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Einleitung

Vor 3,7 Milliarden Jahren traten erste lokale Sauerstoffquellen an der Sediment/Wasser-
Grenze auf. Es waren vermutlich Cyanobakterien, die freien Sauerstoff als Abfallprodukt
produzierten (Schopf et al., 1983). Fiir die meisten Lebewesen jedoch war der iiber die
einsetzende Photosynthese produzierte Sauerstoff toxisch. Um den Sauerstoff und seine re-
aktiven Derivate, die Superoxidanionen, Hydrogenperoxide und Hydroxylradikale zu neu-
tralisieren, wurden primitive Metall /Protein-Komplexe entwickelt, die in der Lage waren,
den Sauerstoff zu binden. Fiir das aktive Zentrum dieser Enzyme kamen die Metallionen
Eisen und Kupfer zum Einsatz. Diverse Enzyme wie Superoxiddismutase, Katalase und

Peroxidase entwickelten sich (Decker und Terwilliger, 2000).

Seit 2 Milliarden Jahren ist freier Sauerstoff in der Atmosphére reichlich vorhanden
(Schopf et al., 1983). Fiir die Ozeane trifft das hingegen nur auf den euphotischen Bereich
zu. Parallel zur Sauerstoffanreicherung in der Atmosphére begann auch die Oxidation von
Sulfidvorkommen, die als Sulfate in die Ozeane gelangten, um dort durch sulfatreduzie-
renden Prokaryoten wieder zu Sulfiden zu werden (Canfield et al., 2000). So herrschten
in den tieferen Regionen der Ozeane sulfidische und anaerobe Bedingungen vor (Logan
et al., 1995; Hurtgen, 2003; Shen et al., 2003). Der heutige Sauerstoffpartialdruck wurde
unterhalb des euphotischen Bereiches erst vor ca. 600 Millionen Jahren erreicht (Dietrich
et al., 2006).

In der sauerstoffreichen Atmosphire konnte sich u.a. der aerobe Stoffwechsel etablieren.
Da molekularer Sauerstoff in wissrigen Losungen sehr langsam diffundiert, der Diffusi-
onskoeffizient betriigt bei 20 °C in destilliertem Wasser lediglich 2,5 x 107> ¢m? sec™!
(Altmann und Dittmer, 1971), ist eine ausreichende Sauerstoffversorgung aller Gewebe
tiber Diffusion nur bei Lebewesen mit einer Grofe bis zu 1 mm gewihrleistet (Krogh,
1941; Mangum, 1985). So entwickelten sich bei der einsetzenden Komplexitét der Lebe-
wesen und dem gleichzeitigen Auftreten von undurchléssigen Integumenten u.a. Zirkulati-
onssysteme, die den Sauerstoff mit Hilfe von Transportproteinen von den respiratorischen

Epithelien zu den inneren Geweben bringen und im Gegenzug Abfallprodukte entfernen
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2 1. EINLEITUNG

konnten (van Holde und Miller, 1995). Heute sind mit Hamoglobin, Himerythrin und
Hamocyanin, drei verschiedene Klassen von Sauerstofftransportproteinen bekannt, deren
Entwicklung vor 600 - 800 Millionen Jahren unabhéingig voneinander begann (van Holde
und Miller, 1995).

Das Hamoglobin, ein Eisen-Porphyrin-Protein, kommt in speziellen Transportzellen, den
Erythrocyten, bei Vertebraten und in Coelomocyten bei einigen Invertebraten, so den
Nemertini und den zum Stamm der Echinodermata gehérenden Cucumaria vor. Bei vie-
len Invertebraten ist das Hamoglobin auch gelést in der Transportfliissigkeit zu finden.
Als Beispiele hierfiir sind die zum Stamm der Annelida gehérenden Lumbricus und Are-
nicola, Planorbis im Stamm der Mollusca und Daphnia und Chironomus im Stamm der
Arthropoda zu nennen. Das Himoglobin ist oxygeniert hellrot, desoxygeniert scheint es
dunkelrot. Als weiteres respiratorisches Eisenprotein tritt das Hamerythrin in den Coelo-
mocyten einiger Brachiopoda, Priapulida, Sipunculida und Annelida auf. Im oxygenierten

Zustand ist es violett, desoxygeniert ist es farblos.

Im Stamm der Arthropoda bei Malacostraca und bei einigen Chelicerata (Mangum, 1983)
und im Stamm der Mollusca, bei Prosobranchia und Cephalopoda entwickelte sich als
Sauerstofftransportprotein ein Typ-3-Kupferprotein, das Himocyanin. Es kommt geldst
in der Himolymphe vor (van Holde und Miller, 1995; Decker und Terwilliger, 2000) und
bindet den Sauerstoff iiber zwei Kupferionen reversibel als Peroxid (Magnus et al., 1994;
Cuff et al., 1998). Schon 1669 beschrieb der niederlindische Naturforscher Swammerdam
die blaue Farbung des Schneckenblutes. Der Begriff Himocyanin und Oxyhdmocyanin
wurde jedoch erst durch den in Roscoff/Frankreich arbeitenden Fredericq 1878 geprigt.
Mollusken- und Arthropodenhédmocyanin entwickelte sich aus Enzymen mit Phenoloxi-
daseaktivitit, wobei die Evolution unabhéngig voneinander erfolgte. So zeigten Sequenz-
analysen, dass das Arthropoden- und das Molluskenhdmocyanin signifikant verschieden
sind (Burmester, 2001). Der Grad der Identitéit in der primédren Struktur zwischen Ar-
thropodenhidmocyanin und Arthropodenphenoloxidase 1dft hingegen einen gemeinsamen
Vorlaufer bestehend aus drei Untereinheiten mit je einer Kupfer/Sauerstoffbindungsstelle

vermuten (Terwilliger, 1998).

Phenoloxidasen sind kupferenthaltende Tyrosinasen, die eine Schliisselrolle in der Skle-
rotisierung der Arthropodenkutikula, in der Wundheilung und in der humoralen Immun-
abwehr spielen (Burmester, 2001). Urspriinglich bestand die Aufgabe der Phenoloxidasen
darin, ein Sauerstoffatom in ein Phenol zu integrieren und das andere als Wasser zu ent-
lassen. Als die Organismen komplexer wurden, schiitzten sie sich vor dem sehr reaktiven
Sauerstoff und nutzten gleichzeitig dessen Energie, indem er gebunden, an Orte niedriger
Sauerstoffkonzentration transportiert wurde (Decker und Terwilliger, 2000). Phenoloxi-
dasen und Hamocyanine sind in der Struktur ihrer aktiven Seite mit zwei Kupferatomen

identisch (Solomon et al., 1996). Jedoch transportiert das Hamocyanin den Sauerstoff



ohne ihn zu verdndern, die Phenoloxidase hingegen geht, wie zuvor erwdhnt, mit dem

Sauerstoffmolekiil eine chemische Reaktion ein (Decker und Terwilliger, 2000).

Um einen effizienten Sauerstofftransport zu gewédhrleisten, héitte die Konzentration an
Polypeptidketten, die jeweils ein Oy-Molekiil binden, so gesteigert werden miissen, dass
ein extrem hoher osmotischer Druck die Folge gewesen wére. Dieses Problem wurde durch
die Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten zu hexameren Komplexen oder
einem Vielfachen davon gemeistert (van Holde et al., 2001). An diese Zusammenschliisse
bindet Sauerstoff, als zusétzlich positiver Effekt, kooperativ. So nimmt bei Erhéhung
des Aggregationszustandes auch die Kooperativitit zu (van Holde und Miller, 1995). Es
entwickelten sich Himocyaninaggregate, die Hill-Koeffizienten von mehr als 9 aufweisen
und als die hochsten in der Natur gefundenen gelten (van Holde et al., 2001). In den
rezenten Arthropoden- und Molluskenarten ist Himocyanin in Konzentrationen von bis
zu 100 mg/ml in der Himolymphe zu finden. Es bildet mit einem Anteil von bis zu 95 %
den Hauptbestandteil der Himolymphproteine (van Holde und Miller, 1995). In geringen
Konzentrationen sind noch Gerinnungsfaktoren, Metallothioneine, proteinerge Hormone
und antiseptische Proteine vorhanden (Markl et al., 1979; Depledge und Bjerregaard,
1989).

Das Hamocyanin der Mollusken und Arthropoden weist grundlegende Unterschiede in
der Struktur auf. Das Molluskenhdimocyanin besteht aus grofen zylindrischen Molekiilen
mit 10 bis 20 Untereinheiten und einem apparenten Molekulargewicht von bis zu 9.000
Kilodalton (kDa). Die Zylinder weisen einen Durchmesser von ca. 350 Angstrom (A)
und eine Linge von 380 A auf. Das apparente Molekulargewicht der Untereinheiten liegt
zwischen 350 bis 450 kDa (van Holde und Miller, 1995). Das Arthropodenhéimocyanin
hingegen weist nur ein Molekiilgewicht von 500 bis zu 3500 kDa auf. Es setzt sich aus
Polypeptidketten mit einem jeweiligen apparenten Molekulargewicht von ca. 75 kDa, die
7zu Hexameren oder Aggregate von 2 x 6-mere, 4 x 6-mere, 6 x 6-mere und 8 x 6-mere
assoziiert sind, zusammen (Mangum, 1983). In der Himolymphe der Arthropoden findet
sich das Hamocyanin hauptséichlich in einem fiir die jeweilige Art typischen Assoziati-
onszustand. So besteht das Hiamocyanin der Palinuridae ausschlieflich aus hexameren
Aggregaten (Ellerton et al., 1977), als dodekameres Protein liegt es bei Cancer pagurus
aus der Familie der Cancridae vor und als Eikositetramer kann es bei den Araneae und
Scorpiones vorkommen. 36-mere konnten nur bei Scutigera, aus der Klasse der Myriapoda
(Mangum, 1985), und 48-mere bei Limulus und Tachypleus nachgewiesen werden. Auch
existieren Arten, deren Himocyanin einen Mix aus verschiedenen Assoziationsgraden auf-

weist, so bei Homarus americanus, der Hexamere und Dodekamere besitzt (Morimoto und
Kegeles, 1971).

Die Untereinheiten des Decapodenhdmocyanins werden gemifs ihrer immunologischen

Eigenschaften drei verschiedenen Typen zugerechnet, die sich vor mehr als 200 Millionen
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Jahren aus einem gemeinsamen Vorldufer getrennt weiterentwickelten (Burmester, 2002).
Sie werden als a-, - und 7-Typ bezeichnet (Stocker et al., 1988; Burmester, 2001).

Die erste dreidimensionale Struktur eines Arthropodenhdmocyanins wurde von Gaykema
et al. (1984, 1986) anhand einer Rontgenstrukturanalyse des Himocyanins der Kaliforni-
schen Languste (Panulirus interruptus) bestimmt. Volbeda und Hol (1988) beschrieben
hieraus verallgemeinernd die Struktur des Arthropodenhidmocyanins. Jede Untereinheit
ist in drei Doménen gefaltet, wobei die zweite Doméne das aktive Zentrum beherbergt.
Dieses besteht aus zwei Kupferionen, die von jeweils drei Histidinen umlagert werden
(Linzen et al., 1985). Das Hexamer kann anschaulich als Trimer von Dimeren beschrie-
ben werden (Volbeda und Hol, 1989). Das Hdmocyanin z&hlt aufgrund seiner Struktur zu
den Typ-3-Kupferproteinen. Das Charakteristikum dieser Proteinklasse ist die Existenz
von einer oder mehreren Bindungsstellen mit jeweils zwei Kupferionen, die reduziert bzw.
oxidiert vorliegen. Der molekulare Sauerstoff wird im oxygenierten Zustand, durch einen
Zweielektronentransfer vom Kupfer zum Sauerstoff, zwischen den Kupferionen gebunden.
Hierdurch entsteht ein Komplex, der als u : n%n? Cu(II)-Peroxid-Komplex bezeichnet
wird (Kitajima et al., 1992) und dessen spezifische Lichtabsorption fiir die typische Blau-

farbung des Pigments verantwortlich ist. Desoxygeniert ist es farblos.

Das Hémocyanin der Européischen Languste (Palinurus elephas, Fabricius 1787; Syn-
onym Palinurus vulgaris, Latreille 1804) liegt als hexamerer Komplex vor, der sich aus
vier verschiedenen Untereinheiten zusammensetzt (Jekel et al., 1996). Entsprechend ihrer
immunologischen Eigenschaften gehoren sie ausschlieklich zum o-Typ (Markl, 1986). Die
Sequenz der vier Untereinheiten wurde 2003 von Kusche et al. ermittelt. Es wurden 2275
- 2298 Basenpaare entdeckt, die 656 und 657 Aminosduren entsprechen. Kusche et al.
(2003) nahmen eine konstante Evolutionsrate an und konnten so zuriickrechnen, dass die
vier Himocyaninuntereinheiten vor rund 25 Millionen Jahren aus einem Gen entstanden.
Ihren weiteren Berechnungen zufolge trennten sich das a-Typ Hamocyanin von Palinurus
elephas und Panulirus interruptus vor ca. 100 Millionen Jahren (Kusche et al., 2003).
Dem widersprechen frithere Schéitzungen aufgrund fossiler Funde. So nahmen Phillips
et al. (1980) eine getrennte Weiterentwicklung der beiden Gattungen vor ca. 20 Millionen

Jahren an.

Das Hamocyanin als Sauerstofftransportpigment dient in erster Linie dazu, die ausrei-
chende Sauerstoffversorgung der Gewebe zu gewihrleisten. Bei erhohter Stoffwechselak-
tivitdt der Gewebe kann der Sauerstoffbedarf kurzfristig gesteigert sein. Biotopbedingte
Verédnderungen konnen zudem zu Sauerstoffmangelsituationen fithren. Die ausreichende
Sauerstoffversorgung kann durch Erhéhung der Himocyaninkonzentration in der Himo-
lymphe, durch Auftreten von Iso-Formen mit anderen Sauerstoffbindungseigenschaften
und durch Anlagerung allosterischer Effektoren, die die Sauerstoffaffinitit beeinflussen,
reguliert werden. So erhdhen L-Laktat (Truchot, 1980), Urat (Morris et al., 1985), Mg?*-,



Ca?*- und Cl -Ionen (Bonaventura und Bonaventura, 1980) die Sauerstoffaffinitiit des
Hémocyanins, Protonen hingegen verringern sie (Mangum, 1983). Letzteres ist beim Hé-
moglobin als Bohr-Effekt beschrieben worden (Bohr, 1904a,b). In 1926 wurde erstmals der
Einfluss von Ionen auf die Sauerstoffaffinitit des Crustaceenhdmocyanins durch Hogben
beobachtet. Er bestétigte den Bohr-Effekt auch fiir das Crustaceenhimocyanin (Hogben,
1926). Larimer und Riggs (1964) griffen den Ioneneinfluss auf die Sauerstoffaffinitét des
Hémocyanins wieder auf und zeigten am Flusskrebs Procambarus simulans, dass die Er-
hohung der Ca?"- oder Mg**-Ionenkonzentration die Verminderung des Halbsittigungs-
drucks (Pgp) zur Folge hat. Truchot (1975) untermauerte mit seinen Versuchen dieses
Ergebnis. Er zeigte zudem, dass mit Erhohung der Mg?*-Tonenkonzentration gleichzei-
tig der Bohr-Effekt beim Hamocyanin der Strandkrabbe Carcinus maenas erhéht wur-
de. Der fiir die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins positive Ca?*-Toneneffekt wurde in
den folgenden Jahren bei diversen Crustaceenarten bestétigt (Brouwer et al., 1978; Bo-
naventura und Bonaventura, 1980). Beim Dohlenkrebs Austropotamobius pallipes wurde
festgestellt, dass bei Erhohung der Ca?*-Ionenkonzentration die durch Urat induzierte
Affinitdtserh6hung vermindert wurde (Morris und Bridges, 1986). Gleiches wurde fiir den
Laktateffekt bei Austropotamobius pallipes festgestellt (Bridges und Morris, 1986). Dieser
Effekt konnte jedoch nicht verallgemeinert werden, so hatte eine Verinderung der Ca?*-
Ionenkonzentration im Hdmocyanin der kleinen Felsengarnele Palaemon elegans keine
Auswirkungen auf die durch Laktat induzierte Affinitdtserh6hung. Kuiper et al. (1979)
beobachteten am Héamocyanin der Kalifornischen Languste (Panulirus interruptus), dass
die Ca*"-Ionen zwei verschiedene Bindungsplatztypen einnehmen. Dies wurde von Anders-
son et al. (1982) bestétigt. Zudem folgerten Andersson et al. (1982) aus ihren Versuchen
mit dem Hiamocyanin von Panulirus interruptus, dass die divalenten Kationen Ca?* und

Mg?* um dieselben Bindungspliitze konkurrieren.

Als ein weiterer affinitétssteigernder Faktor des Himocyanins wurde Urat, das Anion
der Harnsdure und Metabolit des Purinstoffwechsels, erstmals von Morris et al. (1985)
beim Dohlenkrebs Austropotamobius pallipes beschrieben. Studien mit dem Hamocya-
nin weiterer Crustaceenarten verallgemeinerten die Rolle des Urats als Modulator der
Sauerstoffaffinitat (Morris und Bridges, 1986; Lallier et al., 1987; Bridges, 1990). So wird
beim Abbau von Purinbasen im katabolen Stoffwechsel dekapoder Krebse das heterocycli-
sche Ringsystem zunehmend oxidiert. Hierbei entsteht Urat durch Oxidation von Xanthin
durch die Xanthinoxidase. Die anschliefende Oxidation des Urats durch die Uricase fiihrt
zur Offnung des Purinringes wobei Allantoin entsteht. Die Uricase ist jedoch nur aktiv,
wenn ausreichend molekularer Sauerstoff zur Verfiigung steht, den sie als Co-Substrat
benoétigt. In Sauerstoffmangelsituationen kann demgemifs eine Akkumulation von Urat
in der Hamolymphe beobachtet werden (Dykens, 1991). Zeis et al. (1992) untersuchten
die spezifischen Effekte von L-Laktat und Urat mittels Gleichgewichtsdialyse am Ha-

mocyanin des Européischen Hummers (Homarus vulgaris). Auch sie beobachteten einen



6 1. EINLEITUNG

Anstieg der Sauerstoffaffinitat bei Erh6hung der L-Laktat- oder Uratkonzentration, wobei
gleichzeitig die Kooperativitdt der Sauerstoffbindung vermindert wurde. Die spezifischen
Bindungsstellen fiir Urat und fiir L-Laktat am Himocyanin von Homarus vulgaris wurden
von Nies et al. (1992) charakterisiert. Die allosterischen Effektoren nehmen unterschied-
liche Bindungsplitze ein und weisen beide eine Stochiometrie von zwei auf. Anhand von
Verdringungsexperimenten mit Allantoin, Koffein und Hypoxanthin konnte festgestellt
werden, dass das Purinringsystem fiir die Uratbindung an das Himocyanin essentiell ist.
Bindungsstudien, die bei unterschiedlichen Temperaturen mit dem Hadmocyanin des Eu-
ropaischen Hummers durchgefiihrt wurden, ergaben, dass die Sauerstoffaffinitdt und der
Urateffekt bei erh6hter Temperatur abnehmen (Zeis, 1994). In 2000 wurde die Stéchiome-
trie der Uratbindung bei Homarus vulgaris von Menze et al. (2000) iiber kalorimetrische
Experimente bestétigt. Hierauf basierend wurde 2005 ein erweitertes Bindungsmodell mit
zwei unterschiedlichen Bindungsplatztypen fiir die Bindung des Urats an das Himocyanin
des Européischen Hummers erarbeitet (Menze et al., 2005). Pott (2006) betrachtete den
Einfluss der Temperatur auf die Sauerstoff- und Effektorbindung an das Himocyanin von
Homarus vulgaris und beschrieb die Bindungsstelle des Urats iiber Sauerstoffbindungs-
und thermodynamische Studien anhand von artifiziellen Effektoren. Sie zeigte, dass der
Urateffekt nur bei hohen Temperaturen fiir die Sauerstoffversorgung der Gewebe von Be-

deutung ist.

Generell kann zwischen homotroper und heterotroper Interaktion von Liganden unter-
schieden werden. Beeinflussen sich die gleichen Effektoren in der Besetzung ihrer Bin-
dungsstellen am Makromolekiil, wird dies als homotrop bezeichnet. Ein heterotroper Ef-
fekt liegt vor, wenn unterschiedliche Liganden bei Besetzung ihrer Bindungsstellen am
Makromolekiil interagieren. Die Auswirkung, welche die Bindung eines Liganden auf die
Bindung eines weiteren Liganden an ein Makromolekiil hat, wurde erstmals bei Studien
mit Sauerstoff und Hamoglobin beschrieben. Bohr et al. (1904) untersuchten die Sauer-
stoffbindung am Hundeblut. Sie erhielten eine S-formige Séttigungskurve, die als Hinweis
auf eine Bindung mit positiver Kooperativitét interpretiert wurde. Adair (1925) beschrieb
die Bindung des Sauerstoffs an das Hadmoglobin iiber vier sukzessive Reaktionsschritte
anhand der ”Adair-Gleichung”. Die molekulare Grundlage der kooperativen Sauerstoff-
bindung konnte hierdurch jedoch nicht aufgeklirt werden. In 1948 versuchte Wyman, die
von Bohr und seinen Kollegen festgestellte, kooperative Bindung des Sauerstoffs an das
Hamoglobin dadurch zu erkldren, dass er eine ligandeninduzierte Strukturverinderung
vorschlug (Wyman, 1948). Der Begriff allosterisch wurde 1961 von Monod und Jacob ein-
gefithrt, um den weitreichenden Effekt einer Aktivatorbindung auf die Reaktivitéit eines
an entfernter Stelle befindlichen Enzymsubstratkomplexes im Makromolekiil zu beschrei-
ben (Monod und Jacob, 1961). Monod et al. (1963) entwickelten hierauf basierend die
Idee, dass die Ligandenbindung eine Konformationsverianderung auslost und nannten dies

eine allosterische Transition. Bei Riickgingigmachung der Bindung wiirde die urspriingli-



che Form wieder hergestellt. Eine Vertiefung des allosterischen Konzepts gelang Monod,

Wyman und Changeux in 1965.

Zum besseren Verstindnis des Zusammenhangs von Struktur und Funktion respiratori-
scher Proteine entwickelten Monod et al. (1965) ein Modell der allosterischen Interaktio-
nen, das MWC-Modell. Entsprechend dieser Modellvorstellung kann das Makromolekiil
in zwei Konformationen vorliegen, dem R- und dem 7T-Zustand. Die Basis der homo-
tropen und heterotropen Interaktion ist die bevorzugte Bindung des Effektors an eine
bestimmte Konformation. Die Sauerstoffbindungskurven, die mit komplexen Makromole-
kiilen wie z.B. dem Hadmoglobin oder dem Hémocyanin, aufgenommen wurden, konnten
mit dem MWC-Modell jedoch nicht immer befriedigend interpretiert werden. Daher wur-
den auf der Grundlage des einfachen allosterischen Modells neue Modellvorstellungen
entwickelt. So entstand das Three-State-MWC-Modell, erstmals von Minton und Imai
(1974) bei der Interpretation der Sauerstoffbindung des Himoglobins unter Einfluss von
2,3-Diphosphoglycerat, H"- und Cl™-Ionen angewandt. Dieses Modell geht von drei ver-
schiedenen Konformationszustianden - R, T"und S -, in denen das Makromolekiil vorliegen
kann, aus. In 1985 iibertrugen Richey et al. das Three-State-MWC-Modell auf die Be-
schreibung der Sauerstoff- und Kohlenmonoxidbindung an das Himocyanin der Mangro-
ven Krabbe (Scylla serrata) und des Amerikanischen Hummers (Homarus americanus).
Eine nochmalige Erweiterung erfuhr das MWC-Modell durch die Arbeit von Robert et al.
(1987), die Sauerstoffbindungsstudien mit dem Hamocyanin der Vogelspinne (Eurypel-
ma californicum) und dem Amerikanischen Hummer durchfiihrten. Sie entwickelten das
Nested-MWC-Modell, in dem das Makromolekiil und zusétzlich auch ein Verbund phy-
siologisch aktiver Untereinheiten in jeweils zwei verschiedenen Konformationen vorliegen

konnen.

Zur thermodynamischen Charakterisierung des Zusammenspiels zwischen Makromolekiil
und Ligand kann die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) eingesetzt werden. In Kombi-
nation mit anderen Methoden, so z.B. mit Sauerstoffbindungsstudien, besteht zudem die
Moglichkeit, komplexere allosterische Interaktionen zu beschreiben. Mit der ITC kann an-
hand eines Versuchs die Anzahl der Bindungsplitze n, die Bindungskonstante K und die
Reaktionsenthalpie AHY bestimmt werden. Hierfiir werden die gemessenen Wirmesignale

integriert und iiber eine nichtlineare Regressionsanalyse ausgewertet. Bei Anwendung der
Gibbs-Helmholtz-Gleichung

AG® = AH’ — TAS? = —RTInK (1.1)

auf die bestimmten Parameter kann zusitzlich die freie Energie AG? und die Entropie
AS? der Ligandenbindung berechnet werden. R bezeichnet die Gaskonstante (8,314 - 1073
kJ mol~' K=1) und T die absolute Temperatur in Kelvin. Die zuverliissige Bestimmung der

Parameter aus den integrierten Wiarmetonungen ist vom Wiseman-Faktor, auch c-Wert
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genannt, abhingig (Wiseman et al., 1989). Dieser Wert bestimmt sich bei Anwendung des
einfachsten Bindungsmodells (Non-Interacting-Site-Modell, Kapitel 2.7.2) nach folgender
Gleichung:

¢ = nk[M,] (1.2)

M, bezeichnet die Makromolekiilkonzentration in der Reaktionskammer, k£ steht fiir die
mikroskopische Bindungskonstante und n ist die Anzahl der Bindungsplédtze. Nach Wi-
seman et al. (1989) sollte der ¢-Wert zwischen 1 und 1000 liegen, um aussagekriftige
Ergebnisse zu erzielen. Turnbull und Daranas (2003) hingegen zeigten, dass bei c-Werten
von 0,1 bis 1 durchaus auch prizise Bindungskonstanten berechnet werden, wenn die

Anzahl der Bindungsplédtze konstant gesetzt wird.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Bindung des Effektors Urat und der
divalenten Kationen Ca?" und Mg?" an das Himocyanin der Europiischen Languste
(Palinurus elephas). Bekannt ist, dass die divalenten Kationen Ca*" und Mg?*"™ die Sau-
erstoffaffinitit des Himocyanins beeinflussen. Die Bestimmung ihrer thermodynamischen
Bindungsparameter sollte Aufschliisse iiber die Art und Anzahl der Bindungsplétze geben.
Hierfiir wurden isotherme titrationskalorimetrische Untersuchungen mit in seine Unterein-
heiten zerfallenem monomeren Hamocyanin durchgefiihrt. Zudem wurden I'TC-Versuche
mit hexamerem Hamocyanin durchgefiihrt, was zum einen nur gegen Tris-Puffer und zum
anderen gegen mit Kationen angereichertem Tris-Puffer dialysiert wurde. Ein Vergleich
der Ergebnisse der thermodynamischen Untersuchungen sollte Hinweise auf das Zusam-
menspiel der divalenten Kationen geben. Der Einfluss von Ca?"- und Mg?*-Ionen auf
die Bindung von Sauerstoff an das Hamocyanin von Palinurus elephas wurde mit Hilfe

allosterischer Modellvorstellungen betrachtet.

Fiir die Charakterisierung der Uratbindungsstelle am Hémocyanin von Palinurus elephas
wurden thermodynamische Untersuchungen mit monomerem und hexamerem Hdmocya-
nin durchgefiihrt. Als Ligand wurde der natiirliche Modulator Urat und sein Strukturana-
logon Koffein eingesetzt. Koffein wurde als Modell-Ligand bei Untersuchungen mit dem
Hémocyanin von Homarus vulgaris schon haufiger verwandt (Menze, 2001; Menze et al.,
2005; Pott, 2006), da er eine hthere Bindungskonstante als Urat besitzt und mit Urat um
die Bindungsstelle am Hdmocyanin konkurriert (Zeis, 1994; Menze, 2001). Die Eignung
von Koffein als Modell-Ligand auch fiir das Himocyanin der Européischen Languste wur-
de tiberpriift. Anhand allosterischer Modellvorstellungen wurde die Auswirkung der Urat-
und Koffeinbindung auf die Bindung von Sauerstoff an das Himocyanin von Palinurus
elephas charakterisiert. Da nach Menze et al. (2005) verschiedene Molekiilkonformationen
unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen dominieren, wurden zusétzlich zu den
Sauerstoffbindungskurven die thermodynamischen Bindungsparameter unter normoxisch-

en und hypoxischen Bedingungen bestimmt. Abschlieffend wurden die unterschiedlichen



Ergebnisse fiir Urat und fiir die divalenten Kationen Ca?* und Mg?* unter physiologischen
Gesichtspunkten betrachtet.
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Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Tiere der Art Palinurus elephas (Fabricius,1787) wurden bei ortsanséssigen Grofhind-
lern in Diisseldorf und Roscoff gekauft (Geb. Nikolaou GmbH, Diisseldorf und Le Viviers,
Roscoff, Frankreich). Die Tiere wurden in einem Seewasser-Aquarium bei 15 + 1°C und
einer Dichte von 1,026 gcm ™3 die mit Meersalz (Wiegandt, Krefeld) eingestellt wurde,
gehéltert. Der pH-Wert des Seewassers lag bei 7,8 £ 0,1. Die Langusten erhielten einmal
wochentlich Tintenfisch und sporadisch Miesmuscheln und Austern. Das durchschnittli-
che Gewicht der Tiere betrug 2000 g £+ 500 g. Ihr Geschlecht blieb bei der Auswertung

unberiicksichtigt.

