart von mit Saccharose bzw. Glyzerin kompen-
siertem r'TX-100 im Sedimentationsgleichgewicht untersucht (s. Abbildung 5.12). Das Protein

befand sich hierfiir in folgenden Lésungen:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) rTX-100

9,7% (w/v) Saccharose oder 23,0% (w/v) Glyzerin

Die Losungen enthielten pro ml ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxidase. Das Enzym wurde insge-
samt in sechs Probenkammern untersucht (Fiillvolumen: 135-140 pl pro Kammer), wobei drei
Kammern die saccharosehaltige und drei Kammern die glyzerinhaltige Losung enthielten. Mit
Saccharose als Densifier erhielt man Mg = 24,6 kDa, woraus mit p = 1,043 g/ml folgt: v =
0,775 ml/g. Mit Glyzerin ergab sich: Mcy= 24,3 kDa, was mit p= 1,054 g/ml zu Vv =
0,769 ml/g fiihrt.

Abbildung 5.12 zeigt, daf} die in rTX-100-Lésung vorliegende Cytochrom c-Oxidase sowohl
mit Saccharose als auch mit Glyzerin als Densifier eine einheitliche, ideal sedimentierende

Substanz darstellt.
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Residuen Residuen
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Ultrazentrifugenanalyse von Cytochrom c-Oxidase in rTX-100-Lésung; Dichtekom-
pensation mittels Saccharose bzw. Glyzerin

Die im Sedimentationsgleichgewicht gemessenen A(r)-Profile wurden jeweils mit Basislinie
und einer effektiven Molmasse angepaldt. Oben: experimentelle Daten (o) und optimaler Fit
(—). Unten: Residuen der Anpassungen. Proteinkonzentration: ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxi-
dase pro ml. Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; 0,3% (w/v) rTX-
100; 9,7% (w/v) Saccharose (A) bzw. 23,0% (w/v) Glyzerin (B). Experimentelle Bedingun-
gen: Rotorgeschwindigkeit 12000 Upm; Rotortemperatur 4°C; Mel3wellenlange 425 nm.

Abbildung 5.12

5.3.3.3 Ultrazentrifugenuntersuchung der Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart von DDM

Die Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchungen von in DDM-Ldsung priparierter
Cytochrom c-Oxidase wurden zum einen im Tris/NaCl/EDTA-System durchgefiihrt. Der

Kompensationspuffer:
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,02% (w/v) DDM
30,2% (w/v) Saccharose
95/5 (v/v) D,O/H,0

Die Untersuchung dieser Losung wurde in drei Probenkammern (0,1 mg Cytochrom c-
Oxidase pro ml; 110 pl Probe pro Kammer) durchgefiihrt, ein Beispiel ist in Abbildung 5.13
dargestellt. Die Mittelung der drei Analyseergebnisse ergab eine effektive Molmasse des
Proteins von Mg = 7,9 kDa. Damit folgt mit k = 1,0103 *° und p = 1,201 g/ml fiir das partial-

spezifische Volumen der (undeuterierten) Cytochrom c-Oxidase: v= 0,790 ml/g.

39 k-Berechnung nach [35] bzw. [151] mit Deuterierungsgrad = 70% und 95% D,O.
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Ultrazentrifugenanalyse von Cyto-
chrom c-Oxidase in DDM-L6sung un-
ter der Bedingung der Dichtekom-
pensation:

Das im Sedimentationsgleichgewicht
gemessene A(r)-Profil wurde mit Basis-
linie und einer effektiven Molmasse an-
gepaldt. Oben: experimentelle Daten (o)
und optimaler Fit (—). Unten: Residuen
der Anpassung. Proteinkonzentration:
ca. 0,1 mg Cytochrom c-Oxidase pro ml.
Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,02% (w/v) DDM,;
30,2% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v)
D,0/H,0. Experimentelle Bedingungen:
Rotorgeschwindigkeit 20000 Upm;
Rotortemperatur 4°C; MeRwellenlange
425 nm.

Abbildung 5.13

AulBlerdem wurde das Cytochrom c-Oxidase-v im MES/NaCl-System bestimmt, worin der

bci-Komplex prépariert werden sollte. Der Kompensationspuffer:

50 mM MES/NaOH (pH 6,0)
300 mM NacCl

0,02% (w/v) DDM

27,6% (w/v) Saccharose
95/5 (v/v) D,O/H,0O

Die Untersuchung von 3 Cytochrom c-Oxidase-Proben (0,1 mg Protein pro ml; 110 pl Probe
pro Kammer) ergab eine effektive Molmasse des Enzyms von Mgg= (8,6 =0,1) kDa (s.
Abbildung 5.144). Damit folgt mit k= 1,0103 und p = 1,207 g/ml fiir das partialspezifische

Volumen der — undeuterierten — Cytochrom c-Oxidase: v= 0,782 ml/g.
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wichtsanalyse von Cytochrom
c-Oxidase in dichtekompen-
sierter DDM-L6sung:

Das im Sedimentationsgleichgewicht gemessene A(r)-Profil (CJ in B) wurde mit Basislinie
und einer effektiven Molmasse M angepaldt. A zeigt die Fehlerquadratsumme o in
Abhangigkeit von M. Mot = 8,7 kDa lieferte den besten Fit (— in B). Die Residuen der
Anpassung (o in B) sind statistisch um AA = 0 verteilt.

Proteinkonzentration: ca. 0,1 mg Cytochrom c-Oxidase pro ml. Puffer: 50 mM MES/NaOH
(pH 6); 300 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM; 27,6% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v) D,O/H,0.
Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 20000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 425 nm.

Abbildung 5.14
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Die von der hohen DDM-Dichte geforderte hohe Saccharosekonzentration mag im Einzelfall

zur Proteinstabilisierung erwiinscht, wenn nicht notwendig sein — die Mehrzahl ihrer

Nebenwirkungen ist von Nachteil:

Eine hohe Saccharosekonzentration erhdht offenbar das partialspezifische Volumen eines
Proteins signifikant. Dariiber hinaus ist eine Gleichgewichtsanalyse allerdings nicht beein-
trachtigt, wie den sehr guten Anpassungen in Abbildung 5.13 und Abbildung 5.14B zu
entnehmen ist: Demnach stellt das Testprotein auch bei hoher Saccharosekonzentration

eine homogene Substanz dar, die ideal sedimentiert.

Eine hohe Saccharosekonzentration bewirkt eine hohe Viskositit des Puffers. So waren
mindestens 70 h zur Einstellung des Sedimentationsgleichgewichts nétig — trotz
Overspeed zu Laufbeginn. Da die in DDM solubilisierte Cytochrom c-Oxidase tiber viele

Tage hinweg stabil war, blieb dies im vorliegenden Fall folgenlos.

Einer hohen Saccharosekonzentration entspricht eine mitunter deutlich mef3bare Ansamm-
lung von Verunreinigungen aus der verwendeten Saccharosecharge. Derartige Verunreini-
gungen konnen, da sie oftmals im UV-Bereich stark absorbieren, absorptionsspektrosko-
pische Analysen storen. Dies spielt allerdings im Falle der Untersuchung von im sicht-
baren Wellenldngenbereich absorbierenden Objekten (Cytochrom c-Oxidase, bci-Kom-

plex) keine Rolle.

5.3.3.4 Ultrazentrifugenuntersuchung der Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart der

Detergensmischung

Die Cytochrom c-Oxidase wurde in folgender LDAO-C,Eo-L&sung untersucht:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) Detergens (40/60 (w/w) LDAO/C,Ey)

Die Sedimentationsgleichgewichtsanalyse dieser Losung, die pro ml 0,2 mg Cytochrom c-

Oxidase enthielt, in drei Probenkammern (Fiillvolumen: 135-140 ul pro Kammer) lieferte

Megr = 28,9 kDa (4bbildung 5.15 zeigt einen Datensatz mit Anpassung und Residuen). Daraus
folgt mit p = 1,003 g/ml: v= 0,773 ml/g.
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Ultrazentrifugenanalyse von Cyto-
chrom c-Oxidase in Gegenwart der
LDAO-C4;E,-Mischung unter der Be-
dingung der Dichtekompensation:

Das im Sedimentationsgleichgewicht
gemessene A(r)-Profil wurde mit Basis-
linie und einer effektiven Molmasse an-
gepaldt. Oben: experimentelle Daten (o)
und optimaler Fit (—). Unten: Residuen
der Anpassung. Proteinkonzentration:
ca. 0,2 mg Cytochrom c-Oxidase pro ml.
Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM
NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,3% (w/v) Deter-
gens (40/60 (w/w) LDAO/C+,Eg). Experi-
Residuen mentelle Bedingungen: Rotorgeschwin-
digkeit 12000 Upm; Rotortemperatur
4°C; MeRwellenlange 425 nm.

Abbildung 5.15

LDAO ist in der Lage, die Untereinheiten III und IV der Cytochrom ¢-Oxidase abzutrennen®".
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, daB LDAO auch mit C;,E¢-Beimischung eine
derartige Wirkung entfaltet. Den Aktivititstests zufolge gab es allerdings keinen Unterschied
zwischen der Cytochrom c¢-Oxidase in Gegenwart der LDAO-C,Eo-Mischung und der in
Ci2Eg, rTX-100 oder DDM-Losung vorliegenden. Dies wurde durch die Gleichgewichts-
analyse bestitigt: Die Cytochrom c¢-Oxidase zeigte sich in LDAO-C;;E¢-Losung als
homogene, ideal sedimentierende Substanz (s. Abbildung 5.15) mit einem v -Wert, der sich im
Rahmen des Meffehlers (s.u.) nicht von dem unter Standardbedingungen bestimmten unter-

scheidet. Dagegen wiirde sich ein Zerfall des Protein-Pigment-Komplexes im Gleichgewichts-

3! Bernd Ludwig, Petra Hellwig, personliche Mitteilungen.
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profil sowohl als Inhomogenitét als auch als signifikante v-Erhéhung bemerkbar machen (das
erhéhte v wire nur ein scheinbares, da seine Berechnung auf falschen Voraussetzungen be-
ruhte). Da somit die Cytochrom c-Oxidase in Gegenwart der Detergensmischung trotz LDAO
als intakt gelten muf}, 14Bt sich schlieBen, da der hohe C;;E¢-Anteil entscheidend

zerfallshemmend wirkt.

Zur Moglichkeit einer fehlerhaften Kompensation aufgrund bevorzugter Bindung eines der
beiden Detergenzien an das Protein sei bemerkt, dal — bei einem Massenverhéltnis zwischen
proteingebundenem Detergens und Protein von 0,5 — eine Fehlkompensation um + 0,02 g/ml

einen Fehler in der Molmasse des Proteins von (lediglich) etwa + 4% verursacht [81].

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich der Methoden

Die beiden folgenden Tabellen bieten einen Uberblick iiber die Resultate dieses Abschnitts:

Tabelle 5-3
System Kompensations- p(4°C) n(4°C)
bedingung [g/ml] [cPoise]
Densifier / Detergens
Dzo / C12Eg 46/54 (V/V) D20/H20 1,050 1,81
Saccharose / C5Eg 6,4% (w/v) Saccharose 1,028 1,93
Glyzerin / Cq2Eg 13,2% (w/v) Glyzerin 1,033 2,29
Saccharose / rTX-100 9,7% (w/v) Saccharose 1,043 2,17
Glyzerin / rTX-100 23,0% (w/v) Glyzerin 1,054 3,02
Saccharose+D,0O / DDM (Tris) 30,2% (w/v) Saccharose 1,201
95/5 (v/v) D,O/H,0O
Saccharose+D,0O / DDM (MES) | 27,6% (w/v) Saccharose 1,207
95/5 (v/v) D,O/H,0O
Detergens / Detergens
LDAO / Cy2Eq 40/60 bis 45/55 (w/w) 1,003 1,59
LDAO/C+3Eq
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Tabelle 5-4

System Mcs [kDa] v [mi/g]

Densifier / Detergens

D,0O / Cy2Eg 26,1 0,764
Saccharose / C15Eq 27,3 0,766
Glyzerin / Cq2Eq 26,8 0,766
Saccharose / rTX-100 24,6 0,775
Glyzerin / rTX-100 24,3 0,769
Saccharose+D,0O / DDM (Tris) 7.9 0,790
Saccharose+D,0 / DDM (MES) 8,6 0,782

Detergens / Detergens
LDAO / Cy3Eq 28,9 0,773

In Tabelle 5-4 sind die Ergebnisse der Gleichgewichtsuntersuchungen der Cytochrom ¢-Oxi-
dase in Abhéngigkeit von den verschiedenen Methoden zur Kompensation von Detergens-
dichten zusammengestellt. Die in Tabelle 5-4 als ,,D,O/CjyEy*“-System gekennzeichnete —
etablierte — Methode liefert mit dem partialspezifischen Volumen der Cytochrom c-Oxidase,
v, den BeurteilungsmaBstab fiir die {ibrigen Methoden. Der Tabelle 148t sich entnehmen, daf3
angesichts eines relativen v-Fehlers von etwa £ 1% 32 in den Systemen ,,Saccharose/C2Eq*,
,»Glyzerin/C;Eq, ,,Saccharose/rTX-100* und ,,Glyzerin/rTX-100%, sowie in Gegenwart der
Detergensmischung das Protein-Vv aus der etablierten Methode reproduziert wurde. Von die-
sem Vv unterscheidet sich das aus der Dichtekompensation von DDM hervorgehende signi-
fikant. Im Falle einer Sedimentationsgleichgewichtsanalyse eines integralen Membranproteins

in dichtekompensierter DDM-Losung ist damit eine Korrektur des Protein-v vonnéten.

Die gemessenen, in Tabelle 5-4 aufgefiihrten v-Werte der Cytochrom c-Oxidase sind alle-
samt signifikant hoher als das berechnete partialspezifische Volumen V., welches nach Tem-

peraturkorrektur zwischen 0,732 ml/g und 0,748 ml/g liegt. Da die Erfahrung mit anderen

32 Fiir die Berechnung des v -Fehlers nach dem Fehlerfortpflanzungsgesetz wurden folgende Abschitzungen
eingesetzt: Fiir das System ,,Saccharose+D,0/DDM*: AMg/M.g = 4%; AM/M = 4%; Ak/k = 0,1%; Ap/p =
0,2%. Fiir alle anderen Systeme: AMci/Megr = 1,5%; AM/M = 2%; Ak/k = 0,05%; Ap/p = 0,1%. Kompensations-

fehler sind in AM beriicksichtigt. In allen Féllen ergab sich in etwa der gleiche Vv -Fehler.
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Protein-Pigment-Komplexen zeigt, dall die berechneten v-Werte bezogen auf die gemessenen
generell zu niedrig sind [34] [118] [150], wird V. nicht als geeigneter Vergleichsmalstab

angesehen.

Der Vergleich der v-Werte aus Tabelle 5-4 entscheidet iiber die prinzipielle VerldBlichkeit
der neuen Methoden. Ist diese Frage entschieden, steht der Methodenvergleich anhand von
Praktikabilitdtskriterien an. In diesem Sinne sind in Tabelle 5-3 die Dichten p und die
dynamischen Viskositidten n der verwendeten Kompensationslosungen aufgelistet. Wahrend
die Losungsdichte nur dann zur kritischen Grofe wird, wenn sie in der GroBenordnung des
Untersungsobjekts liegt, d.h. wenn sie dessen effektive Molmasse minimiert, ist die Viskositét
von allgemeinerem Interesse: Sie entscheidet iliber die Gleichgewichtseinstellungsdauer und
damit {iber den Zeitrahmen der Ultrazentrifugenuntersuchung. Dementsprechend benétigte die
Cytochrom c¢-Oxidase bis zum Gleichgewicht zwischen 40 h ohne Overspeedtechnik im

»LDAQO/C,Eq¢“-System und mehr als 70 h mit Overspeed in ,,Saccharose+D,O/DDM*.

5.5 Diskussion

Die Untersuchung des Modellproteins Cytochrom c-Oxidase unter Verwendung der verschie-
denen Kompensationsmethoden — einschlieBlich einer gingigen, etablierten Methode als
Malfstab fiir die anderen — ergab, dal die Dichtekompensation von C;E¢ und rTX-100 mittels
Saccharose bzw. Glyzerin die MeBgroBlen einer Sedimentationsgleichgewichtsanalyse von
integralen Membranproteinen nicht bzw. nicht wesentlich verfilscht. Namliches gilt fiir die
Dichtekompensation von Cj2E9 durch Beimischen von LDAO. Die Dichtekompensation von
DDM st allerdings kritisch: Aufgrund der hohen DDM-Dichte wurde von vornherein davon
abgesehen, die Kompensation dieser Dichte allein mittels Saccharose oder Glyzerin auf die
Ultrazentrifugenuntersuchung von Proteinen anzuwenden. Stattdessen wurde Saccharose, der
effektivste der in dieser Arbeit verwendeten Densifier, mit D,O kombiniert. Die Anwesenheit
der Cytochrom c-Oxidase im resultierenden Kompensationspuffer erhdhte ihr partialspezifi-

sches Volumen signifikant, eine Anwendung dieser Methode erfordert also eine v -Korrektur.
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Tabelle 5-5
Saccharose- — Glyzerin- —
V Cytochrom ¢-Oxidase V Cytochrom ¢-Oxidase

konzentration konzentration

0 % (W/v) 0,764 ml/g 0 % (W/v) 0,764 ml/g
6,4 % (W/v) 0,766 ml/g 13,2 % (w/v) 0,766 ml/g
9,7 % (W/v) 0,775 ml/g 23,0 % (W/v) 0,769 ml/g
30,2 % (W/v) 0,790 ml/g

Die Unbedenklichkeit der Verwendung von Saccharose und Glyzerin als Densifier ist sicher
nicht an die chemische Natur der zu kompensierenden Detergenzien gekniipft, entscheidend
ist vielmehr deren Dichte, weil sie die Densifierkonzentration bestimmt. Tabelle 5-5 verdeut-
licht die Tendenz des Protein- v, mit zunehmender Densifierkonzentration zu wachsen, was
an die Wirkung von Saccharose und Glyzerin auf die Mizellen-Schwimmdichte erinnert. Da
die V-Anderung im Falle von C1,Eo und rTX-100, gemessen an der Genauigkeit der Methode,
unwesentlich ist, folgt, daB Saccharose und Glyzerin generell zur Kompensation von De-
tergensdichten bis ca. p= 1,1 g/ml ohne Korrekturbedarf eingesetzt werden koénnen (mit
P(Ci2E9) < p(rTX-100) = 1,1 g/ml). Dabei diirfte gemélB Tabelle 5-5 die Kompensation einer
Detergensdichte von etwa 1,1 g/ml mit Glyzerin etwas vorteilhafter sein als mit Saccharose.
Dies entspricht der Beobachtung, da der EinfluB von Saccharose auf die Mizellen-

Schwimmdichte deutlicher ausfillt als derjenige von Glyzerin.

5.5.1 Kompensation niedriger bis mittlerer Detergensdichten

Da offenbar, gemessen am Ergebnis einer Gleichgewichtsanalyse von integralen Membran-
proteinen, die Verwendung von Saccharose oder Glyzerin als Kompensationsmittel bis zu
einer Detergensdichte von etwa 1,1 g/ml dquivalent ist zur standardméBigen Verwendung von
D,O * als Densifier, besteht im Giiltigkeitsbereich dieser Aquivalenz die Freiheit, sich je
nach Praktikabilitdit und sonstigen Gesichtspunkten fiir die eine oder andere Methode zu
entscheiden. Dabei spricht wenig gegen und einiges fiir Saccharose bzw. Glyzerin. Ein Nach-

teil ist die Eigenschaft speziell von Saccharose, bei hohen Drehzahlen einen Dichtegradient zu

% Die Verwendung des sehr teuren D,'®0O braucht infolge zur Zeit fehlender kommerzieller D,'*0-Quellen nicht

diskutiert zu werden.

92



Neue Methoden zur Kompensation der Schwimmdichte von Detergensmizellen

bilden. Dies beintréchtigt prinzipiell die Analyse, ist allerdings fiir die Praxis wenig relevant,
da Gleichgewichtsanalysen an Proteinen in den meisten Féllen im Drehzahlbereich bis ca.
20 000 Upm stattfinden; wie gezeigt wurde, entsteht in diesem Bereich kein signifikanter
Densifier- und damit Dichtegradient. Der wesentliche Nachteil von Saccharose und Glyzerin
besteht im Umstand, dal3 sie die Viskositit einer Losung, deren Bestandteil sie sind, deutlich
erhohen (s. Tabelle 5-3). Somit erh6hen sie den Zeitbedarf fiir eine Sedimentationsgleich-
gewichtsuntersuchung, da eine hohere Viskositdt die Gleichgewichtseinstellung verzogert
(Overspeed zu Beginn eines Laufs mildert diesen Nachteil, verhindert ihn aber nicht, da diese
Technik generell eingesetzt werden kann.). Die Verlangerung der Untersuchungsdauer macht
sich insbesondere im Fall sich langsam verdndernder/ denaturierender Proteinproben negativ
bemerkbar. Einerseits erhoht also die Gegenwart von Saccharose oder Glyzerin die Anforde-
rungen an die Stabilitit eines Priparats. Andererseits stehen eben diese beiden Substanzen im
Ruf, den nativen Zustand von Proteinen zu stabilisieren (durch Entzug von Hydratwasser mit
der Folge, daB3 der hydrophile Teil der Proteinoberfliche kontrahiert, wodurch er entfaltenden
Einfliissen mehr Widerstand entgegensetzt [43] [70]). In welchem Malle diese stabilisierende
Wirkung die Alterung eines Préparats verzogert und wie sich diese Verzogerung zur langeren
Untersuchungsdauer verhilt, ist sicherlich von Fall zu Fall verschieden. Damit ist der vielfach
dokumentierte schiitzende Einflul von Saccharose und Glyzerin auf Proteine [12] [19] [42]
[43] [44] [60] [70] [144] ein Vorteil, der im Einzelfall zum Tragen kommen kann — allerdings
nur im Einzelfall. Dagegen sind die im Folgenden aufgefiihrten Vorziige der beiden Densifier
allgemeinerer Natur: Zum einen sind Saccharose und Glyzerin kostengiinstig, sie gehoren zur
Grundausstattung biochemischen Arbeitens. Zum zweiten sind sie sehr bequem zu handha-
ben, ihre Verwendung als Densifier birgt im niedrigen bis mittleren Dichtebereich keinerlei
Komplikationen in sich. Drittens erfordern sie im Gegensatz zu D,0 bei der Ultrazentrifugen-
analyse eines Proteins nicht die Beriicksichtigung des H-D-Austauschs. Schlielich sind sie
problemlos in der Lage, Detergensdichten im Bereich der D,O-Dichte (ca. 1,1 g/ml) zu kom-

pensieren, in dem der Einsatz von D,0O aufwendig bzw. nicht mehr praktikabel ist.

Das in Gegenwart der LDAO-C2Eo-Mischung gemessene partialspezifische Volumen der
Cytochrom c-Oxidase unterscheidet sich nicht wesentlich vom unter Standardbedingungen
zustandegekommenen v-Wert. Das ,,Mallschneidern® von Detergensmizellen zum Erzielen
der Dichtekompensation ist damit prinzipiell fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen an
integralen Membranproteinen einsetzbar. Insbesondere zeigt das ,,Testprotein® keine
signifikante Bevorzugung einer Komponente des Detergensgemisches als Bindungspartner.
Dennoch empfiehlt es sich bei der Anwendung von Mischmizellen auf integrale Membran-
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proteine, diesen Gesichtspunkt im Auge zu behalten, ebenso wie den Umstand, dal3 das fiir
dieses Verfahren wegen seiner niedrigen Dichte notwendige LDAO fiir viele Proteine ein
»aggressives® Detergens ist. Der flir diverse Proteine schidliche Einfluf von LDAO kann
allerdings im Einzelfall durch die Kombination von LDAO mit einem ,,milden” Detergens
abgewehrt werden. Dies kann man am Beispiel des Protein-Pigment-Komplexes Cytochrom
c-Oxidase studieren, der von reinem LDAO gespalten wird, wihrend er in Gegenwart der

LDAO-C;,Ey-Mischung offenbar intakt bleibt.

Die Methode, Dichtekompensation durch Anpassung der Detergensdichte an die Losungs-
dichte zu bewerkstelligen, ist nicht neu: Die Arbeitsgruppe Rosenbusch beschrieb ein
Detergens (CsEas) * mit etwa der Dichte von Wasser [75], welches allerdings auf empfind-
liche Proteine denaturierend wirkt und daher nur in Einzelfillen verwendbar ist. AuBBerdem
wird die CgE4 s-Dichte streng genommen nur von Losungen kompensiert, deren nichtwassrige
Bestandteile sehr verdiinnt sind — die im Anschlu3 dargestellte Untersuchung des bc;-Kom-
plexes in Gegenwart von 300 mM NaCl zeigt, da3 diese Voraussetzung nicht notwendig ge-
geben ist. Derartig enge biochemische und methodische Grenzen wie die des CsE4 s-Einsatzes
kennt die neue Mischmizellenmethode nicht: Zum einen erdffnen sich biochemische
Variationsmoglichkeiten durch die Wahl des mit LDAO zu mischenden Detergens’, zum
anderen 1dBt sich jede Mizellendichte zwischen den Dichten der beiden Detergenzien iiber

deren Mischungsverhiltnis ,,stufenlos* einstellen.

Vergleicht man die Mischmizellenmethode und die Densifiermethoden, so stellt man erstens
fest, daB sie sich beziiglich der Kosten praktisch nur in den Aufwendungen fiir die jeweiligen
Detergenzien unterscheiden. Zweitens zeigt ein Blick auf Tabelle 5-3, da3 die Mischmizellen-
methode die einzige neue Methode ist, welche Dichtekompensation nicht mit einer Verzo-

gerung der Gleichgewichtseinstellung erkautft.

5.5.2 Kompensation hoher Detergensdichten

Mit Saccharose und Glyzerin koénnen Detergensdichten, die die D,O-Dichte iibersteigen,
kompensiert werden. Ausgesprochen wirksam als Densifier ist Saccharose: einerseits wegen
seiner besonders hohen Dichte, andererseits, weil sie wie gezeigt die effektive Dichte einer
Detergensmizelle besonders deutlich senkt. Diese dichtesenkende Wirkung entfaltet Saccha-

rose ab einer gewissen Konzentration allerdings auch am Protein. Deshalb wurde im Falle von

3 C4Ey 5 Octyl-Tetra-, Pentaoxyethylen (Octyl-POE)
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DDM, dem gingigsten Detergens mit hoher Dichte, durch den weitgehenden Ersatz von H,O
durch D,0 die zur Dichtekompensation notwendige Saccharosekonzentration gesenkt.”> Der
verbleibende Fehler des Protein-v ist im Falle der Cytochrom c-Oxidase mit den vorliegen-
den Ergebnissen bekannt und kann fiir unbekannte Systeme in dichtekompensierter DDM-L6-
sung zur v-Korrektur herangezogen werden, sofern diese der Cytochrom ¢-Oxidase dhnlich

sind (s.u.).

Der EinfluB3 von Saccharose in hoher Konzentration auf das Protein-v legt nahe, Gleichge-
wichtsanalysen an integralen Membranproteinen nur in Gegenwart problemlos zu kompen-
sierender Detergenzien wie C;E9 durchzufiihren (ggf. mul3 fiir einen Detergenswechsel ein
Préaparationsprotokoll um einen Ionenaustauscher- oder Gelfiltrationsschritt ergéinzt werden).
Allerdings sind einige Membranproteine bekannt, die den Wechsel von DDM auf ein anderes
Detergens nicht unbeschadet {iberstehen; der bc;-Komplex wird ein weiteres Beispiel liefern
(s.u.). Fiir diese Félle wurde hier das Verfahren zur DDM-Kompensation ausgearbeitet, als

Alternative zu einschlidgigen Techniken, die allesamt mit gro3en Nachteilen behaftet sind:

- Die Standardmethode zur direkten Bestimmung des Massenverhiltnisses im Detergens-
Protein-Komplex (Mp/Mp), die auf dem Einsatz von radioaktiv markiertem Detergens
beruht [85], ist einerseits sehr zuverlédssig (wenn auch keine Prézisionsmessung). Anderer-
seits ist sie wegen der hohen Auslagen fiir radioaktiv markiertes DDM oder wegen

fehlender Genehmigung fiir den Umgang mit offener Radioaktivitdt haufig nicht moglich.

- Eine ,rechnerische Dichtekompensation* durch Dichtevariation in Verbindung mit Extra-
polation, wie sie z.B. in [118] durchgefiihrt wurde, operiert im Falle von DDM aus Griin-
den der MeBgenauigkeit mit D,'*0, welches kommerziell zur Zeit nicht erhiltlich ist. Die-

se Methode liefert eindeutige Ergebnisse ausschlieBlich fiir einheitliche Proteine.

- Eine direkte Kompensation der DDM-Dichte wurde bislang nur von Lustig et al. beschrie-
ben [77], wobei Saccharose oder Nycodenz zur Erhdhung der Pufferlosungsdichte einge-
setzt und die bevorzugte Bindung von Wasser an die hydrophilen Bereiche der Protein-

oberfliche iiber eine gemittelte Hydratisierung®® von Membranproteinen®’ abgeschitzt

3% Mit der Senkung der notwendigen Saccharosekonzentration geht eine Senkung der Losungsviskositit 1 einher,

was die fiir eine Ultrazentrifugenuntersuchung nétige Zeitdauer reduziert.

% Die Hydratisierung von Proteinen in Wasser ist mit derjenigen in Gegenwart von Additiven nicht identisch,
was durch Lustig et al. beriicksichtigt wurde, allerdings nur in der Form, da3 der Einfluf verschiedener Additive

auf die Hydrathiille gemittelt wurde.
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wurde. Aus dieser Schétzung in Verbindung mit einem iiber verschiedene (wasserldsliche)
Proteine gemittelten partialspezifischen Volumen erhielten Lustig et al. ein ,mittleres*
(scheinbares) Membranprotein-v, das sie auf alle Untersuchungs- bzw. Testobjekte an-
wendeten. Diese wurden im iibrigen als homogen angenommen, wobei diese Annahme
mit wenig tauglichen Mitteln liberpriift wurde. Die in dem Mittelungsverfahren steckende
v -Unsicherheit® 148t die Kompensationsmethode von Lustig et al. tatsichlich allenfalls

im Falle homogener Substanzen als zuverldssig erscheinen.

Liegt ein geeignetes Testprotein zur Vv -,,Kalibrierung* vor, ist fiir eine Ultrazentrifugenunter-
suchung eines in DDM-L&sung vorliegenden Membranproteins die hier beschriebene Metho-

de zuverldssig und als wesentlich genauer einzuschétzen als die Methode von Lustig et al.

Eine weitere Fehlerquelle bei Lustig et al. konnte die Benutzung einer mit Schlieren- oder In-
terferenzoptik ausgestatteten analytischen Ultrazentrifuge zur Bestimmung von Kompensati-
onsdichten sein: Nach unverdffentlichten Daten von J. Flossdorf und D. Schubert sind Deter-
gensmizellen mit druckabhdngigem Verhalten interferenzoptisch nicht zuverldssig mef3bar, da
dieses — wie auch ein Saccharose-Konzentrationsgradient — erhebliche Auswirkungen auf den
Brechungsindex zeitigt. Mdglicherweise riihrt daher die trotz der beschriebenen dichtesenken-
den Wirkung von Saccharose erstaunlich niedrige Kompensationsdichte von DDM in [77]
(die Werte bei Lustig et al. wurden bei 20°C gemessen; wie gesehen folgen die Differenzen in
den Kompensationsdichten allerdings keineswegs aus dem Temperaturunterschied). Die in
[81] gemessene, ebenfalls deutlich zu niedrig erscheinende DDM-Kompensationskonzen-

tration von etwa 39% Saccharose wurde im iibrigen ebenfalls via Interferenzoptik bestimmt.

AbschlieBend sei bemerkt, dafl die zur Dichtekompensation erforderlichen Densifierkonzen-
trationen bzw. LDAO-C,,E¢-Mischungsverhiltnisse, die in dieser Arbeit ermittelt wurden, nur
fiir die angegebenen Bedingungen gelten. Anderungen der Temperatur oder der Pufferzu-
sammensetzung unter sonst gleichbleibenden Umstdnden heben im Allgemeinen die Dichte-
kompensation auf. Auch ein Wechsel des Herstellers eines Detergens’, selbst die Verwendung

einer neuen Charge sollte eine Kontrolle der Kompensationsbedingung nach sich ziehen.

" Es wurde die Hydratisierung von wasserloslichen Proteinen zugrundegelegt und angenommen, daf die

Hydratisierung von Membranproteinen im Vergleich zu derjenigen der wasserldslichen Proteine 50% betrégt.

** Diese Unsicherheit diirfte nach den in dieser Arbeit gemachten Erfahrungen in der GroBenordnung von

0,03 ml/g liegen. Lustig et al. gingen allerdings darauf nicht naher ein.
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6 Anwendung I: Der Assoziationszustand des
Cytochrom bc-Komplexes von Paracoccus

denitrificans

Der (Cytochrom) bci;-Komplex von Paracoccus denitrificans ist als Modellsystem von
Interesse: Er ist viel einfacher strukturiert als die mit 10 oder 11 Untereinheiten ausgestatteten
bci-Komplexe der Mitochondrien — im Gegensatz zu diesen besteht er lediglich aus den drei
funktionell obligatorischen Untereinheiten cyt b, cyt ¢; und ISP (woraus sich eine Protomer-
Molmasse des Komplexes von 117 kDa ergibt [67]). Andererseits scheint sich dieser ,,Mini-
malismus* ungiinstig auf seine Stabilitidt auszuwirken: Zumindest im solubilisierten Zustand
ist es nicht selbstverstindlich, da3 die drei Untereinheiten des Komplexes zusammenbleiben;

seine mitochondrialen Homologen sind in dieser Hinsicht weniger problematisch.

Diese Differenz in der Stabilitdt mag einer der Griinde dafiir sein, dal von einigen mito-
chondrialen bc;-Komplexen die Kristallstruktur vorliegt, von einem bakteriellen bc;-Komplex
dagegen nicht — trotz diesbeziiglich erheblicher Anstrengungen. Das hat zur Folge, dal3 der
Assoziationszustand des bakteriellen Enzyms bisher nicht geklart ist, wéhrend derjenige des

mitochondrialen aus Rontgenstrukturanalysen hervorgeht.

Angesichts der fehlenden Rontgenstruktur ist die analytische Ultrazentrifugation die Technik
der Wahl, um den Assoziationszustand des bakteriellen bc;-Komplexes zu charakterisieren.
Dazu muf3 das Membranprotein solubilisiert vorliegen, woraus sich zunéchst folgende Fragen

ergeben:

1) Unter welchen Bedingungen ist das solubilisierte Enzym intakt/komplett und in diesem

Zustand stabil im Rahmen des Zeitbedarfs fiir eine Ultrazentrifugenuntersuchung?

2) Welche dieser Bedingungen ist fiir die Untersuchungsmethode am geeignetsten — vom

Standpunkt der Durchfiihrung und Auswertung des Experiments?

Die zweite Frage erwies sich als tliberfliissig, da nur eine Bedingung gefunden wurde, die die
unter 1) geforderte Qualitit gewihrleistet: Der solubilisierte bc;-Komplex bleibt nur in Ge-
genwart geringer Konzentrationen von Dodecyl-Maltosid (DDM) intakt — dessen hohe Dichte
die Analyse erschwert. Unter Anwendung des im vorangegangenen Kapitel entwickelten

Verfahrens zur Dichtekompensation von DDM fiihrte dennoch eine Ultrazentrifugenanlyse
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des bci-Komplexes zu einem eindeutigen Ergebnis. Voraussetzung fiir den Erfolg der Analyse

war, daf}

a) nachgewiesen werden konnte, dafl der bc;-Komplex — in Losung gehalten von 0,02%

(w/v) DDM - einheitlich und rein vorlag sowie stabil war, und daf3

b) mit der Cytochrom c-Oxidase von Paracoccus denitrificans ein geeignetes Testprotein zur

Verfligung stand, mit dem man das neue Kompensationsverfahren ,,kalibrieren* konnte.

Die Untersuchung™ ergab, daB der in DDM solubilisierte Cytochrom bc;-Komplex von Para-
coccus denitrificans ein Dimer ist — wie seine mitochondrialen Verwandten, soweit bisher be-
kannt. Dariliberhinaus wurde fiir das dimere bc;-Komplex-DDM-Partikel ein DDM/Protein-
Massenverhiltnis von ca. 0,85 gefunden, was iiber den Vergleich mit dem Massenverhéltnis

anderer Membranproteine den Dimer-Befund bestitigt.

6.1 Die Préaparation

Zur Gewinnung des Cytochrom bc;-Komplexes in der fiir Analytische Ultrazentrifugation

nétigen Form wurden folgende Schritte durchgefiihrt*:

6.1.1 Herstellung bakterieller Membranen mit hohem Cytochrom bei-Anteil”!

Um dafiir zu sorgen, dall der bc;-Komplex in Paracoccus denitrificans (Pd) liberexprimiert
wird, wurde in die chromosomale Deletionsmutante ,,MK6*“ des Bakteriums (Stamm:
Pd1222), dem im Unterschied zum Wildtyp das fbc-Operon™ fehlt, per Konjugation ein broad
host range-Plasmid (pRI2) eingeschleust, in das das fbc-Operon einkloniert ist. Sowohl der
Deletionsstamm als auch das Plasmid tragen Resistenzgene gegen bestimmte Antibiotika, um

bei der Anzucht auf den gewiinschten Stamm selektieren zu konnen.

Nach der Anzucht werden die Zellen in einer Manton-Gaulin-Presse aufgeschlossen. Ver-
schiedene Zentrifugationsschritte sorgten fiir die Gewinnung von Plasmamembranen, die von

anderen Fragmenten des Zellaufschlusses weitgehend isoliert waren. Eine Suspension der

% Eine Kurzfassung dieser Untersuchung bietet [80].

0 Alle Schritte wurden durchgefiihrt von Oliver Anderka, Inst. f. Biophysikalische Chemie und Biochemie,
JWG-Universitét, Frankfurt am Main; s. [2] und [3].

I Nach Marcus Korn [66], modifiziert von Oliver Anderka [2]; hier wird die Vorgehensweise nur skizziert.

2 fbe-Operon: Die drei Gene des be;-Komplexes sind in einer Operonstruktur (= Transkriptionseinheit)

organisiert.
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Membranen in 50 mM MES/NaOH (pH 6), 300 mM Saccharose bildet das Ausgangsmaterial

fur die weiteren Schritte.

6.1.2 Solubilisation®

Die Membransuspension wurde bei 4°C mit 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM Saccharose
auf 35 mg/ml verdiinnt und mit dem Proteaseinhibitor Pefabloc SC versetzt (Endkonzen-
tration des Inhibitors: 200 uM). Die verdiinnte Membransuspension wurde tropfenweise unter
Rithren mit demselben Volumen 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM Saccharose; 1,2 M
NaCl; 4,2% (w/v) DDM versetzt und anschliefend 5 min bei Raumtemperatur geriihrt. Unter
dem EinfluB3 von damit 1,2 g DDM pro g Membranprotein wird der bc;-Komplex aus der bak-
teriellen Plasmamembran gelost. Das Solubilisat wurde von ungeldsten Bestandteilen mittels
Ultrazentrifugation getrennt (1h bei 4°C; Rotor: Beckman Ti 45 oder Beckman Ti 60; Dreh-
zahl: 40 000 Upm) und schlieBlich mit 50 mM MES/NaOH (pH 6); 0,02% (w/v) DDM bis zu

einer NaCl-Konzentration von 350 mM verdinnt.

6.1.3 Ionenaustauscherchromatographie44

Um das Priparat aufzureinigen, wurde eine Anionenaustauscherchromatographie durch-
gefiihrt (Sdulenmaterial: DEAE-Sepharose CL-6B, Pharmacia; Temperatur: 4°C). Es wurde
eine FPLC-Anlage (Pharmacia LKB) eingesetzt. Die Séule wurde dquilibriert mit 4 Sdulen-
volumina (SV) 50 mM MES/NaOH (pH 6); 350 mM NaCl und 2 SV 50 mM MES/NaOH
(pH 6); 350 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM. Pro 100 ml Sdulenvolumen wurde etwa 1g
Membranprotein (bezieht sich auf alle Membranproteine) aufgetragen. Auf das Beladen der
Sédule folgte ein Spiilgang mit 1 SV 50 mM MES/NaOH (pH 6); 350 mM NacCl; 0,02% (w/v)
DDM. Der Hauptteil der Verunreinigungen konnte in diesem Schritt bereits entfernt werden.
Mit einem linearen NaCl-Gradienten (50 mM MES/NaOH (pH 6); 350-600 mM NacCl; 0,02%
(w/v) DDM) wurde der bci-Komplex eluiert (er beginnt ab ca. 420 mM NaCl, sich von der
Sdule zu losen); das Volumen des Gradienten betrug etwa das 3,5-fache des jeweiligen
Sdulenvolumens. Das Elutionsprofil wurde mit einem DurchfluBphotometer (Pharmacia

Optical Unit UV-1) bei 280 nm gemessen und von einem x,y-Schreiber registriert.

# Nach von Jagow et al. [159], modifiziert von Oliver Anderka [3].

* Nach Marcus Korn [66], modifiziert von Oliver Anderka [3].
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Elutionsprofil der Anionenaus-
tauscher-Chromatographie
(durchgezogene Linie); die
punktierte Linie deutet den
linearen NaCl-Gradienten an.

Der bcq-Komplex eluiert ab
etwa 420 mM NacCl; der
Bereich zwischen ca. 250 und
470 ml wurde zusammen-
gefaldt und weiterverwendet
(Saulenvolumen 200 ml).

Ww / [[DeN]

Der vorgeschaltete Spuilgang
bei 350 mM NaCl, bei dem der
Hauptteil der Verunreinigun-
gen eluiert, ist hier nicht ge-
zeigt.
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Abbildung 6.1

In Abbildung 6.1 ist ein Elutionsprofil dargestellt (0,02% (w/v) DDM in allen Puffern).
Redoxspektren und SDS-PAGE zufolge enthielten die Fraktionen, die den Hauptpeak bildeten
(250 ml < Elutionsvolumen < 470 ml), reinen bc;-Komplex (s.u.); dementsprechend wurden

diese Fraktionen gesammelt.

Das gepoolte Eluat mit dem bc;-Komplex wurde in Ultrafiltrationskammern (Centriprep, Fa.
Amicon, Ausschlulgrenze 50 kDa; oder: Centrisart, Fa. Sartorius, Ausschlu8grenze 100 kDa)
bei 4°C auf einen bc;-Gehalt von ca. 100 uM ankonzentriert und dem abschlieBenden Reini-

gungsschritt zugefiihrt:
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6.1.4 Gelfiltrationschromatographie

Um (a) den hohen Anforderungen einer Ultrazentrifugenanalyse an die Reinheit des Praparats
gerecht zu werden und (b) das Protein in eine wohldefinierte — gegebenenfalls andere —
Umgebung zu iiberfithren, schlof sich eine Gelfiltrationschromatographie an (bei 4°C). Hier-
zu wurde dieselbe FPLC-Anlage einschlieBlich Durchflulphotometer und Schreiber benutzt
wie bei der lonenaustauscherchromatographie. Die Sdule (24 ml Superose 6 HR 10/30,
Pharmacia) wurde mit dem Puffer dquilibriert, in dem die Ultrazentrifugenuntersuchung
durchgefiihrt werden sollte. 20 — 200 pl Probe wurden mit einer Hamilton-Spritze aufge-
tragen; bei einer FluBrate von etwa 12 ml/h wurde das Protein eluiert (Elutionspuffer =

Aquilibrierpuffer). Das Elutionsprofil wurde bei 280 nm aufgenommen.

Zu (a): Das Resultat der Ionenaustauscherchromatographie ist ein Priparat, dessen Protein-
inhalt im SDS-PA-Elektrophorese-Gel (Coomassie-Farbung) sowie im Redox-Spektrum als
reiner bcj-Komplex erscheint. Damit sind allerdings einige Prozent an Verunreinigung nicht
ausgeschlossen. Bei den Verunreinigungen, die durch Gelfiltration minimiert werden sollen,
handelt es sich jedoch nur zum Teil um fremde Proteine. Der andere Teil, moglicherweise der
Hauptteil, stammt vom bc;-Komplex selbst: Er kann unter ,,strapaziosen* Bedingungen, wie
sie z.B. die Bindung am Anionenaustauscher darstellt, einerseits Untereinheiten verlieren,
andererseits unspezifische Aggregate bilden (die auch aus Zerfallsprodukten bestehen
konnen). Daraus ergibt sich eine heterogene Mischung aus komplettem bc;-Komplex, seinen
verschiedenen Zerfallsprodukten und aggregiertem Material. Das Ausmal} der Heterogenitit
ist allerdings unter giinstigen Bedingungen minimal, wie man z.B. dem Elutionsprofil der
Gelfiltration aus Abbildung 6.2 entnehmen kann: Die durchgezogene Linie markiert den
Bereich, der fiir die anschlieBenden Ultrazentrifugenexperimente vorgesehen war, da er
praktisch ausschlieBlich den kompletten, intakten bci-Komplex enthielt; zu niedrigeren
Elutionsvolumina hin sieht man eine winzige Menge vermutlich aggregierten Materials,
rechts vom Hauptpeak eine geringe, aber signifikante Menge kleinerer Bestandteile — wohl
vorwiegend Zerfallsprodukte des bci-Komplexes (s.u.). Wie im folgenden Kapitel gezeigt
wird, ist dieses hohe Mall an Homogenitit allerdings keine Selbstverstindlichkeit: Die
Homogenitédt steht und fillt insbesondere mit der Art und Konzentration des Detergens. Doch
selbst unter giinstigen Bedingungen sank die Qualitéit des Préparats innerhalb weniger Tage
mefbar, weswegen die Ultrazentrifugenexperimente so ziligig wie mdglich nach der

Gelfiltration stattfinden muften.
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Elutionsprofil der Gelfiltrations-
Chromatographie (150 ul 9,6 mg
beci-Komplex pro ml in Gegenwart
von DDM). Die durchgezogene Li-
nie markiert den Bereich, der flr
die Ultrazentrifugen-Untersuchung
zusammengefaldt wurde (dieser
Pool enthielt ca. 0,64 mg bc-Kom-
plex pro ml). Sdulenpuffer: 50 mM
MES/NaOH (pH 6,0); 300 mM
NaCl; 0,02% (w/v) DDM. Die Ab-
sorptionsachse ist nicht kalibriert.
Die Pfeile deuten das Ausschluf3-
volumen (,void volume®) bzw. das
Gesamt-Flussigkeitsvolumen
(,included volume*) an*®.
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Abbildung 6.2

Zu (b): Die Gelfiltrationschromatographie ist nicht nur ein Verfahren zur Aufreinigung des
Priparats; sie bietet dariiberhinaus die Moglichkeit, die Zusammensetzung der Losung, in der
das Protein vorliegt, wohldefiniert zu dndern. Im vorliegenden Fall wird diese Mdglichkeit
genutzt, um die lonenstirke zu senken, genauer: den NaCl-Gehalt des Ionenaustauscher-
Eluats von ca. 480 mM auf genau 300 mM einzustellen, und um gegebenenfalls das
Detergens zu tauschen bzw. die Detergenskonzentration zu dndern. In diesem Zusammenhang
sei darauf hingewiesen, daB3 man bei der Ultrafiltration Gefahr 14uft, nicht nur das Protein

anzukonzentrieren, sondern auch das Detergens. Im Falle von DDM geschieht das

* Die beiden GroBen wurden iiber Blue Dextran- bzw. NaCl-Chromatogramme ermittelt.
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unweigerlich, selbst unter Verwendung von Filtern mit der fiir das vorliegende Problem
grofftmoglichen Ausschlu3igrenze von 100 kDa (die einschldgigen Daten sind der Abbildung
6.3 zu entnehmen). Diese Erkenntnis ist insofern wichtig, als sich gezeigt hat, dal der bc,-
Komplex nur bei niedrigen DDM-Konzentrationen — im Bereich von 0,02% — mehrere Tage
stabil ist. Es gilt also, nach der Ultrafiltration rasch mithilfe der Gelfiltration die Detergens-

konzentration auf den gewiinschten Wert zu senken.

Vorldufig ergibt sich fiir die Zusammensetzung der Probe, die in der Ultrazentrifuge

analysiert wird:

50 mM MES/NaOH (pH 6);
300 mM NacCl;

DDM: 0,02% (w/v), oder
Ci2Eq: Konzentration zwischen 0,005 und 0,1% (w/v), oder
C12Eo-LDAO-Mix (60:40 (w/w)): Gesamt-Detergenskonzentration 0,1% (w/v));

Proteinkonzentration: maximal 0,7 mg/ml.
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Nachweis der Ankonzentrierung
von DDM durch Ultrafiltration:

0,2% (w/v) DDM wurde mittels Ultra-
filtration (100 kDa- bzw. 50 kDa-Filter)
auf das (0,6+0,1)-fache Ausgangs-
volumen reduziert. Die 0,2%-Aus-
gangsloésung (1), das ,Konzentrat*
des 100 kDa-Filters (2), das dazu-
gehorige Filtrat (3), sowie ,Konzen-
trat® und Filtrat des 50 kDa-Filters (4
und 5) wurden mit dynamischer Licht-
streuung®’ untersucht. Gemessen
wurde die Zahl der DDM-Mizellen in
einem gegebenen Volumen®. Gra-
phisch aufgetragen ist die auf die Mi-
zellenzahl der Ausgangslosung (1)
bezogene Mizellenzahl (n.) der je-
weiligen Lésung (1-5).*°
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Abbildung 6.3

% Durchgefiihrt von Oliver Anderka. Ultrafiltrationskammern: Centrisart, Fa. Sartorius (AusschluBgrenze

100 kDa); Centriprep, Fa. Amicon (Ausschlulgrenze 50 kDa).

*" Durchgefiihrt von Dr. Host Ruf, MPI fiir Biophysik, Frankfurt am Main. MeBgerit: Standard-Lichtstreu-
apparatur (ALV Langen, Deutschland).

* Als , Nebenprodukt der Lichtstreumessung erhielt man den mittleren Durchmesser der Mizellen: Losung 1:
7,4 nm; Losung 2 und Losung 4: 7,5 nm; die Messung der MizellengréBe in den Lésungen 3 und 5 wurde durch

die Gegenwart von Verunreinigungen mit im Vergleich zur Mizelle grolem Durchmesser verhindert.

* Die Ankonzentrierung von DDM durch Ultrafiltration wurde in einem #hnlichen Experiment bestitigt: Die
Ausgangslosung enthielt DPH-markiertes DDM (0,2% (w/v); 0,5 mg DPH pro g DDM). Durch Ultrafiltration
wurden Losungen hergestellt, die den Losungen 2-5 entsprachen. Bei 357 nm konnte im Photometer die
Absorption von DPH gemessen und daraus die Mizellenkonzentration bestimmt werden. Das Ergebnis deckte

sich mit dem Befund aus der dynamischen Lichtstreuung.
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6.2 Methoden zur Qualitdtskontrolle des Priparats’’

Das fertige Priparat ist darauthin zu {iberpriifen, ob sein Proteininhalt nahezu vollstindig aus
beziiglich seiner Untereinheiten komplettem bci-Komplex besteht, ob der Zusammenhalt der
Untereinheiten ausreichend zeitbesténdig ist und ob der Komplex seine biologische Funktion

auszuiiben in der Lage ist. Hierfiir kamen folgende Techniken zum Einsatz:

6.2.1 Gelfiltrationschromatographie

Uber die beiden im vorangegangenen Kapitel genannten — priparativen — Leistungen der Gel-
filtration hinaus gibt einen weiteren Grund, diese Technik einzusetzen, besonders wenn eine
FPLC-Anlage fiir eine hohe Aufldsung sorgt: Sie kann zur Kontrolle der Qualitdt und Stabili-
tdt eines Préparats herangezogen werden. Fiir eine ausschlieBlich zu diesem analytischen
Zweck durchgefiihrte Chromatographie bendtigt man deutlich weniger Protein als fiir eine

praparative; darliberhinaus gibt es keinen Unterschied.

6.2.2 SDS-PA-Gelelektrophorese

Zur Charakterisierung der im Priparat vorliegenden Untereinheiten des bcj-Komplexes sowie
zur Detektion von Verunreinigungen wurde SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit anschlieBender Coomassie-Farbung durchgefiihrt [68] [108].

6.2.3 Redox-Spektren

Zur Identifizierung des bc;-Komplexes iiber seine Him-Gruppen wurde das Differenz-
spektrum des reduzierten und des oxidierten Praparats gemessen (nach [66]). Hierzu wurde
das Absorptionsspektrum des solubilisierten Enzyms zundchst im oxidierten, dann im
reduzierten Zustand jeweils im Wellenldngenbereich zwischen 500 und 650 nm in einem
Zweistrahlphotometer aufgenommen. Fiir die Messung des oxidierten Zustands ist die Zugabe
eines Oxidationsmittels (z.B. Kaliumhexacyanoferrat (III)) nicht erforderlich, da das
Ausgangsmaterial nahezu vollstindig oxidiert vorliegt. Um die Hamgruppen vollstindig in
die reduzierte Form zu fiberfilhren, wird die Probe mit einer geringen Menge frischen
Natriumdithionits versetzt. Das Spektrum des oxidierten, subtrahiert vom Spektrum des

reduzierten Zustands ergibt das Differenzspektrum.

%0 Gelfiltrationschromatographie, SDS-PAGE, Redox-Spektrophotometrie und Aktivititsmessungen wurden
durchgefiihrt von Oliver Anderka.
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Uber die Identifizierung des Proteins hinaus 148t sich aus dem Differenzspektrum der Him-

gehalt bestimmen und daraus die Konzentration des bcj-Komplexes [66].

6.2.4 Aktivititsmessungen’'

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitit des bc;-Komplexes wurden zum solubilisierten
Protein das kiinstliche Substrat Decylubihydrochinon sowie Cytochrom ¢ (aus Pferdeherz)
zugegeben und der Zeitverlauf der Cytochrom c-Reduktion bei 550 nm im Zweistrahlphoto-
meter gemessen. Daraus ergibt sich ein direktes MaB fiir die Enzymaktivitit. Zum Vergleich
wurde die Aktivitdt auch fiir die Membran, also fiir den bci-Komplex in situ bestimmt. Das
Verhiltnis der Aktivitét des solubilisierten Enzyms zu derjenigen der Membran gibt Auskunft
iber den Zustand des solubilisierten Proteins, d.h. dariiber, wieweit es nativ bzw. beziiglich

seiner Untereinheiten vollstindig ist.

6.2.5 Analytische Ultrazentrifugation

Die letzte Uberpriifung der Qualitiit des Priparats erfolgt durch die Analytische Ultrazentri-
fugation selbst. Sowohl aus Sedimentationsgleichgewichts- als auch aus Sedimentations-
geschwindigkeitsldufen lassen sich Schliisse auf Homogenitét, Reinheit und Stabilitdt des

Préparats ziehen:

Gleichgewichtsldufe geben einen Hinweis auf die Homogenitét und Reinheit einer Probe.
Kriterium ist die Qualitdt der mit einer einzigen sedimentierenden Komponente durchgefiihr-

ten Anpassung eines gemessenen Gleichgewichtsprofils.

Mit den modernen Auswerteverfahren fiir Geschwindigkeitsldufe, c(s)-Analyse und van
Holde-Weischet-Analyse, ist diese Technik besonders geeignet, Verunreinigungen bzw. Ab-

weichungen von der Einheitlichkeit der Substanz zu detektieren.

Der Vergleich von zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrten Geschwindigkeitslaufen gibt Aus-
kunft tiber die Stabilitét des Préparats. Da verglichen mit Gleichgewichtslaufen Geschwindig-
keitsldufe wenig Zeit benodtigen, konnen sie z.B. vor und nach einem Gleichgewichts-

experiment durchgefiihrt werden.

> Nach Schréter et al. [112], modifiziert von Oliver Anderka [3].
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6.3 Auswirkung verschiedener Detergentien auf das Préaparat

Da das zur Solublisierung verwendete sehr milde Detergens DDM wegen seiner hohen Dichte
fiir Ultrazentrifugen-Analysen nicht optimal ist, wurden verschiedene weitere Moglichkeiten

fiir die Detergens-Umgebung des Proteins in Betracht gezogen.

Die Suche nach den Detergenzien, die das Protein in seinem nativen Zustand belassen und

der Analyse keine Probleme bereiten, erbrachte folgende Resultate:

6.3.1 CpEy

Da Cj;Ey ein relativ mildes Detergens ist, dessen Dichte bequem kompensiert werden kann,
wurde der solubilisierte bc;-Komplex auf 0,1% (w/v) Ci2E9 umgestellt. Diese Umstellung
wurde in einem ersten Experiment wihrend des Ionenaustauscherschrittes vorgenommen. Das
Eluat dieser lonenaustauscherchromatographie wurde wie beschrieben einkonzentriert, jedoch
anschlieend nicht einer Gelfiltration unterzogen, sondern auf 50 mM MES/NaOH (pH 6); ca.
300 mM NaCl; 0,1% (w/v) Ci2Eo; 5,5% (w/v) Saccharose eingestellt und bei 4°C in der Ultra-
zentrifuge analysiert (5,5% (w/v) Saccharose war notig, um die CiE¢-Dichte zu
kompensieren). Es stellte sich heraus, dal die Stabilitdit des Komplexes unter der neuen
Bedingung erheblich litt — die Gleichgewichtsprofile der Ultrazentrifugenuntersuchung lieBen
sich nur unter der Annahme einer erheblichen Heterogenitit des Préparats anpassen, wobei
der iiberwiegende Teil der sedimentierenden Partikel eine Molmasse von << 100 kDa hatte

(Molmasse des monomeren bc;-Komplexes: 117 kDa).