2.2 Gewinnung von Hamocyanin

Das Gelenkhiutchen an der Basis des dritten Peraeopoden wurde zur Entnahme von 20
- 25 ml Hamolymphe mit einer eisgekiihlten 10 ml Einmalspritze punktiert. Anschliefsend
konnte die Himolymphe bei Raumtemperatur gerinnen. Die geronnene Himolymphe wur-
de mit Hilfe einer Schere zerkleinert und fiir 17 min bei 170000 g und 4 °C zentrifugiert
(Sorvall Ultra Pro 80, DuPont, Bad Homburg) um Zelltriimmer, denaturierte Proteine
und Gerinnungsfaktoren zu entfernen. Der Uberstand wurde iiber Nacht bei 4 °C gegen
Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI1, 150 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl, pH 8,0 einge-
stellt bei 20 °C) dialysiert (Dialyseschlauche von Medicell, London). Anschliefsend wurde
fiir 6 Stunden 30 min bei 170000 g und 4 °C zentrifugiert (Sorvall Ultra Pro 80, DuPont,
Bad Homburg). Hierdurch wurde das aus hexameren Aggregaten mit einem apparenten
Molekulargewicht von 450 kDa (S50,w = 16,4 S) bestehende Hamocyanin sedimentiert
(Eriksson-Quensel und Svedberg, 1936). Das Pellet wurde in dem zuvor schon erwéhn-

ten Tris-Puffer resuspendiert und gegen den jeweiligen im folgenden Versuch gewiinschten

11
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Puffer dialysiert (siehe Kapitel 2.5 und 2.6). Die in den einzelnen Versuchen eingesetz-
te Gesamtproteinkonzentration in der Himocyaninlésung wurde photometrisch aus der
Extinktion bei A = 280 nm (¢ = 1,42 cm? mg™!), dem Absorptionsmaximum der aroma-
tischen Aminosduren der Proteine, berechnet. Die Himocyaninkonzentration bestimmte
sich aus der optischen Absorption bei A = 334 nm und einem Extinktionskoeffizienten von
0,269 cm? mg~! fiir sauerstoffgesiittigte Himocyaninmolekiile (Nickerson und van Holde,
1971). Hierfiir wurden die Proben auf eine im linearen Bereich des Lambert-Beerschen-
Gesetzes liegenden Absorption (E<1) mit Probenpuffer (pH 8,0) verdiinnt und im Wel-
lenléngenbereich von 245 - 450 nm gegen den Probenpuffer als Referenz gemessen (Uvikon
941, Kontron, Miinchen). Das Verhéltnis der Absorption bei A = 280 nm zur Absorption
bei A — 334 nm wurde als Maf fiir die Reinheit des Himocyanins herangezogen (Markl
et al., 1979). Bei einem Quotienten zwischen 4,5 und 5,0 lag das Himocyanin zu 100 % als
hexameres Aggregat und bei einem Quotienten von 5,8 bis 6.0 lag es zu 95 % als Monomer

und zu 5 % als Hexamer vor.

2.3 Aggregationszustand des Himocyanins

Mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie wurde die prozentuale Zusammensetzung
des Himocyanins an monomeren Untereinheiten und hexameren Aggregaten bestimmt.
Dies erfolgte vor Beginn eines jeden Versuches, um zu gewéhrleisten, dass die tatséchli-
che Zusammensetzung der Pigmentldsung auch der gewiinschten entsprach. Hierzu wurde
eine Superose-6-HR-Séule (GE Healthcare, Miinchen) an ein AKTA Chromatographie-
system (GE Healthcare, Miinchen) angeschlossen. Das Probenvolumen betrug 50 ul und
die Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Probe lag bei ca. 1 mg. Die Sidule wurde
mit dem jeweiligen Probenpuffer equilibriert (vgl. Kapitel 2.5 und 2.6) und die Probe mit
diesem Puffer bei einer Flussrate von 0,3 ml min~! eluiert. Die Absorption der Durchfluss-
16sung wurde bei den Wellenldngen 280 nm und 334 nm aufgezeichnet (siehe Kapitel 2.2).
Der prozentuale Anteil an monomerem und hexamerem Hamocyanin in der jeweiligen
Probe wurde rechnergestiitzt iiber das Computerprogramm Unicorn 3.0 (GE Healthcare,
Miinchen) aus der Peakfliche integriert. Zur Molekulargewichtskalibrierung dienten die
Markerproteine Ovalbumin (M, 45000), Aldolase (M, 158000), Katalase (M, 232000)
Ferritin (M, 440000) und Thyreoglobulin (M, 669000).

3

Zur Uberpriifung des Aggregationszustandes des nativen Himocyanins wurde die Hé-
molymphe nach Entnahme direkt fiir 15 min bei 4 °C und 27000 g zentrifugiert (Sorvall
RC 28S, DuPont, Bad Homburg), um Coelomocyten und eventuell vorhandene Zelltriim-
mer zu pelletieren. Die Himocyaninprobe wurde mit 100 mM Tris/HCL-Puffer (150 mM
NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgCl, pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) so verdiinnt, dass die
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eingesetzte Gesamtproteinkonzentration zwischen 0,5 und 1 mg lag. Der Tris/HCIl-Puffer

diente als Elutionspuffer.

Der Zerfall der hexameren Komplexe kann iiber Dialysen der Himocyaninlosung gegen
Puffer ohne Salzionen im alkalischen pH-Bereich bewirkt werden (van Holde und Miller,
1995). Zur Herstellung monomerer Hémocyaninlésungen wurde daher das nach der letz-
ten priaparativen Zentrifugation resuspendierte Pellet gegen 20 mM Glycin/NaOH-Puffer
(pH 9,5 eingestellt bei 20 °C) unter Zugabe von 10 mM EDTA dialysiert. Die Beigabe
des Chelatbildners sollte sicherstellen, dass auch alle in der Losung befindlichen Ca?*-
und Mg?*-Tonen gebunden wurden (Stocker et al., 1988). Vor endgiiltiger Versuchsdurch-
fithrung wurde eine weitere Dialyse gegen 20 mM bzw. 100 mM Glycin/NaOH (pH 9,5
eingestellt bei 20 °C) ohne EDTA durchgefiihrt, um einen eventuellen Einfluss des Che-
latbildners auf das Versuchsergebnis ausschliefsen zu konnen. Fiir die Versuche, in denen
hexamere Himocyaninlosungen eingesetzt wurden, erfolgte eine Dialyse des nach der letz-
ten préiparativen Zentrifugation resuspendierten Pellets gegen die in Kapitel 2.5 und 2.6

aufgefiihrten Tris-Puffer.

2.4 SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese

Zur Bestimmung der Anzahl der unterschiedlichen Monomeruntereinheiten und zu deren
Grofkenbestimmung wurde eine SDS-Disk-Elektrophorese nach Laemmli (1970) durchge-
fithrt. Fiir das Sammel- und das Trenngel wurde das urspriinglich von Davis (1964) und
Ornstein (1964) entwickelte alkalische Puffer-Gel-System eingesetzt. Das 4 %ige Sammel-
gel enthielt 0,125 mol 17! Tris/HCI (pH 6,8) und 10 % SDS. Fiir das Trenngel wurde eine
7,5 %ige Vernetzung gewihlt, es enthielt 0,375 mol 17! Tris/HCI1 (pH 8,8) und 10 % SDS.
Sowohl das Sammelgel als auch das Trenngel wiesen eine 3 %ige Quervernetzung auf.
Sammel- und Trenngel wurden mit gebrauchsfertigen Acrylamid- und Bisacrylamidlosun-
gen (Roth, Karlsruhe) hergestellt und auf einen Trégerfilm "Gelbond PAG-Film"(GE He-
althcare, Miinchen) gegossen. Als Elektrodenpuffer diente 50 mM Glycin/NaOH (pH 9,6)
mit 1 mM EDTA und 0,1 % SDS. Die Proben wurden iiber Nacht gegen den Elektroden-
puffer dialysiert. Der Probenpuffer enthielt 0,062 mol 17 Tris/HCI mit pH 6,8, 20 % (v/v)
Glycerin, 0,05 % (w/v) Bromphenolblau, 5 % Mercaptoethanol und 2 % SDS. Hiermit
wurden die Proben 1:4 verdiinnt und fiir eine Stunde bei 60 °C erhitzt. Jeweils 10 ul
Probe wurde auf das Gel aufgetragen. Es wurde das horizontale Elektrophoresesystem
Multiphor II (GE Healthcare, Miinchen) eingesetzt. Der molekulare Grofenmarker der
Firma Invitrogen (BenchMark Protein Ladder) wurde auf das Gel mit aufgetragen. Er
enthielt kiinstliche Proteine in den Gréfsen 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 160 und 220 kDa. Das Gel wurde wiahrend der Versuchsdauer mittels eines zur Ap-
paratur gehorenden Kiihlaggregates auf 15 °C gekiihlt. Bei einer Spannung von 300 V
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wurden die Proben fiir ca. 1 Stunde im Sammelgel konzentriert, um anschliefend bei
einer Spannung von 600 V im Trenngel fiir ca. 2 Stunden aufgetrennt zu werden. Die
getrennten Proteinbanden wurden durch eine Coomassie Brillant Blue R Firbung sicht-
bar gemacht. Hierzu wurde das Gel zuerst in eine 20 %ige TCA-Losung gelegt, um die
Proteine auszufillen, anschlieftend wurde die TCA-L6sung durch eine ca. 50 °C warme
Coomassie-Losung (0,02 % (w/v) PhastGel Blue R (Coomassie R 350), 10 % (v/v) Essig-
sdure) fiir 60 Minuten angefirbt. Die Hintergrundfirbung konnte mit 10 %iger Essigsdure

(v/v) entfernt werden.

2.5 Sauerstofftbindungsstudien

Die Sauerstoffbindungsstudien wurden in einer Diffusionskammer nach der Methode von
Sick und Gersonde (1969) modifiziert nach Lykkeboe und Johansen (1975), Bridges et al.
(1979) und Bridges et al. (1984) durchgefiihrt. 10 ul einer 60 - 70 gmolaren Hamocyanin-
probe wurden auf einen Objekttrager gegeben und in den Strahlengang eines Photometers
(Photometer 1101 M, Eppendorf, Kéln) gefiihrt. Die Probe wurde anschlieffend mit einem
wasserdampfgesittigten Gasstrom, der aus variablen Anteilen von Ny, Oy (Messer Gries-
heim, Frankfurt) und Luft, deren Wasserdampf- und COq-Anteil zuvor absorbiert wurde,
equilibriert. Uber Gasmischpumpen (Wésthoff, Bochum) wurde die Zusammensetzung des
Gasstroms variiert. Die Messungen erfolgten bei 20 °C. Die Extinktionsdnderung der Lo-
sung, bewirkt durch die Verdnderung des Sauerstoffanteils im Gasstrom, wurde bei einer
Wellenldnge von 365 nm gemessen und im Verhéltnis zur maximalen Extinktionsdnderung
der Kalibrierung mit Stickstoff (vollstéindig desoxygeniertes Himocyanin) und Sauerstoff
(vollstandig oxygeniertes Himocyanin) gesetzt. Zur Untersuchung des Einflusses von Kof-
fein und Urat auf die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins von Palinurus elephas wurde
der Himocyaninlosung nach der letzten praparativen Zentrifugation 2 mM Koffein bzw.
2 mM Urat im Verhéltnis 1:1 zugegeben. Als Referenz diente die Himocyaninlésung nach
der letzten préaparativen Zentrifugation ohne Zugabe von Koffein oder Urat. Der Einfluss
der zweiwertigen Ionen Ca?t und Mg?* sowie des einwertigen Na*-Ions auf die Sauer-
stoffaffinitit des Himocyanins wurde mittels Himocyaninlosungen untersucht, die gegen
einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI mit pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) ohne und mit den
Tonen in verschiedenen Konzentrationen und Zusammensetzungen dialysiert wurden (sie-
he Tabelle 2.1). Des weiteren wurde die Sauerstoffaffinitdt von Hadmocyanin untersucht,
dessen hexamere Aggregate iiber Dialysen gegen Glycin-Puffer (20 mM Glycin/NaOH
pH 9,5 eingestellt bei 20 °C) in seine monomeren Untereinheiten zerfallen war. Und von
Hémocyanin dessen monomere Untereinheiten iiber Dialysen gegen Tris-Puffer (100 mM
Tris/HCI1 pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) und Tris-Puffer mit 150 mM NaCl, 20 mM CaCls,

20 mM MgCly wieder zu hexameren Aggregaten zusammengefiigt wurden.
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Tabelle 2.1: Numerische Auflistung der eingesetzten Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0 eingestellt bei
20 °C), gegen die das Himocyanin von Palinurus elephas vor Aufnahme der Sauerstoffbindungskurven
zur Untersuchung des Einflusses der zweiwertigen Kationen Ca?* und Mg?* und des einwertigen Na*-

Tons auf die Sauerstoffaffinitéit des Pigments, dialysiert wurde.

Puffer Puffer Puffer
1. Tris/HCI 2. Tris/HCI Tris/HCI
+ 20 mM CaCl, + 50 mM CaCl,
4. Tris/HCI 5. Tris/HCI Tris/HCI
+ 20 mM MgCly -+ 50 mM MgCly + 150 mM NaCl
7. Tris/HCI 8.  Tris/HCI Tris/HCI
+ 500 mM NaCl + 20 mM CaCl, + 20 mM CaCl,
+ 50 mM MgCl, + 500 mM NaCl
10.  Tris/HCI 11.  Tris/HCI

+ 20 mM C&Clg
+ 50 mM MgCly
+ 500 mM NaCl

+ 50 mM MgCly
+ 500 mM NaCl

2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die kalorimetrischen Experimente wurden mit einem VP-ITC Titrationskalorimeter (Mi-
croCal Inc., Northampton, MA) durchgefiihrt. In Abbildung 2.1 ist der schematische Auf-
bau der I'TC dargestellt. Das Titrationskalorimeter besteht aus zwei identischen Zellen,
einer Reaktions- und einer Referenzzelle, die in einem adiabatischen Schirm eingelassen
sind. Das jeweilige Zellvolumen betrigt 1,34 ml. Der adiabatische Schirm wird um 1 °C
unter die vorgegebene Versuchstemperatur gekiihlt. Um die Versuchstemperatur zu er-
reichen, wird beiden Zellen Wiarmeenergie zugefiihrt. Das System besitzt zwei getrennte
Heiz- und Thermoelemente, die zum einen den Temperaturunterschied zwischen den Zel-
len (AT;) und zum anderen zwischen den Zellen und dem adiabatischen Schirm (ATj)
messen und regeln. Die Referenzzelle ist mit hochreinem Wasser (Millipore, Eschborn)
gefiillt, in der Reaktionszelle befindet sich die zu untersuchende Makromolekiillosung. In
diese wird die Ligandenlosung mittels automatischer Dosiereinrichtung titriert, was zu
einer exothermen bzw. endothermen Reaktion fiihren kann. Um Reaktionszelle und Re-
ferenzzelle isotherm zu halten, muss der Reaktionszelle, entsprechend der Wérmebilanz
der Reaktion, mehr oder weniger Wérmeenergie zugefiihrt werden, als der Referenzzelle.
Diese Differenz wird vom Geriit als Wirmeenergie pro Zeiteinheit in pcal sec™! gemessen.
Da in der Reaktionszelle ein konstanter Druck herrscht, entspricht die Enthalpiebilanz
einer Reaktion ihrer Warmebilanz. Falls die Reaktion in der Reaktionszelle exotherm ist,
erhiilt diese eine geringere Wiarmeenergiezugabe als die Referenzzelle. Die I'TC zeigt dies
als negatives Signal an. Im umgekehrten Fall erhélt man ein positives Signal. Die Warme-
signale werden rechnergestiitzt integriert, wobei auf der Abszissenachse die Konzentration

an Ligand, die sich nach der jeweiligen Injektion in der Reaktionszelle befindet, im Ver-
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héltnis zur totalen Makromolekiilkonzentration aufgetragen wird. Auf der Ordinatenachse
werden die in pcal gemessenen Werte auf ein Mol Ligand bezogen und in kJ umgerechnet

aufgetragen.

Referenz- Reaktions-

zelle \v/
Adiabatischer Regulation der
Schirm Reaktionszelle

L

Regulation des
adiabatischen Schirms

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters. Reaktionszelle und Re-
ferenzzelle sind in einem adiabatischen Schirm eingelassen, der um 1 °C unter die Versuchstemperatur
gekiihlt wird. Beiden Zellen muss kontinuierlich Warmeenergie zugefiihrt werden, um die Versuchstempe-
ratur zu erreichen. Die automatische Injektion von Liganden in die das Makromolekiil enthaltene Reakti-
onszelle fithrt zu einer Anderung der freien Enthalpie, die durch eine entsprechend héhere oder niedrigere
Wairmezufuhr ausgeglichen wird. AT; — Temperaturunterschied zwischen Reaktionszelle und Referenz-
zelle. ATy = Temperaturunterschied zwischen dem adiabatischen Schirm und den eingelassenen Zellen.

Die Reaktionszelle wurde mit aufgereinigtem H&mocyanin in einer fiir den jeweiligen
Versuch optimalen Proteinkonzentration befiillt. Die Himocyaninlésung wurde zuvor ge-
gen den fiir den folgenden Versuch gewiinschten Puffer dialysiert und, wie auch die Li-
gandenlosung, in einem temperierten Vakuumentgaser (ThermoVac, MicroCal Inc., Nor-
thampton, MA) bei 20 °C entgast. In Tabelle 2.2 und 2.3 sind die eingesetzten Liganden,
die entsprechenden Himocyaninkonzentrationen, die dazugehorigen Dialysepuffer, die In-
jektionsanzahl und das Injektionsvolumen der einzelnen Versuche zusammengestellt. Die

Versuchstemperatur betrug bei allen Versuchen 20 °C.

Als Dialysepuffer fiir die Verdrdngungsversuche mit dem Liganden Urat wurde ein 100
mM Tris/HCl-Puffer (150 mM NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgCly, pH 8,0 eingestellt
bei 20 °C) verwandt. Drei Stunden vor Versuchsbeginn wurde die Himocyaninlosung mit
einer 2 mM Koffeinlosung 1 : 1 verdiinnt. Fiir die Verdriangungsversuche mit dem Liganden
Koffein wurde die Pigmentlosung gegen den zuvor erwédhnten Tris-Puffer dialysiert und

drei Stunden vor Versuchsbeginn mit einer 2 mM Uratlésung 1 : 1 verdiinnt.
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Tabelle 2.2: Tabellarische Auflistung der in den titrationskalorimetrischen Versuchen eingesetzten Ligan-
den und der jeweils eingesetzten Himocyaninkonzentration. Die Proteinlosung wurde vor dem Versuch
iiber Nacht gegen den aufgefithrten Puffer dialysiert. Zudem ist die Anzahl der Injektionen je Versuch
und das dazugehorige Volumen pro Injektion aufgefithrt. Der pH-Wert betrug bei allen aufgelisteten
Dialysepuffern 8,0, eingestellt bei 20 °C. Zur besseren Ubersicht wurden die Liganden in Gruppen zu-
sammengefasst (1. Spalte).

Gruppe  Ligand Hamocya- Dialysepuffer Injektion Injektions-
ninkonz. (Anz.)  volumen
|M] |

a 2 mM Koffein 60 100 mM Tris/HCI + 150 25 10

2 mM Urat 60 mM NaCl + 20 mM 25 10
CaCly + 20 mM MgCl,
b 2 mM Koffein 60 Verdrangungsversuche, 25 10
2 mM Urat 60 Erlduterung siehe Text 25 10
c 120 mM CaCl, 130 . 50 5
120 mM MgCl, 130 100 mM Tris/HCl 50 5
d 120 mM MgCl, 130 100 mM Tris/HCI 50 5
+ 20 mM CaCly;
120 mM MgCl, 130 100 mM Tris/HCI 50 )
+ 500 mM NaCl;
120 mM MgCl, 130 100 mM Tris/HCI 50 5
+ 20 mM CaCl,
+ 500 mM NaCl;
e 10 mM CaCl, 80 100 mM Tris/HCI 25 10
+ 50 mM MgCls;
10 mM CaCl, 80 100 mM Tris/HCI 25 10
+ 500 mM Na(Cl;
10 mM CacCl, 80 100 mM Tris/HCI 25 10

+ 50 mM MgCl,
+ 500 mM NaCl;

Zusétzlich zu den in den Tabellen aufgefiihrten ITC-Versuchen wurde eine 680 pM Ha-
mocyaninlosung gegen einen 100 mM Glycin/NaOH-Puffer (pH 9,5, eingestellt bei 20 °C)
iiber Nacht dialysiert. Im Unterschied zu den in den Tabellen aufgezidhlten Versuchen
wurde die Proteinldsung anschlieffend in den Injektor gefiillt. In die Reaktionszelle wurde
ein Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0, eingestellt bei 20 °C) gegeben. Die Himocya-

ninlosung wurde mit 125 Injektionen zu je 2 ul in den Tris-Puffer titriert.

Die Injektionsdauer betrug bei allen Versuchen 20 s. Das Zeitintervall zwischen den ein-
zelnen Injektionen betrug, abhéingig von der Stirke des Wiarmesignals, zwischen 250 und
450 Sekunden. Die Injektionsspritze rotierte mit 310 Umdrehungen pro Minute, um ei-
ne optimale Durchmischung des Reaktionsgemisches zu gewihrleisten. Die integrierten
Wairmesignale wurden um die Verdiinnungswérme, erzeugt durch Titration des jeweiligen

Puffers in die Himocyaninlésung und der Ligandenlésung in den jeweiligen Puffer, abziig-
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Tabelle 2.3: Tabellarische Auflistung der in den titrationskalorimetrischen Versuchen eingesetzten Ligan-
den und der jeweils eingesetzten Himocyaninkonzentration. Die Proteinlosung wurde vor dem Versuch
iiber Nacht gegen den aufgefithrten Puffer dialysiert. Zudem ist die Anzahl der Injektionen je Versuch
und das dazugehorige Volumen pro Injektion aufgefithrt. Der pH-Wert betrug bei allen aufgelisteten
Dialysepuffern 9.5, eingestellt bei 20 °C.

Ligand Hémocya- Dialysepuffer Injektion Injektions-
ninkonz. (Anz.)  volumen
[1M] ]
200 mM MgCl, 680 . 125 2
200 mM CaCl, 6o 100 mM Glyein/NaOH 131 0,5-2
2 mM Koffein 400 . 25 10
5 mM Urat 400 100 mM Glycin/NaOH 55 10

lich der Temperaturunterschiede zwischen Reaktionszelle und Injektionsspritze (Titration

von Puffer in Puffer), korrigiert.

Die isothermen titrationskalorimetrischen Versuche wurden auch unter hypoxischen Be-
dingungen nach Menze (2001) durchgefiihrt. Zur Messung unter hypoxischen Bedingun-
gen befand sich das VP-ITC Titrationskalorimeter in einem geschlossenen Versuchszelt
(Glovebag, Roth, Karlsruhe), dem kontinuierlich Stickstoff zugefiihrt wurde. Der Sauer-
stoffgehalt im Zelt wurde mit Hilfe eines Oxymeters (GMH 3691, Greisinger, Regenstauf)
bestimmt. Der Stickstoffeinstrom ins Zelt konnte mit einem Nadelventil kontrolliert wer-
den. Bei einem Sauerstoffgehalt von Poy, < 1 Torr wurden die I'TC-Versuche gestartet
und durchgefiihrt. Die Liganden- und Hamocyaninlésungen wurden vor Versuchsbeginn
auferhalb des Versuchszeltes fiir 1,5 Stunden in einem Tonometer bei 17 °C mit Stickstoff
begast. Anschliefend wurden die Losungen unter Zuhilfenahme von mit Stickstoff gespiil-
ten, gasdichten Spritzen (Hamilton, Reno, NV) in das Versuchszelt iiberfiihrt. Zu diesem
Zeitpunkt lag der Sauerstoffanteil im Zelt unter 0,3 %. Die Liganden- und Hamocyanin-
l16sungen wurden in einem im Zelt befindlichen Vakuumentgaser (ThermoVac, MicroCal
Inc., Northampton, MA) fiir 35 min bei 20 °C entgast, bevor sie in die Reaktionszelle
bzw. Injektionsspritze des Titrationskalorimeters iiberfiihrt wurden. Die Reaktionszelle
war zuvor fiir mindestens 1,5 Stunden mit Stickstoff mittels der gerédteeigenen Messzell-

spiilvorrichtung durchspiilt worden.

2.7 Analyse der Bindungskurven

2.7.1 Sauerstoffbindung

Die Sauerstoffbindungskurven wurden anhand des MWC-Modells und des Three-State-
MWC-Modells mit dem Computerprogramm Sigma Plot 9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL)

ausgewertet. Fiir jedes Modell existiert ein spezifisches Bindungspolynom P durch dessen
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logarithmischer Ableitung in Abhéingigkeit der Ligandenkonzentration = die Sauerstoff-
bindungskurve beschrieben werden kann:

< Oln P o or '

Olnx POz

X bezeichnet die absolute Sittigung. Zur Bestimmung der relativen Sittigung X, einer

(2.1)

Bindung muss zusétzlich die Anzahl der Bindungsplétze n beriicksichtigt werden,
< — Jln P

T

 ndlnx’ (2.2)

Um experimentelle Unregelméfigkeiten beim anfinglichen und endgiiltigen Séttigungsni-
veau einzubeziehen, wurden die Parameter F,, fiir die anfingliche und Fj, fiir die endgiil-
tige Sattigung eingefiihrt. Im Idealfall wiare F,, — 0 und Fj;, — 1. Bei der Regression der

Messdaten X ,,, wurde eine Abweichungen vom Idealwert in Hohe von 3 % zugelassen.
7reg - (Fﬁn - }Wan)7 + Fan. (23)

Die Analyse der Sauerstoffbindungskurven erfolgte mit der Levenberg-Marquardt-Routine
des Computerprogramms Sigma Plot 9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Zum Vergleich der
beiden Modelle wurde die Giite der jeweiligen Approximation an die Messung mit
2 2 (X = Xo)?
= 2.4
X e (2.4)

bestimmt. X ., ist der gemessene Sittigungsgrad, X ., der nach dem jeweiligen Modell

berechnete Séittigungsgrad und F'G bezeichnet den Freiheitsgrad der Regression. Der Frei-
heitsgrad berechnet sich aus der Differenz der Anzahl der Datenpunkte und der Anzahl

der freien Parameter des jeweiligen Modells.

MWC-Modell

Das MWC-Modell nach Monod et al. (1965) ist die einfachste Form eines allosterischen
Modells. Es wird davon ausgegangen, dass lediglich zwei allosterische Formen R,,,. und
T, .. existieren, wobei die R,.,.-Form die Referenzform ist. Die Ligandenbindung an beide
Formen erfolgt an unabhéngigen aber identischen Bindungsplédtzen, deren Affinitat nur
von der jeweils vorliegenden allosterischen Form bestimmt wird. Die Gleichgewichtskon-
stante L _ fiir den ungebundenen Zustand, d.h. fiir den Zustand in dem weder Sauerstoff

noch ein Effektor gebunden ist, lautet

T° ]
LO — [ mwc 2 . 5
mwc [R ? ( )

lan]

wobei [T | und |R?__ | die Konzentration der jeweiligen ligandenfreien allosterischen Form

mwc

bezeichnet. Das allgemeine Bindungspolynom fiir die Bindung von Sauerstoff und der
Effektoren wird durch

P(f\fl - Q%lmwg Pgll]wg + Lg)wc Q?mwc Pu (2 ° 6)

mwc
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beschrieben. Die Untereinheiten pro Oligomer werden durch w beriicksichtigt. Da das
Hamocyanin der Européischen Languste zu 100 % aus hexameren Zusammenschliissen
besteht, wird u = 6 gesetzt. Die Anzahl der identischen Bindungsstellen des Effektors pro
allosterischer Untereinheit wird mit m bezeichnet. Das Bindungspolynom des Effektors

wird durch

Q=1+ k?fy (2.7)
und das des Sauerstoffs durch
P =1+k$*x (2.8)

mit 3 = R,.. und T,,. charakterisiert. Die Bindungskonstanten k:zf und ng sind die
Sauerstoff- und Effektorbindungskonstanten der jeweiligen Konformation. Der Sauerstoff-
partialdruck wird iiber  und die Effektorkonzentration iiber y beriicksichtigt. Unter der
Voraussetzung, dass die Effektorkonzentration wiahrend der Sauerstoffbindung nicht vari-

iert, ergibt sich ein vereinfachtes Bindungspolynom (Menze et al., 2005)

Py =Py 4+ L PE (2.9)

mwc me(‘, :

Die allosterische Gleichgewichtskonstante L¢" ~wird durch einen potentiellen Effektor ge-

malk
L =10 Wer (2.10)

mwc mwc ’EUWC

beeinflusst. Durch den Faktor W' wird der Einfluss des Effektors auf die Sauerstoffbin-
dung beriicksichtigt. Wenn davon ausgegangen wird, dass m identische Bindungsplitze

pro allosterischer Untereinheit existieren, dann berechnet sich Wi —aus

(14 k7, 9"
Wef? — mwc . 211
Tinwe (1 + k.gfmwcy)m ( )

Die jeweilige Konformationsverteilung der allosterischen Untereinheiten kann durch die

entsprechende Gleichgewichtskonstante und Formel 2.8 mit

U LeH Pu
fro. = Ifmwc . = ;D—me (2.12)

mwc mwc

berechnet werden.

Three-State-MWC-Modell

Das Three-State-MWC-Modell geht im Unterschied zum MWC-Modell davon aus, dass die
allosterischen Untereinheiten drei unterschiedliche Konformationen S,, 7, und R, anneh-
men kénnen (Minton und Imai, 1974; Richey et al., 1985). Eine allosterische Untereinheit
ist eine Gruppe von n Monomeren eines Oligomers, die immer in dergleichen Konforma-
tion unter spezifischen Bedingungen vorliegen (Monod et al., 1965). Die drei Konforma-

tionen befinden sich wie die zwei Konformationen des MWC-Modells im Gleichgewicht
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zueinander. Die Gleichgewichte werden iiber die Gleichgewichtskonstanten L%, und L,
beschrieben. . .
[Ss] 0 _ [T3]
(RO [RY)
RY stellt die Referenzform dar. [SY], [TY] und [R?] bezeichnen die Konzentrationen der

einzelnen Konformationen ohne jegliche Ligandenbindung, d.h. ohne Sauerstoff- und Ef-

LY = (2.13)

fektorbindung. Das allgemeine Bindungspolynom fiir die Bindung von Sauerstoff und der

Effektoren ergibt sich aus
P(;Z;l = Q}%PE?) + Lg3le:«}Pg3 + L%sQ%P%Ls (214)

u bezeichnet die Anzahl der Untereinheiten pro Oligomer. Im Falle von Palinurus ele-
phas ist u = 6, da das Himocyanin zu 100 % aus hexameren Assoziaten besteht. m ist
die Anzahl der identischen Effektorbindungsstellen pro allosterischer Untereinheit. Das

Bindungspolynom des Effektors wird durch

Qu=1+ky (2.15)
und das des Sauerstoffs durch
P, =14+ k% (2.16)

mit o = R,, S;, T, charakterisiert. Die spezifischen Affinitdten der Sauerstoff- und Ef-
fektorbindungen der jeweiligen Konformation werden durch die Bindungskonstanten k¢*
und k92 beschrieben. Uber die Variable x wird der Sauerstoffpartialdruck und iiber y
die Effektorkonzentration beriicksichtigt. Unter der Voraussetzung, dass der Effektor die

Sauerstoffbindung konstant beeinflusst, ergibt sich das vereinfachte Bindungspolynom
P, = Py, + L§ Pg, + L7, Pr,. (2.17)

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten Lg und LF, werden durch den Effektor wie

folgt beeinflusst:

Lg, = Lg,Wg,; (2.18)
L = L, Wit (2.19)

Der Einfluss des Effektors auf die Sauerstoffbindung wird durch die Faktoren Wg' und
Wi charakterisiert. Dabei wird von dem einfachsten Bindungsmodell ausgegangen, in
dem m identische Bindungsplitze pro allosterischer Untereinheit existieren. Die Faktoren

W& und Wi berechnen sich aus

(2.20)

(2.21)
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Bei Anwendung der Formel 2.16 und der entsprechenden Gleichgewichtskonstanten kann

die Konformationsverteilung der allosterischen Untereinheiten mit

Pu Leffpu Leffpu
fro = 5 fsn = 5 fr, = =15 (2.22)
3 3 3

bestimmt werden.

In beiden Modellen sind die berechneten Bindungskonstanten unabhéngig von der Bin-
dung des Effektors. Wie aus den Gleichungen 2.10, 2.18 und 2.19 ersichtlich, beeinflusst
die Effektorbindung lediglich das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen allosterischen
Konformationen (Wyman und Gill, 1990).

Anwendung der Regression

Die Auswertung der Sauerstoffbindungskurven mit dem MWC-Modell und dem Three-
State-MWC-Modell erfolgte in Analysegruppen (vgl. Tabelle 2.4). Hierdurch wurden die
Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der freien Parameter verringert und die gemessenen
Daten konnten mit der bestmdglichen Regression erfasst werden. Da wie zuvor dargelegt,
die Bindungskonstanten generell unabhéngig von der Bindung eines Effektors sind, wurden
die Sauerstoffbindungskurven mit und ohne die Effektoren Urat und Koffein in einer
Analysegruppe (VI) zusammengefasst. Die Zusammensetzung der Analysegruppen I - V
resultierte aus den Ergebnissen der isothermen titrationskalorimetrischen Versuche. Eine

nihere Erlauterung wird daher erst im Ergebnisteil gegeben.

Tabelle 2.4: Einteilung der aufgenommenen Sauerstoffbindungskurven in Analysegruppen. Unter Daten-
gruppe wird die Zusammensetzung der Tris-Puffer (100 mM Tris/HCl pH 8,0 eingestellt bei 20 °C)
aufgefiihrt, gegen die das Himocyanin vor Aufnahme der Bindungskurven dialysiert wurde.

Analyse- Datengruppe
gruppe
I Tris/HCI
I1 Tris/HCI + 20 mM CaCl,
Tris/HCI + 50 mM CaCly
I11 Tris/HCI + 20 mM MgCl,
Tris/HCI + 50 mM MgCl,
v Tris/HCI + 150 mM NaCl
Tris/HCI + 500 mM NaCl
Vv Tris/HCI + 20 mM CaCl, + 50 mM MgCl,
Tris/HCI + 20 mM CaCl, + 500 mM NaCl
Tris/HCI + 50 mM MgCl, + 500 mM NaCl
VI Tris/HCI + 20 mM CaCly + 50 mM MgCl; + 500 mM NaCl
Tris/HCI + 20 mM CaCl, + 20 mM MgCl, + 150 mM NaCl + Urat
Tris/HCI + 20 mM CaCl, + 20 mM MgCl, + 150 mM NaCl £ Koffein
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Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten L5 und Lg des Three-State-MWC-
Modells und L& =~ des MWC-Modells wurden die aus der Regression erhaltenen Sauer-
stoffbindungskonstanten der jeweiligen Gruppe festgesetzt und eine erneute Analyse der

Bindungskurven durchgefiihrt.

2.7.2 Kalorimetrische Bindungskurven

Non-Interacting-Site-Modell

Die Bindungsdaten wurden anhand von drei verschiedenen Bindungsmodellen mit dem
Computerprogramm Origin 7.0 (MicroCal Inc., Northampton, MA) ausgewertet. Das ein-
fachste Modell, das Non-Interacting-Site-Modell geht davon aus, dass das Makromolekiil
ein multivalenter Rezeptor mit mehreren identischen aber invarianten Bindungsaffinititen
fiir den zu betrachtenden Liganden ist. Der Bindungsvorgang wird durch die mikroskopi-
sche Bindungskonstante %, die Reaktionsenthalpie AH? und die Anzahl der Bindungspliit-
ze n beschrieben. Die mikroskopische Bindungskonstante k charakterisiert das Verhéltnis
der Konzentration an besetzten [n,] und freien [ns] Bindungsstellen in Abhéngigkeit von

der freien Ligandenkonzentration [Ly] .

(1)
(nf][Ls]

Die Konzentration an freien und besetzten Bindungsstellen ergibt die Gesamtkonzentra-

k:

(2.23)

tion an Bindungsstellen [n,],
[ne] = o] + [ny]. (2.24)

Das Verhiltnis der Konzentration der besetzten Bindungsplédtze zur Gesamtzahl der Bin-

dungsplitze beschreibt die Sattigung O,

ol _ I (2.25)

(gl + ][]
Wird nun Gleichung 2.23 in Gleichung 2.25 eingesetzt, erhédlt man
K[Ly]
= ——. 2.26
1+ k[Ly] (2.26)

Das Non-Interacting-Site-Modell setzt voraus, dass die Bindungsstellen n am Makromo-

lekiil identisch sind und gleiche konstante Bindungsaffinititen besitzen. So dass fiir i = 1

bis n gilt
ki[Ly]
- , 2.27
1+ ki[Ly] (2:27)
und da sich die Bindungsstellen identisch verhalten
k[L
6 — ntlLs] (2.28)

"TrRL]
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wobei n die maximale Anzahl an Bindungsstellen ist. Zur Analyse der kalorimetrischen
Messdaten wird die allgemeine Sattigungsgleichung 2.28 um die molare Bindungsenthalpie
AHY; die Grundlage des Messsignals ¢ ist, die Makromolekiilkonzentration [M;] und das
Volumen der Reaktionszelle V' erweitert.

~ n[M]VAHk[Ly]

] (2.29)

Der Bindungsprozess kann somit durch die mikroskopische Bindungskonstante k& und die

Anderung der freien Enthalpie AH? charakterisiert werden.

Two-Sets-of-Sites-Modell

Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass das Makromolekiil, als multivalenter
Rezeptor, zwei Bindungsplatztypen mit unterschiedlichen aber invarianten Bindungsaffi-
nitdten fiir einen Liganden besitzt. Die mikroskopischen Bindungskonstanten k; und ko

der Bindungsstellen sind

- [nb1]

5= L] (2.50)
o [nbz]

% = Tl (2:81)

[y, ], [n,] bezeichnet die Konzentration an besetzten Bindungsstellen des jeweiligen Bin-
dungsplatztyps, [ny,], [ns,] ist die Konzentration an freien Bindungsstellen des jeweiligen
Typs und [Ly,], [Ly,] die freie Ligandenkonzentration. Da das Modell von einem Liganden

ausgeht, der zwei unterschiedliche Bindungsplatztypen an einem Makromolekiil besetzt,

kann Ly und Ly, durch Ly ersetzt werden. Die Sdttigung © ergibt sich dann aus

@ _ nlkl[Lf] nng[Lf]
1+ ki[Lf] 1+ ko|Lys]

(2.32)

Um das Modell auf die gemessene Wérmefreisetzung ¢ im kalorimetrischen Versuch anwen-
den zu konnen, mufs die Sattigungsgleichung 2.32, wie zuvor schon beim Non-Interacting-
Site-Modell, um die Makromolekiilkonzentration [M;], das Volumen der Reaktionszelle
V und die Bindungsenthalpie AH® erweitert werden. Das Messsignal kann somit durch

folgende Gleichung beschrieben werden

1+ ky[Ly] 14 ko[Ly]

q = [M]JV( )- (2.33)

Multisite-Interacting-Modell

Bei der Annahme, das Makromolekiil habe als multivalenter Rezeptor eine definierte An-
zahl an Bindungsstellen fiir einen Liganden, die in ihrer Affinitdt durch die Ligandenbin-

dungen gegenseitig beeinflusst werden, wiahlt man das Multisite-Interacting-Modell. Dieses
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Modell weist jeder Ligandenbindung eine eigene Bindungskonstante zu. Die Anzahl der
Bindungsplétze wird in diesem Modell vorgegeben. Bei z.B. zwei Bindungsplitzen existie-
ren zwei stochiometrische Bindungskonstanten, die nach dem Massenwirkungsgesetz wie
folgt definiert sind

MLy
K, = L] (2.34)
MLy
Ky = BT (2.35)

[M] ist die Konzentration an freiem Makromolekiil, [M L] bzw. [M Ls] bezeichnet die
Konzentration an mit einem bzw. zwei Liganden besetztem Makromolekiil und [Ly] ist
die freie Ligandenkonzentration. Die Sittigung O ergibt sich aus dem Verhéltnis der Kon-
zentration an gebundenem Ligand [Ly] zur Gesamtkonzentration an Makromolekiil [M].

Fiir zwei Bindungsplétze berechnet sich die Sattigung durch

[Lg] B [MLl] + Q[MLQ]
©= 04 = I+ ML) + (ML (2.36)

Zur Formulierung der stochiometrischen Séttigungsfunktion in Abh#ngigkeit von den sto-
chiometrischen Bindungskonstanten K; und K, und der freien Ligandenkonzentration
[Ls] werden die Gleichungen 2.34 und 2.35 in Gleichung 2.36 eingesetzt. Hieraus ergibt

sich )
o_ Kl[Lf] + 2K1K2[Lf]

14+ K1[Lf] + KlKQ[Lf]Q‘

Die Abhéngigkeit der Sittigung von der freien Ligandenkonzentration wird somit ein-

(2.37)

deutig iiber die beiden stochiometrischen Bindungskonstanten K; und Ky definiert. Zur

Auswertung der kalorimetrischen Messdaten ¢ mit Hilfe des Multisite-Interacting-Modells

muf in die Gleichung 2.37 die freie Enthalpie AH?, die Makromolekiilkonzentration [M;]

in der Reaktionszelle und das Volumen V' der Reaktionszelle mit einbezogen werden. Im

allgemeinen Fall von j-Bindungsschritten wird ¢ durch folgende Gleichung beschrieben
Ki[LjAHY + Ky KoL (AHY + AHY) N

1+ Ki[L¢] + K1 Ko[Ly? 4 ...+ K Ky . KGILgP
K\Ky...Kj[L;J/(AHY + AHY + ... + AH]Q)

1+ Ky[Ly)+ K KoL + ...+ Ki Ky ... KG[Lg)’

q = [Mt]v

(2.38)

wobei AH? die molare Warmetonung der Ligandenbindung an die j-te Bindungsstelle und

K die entsprechende Bindungskonstante bezeichnet.

Durch das Multisite-Interacting-Modell werden die stochiometrischen Bindungskonstan-
ten der einzelnen Bindungsschritte bestimmt. Im Non-Interacting-Site-Modell und im
Two-Sets-of-Sites-Modell hingegen die mikroskopischen Bindungskonstanten. Der Zusam-
menhang zwischen mikroskopischer und stéchiometrischer Bindungskonstante wird durch

—(i—1
n-@-1),

K. =
! J

(2.39)
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charakterisiert. K ist die korrespondierende, stochiometrische Bindungskonstante, & die
mikroskopische Bindungskonstante, j der entsprechende Bindungsschritt und n die Anzahl
der Bindungsplitze am Makromolekiil (Klotz, 1997).

2.8 Chemikalien

Von den Firmen Acros (Geel, Belgien), AppliChem (Darmstadt), J.T.Baker (New Jersey,
U.S.A.), Roth (Karlsruhe), Sigma Aldrich (Steinheim) und VWR (Darmstadt) wurden die
Chemikalien mit hochstmdglicher Reinheit bezogen. Die Losungen wurden mit hochreinem

Wasser (Millipore, Eschborn) angesetzt.

2.9 Statistische Auswertung

Unterschiedliche Messergebnisse wurden auf ihre statistische Signifikanz mit Hilfe des t-
Tests oder der One-Way-ANOVA (Holm-Sidak-Methode) iiberpriift. ANOVA on Ranks
(Dunn’s Methode) wurde zur Signifikanzpriifung angewandt, wenn keine Normalvertei-
lung und/oder Varianzgleichheit vorlag. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 %
(P< 0,05) wurden die Unterschiede als signifikant angesehen. Die graphische Darstellung
und die Berechnung der Daten erfolgte mit den Computerprogrammen Sigma Plot 9.0, Sig-
ma Stat 3.1 (SPSS Inc., Chicago, IL) und dem Computerprogramm Origin 7.0 (MicroCal
Software Inc., Northampton, MA). Die FPLC-Laufe wurden mit Hilfe des Computerpro-
gramms Unicorn 3.0 (GE Healthcare, Miinchen) integriert.
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Ergebnisse

3.1 Aggregation und elektrophoretische Trennung

Das Hamocyanin der Européischen Languste (Palinurus elephas) liegt zu mehr als 95 % als
hexameres Assoziat in der Himolymphe vor (Markl et al., 1979). Der Himocyaninanteil
am Gesamtproteingehalt der Himolymphe betrigt ca. 95 % (van Holde und Miller, 1995).
Als Qualitétsindex fiir die Reinheit des Himocyanins kann das Verhéltnis der Extinktion
bei 280 nm und bei 334 nm verwandt werden (Markl et al., 1979). So wies gereinigtes
Hémocyanin ein Verhéltnis zwischen 4,5 und 4,8 auf. Bei zellfreier Himolymphe ergab

sich ein Verhéltnis von ca. 5,6.
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Abbildung 3.1: Elutionsprofil zellfreier Himolymphe von Palinurus elephas. Das Elutionsprofil wurde
mittels einer Superose-6-HR-Sdule (GE Healthcare, Miinchen) aufgenommen. Als Elutionspuffer wurde
ein Tris-Puffer (100 mM Tris/HCIL, 150 mM NaCl, 20 mM CaCly und 20 mM MgCl, pH 8,0 eingestellt bei
20 °C) verwendet. Die Extinktion wurde bei 280 nm (schwarz) und bei 334 nm (blau) aufgezeichnet. Das
Elutionsmaximum der hexameren Aggregate lag bei 13,89 ml. Ab 20 ml wurden alle kleineren Proteine
mit einem Molekulargewicht unter 5 kDa (Ausschlussvolumen lt. Sdulenbeschreibung, GE Healthcare,
Miinchen) eluiert.

27
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In Abbildung 3.1 ist das Elutionsprofil zellfreier Himolymphe gezeigt. Hier konnen drei
Fraktionen unterschieden werden, die bei 280 nm (Proteine) zu verschiedenen Zeitpunk-
ten eluierten. Von diesen drei Fraktionen absorbierte eine bei 334 nm (Hdmocyanin). Das
Absorptionsmaximum lag bei 13,89 ml. Unter den gewdhlten Bedingungen eluierte hexa-
meres Himocyanin entsprechend seinem apparenten Molekulargewicht zwischen 13,01 ml
und 15,50 ml. Monomeres Himocyanin wére entsprechend seinem apparenten Molekular-
gewicht zwischen 15,50 ml und 18,50 ml eluiert. In der zellfreien Hamolymphe lag das

Hémocyanin somit zu 100 % als hexamerer Komplex vor (siehe auch Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.2: Elutionsprofil einer Himocyaninlésung von Palinurus elephas die gegen einen 100 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,0 bei 20 °C eingestellt) dialysiert wurde. Das Elutionsprofil wurde mittels einer
Superose-6-HR-Sdule (GE Healthcare, Miinchen) aufgenommen. Als Elutionspuffer wurde der Dialyse-
puffer eingesetzt. Die Extinktion der Durchflusslésung wurde bei 280 nm (schwarz) und bei 334 nm (blau)
aufgezeichnet. In der Losung befanden sich ausschlieflich hexamere Aggregate, deren Elutionsmaximum
bei 13,21 ml lag.

In Abb. 3.2 ist das Elutionsprofil einer Himocyaninlésung wiedergegeben, die nach der
letzten priaparativen Zentrifugation gegen einen 100 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0 einge-
stellt bei 20 °C) dialysiert wurde. Das Himocyanin (blaue Linie) eluierte zwischen 11,86 ml
und 15,12 ml mit einem Absorptionsmaximum bei 13,21 ml. Hexamere Assoziate eluierten
unter den gewihlten Bedingungen zu diesem Zeitpunkt. Die Dialyse der Pigmentlosung
gegen einen Tris-Puffer ohne die divalenten Kationen Ca?™ und Mg*" und das monova-
lente Natriumion fiihrte folglich nicht zum Zerfall der hexameren Aggregate (siehe auch

Tabelle 3.1).

Durch Dialyse gegen salzfreie alkalische Puffer kann das Himocyaninaggregat in seine mo-
nomeren Untereinheiten aufgespalten werden (van Holde und Miller, 1995). Abbildung 3.3
zeigt das Elutionsprofil einer Himocyaninlosung, die gegen einen 20 mM Glycin/NaOH-
Puffer (pH 9,5 eingestellt bei 20 °C) dialysiert wurde. Das Hamocyanin (blaue Linie)

eluierte zwischen 15,12 ml und 17,79 ml, das Absorptionsmaximum lag bei 16,10 ml.
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Abbildung 3.3: Elutionsprofil einer Himocyaninlosung von Palinurus elephas die gegen 20 mM Gly-
cin/NaOH (pH 9,5 eingestellt bei 20 °C) dialysiert wurde. Das Elutionsprofil wurde mittels einer Superose-
6-HR-Sdule (GE Healthcare, Miinchen) aufgenommen. Als Elutionspuffer wurde der Dialysepuffer ein-

gesetzt. Die Extinktion der Durchflusslésung wurde bei 280 nm (schwarz) und bei 334 nm (blau) aufge-
zeichnet.

Unter den gegebenen Bedingungen eluierten die Monomere zu diesem Zeitpunkt. Das he-

xamere Aggregat war zu 100 % in seine monomeren Untereinheiten zerfallen (siehe auch
Tabelle 3.1).
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Abbildung 3.4: Elutionsprofil einer monomeren Hamocyaninlosung von Palinurus elephas die gegen
A: 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) und gegen B: 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0
eingestellt bei 20 °C) mit 150 mM NaCl, 20 mM MgCl; und 20 mM CaCl, dialysiert wurde. Das Elu-
tionsprofil wurde mittels einer Superose-6-HR-Saule (GE Healthcare, Miinchen) aufgenommen. Als Elu-
tionspuffer wurde der Dialysepuffer eingesetzt. Die Extinktion der Durchflusslésung wurde bei 280 nm
(schwarz) und bei 334 nm (blau) aufgezeichnet.

Die monomeren Untereinheiten des Himocyanins von Palinurus elephas konnten durch
eine Dialyse gegen einen Tris/HCl-Puffer (pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) wieder zu he-
xameren Aggregaten zusammengefiigt werden. Abb. 3.4 A zeigt das Elutionsprofil einer
monomeren Hamocyaninlosung, die gegen 100 mM Tris/HCI dialysiert wurde. Das Hé-

mocyanin (334 nm) eluierte zwischen 11,82 ml und 14,92 ml mit einem Maximum bei
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Tabelle 3.1: Tabellarische Ubersicht der in den Abb. 3.1 bis 3.4 gezeigten Versuchsergebnisse. Aufgefiihrt
sind die Aggregationszustinde des Hamocyanins der Européaischen Languste vor (A,) und nach (A,)
Dialyse gegen verschiedene Puffer. Der pH-Wert des jeweiligen Dialysepuffers wurde bei 20 °C eingestellt.

Abb. A, Dialysepuffer A,

3.2 Hexamere 100 mM Tris/HCI pH 8,0 100 % Hexamere

3.3 Hexamere 20 mM Glycin/NaOH pH 9,5 100 % Monomere
3.4 A Monomere 100 mM Tris/HCI pH 8,0 > 95 % Hexamere

3.4 B Monomere 100 mM Tris/HCI pH 8,0 + > 95 % Hexamere
150 mM NaCl + 20 mM MgCls
+ 20 mM CacCl,

3.1 zellfreie Himolymphe 100 % Hexamere

12,97 ml. Unter den gegebenen Bedingungen eluierten zu diesem Zeitpunkt hexamere Ag-
gregate. Das monomere Himocyanin hatte sich wieder zu mehr als 95 % zu hexameren
Zusammenschliissen vereinigt. In Abb. 3.4 B ist das Elutionsprofil einer monomeren Pig-
mentlosung wiedergegeben, die gegen einen 100 mM Tris/HCI-Puffer mit 150 mM NaCl,
20 mM MgCly; und 20 mM CaCl, dialysiert wurde. Auch hier konnte die Absorption von
mehr als 95 % hexameren Aggregaten aufgezeichnet werden. Das Himocyanin (blaue Li-
nie) eluierte von 11,54 ml bis 15,50 ml, das Absorptionsmaximum lag bei 14,06 ml (siehe
auch Tabelle 3.1).

Zur Grofkenbestimmung und analytischen Betrachtung der verschiedenen Untereinheiten
des Himocyanins von Palinurus elephas wurde die Pigmentlosung nach der letzten priapa-
rativen Zentrifugation iiber eine SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt. Auf dem
in Abb. 3.5 gezeigten Gel sind zwei Banden zu erkennen, deren apparentes Molekularge-
wicht zwischen 70 kDa und 80 kDa liegt. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Neuteboom
et al. (1989) iiberein. Das Gel zeigte zudem, dass nach Reinigung des Himocyanins keine

weiteren Proteine in der Losung vorhanden waren.

3.2 Isotherme Titrationskalorimetrie

Mit der isothermen Titrationskalorimetrie wurde die Bindung des natiirlichen Modula-
tors Urat, des artifiziellen Effektors Koffein und der divalenten Kationen Ca?* und Mg**
an hexameres und in seine monomeren Untereinheiten zerfallenes Himocyanin der Eu-
ropaischen Languste thermodynamisch untersucht. Die isotherme Titrationskalorimetrie
besitzt den Vorteil, dass die Stéchiometrie n, die Bindungskonstante k, die Bindungsen-
thalpie AH?, die Entropie AS? und die freie Enthalpie AGY der Bindung eines Liganden
an ein Makromolekiil mit nur einem Versuchsansatz bestimmt werden kann. In einem
ITC-Experiment wird, wie in Abbildung 3.6 exemplarisch gezeigt, die durch die Bindung

eines Liganden an ein Makromolekiil erzeugte Wérmeténung aufgezeichnet (A). Die Wir-
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Abbildung 3.5: SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese des Hamocyanins der Europiischen Languste. Das
H&dmocyanin wurde nach der letzten priparativen Zentrifugation aufgetragen. Die Proteine wurden mit
Coomassie Brillant Blue 350 sichtbar gemacht. Als Marker wurde der molekulare Grossenmarker der
Firma Invitrogen (BenchMark Protein Lader) verwendet. M = Marker; Hc = Himocyanin.

mesignale werden fiir die weitere Auswertung auf die Ligandenkonzentration bezogen,
zur Wirmeenergie Aq [kJ mol™!| integriert und gegen das molare Verhiltnis der tota-
len Liganden- und Makromolekiilkonzentration aufgetragen (B). Die integrierten Daten
kénnen anschliefsend iiber die in Kapitel 2.7.2 vorgestellten Modelle ausgewertet werden.
Nach Mizoue und Tellinghuisen (2004) ist die gemessene Wérmeenergie des ersten Signals
zumeist fehlerbehaftet. Um diese Fehlerquelle bei der weiteren Auswertung der Messda-
ten auszuschliessen, wurde nach Integration der Warmesignale das erste Signal verworfen.
Die im Versuch eingesetzten Konzentrationen an Ligand und Makromolekiil wurden je-
weils so gewihlt, um ein optimales Ergebnis und einen groftmoglichen ¢-Wert (Wiseman
et al., 1989) zu erzielen. Turnbull und Daranas (2003) zeigten in ihrer Arbeit, dass die
Bindungskonstante k und die freie Energie AG? auch bei niedrigen c¢-Werten bestimmt
werden konnen. Jedoch wird die Bindungsenthalpie AH? in diesem Fall von Ungenauig-
keiten in der Makromolekiilkonzentration stark beeinflusst. Bei bekannter Stochiometrie

und geringem c-Wert wurde daher n konstant gesetzt um AH° bestimmen zu konnen.

3.2.1 Bindung von Urat und Koffein unter normoxischen Bedin-
gungen

Zur Uberpriifung, ob der natiirliche Modulator Urat und der artifizielle Effektor Kof-

fein identische Bindungsplitze am Hamocyanin der Européischen Languste (Palinurus
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Abbildung 3.6: Wirmefreisetzung wihrend der Titration von Koffein in hexameres Himocyanin von
Palinurus elephas. Der Versuch wurde in Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 20 mM MgCls,
20 mM CaCls, pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) durchgefiihrt. Es wurden 25 Injektionen von 2 mM Koffein in
60 M Hamocyanin bei 20 °C aufgezeichnet. Pro Injektion wurden 10 pl Ligandenlsung titriert. A: zeigt
die erhaltenen Wirmesignale [pJ s~!] und B: die entsprechenden zur Berechnung der Wirmeenergie
[kJ mol~!| integrierten Versuchsergebnisse.

elephas) besetzen, wurden Verdringungsexperimente mit der ITC vorgenommen. Hier-
zu wurde 120 M hexameres Himocyanin mit einer 2 mM Koffein- bzw. Uratlosung 1:1
verdiinnt. In die mit Urat oder Koffein gesittigte Himocyaninlosung wurde wiahrend des
ITC-Versuchs der jeweils andere Ligand titriert. Die erhaltenen Bindungsisotherme sind
aus Abb. 3.7 ersichtlich. Zum Vergleich wurde in die Abbildung die Bindungskurve ge-
legt, die bei der Titration des Liganden in eine hexamere, nicht mit dem anderen Effektor
verdiinnte, Himocyaninlosung erhalten wurde. Die Zugabe von Urat in mit Koffein ge-
sattigter Himocyaninlosung fiihrte zu keiner Wéarmefreisetzung (A). Die Bindungsplitze
fiir Urat waren mit Koffein schon besetzt. Im umgekehrten Fall (B) konnte ebenfalls kei-
ne Wirmetonung aufgezeichnet werden. Hier besetzte das Urat seine Bindungspliatze am
Hamocyanin von Palinurus elephas. Das in die mit Urat gesattigte Pigmentlosung titrier-
te Koffein band nicht. Ahnliches beobachteten Nies et al. (1992) und Zeis et al. (1992)
beim Hamocyanin des Europaischen Hummers (Homarus vulgaris). Auch hier war Kof-
fein in der Lage, die Bindung von Urat an das Pigment komplett zu unterbinden. Im
Folgenden wird davon ausgegangen, dass Urat und Koffein identische Bindungsplitze am

Hémocyanin von Palinurus elephas einnehmen.

Hexameres Himocyanin

Die Bindungsisotherme fiir die Bindung von Urat und Koffein wurden an hexamerem
und monomerem Himocyanin von Palinurus elephas aufgenommen. In Abbildung 3.8
sind die Bindungsisotherme fiir die Bindung des Liganden Koffein und des natiirlichen
Modulators Urat an hexameres Himocyanin der Européischen Languste wiedergegeben.

Die Bindungskurve fiir die Koffeinbindung wies einen annédhernd sigmoiden Verlauf auf.
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Abbildung 3.7: A: Bindung von Urat an hexameres (M) und hexameres mit Koffein gesittigtes (OJ)
Hé&mocyanin von Palinurus elephas . B: Bindung von Koffein an hexameres (o) und hexameres mit Urat
gesittigtes (o) Himocyanin von Palinurus elephas . Die Bindungsisotherme wurden durch 25 Injektionen
einer 2 mM Ligandenlésung in eine 60 M Hidmocyaninlésung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war
zuvor gegen einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 20 mM MgCls, 20 mM CaCly pH 8,0
eingestellt bei 20 °C) dialysiert worden. Zur Séttigung des Himocyanins mit Koffein (A) und Urat (B)
wurde die Himocyaninlésung mit einer 2 mM Ligandenlésung 1:1 verdiinnt.

Die Uratbindungsisotherme zeigte eine hyperbole Form, was auf eine im Vergleich zum

Koffein geringere Affinitdt des Himocyanins fiir Urat zuriickgefiihrt werden kann.