Daraufhin wurde, um die Préparation schonender zu gestalten, die Gelfiltration in das Reini-
gungsprotokoll aufgenommen und der Detergenswechsel in diesem Schritt vollzogen. Da-
durch fand die fiir das Protein strapazidose Bindung an das lonenaustauschermaterial unter als
schonend bekannten Bedingungen statt. In einer Reihe von Experimenten wurde zudem die
Ci2E¢-Konzentration sukzessive gesenkt, da das Detergens offenbar das Aufbrechen des
Komplexes verursacht. Das Ergebnis der Untersuchung von aufgereinigtem bc;-Komplex in

50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NacCl; 0,005-0,1% (w/v) C2Eq:

Eine C;;Eo-Konzentration von zwischen 0,1 und 0,01% verursachte den griindlichen Zerfall
des bci;-Komplexes. Innerhalb von 24 Stunden — dem Mindestzeitbedarf fiir einen Gleich-
gewichtslauf — war das Préparat komplett verdndert, wie sich durch Gelfiltrationsanalyse
herausstellte. Als Beispiel ist in Abbildung 6.4 das Gelfiltrationsprofil des Wechsels von
0,02% (w/v) DDM auf 0,01% (w/v) Ci2E¢ zu sehen (gestrichelte Linie). Die vordere Flanke

des Hauptpeaks wurde gesammelt und nach eintigiger Lagerung bei 4°C erneut in 0,01%
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Ci2E9 chromatographiert (Abbildung 6.4, punktierte Linie). Die hier zu sehende Verdnderung

des Priparats korrelierte mit einem Aktivititsverlust des Enzyms.

Gelffiltrations-Chromatographie
von bc-Komplex in Cq2Egq-
Lésung.

Die gestrichelte Linie zeigt das
Elutionsprofil von 20 ul Aus-
gangsmaterial (ca. 12 mg/ml
bei-Komplex in Gegenwart von
DDM). Der Saulenpuffer ent-
halt statt DDM 0,01% (w/v)
C12Eq. Die vordere Flanke des
Hauptpeaks (durchgezogene
Linie) wurde gesammelt (ca.
0,7 uM bcq-Komplex); 200 pl
davon wurden 24 Stunden
spater erneut chromatogra-
phiert (punktierte Linie; Ab-
sorption etwa 7-fach ver-
grolert). Beide Durchgange
fanden in folgendem Saulen-
puffer statt:

50 mM MES/NaOH (pH 6);
300 mM NaCl;

0,01% C2E,.
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Abbildung 6.4

Bei einer Konzentration von 0,005% (w/v) Ci,E9 dagegen ergab sich ein andersartiges, aber
ebenfalls unerwiinschtes Bild: Das Protein eluierte zum grofSten Teil im AusschluBpeak der
Saule und war somit massiv aggregiert. Ein detaillierteres Bild erhidlt man durch Sedimenta-
tionsgeschwindigkeitsanalyse (Abbildung 6.5; der Puffer enthielt zusitzlich 5,5% (w/v)
Saccharose; dal} es sich hierbei um weitgehend aggregiertes Material handelt, bestétigte ein

Gleichgewichtslauf).
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s-Wert Verteilung (optimale
Anpassung) des bcs-Kom-
plexes in: 50 mM MES/NaOH
(pH 6); 300 mM NaCl; 0,005%
(w/v) CoEg; 5,5% (w/v) Sac-
charose. Experimentelle Be-
dingungen: Rotorgeschwindig-
keit 40000 Upm; Rotortempe-

ratur 4°C; Mel3wellenlange
412 nm.

Abbildung 6.5

6.3.2 Mischung aus C;;E9 und LDAO

Die Moglichkeit, die Dichte eines Detergens dadurch zu kompensieren, da3 man es mit einem
Detergens sehr geringer Dichte mischt, sollte zur Analyse der bci-Komplex-Quartirstruktur
genutzt werden. Es zeigte sich allerdings in ersten Ultrazentrifugenexperimenten, dafl die
Gegenwart von LDAO den bc-Komplex noch griindlicher zerlegt, als dies in Cj2Eo-Ldsungen

ohnehin schon der Fall ist.” Demzufolge wurde dieser Ansatz verworfen.

>? Die Konzentration von LDAO bzw. C},E, lag in allen Fllen, in denen mit der Detergensmischung experimen-

tiert wurde, deutlich iiber der jeweiligen kritischen Mizellenkonzentration.
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6.3.3 DDM

Wihrend gemil Gelfiltrationsanalysen ab einer DDM-Konzentration von etwa 0,1% (w/v)
die Stabilitdt des bc;-Komplexes nicht ausreichend war, zeigte dasselbe Verfahren ein
hinsichtlich der Quartirstruktur weitgehend stabiles Enzym — kaum Aggregation, kaum Zer-
fall —, wenn seine Aufreinigung und anschlieBende Untersuchung bei weit niedrigeren DDM-
Konzentrationen — die andererseits noch deutlich iiber der kritischen Mizellenkonzentration

lagen — durchgefiihrt wurde.

Im folgenden wird erstens der Nachweis erbracht, daB3 der bc;-Komplex in Gegenwart von
0,02% (w/v) DDM (bei 4°C) in dem Zustand vorliegt, dessen Untersuchung vorgesehen war,
zweitens wird gezeigt, daB3 diese Untersuchung mit den gegebenen Mitteln Aussicht auf

Erfolg hat.

6.4 Nativitit, Stabilitiat, Reinheit und Einheitlichkeit des bcs-Komplexes in
0,02% DDM

Wie in Kap. 6.1.3 angemerkt, beinhaltet der Pool der dort beschriebenen lonenaustauscher-
chromatographie fast ausschlieBlich die Untereinheiten des bc;-Komplexes, wie dem Redox-
spektrum (Daten nicht gezeigt) und der SDS-PAGE (s. Abbildung 6.6) des Pools zu entneh-

men 1ist.

Der nach dem abschlieBenden Gelfiltrationsschritt in

50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM

vorliegende bci-Komplex wird im folgenden daraufhin iiberpriift, ob er intakt/ funktionsfahig
ist und seinen Zustand innerhalb der fiir Gleichgewichtsanalysen ndtigen Zeit beibehilt, ob er
in fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen ausreichend hoher Reinheit vorliegt, und ob er aus nur
einer sedimentierenden Komponente besteht. Fiir einen nachweislich intakten, stabilen, reinen
und einheitlichen bc;-Komplex wire die Frage nach seinem Oligomer-Verhalten zum Teil

bereits beantwortet und die Frage nach seiner Stoichiometie 19sbar.
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SDS-PAGE (Coomassie-Farbung) des Pools
aus der lonenaustauscherchromatographie
(rechte Spur). Es sind die drei Untereinheiten
des bci-Komplexes zu sehen. Zur Molmas-
senabschatzung sind Standardproteine auf-

getragen (linke Spur).

Abbildung 6.6

Zum Nachweis des nativen Zustands des fertig aufgereinigten bc;-Komplexes wurde er auf
seine Funktionsfdhigkeit, d.h. auf seine spezifische enzymatische Aktivitit hin iiberpriift:
Diese lag bei ca. 85% der Membranaktivitit, was zeigt, da3 das solubilisierte Enzym weit-
gehend nativ und — da fiir die Funktion alle Untereinheiten notwendig sind — komplett war.
Wie Aktivitdtsmessungen nach mehrtagiger Lagerung des Praparats bei 4°C zeigten, dnderte/
verschlechterte sich dieser Zustand des bcj-Komplexes in einem fiir die geplanten Unter-

suchungen ndtigen Zeitraum nicht bzw. kaum.

Zur weiteren, genaueren Uberpriifung der Stabilitit wurde das aus dem Ionenaustauscher-
schritt resultierende Priparat Gel-filtriert, der Peak gesammelt, bei 4°C autbewahrt und 24h
spéter erneut chromatographiert. Die Elutionsprofile der beiden Durchgénge sind zu sehen in
Abbildung 6.7. Der Vergleich mit den entsprechenden Profilen des C;;Eqo-Experiments aus
Abbildung 6.4 zeigt den entscheidenden Unterschied: Das DDM-Priparat ist weitgehend
stabil. Allerdings hat sich nach einem Tag offenbar eine geringe Menge einer groferen

Komponente gebildet.
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Gelffiltrations-Chromatographie
von bcq-Komplex in Gegenwart
von 0,02% DDM.

Die gestrichelte Linie zeigt das
Elutionsprofil von 20 ul Aus-
gangsmaterial (ca. 11,7 mg/mi
bcqi-Komplex in DDM-LAsung).
Das Zentrum des Hauptpeaks
(durchgezogene Linie) wurde ge-
sammelt (ca. 1,7 uM bcs-Kom-
plex); 200 ul davon wurden 24
Stunden spater erneut chromato-
graphiert (punktierte Linie; Ab-
sorption etwa 10-fach vergro-
Rert). Saulenpuffer: 50 mM
MES/NaOH (pH 6,0); 300 mM
NaCl; 0,02% (w/v) DDM. Tem-
peratur (Gelfiltration und Lage-
rung): 4°C.
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Abbildung 6.7

SchlieBlich wurde mit zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrten Sedimentationsgeschwindig-
keitsexperimenten nachgewiesen, daf3 das Enzym iiber Tage hinweg bei 4°C stabil war. Der
Nachweis ist dargestellt in Abbildung 6.8: Abbildung 6.84 zeigt die s-Wert-Verteilungen eines
Priparats mit 0,34 mg/ml bc;-Komplex 4 h bzw. 47 h nach Ende der Priparation. Sie korre-
lieren mit den Resultaten der Gelfiltrationsanalyse insofern, als beide Verteilungen nahezu
identisch sind. In Abbildung 6.8B sind zwei nach van Holde-Weischet analysierte Sedimen-
tationsgeschwindigkeitsexperimente mit bc;-Komplex zu sehen, wobei im einen Fall ein
frisches Prédparat, im anderen ein mehrere Tage altes untersucht wurde; die beiden Resultate
sind identisch. Der bc;-Komplex in 0,02% DDM ist demnach selbst fiir eine Langzeitanalyse

in der Ultrazentrifuge ausreichend stabil.
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Zur Stabilitat und Einheitlichkeit des bcs-Komplexes in 0,02% DDM:

A: s-Wert-Verteilungen von 0,34 mg/ml bc-Komplex (MeRwellenlange 412 nm). Die Ge-
schwindigkeitslaufe fanden ca. 4 h (—) bzw. ca. 47 h (---) nach der Aufreinigung statt.
Auswertung: partialspezifisches Volumen des Protein-Detergens-Komplexes mit 0,85 g
Detergens pro g Protein (s.u.): 0,779 ml/g; Dichte der Lésung: 1,014 g/ml; Viskositat der
Lésung: 1,63 cPoise; Konfidenzniveau: 0,68; relativer Reibungskoeffizient: 1,75 (ergab
im Mittel die besten Anpassungen).

B: van Holde-Weischet-Analyse von: 0,34 mg/ml bci-Komplex (@), der Geschwindigkeits-
lauf wurde ca. 4 h nach der Aufreinigung durchgefiihrt (MeRwellenldnge 412 nm); 0,64
mg/ml bei-Komplex (o), der Geschwindigkeitslauf wurde ca. 120 h nach der Aufreinigung
durchgefiihrt (MeRwellenlange 360 nm).

Puffer: 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NacCl; 0,02% (w/v) DDM. Experimentelle
Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 40000 Upm; Rotor- und Lagertemperatur: 4°C.

Abbildung 6.8
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Absorption [OD]

T T T
400 500
Wellenlange [nm]

Absorptionsspektrum des bci-Komplexes in 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NacCl;
0,02% (w/v) DDM (aufgenommen bei Raumtemperatur gegen den Puffer). MeRgerat:
Hitachi U-2000; Schichtdicke: 1 cm.

Die Pfeile markieren die fur die Messungen in der Ultrazentrifuge gewahlten Wellen-
langen: 360 nm, 412 nm (Soret-Bande) und 525 nm.

Abbildung 6.9

Auch beziiglich der Reinheit des Priparats korrelieren die Elutionsprofile der Gelfiltration
(Abbildung 6.2 und Abbildung 6.7) mit den s-Wert-Verteilungen (4bbildung 6.84 und
Abbildung 6.12): Beide Methoden zeigen neben dem Hauptbestandteil, dem bc;-Komplex
(vgl. Redox-Spektren und SDS-PAGE), der als eine einzige Komponente erscheint, in
geringem Ausmal} jeweils eine kleinere und eine groBere Komponente, deren Charakter nicht
sicher gekldrt ist. Wahrend allerdings die beiden mutmaBlichen Verunreinigungen im Elu-
tionsprofil bis zu jeweils 10% der Gesamtabsorption erreichen konnen, ist und bleibt ihr
Anteil in den c(s)-Verteilungen im Allgemeinen deutlich niedriger. Der Grund hierfiir ist der
Umstand, daB3 die Elutionsprofile der Gelfiltration bei einer Wellenldnge von 280 nm, bei der
auch nicht-hdmhaltige Proteine/ Proteinbestandteile sichtbar sind, gemessen wurden, wihrend
in Ultrazentrifugenanalysen die Absorption der Ham-Gruppen bzw. des Eisen-Schwefel-

Clusters genutzt wurde (MeBwellenlingen: 360 nm bzw. 525 nm fiir hohe Protein-
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konzentrationen, ansonsten 412 nm; s. Abbildung 6.9). Damit war das fiir Ultrazentrifugen-
untersuchungen nétige Mal3 an Reinheit (ca. 95% Anteil des Untersuchungsobjekts an der

Gesamtabsorption der sedimentierenden Partikel) gewéhrleistet.

Moglicherweise ebenfalls auf die verschiedenen MeBwellenldngen zuriickzufiihren ist die
Beobachtung, dall gemél Gelfiltration die Konzentration der groBeren Komponente sichtbar
zunimmt, was aus der c(s)-Analyse nicht hervorgeht, die ihrerseits eine Zunahme der

kleineren Komponente betont (s. Abbildung 6.7 bzw. Abbildung 6.84).

Die — in geringem Mafle stattfindende — Konzentrationserhohung der kleineren Komponente
deutet darauf hin, dafl es sich hierbei um ein Degradationsprodukt handelt (die groflere
Komponente konnte nicht gezeigten Daten zufolge ein Aggregationsprodukt freier Unter-
einheiten des Komplexes sein). In manchen Préparaten schien zudem der Komplex im Laufe
der Zeit um das Rieske-Protein verkleinert worden zu sein (die Sedimentationsgleich-
gewichtsdaten dieser Priparate wurden verworfen). Die Molmassen-Verteilung™ eines
derartigen Préparats, deren Rohdaten zur Verdeutlichung des (partiellen) Zerfalls nach
besonders langer Lagerung (nahezu 8 Tage bei 4°C) aufgenommen wurden, ist als gestrichelte
Linie in Abbildung 6.10 dargestellt; zum Vergleich ist die Molmassenverteilung eines frischen
Priparats gezeigt. Es ist zu beachten, dafl proteingebundenes Dodecylmaltosid in die
Molmasse(n) eingeht; es werden 0,85 g Detergens pro g Protein angenommen (s.u.). Der
Zerfall duBert sich als Bildung von ca. 14% (bezogen auf die Gesamtabsorption bei 360 nm)
eines Bestandteils mit etwa der halben Hauptkomponenten-Molmasse. Letztere verschiebt

sich gleichzeitig geringfiigig zu niedrigeren Werten (s.u.).

> SEDFIT bietet die direkte Umrechnung einer c(s)-Verteilung in eine Molmassenverteilung, ¢(M), auf Basis

der gesetzten Parameter an.
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410 kDa

600k

Abbildung 6.10
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Abbildung 6.11

Molmassen-Verteilungen basie-
rend auf Sedimentationsge-
schwindigkeitslaufen mit 1)
0,34 mg/ml bes-Komplex (durch-
gezogene Linie, gemessen 4 h
nach Aufreinigung bei 412 nm)
und 2) 0,68 mg/ml bc-Komplex
(gestrichelte Linie, gemessen
190 h nach Aufreinigung bei
360 nm). Puffer, experimentelle
Bedingungen und Parameter
der Auswertung: siehe
Abbildung 6.8

Verteilung 1) wird einem intak-
ten bc-Komplex zugeordnet,
Verteilung 2) einem partiell zer-
fallenen.

Sedimentationsverlauf (vgl.
Kap. 3.5.1) von 0,34 mg/ml bc4-
Komplex, aufgenommen ca. 4 h
nach Ende der Praparation
(Mel3wellenlange 412 nm). Die
dazugehorige c(s)-Verteilung ist
in Abbildung 6.12 zu sehen

Puffer und experimentelle Be-
dingungen siehe Abbildung 6.8
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s-Wert-Verteilungen aus einem
Sedimentationsgeschwindig-
keitslauf mit 0,34 mg/ml (,,Pro-
be 1“) bzw. 0,68 mg/ml (,Pro-
be 2“) bci-Komplex. Der Lauf
fand ca. 4 h nach dem letzten
Reinigungsschritt statt.

Probe 1 wurde bei 412 nm in
zwei verschiedenen Zellen
untersucht (—— und

Probe 2 bei zwei verschiede-
nen Wellenlangen, bei 360 nm
(=-="-) und bei 525 nm (

Puffer, experimentelle Bedin-
gungen und Parameter der
Auswertung: siehe Abbildung
6.8

Abbildung 6.12

Die Elutionsprofile der Gelfiltration in Abbildung 6.2 und Abbildung 6.7 zeigen ebenso wie
die c(s)-Plots in Abbildung 6.84 und Abbildung 6.12 — abgesehen von den ,,Verunreini-
gungen® — eine einheitliche Substanz (Die Einheitlichkeit 148t sich bereits angesichts der
Rohdaten der s-Laufe vermuten; ein Beispiel ist in Abbildung 6.11 zu sehen.). Im folgenden
wird dreifach ausgeschlossen, dafl sich hinter der mit den beiden Nicht-Gleichgewichts-
techniken ermittelten Homogenitdt des bc;-Komplexes eine Heterogenitdt in Form einer

reversiblen Assoziation verbirgt:

- Sedimentationsgleichgewichtsldufe erlauben das Erkennen von mehreren Komponenten

auch dann, wenn diese wechselwirken, da im Gleichgewicht alle dynamischen Parameter
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eliminiert sind. Liegen mehrere Komponenten vor, so bendtigt die Anpassung auch
mehrere Boltzmannverteilungen (dies gilt immer fiir den Idealfall eines Datensatzes ohne
Rauschen, da Boltzmannfunktionen mit verschiedenen Exponenten linear unabhingig
sind; ,real kann eine gegebene statistische MeBunsicherheit dafiir sorgen, dafl zwei
Komponenten nicht voneinander unterschieden werden konnen). Eine — im Sinne des in
Kap. 3.5.2 dargelegten — ,,gute* Anpassung eines Gleichgewichtsprofils mit einer einzigen
sedimentierenden Komponente ist damit ein Ausweis der Homogenitét. Im Falle des bc)-
Komplexes gab es Prédparate, deren Gleichgewichtszustinde sich exzellent mit einer
Molmasse anpassen lieBen, und welche, deren Anpassung durch Hinzunahme von bis zu
10% einer kleineren Komponente verbessert wurde — in Ubereinstimmung mit den oben

diskutierten ,,Verunreinigungen* (Datensétze und Anpassungen: s.u.).

»Schnelle” Assoziationsgleichgewichte verhindern wihrend der Sedimentation die
Bildung von bei entsprechend hoher Drehzahl auftretenden Stufen, die den einzelnen
Komponenten zuzuordnen wiren. Demgemil erscheinen in der c(s)-Analyse, die eine
einheitliche Substanz als ,,schmale* s-Verteilung darstellt (ihre Breite héngt von der
Qualitit des Datensatzes, der gewihlten ,,F-ratio® und von der Richtigkeit der eingegebe-
nen Parameter, v.a. v und f/fy, ab), zwei assoziierende Komponenten tendenziell ebenfalls
als eine einzige, allerdings breitere kontinuierliche Verteilung. Dariiber, wann eine
Verteilung zu breit fiir die Darstellung einer einzigen Komponente wird, liegen noch zu
wenig Erfahrungen bzw. noch kein verldBlliches Mal3 vor. Deshalb wurden in einem
Experiment die c(s)-Verteilungen des bc;-Komplexes bei zwei deutlich unterschiedlichen
Proteinkonzentrationen ermittelt. Im Falle einer Heterogenitdt mit schneller Assoziation
muf} eine Verdiinnung eine signifikante Verschiebung zu niedrigeren s-Werten nach sich
ziehen. Wie Abbildung 6.13 zeigt, ist eine derartige Verschiebung allerdings nicht festzu-
stellen: Der (Haupt-) Peak des Ausgangsmaterials (ca. 0,64 mg bc;-Komplex pro ml;
gemessen bei 360 nm) und derjenige der Verdiinnung (ca. 0,11 mg/ml; gemessen bei
412 nm) liegen iibereinander. Eine Systematik im Verhalten der Nebenpeaks 148t sich

vermuten, ist aber nicht signifikant.

Wiéhrend man eine Konzentrationsreihe braucht, um mittels c(s)-Analyse einem schnellen
Assoziationsgleichgewicht auf die Spur zu kommen, reicht im Prinzip ein Experiment bei
einer einzigen Konzentration fiir die Klarung derselben Frage, wendet man die sog. van
Holde-Weischet-Analyse an. Hier wird, wie in Kap. 3.5.1 beschrieben, der Bereich zwi-

schen den Plateaus, die in den zu analysierenden Absorptionsprofilen vorhanden sein
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miissen, in Fraktionen eingeteilt, jede Fraktion im Prinzip wie eine Stufe im Sedi-
mentationsprofil, also wie eine unabhédngige sedimentierende Komponente behandelt und
die s-Werte der einzelnen Fraktionen aufgetragen. Ist die untersuchte Substanz unein-
heitlich, verdndert sich der s-Wert mit zunehmender Fraktion zu héheren Werten. Im
homogenen Fall erhélt man einen senkrechten Plot iiber dem s-Wert der Substanz, wie in

Abbildung 6.8B zu sehen ist.

Eine (signifikante) reversible Assoziation des bci;-Komplexes findet demnach nicht statt, das

Préiparat ist homogen.*

> Damit kann man das aus einer am bc,-Komplex durchgefiihrten c(s)-Analyse resultierende absolute Maximum
dem apparenten Sedimentationskoeffizienten s* des Proteins zuordnen, unabhéngig von der Protein-Konzentrati-
on. Aus den c(s)-Verteilungen in Abbildung 6.84, Abbildung 6.12 und Abbildung 6.13 folgt so ein apparenter s-
Wert des bci-Komplexes von s* = (5,35 + 0,03) S. Fiir Standardbedingungen ergibt sich daraus s,ow = 9,35 S

+ 0,35 S, mit folgenden Werten fiir 4°C: Dichte des Puffers: p = 1,014 g/ml; Viskositét des Puffers: n = 1,634
cPoise. Partialspezifisches Volumen des bc;-Komplexes: 0,749 ml/g (s.u.). p und 1 wurden mit SEDNTERP be-
rechnet. Die mit der Umrechnung von s* auf s, w verbundene zusétzliche Ungenauigkeit wird mit As=+0,3 S
veranschlagt (eine Berechnung von p und 7 ist i.A. unsicherer als eine Messung; s. z.B. Hilfedatei von

SEDNTERP).
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s-Wert-Verteilungen von

0,64 mg/ml bcs-Komplex (—;
gemessen bei 360 nm) und
0,11 mg/ml bes-Komplex (-
gemessen bei 412 nm). Puffer,
experimentelle Bedingungen
und Parameter der Auswer-
tung: siehe Abbildung 6.8.

Abbildung 6.13
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Zwischenbilanz:

Die Aufkldrung der bc;-Komplex-Quartérstruktur mittels analytischer Ultrazentrifugation
sollte urspriinglich dartiber stattfinden, dal man den Komplex in ein Detergens tiberfiihrt, des-
sen Dichte problemlos kompensiert werden kann. Das ist an der Natur des Proteins geschei-
tert. In 0,02% DDM erwies sich das bci-Komplex-Priaparat umgekehrt als intakt und stabil,
die Crux lag nun im methodischen Bereich: Die direkte Bestimmung des DDM-Protein-Ver-
héltnisses im Protein-Detergens-Komplex mithilfe radioaktiv markierten Dodecyl-Maltosids
war wegen des hohen (finanziellen) Aufwands ebenso wenig moglich, wie eine DDM-Dichte-
Kompensation mithilfe von D,"*O (durch Extrapolation nach Dichtevariation [118] oder

durch Kombination mit z.B. Saccharose), das gegenwirtig nicht kommerziell verfiigbar ist.

In einer derartigen Situation ist das oben entwickelte Verfahren, die DDM-Dichte durch
Saccharose in Kombination mit D,O zu kompensieren, die Methode der Wahl. Allerdings hat
man gesehen, dall sich die damit verbundene hohe Saccharosekonzentration auf das
partialspezifische Volumen des zu untersuchenden Proteins auswirkt. Dieser Umstand
wiederum erhoht die Unsicherheit des MeBergebnisses, so dal zum einen ein ,,unkom-
pliziertes® Untersuchungsobjekt voraussetzt ist. Wie gesehen ist diese Voraussetzung im vor-
liegenden Fall erfiillt — ein Préparat mit bc;-Komplex in 0,02% DDM ist rein, das Protein
homogen und ausreichend stabil. Ein derartiges Priparat enthélt im dichtekompensierten Fall
lediglich eine einzige, bezliglich des oligomeren Zustands zu charakterisierende sedimen-
tierende Komponente, die im Sedimentationsgleichgewicht nur den Proteinanteil zeigt. Zum
anderen ist das partialspezifische Volumen des im Saccharose+D,0O/ DDM-System vor-

liegenden bc;-Komplexes zu ermitteln.

6.5 Das partialspezifische Volumen des bc-Komplexes

Zur Bestimmung von V., dem partialspezifischen Volumen des in 50 mM MES/NaOH (pH
6,0); 300 mM NacCl; 0,02% (w/v) DDM; 27,6% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v) D,O/H,0 vor-
liegenden bci-Komplexes, wurde es zerlegt in V1, dem fiir Standardbedingungen kalkulier-

ten partialspezifischen Volumen des bc;-Komplexes, und ein Korrekturinkrement Av :
Vel = Vc,bcl +AV
Summand 1:

Das partialspezifische Volumen des Proteinanteils des Komplexes wurde aus den bekannten

Aminosdurezusammensetzungen der einzelnen Untereinheiten [67] nach Cohn/ Edsall [20]
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[34] fiir in Wasser geldstes Protein bei 25°C berechnet. Nach Berticksichtigung des (geringen)
Beitrags der Him-Gruppen ( V gam = 0,82 ml/g (H. Durchschlag)) ergab sich:

Vc’bcl = 0,738 ml/g
Summand 2:

Zur Ermittlung des Inkrements AV wurden die entsprechenden v-Werte der Cytochrom c-
Oxidase herangezogen (s. Kap. 5.3): Das in 50 mM MES/NaOH (pH 6,0); 300 mM NaCl;
0,02% (w/v) DDM; 27,6% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v) D,O/H,O gemessene partialspezi-
fische Volumen, Vc.o= 0,782 ml/g, und das fiir Standardbedingungen (Wasser, 25°C) be-
rechnete, V.cco= 0,753 ml/g. Die Differenz dieser beiden Werte wurde mit dem Inkrement

identifiziert:
AV = Vcco— Vc,CcO =+ 0,029 ml/g

Begriindung: Abgesehen von den identischen Versuchsbedingungen bzw. von der identischen
Kalkulationsgrundlage gibt es eine Reihe von Ubereinstimmungen zwischen der Cytochrom
c-Oxidase und dem bc;-Komplex: Beide sind integrale Membranproteine, unter den gegebe-
nen Bedingungen stabil, rein und einheitlich; beide sind Glieder der Atmungskette desselben
Bakteriums; beide sind Hidm-haltige Komplexe, zusammengesetzt aus wenigen Unterein-

heiten, mit groBenordnungsmifBig gleichen Protomer-Molmassen.
Ergebnis:

Vet = (0,738 + 0,029) ml/g = 0,767 ml/g

6.6 Die Untersuchung des bci-Komplexes unter der Bedingung der

Dichtekompensation

Der gereinigte bci-Komplex wurde wie in Anhang 2 beschrieben bei 4°C in den
Kompensationspuffer — 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM;
27,6% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v) D,O/H,0 — iiberfiihrt. Fiinf derartige Proben (ca. 0,13 mg
bci-Komplex pro ml) wurden einer Sedimentationsgleichgewichtsanalyse unterzogen (Rotor-
drehzahl: 18 000 Upm; Rotortemperatur: 4°C; MeBwellenldnge: 412 nm; Fiillmenge pro
Kammer: 110 pl). Die Gleichgewichtsprofile wurden mit freier Basislinie und einer effektiven
Molmasse angepalit, wobei letztere variiert und gegen o bzw. gegen (G-Omin)/Gmin (Cmin:
minimale Fehlerquadratsumme) aufgetragen wurde (die zweite Auftragungsart ermdoglicht
eine unmittelbare Abschidtzung des statistischen Fehlerbereichs, der vom 10%-

Konfidenzniveau definiert ist; s. punktierte Linie in Abbildung 6.14B). Aus den Minima dieser
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fiinf Funktionen, von denen zwei in Abbildung 6.14 dargestellt sind (Abbildung 6.144: c

gegen Megr, Abbildung 6.14B: (G-Omin)/Omin gegen Mcgr), ergab sich die effektive Molmasse
des bci-Komplexes zu Megr = (19,6 £ 0,1) kDa.