Die Bestimmung der thermodynamischen Parameter der Koffeinbindung mit dem Non-
Interacting-Site-Modell, in dem das Makromolekiil als multivalenter Rezeptor mit mehre-
ren identischen aber invarianten Bindungsaffinititen fiir den jeweiligen Liganden gesehen
wird (vgl. Kapitel 2.7.2), ergab eine Stochiometrie von 1,90 + 0,15. Die Bindungskon-
stante Ko, lag bei 53,04 £+ 3,87 mM~! und die Bindungsenthalpie AH? .. bei -57,07
+ 2,42 kJ mol~!. Fiir die freie Energie der Bindung AG? .. wurde ein Wert von -26,63

+ 0,18 kJ mol~! berechnet, die Entropie TASY _ . lag bei -30,44 & 2,53 kJ mol~! (siche
Tabelle 3.2).

Die Auswertung der Bindungsdaten fiir Urat mit dem Non-Interacting-Site-Modell er-
wies sich als schwieriger, da die Parameter aufgrund der geringen Affinitit des Urats zum
Hamocyanin untereinander korrelierten. Um die thermodynamischen Parameter, insbe-
sondere AHY

Urat’

dennoch bestimmen zu konnen, wurde die Anzahl der Bindungsplétze, in
Anlehnung an die Stochiometrie fiir Koffein, mit ny,,, = 2 konstant gesetzt. Fiir die Bin-
dungskonstante k... ergab sich ein Wert von 27,37 4 4,18 mM ™!, die Bindungsenthalpie
AH?  lag bei -36,01 & 1,98 kJ mol~!, die Entropie der Bindung TASY  berechnete sich

Urat

mit -11,09 & 2,36 kJ mol~! und die freie Energie AG?  betrug -24,92 + 0,39 kJ mol ™!

(vgl. Tabelle 3.2). Der c-Wert der Messungen lag bei 6,36 fiir Koffein und bei 3,28 fiir
Urat.

Eine weitere Charakterisierung der Ligandenbindung erfolgte iiber die Auswertung der
Bindungsisotherme mit dem Multisite-Interacting-Modell. Dieses Modell bezieht homo-

trope Allosterie in die Auswertung mit ein. Das Makromolekiil wird als multivalenter
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Abbildung 3.8: Bindung von Koffein (¢) und Urat (M) an das Hiamocyanin von Palinurus elephas. Die
Bindungsisotherme wurden durch 25 Injektionen einer 2 mM Ligandenldsung in eine 60 M Hidmocya-
ninlosung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor gegen einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI,
150 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl, pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) dialysiert worden. Die Regres-
sionskurve des Non-Interacting-Site-Modells ist fiir Urat und Koffein eingezeichnet. Die Regressionskurve
des Multisite-Interacting-Modells ist fiir Koffein eingezeichnet.

Tabelle 3.2: Thermodynamische Parameter der Bindung von Koffein und Urat an hexameres Himocyanin
von Palinurus elephas. Die Werte wurden als Mittelwerte von 3 - 5 Versuchswiederholungen mit dem Non-
Interacting-Site-Modell ermittelt. Die angegebenen Fehler sind die Standardabweichungen (X 4 SD).

Non-Interacting-Site-Modell

Ligand n k AHY TASY AGY

[mM 1] [kJ mol~1] [kJ mol™] [kJ mol~1]
Koffein 1,90 £ 0,15 53,04 + 3,87 -57,07 + 2,42 -30,42 + 2,53 -26,63 £+ 0,18
Urat 2 27,37 £ 4,18  -36,01 = 1,98 -11,09 + 2,36 -24,92 £ 0,39

Rezeptor mit mehreren Bindungsstellen definiert. Die Affinitéit der jeweiligen Bindungs-
stelle wird von der Bindung der Liganden an die anderen Bindungsstellen beeinflusst. Das
Modell beschreibt die Ligandenbindung iiber eine erh6hte Anzahl an thermodynamischen
Parametern. Bei geringer Warmefreisetzung fiithrt dies jedoch dazu, dass die Parameter
miteinander korrelieren. So konnte das Multisite-Interacting-Modell nur fiir die Koffe-
inbindungsisotherme angewandt werden, da die Bindungsstéirke der Uratbindung an das
Hémocyanin zu gering war und die Parameter untereinander stark korrelierten. In Tabelle
3.3 sind die berechneten Versuchsergebnisse aufgefiihrt. Die mikroskopischen Bindungs-
konstanten ky, .. und ks, .. der beiden Bindungsplitze waren mit 49,66 + 3,10 mM~!
fiir ki, .. und 53,52 + 5,01 mM™! fiir ke, .. nicht signifikant unterschiedlich. Eine
kooperative Bindung kann daher verneint werden. Die Bindungsenthalpie der beiden Bin-
dungsplitze wich mit -58,42 + 2,90 kJ mol~! fiir AH? und -49,12 + 8,64 kJ mol~!

1 Koffein
fiir AH9,__ .. nicht signifikant voneinander ab. Gleiches galt fiir die Entropie TAS? ...,
die fiir den ersten Bindungsplatz mit -30,27 + 2,98 kJ mol~! und fiir den zweiten Bin-

dungsplatz mit -24,18 + 8,60 kJ mol™! bestimmt wurde. Die freie Energie AGY . betrug
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fiir den ersten Bindungsschritt -28,16 £ 0,12 kJ mol~! und fiir den zweiten -24,94 + 0,16

kJ mol~!. Diese Werte zeigten einen signifikanten Unterschied.

Tabelle 3.3: Thermodynamische Parameter der Bindung von Koffein an das Himocyanin von Palinurus
elephas. Die Werte wurden als Mittelwerte von 5 Versuchswiederholungen mit dem Multisite-Interacting-
Modell ermittelt. Der jeweils angegebene Fehler ist die berechnete Standardabweichung (X + SD)

Multisite-Interacting-Modell
leofFein [mM_l] AHl?{offein [k'] mOI_l] TASI(I)(oﬁ"ein [k‘] mOl_l] AC;li)(oﬁ"ein [kJ mOI_l]

4966 £ 3.10 58,42 £ 2.90 730,27 £ 2,08 298,16 £ 0,12
k2 kosein [mM_l] AHggoﬂei“ [kJ mol_l] TASQ?(O%M [kJ mol_l] AGggoﬁein[kJ mol_l]
53,52 £ 5,01 -49.12 + 8,64 294,18 + 8,60 224,94 £ 0,16

Die in einem ITC-Versuch aufgenommenen und integrierten Bindungsdaten konnen zur
weiteren Charakterisierung der Ligandenbindungen mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell
ausgewertet werden, falls die Voraussetzung erfiillt wird, dass zwei unterschiedliche Bin-
dungsplatztypen vorhanden sind (vgl. Kapitel 2.7.2). Bei diesem Modell werden die Bin-
dungsparameter unter der Annahme berechnet, dass das Makromolekiil ein multivalenter
Rezeptor ist, dessen Bindungsstellen unterschiedliche aber invariante Bindungsaffinititen
fiir den Liganden aufweisen. Die Bindungsisotherme fiir Urat und Koffein konnten mit
dem Two-Sets-of-Sites-Modell nicht ausgewertet werden. Es lag somit nur ein Bindungs-

platztyp fiir die Bindung dieser Liganden an das Himocyanin von Palinurus elephas vor.

Monomeres Himocyanin

Das Hamocyanin von Palinurus elephas liegt unter natiirlichen Bedingungen zu mehr
als 95 % als hexameres Aggregat vor. In Puffern ohne Salzionen und mit alkalischen
pH-Werten zerfillt das Aggregat in seine monomeren Untereinheiten (vgl. Tabelle 3.1 u.
Abb. 3.3). Das thermodynamische Bindungsverhalten des natiirlichen Effektors Urat und
des artifiziellen Liganden Koffein an die monomeren Untereinheiten wurde zur weiteren
Charakterisierung der Bindungsstelle betrachtet. In eine 400 M H&mocyaninlésung, in
der das Pigment zu weniger als 5 % als hexameres Aggregat vorlag, wurde eine 2 mM
Koffein- bzw. Uratlosung titriert. Die erhaltenen Bindungsisotherme sind in Abb. 3.9 A fiir
den Liganden Koffein und in Abb. 3.9 B fiir Urat gezeigt. Es konnte weder fiir Urat noch
fiir Koffein eine Bindung an monomeres Himocyanin nachgewiesen werden. Zum direkten
Vergleich sind die integrierten Warmetonungen der Titration des jeweiligen Liganden in

hexameres Hamocyanin in der Abbildung dargestellt.
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Abbildung 3.9: A: Bindung von Koffein an hexameres (o) und monomeres (o) Himocyanin von Palinurus
elephas. B: Bindung von Urat an hexameres (B) und monomeres ((J) Haimocyanin von Palinurus elephas.
Es wurden 25 Injektionen von je 10 pl einer 2 mM Koffein- bzw. Uratlésung in eine 60 uM (Hexamere)
und eine 400 uM (Monomere) Hamocyaninlésung bei 20 °C durchgefiihrt. Um hexamere Aggregate zu
erhalten, wurde das Himocyanin zuvor gegen einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 20 mM
MgCls, 20 mM CaCls pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) dialysiert. Der Zerfall des Himocyanins in monomere
Uuntereinheiten wurde durch Dialyse gegen einen Glycin-Puffer (20 mM Glycin/NaOH pH 9,5 bei 20 °C
eingestellt) bewirkt.

3.2.2 Bindung von Urat und Koffein unter hypoxischen Bedin-
gungen

Urat als natiirlicher Modulator des Hamocyanins reichert sich unter hypoxischen Bedin-
gungen in Crustaceen an (Lallier et al., 1987; Lallier und Truchot, 1989a) und erhdht,
wie auch der artifizielle Effektor Koffein, die Sauerstoffaffinitit des Pigments (vgl. Kapi-
tel 3.3.1). Eine Untersuchung der Bindungsisotherme unter Sauerstoffausschluss ermog-
licht den Einfluss des Sauerstoffs auf die Urat- und Koffeinbindung zu charakterisieren.
Abbildung 3.10 zeigt einen Vergleich der Bindungsisotherme des Koffeins unter Sauer-
stoffausschluss (Poy < 1 Torr) und unter normoxischen Bedingungen. Unter hypoxischen
Bedingungen nahm die Bindungskurve eine hyperbole Form an und die freiwerdene Wir-
meenergie verringerte sich. Die Affinitdt des Liganden Koffein zum H&mocyanin hatte
unter Sauerstoffausschluss abgenommen. Dieser Affinitdtsverlust wurde auch in der Aus-
wertung der Bindungsdaten mit dem Non-Interacting-Site-Modell sichtbar. Zur Bestim-
mung der thermodynamischen Bindungsparameter wurde davon ausgegangen, dass die
Anzahl der Bindungsplidtze unter Hypoxie und Normoxie identisch ist und n,,,kemein = 2
konstant gesetzt. Die Bindungskonstante k., x.gin konnte mit 40,57 £ 2,83 mM~! be-
stimmt werden. Die Bindungsenthalpie lag bei -27,89 4 1,04 kJ mol~!. Die Werte lagen
alle signifikant unter den in sauerstoffgesiittigter Atmosphére erhaltenen (vgl. Tabelle
3.2). Die unter Hypoxie ermittelte Bindungsentropie war mit -1,91 4+ 1,04 kJ mol~! zum
normoxischen Wert signifikant erhoht. Lediglich die freie Energie wich mit -25,98 4+ 0,17
kJ mol~! nicht signifikant von der unter normoxischen Bedingungen berechneten ab. Die

unter hypoxischen Bedingungen ermittelten Werte sind in Tabelle 3.4 zusammengestellt.
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Abbildung 3.10: Bindung von Koffein an das Hamocyanin von Palinurus elephas unter normoxischen
(e) und hypoxischen (o) Bedingungen. Die Bindungsisotherme wurden durch jeweils 25 Injektionen einer
2 mM Koffeinlsung in eine 60 M Himocyaninlésung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor
gegen einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl; pH 8,0 eingestellt
bei 20 °C) dialysiert worden. Die Regressionskurve fiir das Non-Interacting-Site-Modell ist eingezeichnet.

Tabelle 3.4: Thermodynamische Parameter der Bindung von Koffein und Urat unter hypoxischen Be-
dingungen an hexameres Himocyanin der Europiischen Languste. Die angegebenen Werte sind Durch-
schnittswerte von 3 Versuchswiederholungen und wurden mit dem Non-Interacting-Site-Modell ermittelt.
Der angegebene Fehler ist die berechnete Standardabweichung (X + SD).

Non-Interacting-Site-Modell bei Hypoxie

Ligand  k,,, [mM~'] AH} [kJ mol™'| TAS] [kJ mol™'| AG} [kJmol|
Koffein 40,57 + 2,83 -27,80 + 1,04 -1,91 + 1,04 225,98 + 0,17
Urat 16,13 = 2,90 -13,20 £ 0,21 10,45 £ 0,59 -23,65 £+ 0,46

In Abbildung 3.11 sind die erhaltenen Bindungsisotherme fiir die Uratbindung an das
Hémocyanin unter hypoxischen und normoxischen Bedingungen wiedergegeben. Der na-
tiirliche Modulator Urat wies unter Sauerstoffausschluss eine geringere Affinitdt zum Ha-
mocyanin im Vergleich zu normoxischen Bedingungen auf. Auch hier wurde davon ausge-
gangen, dass die Anzahl der Bindungsplatze unter normoxischen und hypoxischen Bedin-
gungen identisch ist. Zur Auswertung mit dem Non-Interacting-Site-Modell wurde daher
die Anzahl der Bindungsplédtze mit n,,,u... = 2 konstant gesetzt. In Tabelle 3.4 sind die
berechneten Werte dokumentiert. Die Bindungskonstante fiir den Liganden Urat vermin-
derte sich signifikant im Vergleich zu den unter Normoxie berechneten Werten. Sie betrug
16,13 £ 2,90 mM~t. AHY lag mit -13,20 & 0,21 kJ mol~! signifikant unter dem unter

hypUrat

0
hypUrat
10,45 4 0,59 kJ mol ! signifikant erhoht. Lediglich die freie Energie unterschied sich nicht
signifikant vom normoxischen Wert (AGy .. — -23,65 £+ 0,46 kJ mol™"). Die c-Werte
der Messungen lagen fiir Koffein bei 4,87 und fiir Urat bei 1,94.

normoxischen Bedingungen erhaltenen Wert. Die Bindungsentropie TAS wurde mit
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Abbildung 3.11: Bindung von Urat an das Himocyanin von Palinurus elephas unter normoxischen (H) und
hypoxischen ([0) Bedingungen. Die Bindungsisotherme wurden durch jeweils 25 Injektionen einer 2 mM
Uratlosung in eine 60 pM H&mocyaninldsung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor gegen einen
Tris-Puffer (100 mM Tris/HC1, 150 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl, pH 8,0 eingestellt bei 20 °C)
dialysiert worden. Die Regressionskurve fiir das Non-Interacting-Site-Modell ist eingezeichnet.

Die unter hypoxischen Bedingungen aufgenommenen und integrierten Bindungsdaten
konnten nicht mit dem Multisite-Interacting-Modell und dem Two-Sets-of-Sites-Modell
ausgewertet werden, da die freigewordene Wirmeenergie zu gering war und die im Ver-
gleich zum Non-Interacting-Site-Modell vermehrten Bindungsparameter untereinander zu

stark korrelierten.

3.2.3 Bindung von Ca’"- und Mg>* -Ionen unter normoxischen
Bedingungen

Zur Charakterisierung der thermodynamischen Bindungseigenschaften der divalenten Kat-
ionen Ca?" und Mg*" an das Himocyanin der Europiischen Languste wurden die Wir-
metonungen bei Injektion der Ionen in hexamere und monomere Pigmentlosungen aufge-
nommen. Die Bindungsisotherme der Ca?*- und Mg?*-Ionen an monomeres Hiimocyanin
von Palinurus elephas wurde unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen betrach-
tet, um den Einfluss von Sauerstoff auf die Bindungseigenschaften einschétzen zu kénnen.
Isotherme titrationskalorimetrische Versuche mit hexamerem Hamocyanin, welches ge-
gen Tris-Puffer mit unterschiedlicher Kationenzusammensetzung dialysiert wurde, sollten
Riickschliisse auf die Beeinflussung der Ca?*- und Mg?*-Ionenbindung durch andere Kat-
ionen zulassen. Die eingesetzten Dialysepuffer sind in Tabelle 2.2 unter Punkt d und e
aufgefiihrt. Die Kationen wurden als Chloridsalze dem jeweiligen Dialysepuffer zugegeben.
So stellten Kuiper et al. (1979) am Hamocyanin der Kalifornischen Languste fest, dass der
Einfluss der Chloridionen auf die Bindungseigenschaften des Sauerstofftransportpigments

von untergeordneter Bedeutung ist.
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Abbildung 3.12: Bindung von Ca?*- (¥) und Mg?*- (A) Tonen an hexameres Himocyanin der Eu-
ropéischen Languste. Die Bindungsisotherme wurden durch 50 Injektionen einer 120 mM Ligandenlo-
sung in eine 130 M Hiamocyaninlosung bei 20 °C erhalten. Das Hdmocyanin war zuvor gegen einen
100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) dialysiert worden. Die Regressionskurve des
Non-Interacting-Site-Modells ist eingezeichnet.

Die Bindungsisotherme der Bindung von Ca?*- und Mg?*-Ionen an zuvor gegen 100 mM
Tris/HCl-Puffer (vgl. Tabelle 2.2 ¢) dialysiertes hexameres Himocyanin sind in Abb.3.12
dargestellt. Die Bindungskurven konnten nur mit dem Non-Interacting-Site-Modell ausge-
wertet werden. Fiir die Bindung der Ca?*-Ionen wurden ng,:+ — 61 & 2,8 Bindungsplitze
bestimmt. Die Bindungskonstante (kq,:+) betrug 0,16 £+ 0,01 mM~! und die Bindungs-
enthalpie berechnete sich mit AH? ,, — -4,39 £ 0,27 kJ mol~'. Die Entropie (TAS? .. )
lag bei 7,94 kJ mol™! und die freie Enthalpie (AGY ..) bei -12,33 kJ mol~!. Die Bin-
dung der Mg*"-Ionen an das Pigment erzeugte eine geringere Wirmetonung. Die Sto-
chiometrie wurde mit 49,8 £ 3,0 bestimmt. Die Bindungskonstante wich mit ky+ =
0,15 £ 0,01 mM~? nicht signifikant von der der Ca?"-Bindung ab. Desgleichen die freie
Enthalpie AG%gH, die bei -12,28 kJ mol~! lag. Einen signifikanten Unterschied zur Ca?*-
Ionenbindung wiesen AHY, .. mit -2,93 + 0,23 kJ mol~" und TASY, ., mit 9,35 kJ mol !
auf. Die ermittelten Bindungsparameter sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Eine Aus-
wertung mit dem Multisite-Interacting-Modell war bei beiden Liganden nicht mdglich.
Aufgrund der ermittelten Stéchiometrie war die Anzahl der Parameter zu hoch, um mit
diesem Modell verwertbare Ergebnisse erzielen zu konnen. Die Auswertung der integrier-
ten Wirmetonungen mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell war in beiden Fillen ebenfalls
nicht moglich, was ein Hinweis darauf ist, dass die untersuchten divalenten Kationen an
hexamerem ionenfreien Himocyanin nur an einem Bindungsplatztyp binden. Die c-Werte
der Messungen lagen fiir die Bindung von Ca?* bei 1,24 und fiir die Mg?*-Bindung bei 1.
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Tabelle 3.5: Thermodynamische Parameter der Bindung von Ca?t- und Mg?*-Ionen an hexameres Hi-
mocyanin von Palinurus elephas. Die Pigmentlosung wurde gegen einen 100 mM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0
eingestellt bei 20 °C) dialysiert. Die Werte wurden als Mittelwerte von 4 Versuchswiederholungen mit
dem Non-Interacting-Site-Modell ermittelt. Die angegebenen Fehler sind die Standardabweichungen (X
+ SD).

Non-Interacting-Site-Modell

Ligand n k AH° TAS? AG
[mM~1] [kJ mol ™| [kJ mol™] [kJ mol™]

Ca* 61,0 £ 2,8 0,16 = 0,01 -4.39 £ 0,27 7,94 -12,33

Mg?* 49,8 £ 3,0 0,15 £ 0,01 -2,93 £ 0,23 9,35 -12,28

Bindung an hexameres, Ca?'-, Mg?*- oder Nat-ionenhaltiges Himocyanin

In Abb. 3.13 sind die Bindungsisotherme dargestellt, die bei der Injektion von Mg?*-
Ionen in hexameres Himocyanin erhalten wurden. Die Pigmentlosungen wurden zuvor
gegen verschiedene Tris-Puffer dialysiert (vgl. Tabelle 2.2 d). Bei Zugabe von Mg?T zu
hexamerem Hamocyanin, welches zuvor gegen 100 mM Tris/HCl + 500 mM NaCl oder
gegen 100 mM Tris/HC1 + 500 mM NaCl + 20 mM CaCl, dialysiert wurde, konnte kei-
ne Wirmetoénung gemessen werden. Lediglich bei Injektion der Mg?*-Ionen in hexameres
Hiamocyanin, was gegen einen Tris-Puffer mit 20 mM CaCly dialysiert wurde, konnte eine
geringe Wirmefreisetzung aufgezeichnet werden. Die gemessenen Signale waren jedoch zu
gering, um sie, nach Integration, mit einem der in Kapitel 2.7.2 vorgestellten Modelle aus-
werten zu konnen. Zum Vergleich wurde in Abb. 3.13 die Bindungsisotherme dargestellt,
die bei Injektion von Mg?*-Ionen in hexameres Himocyanin erhalten wurde, welches zu-
vor gegen 100 mM Tris/HCI-Puffer ohne Ca?*- und Na'-Ionen dialysiert wurde (siehe
auch Abb. 3.12).
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Abbildung 3.13: Bindung von Mg?*-Tonen an hexameres Hiémocyanin der Europdischen Languste. Die
Bindungsisotherme wurden durch 50 Injektionen einer 120 mM Ligandenlésung in eine 130 M Hamocya-
ninlosung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor gegen folgende Tris-Puffer (pH 8,0 eingestellt
bei 20 °C) dialysiert worden. A: 100 mM Tris/HCI; o: 100 mM Tris/HCI + 20 mM CaCl, ; O: 100 mM
Tris/HCI + 500 mM NaCl; o: 100 mM Tris/HCI + 20 mM CaCly, + 500 mM NaCl (vgl. Tabelle 2.2 d).
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Die bei Injektion von Ca?*-Ionen in hexameres Himocyanin erhaltenen Bindungsiso-
therme, welches zuvor gegen Tris-Puffer unterschiedlicher Zusammensetzung (vgl. Tabelle
2.2 e) dialysiert wurde, sind in Abb. 3.14 dargestellt.
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Abbildung 3.14: Bindung von Ca?*-Tonen an hexameres Himocyanin der Europiischen Languste. Die
Bindungsisotherme wurden durch 25 Injektionen einer 10 mM Ligandenlésung in eine 80 4M Hamocya-
ninlosung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor gegen folgende Tris-Puffer (pH 8,0 eingestellt
bei 20 °C) dialysiert worden. o: 100 mM Tris/HCI + 500 mM NaCl; v: 100 mM Tris/HC1 + 50 mM MgCly;

BW: 100 mM Tris/HCl + 500 mM NaCl + 50 mM MgCl, (vgl. Tabelle 2.2 ). Die Regressionskurven des
Non-Interacting-Site-Modells sind eingezeichnet.

Die Auswertung der integrierten Bindungsdaten erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-
Modell. Fiir die Bindung von Ca?" an hexameres Himocyanin, an welches Na®- und
Mg?*-Tonen gebunden waren, konnte eine Stéchiometrie von 4,36 £ 0,34 mit einer Bin-
dungskonstanten von k%" = 2,88 & 0,28 mM ! ermittelt werden. Die Bindungsenthalpie
lag bei AHVEY — 41,73 4 3,95 kJ mol~!, die Entropie bei TASYVEY — -22,34 kJ mol !
und die freie Energie wurde mit AG2EN = -19,39 kJ mol~! berechnet. Die thermodynami-
schen Parameter sind in Tabelle 3.6 zusammengestellt. Fiir die Bindung von Ca?"-Ionen
an hexameres Himocyanin, welches Mg?*-Ionen gebunden hatte, wurden im Vergleich
zum Mg?T- und Na*-haltigen Pigment verminderte Wirmesignale aufgezeichnet. Die be-
rechnete Anzahl der Bindungspldtze betrug nl%. — 3,65 £ 0,27. k3%, wurde mit 4,69
+ 0,53 mM~! bestimmt. Bindungsenthalpie und Entropie lagen bei AH?;& = -3347 +
2,99 kJ mol~ und TASY = -12,77 kJ mol~'. Die freie Energie wies AGYs, = -20,71
kJ mol~! auf. Alle Werte mit Ausnahme der Bindungsenthalpie unterschieden sich sig-
nifikant von den Werten, die bei Injektion von Ca?*-Ionen in Mg?*- und Na't-haltiges
Hémocyanin berechnet wurden. Eine weitere Reduzierung der gemessenen Wérmesignale
erfolgte bei Injektion der Ca?"-Ionen in eine hexamere, gegen Na't-haltigen Tris-Puffer
dialysierte Hamocyaninlosung. Hier wurde die Stochiometrie mit 1,69 4+ 0,44 angege-
ben. Die Bindungskonstante verminderte sich auf k5%, — 1,98 + 0,17 mM~'. AH®:,
und TAS™2, betrugen -55,18 £ 15,49 kJ mol™! bzw. -36,70 kJ mol™!. Die freie Energie
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wurde mit AG®%, = -18,48 kJ mol~! bestimmt. Mit Ausnahme der Bindungsenthalpie
unterschieden sich die Werte signifikant von denen, die fiir die Injektion der Ca?*-Ionen
in Mg?"-haltiges Himocyanin berechnet wurden. Die c-Werte der Messungen lagen bei
0,52 fiir die Bindung von Ca?" an Na'-ionenhaltiges Himocyanin, bei 1,95 fiir die Bin-
dung an Mg?*- und Nat-ionenhaltiges Himocyanin und bei 2.6 fiir die Bindung an das

Mg?*-ionenhaltige Pigment.

Tabelle 3.6: Thermodynamische Parameter der Bindung von Ca?*-Ionen an hexameres Himocyanin von
Palinurus elephas welches zuvor gegen Mg?*- und/oder Na*t-ionenhaltigen Tris-Puffer dialysiert wurde.
In Spalte d sind die im Dialysepuffer enthaltenen Kationen angegeben. Die Werte wurden als Mittelwerte
von 3 - 4 Versuchswiederholungen mit dem Non-Interacting-Site-Modell ermittelt. Die angegebenen Fehler
sind die Standardabweichungen (X + SD).

Non-Interacting-Site-Modell

d Neq2+ /{}Cau AHga2+ TASga2+ AGgaz+
[mM~—1] [kJ mol ™! [kJ mol™!]  [kJ mol™!
Na* 1,69 +0,44 1,98 £ 0,17 -05,18+ 15,49 -36,70 -18,48
Mg?+ 3,66 £0,27 4,69 + 0,53 -33,47 £ 2,99 -12,77 -20,71
Mg?T+Nat 4,36 0,34 2,88 + 0,28 -41,73 £ 3,95 -22,34 -19,39

Die Auswertung der Bindungsisotherme mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell war bei allen
drei Versuchsansitzen nicht moglich. Es lag somit in allen Féllen nur ein Bindungsplatz-
typ fiir die Ca?*-Ionenbindung ans Himocyanin vor. Auch konnten die aufgenomme-
nen und integrierten Wirmetonungen der drei Versuchsanséitze nicht mit dem Multisite-
Interacting-Modell ausgewertet werden. Die Bindung der Ca?*-Ionen erfolgte dementspre-

chend nicht kooperativ.

3.2.4 Bindung von Ca’"- und Mg?"-Ionen an monomeres Himo-
cyanin unter normoxischen Bedingungen

Das im nativen Zustand zu mehr als 95 % als hexameres Aggregat vorliegende Hamo-
cyanin der Européischen Languste wurde durch Dialyse gegen einen salzfreien Puffer mit
alkalischem pH-Wert (100 mM Glycin/NaOH-Puffer pH 9,5) in seine monomeren Un-
tereinheiten aufgespalten. Zur weiteren Charakterisierung der Bindungspliitze fiir Ca?*-
und Mg?*-Tonen am Himocyanin von Palinurus elephas wurden die Wirmetdnungen bei
Injektion der Kationen in die monomeren Pigmentlosungen aufgenommen. Der Aggregati-
onszustand des Makromolekiils wurde zu Versuchsbeginn und am Ende des I'TC-Versuchs
mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie bestimmt (vgl. Kapitel 2.3). So wurde ge-
wihrleistet, dass das Himocyanin zu Beginn des Versuchs zu mehr als 95 % als Monomer
vorlag und bei Versuchsende mehr als 95 % der monomeren Untereinheiten durch Anla-

gerung der divalenten Kationen hexamere Aggregate bildeten.



3.2. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 43

0 | S — 1.5
o — o =
<2 v < 2 ]
0 < o = 1,0
T 20 -10 Ty .0
53 g
= — o - 0,5
D v 5 1
L 3 o 3
Eg-20 E £
S = v B - 0,0
3 e vt B =
230 ; a Mg2+ 0,5 -
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
A Molares Verhiltnis [Ligand/Hdamocyanin] B Molares Verhiltnis [Ligand/Hdmocyanin]

Abbildung 3.15: A: Bindung von Ca?*- (¥) und Mg?*- (A) Tonen an monomeres Himocyanin von
Palinurus elephas. Die Bindungsisotherme wurden durch 131 (Ca?") bzw. 125 (Mg?") Injektionen einer
200 mM Ligandenlésung in eine 680 M Hamocyaninlosung bei 20 °C erhalten. Das Himocyanin war
zuvor gegen einen 100 mM Glycin/NaOH-Puffer (pH 9,5 eingestellt bei 20 °C) dialysiert worden. B: wie A.
Zur besseren Darstellung ist nur der Bereich der y-Achse von - 0,8 kJ mol~! bis 1,8 kJ mol~! gezeigt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.15 gezeigt. Wie in Kapitel 2.6 ausgefiihrt, liegt die Bin-
dungsisotherme einer exothermen Reaktion im negativen Energiebereich, da die Reak-
tionszelle eine geringere Wérmezufuhr erhilt als die Referenzzelle. Die endotherme Re-
aktion wird entsprechend im positiven Bereich aufgezeichnet. Abb. 3.15 A zeigt, dass
durch die Anlagerung von Ca**-Ionen an das monomere Molekiil im Vergleich zur Mg?*-
Ionenanlagerung mehr Wiarmeenergie freigesetzt wurde. Aus Abb. 3.15 B, in der der Be-
reich um den Nullpunkt der y-Achse vergrofert dargestellt ist, geht hervor, dass die an-
finglich exotherme Anlagerungsreaktion der Ca**-Ionen an das monomere Molekiil in
eine endotherme Reaktion iibergeht. Die Wirmebilanz der Mg?*-Ionenbindung ist hinge-

gen insgesamt endotherm.