Die Anpassungen der beiden Datensétze, die den Funktionen in Abbildung 6.14 zugrunde-
liegen, mit den aus den Funktionen hervorgehenden optimalen effektiven Molmassen sind zu
sehen in Abbildung 6.15. Die sehr hohe Qualitéit dieser Anpassungen, die auf einer einzigen
sedimentierenden Komponente beruhen, zeigt sowohl die Homogenitét der Proben als auch,

daB Nichtidealititen keine Rolle spielen.

Die Berechnung der Molmasse der sedimentierenden Komponente ergab gemdll Mg =

M(k- v p):
M = 240 kDa (+ 30 kDa)™,

mit Mer=19,6 kDa; p=1,207 g/ml; k=1,0074; v =0,767 ml/g. (aufgrund infrarot-
spektroskopischer Daten wurde zur Berechnung von k angenommen, daf3 nur an ca. 50% der
H-D-Austausch-fihigen Gruppen tatsichlich H-D-Austausch stattfindet;’® der Rest wird

offenbar vom Detergens abgeschirmt).

Da das bc;-Komplex-Protomer — bestehend aus drei Untereinheiten einschlielich dreier
Hémgruppen und eines [2Fe*2S]-Zentrums — eine Molmasse von 117 kDa besitzt, ergibt sich
aus dem Ergebnis fiir M eine (2,05 £ 0,26)-fache Monomeren-Molmasse des Enzyms. Damit

148t sich festhalten:

Der bci-Komplex von Paracoccus denitrificans liegt in DDM-Losung als Dimer vor.
Andere Oligomere konnten im Sedimentationsgleichgewichtsexperiment nicht nachgewiesen

werden.

> Die Fehlerangabe benennt den Maximalfehler. Der Berechnung liegen neben dem Fehlerfortpflanzungsgesetz

folgende Fehlerabschitzungen zugrunde: M ca. 0,5%; p ca. 0,2%; k ca. 0,1%; v ca. 1% Fehler.
> Michaela Ritter, persénliche Mitteilung.
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Auswertung der im Sedimentationsgleichgewicht gemessenen A(r)-Profile zweier Proben
(A und B) mit 0,13 mg/ml bcs-Komplex in 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NacCl; 0,02%
(w/v) DDM; 27,6% (w/v) Saccharose; 95/5 (v/v) D,O/H,O (Experimentelle Bedingungen:
Rotorgeschwindigkeit: 18000 Upm; Rotortemperatur: 4°C; MeRwellenlange: 412 nm): Der
jeweilige Datensatz wurde mit freier Basislinie und einer variablen effektiven Molmasse
angepaldt und die Fehlerquadratsumme o (A) bzw. ihre auf die minimale Fehlerquadrat-
summe omin bezogene Erhéhung o-omin (B) gegen die effektive Molmasse M aufgetragen
(optimale Anpassung mit Mgt = 19,7 kDa (A) bzw. Mg = 19,5 kDa (B)). Die in B gewahlte
Art der Auftragung verdeutlicht den statistischen Fehlerbereich (Doppelpfeil), definiert Gber
eine Erhéhung der Fehlerquadratsumme um 10% (punktierte Linie).

Abbildung 6.14
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bci-Komplex in DDM-L6sung unter der Bedingung der Dichtekompensation:

Gleichgewichts-A(r)-Daten (o), die der in Abbildung 6.14A (A) bzw. Abbildung 6.14B (B)
dargestellten Auswertung zugrundeliegen; Anpassung (—) mit freier Basislinie (---) und der
Abbildung 6.14 entnommenen optimalen effektiven Molmasse Me¢ = 19,7 kDa (A) bzw.

Mess = 19,5 kDa (B) (--**); Residuen der Anpassung (). Puffer und experimentelle Bedin-
gungen: s. Abbildung 6.14.

Abbildung 6.15

6.7 Bestimmung der an den bcs-Komplex bindenden DDM-Menge

Aus den Daten eines Sedimentationsgleichgewichtsexperiments mit bci-Komplex in
saccharose- und D,O-freiem MES-Puffer (50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NaCl;
0,02% (w/v) DDM; ,pH 6“) wurde das Massenverhiltnis zwischen proteingebundenem
Dodecylmaltosid und Protein, Mp/Mp, bestimmt. Die Berechnung basiert auf dem obigen

Ergebnis, das den bc;-Komplex als Dimer ausweist.
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Der Sedimentationsgleichgewichtslauf wurde mit 0,08 bis 0,09 mg bc;-Komplex pro ml in 3
Probenkammern durchgefiihrt (Rotorgeschwindigkeit: 7 000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeBwellenldnge: 412 nm; Fiillmenge pro Kammer: 120 ul). Aus den Gleichgewichtsprofilen
wurde die optimale effektive Molmasse der sedimentierenden (Haupt-) Komponente ermittelt.
Die Auswertung wurde durchgefiihrt mit freier Basislinie und einer Komponente bzw. mit
freier Basislinie, einer Hauptkomponente und einer Komponente, deren Anteil an der Gesamt-
absorption auf 10% (s.0.) und deren Molmasse auf etwa die Hilfte der Molmasse der Haupt-
komponente (s. Abbildung 6.10) festgelegt wurde. Die Hinzunahme der kleineren
Komponente verbesserte die Anpassung eines der drei Gleichgewichtsprofile signifikant, die

Anpassung der librigen wenig bzw. nicht. Abbildung 6.16 zeigt ein Beispiel der Auswertung.

Sedimentationsgleichgewichts-
° Messung analyse von ca. 0,08 mg/ml bc;-
— Fit Komplex in DDM-L6sung (ohne
47 kDa (Anteil 10%) & Dichtekompensation):

Anpassung der im Gleichgewicht
gemessenen A(r)-Daten mit freier
Basislinie, einer Komponente, deren
effektive Molmasse (47 kDa) und
Anteil an der Gesamtabsorption
(10%) vorgegeben sind, und einer
Komponente mit tber die Fehler-

quadratsumme optimierter effektiver
Molmasse (94 kDa, sie wird dem
intakten bcs-Komplex zugeschrie-
ben).

Puffer: 50 mM MES/NaOH (pH 6);
W e ea 300 mM NaCl; 0,02% (w/v) DDM.
Wn‘y‘:y‘.:.-”". W ‘.,:.‘,'s'- Experin?en.telle. Bedingungen: Rotor-
_ * . . geschwindigkeit: 7000 Upm; Rotor-
Residuen der Anpassung temperatur: 4°C; MeBwellenlange:

T T T T T T T
6,90 6,95 7,00 7,05 7,10 412 nm.
r [cm]

Abbildung 6.16
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Das Ergebnis: Die effektive Molmasse des bcj-Komplex-DDM-Komplexes in ,,pH 6 betrigt
Mg = (91 £ 5) kDa. Der gro3e Fehler (Maximalfehler) folgt aus der Moglichkeit des Vorhan-

denseins der kleinen Komponente bzw. der ihr entsprechenden Verunreinigungen.

Bezeichne man nun die dimere Form mit dem hochgestellten ,,d*“ und setze die Indizes ,,P*,
»D“ bzw. ,,PDK* fiir ,,Protein®, ,,Detergens* bzw. ,,Protein-Detergens-Komplex“, so folgt mit
Megr= 91 kDa= “Mppk (1-Vppk p) = *Mp (1-Vp p) + ‘Mp (1-Vp p), wenn man nach “Mp
auflost und das Verhiltnis zu de bildet:

Mp/Mp = 0,85 + 0,12 (w/w)

Die eingesetzten Werte sind Mp =234 kDa; vp=0,749 ml/g; vp=0,814 ml/g (s. [118]); p =
1,014 g/ml (berechnet mit SEDNTERP). Der Wert fiir vp kam wie folgt zustande: Zum
berechneten partialspezifischen Volumen des bc;-Komplexes (V.= 0,738 ml/g) wurde ein
Inkrement Av addiert, das wie das Inkrement fiir den dichtekompensierten Fall den v-Wer-
ten fiir die Cytochrom c-Oxidase entnommen ist: Die Differenz zwischen dem gemessenen v
der Cytochrom c-Oxidase in saccharosefreier Detergenslosung (v = 0,764 ml/g) und ihrem

kalkulierten v (V.= 0,753 ml/g) betragt Av =+ 0,011 ml/g.

Fiihrt man die Berechnung des DDM/bc;-Komplex-Massenverhéltnisses unter der Annahme
durch, dal3 der oligomere Zustand des bc;-Komplexes monomer ist, folgt, dal 1 g Protein
mehr als 2,8 g DDM binden wiirde — sehr/ zu viel, zieht man entsprechende Werte anderer
Membranproteine zum Vergleich heran. Nimmt man an, der bc;-Komplex sei trimer, erhélt
man Mp/Mp < 0,2 (w/w) — sehr/ zu wenig, angesichts der Vergleichswerte. Schlielich liefert
die Annahme eines tetrameren oder hoher aggregierten Proteins negative Mp/Mp-Werte; sie

ist also sicher falsch.

In Tabelle 6-1 sind die Ergebnisse der Mp/Mp-Berechnung zusammengefalit. Die Mp/Mp-
Werte der Vergleichsproteine sind in Tabelle 6-2 aufgelistet (Mp = Mppwm).
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Tabelle 6-1
bci-Komplex
Angenommene Komplexgrofie Mp/Mp (W/w)
Monomer 2,8-3,3
Dimer 0,85+0,12
Trimer <0,2
Tetramer nicht moglich
Tabelle 6-2
Vergleichsproteine
Protein Mp/Mp (W/W)
Lichtsammler LH III (R. molischianum) 1,20 [118]
Photosystem I (S. PCC 7002) 0,48 [150]
NO-Reduktase (P. denitrificans) 0,87 [53]
Cytochrom c-Oxidase (Rinderherz) 0,55 [136] bis 0,64 [11]
Cytochrom c-Oxidase (P. denitrificans) ca. 1,1 (s.0.)
Laktose-Transporter (S. thermophilus) 1,43 [39]

Der Vergleich der Werte aus Tabelle 6-1 mit denen aus Tabelle 6-2 liefert eine Bestitigung
nicht nur des {iber Dichtekompensation erzielten Ergebnisses, sondern auch des Kompensa-

tionsverfahrens selbst.

Ein in DDM-L6sung vorliegender dimerer bc;-Komplex mit Mp/Mp = 0,85 besitzt einschliel3-
lich des proteingebundenen Detergens’ eine molare Masse von 433 kDa. Dies entspricht etwa
der Molmasse von 410 kDa, die aus der in Abbildung 6.10 dargestellten c¢(M)-Analyse des
intakten bc;-Komplexes (durchgezogene Linie) hervorgeht. Fiir den in der selben Abbildung
gezeigten (partiell) zerfallenen Komplex (gestrichelte Linie) erhédlt man eine Molmasse von

ca. 390 kDa, was sich mit einer (partiellen) Loslosung des Eisen-Schwefel-Proteins aus dem
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Verband erklédren lieBe (vgl. 4bbildung 6.6). Dariiber hinaus 148t sich aus der Bildung einer
Komponente mit etwa der halben Dimeren-Molmasse — vgl. Nebenpeak von Priparat 2) in
Abbildung 6.10 — vermuten, daB} die Stabilitit des Dimeren an das Vorhandensein der Eisen-
Schwefel-Untereinheit gekniipft ist (vgl. hierzu Montoya et al. [86]: die Autoren untersuchten

den bc-Komplex von Rhodovulum sulfidophilum und kamen zu einem analogen Schluf3).

6.8 Diskussion

Die Untersuchung am bc;-Komplex bekréftigte die Einschédtzung aus Abschnitt 5, derzufolge
das neue DDM-Kompensationsverfahren bei einfach strukturierten Problemen zuverléssig ist,
sofern wie im vorliegenden Fall ein geeignetes Testprotein fiir die Vv-Korrektur zur
Verfligung steht: Die fiir das Protein nach erfolgter Korrektur erhaltene Molmasse entsprach
sehr genau der bc;-Komplex-Dimer-Molmasse, ein Ergebnis, das sehr gut zu den Resultaten

der bisher untersuchten bc;-Komplexe, die allesamt als Dimere gelten, pafl3t.

Allerdings ist dieser Befund nur fiir den mitochondrialen bc;-Komplex gesichert, da einige
seiner Vertreter (von Sdugetieren und Vogeln stammend sowie aus Hefe [57] [58] [170]
[175]) kristallisiert und damit einer Rontgenstrukturanalyse unterzogen werden konnten (die
dariiber ermittelte 3D-Struktur des Enzyms schlieBBt seine Quartérstruktur mit ein). Im Falle
des bakteriellen bci-Komplexes blieb dieser unmittelbare Zugang zur Quartirstruktur (bisher)

verwehrt, da (noch) kein Vertreter kristallisiert werden konnte.

Zum oligomeren Zustand des bakteriellen Enzyms gibt es lediglich zwei Arbeiten: Montoya
et al. beschreiben den in DDM solubilisierten bc;-Komplex von Rhodovulum sulfidophilum
auf Basis einer Gelfiltrationsanalyse als Dimer [86], dasselbe Resultat erhielten Sone und
Takagi fiir das Enzym des thermophilen Bakteriums PS3 in Lésung von Polyoxyethylen 8
Laurylether (Ci2Eg) [129]. Letztere analysierten das Protein mittels in Reihe geschalteter
Messung von UV-Absorption, Lichtstreuung und Brechungsindex des Eluats einer Gel-
filtrationschromatographie. Mit gewissen Einschrinkungen®’ ist man mit dieser Methodik in
Verbindung mit bestimmten Zusatzmessungen und der entsprechenden Auswertung (ndheres
in [49]) in der Lage, den oligomeren Zustand (und das Detergens-Protein-Verhéltnis Mp/Mp)
eines integralen Membranproteins direkt zu bestimmen. Dagegen sind grof3e systematische

Irrtimer moglich, verwendet man lediglich Gelfiltration zur Bestimmung von Quartér-

*7 Die Interpretation der MeBgroBe dn/dc,, (n: Brechungsindex der Proteinldsung; c,: Konzentration des Protein-

Detergens-Komplexes) beruht auf empirischen Daten (s. z.B. [49]).
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strukturen [89] [138]: Eine Molmassenabschitzung durch Gelfiltration ist zwar schnell und
einfach, weswegen sich dieses Verfahren grof8er Beliebtheit in der Biochemie erfreut. Aller-
dings wird durch Gelfiltration die Molmasse nicht direkt bestimmt, sondern durch Vergleich
des Elutionsvolumens des Untersuchungsobjekts mit denjenigen von Proteinen bekannter
Molmasse. Dieser Vergleich ist nur zuldssig, wenn Untersuchungsobjekt und Kalibrations-
proteine hinsichtlich des Reibungskoeffizienten, also hinsichtlich der Form vergleichbar sind
— und dies diirfte in der Regel nicht gegeben sein. Ebensowenig bekannt ist bei Membran-
proteinen im Allgemeinen die Menge des proteingebundenen Detergens, die Grofle bzw. Mol-

masse des zu untersuchenden Partikels mitbestimmt.

Somit kann man festhalten, da3 es bislang zwei Nachweise der dimeren Natur bakterieller
bci-Komplexe gab — einen strengen und einen weniger strengen —, die nun durch das Resultat
der vorliegenden Arbeit (in der ein strenges Nachweisverfahren angewendet wurde) ergénzt
werden. Dies 148t den induktiven Schlufl zu, dafl es eine allgemeine Eigenschaft des bakte-
riellen bci-Komplexes ist, ebenso wie der mitochondriale als stabiles Dimer vorzuliegen — in
Losungen geeigneter nichtionischer Detergenzien und damit aller Wahrscheinlichkeit nach

auch in der Membran (vgl. [51] [138]).

Die Ubereinstimmung zwischen mitochondrialem und bakteriellem bc;-Komplex hinsichtlich
des oligomeren Zustands ist nicht selbstverstidndlich: Das mitochondriale Enzym ist deutlich
grofer als sein Pendant, seine Vertreter enthalten bis zu 8 Untereinheiten mehr. Dadurch
diirften sich die Vorgédnge hinsichtlich einer Selbstassoziation deutlich unterscheiden. Sind
dennoch alle bci-Komplexe Dimere, deutet das darauf hin, da der dimere Zustand eine
funktionelle Notwendigkeit des bc;-Komplexes darstellt. Nun zeigte die Analyse der ver-
schiedenen Kristalle mitochondrialer Enzyme, dafl die Eisen-Schwefel-Untereinheit des
Komplexes keine feste Position am Protein einnimmt; weiterhin offenbaren die Kristallstruk-
turen, da3 die Eisen-Schwefel-Domine eines in einem Dimer organisierten Protomeren mit
den Cytochromen b und c¢; des anderen Protomeren wechselwirkt. Daraus ergibt sich die
Vorstellung, daBB die Eisen-Schwefel-Untereinheit Elektronen transportiert, indem sie in
einem Dimer zwischen den Cytochromen b und ¢; pendelt. Demzufolge ist der dimere Zu-

stand des mitochondrialen bc;-Komplexes notwendige Voraussetzung der Enzymfunktion.

Da der bci-Komplex von Paracoccus denitrificans ausschlieBlich aus fiir die Enzymfunktion
notwendigen Untereinheiten besteht, ergibt sich aus dem Wissen iiber den dimeren Zustand
dieses Proteins ein Hinweis darauf, daf} die katalytische Rolle des Dimeren — und dariiber

hinaus der aus den Kristallstrukturen abgeleitete Mechanismus — universell gilt.
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7 Anwendung lI: Die Selbstassoziation des Bande 3-

Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran

7.1 Das Problem

Zum Assoziationsverhalten des Bande 3-Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran
gibt es zahlreiche Publikationen, deren Ergebnisse bzw. SchluB3folgerungen allerdings erheb-
lich divergieren. So wird die Bande 3 im nativen Zustand von einigen (sehr beachteten) Auto-
ren als stabiles Dimer beschrieben [16] [18] [62] [164] [173]. Andere fanden ein Gemisch aus
Dimer und Tetramer [9] [93] [97] [98] [168] (wobei in [93] das Tetramer als Priparations-
artefakt bezeichnet wird), wieder andere zusitzlich hohere Aggregate wie z.B. Hexamer [29]
[142] [168]. Einigen fritheren Untersuchungen zufolge ist monomere Bande 3 ein Bestandteil
des nativen Zustands [76] [90] [111] [113] [120], eine Ansicht, die — zwischenzeitlich in den
Hintergrund geraten — von Ver6ffentlichungen jiingeren Datums neue Nahrung erhilt [103]
[142]. Uber die Uneinigkeit beziiglich der vorkommenden Oligomere hinaus existiert ein
Pluralismus im Hinblick auf die Stabilitit/ Reversibilitit eines oligomeren Zustandes, der vom
bereits erwdhnten stabilen Dimer bis zu einem Monomer-Dimer-Tetramer-Assoziations-
gleichgewicht [31] [90] [113] reicht (Reversibilitdt wird auBBerdem beschrieben bzw. in Be-
tracht gezogen in: [98] [104] [142]).

Eine notwendige Folgeerscheinung der widerspriichlichen Urteile zum Assoziationsverhalten
der Bande 3 sind divergierende Meinungen zum Verhéltnis zwischen wohlbekannten Funk-
tionen des Proteins und seiner Quartérstruktur. So ist nach [71] (auBBerdem geméil [62] und
[105]) die funktionelle Einheit des Anionenaustauschs das Bande 3-Monomer, wihrend nach
[163] der Ionentransport zwischen den Protomeren eines Dimeren stattfindet. Ahnliche Un-
einigkeit ist im Zusammenhang mit der Bande 3-Ankyrin-Assoziation, der Hauptbindung zwi-
schen Lipiddoppelschicht und Zytoskelett, zu beobachten: Hierfiir ist gemall [30] [82] [87]
[166] die tetramere Form der Bande 3 erforderlich, gemil [93] bzw. — als Voraussetzung — in

[84] die dimere.

Aus dem Gesagten geht zum einen hervor, dafl weitere Untersuchungen der Bande 3-Selbst-
assoziation notig sind; zum anderen, daBl diese sich nicht damit begniigen sollten, die
Meinungsvielfalt zu bereichern: Es gilt die Vielfalt zu entscheiden, indem man den Grund/ die
Griinde fiir die widerspriichlichen Ergebnisse aufspiirt. Dabei gerdt in erster Linie die
Priparation der Bande 3 ins Blickfeld. Denn die Voraussetzung einer Zentrifugenanalyse —

131



Anwendung II: Die Selbstassoziation des Bande 3-Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran

der Methode der Wahl —, die Solubilisation und Aufreinigung des Proteins, birgt generell die
Gefahr in sich, den Zustand des Proteins undefiniert zu modifizieren, es zu schadigen. Da es
schwer vorstellbar ist, da3 eine betridchtliche Anzahl von Arbeitsgruppen methodische Fehler
begeht, liegt der Verdacht nahe, dafl das Untersuchungsobjekt je nach Préparation in unter-
schiedlichen Zustinden vorliegt. Dies wird erhirtet durch die Beobachtung aus der Arbeits-
gruppe, aus der diese Untersuchung hervorgeht, wonach selbst bei identischem Préparations-
protokoll iiber die Jahre hinweg erhebliche Schwankungen in den Ergebnissen zu verzeichnen

sind.

Wenn auch der priparative Aspekt im Vordergrund steht: die methodische Seite der Bande 3-
Analyse kann durchaus tiickisch sein. So ist fiir den Fall, dal ein gegebenes Bande 3-Préparat
mehrere sedimentierende Komponenten enthélt, eine Sedimentationsgleichgewichtsanalyse
mit groBer Ungenauigkeit behaftet. Zudem kénnen Anderungen des Proteinzustands im Zeit-
rahmen von Gleichgewichtsldufen mit diesen nicht bzw. schwer erfait werden. Umgekehrt
kann eine Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse, selbst mit modernsten Auswertemethoden,
fehlerhafte Resultate liefern, wenn reversible Assoziationen mit hinreichend schneller

(Assoziations-) Gleichgewichtseinstellung eine Rolle spielen.

Somit ist man bei der Analyse der Bande 3-Selbstassoziation sowohl mit der Frage nach einer
moglichst schonenden Préparation als auch — voraussichtlich — mit methodischen Schwierig-
keiten konfrontiert. In der vorliegenden Arbeit wurde dementsprechend zum einen das
etablierte Préparationsprotkoll modifiziert. Zum anderen wurden Dichtekompensationsver-
fahren angewendet, insbesondere die in Abschnitt 5 etablierten, auf dem Einsatz von
Saccharose und Glyzerin beruhenden Verfahren. Diese bieten sich in doppelter Hinsicht an:
Neben der Eliminierung einer aus freien Detergensmizellen bestehenden zusétzlichen
sedimentierenden Komponente und der ,,Unsichtbarmachung® des proteingebundenen Deter-
gens' im Sedimentationsgleichgewicht leisten Saccharose und Glyzerin tendenziell eine

Stabilisierung des nativen Zustands des Proteins.

7.2 Die Préaparation des Bande 3-Proteins

Reine, in wiBriger Losung befindliche Bande 3 wurde im Prinzip wie folgt gewonnen: Die
Erythrozytenmembran einschlieBlich Membranskelett wurde zundchst vom Zytoplasma
getrennt, um anschlieBend mittels milder Extraktion von — im wesentlichen — Glykophorinen
befreit zu werden. Die darauffolgende — weniger milde — Extraktion loste das Bande 3-Protein

aus der Membran (beide Extraktionsschritte beruhten auf dem Einsatz nichtionischer
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Detergenzien). Die solubilisierte Bande 3 wurde schlieBlich via Ionenaustauscherchromato-

graphie aufgereinigt und iiber Gelfiltration in die endgiiltige Pufferlosung tiberfiihrt.

Die Préparation orientierte sich an der in [116] und weiter in [90] ausgearbeiteten Vorgehens-
weise. Angesichts der Vermutung, daf3 die groBBen Differenzen in der Literatur beziiglich des
Bande 3-Assoziationszustandes wesentlich préparativen Ursprungs sind, wurde dieses
»Rezept™“ zur Isolierung der Bande 3 in einer fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen geeigneten

Form an einigen Stellen modifiziert.

Die Schritte, bei 4°C bzw. auf Eis mit entionisiertem, entgastem Wasser durchgefiihrt, im

Detail:

7.2.1 Stromapriparation
Die Herstellung von reiner Erythrozytenmembran (Stroma) erfolgte nach [116]. Im einzelnen:

250-300 ml (ein Beutel) Erythrozytenkonzentrat (Blutgruppe ORh") wurde gefiltert, um ver-
bliebene Leukozyten, Triager einer hohen proteolytischen Aktivitdt, abzutrennen (Leukozyten-
filter: Sepacell R-200 (II) AS; Diamed). Die Erythrozyten wurden mit isotonischer Koch-
salzlosung (10 mM Tris/HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl) mehrfach gewaschen (Zentrifugation:
10 min bei 3 000 Upm; Zentrifuge: Sorvall Superspeed RC2-B; Rotor: Sorvall SH 3000) und
anschlieBend in ca. 2,51 10 mM Tris/HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA hypotonisch lysiert. >® Das
Lysat wurde auf sechs 500 ml-Polycarbonat-Flaschen verteilt und zentrifugiert (Zentrifu-
gation: 15 min bei 10 000 Upm; Zentrifuge: Sorvall Superspeed RC2-B; Rotor: Sorvall
GS-3). Zum Waschen der im Pellet gesammelten geoffneten Erythrozyten wurde das Pellet in
10 mM Tris/HCI (pH 7,5); 1 mM EDTA aufgenommen (250 ml pro Flasche) und nach
Hinzufiigen von 3 M NaCl (10 ml pro Flasche)’® erneut fiir 15 min bei 10 000 Upm zentri-
fugiert. Diese Waschprozedur wurde wiederholt, bis die Zellmembranen weill waren, d.h. bis
die Zytoplasmabestandteile, insbesondere Himoglobin, aus den gedffneten Erythrozyten weit-
gehend entfernt waren (beim letzten Waschgang wurden pro Flasche nur noch 2,5 ml 3 M

NaCl hinzugegeben).”” Zur Entfernung von NaCl wurden die Membranen anschlieBend fiir

** EDTA wurde zum Schutz vor Metalloproteasen eingesetzt.
> Der Zusatz von NaCl sorgt fiir ein festeres Pellet.

% Die Zentrifugationen der ersten Waschginge lieferten neben einem aus den Erythrozytenmembranen bestehen-
den relativ lockeren Pellet ein kleines, sehr festes Pellet mit vermutlich hoher proteolytischer Aktivitit, welches

griindlich entfernt wurde (durch Absaugen).
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4h gegen ca. 51 Wasser dialysiert. SchlieBlich wurden die dialysierten Membranen mit
Wasser verdiinnt, bis zu einer Gesamtproteinkonzentration entsprechend einer Absorption von

2 OD (Wellenlénge: 280 nm; Schichtdicke: 1 cm).®!

Das so gewonnene Stroma diente als Ausgangsmaterial fiir die Extraktion und Aufreinigung
der Bande 3. Es wurde, wenn nicht frisch verwendet, bei -20°C oder -40°C aufbewahrt (in

10 ml-Portionen). Unter diesen Bedingungen war es iiber viele Monate hinweg haltbar.

7.2.2 Vorextraktion

Die Vorextraktion soll die Erythrozytenmembranen weitgehend von Glykophorinen und
Proteasen befreien, ohne ihren Bande 3-Gehalt (deutlich) zu vermindern. Dies leistete in der
Vergangenheit eine geeignete Konzentration des nichtionischen Detergens’ Brij 58 (Serva),
eingesetzt nach folgender Vorschrift (z.B. in: [36] [90]): Stroma wurde mit der 2,5-fachen
Menge Vorextraktionspuffer (10 mM Tris/HCI1 (pH 8,0); 50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; 1%
(w/v) Brij 58) vermischt. Diese Mischung wurde 20 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurden die Membranen durch Zentrifugation (25 min bei 20 000 Upm; Zentrifuge: Sorvall
Superspeed RC2-B; Rotor: Sorvall SS-34) vom Extrakt getrennt. Eine Uberpriifung der
Tauglichkeit dieser Vorextraktionsvorschrift®® lieferte allerdings einen negativen Befund: Es
stellte sich heraus, dal damit nur verschwindende Mengen an Glykophorin aus der Membran
geldst wurden, selbst nach Erhdhung der Detergenskonzentration. Da davon auszugehen ist,
daB die friiheren Befunde korrekt waren, legt die Uberpriifung den SchluB nahe, daB sich das
Detergenspréparat in der Zwischenzeit verdndert hat, moglicherweise durch eine Umstellung

im Herstellungsverfahren.