Um einen weiteren Einblick in den Reaktionsablauf zu erzielen, wurden die I'TC-Versuche
an markanten Punkten der Bindungsisotherme gestoppt und die aktuelle Zusammenset-
zung des Reaktionsgemischs hinsichtlich der monomeren Untereinheiten und der hexame-
ren Aggregate mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie (vgl. Kapitel 2.3) bestimmt.
Abb. 3.16 A zeigt die Bindungsisotherme fiir die Mg?T-Tonen. Die Reaktion wurde an
den mit einem Pfeil gekennzeichneten Punkten gestoppt. Die Prozentangabe bezieht sich
auf die zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten hexameren Aggregate und die in Klammern
gesetzte Ziffer auf die Gesamtligandenkonzentration [mM] in der Reaktionszelle. Die an-
finglich aufgezeichnete Wirmeenergie verminderte sich bis auf 0 kJ mol~! bei einer Mg?*-
Tonenkonzentration von 3,65 mM. 6 % des Hamocyanins lag zu diesem Zeitpunkt als He-
xamer vor. Anschliefend stieg die gemessene Wirmeenergie linear an bis 76 % des Hamo-
cyanins als hexamere Aggregate, bei einer Ligandenkonzentration von 12,07 mM, vorlagen
um dann wieder bis zur Nulllinie abzufallen. Bei einer Gesamtligandenkonzentration von

19,85 mM lagen 86 % als hexamere Zusammenschliisse vor. Und 100 % der monomeren
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Untereinheiten vereinigten sich zu hexameren Assoziaten bei einer Mg?*t-Konzentration
von 32,26 mM.
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Abbildung 3.16: A: Bindungsisotherme fiir die Bindung von Mg?* an monomeres Héimocyanin von Pa-
linurus elephas. Es wurde eine 200 mM Ligandenldsung in eine 680 uM Hédmocyaninlgsung bei 20 °C
titriert. Die ITC-Versuche wurden nach der mit einem Pfeil gekennzeichneten Injektion abgebrochen.
Die Prozentangabe bezeichnet den jeweiligen Status an hexameren Aggregaten. Es wurde der Mittelwert
von 2 bis 4 Versuchen angegeben. Die in Klammern gesetzte Ziffer gibt die Ligandenkonzentration in
der Reaktionszelle bei Abbruch der Versuche an. Es wurde ein Mittelwert aus 2 bis 4 Versuchen gebil-
det. B: Bindungsisotherme (Ausschnitt des y-Achsenbereichs von -1,1 kJ mol~! bis 1,8 kJ mol~1) fiir
die Bindung von Ca?t an monomeres Himocyanin der Europiischen Languste. Es wurde eine 200 mM
Ligandenlsung in eine 680 M Hamocyaninlésung bei 20 °C titriert. Die ITC-Versuche wurden nach der
mit einem Pfeil gekennzeichneten Injektion abgebrochen. Die Prozentangabe bezeichnet den jeweiligen
Status an hexameren Aggregaten. Es wurde der Mittelwert von 2 bis 3 Versuchen angegeben. Die in
Klammern gesetzte Ziffer gibt die Ligandenkonzentration in der Reaktionszelle bei Abbruch des Versuchs
an. Es wurde ein Mittelwert aus 2 bis 3 Versuchen gebildet.

Aus Abb. 3.16 B ist zu erkennen, dass die eingangs positive Energiebilanz bei Anlagerung
der Ca?"-Ionen an das monomere Himocyanin sich linear verminderte. Bei einer Ionen-
konzentration von 1,27 mM und 0,6 % hexameren Aggregaten kehrte sie sich um und
erreichte ihr Minimum bei einer Ca?*-Ionenkonzentration von 4,06 mM. Bei dieser Kon-
zentration hatten sich 19 % der Monomere zu hexameren Assoziaten zusammengelagert.
88 % der monomeren Untereinheiten hatten sich bei einer Ca**-Ionenkonzentration von
19,77 mM zu hexameren Zusammenschliissen vereinigt. Und bei einer Ca?*-Konzentration

von 31,82 mM lagen 100 % der monomeren Untereinheiten als hexamere Aggregate vor.

Die Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten des Himocyanins von Palinurus
elephas zu hexameren Aggregaten ist ein endothermer Vorgang. Dies konnte durch ITC-
Versuche gezeigt werden, bei denen das monomere Himocyanin in einen Tris-Puffer (pH
8,0) titriert wurde (vgl. Abb. 3.17). Im Anschluss an den Versuch wurde der aktuelle
Aggregationszustand des Himocyanins in der Reaktionszelle iiberpriift. Zwischen 25 %
und 34 % der injizierten monomeren Untereinheiten hatten sich zu hexameren Molekii-
len zusammengelagert. Eine grofere Ausbeute an Hexameren konnte auch bei diversen
Versuchsabwandlungen nicht erzielt werden.
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Abbildung 3.17: Aufgezeichnete Wérmeenergie bei Injektion einer 680 pM monomeren Hémocyaninlo-
sung, die zuvor gegen 100 mM Glycin/NaOH-Puffer (pH 9.5 eingestellt bei 20 °C) dialysiert wurde, in
100 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0 eingestellt bei 20 °C). Es wurden 125 Injektionen mit je 2 ul Himocya-

ninlosung durchgefiihrt. Bei Versuchsende hatten sich 25 % bis 34 % der monomeren Untereinheiten zu
hexameren Aggregaten zusammengelagert.

Eine Auswertung der in Abb. 3.15 gezeigten Bindungsisotherme mit dem Non-Interact-
ing-Site-Modell, dem Multisite-Interacting-Modell und dem Two-Sets-of-Sites-Modell war
nicht moglich, da neben der Warmeenergie, die fiir die Bindung der divalenten Kationen
verbraucht bzw. frei wurde, die aufgezeichneten Signale auch durch die Energie beeinflusst
wurden, die fiir die Zusammenlagerung der Monomeren zu héhermolekularen Aggregaten
verbraucht wurde. Dieser energetische Aspekt wird in den in Kapitel 2.7.2 dargestellten
Modellen nicht beriicksichtigt. Aus den in Abb. 3.17 illustrierten ITC-Versuchen war be-
kannt, dass die alleinige Aggregation endotherm verlduft. Jedoch konnte die verbrauchte
Wairmeenergie nicht in kJ mol~! Monomer beziffert werden, da die erhaltenen Wirmeto-
nungen diesbeziiglich keine eindeutigen Ergebnisse lieferten. Dies kann daran liegen, dass
das hexamere Himocyanin von Palinurus elephas aus vier verschiedenen Monomerunter-
einheiten zusammengesetzt wird (Jekel et al., 1996). In welchem Verhéltnis und in wieviel
Schritten die Zusammenlagerung erfolgt bzw. welche Phasen energetisch begiinstigt sind,
ist nicht bekannt.

3.2.5 Bindung von Ca’'- und Mg?*-Ionen an monomeres Himo-
cyanin unter hypoxischen Bedingungen

Der Einfluss von Sauerstoff auf die Bindungseigenschaften der untersuchten divalenten
Kationen Ca?" und Mg?" an monomerem Himocyanin von Palinurus elephas wurde
iiber isotherme titrationskalorimetrische Versuche charakterisiert, die bei einem Sauer-
stoffpartialdruck unter einem Torr durchgefiihrt wurden. Die Bindung der Ionen unter

Sauerstoffausschluss ist von Bedeutung, da sie ihrerseits die Sauerstoffaffinitit des Pig-
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ments beeinflussen. Dies konnte anhand der in dieser Arbeit betrachteten Sauerstoffbin-

dungskurven gezeigt werden (siehe Kapitel 3.3.2).
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Abbildung 3.18: A: Bindung von Ca?*-Ionen an monomeres Himocyanin der Europiischen Languste unter
normoxischen (Pos > 150 Torr) und hypoxischen (Pos < 1 Torr) Bedingungen. Die Bindungsisotherme
wurden durch 131 Injektionen einer 200 mM Ligandenlosung in eine 680 pM Hamocyaninlosung bei
20 °C erhalten. Das Himocyanin war zuvor gegen einen 100 mM Glycin/NaOH-Puffer (pH 9,5 eingestellt
bei 20 °C) dialysiert worden. B: wie A. Zur besseren Darstellung ist nur der Bereich der y-Achse von
- 0,2 kJ mol ! bis 1,8 kJ mol ~! gezeigt.

In Abb. 3.18 A ist die Bindungsisotherme fiir die Bindung von Ca?*-Tonen an monomeres
Hémocyanin unter hypoxischen Bedingungen (Poy < 1 Torr) im Vergleich zur Anlagerung
bei einem Sauerstoffpartialdruck von mehr als 150 Torr gezeigt. Die gemessenen und in-
tegrierten Signale weichen nicht voneinander ab. Auch die detaillierte Betrachtung im
endothermen Bereich (Abb. 3.18 B) zeigte, dass die unter Hypoxie und Normoxie aufge-

nommenen Wiarmesignale nur geringfiigige Unterschiede aufwiesen.
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Abbildung 3.19: Bindung von Mg?*-Tonen an monomeres Himocyanin der Européischen Languste unter
normoxischen (Pos > 150 Torr) und hypoxischen (Pos < 1 Torr) Bedingungen. Die Bindungsisotherme
wurden durch 125 Injektionen einer 200 mM Ligandenldsung in eine 680 uM Hamocyaninlosung bei 20 °C
erhalten. Das Hiamocyanin war zuvor gegen einen 100 mM Glycin/NaOH-Puffer (pH 9,5 eingestellt bei

20 °C) dialysiert worden.
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Fiir die Anlagerung der Mg?*-Tonen bei einem Sauerstoffpartialdruck unter einem Torr
lag die integrierte Wirmeenergie bis zu 0,5 kJ mol™! {iber der unter Normoxie erziel-
ten (vgl. Abb. 3.19). Die direkte Uberpriifung des Aggregationszustandes des Hiimocya-
nins nach Versuchsende ergab fiir die Injektion von Ca**- und Mg?"-Ionen unter hypo-
xischen wie unter normoxischen Bedingungen eine Ausbeute an Hexameren von mehr
als 95 %. Eine Auswertung der Bindungsisotherme mit dem Non-Interacting-Site-Modell,
dem Multisite-Interacting-Modell und dem Two-Sets-of-Sites-Modell war auch fiir die un-
ter Hypoxie aufgenommenen Messdaten aus den in Kapitel 3.2.4 dargestellten Griinden

nicht moglich.

3.3 Sauerstoffbindungsstudien

Die Sauerstoffbindungseigenschaften des Hadmocyanins dekapoder Krebse werden u. a.
durch die divalenten Calcium- und Magnesiumionen, durch das monovalente Natrium-
ion, durch den natiirlichen Modulator Urat und durch den artifiziellen Effektor Koffein
beeinflusst (Bonaventura und Bonaventura, 1980; Morris et al., 1985). Eine eingehen-
de Charakterisierung der Einflussnahme beim Hdmocyanin der Européischen Languste
erfolgte mittels Sauerstoffbindungskurven, die in An- und Abwesenheit aller bzw. eines
Teils dieser Liganden aufgenommen wurden. Hierzu wurden die Himocyaninlésungen ge-
gen Tris-Puffer mit unterschiedlicher Kationenzusammensetzung dialysiert (vgl. Tabelle
2.1). Der Einfluss von Urat bzw. Koffein auf die Sauerstoffbindung des Himocyanins wur-
de iiber den Vergleich von Bindungskurven betrachtet, die ohne und mit Urat bzw. Koffein
gesittigtem Hamocyanin aufgenommen wurden. Zudem wurden die Bindungseigenschaf-
ten von in seine monomeren Untereinheiten zerfallenem Pigment und von monomerem
Hémocyanin, das wieder zu hexameren Komplexen reaggregiert wurde, iiber Sauerstoff-

bindungskurven analysiert.

3.3.1 Urat und Koffein als Liganden

Um den Einfluss des natiirlichen Modulators Urat und des artifiziellen Effektors Koffein
auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des Himocyanins von Palinurus elephas beurtei-
len zu konnen, wurden die Halbséttigungsdriicke (Pso) und Hill-Koeffizienten (ngy) von
Héamocyaninlosungen mit und ohne Ligand bestimmt. Ein Maf fiir die Sauerstoffaffinitét
des Pigments ist der P5o. Die Kooperativitit der Sauerstoffbindung kann iiber den ny

beschrieben werden.

Fiir die in An- und Abwesenheit der Effektoren Urat und Koffein aufgenommenen Sauer-
stoffbindungskurven ergaben sich die in Tabelle 3.7 aufgefiihrten Halbsattigungswerte und
Hill-Koeffizienten. Der Psy des Pigments ohne beide Liganden betrug 6,48 £ 0,21 Torr.
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Tabelle 3.7: Halbsdttigungspunkte Pso [Torr] und Hill-Koeffizienten ngy des Himocyanins von Palinurus
elephas in An- und Abwesenheit von 1 mM Urat und 1 mM Koffein. Die Messungen erfolgten bei 20 °C.
Es wurden 3 bis 5 Versuchswiederholungen durchgefiihrt (X£+SD).

Ligand P5y [Torr] ny
ohne 648 + 021 2.80 + 0.25
Urat 3,50 + 0,08 2,31 + 0,04

Koffein 2,90 4 0,16 1,71 =+ 0,14

Unter Zugabe von Urat erhohte sich die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins signifikant.
Der Halbséttigungsdruck verminderte sich auf P;* = 3,50 £ 0,08 Torr. Die héchste Affi-
nitdt des Himocyanins zu Sauerstoff wurde bei Zugabe des Effektors Koffein erzielt. Der
Ps5o verdnderte sich nochmals signifikant und konnte mit 2,90 4+ 0,16 Torr berechnet wer-
den. Der Hill-Koeffizient wurde fiir das Pigment ohne die Effektoren Urat und Koffein mit
2,80 £ 0,25 bestimmt. Die Sauerstoffbindung ans Hémocyanin erfolgte kooperativ. Bei
Zugabe des natiirlichen Modulators Urat nahm die Kooperativitidt der Bindung ab. Der

n}}{rat
Koffein

von Ny

betrug 2,31 4+ 0,04. Mit Koffein gesittigtes Himocyanin wies einen Hill-Koeffizienten
= 1,71 4+ 0,14 auf. Die Kooperativitiat der Sauerstoffbindung verminderte sich
im Vergleich zum ligandenfreien Himocyanin signifikant, im Vergleich zum uratgeséttig-
ten Pigment konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die Erhéhung der
Sauerstoffaffinitit durch Sattigung der Himocyaninlsung mit den Effektoren Urat oder
Koffein und die gleichzeitige Verminderung der Kooperativitit kann an den Sauerstoff-
bindungskurven auch optisch erfasst werden. Abbildung 3.21 zeigt die Sauerstofftbindung
an das Hamocyanin unter Einfluss der Effektoren Urat und Koffein im Vergleich zu ei-
ner Hamocyaninlésung ohne beide Effektoren. Alle Bindungskurven wiesen eine sigmoide
Form auf, was die kooperative Bindung des Sauerstoffs an das Himocyanin der Européi-
schen Languste unterstrich. Der sigmoide Charakter wurde jedoch in Anwesenheit von
Urat und Koffein abgeschwicht. Die Kooperativitit der Sauerstoffbindung war vermin-
dert. Die Erhchung der Sauerstoffaffinitit bei Zugabe der Effektoren &uferte sich durch

eine Verschiebung der Bindungskurven entlang der Abszisse nach links.

3.3.2 Ca’", Mg?" und Na'-Ionen als Liganden

Zur Uberpriifung welchen Einfluss divalente und monovalente Kationen auf die Sauer-
stoffbindungseigenschaften des Hamocyanins der Européischen Languste besitzen, wur-
den Sauerstoffbindungskurven in An- und Abwesenheit von Ca?*-, Mg?*- und Na*-Ionen
aufgenommen. Die Himocyaninlésungen wurden hierfiir gegen die in Tabelle 2.1 Nr. 1
bis 7 aufgelisteten Tris-Puffer dialysiert. Die berechneten Halbséttigungswerte (Psg) und
Hill-Koeffizienten (ny) sind in Tabelle 3.8 zusammengestellt. Himocyanin, welches gegen
100 mM Tris/HCI dialysiert wurde, wies einen Halbséttigungsdruck von 9,04 + 0,36 Torr

auf. Unter Zugabe der Kationen zur Himocyaninlosung erhéhte sich die Sauerstoffaffini-
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Tabelle 3.8: Halbsittigungspunkte Pso [Torr] und Hill-Koeffizienten ny des Himocyanins von Palinurus
elephas in An- und Abwesenheit von Ca?*-, Mg?*- und Na*-Ionen in unterschiedlichen Konzentrationen
(sieche Tabelle 2.1 Nr. 1 bis 7). In Spalte Kationen ist die jeweilige Kationenzusammensetzung des Tris-
Puffers angegeben gegen den die Himocyaninlosung dialysiert wurde. Die in Spalte b aufgefiihrten Ziffern
entsprechen den Nummern der Tris-Puffer in Tabelle 2.1. Die Messungen erfolgten bei 20°C. Es wurden
3 bis 4 Versuchswiederholungen durchgefiihrt (X+SD).

b Kationen Pso [Torr] ny

1 ohne 9.04 + 036 244 % 0,10
2 20 mM Ca2t 6,18 + 0,25 2,48 £ 0,07
3 50 mM Ca?t 5354 0,30 2,67+ 0,15
4 20 mM Mg®" 7,01 + 0,36 2,60 + 0,15
5 50 mM Mgt 4,10 + 0,17 2,47 + 0,10
6 150 mM Na® 6,22 £ 0,11 2,32 + 0,01
7 500 mM Nat 4,02 + 0,32 2,25 + 0,06

tiat des Pigments signifikant. Die Verminderung des Psy war vom eingesetzten Effektor
und von dessen lonenstirke abhingig. Der geringste Einfluss auf die Affinitdt konnte
bei Zugabe von 20 mM Mg?"-Ionen festgestellt werden. Der Halbsittigungswert betrug
Pz = 7,01 £ 0,36 Torr. Die Erhohung der Ionenstérke auf 50 mM bewirkte eine signi-
fikante Verminderung des Halbsittigungsdrucks auf P:)"® = 4,10 4 0,17 Torr. Der Psg
einer Himocyaninlgsung mit 20 mM Ca*"-Tonen wurde mit P = 6,18 £ 0,25 Torr
bestimmt. Die Affinitiit erhéhte sich nicht signifikant bei Zugabe von 50 mM Ca?*-Ionen
zur Pigmentlosung (P = 5,35 = 0,30 Torr). Das monovalente Kation Na™ bewirk-
te mit einer Ionenstirke von 150 mM im Vergleich zum ionenfreien Hdmocyanin eine
signifikante Verminderung des P}’ auf 6,22 + 0,11 Torr. Bei Zugabe von 500 mM Na*-
[onen zur Hdmocyaninlésung verminderte sich der Halbsdttigungsdruck signifikant auf
P — 4,02 £ 0,32 Torr.

Die Kationen wurden als Chloridsalze dem Dialysepuffer beigegeben, wobei die Auswir-
kung der in der Losung enthaltenen Chloridionen auf die Messdaten von untergeordneter
Bedeutung war. Der Psy wies nach Dialyse der Himocyaninldsung gegen einen Tris-Puffer
mit 20 mM CaCl; oder gegen einen Tris-Puffer mit 150 mM NaCl keinen signifikanten
Unterschied auf. Gleiches galt fiir die Dialyse des Makromolekiils gegen einen Tris-Puffer
mit 50 mM MgCly oder 500 mM NaCl, auch hier konnte kein signifikanter Unterschied der
berechneten Pso-Werte festgestellt werden. In beiden Féllen traten, trotz Verdrei- bzw.
Verfiinffachung der Chloridionenstirke, keine signifikanten Verdnderungen im Halbsétti-

gungsdruck auf.

Die Bindung von Sauerstoff an das Himocyanin von Palinurus elephas das gegen 100 mM
Tris/HCI dialysiert wurde, erfolgte kooperativ. Der berechnete Hill-Koeffizient lag bei
2,44 + 0,10. Die kooperative Bindung wurde durch Dialyse der Pigmentlosung gegen einen
Tris-Puffer, der Ca?*, Mg?* oder Na*-Tonen beinhaltete, nicht signifikant beeinflusst. Der

ng-Wert betrug in mit 20 mM Ca?*-Ionen angereichertem Himocyanin 2,48 4 0,07. Bei
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Erhohung der Ionenstérke auf 50 mM erhohte sich der Wert auf n3y® = 2,67 + 0,15. Im
Fall von 20 mM Mg?*-Tonen wurde ein Hill-Koeffizient von n3)"* — 2,60 + 0,15 berechnet,
der auf n}y"® = 2,47 £+ 0,10 bei vermehrter Ionenzugabe (50 mM) sank. Die fiir eine

Hémocyaninlosung mit Na™-Tonen ermittelten ny-Werte lagen bei nji™* = 2,32 + 0,01
(150 mM) und n§y™™* = 2,25 + 0,06 (500 mM).

Tabelle 3.9: Halbséttigungspunkte Pso [Torr| und Hill-Koeffizienten ny des Himocyanins von Palinurus
elephas das gegen Tris-Puffer mit jeweils zwei bzw. drei verschiedenen Kationenkombinationen dialysiert
wurde (siehe Tabelle 2.1 Nr. 8 bis 11). Die in Spalte b aufgefiihrten Ziffern entsprechen den Nummern
der Tris-Puffer in Tabelle 2.1. In Spalte Kationen ist die jeweilige Kationenzusammensetzung des Tris-
Puffers angegeben gegen den die Himocyaninlosung dialysiert wurde. Die Messungen erfolgten bei 20 °C.
Es wurden 3 bis 4 Versuchswiederholungen durchgefiihrt (X+SD). Zum direkten Vergleich wurden die
Werte einer Himocyaninlgsung aufgefiihrt, die gegen einen 100 mM Tris/HCI-Puffer dialysiert wurde.

b Kationen Pso [Torr| ng

1. ohne 9.04 =+ 0,36 2,44 £ 0,10

8. 20 mM Ca?* + 50 mM Mg?* 6,18 4+ 0,01 2,79 + 0,04

9. 20 mM Ca?t + 500 mM Na* 9,10 4+ 0,29 2,67 £+ 0,02

10. 50 mM Mg2?* + 500 mM Na* 3,57 &+ 0,21 2,60 & 0,13

1. 20 mM Ca2* + 50 mM Mg+ 5,61 + 0,19 3,07 + 0,16
-+ 500 mM Na™

Eine weitere Charakterisierung der Sauerstoffbindungseigenschaften des Himocyanins
der Europdischen Languste unter Einfluss divalenter und monovalenter Kationen erfolgte
iiber die Aufnahme von Sauerstoffbindungskurven mit Pigmentldsungen, denen zwei un-
terschiedliche Kationen zugegeben wurden (siehe Tabelle 2.1 Nr. 8 bis 10). Die Halbsétti-
gungswerte (Pso) und Hill-Koeffizienten (ng) sind in Tabelle 3.9 aufgefiihrt. Als Referenz-
wert ist der Py und der ny einer Himocyaninlosung angegeben, die gegen einen 100 mM
Tris/HCI-Puffer ohne die untersuchten Kationen dialysiert wurde. Die Sauerstoffaffinitét
nahm mit Erhéhung der Tonenkonzentration signifikant zu. Bei Zugabe von 20 mM Ca?*-
und 50 mM Mg*"-Tonen (Nr. 8) verminderte sich der Halbséttigungsdruck signifikant auf
P = 6,18 £ 0,01 Torr. Eine weitere Erhohung der Tonenkonzentration (20 mM Ca**-
und 500 mM Na*-Tonen = Nr. 9) lief den Psq signifikant auf 5,10 4 0,29 Torr sinken. Die
hochste Sauerstoffaffintiit wurde bei Zugabe von 50 mM Mg?*- und 500 mM Na*-Ionen
(Nr. 10) zum Dialysepuffer erreicht (Pgy"*™"* — 3,57 + 0,21 Torr). Eine Himocyaninlo-
sung, die gegen einen Puffer dialysiert wurde, in dem alle untersuchten Kationen (Tabelle
2.1 Nr. 11) vereinigt waren, wies entgegen dem zuvor beschriebenen Trend lediglich einen
Halbsattigungsdruck von 5,61 + 0,19 Torr auf. Die berechneten Hill-Koeffizienten er-
hohten sich bei Zugabe zweier verschiedener Kationen zum Dialysepuffer signifikant zum
Referenzwert. Die ny-Werte wichen jedoch mit 2,79 + 0,04 (Nr. 8), 2,67 + 0,02 (Nr. 9)
und 2,65 £ 0,13 (Nr. 10) nicht signifikant voneinander ab. Himocyanin, welches gegen
einen Tris-Puffer dialysiert wurde, in dem alle drei untersuchten Kationen vereinigt waren,
zeigte einen signifikanten Anstieg des Hill-Koeffizienten auf nj; """ — 3,07 + 0,16

gegeniiber dem Referenzwert.
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3.3.3 Sauerstoffbindung an monomeres und reaggregiertes Ha-

mocyanin
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Abbildung 3.20: Sauerstoffbindungsdaten von in seine monomeren Untereinheiten zerfallenem H&mo-
cyanin (blauer o), monomerem Himocyanin, welches durch Dialyse gegen 100 mM Tris/HCL (pH 8,0)
(rotes W) oder gegen 100 mM Tris/HCI + 150 mM NaCl + 20 mM CaCly + 20 mM MgCl, (pH 8,0)
(rotes A) zu hexameren Komplexen reaggregiert wurde. Im Vergleich zu hexamerem Hiamocyanin, was
gegen 100 mM Tris/HCI (pH 8,0) (graues W) oder gegen 100 mM Tris/HCI + 150 mM NaCl + 20 mM
CaCly + 20 mM MgCly (pH 8,0) (graues A) dialysiert wurde. H — Hexamere

Zur weiteren Analyse der Sauerstoffbindungseigenschaften des Hamocyanins der Eu-
ropaischen Languste wurden Bindungskurven mit in seine monomeren Untereinheiten
zerfallenem Protein aufgenommen. Nach van Holde und Miller (1995) besitzt Sauerstoff
am monomerem Hadmocyanin eine Bindungsstelle. Der berechnete Hill-Koeffizient von
nyme = 1,11 £ 0,11 steht fiir eine nicht kooperative Bindung (vgl. Tabelle 3.10). Die Sau-
erstoffaffinitit des monomeren Pigments war sehr gering. Der Halbséttigungsdruck lag bei

pere — 18,65 £ 1,96 Torr. In Abb. 3.20 ist die Bindungskurve fiir die Anlagerung von Sau-
erstoff an monomeres Himocyanin gezeigt. Der Verlauf der Kurve war annéhernd linear.
Im Vergleich zur Sauerstoffbindungskurve fiir hexameres Himocyanin war die Kurve fiir
das monomere Pigment, aufgrund der geringen Sauerstoffaffinitit, entlang der Abszisse

nach rechts verschoben.

Wie in Kapitel 3.1 dargestellt, konnen die monomeren Untereinheiten des Hamocya-
nins durch Dialyse gegen einen Tris-Puffer (pH 8,0) mit und ohne Zugabe von Ca?"-,
Mg?*- und Na*-Tonen zu hexameren Komplexen reaggregiert werden. Zur Untersuchung,
ob das reaggregierte Himocyanin die gleichen Sauerstoffbindungseigenschaften aufweist
wie das hexamere, nicht zuvor in seine Untereinheiten zerfallene Pigment, wurden die
in Abb. 3.20 gezeigten Bindungskurven aufgenommen. In Tabelle 3.10 sind die aus den
Sauerstoffbindungskurven berechneten Halbséittigungsdriicke und Hill-Koeffizienten auf-

gefiihrt. Als Referenz dienten die Werte, die fiir hexameres nicht zuvor in die monomeren
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Tabelle 3.10: Halbséttigungspunkte Psy [Torr] und Hill-Koeffizienten ny des in seine monomeren Un-
tereinheiten zerfallenen Himocyanins von Palinurus elephas und von reaggregiertem Himocyanin. Hier
wurde das monomere Hidmocyanin gegen folgende Tris-Puffer dialysiert: 1: 100 mM Tris/HCl (pH 8,0)
und 2: 100 mM Tris/HCI mit 20 mM CaCly, 20 mM MgCly und 150 mM NaCl (pH 8,0). Die Messun-
gen erfolgten bei 20°C. Es wurden 3 bis 4 Versuchswiederholungen durchgefiihrt (X+SD). Zum direkten
Vergleich wurden die Werte aufgefiihrt, die fiir hexameres Himocyanin berechnet wurden, das gegen die
0.g. Tris-Puffer Nr. 1 und Nr. 2 dialysiert wurde.