Damit mullte ein neues Vorextraktionsprotokoll erstellt werden. Hierfiir wurden verschiedene
Detergenzien getestet, indem sie mit variierender Konzentration anstelle von Brij 58 in das
alte Protokoll eingefligt und die resultierenden Extrakte analysiert wurden (mittels
Neuraminsduretest wurde die Glykophorinkonzentration bestimmt [165], via Absorptions-
messung bei einer Wellenldnge von 280 nm die Bande 3-Konzentration abgeschétzt [31]).
Auf diese Weise sollte eine Bedingung gefunden werden, unter der ein Grofteil des Glyko-
phorins solubilisiert wird, wihrend geniigend Bande 3 in der Membran verbleibt, so daf} die

anschlieende Hauptextraktion eine ausreichende Bande 3-Konzentration liefert.

%! Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach Aufnahme des Stromas in 2% SDS.

52 Durchgefiihrt von Sven Meyburg, Institut fiir Biophysik, JWG-Universitit Frankfurt am Main.
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Folgende Detergenzien wurden getestet:

- Pentadecafluoroctansdure

- Polyoxyethylen 20 Isohexadecylether (Ci6E20)
—  Thesit (Ci2Ey)

Die Untersuchung von Pentadecafluoroctansiure® ergab, daB dieses Detergens nicht in der
Lage ist, mehr als 40% der in der Membran enthaltenen Neuraminsédure zu extrahieren: Penta-
decafluoroctansdure-Konzentrationen, die fiir zufriedenstellende Glykophorin-Ausbeuten
ndtig wiren, konnten mangels Loslichkeit nicht eingestellt werden (zwischen 4°C und Raum-

temperatur).

Erste Untersuchungen von Ci6E» %4 lieferten ein umgekehrtes Bild: Die Ausbeute an Glyko-
phorin war liber dem gesamten gewihlten C;¢E,o-Konzentrationsbereich sehr hoch, es wurde
allerdings auch viel weiteres Protein extrahiert. Dies war nicht das gewiinschte Resultat,
dennoch konnte eine weitere Untersuchung, im unteren Konzentrationsbereich bis ca. 0,4%

(w/v) Ci6E20 lohnend sein.

Mit Cj,E9 konnte eine zufriedenstellende Extraktionsbedingung gefunden werden, wie aus
Abbildung 7.1 deutlich wird: Sie zeigt in Abhédngigkeit von der auf die gesamte Suspension
(Stroma + Puffer) bezogenen C,E¢-Konzentration erstens die Neuraminsdurekonzentration
des Extraktes relativ zu derjenigen der gesamten Probe (Membran + Extrakt), damit de facto
die relative Glykophorinkonzentration; zweitens die Absorption des Extraktes bei 280 nm
relativ zur Absorption der gesamten Probe (die Membranen wurden mittels 2% SDS
aufgeldst), wodurch ein ungefidhres MaB fiir die relative Bande 3-Konzentration gegeben ist;
drittens den via Phosphattest [6] ermittelten relativen Lipidgehalt im Extrakt, ein weiteres
MaB fiir die Solubilisations-,,Kraft“. Der Pfeil in Abbildung 7.1 deutet an, dal3 C;,Eq bei einer
Konzentration von 0,054% (w/v) zwischen 60% und 70% des gesamten Glykophorins aus der
Membran zieht. Dies ist ausreichend, angesichts dessen, dal erstens Glykophorin verglichen
mit Bande 3 in geringer Menge in der Membran vorliegt, zweitens mit der lonenaustauscher-
chromatographie ein weiterer Schritt, Bande 3 und Glykophorin zu trennen, folgt und drittens
Glykophorin bei 280 nm, der wichtigsten Wellenlédnge bei den hier durchgefiihrten Bande 3-
Untersuchungen, nur schwach absorbiert. Andererseits extrahieren 0,054% C;E¢ offenbar

eine nicht unerhebliche Menge an Bande 3, bedenkt man, dal der folgende Schritt, die Haupt-

5 Durchgefiihrt von Christos Tziatzios, Institut fiir Biophysik, JWG-Universitit Frankfurt am Main.

% Durchgefiihrt von Christos Tziatzios.
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extraktion, das Protein wegen seiner Rolle bei der Membran-Membranskelett-Bindung nicht
vollstidndig erfalit. Dieser Nachteil macht sich aber, wie sich gezeigt hat, in der Praxis kaum
bemerkbar: Die nach einer Vorextraktion mit 0,054% C,;E¢ erhaltenen Préiparations-
ergebnisse waren hinsichtlich der Ausbeute zufriedenstellend; sie enthielten erfahrungsgemaf
mehr als 50% der ausbeutbaren Bande 3. Diese Groenordnung wird bestitigt durch einen
Blick auf Abbildung 7.1 und Abbildung 7.2. Letztere zeigt die SDS-PA-Gelelektrophorese der
Extrakte sowie der Gesamtprobe (identische Volumina fiir alle aufgetragenen Proben); dabei
sind die in der Vorextraktion solubilisierten und mit Silberfarbung detektierbaren Proteine, im

wesentlichen Spektrin und Bande 3, in der dritten Spur zu sehen.

Mit CjzEq, in entsprechend hoher Konzentration ein bewihrtes Solubilisationsittel fiir Ban-
de 3, ist eine besonders schonende Vorextraktion gewihrleistet, vorausgesetzt, das Detergens
ist frei von Peroxiden, die als Oxidationsmittel Proteine schiddigen konnen. Um diese Voraus-
setzung zu erfiillen, wurde zum einen mit ,,Thesit“ ein C;,Eq-Prdparat mit vom Hersteller
garantierter Peroxidfreiheit eingesetzt. Zum anderen wurde, um Peroxid-Neubildung zu ver-
meiden oder zumindest zu reduzieren, das Detergens vor Licht, Erwdrmung und insbesondere

vor Sauerstoff geschiitzt.
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0,054%

relative Konzentration

T T T T T T 1
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

C12E9-Konzentration [% (wiv)]

Relative Neuraminsaurekonzentration (---e---); relative Absorption bei 280 nm (--m--); relative
Phosphatkonzentration (---x---) im Erythrozytenmembran-Extrakt in Abhangigkeit von der
C42Eg-Konzentration. Neuraminsaurekonzentration und Phosphatkonzentration sind bezogen
auf die entsprechende Gesamtkonzentration in der Membransuspension vor der Zentrifuga-
tion, das Analoge gilt fur die Absorption.

C42Eg lag zunachst in folgendem Puffer vor: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM
EDTA. Die durch Zugabe von einer Volumeneinheit Stroma zu 2,5 Volumeneinheiten dieses
Puffers sich ergebenden C4,Eqo-Endkonzentrationen (0%; 0,036%; 0,054%; 0,071%; 0,089%;
0,107%; 0,714%) sind hier aufgetragen.

Der Pfeil kennzeichnet die C1,Eg-Endkonzentration des neuerstellten Vorextraktionsschrittes.

Abbildung 7.1
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SDS-Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese der Membranex-
trakte aus Abbildung 7.1 sowie
der Membransuspension vor
der Zentrifugation. Pro Spur
wurden 15 ul Probe aufgetra-
gen. Das Sichtbarmachen von
Protein erfolgte durch Silber-
Farbung. Der Pfeil markiert die
Position der Bande 3.

Die einzelnen Spuren:

0% C12E9

0,036% C12Eq
0,054% C12Eq
0,071% C12Eq
0,089% C12Eq
0,107% C12Eq
0,714% C2Eq
Membran + Extrakt

ONOOGRANWN=

Abbildung 7.2

Die Vorextraktion wurde nun wie folgt durchgefiihrt:
10 ml Stroma wurden mit 25 ml des folgenden Puffers vermischt:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,075% (w/v) Ci2Eg

Die Mischung wurde 20 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 25 min bei 20 000 Upm

zentrifugiert (Sorvall SS-34). Der Extrakt wurde verworfen.

7.2.3 Hauptextraktion

Zur Solubilisierung von Bande 3 wurde das aus der Vorextraktion resultierende Pellet vor-

sichtig in 25 ml des folgenden Puffers suspendiert:
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5mM EDTA

0,2mM DTT

0,05% (w/v) DOC

1% (w/v) C12Eq oder 0,7% (w/v) rTX-100
Densifier (gegebenenfalls)

Die Suspension wurde 30-40 min auf Eis inkubiert. Die anschlieBende Zentrifugation bei
20 000 Upm (Sorvall SS-34) dauerte, abhéngig von der Densifierzugabe, d.h. von der Visko-

sitit des Puffers, 1-2 h. Die Uberstiinde — der Hauptextrakt — wurden gesammelt.

7.2.4 lonenaustauscherchromatographie

Zur Aufreinigung des Extraktes wurde er einer Anionenaustauscherchromatographie unter-
zogen, deren Durchfiihrung im Vergleich zu der in der Arbeitsgruppe tiblichen etwas modifi-

ziert wurde. Im einzelnen:

2,5 g des Austauschermaterials ,,Servacel“ (DEAE 23-SH-Cellulose von Serva) wurde im
»Saulenpuffer aufgeschlammt und zum Quellen 30-60 min unter gelegentlichem Aufschiit-
teln stehengelassen. Diese Prozedur ersetzte die bis dato durchgefiihrte Vorbereitung des Aus-
tauschermaterials (abwechselnde Behandlung mit 0,25 M NaOH und 0,25 M HCI, zwischen-
zeitliches und abschlieBendes Spiilen mit Wasser, Aufnahme in Sdulenpuffer, gegebenenfalls
Lagerung bei 4°C iiber Nacht), und damit eine fiir das Material tendenziell ,,strapazidsere™
Vorgehensweise, die im Vergleich zur neuen, einfacheren Prozedur keine Verbesserung des
Priparats zur Folge hatte (Daten nicht gezeigt).®® Das gequollene Material wurde in eine
Chromatographiesdule mit 1,6 cm Innendurchmesser gepackt und mit ca. 150 ml des Saulen-

pufters dquilibriert, der sich wie folgt zusammensetzte:

% Desoxycholsiure (Serva), zur Vermeidung von Aggregation der Bande 3.

% 7Zur Bedeutung des Ionenaustauschers fiir die Qualitit der Bande 3 s. [10].
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2 mM DTT

0,3% (w/v) Detergens (C2E¢ oder rTX-100)
Densifier (gegebenenfalls)

Der Hauptextrakt wurde auf die Sdule gegeben (Flufrate 100-140 ml/h; in diesem Bereich lag
die FluBrate wahrend der gesamten Chromatographie). Diese wurde anschlieBend mit 50 ml
des Saulenpuffers gespiilt (insbesondere zum Entfernen von Lipiden). Es folgte die Elution
von am lonenaustauscher gebundenen Hauptextraktbestandteilen mittels Steigerung der
Ionenstarke des Sdulenpuffers (durch entsprechende Zugabe von NaCl): Eine Vorelution mit
50 ml 130 mM NaCl zur Entfernung von u.a. Glykophorin und Lipid und die Hauptelution
mit einem linearen NaCl-Konzentrationsgradienten (12,5 ml 130 mM NaCl; 12,5 ml 300 mM
NaCl), die im Maximum des — photometrisch ausgemessenen — Elutionsprofils (bei ungefahr

200 mM NacCl; s. Abbildung 7.3) praktisch reine Bande 3 lieferte (s.u.).

Verglichen mit dem frither praktizierten Stufengradienten ist der lineare Gradient zwar
aufwendiger und liefert ein Eluat mit niedrigerer Proteinkonzentration, er verbessert aber die
Reinigung und sorgt dafiir, daB Bande 3 bei niedrigerer Salzkonzentration aus der Séule ge-
waschen wird. Letzteres ist insofern von Interesse, als generell mit zunehmender lonenstirke
die Gefahr der Denaturierung von Proteinen steigt. Dies gilt insbesondere fiir solubilisierte

Bande 3 und ist das wesentliche Motiv fiir den folgenden Schritt.
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V [ml]

Elutionsprofil der Anionenaustauscherchromatographie:

Gegen das Elutionsvolumen der Hauptelution sind die Proteinabsorption und die NaCl-
Konzentration des Eluats aufgetragen. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von
280 nm und einer Schichtdicke von 1 cm aufgenommen (Referenz: Saulenpuffer). Das
Maximum liegt bei ca. 200 mM NaCl.

Abbildung 7.3

7.2.5 Gelfiltration

Unmittelbar im Anschluf3 an die Reinigung wurde mit der daraus gewonnenen Bande 3 auf
einer kurzen vorgepackten Sdule, Sephadex G-25 (PD 10), eine Gelfiltration durchgefiihrt,
wobei die Sdule mit dem Puffer dquilibriert war, in dem die Bande 3 untersucht werden sollte
(in der Regel mit dem Saulenpuffer der lonenaustauscherchromatographie). Die Gelfiltration
leistete damit zum einen eine Reduzierung des NaCl-Gehalts, zum anderen bot sie die Gele-
genheit zu gewissen Modifikationen der Bande 3-Umgebung. Dariiber hinaus konnte man
durch entsprechendes Schneiden des Elutionsprofils in gewissen Grenzen die Bande 3-Kon-

zentration im endgiiltigen Praparat beeinflussen.
7.2.6 Qualitiitstests
Das endgiiltige Préparat wurde auf seine Qualitdt hin iiberpriift mittels:
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a)

b)

Absorptionsspektrophotometrie:

Diese Messung liefert nicht nur den Proteingehalt (nach [31] gilt fiir die Konzentration
nicht aggregierter Bande 3, wenn man als Referenz den entsprechenden Puffer verwendet:
CBande 3) ® 10 UM - A, wobei A die in OD gemessene Absorption bei 280 nm und bei 1 cm
Schichtdicke bezeichnet), sondern ermoglicht eine erste, schnelle Einschédtzung des
Bande 3-Zustands. Denn aggregiertes Protein zeigt aufgrund von Lichtstreuung eine
scheinbare Absorption im kurzwelligeren UV-Bereich und macht sich damit als erhohtes
Verhiltnis zwischen der optischen Dichte bei 250 nm und derjenigen bei 280 nm
bemerkbar. Zur Verdeutlichung sind in Abbildung 7.4 die Absorptionsspektren eines

»guten® und eines ,,schlechten* Préparats libereinandergelegt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Diese Methode (nach [38]) gibt — qualitativ — Auskunft iiber die Reinheit des Préparats.
Abbildung 7.5 zufolge ist die fiir Ultrazentrifugenuntersuchungen erforderliche hohe
Reinheit (ca. 95%) im Falle des Bande 3-Préparats offenbar gegeben: Das mit der sehr
empfindlichen Silberfarbung [137] entwickelte Gel zeigt nur Spuren von Verunreinigung
(der Schatten oberhalb der Hauptbande rithrt vermutlich von irreversibel dimerisierter

Bande 3 her, derjenige unterhalb diirfte zum groBten Teil aus Bande 4.2 bestehen).

Anionentransportmessung:

Durch Transport- bzw. Fluxmessung konnte gezeigt werden, dafl die Funktion und damit
die Nativitdt des Proteins wéahrend der Préparation erhalten blieb. Dazu wurde die solubili-
sierte und aufgereinigte Bande 3 in Lipidvesikel aus Ei-PC®’ rekonstituiert. Die Lipid-
Protein-Vesikel wurden anschlieBend aufgereinigt, von Cl~ getrennt und ankonzentriert.
SchlieBlich wurden sie mit radioaktiv markiertem Sulfat beladen, um den Sulfat-Flux aus
den Vesikeln zu messen zu konnen (bei 37°C). Hierbei wurde der mit gehemmter
Anionentransportfunktion (Inhibitor: H,DIDS) stattfindende Efflux ebenso bestimmt wie
derjenige mit ungehemmter, da erst deren Differenz den Bande 3-spezifischen Efflux
liefert. Das Beispiel in Abbildung 7.6 zeigt diese Differenz sehr deutlich. Standard-
Protokoll: [109] bzw. [110]

%7 Phosphatidylcholin aus Hiihnerei
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Absorption [OD]

; .
280 300
Wellenlange [nm]

Absorptionsspektren von Bande 3-Praparaten in 10 mM Tris/HCI (pH 8); 50 mM NaCl;
0,5 mM EDTA; 0,2 mM DTT; 0,3% (w/v) rTX-100; 9,7% (w/v) Saccharose. Durchgezoge-
ne Linie: intakte Bande 3; gestrichelte Linie: Praparat mit hohem Anteil an aggregierter

Bande 3. Mel3gerat: Hitachi U-2000; Referenz: Puffer; Schichtdicke: 1 cm. Die Spektren
wurden bei 4°C aufgenommen.

Abbildung 7.4

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese eines typischen
Bande 3-Praparats nach vollendeter Praparation. Die
Sichtbarmachung von Protein erfolgte durch Silber-Far-

bung.

Abbildung 7.5
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Fluxmessung mit Bande 3:

Als Funktion der Zeit aufgetragen
ist fur Bande 3 in Gegenwart des
Hemmstoffs H,DIDS (0O) sowie flr
Bande 3 ohne Hemmstoff (®) die
Anzahl der pro Minute gemessenen
p-Zerfalle von *S als MaR fiir die
intravesikulare **S0,%-Konzentra-
tion.

Zeit [min]

Abbildung 7.6

7.3 Molmasse und partialspezifisches Volumen der Bande 3

Die wesentlichen Bande 3-spezifischen Groflen, die in die Ultrazentrifugenuntersuchung des

Proteins eingehen, sind die Molmasse des Protomers und das partialspezifische Volumen.

7.3.1 Molmasse

Die Protomeren-Molmasse des Bande 3-Proteins (M) setzt sich zusammen aus der Molmasse
des Polypeptids (M) und der Molmasse der an das Polypepdid gebundenen Oligosaccharid-
ketten. Erstere ergibt sich aus der bekannten Aminosiuresequenz: M"" = 101 791 Da [78].

Der Oligosaccharid-Teil ist heterogen: Die Bande 3 enthélt zwischen 5% und 8% Kohlen-
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hydrat [157]. Fiir die Bestimmung von M wird ein Kohlenhydratanteil von 6% verwendet
(Die Heterogenitdt duBlert sich in einer entsprechenden Massenverteilung, die im Elektro-

phoresegel deutlich wird [32]; vgl z.B. Bande 1 und Bande 3 in Abbildung 7.2).

Zusammengenommen ergibt sich eine mittlere Protomeren-Molmasse von M = 108 kDa.

7.3.2 Partialspezifisches Volumen

Fiir das partialspezifische Volumen des Bande 3-Proteins einschlieSlich Kohlenhydrat gilt
nach [31]: v =(0,74 £ 0,02) ml/g. Zum Vergleich sei das nach Cohn/ Edsall (fiir in Wasser
geldstes Protein bei 25°C) errechnete v der Aminosédurekette, korrigiert um den Beitrag der
Oligosaccharide, angegeben: v .= 0,743 ml/g.°® Nach einer entsprechend [34] durchgefiihrten
Korrektur dieses Werts auf 4°C erhilt man v.*'“ = 0,734 ml/g. Damit stimmt das kalkulierte

partialspezifische Volumen mit dem gemessenen im Rahmen des Fehlers iiberein.

Da in einem intakten Priparat eine Bande 3-Selbstassoziation nicht mit Proteindenaturierung
verbunden ist, kann V als unabhingig vom oligomeren Zustand des Proteins angenommen

werden (vgl. [34]).

7.4 Die Untersuchung des Bande 3-Proteins in C12Eqo-L6sungen

In zahlreichen Bande 3-Studien erfolgte die Solubilisierung und Aufreinigung des Proteins in
Ci2Eo-Losungen. Laut durchgesetzter Meinung erhilt dieses Detergens den Zustand der
Bande 3 beim Ubergang von der Membran in wiissrige Losungen (vgl. [106]). Gesichert ist,
daB Ci;Eq die Fahigkeit des Proteins zum Anionentransport konserviert und damit zumindest
weitgehend den nativen Zustand [71]. Von daher ist es wahrscheinlich, wenn auch nicht
sicher, dal auch die Quartirstruktur bzw. eine etwaige Selbstassoziations der Bande 3 von
Ci2Eq konserviert wird — zumindest qualitativ. So gewéhrt Cj,Eg einen Zugang zum Bande 3-
Selbstassoziationsverhalten: iiber Ultrazentrifugenuntersuchungen, welche solubilisiertes

Protein voraussetzen.

Die Préparation der Bande 3 erfolgte (inklusive Vorextraktion) in Gegenwart von C;,Eq.

7.4.1 Untersuchung ohne Dichtekompensation

Das Bande 3-Protein wurde ohne dichtesteigernden Zusatz prapariert. Im fertigen Priparat

(,,Priparat 1/1°) betrug seine Konzentration ca. 0,17 mg/ml. Es lag vor in:

% Berechnet mit SEDNTERP
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10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,3% (w/v) Ci2E

Ein Teil des Priparats wurde mit diesem Puffer verdiinnt (auf 0,06 mg/ml, 0,03 mg/ml bzw.
0,02 mg/ml). Das Protein wurde in vier Ultrazentrifugenzellen — entsprechend den vier ver-
schiedenen Konzentrationen — einem Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment unterzogen
(Fiillvolumen des Probensektors: 180 ul): Mit einer Rotordrehzahl von 40 000 Upm und bei
einer Temperatur von 4°C wurden ca. 30 Scans pro Zelle in unmittelbarer Abfolge durchge-

fiihrt (1 ,,average®).

Als MeBwellenlinge wurde mit 230 nm die Wellenldnge gewihlt, bei der die Intensitit der
Xenon-Blitzlampe maximal ist, um angesichts sehr niedriger Bande 3-Konzentration das
Signal-Rausch-Verhiltnis zu optimieren. Der Nachteil von Licht dieser Wellenlénge besteht
darin, dal3 es von vielen organischen Substanzen absorbiert wird. Somit tragen Zusétze oder
Verunreinigungen zu einer deutlichen Erhohung der Basisabsorption bei. Zur Minimierung
dieses Problems wurde das im Eluat der lonenaustauscherchromatographie enthaltene DTT

im Gelfiltrationsschritt entfernt.

Die Auswertung des Sedimentationsverlaufs beruhte auf folgenden Vorkenntnissen bzw.
Annahmen: Die Messung der Dichte bzw. der dynamischen Viskositéit des Puffers ergab p =
1,004 g/ml bzw. n = 1,61 cPoise. Zur Abschétzung des partialspezifischen Volumens des Pro-
tein-Detergens-Komplexes wurde dieses als unabhédngig von der oligomeren Form der Ban-
de 3 angenommen und mit dem partialspezifischen Volumen des Bande 3-Dimer-C;;Eq-Kom-
plexes, nach [90] v = 0,82 ml/g, identifiziert. Wie sich herausstellen wird, ist im Rahmen
dieser Untersuchung die dimere Form der Bande 3 die mengenméfig dominierende, wodurch
die V-Abschitzung gestiitzt wird. Uberdies ist die c(s)-Analyse sehr stabil gegeniiber fehler-
haften v-Werten [121] [127]. Dies gilt auch fiir den relativen Reibungskoeffizienten f/f, der
im Falle einer heterogenen Substanz — ebenso wie der v-Wert — als Mittelwert in die c(s)-
Analyse eingeht. Die Bestimmung des gemittelten relativen Reibungskoeftizienten erfolgte
via Anpassungrechnung, durchgefiihrt anhand einer Reihe von Sedimentationsgeschwindig-
keitsexperimenten mit Bande 3 unter Verwendung des genannten v-Werts und der entspre-
chenden Werte fiir p und n des jeweiligen Puffers. Diese f/f;-Bestimmung ist mit groBer
Unsicherheit behaftet, zumal dabei fehlerhafte Vorgaben, z.B. fiir v, tendenziell ausgeglichen

werden (wodurch umgekehrt die Analyse verbessert wird). Dennoch diirfte das Ergebnis — ein

146



Anwendung II: Die Selbstassoziation des Bande 3-Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran

relativer Reibungskoeffizient von ca. 1,7 ergab im Mittel die besten Anpassungen — realistisch

sein, wie sich zeigen wird.

Die c(s)-Verteilungen wurden auf Basis eines Konfidenzniveaus (,,F-ratio) von 0,95
berechnet, d.h. die Verteilungen zeigen nur Komponenten, die mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95% vorhanden sind. Die resultierenden Verteilungen, auf Jc(s)ds = 1 normiert, sowie die
Residuen der zugehorigen Anpassungen in der Bitmapdarstellung sind in Abbildung 7.7 zu
sehen. Aus den Verteilungen geht hervor, da3 die Bande 3-Losungen neben einer dominieren-
den sedimentierenden Komponente, die einen Sedimentationskoeffizienten von s,ow = 7 S be-
sitzt, (mindestens) zwei weitere sedimentierende Komponenten enthalten. Signifikant sind
eine Komponente, deren sy w-Wert um 9,2 liegt, und eine offenbar kleinere mit syow =~ 2,3 S.
Letztere nimmt mit abnehmender Proteinkonzentration relativ zu; ihr Anteil an der
Gesamtkonzentration (ermittelt durch Integration des 2,3 S-Peaks) in Abhingigkeit von der zu
Beginn der Zentrifugation gegebenen Bande 3-Konzentration ist in 7abelle 7-1 aufgefiihrt
(hier wird der Anteil an der Gesamtabsorption dem Anteil an der Gesamt- (Massen-) Konzen-
tration gleichgesetzt; diese Vorraussetzung trifft zu, wenn alle sedimentierenden Bestandteile

den selben Extinktionskoeffizienten besitzen).
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Bande 3-Konzentrationsreihe:

A: s-Wert-Verteilungen aus einem Sedimentationsgeschwindigkeitslauf mit 0,17 mg/ml,
0,06 mg/ml, 0,03 mg/ml und 0,02 mg/ml Bande 3 (von oben nach unten). Die Verteilungen
sind auf Flache = 1 normiert und mit den s-Werten der Maxima beschriftet.

B: Residuen der Anpassungen in der Bitmapdarstellung.

Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA; 0,3% (w/v) C12E9. Experimen-
telle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 40000 Upm; Rotortemperatur: 4°C; Mel3wellen-
lange: 230 nm. Auswertung: partialspezifisches Volumen des Protein-Detergens-Komplexes:
0,82 ml/g; Pufferdichte: 1,004 g/ml; Pufferviskositat: 1,61 cPoise; relativer Reibungsko-
effizient: 1,7; Konfidenzniveau: 0,95.

Abbildung 7.7
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Tabelle 7-1
Bande 3-Konzentration Anteil der 2,3 S-Komponente
0,17 mg/mi 8%
0,06 mg/mi 10%
0,03 mg/mi 19%
0,02 mg/ml 21%

Die niedrige Qualitét der zur hohen Anfangskonzentration gehérenden Residuen insbesondere
im meniskusnahen Bereich diirfte, zumindest teilweise, der Differenz zwischen dem von der
Zentrifugensoftware ausgewiesenen Zeitpunkt t eines Scans und dem tatsdchlichen Zeitpunkt
der Messung an einer Radialposition r innerhalb dieses Scans geschuldet sein. Eine aus dieser
Differenz hervorgehende Systematik in den Residuen verschwindet mit abnehmender

Anfangskonzentration tendentiell im Rauschen.

Ein weiterer, allerdings geringer systematischer Fehler kann sich daraus ergeben, daf alle vier
c(s)-Verteilungen auf dem selben f/fp-Wert beruhen: Aus einer konzentrationsabhdngigen
Zusammensetzung des Priparats folgte eine Konzentrationsabhéngigkeit des durchschnitt-
lichen f/f)-Werts, Unterschiede in den f/f,-Werten der einzelnen Komponenten vorausgesetzt.
Wie sich fehlerhafte Angaben des relativen Reibungskoeffizienten auf die c(s)-Verteilung
prinzipiell auswirken, soll am Beispiel von 0,06 mg/ml Bande 3 vorgefiihrt werden: Der
Sedimentationsverlauf dieser Probe wurde wie in Abbildung 7.7 mit f/fo=1,7 angepalt,
auBerdem mit zwei deutlich suboptimalen Werten, f/f, = 1,2 und f/f, = 3,0 (die Residuen der
mit den suboptimalen Werten vollzogenen Anpassungen wiesen deutliche Systematiken auf).
Die resultierenden c(s)-Verteilungen sind in Abbildung 7.8 zu sehen (ohne Normierung und
ohne s-Umrechnung auf Standardbedingungen). Darin zeigt sich, daB3 eine Unterschitzung
von f/fy den Hauptpeak schirft und auf Kosten des rechten Peaks zu hoheren s-Werten
verschiebt; hier geht tendenziell Information verloren. Umgekehrt: Eine Uberschitzung von
f/fy verbreitert die Peaks im rechten Teil des Spektrums, begilinstigt den rechten ,,Peak* und
1aBt eine zusdtzliche Komponente zwischen Hauptpeak und linkem Peak erscheinen.
Bemerkenswerterweise werden Position und Schirfe des linken Peaks von f/f,-Schwankungen

kaum beeinfluf3t.