Dialysepuffer Aggregationszustand P5o [Torr] ny
Monomere 18,65 £ 1,96 1,11 + 0,11

reaggregierte Hexamere 9,61 £ 1,24 2,34 + 0,07
Hexamere 9,04 4+ 0,36 2,44 + 0,10

reaggregierte Hexamere 7,61 £+ 0,78 2,96 + 0,17
Hexamere 6,48 4+ 0,21 2,80 £ 0,25

N DN — =

Untereinheiten zerfallenes Himocyanin berechnet wurden. Nach Dialyse des monomeren
Hémocyanins gegen einen 100 mM Tris/HCI-Puffer (pH 8,0) erfolgte die Sauerstoffbin-
dung kooperativ und mit einer signifikant hoheren Affinitéit als bei monomerem Hamo-
cyanin. Der Hill-Koeffizient betrug n};, = 2,34 £+ 0,07 und der Halbséttigungsdruck lag bei
Py, =9,61 + 1,24 Torr. Beide Werte unterschieden sich nicht signifikant von denen, die fiir
eine hexamere Hidmocyaninlosung ermittelt wurden, die gegen einen 100 mM Tris/HCI-
Puffer (pH 8,0) dialysiert wurde (Psg — 9,04 + 0,36 Torr, ny — 2,44 4+ 0,10). Die auf-
genommenen Sauerstoffbindungskurven verschoben sich, aufgrund der erhéhten Affinitét,
im Vergleich zur annihernd linearen Sauerstoffbindungskurve des monomeren Proteins,
entlang der Abszisse nach links. Thre sigmoide Form resultierte aus der Kooperativitit
der Bindung. Die Dialyse von monomerem Hamocyanin gegen 100 mM Tris/HCI-Puffer
(pH 8,0) mit monovalenten (150 mM NaCl) und divalenten (20 mM MgCly, 20 mM CacCl,)
Kationen fiihrte zu hexameren Aggregaten, deren Kooperativitit mit n%* = 2,96 + 0,17
berechnet wurde. Der ngy-Wert unterschied sich nicht signifikant von dem einer hexameren
Hémocyaninlésung, die gegen einen 100 mM Tris/HCI-Puffer mit 150 mM NaCl, 20 mM
MgCly und 20 mM CaCl, dialysiert wurde (ny — 2,80 4 0,25). Die Sauerstoffaffintitit des
reaggregierten Proteins wurde mit Py, = 7,61 £ 0,78 Torr berechnet und war signifikant

geringer als die der Referenzlosung (Pso = 6,48 + 0,21 Torr).

3.3.4 Analyse der Sauerstoffbindungskurven

Zur weiteren Beschreibung der Sauerstoffbindung wurde das MWC-Modell und das Three-
State-MWC-Modell angewandt (vgl. Kapitel 2.7.1). Nach beiden Modellen kann das Ma-
kromolekiil in verschiedenen Konformationen vorliegen. Das MWC-Modell geht von zwei
unterschiedlichen Zustinden, das Three-State-MWC-Modell von drei Formen aus, die im
Gleichgewicht zueinander stehen. Dieses Gleichgewicht wird nach Wyman (1972) durch

die Bindung eines Effektors an das Makromolekiil verschoben. Die Sauerstoffbindungskon-
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stanten der allosterischen Unterformen bleiben durch die Effektorbindung unveréndert.
Optisch kann dieser Effekt an der Verschiebung der Bindungskurven entlang der x-Achse
ausgemacht werden (vgl. Abb 3.21). Die weitere Betrachtung der Sauerstoffbindungskur-
ven erfolgte in Analysegruppen (siehe Tabelle 2.4).

Urat und Koffein als Liganden

Nach der Theorie des MWC-Modells kann das Himocyaninmolekiil von Palinurus elephas
in einer T,,..- oder R,...-Form vorliegen, die miteinander im Gleichgewicht stehen. Fiir die
Sauerstoffbindungskurven, die in An- und Abwesenheit des natiirlichen Modulators Urat
und des artifiziellen Effektors Koffein aufgenommen wurden (Analysegruppe VI), ergab
sich eine Sauerstoffbindungskonstante fiir die Bindung an die R,,.-Form (k}’inw) von 0,539
+ 0,022 Torr™" und fiir die Bindung an die T,,,.-Form (ky! ) von 0,021 + 0,004 Torr™!
(vgl. Tabelle 3.11). Die Bindungskonstanten £} und kj'  gelten fiir das Himocyanin
in An- und Abwesenheit der Effektoren.

Tabelle 3.11: 2 der Regression der Sauerstoffbindungskurven und Sauerstoffbindungskonstanten [Torr—1]
ERmwes KTmwes KRg: Ky und kg, der Analysegruppe VI fiir das MWC-Modell und das Three-State-MWC-
Modell. Die Bindungskonstanten wurden mit Formel 2.9 fiir das MWC-Modell und mit Formel 2.17 fiir das

Three-State-MWC-Modell berechnet. Die angegebenen Fehler entsprechen den in der Regressionsroutine
berechneten Unsicherheiten der Parameter.

MWC Three-State-MWC
x> 7,04 x 107* x> 4,48 x 10~*
L3 0,539 £ 0,022 Torr™1 [ kj. 1,792 + 0,427 Torr !
kY 0,021 £ 0,004 Torr™ | k! 0,037 £ 0,008 Torr™!
ul 0,308 + 0,075 Torr!

Fiir das Three-State-MWC-Modell, in dem das Himocyanin der Européaischen Languste
in den drei allosterischen Konformationen R,, T, und S, vorliegen kann, ergaben sich die in
Tabelle 3.11 aufgefiihrten Werte. Die Bindungskonstante fiir die Bindung des Sauerstoffs
an die R,-Form (k}.) betrug 1,792 + 0,427 Torr™", fiir die Bindung an die T;-Form (k}!)
wurde ein Wert von 0,037 & 0,008 Torr™" und fiir die Bindung an die S,-Form (kY]) ein
Wert von 0,308 + 0,075 Torr~! berechnet. k., kr, und kg gelten in An- und Abwesenheit
der Effektoren Urat und Koffein. Die allosterischen Konformationen stehen sowohl beim
MWC-Modell als auch beim Three-State-MWC-Modell im Gleichgewicht zueinander, das
iiber die Konstanten L:" bzw. Lg und LF, beschrieben wird. Die Gleichgewichtskonstan-
ten wurden fiir jede Datengruppe innerhalb der Analysegruppe VI bestimmt. Die Werte
sind im Anhang in Tabelle A.1 zusammengestellt und logarithmiert in Abb. 3.24 fiir das
MWC-Modell und in Abb. 3.25 fiir das Three-State-MWC-Modell aufgetragen.

Die Sauerstoffbindungskurven sind in Abbildung 3.21 gezeigt. Die Messdaten wurden
einer nichtlinearen Regression mit dem MWC-Modell (Abb. 3.21 A) und mit dem Three-
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Abbildung 3.21: Sauerstoffbindung an das Hamocyanin von Palinurus elephas unter dem Einfluss der
Effektoren Urat und Koffein (Analysegruppe VI). Die Séttigung des Himocyanins wurde in Abhéngigkeit
vom Sauerstoffpartialdruck in 100 mM Tris/HCl-Puffer mit 500 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 20 mM CaCl,
(pH 8,0) (rote Symbole) und in 100 mM Tris/HCI-Puffer mit 150 mM NaCl, 20 mM MgCls, 20 mM CaCls
(pH 8,0) ohne (blaue Symbole) und mit 1 mM Koffein (o) oder 1 mM Urat (M) bei 20 °C bestimmt (siche
Tabelle 2.4). Die Daten wurden einer nichtlinearen Regression mit dem MWC-Modell (A) und dem
Three-State-MWC-Modell (B) unterzogen.

State-MWC-Modell (Abb. 3.21 B) unterzogen. Da es mit beiden Modellen méglich war, die
Sauerstoffbindungsdaten zu beschreiben und eine nichtlineare Regression durchzufiihren,
wurden zur Beurteilung der Giite der Regression die x? -Werte fiir beide Modelle berechnet
(vgl. Tabelle 3.11). Fiir das MWC-Modell wurde ein Wert von 7,04 x 10~* ermittelt. Der
x? -Wert des Three-State-MWC-Modells lag bei 4,48 x 10~%. Die Messwerte wurden somit
bei Anwendung des Three-State-MWC-Modells von der Regression besser erfasst als beim
MWC-Modell. Die folgenden Betrachtungen fiir die Effektoren Urat und Koffein wurden
daher nur noch auf der Grundlage des Three-State-MWC-Modells durchgefiihrt.

Uber die Formeln 2.22 konnte die prozentuale Verteilung der allosterischen Konforma-
tionen unter normoxischen (Poy > 150 Torr) und unter hypoxischen (Pos, < 1 Torr)
Bedingungen bestimmt werden. Unter Normoxie lag das mit Koffein oder Urat gesittigte
Pigment zum iiberwiegenden Teil in der R,-Konformation vor (Koffein geséttigt: 86,03
%; Urat gesittigt: 90,09 %). In beiden Fillen war die T,-Form nicht vorhanden. Auf die
S,-Konformation entfiel ein prozentualer Anteil von 9,91 beim mit Urat und 13,97 beim
mit Koffein gesittigten Himocyanin. Ohne die Liganden Urat oder Koffein lag das Ma-
kromolekiil unter Normoxie zu 84,52 % in der R,-Konformation vor. Die S,-Konformation
war zu 15,45 % und die T,-Form zu 0,04 % vorhanden. Sank der Sauerstoffpartialdruck
unter einem Torr verschob sich das Konformationsverhiltnis beim mit Urat gesittig-
ten Himocyanin zu Gunsten der T,-Form (79,60 %). Die Poy-Abnahme bewirkte beim
mit Koffein geséttigten Makromolekiil eine Verschiebung zur S;-Form (62,70 %). Die R,-
Konformation war bei beiden fast nicht mehr vorhanden (Urat gesattigt: 0,49 %; Koffein
gesittigt: 1,05 %). Auf die S,-Form entfielen 19,91 % beim Urat geséttigten Pigment und
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auf die T;-Form entfielen 36,25 % beim Koffein gesittigten Pigment. Ohne die Liganden
lag das Molekiil zu 98,78 % in der T,-Konformation vor. 1,21 % entfielen auf die S,- und
0,02 % auf die R,-Konformation. Die prozentuale Verteilung der Konformationen ist aus
Tabelle 3.12 ablesbar. Zu bedenken ist, dass die stark mit Fehlern behafteten Gleich-
gewichtskonstanten bei Berechnung der Konformationsverteilung mit den Formeln 2.22
einen grofen Einfluss ausiiben und zudem fg,, fs, und fp, sehr parameterempfindlich
sind. Die berechnete prozentuale Konformationsverteilung kann daher nur als Tendenz

verstanden werden.

Tabelle 3.12: Prozentuale Verteilung der allosterischen Untereinheiten des Hidmocyanins von Palinurus
elephas bei Anwendung des Three-State-MWC-Modells unter hypoxischen und normoxischen Bedingun-
gen. Die Konformationsverteilung ist fiir das Himocyanin ohne und mit den Liganden Urat oder Koffein
angegeben. Die prozentuale Verteilung wurde mit den Formeln 2.22 fiir das Three-State-MWC-Modell
berechnet.

Pos > 150 Torr < 1 Torr
Konformation R, T, S, R, T, S,
ohne Urat/Koffein 84,52 % 0,04 % 1545 % | 0,02% 98,78 % 1,21 %
mit Urat 90,09 % 0% 9,91 % 049 % 79,60 % 19,91 %
mit Koffein 86,03 % 0% 13,97 % | 1,06 % 36,25 % 62,70 %

In Tabelle 3.13 sind die Einflussfaktoren W5 und W fiir die Effektoren Urat und
Koffein angegeben. Wie in Kapitel 2.7.1 dargestellt, charakterisieren W und W¢ den
Einfluss der Liganden auf die Sauerstoffbindung an das Himocyanin durch Einwirkung auf
die allosterischen Gleichgewichtskonstanten L. und Lg.. Fiir den natiirlichen Modulator
Urat wurde W* mit 0,037 & 0,004 und W5 mit 0,549 £ 0,068 berechnet. Die Werte
fiir den artifiziellen Effektor Koffein betrugen W™ = 0,010 £ 0,002 und W'§™™" = 0,933
+ 0,084.

Tabelle 3.13: Einflussfaktoren Wir*t, Wigrt, Wi und Wgo™™ der Modulatoren Urat und Koffein auf

die Sauerstoffbindung an das Hamocyanln von Palmurus elephas. Bei den angegebenen Fehlern handelt
es sich um eine durch die Regressionsroutine berechnete Unsicherheit der Parameter.

Effektor ;f; fgf;
Urat 0,037 £ 0,004 0,549 + 0,068
Koffein 0,010 £ 0,002 0,933 &+ 0,084

In Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 wurden die Bindungskonstanten (ky,a., Kxofreins Knypurats Knypofiein)
fiir die Bindung des natiirlichen Modulators Urat und seines artifiziellen Effektors Koffein
an hexameres Himocyanin unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen bestimmt.
Da die Konformationsverteilung der allosterischen Untereinheiten unter diesen Bedingun-
gen bekannt ist (siehe Tabelle 3.12), kénnen die berechneten Bindungskonstanten einer
bestimmten Konformation zugeordnet werden. Hierbei wird unterstellt, dass die iiber die
Bindungsisotherme berechnete Konstante fiir die unter den jeweiligen Bedingungen vor-
herrschende Konformation gilt. Uber die berechneten Einflussfaktoren (vgl. Tabelle 3.13)
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und unter Anwendung der Formeln 2.20 und 2.21 war es moglich, die Bindungskonstante
fiir die Bindung des Liganden an die weder unter Hypoxie noch unter Normoxie domi-
nierende Konformation (k,,,,,) zu berechnen. Bei mit Urat geséttigtem Hamocyanin lag
die S;-Konformation weder unter Hypoxie noch unter Normoxie als Dominierende vor.
Falls das Pigment mit Koffein geséttigt war, traf dies auf die T;-Konformation zu (vgl.
Tabelle 3.12). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.14 zusammengestellt.

Tabelle 3.14: Bindungskonstanten k, kyy,, und k;.,s der Bindung von Urat und Koffein an das Himocyanin
der Européischen Languste. k ist die Bindungskonstante der unter normoxischen Bedingungen dominie-
renden Konformation. Mit ki, ist die Konstante fiir die Bindung an die unter hypoxischen Bedingungen
dominierende Form bezeichnet. k..., gibt die Bindungsaffinitit an die weder bei einem Sauerstoffparti-
aldruck von > 150 Torr noch bei einem Pp, von < 1 Torr als dominierende Konformation vorliegende
allosterische Untereinheit wieder. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabwei-
chung (X 4+ SD). In Spalte a, b und ¢ sind die dazugehérigen Konformationen (Rs, T3, Ss) angegeben.

Ligand a k [mM™!] b kny [mMM7Y | ¢ Eorane [mM 1]
Urat R, 2737418 |T, 1613+ 290 |5, 4,46
Koffein R, 53,04 £ 3,87 | S, 40,57 £ 2,83 | T; 4,40

Fiir die Bindung von Urat an die S;-Konformation, die weder bei einem Sauerstoffpar-
tialdruck von mehr als 150 Torr noch bei einem von weniger als 1 Torr vorherrschend
war, wurde ein Wert von kU — 4,46 mM~! berechnet. Die Bindungskonstante fiir den

trans
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Abbildung 3.22: Sauerstoffbindung an das Himocyanin von Palinurus elephas innerhalb der Analyse-
gruppen I bis IV. Die Sattigung des Hamocyanins wurde in Abhéngigkeit des Sauerstoffpartialdrucks
bei 20 °C bestimmt. Die Kationenangaben in der Legende beziehen sich auf die Zusammensetzung der
Tris-Puffer gegen die das Hamocyanin dialysiert wurde (vgl. Tabelle 2.4 1T - IV). Die Daten wurden einer
nichtlinearen Regression mit dem MWC-Modell (A) und dem Three-State-MWC-Modell (B) unterzogen.

In Abb. 3.22 sind die Sauerstoffbindungskurven gezeigt, die fiir hexameres, Ca?*-, Mg?*-

und NaT-ionenfreies Himocyanin der Européischen Languste und fiir Himocyaninlosun-
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gen von Palinurus elephas, die mit Ca®", Mg?* oder Na'-Ionen angereichert waren, auf-
genommen wurden (siehe Tabelle 2.1 Nr. 1 bis 7). Die Auswertung dieser Bindungskurven
mit dem MWC-Modell und dem Three-State-MWC-Modell erfolgte, wie in Kapitel 2.7.1
ausgefiihrt, in Analysegruppen. Die Zusammensetzung der Gruppen resultierte aus den
Ergebnissen der isothermen titrationskalorimetrischen Untersuchungen. So zeigten die di-
valenten Kationen Ca?" und Mg?" ein unterschiedliches Bindungsverhalten gegeniiber
dem Himocyanin von Palinurus elephas, welches zuvor gegen einen Ca?'-, Mg?*- und
Na*-ionenfreien Tris-Puffer oder einen Tris-Puffer, der diese Kationen in verschiedenen
Kombinationen beinhaltete, dialysiert wurde (vgl. Kapitel 3.2.3). Da nicht auszuschlie-
fsen ist, dass die Kationenanlagerung die Struktur des Hamocyanins derart veréndert,
dass Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften gegeniiber Sauerstoff nicht mehr nur
mit der Gleichgewichtsverschiebung zwischen den allosterischen Konformationen begriin-
det werden konnen, wurde das Ca?"-, Mg?"- und Na'-ionenfreie Molekiil separat ana-
lysiert (Analysegruppe I). Aus dem gleichen Grund wurden Hdmocyaninlsungen, die
gegen Tris-Puffer mit jeweils verschiedener Kationenzusammensetzung dialysiert wurden,
in unterschiedliche Analysegruppen zusammengefasst (Analysegruppe IT - V). Auch hier
variierten die bei den I'TC-Versuchen gemessenen Wérmetonungen bei Injektion des glei-
chen Liganden in Himocyaninlésungen mit differierender Kationenzusammensetzung (vgl.
Kapitel 3.2.3). Die Auswertung der Messdaten mit dem MWC-Modell fiihrte fiir die Pig-
mentlosungen der Analysegruppen I bis IV zu dem in Tabelle 3.15 zusammengefassten

Ergebnis.

Tabelle 3.15: x? der Regression der Sauerstoffbindungskurven und Sauerstoffbindungskonstanten [Torr—1]
kRuwe und k7, . der unterschiedlichen Analysegruppen g fiir das MWC-Modell. Die Bindungskonstanten
wurden mit Formel 2.9 fir das MWC-Modell berechnet. In Spalte Kationen ist die jeweilige Kationen-
zusammensetzung des Tris-Puffers angegeben, gegen den die Himocyaninlésung dialysiert wurde. Die
angegebenen Fehler entsprechen den in der Regressionsroutine berechneten Unsicherheiten der Parame-
ter.

MWC-Modell

g Kationen kR |Torr™!| kr,.. |Torr™!] e

I ohne 0,379 £ 0,062 0,033 £ 0,006 3,20 x 1071

IT 20 mM Ca** 0,769 + 0,116 0,056 £ 0,009 4,48 x 1074
50 mM Ca**

ITI 20 mM Mg>* 0,756 + 0,063 0,050 £ 0,005 543 x 1074
50 mM Mg?*

1Y 150 mM Na* 0,676 = 0,055 0,066 + 0,007 4,07 x 107*
500 mM Na*

Die Sauerstoffbindungskonstante fiir die R,,,.-Konformation betrug bei einer Himocya-
ninlésung die gegen 100 mM Tris/HCI dialysiert wurde (Analysegruppe I) 0,379 + 0,062
Torr~! und unterschied sich signifikant von denen der Analysegruppen II bis IV. Zwischen

diesen Gruppen konnte hingegen kein signifikanter Unterschied in der Bindungskonstante
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der R,..-Form aufgezeichnet werden. Bei Zugabe von Na*-Ionen zum Dialysepuffer lag
Ky bei 0,676 £ 0,055 Torr™!. Sie betrug in Analysegruppe IIT 0,756 + 0,063 Torr™!
und in Gruppe II 0,769 4 0,116 Torr—!. Die Bindungskonstante der Sauerstoffbindung an
die T,,,.-Konformation des Himocyanins (kg .) war in allen Analysegruppen signifikant
geringer als kg,__.. Sie wies jedoch keinen signifikanten Unterschied bei Anlagerung der
untersuchten ein- und zweiwertigen Ionen auf (Analysegruppen II - IV). Sie schwankte
zwischen 0,050 £ 0,005 Torr=' (Mg*"), 0,056 4= 0,009 Torr~! (Ca?*) und 0,066 4 0,007
Torr™" (Na*). Fiir Analysegruppe I wurde ein &, -Wert von 0,033 & 0,006 Torr™" er-
mittelt. Dieser Wert wies lediglich zur Analysegruppe IV einen signifikanten Unterschied
auf. Die Sauerstoffbindungskonstanten der allosterischen Konformationen innerhalb der
einzelnen Analysegruppen waren identisch. Es wurde davon ausgegangen, dass sich die
unterschiedlichen Konzentrationen der in einer Gruppe zusammengefassten lonen ledig-
lich auf das Gleichgewicht zwischen den allosterischen Formen des Himocyaninmolekiils
auswirkten. In Tabelle A.3 des Anhangs sind die fiir die Datengruppen berechneten Gleich-
gewichtskonstanten (L ) erfasst und logarithmiert in Abb. 3.24 aufgetragen.

Die Sauerstoffbindungskurven der vier Analysegruppen (I - IV) wurden auch mit dem
Three-State-MWC-Modell ausgewertet (Abb. 3.22 B). Dieses Modell geht im Unterschied
zum MWC-Modell von drei moglichen allosterischen Formen aus, in denen das Makromo-
lekiil vorliegen kann. Jedem Zustand wird eine Sauerstoffbindungskonstante zugeordnet.
Die berechneten Werte sind in Tabelle 3.16 dokumentiert. In der R,-Konformation betrug
kg, fiir die Analysegruppe II 1,284 £ 0,423 Torr—!, in Gruppe III lag die Konstante bei
1,764 £ 0,442 Torr~! und in Gruppe IV berechnete sie sich mit kR, = 1,554 £ 0,448
Torr~!. Die kg,-Werte der drei Gruppen (II-IV) wichen nicht signifikant voneinander ab.
Das gleiche galt fiir die Sauerstoffbindungskonstanten der allosterischen Konformationen
T, und S,. Auch diese Bindungskonstanten variierten zwischen den Analysegruppen II
bis IV nicht signifikant. k7, wurde fiir Gruppe II mit 0,015 + 0,025 Torr~!, fiir Gruppe
1T mit 0,022 4+ 0,012 Torr~! und fiir Gruppe IV mit 0,043 + 0,016 Torr~! bestimmt.
ks, lag bei 0,128 + 0,048 Torr~! in Analysegruppe II, bei 0,165 & 0,036 Torr~! in Ana-
lysegruppe III und bei 0,224 £ 0,050 Torr~! in Gruppe IV. Die Bindungsparameter im
Three-State-MWC-Modell konnten fiir die Bindungsdaten der Analysegruppe I nur mit
hohen Ungenauigkeiten bestimmt werden. Statistisch wichen die ermittelten Werte daher
nicht signifikant von denen, die fiir die Analysegruppen II bis IV berechnet wurden, ab.
Fiir kj,, ergaben sich 1,074 4 0,784 Torr™", fiir kf, 0,020 + 0,017 Torr~! und kj, bestimm-
te sich mit 0,090 & 0,036 Torr~!. Die Gleichgewichtskonstanten Ly, und Lg, wurden fiir
jede Datengruppe innerhalb der Analysegruppen berechnet (sieche Anhang Tabelle A.3)
und logarithmiert in Abb. 3.25 dargestellt.

Die aufgenommenen Sauerstoffbindungskurven konnten mit beiden Modellen ausgewertet
werden. Um die Giite der Regression beurteilen und das MWC-Modell mit dem Three-
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Tabelle 3.16: x? der Regression der Sauerstoffbindungskurven und Sauerstoffbindungskonstanten [Torr—1]
kry, kry und kg, der unterschiedlichen Analysegruppen g fiir das Three-State-MWC-Modell. In Spalte
Kationen ist die jeweilige Kationenzusammensetzung des Tris-Puffers angegeben gegen den die Hamo-
cyaninlosung dialysiert wurde. Die Bindungskonstanten wurden mit Formel 2.17 fiir das Three-State-
MWC-Modell berechnet. Die angegebenen Fehler entsprechen den in der Regressionsroutine berechneten
Unsicherheiten der Parameter.

Three-State-MWC-Modell

g Kationen kR, [Torr_l] kr, [Torr_l] ks, [Torr‘l] X2

I ohne 1,074 +£ 0,784 0,020 + 0,017 0,090 £ 0,036 3,08 x 10~*
2+

1 ;8 EM gZH 1,284 + 0,423 0,015 + 0,025 0,128 £ 0,048 4,05 x 10~*
2+

2y ﬁgﬂ 1,764 + 0,442 0,022 + 0,012 0,165 + 0,036 3,91 x 10~
+

v égg Em E;L 1,554 + 0,448 0,043 £ 0,016 0,224 + 0,050 3,36 x 10~*

State-MWC-Modell vergleichen zu kénnen, wurden fiir jede Analysegruppe die x? -Werte
berechnet. Die Werte ergeben sich aus Tabelle 3.15 und 3.16. Fiir alle Analysegruppen
waren die y2.-Werte des MWC-Modells hoher als die des Three-State-MWC-Modells. Die
Messdaten konnten in den Analysegruppen I bis IV durch eine nichtlineare Regression

mit dem Three-State-MWC-Modell somit besser erfasst werden.
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Abbildung 3.23: Sauerstoffbindung an das Hamocyanin von Palinurus elephas innerhalb der Analyse-
gruppe V. Die Sittigung des Hamocyanins wurde in Abhéngigkeit des Sauerstoffpartialdrucks bei 20 °C
bestimmt. Zum direkten Vergleich wurden die Bindungsdaten der Analysegruppe I in die Abbildung auf-
genommen. Die Kationenangabe in der Legende bezieht sich auf die Zusammensetzung der Tris-Puffer
gegen die das Hdmocyanin dialysiert wurde (siehe Tabelle 2.4 V). Die Daten wurden einer nichtlinearen
Regression mit dem MWC-Modell und dem Three-State-MWC-Modell unterzogen.

Abb. 3.23 zeigt die Sauerstoffbindungskurven von Hamocyaninlosungen der Analyse-
gruppe V. In dieser Gruppe sind alle Pigmentlosungen zusammengefasst, die gegen einen
Tris-Puffer dialysiert wurden, der jeweils zwei der drei untersuchten Kationen beinhaltete
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(siehe Tabelle 2.4). In den Analysegruppen II bis IV sind Pigmentlosungen zusammenge-
fasst, die gegen einen Tris-Puffer dialysiert wurden, dem eines der untersuchten Kationen
zugegeben war. Die Analysegruppe VI beinhaltet Himocyaninlosungen, die gegen Tris-
Puffer dialysiert wurden, denen alle drei Kationen zugegeben waren. Die Auswertung der
Messdaten der Analysegruppen II bis IV und VI iiber eine nichtlineare Regression mit
dem MWC-Modell und dem Three-State-MWC-Modell fithrte zu keinen signifikanten Un-
terschieden in der Berechnung der Sauerstoftbindungskonstanten kg ., k1., Frs, K1y,
ks, (siehe Tabelle 3.11, Tabelle 3.15 und Tabelle 3.16). Es wurde davon ausgegangen, dass
auch Himocyaninlosungen, die gegen Tris-Puffer mit zwei der untersuchten Kationen dia-
lysiert wurden, keine signifikanten Unterschiede in den Sauerstoffbindungskonstanten un-
tereinander aufweisen. Entsprechende Pigmentlosungen wurden daher in Analysegruppe
V zusammengefasst. Hierdurch konnte zudem eine Regression mit der besten Anpassung
an die Messdaten ermdoglicht werden. Das Ergebnis bei Anwendung des MWC-Modells
ist in Tabelle 3.17 erfasst. ky__ betrug 0,883 £ 0,066 Torr 1, ky._ . wurde mit 0,053 +
0,005 Torr~* berechnet. Beide Parameter wichen nicht signifikant von den fiir die iibrigen
Analysegruppen ermittelten Werten ab. Bei Auswertung der Messdaten mit dem Three-
State-MWC-Modell ergaben sich mit £}, = 1,822 + 0,395 Torr 1, kr, = 0,025 £ 0,012
Torr~! und kg, = 0,186 £ 0,044 Torr™! fiir die Sauerstoffbindungskonstanten keine signi-
fikanten Unterschiede zu den ermittelten Werten der Analysegruppen II bis IV und VL.
Die Messdaten konnten mit dem Three-State-MWC-Modell besser beschrieben werden,
der x2-Wert lag bei 3,72 x 10~*. Fiir das MWC-Modell wurde ein y2.-Wert von 4,65 x 10~*

berechnet.

Tabelle 3.17: x? der Regression der Sauerstoffbindungskurven und Sauerstoffbindungskonstanten [Torr—1|
kRmwes KTimwe s KRy, kry und kg, der Analysegruppe V fiir das MWC-Modell und das Three-State-MWC-
Modell. Die Bindungskonstanten wurden mit Formel 2.9 fiir das MWC-Modell und mit Formel 2.17 fiir das
Three-State-MWC-Modell berechnet. Die angegebenen Fehler entsprechen den in der Regressionsroutine
berechneten Unsicherheiten der Parameter.

MWC Three-State-MWC
X 4,65 x 10~* e 3,72 x 1074
kg . 0,883 % 0,066 Torr—! Ky, 1,822 4 0,395 Torr—*
KT e 0,053 + 0,005 Torr™* kY, 0,025 4 0,012 Torr—!
s 0,186 + 0,044 Torr—!