Bis zu dieser Stelle wird bei der Interpretation des Bande 3-Verhaltens vorausgesetzt, daf3 die
sedimentierenden Bestandteile nicht bzw. mit gemessen an der Untersuchungsdauer niedriger

Reaktionsgeschwindigkeit interagieren. Ist die Voraussetzung korrekt, liefert die c(s)-Analyse
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zuverlédssige Ergebnisse, wie oben bemerkt, selbst bei fehlerhaften Vorgaben. Anders verhilt
es sich im Falle schneller oder intermedidrer Assoziationsgleichgewichte, die in der c(s)-
Analyse zu Peaks mit fehlerhafter Position bzw. artifizieller Verbreiterung fiihren. Zur
Verdeutlichung: Ein idealer, rauschfreier Datensatz, der die Sedimentation (und die
entsprechende Diffusion) zweier Komponenten unterschiedlichen s-Werts wiedergibt, stellt
sich im c(s)-Plot als Deltafunktionen iiber den beiden s-Werten dar, sofern die Komponenten
unabhdngig voneinander sind. Findet Wechselwirkung statt, erhédlt man ein Massenkontinuum
zwischen den beiden s-Werten, wobei bei langsamer Wechselwirkung zwei Maxima mit
bezogen auf die Deltafunktionen verringertem Abstand erscheinen, wéihrend sich ein schnelles

Gleichgewicht als breiter ,,Peak* zwischen den beiden s-Werten duf3ert.

Das konzentrationsabhidngige Auftreten der langsamen Komponente weist darauf hin, daf3
diese an einem Assoziationsgleichgewicht beteiligt ist. Welche Bestandteile dieses Gleich-
gewicht gegebenenfalls einschliet, ist den Ergebnissen des Experiments allerdings

ebensowenig zu entnehmen wie die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung.

s-Wert-Verteilungen, aus den A(r)-Daten von 0,06 mg/ml Bande 3 mit unterschiedlichen
relativen Reibungskoeffizienten berechnet (alles weitere wie in Abbildung 7.7):
fifo = 1,2 (—); flfo = 1,7 (----); f/fo = 3,0 (

Abbildung 7.8
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Zur Uberpriifung der bisherigen Ergebnisse wurden Bande 3-Priparation, Experiment und
Auswertung ohne Variation wiederholt, mit der Ergéinzung, da3 das Praparat mehrfach, d.h.
zu verschiedenen Zeiten, untersucht wurde. Die Priparation lieferte 0,12 mg/ml Bande 3
(,,Prdparat 1/2). Ein Teil des Priparats wurde verdiinnt: auf 0,04 mg/ml, 0,02 mg/ml bzw
0,01 mg/ml. Somit standen vier Losungen unterschiedlicher Proteinkonzentration zur
Verfligung, denen jeweils 180 ul fiir einen ersten Sedimentationsgeschwindigkeitslauf,
gestartet ca. 2 h nach Ende der Pridparation, entnommen wurden. Der Rest wurde bei 4°C
aufbewahrt. Etwa 44 h nach Fertigstellung des Pridparats wurden daraus fiir einen zweiten
Lauf erneut jeweils 180 pl abgezweigt. In einem dritten Lauf nach ca. 140-stiindiger Lage-
rung bei 4°C wurde nur die konzentrierte Losung — ebenfalls 180 pl — untersucht. Die
(normierten) c(s)-Profile des Proteins aus den ersten beiden Laufen sind in Abbildung 7.9 zu
sehen (A4: Lauf 1, B: Lauf2; von oben nach unten abnehmende Bande 3-Konzentration).
Abbildung 7.10 zeigt die — ebenfalls normierten — c(s)-Verteilungen des konzentrierten

Proteins nach 2-, 44- und 140-stiindiger Lagerung.

Das Ergebnis des ersten Laufs ist zum Teil vertraut: Es gibt eine Komponente zwischen 2 S
und 3 S, deren Anteil an der Gesamtabsorption/ -konzentration mit sinkender Proteinkonzen-
tration steigt. Diese Abhdngigkeit verlduft auch quantitativ beinahe identisch mit derjenigen
aus dem ersten Experiment, wie sich durch Integration des linken Peaks der jeweiligen c(s)-
Verteilung ergab (s. Tabelle 7-2). Damit bestitigt sich der obige Hinweis auf ein Asso-
ziationsgleichgewicht. Im Unterschied zum ersten Experiment deuten die c(s)-Verteilungen
auch im jeweiligen mittleren und rechten Teil auf ein Assoziations-/ Dissoziationsverhalten
hin: Zum einen verschiebt sich die rechte Flanke mit abnehmender Proteinkonzentration
systematisch nach links; zum anderen ist das komlizierte Verhalten der Hauptkomponente
einschlieBlich Umgebung nicht erklérbar, wenn man von nicht-interagierenden Losungsbe-
standteilen ausgeht. Darliberhinaus waren die Anpassungen auch im Falle der niedrigen
Konzentrationen von schlechter Qualitdt: Die (nicht abgebildeten) Residuen zeigten jeweils

einen sehr deutlichen systematischen Verlauf, was Modellfehler indiziert.

Die c(s)-Analyse des zweiten Laufs offenbarte bemerkenswerte Unterschiede zum ersten:
Erstens erscheint der Charakter des Hauptpeaks einschlieBlich seiner Umgebung weniger
komplex, zweitens verschwindet der konzentrationsabhdngige Drift der rechten Flanke. Die

c(s)-Profile des zweiten Laufs (sowie die nicht gezeigten Residuen) sind den mit Prdparat 1/1
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gewonnenen sehr dhnlich, abgesehen vom linken Peak, der — drittens — bei niedriger Protein-

konzentration verschwindet (s. auch Tabelle 7-2).

Bei der hohen Proteinkonzentration ist die langsame Komponente dagegen duflerst stabil: Wie
Abbildung 7.10 zeigt, ist sie selbst nach 140 h noch vorhanden. Der Abbildung ist auBerdem
zu entnehmen, dafl nach langer Lagerdauer die beiden schnellen Bestandteile scheinbar

ineinander iibergehen.

Bande 3-Konzentrationsreihe zu verschiedenen Zeiten:

s-Wert-Verteilungen aus zwei Sedimentationsgeschwindigkeitslaufen mit 0,12 mg/ml,
0,04 mg/ml, 0,02 mg/ml und 0,01 mg/ml Bande 3 (von oben nach unten). Die Verteilungen
sind auf Flache = 1 normiert.

A: s-Lauf 1; Start: 2 h nach Ende der Praparation.
B: s-Lauf 2; Start: 44 h nach Ende der Praparation.
Puffer, Experiment und Auswertung: s. Abbildung 7.7; Lagertemperatur: 4°C.

Abbildung 7.9
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Tabelle 7-2
. Anteil der langsamen Komponente nach
Bande 3-Konzentration

2h 44 h
0,12 mg/mi 10% 11%
0,04 mg/mi 13% 13%
0,02 mg/mi 17% 11%
0,01 mg/ml 23% 2%

[S]

S
20,w

Bande 3-Zustand in Abhangigkeit von der Zeit:

s-Wert-Verteilungen aus drei Sedimentationsgeschwindigkeitslaufen mit 0,12 mg/ml Bande 3.
Die Verteilungen sind auf Flache = 1 normiert.

Beginn der Laufe: s-Lauf 1 (—=—): 2 h, s-Lauf 2 (—o-): 44 h, s-Lauf 3 (—+): 140 h nach Ende
der Praparation.

Puffer, Experiment und Auswertung: s. Abbildung 7.7; Lagertemperatur: 4°C.

Abbildung 7.10
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Zwischenbilanz:

Von den moglichen oligomeren Formen der Bande 3 werden in der Literatur neben dem
Dimer die monomere und die tetramere Form hiufiger genannt. Dabei ist das Vorhandensein
des Dimers unzweifelhaft; meist wird es als Hauptform, wenn nicht als einzige Form
besprochen. Dartiberhinaus ist der syo w-Wert des Bande 3-Dimers in C,Eg als (6,8 £ 0,2) S in
der Literatur verankert [90]. Damit diirfte es sich bei der in den obigen Experimenten
beobachteten Hauptkomponente um das Dimer handeln. Berechnet man den relativen
Reibungskoeffizienten® dieser Komponente (sei s2ow = 7,1 S) unter dieser Voraussetzung
(Molmasse des Bande 3-Dimer-C;;Eo-Komplexes mit 0,64 g Ci,E9 pro 1 g Bande 3 [90]:
354 kDa), so erhdlt man mit f/fy= 1,75 einen realistischen Wert fiir ein langgestrecktes
Protein: Dieser Wert entspricht einem starren prolaten Partikel mit einem Achsenverhiltnis
von etwa 16:1 (vgl. [21] [22]). Nimmt man nun an, der im ersten Experiment deutlich
hervortretende Peak bei syow= 9,2 S gehdre zu tetramerer Bande 3, so errechnet sich ein
relativer Reibungskoeffizient von 2,15 (das Bande 3-C;,Eo-Verhiltnis sei unabhidngig vom
oligomeren Zustand). Daraus folgt ein Prolat-Achsenverhiltnis von etwa 27:1 — ein zu hoher
Wert fiir ein Tetramer, sollten dessen Protomere parallel assoziieren (dies entspriache den
Verhéltnissen in der Membran); dagegen ein realistischer Wert im Falle einer seriellen
Anordnung zweier Dimere (skizziert in Abbildung 7.11; ein Pfeil entspricht einem Dimeren).
Deutet man umgekehrt die 9,2 S-Komponente als Dimer, ergibt sich fiir f/f, bzw. fiir das
Prolat-Achsenverhéltnis ein zu niedriger Wert (1,35 bzw. 7:1), es sei denn, man zieht die
Moglichkeit eines in seiner Form drastisch verdnderten, denaturierten Proteins in Betracht. Sei
schlieBlich die 9,2 S-Komponente trimere Bande 3: Mit f/fy = 1,77 bzw. einem Prolat-Ach-
senverhiltnis von 17:1 scheint dies die naheliegendste Deutung (im Widerspruch zum Um-

stand, dal3 das Trimer in der Bande 3-Literatur keine Rolle spielt).

Wihrend Komponenten im rechten Teil des c(s)-Spektrums nicht eindeutig auf ein bestimm-
tes Bande 3-Oligomer verweisen, folgt aus der Identifizierung der 7,1 S-Komponente mit dem
Dimer, daf} die langsame Komponente (2,3 S) dem Bande 3-Monomer zuzuordnen ist — wenn
man annimmt, dal} der 2,3 S-Peak auf intakter Bande 3 beruht. Ist diese Annahme korrekt, so
folgt fiir das monomere Protein ein relativer Reibungskoeffizient von 3,4 bzw. ein Prolat-
Achsenverhéltnis von ca. 62:1. Dieses Verhiltnis scheint zu hoch, angesichts dessen, daf3 ein

Dimer durch parallele Assoziation zweier Protomere gebildet wird (s. z.B. [164]). Allerdings

% Berechnet mit SEDFIT
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sei darauf hingewiesen, da3 das Achsenverhéltnis unter der sicher nicht zutreffenden Voraus-
setzung eines starren Partikels ermittelt wurde — und da monomere und dimere Bande 3 mit
Sicherheit von unterschiedlicher Flexibilitit sind, ist es sehr wohl moglich, daB3 die 2,3 S-

Komponente dem Monomer entspricht.

AbschlieBend sei bemerkt, daB die hier durchgefiihrten Berechnungen und Uberlegungen — da
es sich nur um eine Anndherung handelt — davon ausgehen, da3 die betrachteten sedimentie-

renden Komponenten nicht bzw. langsam wechselwirken.

parallel seriell gekippt

Verschiedene Moglichkeiten der
Selbstassoziation eines langge-
streckten Proteins mit hydrophilem
und hydrophobem Ende.

Abbildung 7.11

Die ohne Kompensation der Detergensdichte durchgefiihrten Untersuchungen werfen einige

Fragen auf:

- Beschreiben die beobachteten c(s)-Verteilungen reine Protein-Verteilungen, oder spielen —
mit Blick auf die langsame Komponente — freie Detergensmizellen eine Rolle?

~ Halt die Identifizierung der Hauptkomponente mit dem Bande 3-Dimer einer Uberpriifung
stand?

- Gibt es einen Beweis fiir die Existenz trimerer Bande 3?7 Bzw.: Welche/s Oligomer/e bil-

det/ bilden die schnelle/n Komponente/n?

Die Beantwortung dieser Fragen erfordert die Durchfiihrung von sowohl Sedimentations-
geschwindigkeits- als auch Sedimentationsgleichgewichtsexperimenten unter Kompensations-

bedingungen.
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7.4.2 Dichtekompensation mit D,O

Die Préparation der Bande 3 erfolgte bis einschlieSlich Hauptextraktion ohne Densifier. Auf
der Ionenaustauschersdule wurde auf den D,O-haltigen Puffer gewechselt. Das endgiiltige

Préparat (,,Prdparat 2°) bestand aus ca. 0,2 mg/ml Bande 3, vorliegend in folgendem Puffer:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2 mM DTT

0,3% (w/v) Ci2Eg

46/54 (v/v) D,O/H,O

Es wurde unmittelbar nach Fertigstellung einer Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse

unterzogen. Im Anschlufl daran wurde es im Sedimentationsgleichgewicht untersucht.

Der s-Lauf wurde bei einer Rotordrehzahl von 40 000 Upm und bei einer Temperatur von 4°C
durchgefiihrt. Das Fiillvolumen des Probensektors betrug ca. 200 ul. Die A(r)-Daten wurden
bei einer Wellenldnge von 280 nm aufgenommen. Die Auswertung des Sedimentationsver-
laufs beruhte wie oben auf v = 0,82 ml/g, dem partialspezifischen Volumen des Protein-De-
tergens-Komplexes, und auf einem mittleren relativen Reibungskoeffizienten der sedimen-
tierenden Bestandteile von 1,7. Fiir Dichte und dynamische Viskositét des Puffers wurden die

bekannten Werte eingesetzt: p = 1,050 g/ml und n = 1,81 cPoise.

Die A(r)-Daten dieses Experiments waren, verglichen mit den anderen Bande 3-s-Laufen, mit
hohem Rauschen behaftet, weswegen fiir die Berechnung der c(s)-Verteilung das Konfidenz-
niveau auf 0,68 gesetzt wurde. Dadurch ist die Zuverldssigkeit der in der Verteilung enthalte-

nen Informationen entsprechend reduziert.

In Abbildung 7.12 ist die c(s)-Verteilung samt Residuen gezeigt. Letztere, als Bitmap darge-
stellt, lassen keine Systematik erkennen, was jedoch — zumindest teilweise — auf das relativ
niedrige Signal-Rausch-Verhéltnis im Datensatz zuriickzufiihren ist. Der Verteilung 146t sich
entnehmen, dafl auch unter der Bedingung der Dichtekompensation erstens eine langsame
Komponente vorhanden ist — hier mit einem syow-Wert von ca. 2,6 S — und zweitens die
Hauptkomponente im Bereich von 7 S liegt — das Maximum liegt bei s;ow = 6,9 S. Drittens
deutet sich auch in Abbildung 7.12 eine Komponente um 9 S an. Neu ist hingegen das

Auftreten einer Komponente mit syow = 13,9 S.

156



Anwendung II: Die Selbstassoziation des Bande 3-Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran
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Abbildung 7.12

s-Wert-Verteilung (oben) und zuge-
horige Residuen (unten, als Bit-
map) aus einem Lauf mit 0,2 mg/ml
Bande 3 unter der Bedingung der
Dichtekompensation.

Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0);
50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; 0,2
mM DTT; 0,3% (w/v) C,Eg; 46/54
(v/iv) D,O/H,0. Experimentelle Be-
dingungen: Rotorgeschwindigkeit:
40000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Auswer-
tung: partialspezifisches Volumen
des Protein-Detergens-Komplexes:
0,82 ml/g; Pufferdichte: 1,050 g/mi;
Pufferviskositat: 1,81 cPoise; relati-
ver Reibungskoeffizient: 1,7; Konfi-
denzniveau: 0,68.

Der Gleichgewichtslauf wurde bei einer Rotordrehzahl von 12 000 Upm und bei einer

Temperatur von 4°C durchgefiihrt (Fiillvolumen der Probenkammer: ca. 135 pl). Das Gleich-

gewicht wurde nach ca. 50 h erreicht (ohne Overspeed). Die Gleichgewichtsprofile wurden

bei einer Wellenldnge von 280 nm aufgenommen (40 ,,averages*) und — zunichst — mit Basis-

linie und den Molmassen des Monomers, Dimers und Tetramers der deuterierten Bande 3

angepalt. Dabei wurde der H-D-Austausch am Protein wie folgt beriicksichtigt: Es wurde ein

Deuterierungsgrad von 70% angenommen, was dem gemessenen Deuterierungsgrad der
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Cytochrom c¢-Oxidase entspricht. Bei 46% D,0O fiihrt dies zu k = 1,005. Das Produkt aus k
und der Molmasse des undeuterierten Proteins ergibt schlielich die Molmasse des
deuterierten Proteins [35]. Dem EinfluB des H-D-Austauschs auf das partialspezifische
Volumen des Proteins wurde gemdll v4= Vv/k [35] Rechnung getragen (vg4, V: partial-
spezifisches Volumen der deuterierten bzw. undeuterierten Bande 3). Damit erhdlt man mit
v =0,74 ml/g v4= 0,736 ml/g, bzw., mit p = 1,050 g/ml, v4p = 0,773. Dieser Wert floB3 in

die Auswertung ein.

In Abbildung 7.13 ist ein gemessenes Gleichgewichtsprofil samt Auswertung dargestellt. Die
Residuen zeigen, dal3 das Profil durch das Modell ,,Monomer/ Dimer/ Tetramer* vollstindig
erklart werden kann. In der Tat konnte der Fit durch Hinzunahme einer weiteren Komponente
wie Trimer, Hexamer oder Oktamer nicht (signifikant) verbessert werden. Umgekehrt zeigen
die o(A)-Funktionen, daf} alle Komponenten des Modells ,,Monomer/ Dimer/ Tetramer* fiir

eine Anpassung von hoher Qualitit vonndten sind. Im Einzelnen ergaben sich:

(15 + 3)% Monomer,
(72 £ 5)% Dimer und
(13 + 4)% Tetramer,

jeweils bezogen auf die Gesamtabsorption des Proteins.

Der Vergleich des Gleichgewichtslaufs mit dem vorgeschalteten s-Lauf zeigt erstens, daf3 die
mit spow= 7 S sedimentierende Komponente erwartungsgemif3 dimerer Bande 3 entspricht.
Zweitens korreliert die langsame Komponente mit dem Monomer und — drittens — die 13,9 S-
Komponente mit dem Tetramer. Einen Hinweis auf die Natur der breiten Flanke um 9 S
liefert der der Vergleich nur im negativen Sinne: Um trimere Bande 3 handelt es sich wohl

nicht.

Man nehme nun an, die aus dem Vergleich der beiden Laufe folgende Identifizierung der
13,9 S-Komponente mit tetramerer Bande 3 sei korrekt. Dann erhélt man fiir diese Kompo-
nente einen relativen Reibungskoeffizienten von 1,42 (Molmasse des Bande 3-Tetramer-
C2Eo-Komplexes: 708 kDa; s.0.). Dies entspricht einem starren prolaten Partikel mit einem
Achsenverhiltnis von etwa 9:1. Im Sinne der Uberlegungen aus dem vorangegangenen
Kapitel ist dieses Ergebnis mit der Annahme vertraglich, daB3 es sich bei diesem Tetramer um

parallel assoziierende Dimere handelt.
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Sedimentationsgleichgewichtsanalyse mit 0,2 mg/ml Bande 3 unter der Bedingung der
Dichtekompensation:

A: Oben: Gemessenes Gleichgewichtsprofil (O) mit optimaler Anpassung (—), zusam-
mengesetzt aus Basislinie, Monomer ( ). Unten: Resi-
duen der Anpassung.

B: Fehlerquadratsumme als Funktion der Absorption (bzw. Konzentration) von Monomer,
Dimer und Tetramer; horizontale Linie: 10% Erhéhung von o (Konfidenzniveau).

Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 12000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Puffer: s. Abbildung 7.12.

Abbildung 7.13

Es stellt sich nun die Frage, ob bzw. inwieweit sich die in diesem Kapitel gewonnenen Er-
kenntnisse reproduzieren lassen. Dabei sollen von Experiment zu Experiment verschiedene
Gesichtspunkte betont werden. Dariliberhinaus sollen mit der Verwendung von Saccharose
und Glyzerin diejenigen neuen Methoden der Dichtekompensation zum Einsatz kommen,
denen — hier als Nebenwirkung — eine Stabilisierung von Proteinstrukturen zugesprochen

wird.
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7.4.3 Dichtekompensation mit Saccharose

Die Préparation der Bande 3 erfolgte ab Beginn der Hauptextraktion in Gegenwart von 6,4%
(w/v) Saccharose. Das endgiiltige Préparat (,,Prdparat 3*) bestand aus 0,3 mg/ml Bande 3 in
folgendem Puffer:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2 mM DTT

0,3% (w/v) Ci2Eg

6,4% (w/v) Saccharose

Mit Prédparat 3 wurden zwei identische Gleichgewichtsldufe in deutlichem zeitlichen Abstand
durchgefiihrt, um die Stabilitdt der Bande 3 in C;;Eo-Ldsung zu testen. Der erste Lauf begann
unmittelbar, der zweite etwa 90 h nach Abschlu3 der Préparation. Um im ersten Lauf das
Ergebnis eines moglichst frischen Prédparats zu erhalten, wurde mit reduziertem Fiillvolumen
zentrifugiert (ca. 80 ul pro Probenkammer). Dadurch verkiirzte sich die Gleichgewichts-
einstellungsdauer auf etwa 20 h. Da sich mit abnehmendem Fiillvolumen die beziiglich des
Informationsgehalts der Gleichgewichtsprofile optimale Rotordrehzahl erhoht, wurde der

Lauf bei (durchgehend) 14 000 Upm durchgefiihrt (Rotortemperatur: 4°C).

Um den mit der Verringerung des Fiillvolumens einhergehenden Informationsverlust auszu-
gleichen, wurden pro Lauf sechs Probenkammern mit Prdparat 3 bestiickt. Die sechs Gleich-
gewichtsprofile wurden bei einer Wellenlédnge von 280 nm aufgezeichnet (40 ,,averages*) und
mit freier Basis sowie den Molmassen fiir Bande 3-Monomer, -Dimer und -Tetramer angepal3t
(mit p = 1,028 g/ml: vp = 0,761). Die resultierenden Anteile der einzelnen Oligomere an der
gesamten Proteinabsorption sind in Tabelle 7-3 zusammengefal3it (Die Zeitangabe bezieht sich
nicht auf den Beginn des jeweiligen Laufs, sondern benennt die Zeitspanne zwischen Ende
der Priparation und Gleichgewichtseinstellung). Ein Beispiel eines gemessenen Gleich-
gewichtsprofils aus dem ersten Lauf mit der optimalen Anpassung und den einzelnen
Komponenten ist in Abbildung 7.144 zu sehen; die Residuen im unteren Teil der Abbildung
zeigen die hohe Qualitit der Anpassung.
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Tabelle 7-3
Zeit nqch En.de der Monomer [%] Dimer [%] Tetramer [%]
Praparation
Lauf 1: 20 h 17 - 23 73-83 0-4
Lauf 2: 110 h 14 - 21 77 - 86 0-2

Monomer

6,44 6,48 6,52 6,56 6,60

rcm]

Gleichgewichtsanalyse mit frischer Bande 3 (0,3 mg/ml) unter Verwendung von Saccharose
als Densifier:

A: Oben: Gemessenes Gleichgewichtsprofil (0) mit optimaler Anpassung (——), zusam-
mengesetzt aus Basislinie, Monomer ( ). Unten: Residuen
der Anpassung.

B: Ortsabhangige gewichtsmittlere Molmasse (durchgezogene Linie: Berechnung des
Datensatzes aus A; unterbrochene Linien: theoretischer Verlauf einer homogenen Probe,
bestehend aus Monomer bzw. Dimer).

Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 14000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA,;
0,2 mM DTT,; 0,3% (w/v) C42Eo; 6,4% (w/v) Saccharose.

Abbildung 7.14
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Der Tabelle zufolge besteht das Préparat sowohl in (relativ) frischem Zustand als auch nach
einigen Tagen aus ca. 20% Monomer und 80% Dimer (das Monomer-Dimer-Verhéltnis
scheint sich im Laufe der Zeit etwas in Richtung Dimer zu verschieben). Abgesehen von der
verschwindenden Tetramerenkonzentration, die auch in weiteren, hier nicht aufgefiihrten
Experimenten mit Bande 3 in Gegenwart von C;,E¢ und Saccharose zu beobachten war, deckt
sich dieses Verhalten mit demjenigen von Prdparat 1/2, welches, wie gezeigt, fiir lange Zeit
stabil war — im Hinblick auf die langsame Komponente zumindest in der urspriinglichen

Konzentration, die mit der Proteinkonzentration in Prdparat 3 vergleichbar ist.

Um das Vorhandensein monomerer Bande 3 zu verdeutlichen, wurde das Gleichgewichts-
profil aus Abbildung 7.14A4 alternativ ausgewertet. Dazu wurde zu jeder Radialposition r die
gewichtsmittlere Protein-Molmasse, My, berechnet. Der My(r)-Plot, gezeigt in Abbildung
7.14B, verweist auf eine deutliche Inhomogenitdt unter Beteiligung der Molmassen des

Monomers und des Dimers.

7.4.4 Dichtekompensation mit Glyzerin

In diesem Kapitel wird die Untersuchung von vier verschiedenen Bande 3-Préparaten doku-
mentiert. Die Praparation erfolgte in allen Fillen ab Beginn der Hauptextraktion in Gegenwart
von 13,2% (w/v) Glyzerin; der Priparationsverlauf war in allen Féllen bis zum Abschluf3 des
Gelfiltrationsschrittes im Prinzip identisch. An dieser Stelle lag das Bande 3-Protein in fol-

gendem Puffer vor:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2 mM DTT

0,3% (w/v) Ci2Eq

13,2% (w/v) Glyzerin
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Die Bande 3-Konzentrationen:

Prdparat 4/1: 0,19 mg/ml
Préparat 4/2: 0,17 mg/ml
Prédparat 4/3: 0,33 mg/ml
Préparat 4/4: 0,20 mg/ml

Die ersten drei Priaparate wurden ausschlieBlich im Sedimentationsgleichgewicht untersucht.
Sie wurden jeweils zweigeteilt, wobei ein Teil in obigem Puffer ohne Manipulation der
Zentrifugenanalyse zugefiihrt wurde, wihrend der zweite Teil vor der Zentrifugation einer
Sonderbehandlung unterzogen wurde. So wurde im Vergleich zum ,,Standard” der Einfluf3
von 2-Mercaptoethanol (ME)™ untersucht (Priparat 4/1), auBerdem die Wirkung gezielter
,Fehlbehandlung® wie Wirmeexposition (Prdparat 4/2) oder Schiitteln (Prdparat 4/3). An
Préiparat 4/4 wurde schlieBlich der Versuch unternommen, den Alterungsprozef3 der Bande 3
aufzuzeichnen. Dazu wurde iiber einen groBen Zeitraum hinweg eine Serie von s-Laufen

durchgefiihrt, unterbrochen von einem Gleichgewichtslauf gegen Ende der Serie.

Die Experimente im einzelnen:

Praparat 4/1:

Das Praparat wurde zweigeteilt. Ein Teil wurde im Zustand nach Abschlu3 der Praparation
belassen. Dem anderen Teil wurde unter vorsichtigem Riihren schrittweise 2-Mercaptoethanol
zugefiihrt; die ME-Endkonkonzentration betrug 14 mM. Beide Teile wurden im Sedimen-
tationsgleichgewicht untersucht (Rotorgeschwindigkeit: 12 000 Upm, kein Overspeed; Rotor-
temperatur: 4°C; Fiillvolumen der Probenkammer: ca. 135 ul). Das Gleichgewicht wurde
nach ca. 60 h erreicht. Die Gleichgewichtsprofile wurden bei einer Wellenldnge von 280 nm
aufgenommen (50 ,,averages*) und mit freier Basis sowie den Molmassen fiir Bande 3-
Monomer, -Dimer und -Tetramer angepallt (mit p = 1,033 g/ml: v p = 0,764). Die Resultate
der Anpassungsrechnung sind in Form der Oligomer-Anteile an der Gesamtabsorption des

Proteins in Tabelle 7-4 aufgefiihrt.

70 2-Mercaptoethanol: SH-Reagens, welches wie DTT vor der Bildung von Disulfidbriicken schiitzt bzw. in

hoher Konzentration bestehende Disulfidbriicken spaltet.
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Tabelle 7-4

Bande 3 Monomer (Anteil in %) Dimer (Anteil in %) Tetramer (Anteil in %)
ohne ME 19 +3 60 +6 21 +4

mit ME 12 +6 70 +9 18 +8

T T T T T T T T
0,00 005 010 0,115
Absorption [OD]

6,5
r[cmj

Gleichgewichtsanalyse mit 0,19 mg/ml Bande 3 unter Verwendung von Glyzerin als
Densifier:

A: Oben: Gemessenes Gleichgewichtsprofil (O) mit optimaler Anpassung (——), gebildet
aus Basislinie, Monomer (-----), Dimer (----) und Tetramer (-----). Unten: Residuen der An-
passung.

B: Fehlerquadratsumme als Funktion der Konzentration von Monomer, Dimer und Tetra-
mer; horizontale Linie: Konfidenzniveau.

Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 12000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 50 mM NaCl; 0,5 mM EDTA,;
0,2 mM DTT,; 0,3% (w/v) C12Eq; 13,2% (w/v) Glyzerin.

Abbildung 7.15
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Der unverdnderte Teil des Priparats enthélt offenbar neben der Hauptkomponente, dem
Dimer, einen betrachtlichen Teil Monomer und Tetramer. Die Zuverldssigkeit dieses Befun-
des ist in Abbildung 7.15 zur Anschauung gebracht: Sie zeigt ein gemessenes Gleichgewichts-
profil mit der optimalen Anpassung einschlieflich ihrer Bestandteile und ihrer Residuen,
auBerdem die o(A)-Funktionen von Monomer, Dimer und Tetramer. Der Vergleich von letz-
teren mit dem Konfidenzniveau setzt die Signifikanz auch der ,,Nebenkomponenten® ins Bild.
Den statistisch um ,,0 verteilten Residuen ist die hohe Qualitdt der Anpassung zu entnehmen,
womit sie darauf verweisen, daB fiir die Interpretation des A(r)-Profils keine weiteren Kompo-

nenten nétig sind (z.B. trimere Bande 3).

Im ME-haltigen Teil des Préparats scheint der Tetramer- und insbesondere der Monomer-
gehalt zugunsten des Dimers vermindert (auch hier war die Anpassung von hoher Qualitét),
durch die hohe Unsicherheit der Bande 3-Untersuchung in Gegenwart von ME ist dieser
SchluB jedoch nicht sicher (die Erhohung der Unsicherheit ist auf die von ME verursachte
Erhohung der Basislinie zurlickzufiihren: die Basisabsorption betrug etwa die Hélfte der Ge-
samtabsorption). Sicher ist lediglich, da3 ME monomere Bande 3 unter den gegebenen Um-
standen nicht begiinstigt. Angesichts der Eigenschaft von ME, Disulfidbriickenbildung zu ver-
hindern, deutet dies immerhin darauf hin, dal der Zusammenbau/ -halt eines Dimers unter den
gegebenen Umsténden nicht auf Disulfidbriicken angewiesen ist. Umgekehrt ist denkbar, dafl
ME - verwandt mit den fiir Proteine meist schidlichen Alkoholen — dem moglicherweise

empfindlichen monomeren Zustand der Bande 3 nicht zutrédglich ist.

Priaparat 4/2:

Das Préiparat wurde zweigeteilt. Ein Teil wurde bei 4°C autbewahrt, wihrend der andere fiir
100 min bei 35°C inkubiert wurde. Beide Teile wurden anschlieBend einer Sedimentations-
gleichgewichtsanalyse unterzogen (Rotorgeschwindigkeit: 11 000 Upm; Rotortemperatur:
4°C; Fiillvolumen der Probenkammer: ca. 135 ul). Die Gleichgewichtsprofile wurden bei
einer Wellenldnge von 280 nm aufgenommen (60 ,,averages*). Sie wurden zunédchst mit freier
Basis sowie den Molmassen flir Bande 3-Monomer, -Dimer und -Tetramer angepal3t (v p =

0,764).

Ein Beispiel fiir ein gemessenes Gleichgewichtsprofil der nicht erwirmten Probe ist in
Abbildung 7.164 zu sehen. Ebenfalls dargestellt ist die optimale Anpassung, derzufolge das

Protein wie folgt zusammengesetzt ist:

165



Anwendung II: Die Selbstassoziation des Bande 3-Proteins der menschlichen Erythrozytenmembran

8% Monomer
82% Dimer
10% Tetramer

Die unsystematisch verteilten Residuen in Abbildung 7.164 deuten darauf hin, dal — wie
bisher — das standardméBig behandelte Bande 3-Préparat praktisch ausschlieBlich aus mono-
merem, dimerem und tetramerem Protein besteht. Im Unterschied dazu weisen die Residuen
in Abbildung 7.16B, die sich aus der Anpassung eines Gleichgewichtsprofils der erwirmten
Probe ergeben, eine sehr deutliche Systematik auf. Dem ist zu entnehmen, dal das der
Anpassung zugrundeliegende Modell, Monomer, Dimer, Tetramer und freie Basislinie, in
diesem Fall falsch ist. Offensichtlich fehlt dem Modell mindestens eine Komponente mit
hoherer Molmasse (es wurde ausschlieBlich Tetramer angepal3t). Deshalb wurde die Aus-
wertung mit freier Basis, Monomer, Dimer und einer variablen Molmasse wiederholt. Das
Ergebnis: Der experimentelle Datensatz lie3 sich mit Dimer und einer Molmasse zwischen
800 kDa und 900 kDa, also im Molmassenereich oktamerer Bande 3, mit guter Qualitét
anpassen (Monomergehalt: 0%; Dimergehalt: 20-25% von der Gesamtabsorption des Pro-
teins). Demnach aggregiert das Protein in kiinstlicher, von Detergens gebildeter Umgebung
durch Erwidrmung auf etwa Korpertemperatur, bei der in vivo das Protein lange Zeit stabil ist;
der monomere Zustand der Bande 3 wird durch den WarmeeinfluB offenbar vollstindig ge-

16scht (vgl. [155]).
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Gleichgewichtsanalyse mit 0,17 mg/ml Bande 3 unter Verwendung von Glyzerin als
Densifier:

A oben: Gemessenes Gleichgewichtsprofil (O) von standardmaRig behandelter Bande 3
mit optimaler Anpassung (——), gebildet aus Basislinie, Monomer (-----), Dimer (----) und
Tetramer (

B oben: Gemessenes Gleichgewichtsprofil (O) von auf 35°C erwarmter Bande 3 mit der
auf Basis des selben Modells wie in A bestmdéglichen Anpassung (——).

A und B unten: Residuen der jeweiligen Anpassung.

Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 11000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Puffer: s. Abbildung 7.15.

Abbildung 7.16
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Priparat 4/3:

Das Préparat wurde zweigeteilt. Ein Teil wurde fiir 1,5 min (unter N») via Vortex geschiittelt
(maximale Frequenz), wiahrend der andere Teil in Ruhe blieb. Beide Teile wurden anschlie-
Bend in jeweils drei Probenkammern (Fiillvolumen: ca. 135 ul) einer Sedimentationsgleichge-
wichtsanalyse unterzogen (Rotorgeschwindigkeit: 12 000 Upm; Rotortemperatur: 4°C). Die
Gleichgewichtsprofile wurden bei 280 nm aufgenommen (50 ,,averages‘‘) und mit freier Basis
sowie den Molmassen flir Bande 3-Monomer, -Dimer und -Tetramer angepal3t (v p = 0,764).
Die Auswertungsergebnisse zu den sechs Probenkammern sind in Tabelle 7-5 zusammen-
gefallt (die Anteile sind bezogen auf die Gesamt-Proteinabsorption). Die Anpassungen waren

in allen Fillen von hoher Qualitét.

Tabelle 7-5

Bande 3 Monomer (Anteil in %) Dimer (Anteil in %) Tetramer (Anteil in %)
g'e‘ggn\é‘l’fnzx' 11 22 84 +6 5  +5
g;;;’ﬁ;i’r‘]g 0 12 93 +5 7  +5

Die wichtigste aus Tabelle 7-5 zu ziehende Erkenntnis diirfte sein, dal dem monomeren Zu-
stand der Bande 3 ,,grobe* Behandlung abtréglich ist (in Abbildung 7.17 an einem Beispiel
dargestellt). Eine Bestimmung der durch Schiitteln verursachten Vorginge, die zum Ver-
schwinden des Monomers fithren, konnte allerdings nicht geleistet werden. Zu vermuten ist,
daB Scherprozesse eine entscheidende Rolle spielen. Trotz Vortex-Behandlung unter N, kann

auch ein EinfluB3 von (Rest-) O, nicht ausgeschlossen werden.
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Auswertung eines unter der Bedingung
der Dichtekompensation durchgeflihr-
ten Gleichgewichtslaufs (Densifier: Gly-
zerin) mit 0,33 mg/ml Bande 3:

Die Fehlerquadratsummenfunktionen
zeigen in Verbindung mit dem Konfi-
denzniveau (----) fur ein Standardpra-
parat () sowie fur eine Vortex-geschit-
telte Probe (o) die wahrscheinlichste
Monomerenkonzentration einschliel3lich
Schwankungsbreite (Die Minima der
Funktionen wurden auf ,1“ normiert.).

Experimentelle Bedingungen und Puf-
fer: s. Abbildung 7.15.

T T T T T
0,02 0,04 0,06
Monomerkonzentration [OD]

Abbildung 7.17

Priparat 4/4:

Das Préparat wurde in sechs Teile geteilt, womit fiinf s-Laufe zu verschiedenen Zeiten und
ein Gleichgewichtslauf zwischen dem vorletzten und dem letzten s-Lauf durchgefiihrt
wurden. Bis zur Untersuchung wurden die Proben bei 4°C unter Stickstoff gelagert. Die
verschiedenen Léufe und die Zeit zwischen Ende der Préparation und jeweiligem Laufbeginn

sind in Tabelle 7-6 aufgefiihrt.
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Tabelle 7-6
Lauf Zeit nach Ende der Praparation
s-Lauf | 2h
s-Lauf Il 21h
s-Lauf Il 44 h
s-Lauf IV 87 h
Gleichgewichtslauf 92 h
s-LaufV 236 h

Die Sedimentationsgeschwindigkeitsexperimente wurden bei einer Rotordrehzahl von
40 000 Upm und einer Rotortemperatur von 4°C durchgefiihrt. Die Probenkammern waren
mit jeweils 200-220 pl Bande 3-Losung gefiillt. Der Sedimentationsverlauf wurde bei einer
Wellenlédnge von 280 nm beobachtet. Aufgrund der von Glyzerin verursachten hohen Visko-
sitdt sedimentierte und diffundierte das Protein vergleichsweise langsam, so dal} die A(r)-
Daten mit 5 ,,averages™ aufgenommen werden konnten. Dadurch wurden die statistischen
Schwankungen der Daten im Vergleich zu den Experimenten ohne Dichtekompensation bzw.
mit D,O als Densifier entsprechend verringert. Dementsprechend wurde, im Gegensatz zum s-

Lauf in Gegenwart von D,0, das Konfidenzniveau auf 0,95 gesetzt.

Der Auswertung der A(r)-Daten lagen folgende Parameterwerte zugrunde: Partialspezifisches
Volumen des Protein-Detergens-Komplexes: v = 0,82 ml/g. Pufferdichte: p = 1,033 g/ml.
Viskositét des Puffers: n = 2,29 cPoise. Relativer Reibungskoeffizient: f/fy = 1,7.

Die aus der Analyse der fiinf s-Laufe resultierenden c(s)-Verteilungen sind in Abbildung 7.18
gezeigt, ebenso die Residuen der Anpassungen (Bitmapdarstellung). Die Abbildung offenbart
ein komplexes Verhalten der Bande 3: Man findet einerseits im c(s)-Plot von s-Lauf I alle vier
bisher charakterisierten Peaks (in Abbildung 7.18 numeriert): einen Peak zwischen s;ow =2 S
und spow= 3 S (,,1°), den Hauptpeak im Bereich von 7 S (,,2°), einen in den Hauptpeak
iibergehenden Peak um 9 S (,,3°) und einen Peak jenseits von 12 S (,,4°; wertet man letzteren
analog zum obigen 13,9 S-Peak aus, so folgt fiir tetramere Bande 3 mit syow = 12,5 S: /fy =
1,58 bzw. Prolat-Achsenverhiltnis = 12:1). Andererseits hat der Zustand aus s-Lauf I nicht
bestand: Peak 4 ist bereits ab s-Lauf II nicht mehr vorhanden, Peak 1, in s-Lauf Il deutlich
verkleinert, fehlt ab s-Lauf III; Peak 3 scheint sukzessive in den Hauptpeak iiberzugehen,
wihrend dieser zunichst zu kleineren, spiter zu groBeren s-Werten driftet (die Anderung des

Priparats wird begleitet von mit der Zeit abnehmender Systematik in den Residuen). In
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Tabelle 7-7 sind die syow-Werte der (lokalen) Maxima zu den verschiedenen Liufen zusam-

mengestellt.

Fiir jeden Lauf wurde die entsprechende Probe auf zwei Probenkammern verteilt. Die
Auswertung der jeweils zweiten Kammer zeigte die Signifikanz der den c(s)-Verteilungen
entnommenen Informationen: Die Verteilungen aus Abbildung 7.18 bzw. die s-Werte aus
Tabelle 7-7 wurden exzellent reproduziert, offenbar dank des geringen Rauschens der Roh-

daten.

Die in Abbildung 7.18 und Tabelle 7-7 dokumentierte komplizierte Verhaltensweise der
Bande 3 ist mit herkdmmlichen Mitteln der s-Wert-Analyse nicht erkennbar: Eine Aus-
wertung der fiinf Laufe mit der ,,Methode der zweiten Momente* oder der ,,Transport-
methode* liefert in allen Féllen nahezu den selben s-Wert; auch die g(s)-Analyse nivelliert
tendenziell die Unterschiede. Selbst die van Holde-Weischet-Methode, die bis zur Entwick-
lung der c(s)-Analyse im Ruf stand, das geeignetste Verfahren zum Aufspiiren von Inhomo-
genitidten zu sein, liefert kaum Hinweise darauf, daB neben der Hauptkomponente noch
weitere Bestandteile existieren. Dies ist in Abbildung 7.19 zu sehen, welche die van Holde-
Weischet-Analyse der drei letzten s-Liufe zeigt: Im Falle von s-Lauf III und s-Lauf IV ist
eine Inhomogenitdt angedeutet, in s-Lauf V scheint das Priparat homogen. Die beiden ersten
Laufe, in denen das Priparat gemil3 c(s)-Analyse die offensichtlichsten Inhomogenitéten auf-
wies, konnten nicht sinnvoll ausgewertet werden, da wegen breit ausschmierender Sedimenta-
tionsbanden — ein Zeichen von Inhomogenitit! — zu wenig Scans sowohl eine depletierte Zone
in Meniskusnéhe als auch ein eindeutiges Plateau zeigten (und damit die Voraussetzung dafiir

erfiillten, in die van Holde-Weischet-Analyse miteinbezogen zu werden).
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Zum Sedimentationsverhalten von Bande 3 (0,2 mg/ml) in Abhangigkeit von der Zeit
unter der Bedingung der Dichtekompensation (Densifier: Glyzerin):

A: s-Wert-Verteilungen aus den finf s-Laufen (von oben nach unten: Lauf | bis V). Die
Peaks des ersten Laufs sind numeriert.

B: Residuen der Anpassungen in der Bitmapdarstellung (gleiche Reihenfolge).

Puffer: s. Abbildung 7.15. Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 40000
Upm; Rotor-und Lagertemperatur: 4°C; Mewellenlange: 280 nm. Auswertung: partial-
spezifisches Volumen des Protein-Detergens-Komplexes: 0,82 ml/g; Pufferdichte: 1,033
g/ml; Pufferviskositat: 2,29 cPoise; relativer Reibungskoeffizient: 1,7; Konfidenzniveau:
0,95.

Abbildung 7.18
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Tabelle 7-7
Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4
s-Lauf | 23S 73S 9,7S 12,568
s-Lauf Il 23S 718 928 —
s-Lauf lll — 6,1S 78S —
s-Lauf IV — 6,35 — —
s-Lauf V — 7,0S — —

van Holde-Weischet-Analyse
der s-Laufe Il (w), IV (O) und V
(+). Die Laufe | und Il waren
nicht auswertbar.

c
9o
-
4

@©

—
L

Abbildung 7.19
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Um die Resultate der s-Laufe besser einordnen zu kénnen, wird das zwischen s-Lauf IV und
s-Lauf'V eingefiigte Gleichgewichtsexperiment herangezogen. Dieses wurde in einer Kammer
mit der entsprechenden Probe (0,2 mg/ml Bande 3) sowie in einer weiteren Kammer mit auf
0,1 mg/ml Bande 3 verdiinntem Prdparat 4/4 durchgefiihrt (Fiillvolumen: ca. 135 pl). Die
Rotorgeschwindigkeit betrug 11 000 Upm, die Rotortemperatur 4°C. Die beiden Gleich-
gewichtsprofile (Gleichgewicht ca. 60 h nach Laufbeginn), zu sehen in Abbildung 7.20,
wurden bei 280 nm aufgenommen (90 ,,averages*) und mit freier Basis sowie den Molmassen
fiir Bande 3-Monomer, -Dimer und -Tetramer angepal3t (v p = 0,764). Die aus den optimalen
Anpassungen (s. Abbildung 7.20) hervorgehenden Anteile der Bande 3-Oligomere an der
Gesamtabsorption des Proteins sind in Tabelle 7-8 aufgefiihrt, ebenso die (unsymmetrischen)

Fehlerbereiche.

Der Tabelle ist zu entnehmen, dall sowohl das unverdnderte als auch das verdiinnte Prdpa-
rat 4/4 zwischen den beiden letzten s-Laufen im Wesentlichen dimere Bande 3 enthielten,
dariiberhinaus signifikant Tetramer, dagegen kein oder wenig Monomer. Dies korreliert mit

den c(s)-Verteilungen aus den beiden letzten s-Léaufen.

Tabelle 7-8
Monomeranteil Dimeranteil Tetrameranteil
Minimum — Optimum — Maximum | Minimum — Optimum — Maximum | Minimum — Optimum — Maximum
unverdinnt 0% 0% 6% 78% 88% 92% 8% 12% 16%
verdinnt 0% 4% 8% 73% 80% 85% 12% 16% 19%
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Gleichgewichtsanalyse mit mehrere Tage alter Bande 3 unter Verwendung von Glyzerin
als Densifier:

Oben: Gleichgewichts-A(r)-Daten (O) von 0,2 mg/ml Bande 3 (A) und 0,1 mg/ml Bande 3
(B), jeweils mit optimaler Anpassung (——), gebildet aus Basislinie, Monomer (
mer (----) und Tetramer (-----). Unten: Residuen der jeweiligen Anpassung.

Experimentelle Bedingungen: Rotorgeschwindigkeit: 11000 Upm; Rotortemperatur: 4°C;
MeRwellenlange: 280 nm. Puffer: s. Abbildung 7.15.

Abbildung 7.20

Das in Abbildung 7.18 dokumentierte Verhalten der Bande 3 148t einen weiten Interpretations-
spielraum zu. In Verbindung mit dem Resultat des zugehorigen Gleichgewichtslaufs scheint
die naheliegendste — wenn auch spekulative! — Erkldrung zu sein, daB3 sich ein Monomer-
Dimer-Tetramer-Assoziationsgleichgewicht mit langer Gleichgewichtseinstellungsdauer
innerhalb von Tagen zu einem schnellen Gleichgewicht wandelt, begleitet von einem

kontinuierlichen Verlust an monomerem Protein.

Die am Ende von Kap. 7.4.1 gestellten Fragen, aus denen sich die Motivation fiir Unter-
suchungen unter der Bedingung der Dichtekompensation speiste, konnen nach Abschluf3 der

Bande 3-C;,Eq-Experimente wie folgt beantwortet werden:
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Die Peaks, die in den ohne Dichtekompensation zustandegekommenen c(s)-Verteilungen zu
sehen waren, lieBen sich im Prinzip unter Kompensationsbedingungen reproduzieren. Mit
Blick auf die langsame Komponente bedeutet dies, daB3 jeder dieser Peaks Proteinkomponen-
ten abbildet. Somit handelt es sich angesichts der gezeigten Gleichgewichtsexperimente bei
der langsamen Komponente hochstwahrscheinlich um monomere Bande 3, zumal der benach-
barte Peak, der Hauptpeak, eindeutig dem Dimer zugeordnet werden konnte. Dariiber hinaus
wurde in den Gleichgewichtsldufen das Tetramer gefunden, ein hoheres Oligomer — unter
schonenden Bedingungen — dagegen nicht. Trimere Bande 3 konnte nicht ausgeschlossen,
aber auch nicht nachgewiesen werden. Somit spricht die Beobachtung von zwei signifikanten
Komponenten, die schneller als die Hauptkomponente sedimentieren, fiir verschiedene tetra-

mere Zustiande.

7.5 Die Untersuchung des Bande 3-Proteins in rTX-100-Lésungen

Wie C;Eq gilt rTX-100 als Detergens, welches den nativen Zustand der Bande 3 wihrend und
nach deren Solubilisierung konserviert [106] [109]. Da die Dichte von rTX-100 zudem — wie
diejenige von C;;E9 — ohne nennenswerte Beinflussung des Protein-v zu kompensieren ist,

kann rTX-100 zur Uberpriifung und Ergéinzung des bisher Gesagten eingesetzt werden.

Die Priparation der Bande 3 erfolgte ab Beginn der Hauptextraktion in Gegenwart von
rTX-100 und 9,7% (w/v) Saccharose. Nach dem Ionenaustauscherschritt wurde das Prédparat
geteilt. Die beiden Teile wurden wéhrend der Gelfiltrationschromatographie auf verschiedene
pH-Werte eingestellt, alle iibrigen Bedingungen blieben identisch. Die beiden endgiiltigen

Priparate enthielten ca. 0,2 mg/ml Bande 3, das Protein lag dabei in folgendem Puffer vor:

10 mM Tris/HCI (pH 8,0 bzw. pH 9,0)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2 mM DTT

0,3% (w/v) rTX-100

9,7% (w/v) Saccharose

Die beiden Proben wurden in jeweils drei Probenkammern (Fiillvolumen: 130-140 ul) im Se-

dimentationsgleichgewicht untersucht (Rotordrehzahl: 12 000 Upm; Rotortemperatur: 4°C)."!

"I Der jeweilige Anteil der beiden Proben, der nicht fiir die Zentrifugenanalyse benétigt wurde, wurde bei 4°C

aufbewahrt, bis er gegen Ende des Gleichgewichtslaufs, etwa zu der Zeit, in der die Gleichgewichtsprofile
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Das Gleichgewicht war ca. 50-60 h nach Beginn der Zentrifugation eingestellt (unter Zuhilfe-
nahme der Overspeed-Technik). Die Gleichgewichtsprofile wurden bei einer Wellenldnge von
280 nm gemessen, auflerdem bei 250 nm, einem Absorptionsminimum von Triton (damit wird
Triton als Filter gegen Streustrahlung genutzt, wodurch sich die MeBgenauigkeit erhoht
[114]). Bei beiden Wellenldngen wurden die Messungen mit 70 ,,averages® durchgefiihrt. Die
Profile (pro Probe sechs Datensitze) wurden mit freier Basislinie und mit den Molmassen des
monomeren, dimeren, und tetrameren Proteins angepallit (mit p = 1,043 g/ml: vp = 0,772).
Die optimalen Anpassungen waren von hoher Qualitit (die Residuen waren statistisch um ,,0*
verteilt); die aus ihnen folgenden Anteile der einzelnen Oligomere an der Gesamtabsorption
der Bande 3 wurden fiir ein Oligomer aus einer Probe gemittelt. Die Mittelwerte

einschlieBlich Fehler sind in Tabelle 7-9 zusammengestellt.

Tabelle 7-9

Monomer (Anteil in %) Dimer (Anteil in %) Tetramer (Anteil in %)
pH: 8,0 11 +3 57 +7 32 +6
pH: 9,0 18 +4 63 +7 19 +4

Das Ergebnis erinnert an das Verhalten der Bande 3 in C;Eo-Lésungen: Die Hauptkompo-
nente besteht aus dimerem Protein, daneben liegen signifikante Anteile Monomer und Tetra-
mer vor. Allerdings ist bei pH 8, dem pH-Wert, bei dem die Bande 3-C,E¢-Untersuchungen
durchgefiihrt wurden, in Gegenwart von rTX-100 ein erhohter Tetrameranteil zu beobachten.
Dieser wird bei pH 9 deutlich reduziert (wiahrend monomere Bande 3 vom hoheren pH-Wert
beglinstigt scheint). Das Schwinden der tetrameren Form mit zunehmendem pH-Wert — und
damit ihre Beteiligung an einem Assoziationsgleichgewicht — wurde bereits in [82] gezeigt,
wo dieser Effekt mit dem Verhalten der Bande 3-Ankyrin-Bindung korreliert wurde. Die pH-

Abhingigkeit dieser Bindung wurde zuvor von Thevenin und Low nachgewiesen [143] und

aufgenommen wurden, der Rekonstitutionsprozedur unterworfen wurde (ab Beginn der Rekonstitution wurden
beide Proben identisch behandelt). Die anschlieBenden Flux-Messungen zeigten in beiden Féllen hemmbaren
Anionentransport, wobei derjenige des bei pH 8 gelagerten Proteins deutlicher zu erkennen war. Beide Fluxe
waren allerdings von geringer Qualitit verglichen mit dem in Abbildung 7.6 dargestellten, der von einem

frischen Bande 3-Préparat stammt.
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auf die Existenz von drei pH-abhéngigen Konformationen der zytoplasmatischen Doméne der

Bande 3 zurtickgefiihrt [74].
AbschlieBend sei ein ,,erfolgloses®, dennoch bemerkenswertes Experiment dokumentiert.

Die Solubilisation und Aufreinigung der Bande 3 wurde im Unterschied zu obiger Praparation
in Gegenwart von ausdriicklich peroxyd- und carbonylfreiem reduzierten Triton X-100
(,,yTX-100/pc*) durchgefiihrt. Dieses Detergens wurde vom kommerziellen Hersteller einem
offenbar kostenaufwendigen zusdtzlichen Reinigungsschritt unterzogen und unter Sauerstoff-

ausschlufl in Ampullen geliefert.

Die Praparation erfolgte wie oben ab einschlieflich Hauptextraktion in Gegenwart von 9,7%
(w/v) Saccharose. Nach dem Ionenaustauscherschritt muflte das Experiment allerdings abge-
brochen werden, da die Hauptelution kein Maximum wie in Abbildung 7.3 dargestellt lieferte.
Stattdessen stieg mit zunehmender NaCl-Konzentration die Proteinkonzentration kontinuier-
lich. Die Fraktionen der Hauptelution ab etwa 200 mM NaCl zeigten zudem Absorptions-
spektren, die den Schlul auf in erheblichem Malle aggregiertes Protein nahelegten (s.
Abbildung 7.4, gestrichelte Linie). Da der Grund fiir diese deutliche Abweichung vom iibli-
chen Verlauf einer Bande 3-Priparation in der Variation des Detergens’ zu vermuten ist, wur-
den rTX-100 und rTX-100/pc MALDI-massenspektrometrisch untersucht und verglichen
(MALDI: ,matrix-assisted laser desorption ionisation*). Das Ergebnis ist in Abbildung 7.21

zu sehen: Die beiden Detergenzien lieferten Massenspektren, die sich kaum unterscheiden.

Angesichts des Umstandes, daB beide in diesem Kapitel angefiihrten Prédparationen bis zur
Hauptelution der Ionenaustauscherchromatographie — abgesehen vom verwendeten Detergens
— identisch durchgefiihrt wurden, zeigt die Differenz in den Resultaten, wie entscheidend die
Wahl des Detergens’ bei der Analyse eines empfindlichen Proteins ist. Erstaunlicherweise
scheint aber ausgerechnet dasjenige Detergens dem Protein zu schaden (bzw. es nicht aus-
reichend zu schiitzen), welches von proteinschddigenden Substanzen befreit wurde. Da nun
im Molmassenbereich der Detergenskomponenten keine nennenswerten Unterschiede zwi-
schen den Detergenspréiparaten zu erkennen waren, ergibt sich der Verdacht, dal3 zusétzliche
Reinigungsschritte folgenschwere Verunreinigungen an anderer Stelle, z.B. im niedermoleku-
laren Bereich, verursachen. Ein &dhnliches Phdnomen wurde bereits frither fiir das
groBBtechnisch hergestellte, billige Detergens Ammonyx-LO und seine teure ,,Reinform*

LDAO beobachtet (D. Schubert, personliche Mitteilung).
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MALDI-Massenspektrometrie von rTX-100 (oben) und rTX-100/pc (unten).”? Die signifi-
kanten Signale sind mit den zugehérigen Molmassen beschriftet (Einheit: Da).

Abbildung 7.21

2 Durchgefiihrt von Thomas Russ, Institut fiir Instrumentelle Analytische Chemie, JWG-Universitit Frankfurt
am Main; MeBgerit: Voyager RP-DE.
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7.6 Diskussion

Wie oben dargelegt, bildet das Bande 3-Protein der menschlichen Erythrozytenmembran
gemal vorherrschender Meinung stabile Dimere (sowohl in der Membran als auch in Deter-
genslosung), obgleich es zahlreiche Untersuchungen gibt, in denen nicht-dimere Bande 3-For-
men gefunden wurden. Dieser Widerspruch ist bis heute nicht aufgelost, auch wenn es Versu-
che gibt, nicht-dimere Bande 3 als Priparationsartefakt einzuordnen [93] oder tetrameres Pro-
tein als durch Bande 3-Bindungspartner zusammengefiihrtes Dimer-Paar zu identifizieren

[84].