Zur weiteren Charakterisierung der Sauerstoffbindungskurven mit dem MWC-Modell
und dem Three-State-MWC-Modell wurden die Gleichgewichtskonstanten, wie zuvor
schon erwihnt, fiir die einzelnen Datengruppen innerhalb der Analysegruppen I bis VI
berechnet (siehe Anhang Tabelle A.1, A.2 und A.3). Da die Sauerstoffbindungskonstanten
(kRywes KTowes KRs» KTy, ks,) der einzelnen Datengruppen einer Analysegruppe identisch
sind, kann eine Verdnderung der Sauerstoffaffinitéit (Ps) in der Analysegruppe nur aus der
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den allosterischen Konformationen herriihren
(Menze et al., 2005). Gleiches gilt fiir nicht signifikant unterschiedliche Sauerstoffbindungs-
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konstanten verschiedener Analysegruppen. Auch hier kann eine signifikante Verdnderung
im Psy nur iiber eine Gleichgewichtsverschiebung zwischen den allosterischen Konforma-

tionen erklart werden.
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Abbildung 3.24: Logarithmierte Gleichgewichtskonstanten (L ) des MWC-Modells fiir die einzelnen

Datengruppen der Analysegruppen I bis VI (siehe Tabelle 2.4). Die Beschriftung der x-Achse ist ein
Synonym fiir die unterschiedlichen Datengruppen innerhalb der Analysegruppen. Datengruppen: 1 =
Analysegruppe I; 2 = Analysegruppe I/ + 20 mM CaCly; 3 = Analysegruppe II/ + 50 mM CaCly; 4 =
Analysegruppe I11/ + 20 mM MgCls; 5 = Analysegruppe III/ + 50 mM MgCls, 6 = Analysegruppe IV/
+ 150 mM NaCl; 7 — Analysegruppe IV/ 4+ 500 mM NaCl; 8 — Analysegruppe V/ + 20 mM CaCly +
50 mM MgCly; 9 = Analysegruppe V/ + 20 mM CaCly; + 500 mM NaCl; 10 = Analysegruppe V/ +
50 mM MgCly + 500 mM NaCl; 11 = Analysegruppe VI/ + 150 mM NaCl + 20 mM CaCls + 20 mM
MgCls; 12 = Analysegruppe VI/ + 500 mM NaCl + 20 mM CaCl; + 50 mM MgCls; 13 = Analysegruppe
VI/+ Urat; 14 = Analysegruppe VI/ + Koffein. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um eine
durch die Regressionsroutine berechnete Unsicherheit der Parameter.

In Abb. 3.24 sind die berechneten Gleichgewichtskonstanten (L ) des MWC-Modells fiir
die einzelnen Datengruppen logarithmiert aufgetragen. Die Werte lagen zwischen 1,67 und
4,25. Als Referenzwert wurde die Gleichgewichtskonstante der Analysegruppe I betrach-
tet. In Analysegruppe I sind alle Himocyaninlosungen zusammengefasst, die gegen einen
100 mM Tris/HCI-Puffer ohne die untersuchten Liganden dialysiert wurden (siehe Tabelle
2.4). Die Gleichgewichtskonstanten aller Datengruppen in Analysegruppe II waren zum
Referenzwert(L! ) signifikant erhoht. In den restlichen Analysegruppen (III - VI) befand

sich immer eine Datengruppe deren L keinen signifikanten Unterschied zu L!  aufwies.
Hingegen wiesen die berechneten Halbsdttigungsdriicke der unterschiedlichen Datengrup-
pen alle signifikante Unterschiede zum Psy der Analysegruppe I auf (vgl. Kapitel 3.3.1 und
3.3.2). Innerhalb der Analysegruppen II bis V unterschieden sich die Gleichgewichtskon-

stanten der einzelnen Datengruppen signifikant. Der jeweilige L nahm mit Erhéhung

der Tonenstéirke ab. Die Pso-Werte der verschiedenen Datengruppen in Analysegruppe II
unterschieden sich allerdings nicht signifikant voneinander. In Analysegruppe VI bewirkte

die Bindung des natiirlichen Modulators Urat oder des artifiziellen Effektors Koffein eine
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signifikante Reduzierung des LY! im Vergleich zum Hadmocyanin ohne beide Liganden.

LVI Urat

mwc

C

und LY! ¥ ynterschieden sich nicht signifikant. Die Halbsdttigungsdriicke P

und Py™™ wiesen hingegen signifikante Unterschiede auf. Die hier aufgezeigten Differen-
zen zu den Charakterisierungsgrofsen der Sauerstoffbindung sind darauf zuriickzufiihren,
dass die Gleichgewichtskonstanten wihrend der Regression nur mit grofen Ungenauigkei-

ten bestimmt werden konnten.
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Abbildung 3.25: Logarithmierte Gleichgewichtskonstanten L5% (o) und Lg (M) des Three-State-MWC-
Modells fiir die einzelnen Datengruppen der Analysegruppen I bis VI (siehe Tabelle 2.4). Die Beschriftung
der x-Achse ist ein Synonym fiir die unterschiedlichen Datengruppen innerhalb der Analysegruppen.
Datengruppen: 1 = Analysegruppe I; 2 = Analysegruppe II/ + 20 mM CaCly; 3 = Analysegruppe 1T/
+ 50 mM CaCly; 4 — Analysegruppe 111/ + 20 mM MgCly; 5 — Analysegruppe 111/ + 50 mM MgCls,,
6 — Analysegruppe IV/ + 150 mM NaCl; 7 = Analysegruppe IV/ 4+ 500 mM NaCl; 8 = Analysegruppe
V/ + 20 mM CaCly + 50 mM MgCly; 9 = Analysegruppe V/ + 20 mM CaCly + 500 mM NaCl; 10 =
Analysegruppe V/ + 50 mM MgCl, + 500 mM NaCl; 11 = Analysegruppe VI/ + 150 mM NaCl + 20 mM
CaCly + 20 mM MgClsy; 12 = Analysegruppe VI/ 4+ 500 mM NaCl + 20 mM CaCly + 50 mM MgCly; 13

— Analysegruppe VI/+ Urat; 14 — Analysegruppe VI/ + Koffein. Bei den angegebenen Fehlern handelt
es sich um eine durch die Regressionsroutine berechnete Unsicherheit der Parameter.

Die berechneten Gleichgewichtskonstanten L5 und Lg, fiir das Three-State-MWC-Mo-
dell sind logarithmiert fiir die Datengruppen der Analysegruppen I bis VI in Abb. 3.25
aufgetragen. Die L7} -Werte lagen zwischen 4,12 und 6,48 und die L§]-Werte zwischen 3,49
und 5,06. Insgesamt war L7, die Gleichgewichtskonstante die das Verhéltnis der T;-Form
zur R,-Form charakterisiert, in den einzelnen Datengruppen grofier als L"Sf;. Bei Auswer-
tung der Sauerstoffbindungskurven mit dem Three-State-MWC-Modell wiesen die Sauer-
stoffbindungskonstanten kg,, kr, und kg, der Analysegruppen I bis VI keine signifikanten
Unterschiede auf. Die signifikant differierenden Pso-Werte basieren hier lediglich auf einer
Verschiebung des Gleichgewichts zwischen den unterschiedlichen Konformationen (Menze
et al., 2005). Wie zuvor schon bei der Beschreibung der L® -Werte dienten die Gleichge-
wichtskonstanten der Analysegruppe I als Referenzwerte. Die Halbsittigungswerte aller

Datengruppen unterschieden sich signifikant von dem der Analysegruppe T (siehe Kapitel
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3.3.1 und 3.3.2). Auch die L5 -Werte aller Datengruppen innerhalb der Analysegruppe VI
unterschieden sich signifikant von denen der Analysegruppe 1. Die iibrigen Analysegrup-
pen (IT bis V) wiesen jeweils eine Datengruppe auf, die nicht signifikant unterschiedlich
in ihrem L% -Wert zum L7, war. Die Gleichgewichtskonstante Lg:, die das Verhéltnis der
S,;- zur R;-Konformation beschreibt, zeigte signifikante Unterschiede aller Datengruppen
der Analysegruppen II bis IV und VI zur Analysegruppe I. Lediglich eine Datengruppe
innerhalb der Analysegruppe V wies keine signifikante Differenz zum LY, auf. Jedoch war
hier der L5} -Wert der Datengruppe zum L7, -Wert signifikant unterschiedlich.

Die L*’jf;— und Lfgi—Werte der einzelnen Datengruppen innerhalb der Analysegruppen III
und V unterschieden sich signifikant. Die berechneten Werte verminderten sich jeweils bei
Erhohung der Tonenstirke. Keinen signifikanten Unterschied wiesen die Lg.-Werte inner-
halb der Analysegruppe IV auf. Hingegen unterschieden sich die L5} -Werte dieser Analy-
segruppe signifikant voneinander. Desgleichen unterschieden sich die P5o-Werte innerhalb
der Analysegruppen III bis V signifikant. Lediglich der Halbsittigungsdruck innerhalb
der Analysegruppe II verinderte sich nicht signifikant (siehe Tabelle 3.8 b 2 u. b 3). So
auch die LF - und Lg -Werte der Analysegruppe II, die keine signifikanten Unterschiede

aufwiesen.

Durch Bindung der Effektoren Urat oder Koffein ans Hamocyanin von Palinurus ele-
phas verminderte sich Ly, signifikant, die LY -Werte verdnderten sich nicht signifikant.
Sowohl Ly, fiir Koffein und Ly, fiir Urat als auch die entsprechenden Lg -Werte, wichen,
trotz signifikant unterschiedlicher Halbsattigungswerte, nicht signifikant voneinander ab.
So konnten bei Anwendung des Three-State-MWC-Modells die Gleichgewichtskonstanten
nur mit grofser Streuung bestimmt werden, was zu den Differenzen mit den Ergebnissen
aus den Sauerstoffbindungsstudien fiihrte. Insgesamt jedoch stimmten die Ergebnisse aus
der Berechnung der Halbsittigungsdriicke mit denen aus der Regression der Sauerstoff-
bindungskurven iiber das Three-State-MWC-Modell besser iiberein als aus der Regression

mit dem MWC-Modell.
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Diskussion

Das Hamocyanin der Arthropoden besitzt dem Sauerstoff gegeniiber ein ausgeprigt koope-
ratives Bindungsverhalten. So wurden Hill-Koeffizienten von bis zu neun beschrieben (van
Holde et al., 2001). Die Sauerstoffbindung wird zudem durch eine Vielzahl anorganischer
und organischer Effektoren in ihrer Affinitdt beeinflusst. Aufgrund dieser Eigenschaften
eignet sich das Himocyanin hervorragend zur Aufkléarung allosterischer Wechselwirkungen

und zur Weiterentwicklung allosterischer Modellvorstellungen.

Aus Ergebnissen von Sauerstoffbindungsstudien mit Hamoglobin entwickelten Monod
et al. (1965) ein einfaches allosterische Modell, das MWC-Modell. Es diente als Grundlage
fiir die Entstehung komplexerer allosterischer Modelle, so z.B. dem Three-State-MWC-
Modell von Minton und Imai (1974) und dem Nested-MWC-Modell von Robert et al.
(1987). In Kombination mit Sauerstoffbindungsstudien kénnen isotherme titrationska-
lorimetrische Untersuchungen einen zusatzlichen Beitrag zum Verstdndnis allosterischer
Wechselwirkungen durch die Charakterisierung der Ligandenbindung leisten. So ermdgli-
chen thermodynamische Analysen die Bestimmung der freien Enthalpie einer Liganden-
bindung (AG®) und die Berechnung enthalpischer (AH?) und entropischer (AS°) Beitriige

am Bindungsprozess.

Die Sauerstoffaffinitit des Hamocyanins wird durch organische Modulatoren wie Urat
und seinem Strukturanalogon Koffein, bei gleichzeitiger Reduzierung der Kooperativi-
tét, erhoht (Nies et al., 1992; Zeis et al., 1992). Zudem haben anorganische Ionen wie
Ca?* und Mg?" einen affinitiitssteigernden Einfluss auf die Sauerstoffbindung des Trans-
portpigments (Larimer und Riggs, 1964). Die innere Ionenzusammensetzung der meisten
aquastischen Lebewesen kann durch eine stindig sich verdndernde Umwelt beeinflusst
werden (Bridges, 2001). Es ist daher von besonderem Interesse, das Zusammenspiel der
anorganischen Ca?"- und Mg?"-Tonen unter thermodynamischen Gesichtspunkten und al-
losterischen Modellvorstellungen zu betrachten. So konnen Riickschliisse auf die Auswir-

kung von Verdnderungen im inneren lonenmilieu auf die Sauerstoffversorgung der Gewebe

65



66 4. DISKUSSION

gezogen werden. Ein Vergleich der untersuchten Liganden unter physiologischen Gesichts-
punkten gibt Einblicke in die unterschiedlichen allosterischen Kontrollmechanismen zur

effektiven Sauerstoffversorgung der Gewebe.

4.1 Bindung von Urat und Koffein

Die Bindung des natiirlichen Modulators Urat und des artifiziellen Effektors Koffein an
das Hamocyanin der Européischen Languste wurde mittels isothermer Titrationskalori-
metrie bei 20 °C untersucht. Die Bindungsisotherme wurden fiir hexameres und in sei-
ne monomeren Untereinheiten zerfallenes Himocyanin unter normoxischen Bedingungen
aufgenommen. Zudem wurde der Sauerstoffeinfluss auf die Bindungseigenschaften der Ef-

fektoren fiir hexameres Himocyanin betrachtet.

Bei Titration der Liganden in eine monomere Himocyaninlésung von Palinurus elephas
wurden keine Warmesignale aufgezeichnet (vgl. Abb. 3.9). Erst die Injektion der Effekto-
ren in eine hexamere Himocyaninlosung erzeugte messhare Warmesignale. Die Aggrega-
tion der Hamocyaninuntereinheiten zu hexameren Komplexen ist somit eine wesentliche
Voraussetzung fiir die Bindung des natiirlichen Modulators Urat und seines Strukturana-
logons Koffein. Durch die Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten wird eine
entsprechende Bindungstasche ausgebildet, an der die Liganden Urat und Koffein binden
konnen. Dass es sich bei der Uratbindungsstelle um eine Bindungstasche handelt, an der
mehrere Untereinheiten des Himocyanins beteiligt sind, vermutete auch Zeis (1994) im

Rahmen ihrer Untersuchungen mit dem Hamocyanin des Europdischen Hummers.

Das natiirlich vorkommende Urat und das strukturverwandte Koffein nehmen identi-
sche Bindungsplitze am Hamocyanin von Palinurus elephas ein. Dies konnte anhand von
Verdriangungsexperimenten, in denen das Hamocyanin mit Urat oder Koffein gesittigt
vorlag und der andere Ligand hinzutitriert wurde, gezeigt werden (vgl. Abb. 3.7). Auch
beim Européischen Hummer (Homarus vulgaris) stellten Nies et al. (1992) fest, dass bei-
de Effektoren um die Bindungsstelle am Pigment konkurrieren und deshalb gebundenes
Koffein eine Uratbindung verhindert. Die von Zeis (1994) beobachtete Verdrangung des
Urats aus der Bindungstasche durch das Koffein konnte hingegen nicht bestétigt werden.
Beim Hdmocyanin von Palinurus elephas wird vermutlich durch die Uratbindung die
Molekiilstruktur derart verdndert, dass Koffein sterisch an der Besetzung des Bindungs-
platzes gehindert wird. So kénnte durch die Uratbindung die Offnung der Bindungstasche

verkleinert oder verschlossen werden.

Die Regressionsanalyse der unter Normoxie aufgenommenen Koffeinbindungsisotherme
mit dem Non-Interacting-Site-Modell ergab eine Stochiometrie von ny,ge, — 1,90 + 0,15

(vgl. Tabelle 3.2). Die Auswertung der Uratbindungsisotherme war ohne Festsetzung der
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Anzahl der Bindungsplétze nicht moglich, da die Parameter aufgrund der geringeren Af-
finitdt des Urats zum Hamocyanin untereinander korrelierten. Entsprechend der Stéchio-
metrie des Koffein wurde ny,,, = 2 konstant gesetzt. Wie aus Abb. 4.1 ersichtlich lag
die Bindungskonstante fiir Urat mit ky,.. — 27,37 £ 4,18 mM~! signifikant unter der
Koffeinbindungskonstante (kyogen = 53,04 + 3,87 mM_l). Die Werte fiir die Bindungs-
enthalpie (AHY , = -36,01 + 1,98 kJ mol™!), Bindungsentropie (TASY , = -11,09 +

2,36 kJ mol™!) und freien Reaktionsenthalpie (AG? =~ — -2492 4 0,39 kJ mol™!) der
Uratbindung lagen signifikant {iber denen einer Koffeinbindung (vgl. Abb. 4.3). Letztere

wurden mit AHY = -57,07 + 2,42 kJ mol™!, TAS? . = -30,44 + 2,53 kJ mol~! und
AGY .. =-26,63 £ 0,18 kJ mol™! berechnet. Die geringere Bindungsaffinitiit des Urats

im Vergleich zum Koffein kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass Koffein durch die drei
Methylgruppen am Xanthingeriist hydrophober und ungeladener ist als Urat (Pott, 2006).
So konnte Pott anhand von kalorimetrischen Versuchen mit Xanthinderivaten zeigen, dass
die Methylgruppen am Xanthingeriist eine Bindung an das Himocyanin des Européischen

Hummers begiinstigten.
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Abbildung 4.1: Mikroskopische Bindungskonstanten fiir die Bindung von Koffein und Urat an das Hamo-
cyanin von Palinurus elephas unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen. Die Bestimmung der
Bindungskonstanten erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell fiir Koffein und Urat unter Normoxie
und Hypoxie und mit dem Multisite-Interacting-Modell fiir Koffein unter Normoxie. 1. = erster Bindungs-
platz; 2. = zweiter Bindungsplatz (X+£SD). *: Signifikanter Unterschied der Uratbindungskonstante zur
Koffeinbindungskonstante unter Normoxie, berechnet mit dem Non-Interacting-Site-Modell. **: Signifi-
kanter Unterschied der unter hypoxischen Bedingungen bestimmten Bindungskonstanten zu denen unter
Normoxie bestimmten, berechnet mit dem Non-Interacting-Site-Modell.

Als weitere Moglichkeiten der Regressionsanalyse standen das Multisite-Interacting-Mo-
dell und das Two-Sets-of-Sites-Modell zur Verfiigung. Letzteres setzt voraus, dass zwei

unterschiedliche Bindungsplatztypen vorliegen. Eine Auswertung der Bindungsisotherme
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mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell war aber bei beiden Liganden nicht méglich. Die ermit-
telte Stéchiometrie von zwei bezieht sich dementsprechend auf nur einen Bindungsplatz-
typ, im Unterschied zum Hamocyanin des Homarus vulgaris, fiir den zwei allosterische

und zwei nicht-allosterische Uratbindungsstellen beschrieben wurden (Menze et al., 2005).

Non-Inter- Multisite-Interacting
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Abbildung 4.2: Bindungsenthalpie (AH), Bindungsentropie (TAS®) und freie Reaktionsenthalpie (AGY)
der Bindung von Koffein an das Himocyanin von Palinurus elephas unter normoxischen Bedingungen.
Die Auswertung der Bindungsisotherme erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell und dem Multisite-
Interacting-Modell. (X4SD) *: Signifikanter Unterschied des Bindungsparameters fiir den zweiten Bin-
dungsplatz zum ersten Bindungsplatz, berechnet mit dem Multisite-Interacting-Modell.

Die Koffeinbindungsisotherme konnten mit dem Multisite-Interacting-Modell ausgewer-
tet werden. Eine Regressionsanalyse mit diesem Modell erméglicht die Auswertung unter
Einbeziehung homotroper Allosterie. Abb. 4.1 zeigt, dass die mikroskopischen Bindungs-
konstanten fiir die Bindung des Liganden an den ersten und zweiten Bindungsplatz mit
E1gomern = 49,66 = 3,10 mM ! und koy g, = 53,52 £ 5,01 mM ! keine signifikanten Unter-
schiede aufwiesen. Hiernach band Koffein nicht kooperativ an seine beiden Bindungsplétze
am Himocyanin von Palinurus elephas. In Abb. 4.2 sind die Bindungsenthalpie (AH),
Bindungsentropie (TAS?) und freie Reaktionsenthalpie (AGP) fiir beide Bindungsstel-
len aufgetragen. Lediglich die freie Energie des ersten Bindungsschritts lag mit AG({Koﬁein
= -28,16 £ 0,12 kJ mol™" um 12 % unter der des Zweiten (AG) _ = -24.94 + 0,16
kJ mol~1). Die iibrigen thermodynamischen Parameter der beiden Bindungsstellen wichen
nicht signifikant voneinander ab (vgl. Tabelle 3.3). So konnte auch die erstmals von Fis-
her und Tally (1997) beschriebene isoergonische Kooperativitit ausgeschlossen werden.
Die isoergonische Kooperativitit beschreibt den Fall, dass die Bindungskonstanten der
sukzessiven Bindungsschritte eines Liganden an ein homotrop allosterisches Makromole-
kiil nahezu identisch sind, die entsprechenden Bindungsenthalpien (AH) und Entropien
(ASY) sich hingegen signifikant unterscheiden. Eine Auswertung der Uratbindungsisother-

me mit dem Multisite-Interacting-Modell war, aufgrund der im Vergleich zum Liganden
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Koffein geringeren Affinitdt zum Hé&mocyanin und der dadurch bedingten verminderten

Warmetonung, nicht méglich.
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Abbildung 4.3: Bindungsenthalpie (AH), Bindungsentropie (TAS®) und freie Reaktionsenthalpie (AGY)
der Bindung von Koffein und Urat an das Himocyanin von Palinurus elephas unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen. Die Auswertung der Bindungsisotherme erfolgte mit dem Non-Interacting-
Site-Modell. (X£SD). *: Signifikanter Unterschied der unter Hypoxie bestimmten Bindungsparameter zu
den normoxischen Werten.

Eine weitere Affinitdtsreduzierung trat unter Hypoxie ein. Die berechneten Bindungspa-
rameter fiir die Bindung der Liganden unter Normoxie und Hypoxie sind in Abb. 4.1 und
Abb. 4.3 zusammengestellt. Die verminderte Wérmefreisetzung bewirkte eine erhéhte Kor-
relation der Parameter untereinander, sodass eine Auswertung der Bindungsisotherme nur
mit dem Non-Interacting-Site-Modell und bei konstanter Stéchiometrie moglich war. Die
Untersuchungen am Hamocyanin des Europaischen Hummers zeigten, dass die sauerstoff-
freie Atmosphére keine Auswirkung auf die Anzahl der Bindungsplatze hat (Menze, 2001;
Pott, 2006). Die Stochiometrie wurde daher entsprechend der unter Normoxie bestimmten
mit zwei konstant gesetzt. Die Bindungskonstante der Koffeinbindung verminderte sich
um ca. 25 % auf kyypxomen — 40,57 £ 2,83 mM~!, die der Uratbindung um ca. 40 % auf
Frypurae — 16,13 £ 2,90 mM~! im Vergleich zu den normoxischen Werten (siehe Tabelle 3.2
u. 3.4). AH}  reduzierte sich unter Hypoxie um ca. 50 % auf -27,89 & 1,04 kJ mol™" bei
Bindung von Koffein, die Bindungsenthalpie der Uratbindung erméfigte sich um ca. 63 %
auf -13,20 £ 0,21 kJ mol~!. Lediglich die freie Reaktionsenthalpie unterschied sich bei
beiden Ligandenbindungen mit und ohne Sauerstoffeinfluss nicht signifikant voneinander.
Letzteres ist auf die Entropie-Enthalpie-Kompensation zuriickzufiihren, auf die in Kapitel

4.5 noch néher eingegangen wird.

4.2 Bindung von Ca’"- und Mg’"-Ionen

Die Bindungsstellen der Ca?*- und Mg?**-Ionen am Himocyanin von Palinurus elephas

wurden thermodynamisch mittels I'TC an aggregiertem und in seine Untereinheiten zer-
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fallenem Protein charakterisiert. Einblicke in das Zusammenspiel der divalenten Kationen
sollten Versuche gewidhren, fiir die das hexamere Himocyanin gegen Tris-Puffer mit unter-
schiedlicher Kationenzusammensetzung dialysiert wurde (vgl. Tabelle 2.2 d und e). Zudem
wurde der Sauerstoffeinfluss auf die Bindungseigenschaften an monomerem Himocyanin

untersucht.

4.2.1 Hexameres Himocyanin

Gemeinsame Bindungsplitze der Kationen
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Abbildung 4.4: A: Anzahl der Bindungspliitze von Mg?*- und Ca?*-Tonen an das Himocyanin von Pa-
linurus elephas, das gegen 100 mM Tris/HCI (pH 8,0) dialysiert wurde (gemeinsame Bindungsplitze)
und Anzahl der Bindungsplitze von Ca?*-Ionen an Himocyanin, das gegen 100 mM Tris/HCI1 (pH 8,0)
+ 50 mM MgCl, dialysiert wurde (spezifische Bindungsplitze). B: Mikroskopische Bindungskonstante
der Bindung von Mg?*- und Ca?*-Ionen an die gemeinsamen Bindungsplitze und mikroskopische Bin-
dungskonstante der Bindung von Ca?*-Ionen an die spezifischen Bindungsplitze. Die Auswertung der
Bindungsisotherme erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell. (X+SD). *: signifikanter Unterschied
der fiir die spezifischen Bindungsplitze berechneten Parametern zu den {ibrigen Werten.

Das Himocyanin der Européischen Languste bildet auch ohne die Anwesenheit von Ca?*-
oder Mg?"-Ionen hexamere Aggregate (siche Abb. 3.2 u. Tabelle 3.1). Zur Bestimmung
der Anzahl der Bindungspliitze fiir Ca?* und Mg?* am Himocyanin von Palinurus elephas
wurden Bindungsisotherme mit dem hexameren Pigment aufgenommen, welches zuvor ge-
gen einen Tris-Puffer (pH = 8,0) ohne Ca®*-, Mg?"- und Na*-Tonen dialysiert worden war.
Die Auswertung erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell und ergab fiir das Ca?*-Ton
eine Stochiometrie von ne,2+ — 61 + 2,8. Die Mg®T-lTonen besetzten ny,+ — 49,8 4+ 3,0
Bindungsplidtze am Hamocyanin von Palinurus elephas (vgl. Tabelle 3.5 u. Abb. 4.4 A
(gemeinsame Bindungsplétze)). Die Bindungskonstanten beider divalenter Kationen wa-
ren, wie in Abb. 4.4 B (gemeinsame Bindungsplitze) dargestellt, mit kc,2+ = 0,16 £ 0,01
mM~! fiir Ca®T und kye2+ = 0,15 4+ 0,01 mM~! fiir Mg?* identisch. In Abb. 4.5 (gemein-

same Bindungsplétze) sind die berechneten Enthalpie- und Entropiewerte fiir die Bindung
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der Ca"- und Mg?*-Tonen veranschaulicht. Bei Bindung der Ca?*-Tonen an das Hémo-
cyanin von Palinurus elephas konnte eine signifikant hohere Enthalpie beobachtet werden
(AHP,2+ —-4,39 £ 0,27 kJ mol ™', AHY ., —-2,93 + 0,23 kJ mol™"), bei Mg*"-Anlagerung
war die Entropie signifikant hoher (TAS], .. = 9,35 kJ mol~", TAS? ., = 7,94 kJ mol ™).
Die freie Reaktionsenthalpie war bei Bindung der divalenten Kationen identisch (AGY ..
= -12,33 kJ mol ™!, AG?A%2+ = -12,28 kJ mol™!). Eine Erklidrung hierfiir wird iiber die
thermodynamische Analyse der Ligandenbindungen in Kapitel 4.5 erfolgen. Die Regres-
sion der Bindungsisotherme mit dem Multisite-Interacting-Modell war nicht moglich, da
die Anzahl der variablen Parameter bei ng,2+ = 61,0 £ 2,8 bzw. nye2+ = 49,8 £ 3,0 zu
hoch ist fiir eine mathematisch genaue Berechnung der mikroskopischen Bindungskon-
stanten und Bindungsenthalpien der einzelnen Bindungsstellen. Dementsprechend kann
keine Aussage iiber ein homotrop allosterisches Verhalten der Liganden getroffen werden.
Die ITC-Verdringungsexperimente zeigten, dass die untersuchten divalenten Kationen
die gleichen Bindungsplitze am Hadmocyanin der Europiischen Languste einnehmen. So
konnten die Mg?"-Tonen an mit Ca®"-Tonen gesiittigtem Pigment nicht mehr binden (vgl.
Abb. 3.13).

Bei Injektion von Ca®"-Ionen in mit Mg?T-Ionen gesittigtem Himocyanin konnte hin-
gegen eine Wirmetonung aufgezeichnet werden. Die Auswertung der Bindungsisotherme
mit dem Non-Interacting-Site-Modell ergab ny%. = 3,65 & 0,27 Bindungsstellen mit einer
signifikant erhéhten Bindungskonstante von &%, — 4,69 + 0,53 mM~'. Auch die Werte
der Bindungsenthalpie, der Entropie und der freien Enthalpie waren mit AHg“a@i =-33,47
+ 2,99 kJ mol™!, TAS? = -12,77 kJ mol~* und AG%, = -20,71 kJ mol ! signifikant
erhéht bzw. vermindert (siehe Tabelle 3.6). Die gemeinsamen Bindungsstellen fiir Ca*"-
und Mg?*-Tonen waren, da das Himocyanin mit Mg?*-Tonen gesittigt vorlag, durch Mg?*
besetzt. Hierdurch hatte sich das Himocyanin in seiner Struktur dergestalt verédndert, dass
vier spezifische Bindungsstellen fiir Ca*"-Ionen gebildet wurden. Ein direkter Vergleich
der Bindungsparameter fiir die Bindung der Ca?*-Ionen an seine unterschiedlichen Bin-
dungsplatztypen ist in Abb. 4.4 u. Abb. 4.5 dargestellt. Eine Verdringung der Mg?*-Tonen
von den gemeinsamen Bindungsplitzen durch die Ca?T-Tonen kann ausgeschlossen wer-
den, da die divalenten Kationen, wie zuvor schon ausgefiihrt, die gleiche Bindungsaffinitét
zu den gemeinsamen Bindungsstellen aufweisen. Die hier gemessene Bindungskonstante

war hingegen um das 30-fache erhoht.