In der vorliegenden Arbeit spiegelt sich die Vielfalt der Ansichten zum Assoziationsverhalten
der Bande 3 wider: In manchen s-Léaufen zeigte sich das Protein als kompliziertes System, in
manchen als einfaches. Der Anteil von Oligomeren mit mehr als zwei Protomeren schwankte
zwischen 0% und {iber 30%; auch der Anteil einer kleinen Komponente streute, wenn auch
nicht so deutlich. Manche Priparate zeigten das Vorliegen eines Assoziationsgleichgewichts,
gleichzeitig schienen die Verhéltnisse von stabilen Zustinden dominiert (die auch von sehr

langsamen Assoziationsgleichgewichten vorgetduscht werden konnten).

Allerdings erlauben obige Resultate eine gewisse Systematisierung und damit eine Interpreta-

tion dieser Vielfalt:
Monomer:

Die langsamste in s-Laufen gefundene Komponente ist eine Proteinkomponente, was
daraus hervorgeht, daf} sie (auch) unter Kompensationsbedingungen gefunden wurde. Thr
Anteil am gesamten Protein ist konzentrationsabhidngig, was jedoch nur bei grofBen
Konzentrationsunterschieden in Erscheinung trat. In Gleichgewichtsprofilen zeigte sie sich
dadurch, daB3 deren Anpassung eine Komponente benétigte, die kleiner als das Dimer ist.
Da es keinen Hinweis auf das Vorliegen eines — wohldefinierten! — Proteinfragments gibt,

muf} die langsame/ kleine Komponente mit dem Monomer identifiziert werden.

Der s-Wert des Monomers betrigt s,ow = (2,3 £ 0,2) S, er liegt damit signifikant niedriger
als der in der Literatur angegebene [90], welcher allerdings auf keiner direkten Messung
beruht, sondern auf einer Extrapolation. Der aus der vorliegenden Arbeit stammende s-

Wert fiir das Bande 3-Monomer verweist auf ein langgestrecktes flexibles Molekiil.

Hohe Verformbarkeit konnte ein Grund sein fiir die Labilitdt des monomeren Proteins.
Diese zeigte sich mehrfach: Durch Lagerung, Erwdrmung oder Schiitteln eines Prédparats

konnte der Monomergehalt verringert werden; selbst Verdiinnen scheint Monomer zu
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zerstoren (hierbei spielen moglicherweise Wandeftekte eine Rolle; vgl auch [111]). Ande-
rerseits schien der EinfluB3 von quervernetzenden Verunreinigungen, z.B. Peroxiden, nicht

entscheidend zu sein.
Dimer:

Die dominierende Komponente stellt mit Sicherheit dimere Bande 3 dar. Thr s-Wert

(s20w = 7 S) entspricht dem Literaturwert [90].
Tetramer:

Alle relativ zur Hauptkomponente schneller sedimentierenden Bestandteile, im Wesentli-
chen eine 9 S- und eine 13 S-Komponente, diirften tetramerer Bande 3 zuzuordnen sein:
Alle Bande 3-Gleichgewichtsprofile konnten mit dem Modell ,,Monomer-Dimer-Tetra-
mer* optimal angepal3t werden, mit anderen Worten, es waren nur die genannten Oligo-
mere signifikant. Damit scheint das Protein sehr unterschiedliche Tetramer-Arten bilden

zu konnen.

Folgende Vorstellung vom Zustandekommen verschiedener tetramerer Zustinde ist mit
den vorliegenden Resultaten vertraglich: In der Membran bestehe ein Tetramer aus
parallel assoziierten Dimeren, wobei sich die Bereiche eines Dimers, die am anderen
Dimer binden, iiber seine gesamte Léinge verteilen sollen. Aufgrund der Geometrie des
Bilayers sei dies der bevorzugte tetramere Zustand. Mit der Solubilisation, d.h. mit ver-
dnderter Geometrie der Proteinumgebung, seien tetramere Zustinde mit verringerter
Dimer-Dimer-Kontaktfliche wahrscheinlicher. Damit verschwénde sukzessive die ur-
spriingliche Form zugunsten von Gebilden mit hdherem Reibungskoeffizienten und mit

der Tendenz zum Zerfall in Dimere bzw. zum Ubergang zu noch instabileren Tetrameren.
Assoziationsgleichgewicht:

Wenn die eben ausgefiihrte Vorstellung von der Natur des solubilisierten Tetrameren
korrekt ist, folgt daraus unmittelbar ein — mit der Zeit zundchst zunehmend schnelles —
Assoziationsgleichgewicht zwischen Dimer und Tetramer. Dies pafit zu den c(s)-
Verteilungen der s-Lauf-Serie (s. Abbildung 7.18), die zeigen, dal} die rechten Peaks im
Laufe der Zeit mit dem Hauptpeak verschmelzen (Ein weiterer Beleg fiir eine Beteiligung
tetramerer Bande 3 an einem Assoziationsgleichgewicht ist die Abhingigkeit des Tetra-

merenanteils vom pH-Wert).

Ebenfalls an einem Assoziationsgleichgewicht beteiligt ist das Bande 3-Monomer, wie die
Abhingigkeit des Monomeranteils von der Proteinkonzentration andeutet.
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Bei allen Hinweisen auf ein Assoziationsgleichgewicht: Die Dominanz der Dimer-Frakti-
on, die mit der Alterung bzw. nach (vorsichtiger) Fehlbehandlung der Bande 3 tendenziell
zunimmt, legt den Schlul3 nahe, daB die reversiblen Bande 3-Zustédnde von einem stabilen

(Dimer-) Zustand tiberlagert sind und in ihn sukzessive aufgehen.

ZusammengefaBlt deuten die Ergebnisse darauf hin, da3 mild solubilisiertes und aufgereinigtes
Bande 3-Protein im Prinzip im Selbstassoziationsgleichgewicht, an welchem sich Monomer,
Dimer und verschiedene Tetramerzustinde beteiligen, vorliegt, jedoch kontiuierlich oder
schrittweise iiber ein schnelles Dimer-Tetramer-Gleichgewicht einem stabilen (dimeren)

Zustand zustrebt.

Trifft diese Zusammenfassung zu, so erkldrt sich unmittelbar die Meinungsvielfalt in der
einschldgigen Literatur: Von Préparationsvorschrift zu Priparationsvorschrift, sogar von Pré-
parat zu Préparat konnen unterschiedliche Stadien der Entwicklung solubilisierter Bande 3
getroffen und festgehalten werden — vom Assoziationsgleichgewicht bis zum irreversiblen
Zustand. Unterschiede in den Ergebnissen sind insbesondere dariiber vorgezeichnet, daf3 die
einzelnen Experimentatoren, selbst innerhalb einer Arbeitsgruppe, verschiedene Detergenzien
verwenden — mitunter ohne es zu wissen: Verfahrensdnderungen bei der Herstellung und
Reinigung eines Detergens’, die dieses — wie gesehen — im speziellen Fall unbrauchbar
machen konnen, werden vom kommerziellen Hersteller {iblicherweise nicht mitgeteilt! Noch
weniger sind kommerzielle Hersteller bereit, Einblick in die Herstellungsverfahren selbst zu
gewidhren. Somit ist die Membranproteinforschung mit einer aus wettbewerbsrechtlichen

Griinden notorisch unbekannten Grof3e konfrontiert.

Zu den préparativ bedingten Schwierigkeiten, einheitliche Ergebnisse zur Bande 3-Quartér-
struktur zu produzieren, gesellten sich im Falle von Ultrazentrifugenuntersuchungen in der
Vergangenheit methodische Einschriankungen: Zum einen gilt es festzuhalten, dafl die Ban-
de 3 iiblicherweise nicht unter Kompensationsbedingungen untersucht wurde — mit entspre-
chender Wirkung auf die Megenauigkeit. Zum anderen waren die Methoden zur Auswertung
von s-Laufen der modernen c(s)-Analyse weit unterlegen. Die vorliegende Arbeit dagegen
konnte neben neuen Dichtekompensationsverfahren insbesondere die Vorziige der neuen s-

Wert-Analyse nutzen:
Dichtekompensation:

Die Detergensdichten waren in allen Gleichgewichtsldufen und in den meisten s-Laufen
kompensiert. Eingesetzt wurden die Detergenzien C;E¢ und rTX-100, die nicht nur mild,

sondern auch von niedriger Dichte sind, so daB3 sie kompensiert werden konnten, ohne das
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partialspezifische Volumen der Bande 3 korrigieren zu miissen. Zur Dichtesteigerung wur-
den mit einer Ausnahme (D,O zur Kompensation von Ci;E¢) Saccharose und Glyzerin
verwendet, in erster Linie, um ihre proteinstabilisierende Wirkung zu nutzen, weiterhin
aus Kostengriinden sowie wegen ihrer bequemen Handhabung — nicht zuletzt im Falle der

Kompensation der rTX-100-Dichte, die mit D,O nur schwer durchfiihrbar ist.
c(s)-Analyse:

Wie im Vergleich zur durchaus fortschrittlichen van Holde-Weischet-Methode gezeigt
werden konnte, wiren die hier dargestellten Details der Bande 3-Selbstassoziation ohne
c(s)-Analyse zu einem Grofteil verlorengegangen. So hitte z.B. die in Abbildung 7.18 dar-
gestellte s-Lauf-Serie mit herkdmmlicher Auswertung eine Serie praktisch identischer
(mittlerer) s-Werte geliefert! Man sieht: Auch ohne entsprechende préparative Leistung

kann sich stabiles Dimer bilden...

Ausblick:

Zum besseren Verstindnis der Bande 3-Selbstassoziation ist es notwendig, Bedingungen zu
finden, unter denen reversible Zustinde in Reinform vorliegen, also ohne Uberlagerung mit
stabilen Zustidnden. Die Schliisselrolle in dieser Frage scheint das Detergens zu spielen. Damit
steht eine Anwendung verschiedener milder Detergenzien auf das Bande 3-Protein auf dem
Programm, unter Kompensationsbedingungen und unter Ausschopfung der Potenzen der c(s)-
Analyse (die leider erst nach Abschlull der Experimentierphase dieser Arbeit zur Verfiigung
stand): So sind die Untersuchungen mit Triton fortzufiihren, ist die Anwendung DDM- oder
Lipid-haltiger Mischmizellen ins Auge zu fassen oder sind neuere Detergenzien wie das

kurzkettige Phospholipid ,,Diheptanoyl-Phosphatidylcholin® [65] zu testen.

Da eine Vielzahl verschiedener Priparationsbedingungen zahlreiche Bande 3-Préparationen
erfordert, ist es wiinschenswert, einen ,,Schnelltest zu erarbeiten, der eine erste Selektion von
Bedingungen ermoglicht. Vorstellbar ist z.B. eine Bande 3-Priparation, die lediglich Vorex-
traktion und Hauptextraktion umfal3t (gegebenenfalls mit in der Membran farbstoffmarkierter
Bande 3; vgl. [83]), mit dichtekompensiertem Detergens im Hauptextrakt, der unmittelbar

einem s-Lauf unterzogen werden kann.
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8 Zusammenfassung

Die analytische Ultrazentrifuge ist ein unverzichtbares Instrument zur Charakterisierung von
schwachen Protein-Protein-Wechselwirkungen und deren funktioneller oder regulatorischer
Bedeutung. Eine besondere Gruppe von Untersuchungsobjekten bilden die integralen Mem-
branproteine, die fiir eine Ultrazentrifugenanalyse solubilisiert, d.h. aus ihrer natiirlichen, hy-
drophoben Umgebung in wiBriges Milieu liberfiihrt werden miissen. Diese Aufgabe wird vom
Standpunkt der Erhaltung des natiirlichen Proteinzustands am besten von nichtionischen
Detergenzien erfiillt, wobei das biochemisch optimale Detergens von Protein zu Protein i.A.
verschieden ist. Die notwendige Anwesenheit von Detergens wihrend der Zentrifugenanalyse
belastet diese andererseits, da freies wie proteingebundenes Detergens zusitzliche unbekannte
GroBen darstellen. Diese Unbekannten kénnen durch experimentelle Gleichsetzung von De-
tergensdichte und Losungsdichte eliminiert werden (Dichtekompensation). Die Moglichkeiten
der etablierten Dichtekompensationsverfahren sind allerdings beschrénkt, insbesondere Deter-
genzien mit hoher Dichte sind damit nicht erfabar — ein Mangel, der manche Untersuchung

be- oder verhindert.

Aus diesem Grund wurden neue Dichtekompensationsverfahren entwickelt und bestehende
verbessert bzw. erweitert: zum einen die Erhohung der Losungsdichte durch Zusatz von Sac-
charose, Glyzerin oder einer Saccharose-D,O-Kombination, zum anderen die Anpassung der
Detergensdichte durch Mischen von Detergenzien mit niedriger und mit hoher Dichte. Die
neuen Verfahren wurden tberpriift, indem ein integrales Membranprotein mit bekannten
Eigenschaften, Cytochrom c¢-Oxidase von Paracoccus denitrificans, unter Anwendung
sowohl der neuen Verfahren als auch der etablierten D,O-Methode im Sedimentations-
gleichgewicht analysiert wurde. Der Vergleich der Ergebnisse zeigte zum einen die Aquiva-
lenz der verschiedenen Methoden im Falle der Kompensation von Detergensdichten, die auf
herkommliche Weise kompensierbar sind, zum andern, da nach Kompensation deutlich

hoherer Dichten das partialspezifische Volumen des Proteins zu korrigieren ist.
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Eine derartige Korrektur wurde nétig beim Vorhaben, den oligomeren Zustand des Cyto-
chrom bc-Komplexes von Paracoccus denitrificans zu bestimmen, da dieses Atmungsketten-
enzym nur in Gegenwart von DDM, einem Detergens mit hoher Dichte, stabil war. Die Un-
sicherheit, die sich aus der via Vergleich mit Cytochrom c-Oxidase durchgefiihrten Korrektur
ergab, war nicht relevant, da sich der intakte hc;-Komplex in DDM-Losung als einheitliche

Substanz erwies und er damit ein ,,einfaches* Problem darstellte.

Die Sedimentationsgleichgewichtsuntersuchung des Proteins unter der Bedingung der Dichte-
kompensation ergab nach Beriicksichtigung des Korrekturterms, daf8 der solubilisierte, en-
zymatisch aktive bc;-Komplex als Dimer vorliegt. Dieses Ergebnis korreliert mit der aktu-
ellen Vorstellung von der Funktionsweise des Enzyms, derzufolge die dimere Form fiir den

Elektronentransfer notwendig ist.

Komplizierter als der oligomere Zustand des bc;-Komplexes ist offenbar das Selbstassoziati-
onsverhalten des Bande 3-Proteins, des Anionenaustauschers aus der menschlichen Erythro-
zytenmembran: Entgegen der vorherrschenden Meinung, eine in Detergenslosung vorliegende
intakte Bande 3 bilde stabile Dimere, weisen die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, da3 das
solubilisierte Protein aus mehreren Oligomeren besteht. So zeigen die vorhandenen Daten ne-
ben dimerer Bande 3 die Existenz von monomerem und tetramerem Protein, letztere Form
vermutlich in unterschiedlichen Zustéinden, und verweisen auf ein Assoziationsgleichgewicht
zwischen den Oligomeren, vermutlich iiberlagert durch stabiles Dimer. Letzteres erscheint als
,QGrenzfall“ eines Bande 3-Préparats, der nach langer Lagerung und/ oder nach suboptimaler

Behandlung eintritt.

Wegen der Komplexitéit des Bande 3-Verhaltens konnten die Zentrifugenuntersuchungen nur
in Gegenwart von Detergenzien durchgefiihrt werden, deren Dichte eine Kompensation ohne
Korrekturbedarf zuldf3t. Dariiber hinaus kamen wegen der offensichtlichen Empfindlichkeit
der Bande 3 nur sehr milde Detergenzien zum Einsatz: Ci;E¢ und Triton X-100 (reduzierte
Form). Aus selbigem Grund wurde die Detergensdichte bevorzugt mit Saccharose oder Gly-

zerin kompensiert, deren proteinstabilisierende Wirkung bekannt ist.
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9 Anhang

9.1 Anhang 1: Verzeichnis physikalischer Symbole

Symbol

a >

"h"er..UO

Ka,Kp

kakp

Bedeutung

Absorption
Stoffmengenkonzentration
Massenkonzentration
Diffusionskoeffizient
Schichtdicke
(Zentrifugal-)Kraft
Reibungskoeffizient
relativer Reibungskoeffizient
freie Enthalpie
Lichtintensitét

(Massen-)FluB3 eines in Lsg.
befindlichen Stoffes

Boltzmannkonstante

Assoziations- bzw.
Dissoziationskonstante, auf
Stoffmengenkonzentration
bezogen

Assoziations- bzw.
Dissoziationskonstante, auf
Massenkonzentration
bezogen

Proportionalititsfaktor
Molmasse

Masse (eines Teilchens)
effektive Molmasse

Avogadrozahl

Symbol

—

<

<v>

T 2 £ 3

Bedeutung

Druck

Gaskonstante

Abstand von der Drehachse
Bodenposition
Meniskusposition
Sedimentationskoeffizient
(absolute) Temperatur

Zeit

Volumen
partialspezifisches Volumen
mittlere Geschwindigkeit
generalisierte Kraft
Extinktionskoeffizient
dynamische Viskositit
Winkel

Wellenlidnge

chemisches Potential
(auf die Masse bezogen)

u unter
Standardbedingungen

Massendichte (einer Losung)
Fehlerquadratsumme

Winkelgeschwindigkeit
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9.2 Anhang 2: Zur Dichtekompensation von DDM

9.2.1 Herstellung der Losungen zur Ermittlung der Kompensationsbedingung

MES-Puffer:

Stammlésungen:

1A: 500 mM MES/NaOH (pH 6)
3 000 mM NacCl

in D20

2A: 50% (w/v) Saccharose
in D20

3A: 2% (w/v) DDM
in D20

+ 0,5 mg DPH / g DDM

500 mM MES/NaOH (pH 6)
3 000 mM NaCl
in HzO

50% (w/v) Saccharose
in HzO

2% (w/v) DDM

in HzO

aullerdem NaOH in D,O zur Einstellung des pH-Werts in D,O-haltigen Puffern.

Die Losungen 1A, 2A, und 34 werden mit D;0 zu folgender Zusammensetzung verdiinnt:

50 mM MES/NaOH (pH 6)

300 mM NacCl

0,2% (w/v) DDM (DPH-markiert)
X% (w/v) Saccharose (20 < X < 30)
100% D,O

(Losung A)

die Losungen 1B, 2B, und 3B mit H,0 zu:

50 mM MES/NaOH (pH 6)

300 mM NacCl

0,2% (w/v) DDM

X% (w/v) Saccharose (20 < X < 30)
0% DO

(Losung B)

Schlieflich werden 19 Volumeneinheiten Losung A mit 1 Volumeneinheit Losung B
vermischt, so dafy man folgende endgiiltige Zusammensetzung des Puffers erhdlt:

50 mM MES/NaOH (pH 6)

300 mM NacCl

0,2% (w/v) DDM (DPH-markiert)

X% (w/v) Saccharose (20 < X < 30)

95% D,0O / 5% H,0O
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Tris-Puffer:

Analog wurden folgende Losungen hergestellt (HCI nicht deuteriert):

10 mM Tris/HCI (pH 8)

50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,2% (w/v) DDM (DPH-markiert)
X% (w/v) Saccharose (26 < X <30)
95% D,0O / 5% H,O
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9.2.2 Uberfiihrung von Protein in den Kompensationspuffer

MES-Puffer:

Cytochrom c-Oxidase bzw. bc-Komplex, vorliegend in 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM
NacCl; 0,02% (w/v) DDM (,,pH 6%), wurde mit 50 mM MES/NaOH (pH 6); 300 mM NacCl;
0,02% (w/v) DDM; 50% (w/v) Saccharose so verdiinnt, daf3 es in

50 mM MES/NaOH (pH 6)
300 mM NacCl

0,02% (w/v) DDM

27,6% (w/v) Saccharose
Wasseranteil: 100% (v/v) H,O

vorlag. 0,8 ml dieser Proteinldsung wurde anschlieBend in 15,2 ml

50 mM MES/NaOH (pH 6)
300 mM NacCl

0,02% (w/v) DDM

27,6% (w/v) Saccharose
Wasseranteil: 100% (v/v) D,O

fiir 6 Stunden unter kriaftigem Riihren in einem 25 ml MeBzylinder dialysiert. Damit lag das
Protein schlieBlich in folgendem Kompensationspuffer vor:

50 mM MES/NaOH (pH 6)
300 mM NacCl

0,02% (w/v) DDM

27,6% (w/v) Saccharose
95% D,0 / 5% H,0

Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

Tris-Puffer:

Analog wurde in 10 mM Tris/HCI (pH 8); 50 mM NacCl; 0,5 mM EDTA; 0,02% (w/v) DDM
(,,pH 8%) vorliegende Cytochrom c-Oxidase in folgenden Kompensationspuffer liberfiihrt:

10 mM Tris/HCI (pH 8)
50 mM NaCl

0,5 mM EDTA

0,02% (w/v) DDM
30,2% (w/v) Saccharose
95% D>0O / 5% H,O
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9.3 Anhang 3: Materialien und Methoden

9.3.1 Materialverzeichnis

9.3.1.1 Proteine

Cytochrom c-Oxidase von Paracoccus denitrificans: Prapariert von Hans-Werner Miiller
bzw. Oliver Anderka (Institut fiir Biophysikalische Chemie und Biochemie, Abt.
Molekulare Genetik, Johann Wolfgang Goethe-Universitét, Frankfurt am Main).

Cytochrom bc;-Komplex von Paracoccus denitrificans: Pripariert von Oliver Anderka
(Institut fiir Biophysikalische Chemie und Biochemie, Abt. Molekulare Genetik, Johann
Wolfgang Goethe-Universitit, Frankfurt am Main).

Bande 3-Protein der menschlichen Erythrozytenmembran.

9.3.1.2 Detergenzien und Lipide

Brij 58: Serva.

Desoxycholsdure (DOC): Serva.

n-Dodecyl-B-D-Maltosid (DDM): Biomol.

n-Dodecyl-B-D-Maltosid (DDM); ,,Ultrol Grade*: Calbiochem.
Lauryldimethylamin-n-Oxid (LDAO); 98%: Fluka.

Natriumdodecylsulfat (SDS): Serva.

Octylglucosid: Boehringer Mannheim.

Pentadecafluoroctanséure: Fluorochem Limited.

Phosphatidylcholin aus Hiihnerei (Ei-PC); 99%: Lipid Products.

Polyoxyethylen 20 Isohexadecylether (CicEq0): Sigma-Aldrich-Fluka.
Polyoxyethylen 9 Laurylether (Ci,Ey, ,,Thesit*); peroxidfrei: Boehringer Mannheim.
Triton X-100, reduzierte Form (rTX-100): Sigma-Aldrich.

Triton X-100, reduzierte Form (rTX-100/pc); peroxyd- und carbonylfrei: Sigma-Aldrich.

9.3.1.3 Weitere Chemikalien

Acrylamid, Fertiglosungen (Pro PAGE); 6%: Amresco.
1-Amino-2-hydroxy-naphtalin-4-sulfonsdure; zur Phosphatbestimmung: Merck.
Ammoniak; 33%: Riedel-de Haén.

Ammoniummolybdat; zur Analyse: Merck.

Ammoniumpersulfat; ,,ACS Grade*: Amresco.

Blue Dextran: Pharmacia.

Bromphenolblau: Merck.

Chloroform; zur Analyse: Merck.
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Coomassie Blue G-250: Serva.
Cyclohexanon: Merck.
Deuteriumoxid (D,0); 99,7%: Roth.

Deuteriumoxid (D,0); zur Aufreinigung destilliert in der Arbeitsgruppe U. Schubert:
(Kern-) Forschungszentrum Karlsruhe.

Dinatriumhydrogenphosphat-2-hydrat; zur Analyse: Merck.
1,6-Diphenyl-1,3,5-Hexatrien (DPH): Serva.

1,4-Dithiothreit (DTT): Boehringer Mannheim.

Essigsdure; zur Analyse: Roth.

Ethanol; 95%: Apotheke des Universitdtsklinikums Frankfurt am Main.
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, ,,Titriplex I1I*); zur Analyse: Merck.
Formaldehyd; 37%: Roth.

Glutardialdehyd; 25%: Merck.

Glyzerin; 99,5%: Roth.

H,DIDS: Synthetisiert in der Arbeitsgruppe H. Fasold.

Hexan: Apotheke des Universitdtsklinikums Frankfurt am Main.
4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinethan-sulfonsédure (HEPES); 99%: Roth.
Isopropanol: Apotheke des Universitdtsklinikums Frankfurt am Main.
2-Mercaptoethanol (ME); zur Analyse: Merck.

Methanol; zur Analyse: Riedel-de Haén.
2-[N-Morpholino]ethansulfonsdure (MES); 99%: Roth.

Natriumacetat; zur Analyse: Merck.

Natriumchlorid (NaCl); zur Analyse: Merck.

Natriumdisulfit; zur Analyse: Merck.

Natriummetaarsenit; zur Analyse: Fluka.

Natriummetaperiodat; zur Analyse: Merck.

Natriumsulfat; zur Analyse: Merck.

Natriumsulfit, wasserfrei; zur Analyse: Merck.

Natriumtetraborat; zur Analyse: Serva.

Natronlauge (NaOH); zur Analyse: Roth.

Pefabloc SC: Merck.

Phosphorséure; 85%: Merck.

Radioaktiv markiertes Natriumsulfat (Na, >>SO4): Amersham Buchler.

Saccharose; reinst: Merck.
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Saccharose; reinst: Roth.

Salzsdure (HCI); 32%: Merck.

Schwefelsdure; 97%: Merck.

Silbernitrat; zur Analyse: Merck.

Szintillationsfliissigkeit Quicksafe A: Zinsser Analytic.
N,N,N*,N*-Tetramethylethylendiamin (TEMED): Serva.

2-Thiobarbitursdure: Merck.

Trinatriumcitrat; 1% in Losung: Merck.

Tris[Hydroxymethyllaminomethan (Tris); ,,Ultrapure*: United States Biochemical.
Wasser (H,0); Millipore-gefiltert und entgast bzw. abgekocht.

9.3.1.4 Sonstige Materialien

Chromatographie-Séulen: Pharmacia.

Dialyseschlduche verschiedener Grofe: Roth.

Erythrozytenkonzentrat ORh'; frisch: Rotes Kreuz, Blutspendedienst.
Fertig-Entsalzungssdule Sephadex G-25 PD-10: Pharmacia.

Gel P6-DG: Bio-Rad.

Gel Superose 6 HR 10/30: Pharmacia.

Ionenaustauscher DEAE-Sepharose CL-6B: Pharmacia.
Ionenaustauscher Servacel DEAE 23-SH-Cellulose: Serva.
Leukozytenfilter Sepacell R-200 (II) AS: Diamed.
Minigel-Apparatur: Biometra.

Ultrafiltrationskammer Centriprep, AusschluB3grenze 50 kDa: Amicon.
Ultrafiltrationskammer Centrisart, Ausschlulgrenze 100 kDa: Sartorius.

Zellulosenitratfilter 15F, Typ 11307: Sartorius.

9.3.2 Methodenverzeichnis

Analytische Ultrazentrifugation
MeBgerit: Optima XL-A (Beckman Instruments); s. Abschnitt 3.

Anionentransportmessungen
Standardprozedur nach [109] [110], s. auch [36] und Kap. 7.2.6;
Fliissigkeitsszintillationszéhler: Tricarb 1600 CA (Packard).

Dichtemessung
MelBgerit: Paar DMA 02 Density Meter (Anton Paar).

Dynamische Lichtstreuung
S. Kap. 6.1.4.
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Enzymaktivititsmessung
Cytochrom c-Oxidase: s. [52];
Cytochrom bc;-Komplex: s. [3] [112].

FPLC
FPLC-Anlage von Pharmacia LKB.

Massenspektrometrie (MALDI)
S. Kap. 7.5.

Neuraminsiuretest
Nach [165].

Phosphattest
Nach [6].

Photometrie
Mefgerite: U-2000 UV-Vis Spektrophotometer (Hitachi Instruments),
Durchflu8photometer Optical Unit UV-1 (Pharmacia).

Praparative Zentrifugation
S. Kap. 6.1 und Kap. 7.2.

Proteinpriparation

Cytochrom c-Oxidase: s. [52] und Kap. 5.3.1.1;

Cytochrom bc;-Komplex: s. [2] [3] [66] [159] und Kap. 6.1;
Bande 3: s. Kap. 7.2.

Redox-Spektroskopie
S. [66].

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Durchgefiihrt mit Plattengelen [135] nach [68] [108] oder [38]; Silberfarbung nach [137].

Viskosimetrie
Melgerit: Ubbelohde Viskosimeter Ref. Nr. 50101 (Schott).
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