Die Ca*"- und Mg?*-Tonen kénnen identische Bindungsplitze am Himocyanin einneh-
men. Die Auswertung der I'TC-Versuche ergab jedoch eine differierende Anzahl an Bin-
dungsstellen fiir beide Kationen, was auf die unterschiedliche Ionengrofse zuriickzufiihren
ist. Im nichthydrierten Zustand ist das Mg®"-Ton mit einem effektiven Durchmesser von
0,9 A Kleiner als das Ca?"-Ion mit einem Durchmesser von 1,4 Al Hydriert hingegen ist

Ca?* mit einem effektiven Durchmesser von 6,3 A Kleiner als Mg?* mit 7,0 A (Kielland,
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Abbildung 4.5: Bindungsenthalpie (AH?), Bindungsentropie (TAS?) und freie Reaktionsenthalpie (AG?)
der Bindung von Mg?*- und Ca?*-Ionen an das Himocyanin von Palinurus elephas, das gegen 100 mM
Tris/HCI (pH 8,0) dialysiert wurde (gemeinsame Bindungsplitze) und an Himocyanin, das gegen 100 mM
Tris/HCI (pH 8,0) + 50 mM MgCly dialysiert wurde (spezifische Bindungsplétze). Die Auswertung der
Bindungsisotherme erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell. (X+SD). *: Signifikanter Unterschied
der Bindungsparameter zu denen, die fiir die Ca?"-Bindung an die gemeinsamen Bindungsplitze bestimmt
wurden.

1937). In Losung konkurrieren beide Kationen um dieselben Bindungsstellen am hexa-
meren Ca?*-, Mg?*- und Na*-ionenfreien Himocyanin von Palinurus elephas, wobei das
Mg?*-Ton aufgrund seiner Grofe und der hiermit verbundenen sterischen Behinderungen

nur nye2+ = 49,8 £+ 3,0 Bindungsplatze einnehmen kann.

Da fiir die Europédische Languste keine entsprechenden Literaturwerte zur Verfiigung
stehen, wurden zum Vergleich die fiir die Kalifornische Languste (Panulirus interruptus)
dokumentierten Werte herangezogen. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass sich die
unterschiedlichen Gattungen schon vor ca. 100 Millionen Jahren in ihrer Entwicklung
trennten und dass das hexamere Hamocyanin von Panulirus interruptus aus Untereinhei-
ten des a- und v-Typs besteht (Markl et al., 1986), Palinurus elephas hingegen weist aus-
schlieflich Untereinheiten des a-Typs auf (Markl, 1986). Andersson et al. (1982) beobach-
teten am Hamocyanin der Kalifornischen Languste ebenfalls, dass die divalenten Kationen
um dieselben Bindungsplitze konkurrieren. Die Stéchiometrie der Ca?T-Bindungsplitze
am hexameren Sauerstofftransportprotein der Kalifornischen Languste bezifferten sie mit
eins pro Untereinheit fiir eine Bindungstelle mit hoher Affinitdt und mit 10 & 7 pro Un-
tereinheit fiir eine niedrigaffine Bindungsstelle. Letztere liegt in der Grofenordnung der
Stéchiometrie, die fiir den gemeinsamen Bindungsplatztyp der Ca®*- und Mg**-Ionen am

Hamocyanin von Palinurus elephas bestimmt wurde.

Kalorimetrische Versuche, fiir die das eingesetzte Himocyanin gegen einen mit 500 mM
NaCl angereicherten Tris-Puffer dialysiert wurde (siehe Tabelle 2.2 d und e), zeigten, dass

die gemeinsamen Bindungspliitze der Ca?*- und Mg?**-Ionen zudem vom monovalenten
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Na*-Ton besetzt werden konnen. Die Injektion von Mg?*-Tonen in eine entsprechend vor-
bereitete Himocyaninlgsung erzeugte keine messbaren Wérmesignale (siche Abb. 3.13).
Die Bindungsplitze fiir Mg**-Ionen waren durch Na™ schon besetzt. Falls Ca?"-Ionen
in die mit NaCl angereicherte Himocyaninlésung titriert wurden, konnte hingegen eine
Wirmetonung aufgezeichnet werden (siehe Abb. 3.14). Die Regression mit dem Non-
Interacting-Site-Modell ergab eine Bindungskonstante von &Y%, = 1,98 + 0,17 mM™".
Die Anzahl der Bindungsplétze lag bei n%, — 1,69 & 0,44, die Bindungsenthalpie betrug
AHY:, = -55,18 + 15,49 kJ mol™!, die Entropie wurde mit TAS®:, = -36,70 kJ mol !
und die freie Enthalpie mit AGY:. = -18,48 kJ mol~! berechnet (siehe Tabelle 3.6). Alle
Parameter wichen signifikant von denen ab, die fiir die gemeinsamen Bindungsstellen der
Ca?*- und Mg?*-lIonen am Himocyanin von Palinurus elephas ermittelt wurden. Somit
sind auch die Na*-Tonen in der Lage, wie zuvor schon fiir die Mg?"-Bindung beschrieben,
durch Bindung an die gemeinsamen Bindungsplétze der Kationen die Struktur des Himo-
cyanins dergestalt zu verindern, dass fiir Ca?*-Ionen spezifische Bindungspliitze gebildet
werden. Ein Konkurrenzverhalten der Na*- und Ca?-Ionen um dieselben Bindungsplitze
am Hamocyanin wurde auch von Kuiper et al. (1979) und Norne et al. (1979) fiir die Ka-
lifornischen Languste beschrieben. Andersson et al. (1982) beobachteten, dass zudem das
Mg?*-Ton die Na*- und Ca?"-Bindungsstellen am Himocyanin von Panulirus interruptus

besetzen kann.

Ca’?"-Ionen spezifische Bindungspliitze

Die Ca?*-Ionen konkurrieren mit den Mg?*- und Na*-Ionen um dieselben Bindungsplitze
am hexameren Hamocyanin von Palinurus elephas. Anhand der I'TC-Versuche konnte ge-
zeigt werden, dass die Ca?T-Tonen zusitzlich noch spezifische Bindungsstellen am Protein
besetzen. So wurden bei Titration von Ca?"-Ionen in Himocyaninlésungen, die zuvor ge-
gen mit Na™- und/oder Mg**-Tonen angereicherten Tris-Puffern dialysiert worden waren,
Wérmetonungen aufgezeichnet (siehe Abb. 3.14). Die Regression der Bindungsisother-
me erfolgte mit dem Non-Interacting-Site-Modell. In allen Fillen waren die berechneten
Bindungsparameter signifikant héher als die der gemeinsamen Kationenbindungsplétze.
Hier war ein neuer, fiir Ca?T-Ionen spezifischer Bindungsplatztyp entstanden. Die ge-
meinsamen Bindungsplétze am Himocyanin waren durch die Na™- und/oder Mg*"-Tonen
besetzt. Durch die Anlagerung dieser Kationen erfuhr das hexamere Aggregat eine Struk-
turverinderung dergestalt, dass sich spezifische Bindungsstellen fiir Ca?*-Ionen bildeten.
Die Kationen erginzten sich hierbei in ihrer strukturverindernden Wirkung (vgl. Tabelle
3.6). Die Anzahl an spezifischen Bindungsstellen fiir Ca®* betrug n%" = 4,36 & 0,34 mit
einer Bindungskonstanten von k%% = 2,88 4 0,28 mM™!. Die Bindungsaffinitit der Ca*"-
Ionen fiir ihren spezifischen Bindungsplatztyp war um das 18-fache hoher als ihre Affinitét
zu dem Bindungsplatztyp, an dem auch Mg?™- und Na't-lonen binden (kc,+ — 0,16 +
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0,01 mM™1). Die Bindungsenthalpie lag bei AH?E™ = -41,73 £ 3,95 kJ mol ™!, die Entro-
pie bei TASXEN® — 22 34 kJ mol™" und die freie Energie wurde mit AG™E¥ — -19,39
kJ mol™! berechnet. Fiir die Mg*"-Ionen konnten keine spezifischen Bindungsplitze am
Himocyanin nachgewiesen werden. Die Titration von Mg?" in Himocyaninlésungen, die
zuvor gegen mit Na™- und/oder Ca*"-Tonen angereichertem Tris-Puffer dialysiert worden
waren, fithrte zu keinen messbaren Wérmesignalen (siehe Abb. 3.13). Die gemeinsamen
Bindungsplitze waren in diesen Féllen schon von den anderen Kationen besetzt. Ein zu-

sitzlicher Bindungsplatztyp fiir die Mg?*-Ionen war nicht entstanden.

4.2.2 Monomeres Himocyanin

Die I'TC-Versuche mit monomerem Hamocyanin zeigten auch hier ein differierendes Bin-
dungsverhalten der Ca?"- und Mg?"-Ionen (vgl. Abb. 3.15). So wurden bei den ersten
Injektionen von Ca®*-Ionen in monomere Himocyaninlésungen Wirmeenergien von ca.
30 kJ mol~! erzeugt. Die Bindung erfolgte exotherm. Die ersten Injektionen von Mg?*-
Ionen in monomeres Hamocyanin offenbarten, dass dieser Bindungsprozess, im Unter-
schied zur Ca?T-Bindung, endotherm verlduft. Die verbrauchte Wirmeenergie lag bei ca.
0,6 kJ mol 1.
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Abbildung 4.6: Injektion einer 200 mM Ca?*-Tonenldsung (¥) und einer 200 mM Mg?*-Tonenlésung
(A) in eine 0,68 mM monomere Hamocyaninlésung. Die jeweiligen ITC-Versuche wurden an markanten
Punkten der Bindungskurve abgebrochen (vgl. Abb. 3.16). Der zum jeweiligen Zeitpunkt des Abbruchs

des ITC-Versuchs vorliegende prozentuale Anteil an hexameren Aggregaten wurde gegen die jeweilige
zum Abbruch des ITC-Versuchs vorliegende Konzentration an Ca?*- und Mg?*-Ionen aufgetragen.

Im Verlaufe der ITC-Versuche mit monomeren Himocyaninlésungen in die Ca?"- bzw.
Mg?*-Tonen injiziert wurden, lagerten sich die monomeren Untereinheiten zu hexameren
Komplexen zusammen. Anhand von kalorimetrischen Versuchen, in denen monomere Hé-

mocyaninuntereinheiten in einen Tris-Puffer (pH 8,0) titriert und so hexamere Aggregate
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in der Reaktionskammer erzeugt wurden, konnte gezeigt werden, dass die Komplexbildung
ein endothermer Vorgang ist (vgl. Abb. 3.17). Die durch die Bindung der Ca®"-Ionen an
die monomeren Untereinheiten erzeugte exotherme Energiefreisetzung wurde so im Laufe
der stetigen endothermen Komplexbildung kompensiert. Entsprechend wurden auch die
durch die Mg?"-Bindung an monomeres Himocyanin erzeugten Wirmetonungen von der
endothermen Komplexbildung iiberlagert. Da eine Auswertung der integrierten Daten mit
den zur Verfiigung stehenden Regressionsmodellen somit nicht méglich war (vgl. Kapitel
3.2.4), wurden die ITC-Versuche an markanten Punkten der aufgezeichneten Bindungs-

kurven abgebrochen und der jeweilige Aggregationsstatus bestimmt (vgl. Abb. 3.16).

In Abb. 4.6 ist der prozentuale Anteil an hexameren Aggregaten gegen die eingesetzte
Ca?"- und Mg**-Ionenkonzentration aufgetragen. Fiir die Bindung von Ca?*-Ionen an
monomeres Himocyanin erfolgte der erste Versuchsabbruch bei einer Warmeenergie von
-0,4 kJ mol~!. Zu diesem Zeitpunkt waren 1,27 mM Ca?" in die Reaktionskammer inji-
ziert und 0,6 % der monomeren Untereinheiten hatten sich zu hexameren Aggregaten
zusammengelagert. Demnach resultierte die bei den ersten Injektionen von Ca?"-Ionen
in die monomeren Himocyaninlosungen freigesetzte Wirmeenergie von 30 kJ mol™! al-
lein aus dem exothermen Bindungsprozess. Desgleichen bezieht sich die bei den ersten
Injektionen von Mg?*-Ionen in monomere Himocyaninlosungen verbrauchte Wirmeener-
gie von 0,6 kJ mol~! auf die Bindung des Kations. Bei Abbruch des ITC-Versuchs bei
einer Wirmeenergie von 0,6 kJ mol~! und Injektion von 0,57 mM Mg?" hatten sich noch
keine hexameren Aggregate gebildet. Aus Abb. 4.6 ist zudem ersichtlich, dass die durch
Ca?"- oder Mg?*-Tonen induzierte Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten li-
near verlief bis ca. 80 % als hexamere Aggregate vorlagen. Bei Einsatz von 19,77 mM Ca?*
konnten 88 % zu Hexameren aggregieren, 19,85 mM Mg?™ wurden benétigt, um 86 % He-
xamere zu erzeugen. Damit sich 100 % der Monomeren zu Hexameren zusammenlagerten,
musste 31,82 mM Ca?' oder 32,26 mM Mg?* eingesetzt werden. Alle Angaben beziehen

sich auf eine 0,68 mM Hamocyaninldsung.

Die Durchfiihrung der kalorimetrischen Versuche unter hypoxischen Bedingungen zeigte,
dass der Sauerstoff keinen Einfluss auf die Ca?"-Tonenbindung an monomeres Himocyanin
ausiibte (vgl. Abb. 3.18). Andersson et al. (1982) und Kuiper et al. (1979) beobachteten
am hexameren Hiémocyanin von Panulirus interruptus kein unterschiedliches Bindungs-
verhalten der Ca?*-Ionen an Desoxy- und Oxyhimocyanin. Im Unterschied zur Ca®*-
Anlagerung an monomeres Himocyanin wird die Mg?*-Ionenbindung durch Sauerstoff
beeinflusst. Unter Hypoxie wurde bis zu 0,5 kJ mol~! mehr Wirme verbraucht (vgl. Abb.
3.19).
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4.3 Einfluss der Liganden auf die Sauerstoffbindung

4.3.1 Affinitat und Kooperativitit

Ca?*-, Mg?*- und Na*-Ionen

Die Sauerstoffaffinitiit des Himocyanins kann durch anorganische Ionen, wie Ca?", Mg?™,
Cl~ und Na* beeinflusst werden (Larimer und Riggs, 1964; Brouwer et al., 1978; Norne
et al., 1979; Ellerton et al., 1983). Die Steigerung der Sauerstoffaffinitét durch eine erh6hte
Ca?*- oder Mg?*-Konzentration wurde beim Hiimocyanin diverser Crustaceen beobachtet
(Hogben, 1926; Truchot, 1975; Arisaka und van Holde, 1979; Bonaventura und Bonaven-
tura, 1980). Die von Brouwer et al. (1983) mit dem Himocyanin von Limulus polyphemus
durchgefiihrten Sauerstoffbindungsstudien lieflen zudem erkennen, dass die Erhéhung der
Ca?"-Tonenkonzentration neben der Affinitiitssteigerung auch eine Zunahme in der Ko-

operativitit der Sauerstoffbindung bewirkt.

Hexamere

1,4

1,2 1
1,0 1

Glycin-Puffer

0,8 1

log P,

0,6
0,4
0,2 -

0,0

Abbildung 4.7: Logarithmierte Halbsittigungswerte (Psg) fiir die Bindung von Sauerstoff an monomeres
und hexameres Hamocyanin der Europdischen Languste. In den Balken ist die Zusammensetzung des
Puffers aufgefiihrt, gegen den das Hamocyanin dialysiert wurde. Die angegebenen Ziffern bezeichnen die
Tonenkonzentration in mM. Die Ionen wurden als Cl™-Losungen dem jeweiligen Puffer zugegeben. Als
Puffersubstanzen wurden 100 mM Glycin/NaOH pH 9,5 eingestellt bei 20 °C und 100 mM Tris/HCI
pH 8,0 eingestellt bei 20 °C eingesetzt. *: signifikanter Unterschied zum P5q des Himocyanins, das gegen
100 mM Tris/HCI dialysiert wurde. **: signifikanter Unterschied zum P35 von monomerem Himocyanin.
+: signifikanter Unterschied zum P5o von Hamocyanin, das gegen den jeweiligen Tris-Puffer mit geringerer
Tonenstérke dialysiert wurde. §: signifikanter Unterschied zum P35y des Himocyanins, das gegen einen Tris-
Puffer mit 50 mM Ca?t-Tonen dialysiert wurde.

Hingegen fiihrte die Erh6hung der Cl™-Ionenkonzentration nicht immer zu einer héheren
Sauerstoffaffinitit. Bei Penaeus setiferus (Brouwer et al., 1978) und Carcinus maenas
(Truchot, 1975) konnte eine Affinitdtszunahme dokumentiert werden, bei anderen Spe-
zies wie z.B. beim Limulus polyphemus (Brouwer et al., 1977) wird durch Zugabe von
Cl™-Tonen die Sauerstoffaffinitit vermindert. Von der Cl™-Tonenkonzentration unbeein-

flusst blieb der Halbséttigungswert des Himocyanins der Kalifornischen Languste (Kuiper
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et al., 1979). Auch beim Himocyanin der Européischen Languste trat kein nachweisba-
rer Cl™-loneneffekt auf. Abbildung 4.7 zeigt, dass eine Verdrei- bzw. Verfiinffachung der
Cl™-Ionenkonzentration keine Auswirkung auf den Halbséittigungsdruck hatte. Die berech-
neten Werte bei Zugabe von 50 mM MgCl; oder 500 mM NaCl zur Himocyaninlosung
wichen nicht signifikant voneinander ab (P:)"® = 4,10 &+ 0,17 Torr; PN = 4,02 + 0,32
Torr). Gleiches galt fiir die P5o-Werte bei Anreicherung des Tris-Puffers mit 20 mM CaCl,
oder 150 mM NaCl (Pz — 6,18 £ 0,25 Torr; Pi’™* auf 6,22 £+ 0,11 Torr).

Samtliche Versuche mit dem Hamocyanin von Palinurus elephas wurden im Tris-Puffer
unter Zugabe der verschiedenen Modulatoren durchgefiihrt. Dass der Tris-Puffer selbst
als allosterischer Effektor agiert, konnte nur fiir das 24-mere Hamocyanin der Tarantel
Eurypelma californicum gezeigt werden (Sterner et al., 1994). Ein Einfluss des gewahl-
ten Tris-Puffers auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des hexameren Himocyanins von

Palinurus elephas ist hingegen in der Literatur nicht dokumentiert.

Die Sauerstoffaffinitit von in seine monomeren Untereinheiten zerfallenem Hémocyanin
der Europdischen Languste ist mit einem Halbsdttigungswert von PE5™ — 18,65 £+ 1,96
Torr sehr gering. Die Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten zu hexameren
Aggregaten fiihrte zu einer signifikanten Verminderung des Pg, auf 9,61 £ 1,24 Torr
(vgl. Tabelle 3.10). Beim Vergleich der reinen Zahlenwerte ist der Einfluss des pH-Werts
zusitzlich noch zu beriicksichtigen. Generell nimmt die Sauerstoffaffinitit mit Erhohung
des pH-Werts zu (Hogben, 1926; Zeis, 1994; Menze, 2001). Die Sauerstoffbindungsdaten
des monomeren Hamocyanins wurden bei pH 9,5 und die des hexameren Hamocyanins bei
pH 8,0 aufgenommen. Der P5o-Wert, der nach Dialyse von hexamerem Hidmocyanin gegen
einen Ca?"-, Mg?*- und Na*-ionenfreien Tris-Puffer erhalten wurde, wich mit P5, = 9,04
=+ 0,36 Torr nicht signifikant vom P}, ab. So konnten die Sauerstoffbindungseigenschaften
des Molekiils durch die Dialyse der monomeren Untereinheiten gegen den Tris-Puffer
wiederhergestellt werden. Die Dialyse der monomeren Untereinheiten gegen einen Ca?*,
Mg?* und NaT-ionenhaltigen Tris-Puffer hingegen fiihrte zu hexameren Aggregaten, deren
Sauerstoffaffinitiat mit P, = 7,61 £ 0,78 Torr signifikant geringer war als die von nativen
Ca?*, Mg?" und Na'-haltigen Hexameren (Psy = 6,48 + 0,21 Torr). Bei Reaggregation
in Anwesenheit der Kationen sind dementsprechend noch weitere Faktoren nétig, um
die Voraussetzungen zur Bildung von Hexameren zu schaffen, die in ihrer Struktur und

Funktion den nativen Molekiilen entsprechen.

An das in seine monomeren Untereinheiten zerfallene Himocyanin band der Sauerstoff
nicht kooperativ (nfm = 1,11 + 0,11). Gleiches konnten auch Molon et al. (2000) bei ihren
Untersuchungen mit dem Hdmocyanin der Konigskrabbe (Paralithodes camtschaticae)
beobachten. Die Sauerstoffbindung an das Ca?*-, Mg?*- und Na*-ionenfreie Himocyanin
von Palinurus elephas erfolgte hingegen kooperativ (vgl. Abb. 4.8). Die berechneten Hill-
Koeffizienten lagen bei n}, — 2,34 £+ 0,07 und ny — 2,44 + 0,10 (vgl. Tabelle 3.10).
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Wajcman et al. (1977) zeigten am Hémocyanin von Cancer magister, wie schon Kuiper
et al. (1975) bei Panulirus interruptus, dass auch in Abwesenheit der divalenten Kationen

Ca?" und Mg?" die Sauerstoffbindung an das aggregierte Himocyanin kooperativ erfolgt.

Die Bindung von Ca?"-, Mg?"- oder Na*-Ionen an das Himocyanin von Palinurus ele-
phas bewirkte eine signifikante Erhchung der Sauerstoffaffinitit gegeniiber dem Ca?*,
Mg?* und NaT-ionenfreien Transportprotein. Wie aus Abb. 4.7 zu ersehen ist, hing die
Minderung des P5q vom Liganden und von dessen Konzentration ab. Bei gesonderter Be-
trachtung der unterschiedlichen Liganden kann generell die Tendenz festgestellt werden,
dass durch Erhéhung der Ionenstérke die Sauerstoffaffinitit des Pigments gesteigert wur-
de. Ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen Liganden zeigt, dass die berechneten
Pso-Werte fiir Ca?t und Mg?* bei einer Ionenstirke von 20 mM noch nicht signifikant
unterschiedlich waren (vgl. Tabelle 3.8). Die Anlagerung beider Kationen bewirkte eine
Steigerung der Affinitdt um ca. 25 % auf P%™ = 6,18 £+ 0,25 Torr bzw. P = 7,01
+ 0,36 Torr gegeniiber dem Ca?*-, Mg?*- oder NaT-ionenfreien hexameren Pigment. Bei
Erh6hung der Tonenstiarke auf 50 mM hingegen lag die affinitétssteigernde Wirkung von
Mg*" mit P = 4,10 + 0,17 Torr um ca. 15 % signifikant iiber der der Ca**-Ionen
(PR = 5,35 £ 0,30 Torr). Der P hatte sich jedoch nicht signifikant im Vergleich zum
PP verdndert. Dieses Phinomen kann auf die unterschiedlichen Bindungsplatztypen fiir
Ca?* und Mg*" zuriickgefiihrt werden (vgl. Kapitel 4.2). Die divalenten Kationen besitzen
einen gemeinsamen Bindungsplatztyp am hexameren Himocyanin, dessen Besetzung eine
gesteigerte Affinitdt fiir Sauerstoff zur Folge hat. Zusétzlich wird das Himocyanin durch
die Bindung der Ca?*- oder Mg?"-Ionen in seiner Struktur dergestalt verindert, dass
ein weiterer fiir Ca?-Ionen spezifischer Bindungsplatztyp entsteht. Die Besetzung dieser
speziellen Ca’*-Bindungsstellen reduziert die Affinitit des Himocyanins fiir Sauerstoff.
Bei Zugabe von 20 mM Ca?t oder Mg?* zum Himocyanin wurden zuerst die gemeinsa-
men Bindungsplitze belegt. Die Erh6hung der Ionenstirke auf 50 mM fiihrte dazu, dass
zuerst alle noch freien gemeinsamen Platze besetzt wurden. Hierdurch verminderte sich
der PZ)"® signifikant. Anschliefend konnten die noch nicht gebundenen Ca?*-Tonen ihre
spezifischen Bindungsplitze belegen und so die Sauerstoffaffinitit im Vergleich zum mit

Mg?* gesittigtem Himocyanin wieder reduzieren.

Die Anlagerung von ausschlieflich Ca?"- oder Mg?**- oder Na*-Ionen an das hexamere
Hidmocyanin bewirkte keine signifikante Anderung in der Kooperativitit der Sauerstoff-
bindung im Vergleich zum Ca®"-, Mg?*- und Na'-ionenfreien hexameren Pigment (vgl.
Abb. 4.8). Erst die Bindung weiterer, differierender Kationen konnte, wie Abb. 4.9 zeigt,
das kooperative Verhalten signifikant erhthen (vgl. Tabelle 3.9). Der Hill-Koeffizient stieg
von ny = 2,44 £ 0,10 fiir Ca?*-, Mg?"- und Na't-freies Himocyanin auf Werte von bis
7u npp M — 2,79 + 0,04 an. Auch die Sauerstoffaffinitit wurde durch die Anlagerung

weiterer Kationen signifikant beeinflusst. Abb. 4.10 zeigt, dass die zusétzliche Anlagerung
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Abbildung 4.8: Hill-Koeffizienten (ng) fiir die Bindung von Sauerstoff an das Himocyanin der Européi-
schen Languste. In den Balken ist die Zusammensetzung des Puffers aufgefiihrt, gegen den das Hamo-
cyanin dialysiert wurde. Die angegebenen Ziffern bezeichnen die Ionenkonzentration in mM. Die Ionen
wurden als Cl™-Losungen dem jeweiligen Puffer zugegeben. Als Puffersubstanzen wurden 100 mM Gly-
cin/NaOH pH 9,5 eingestellt bei 20 °C und 100 mM Tris/HC1 pH 8,0 eingestellt bei 20 °C eingesetzt.

von Ca?*-Ionen eine Verminderung in der Affinitiit des Himocyanins gegeniiber dem Sau-
erstoff bewirkte. Der Py erhohte sich um 50 % auf Pz = 6,18 4 0,01 Torr bei der
Bindung von Ca?"- und Mg?"-Ionen im Vergleich zum berechneten Halbsiittigungswert
bei ausschlieRlicher Séttigung des Proteins mit Mg?"-Tonen ( P:)"® = 4,10 4+ 0,17 Torr).
Desgleichen wies eine Himocyaninlgsung mit 500 mM NaCl (P2 = 4,02 + 0,32 Torr)
einen niedrigeren Halbsdttigungsdruck auf als eine Pigmentldsung, die zusétzlich zu den
500 mM NaCl noch 20 mM CaCl, (P3N = 5,10 + 0,29 Torr) beinhaltete. Im Un-
terschied hierzu verdnderte sich die Sauerstoffaffinitat mit PZ)"s*"* = 3,57 + 0,21 Torr
bei Bindung von Na®- und Mg?*-Ionen im Vergleich zum Himocyanin, an das nur Na™
(P3N — 4,02 £ 0,32 Torr) oder Mg*™ (P%"® — 4,10 £ 0,17 Torr) gebunden waren, nicht
signifikant. Eine Verminderung der Sauerstoffaffinitit durch die zusitzliche Bindung von
Ca?*-Tonen beobachteten auch Kuiper et al. (1979) am Hiémocyanin der Kalifornischen
Languste. Sie fiigten einer Proteinlosung, die 500 mM NaCl enthielt, 25 mM CaCly zu.

Aus den isothermen titrationskalorimetrischen Versuchen ist bekannt, dass die Anlage-
rung der Mg*"- und/oder Na*-Ionen an das Hexamer eine Molekiilstrukturverinderung
bewirkt, durch die spezifische Bindungsplitze fiir Ca?*-Ionen gebildet werden. Die Be-
setzung dieser spezifischen Bindungsplétze fiihrt demnach, wie zuvor schon erwahnt, zur
Verminderung der Sauerstoffaffinitit. So konnte erwartungsgeméfs, wie in Abb. 4.10 dar-
gestellt, eine signifikante Reduzierung der Sauerstoffaffinitit von einer Himocyaninlosung,
die zusitzlich zu den Mg?"- und Na*-Ionen noch Ca?"-Ionen beinhaltete, beobachtet wer-
den (Pzy=MeN — 561 4+ 0,19 Torr; Py =™ = 3,57 £ 0,21 Torr). Gleichzeitig wurde
die Kooperativitit der Sauerstoffbindung von njy %" — 2,65 + 0,13 auf njyo**Veo —
3,07 4+ 0,16 nicht signifikant erh6ht (vgl. Abb. 4.9).
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Abbildung 4.9: Hill-Koeffizienten (ng) fiir die Bindung von Sauerstoff an das Hamocyanin der Européi-
schen Languste. In den Balken ist die Zusammensetzung des Puffers aufgefiihrt, gegen den das Hamo-
cyanin dialysiert wurde. Die angegebenen Ziffern bezeichnen die Ionenkonzentration in mM. Die Ionen
wurden als C17-Losungen dem jeweiligen Puffer zugegeben. Als Puffersubstanz wurde 100 mM Tris/HCI
pH 8,0 eingestellt bei 20 °C eingesetzt. *: Signifikanter Unterschied zum ny des Himocyanins, das gegen
100 mM Tris/HCI dialysiert wurde.
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Abbildung 4.10: Logarithmierte Halbsittigungswerte (Psg) fiir die Bindung von Sauerstoff an das H&-
mocyanin der Europiischen Languste. In den Balken ist die Zusammensetzung des Puffers aufgefiihrt,
gegen den das Himocyanin dialysiert wurde. Die angegebenen Ziffern bezeichnen die Ionenkonzentration
in mM. Die Tonen wurden als Cl7-Losungen dem jeweiligen Puffer zugegeben. Als Puffersubstanz wur-
de 100 mM Tris/HCI pH 8,0 eingestellt bei 20 °C eingesetzt. *: signifikanter Unterschied zum Psq der
jeweiligen Hamocyaninlésung ohne Ca?*-Ionen.
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Urat und Koffein

Als weitere Modulatoren fiir die Sauerstoffbindungseigenschaften des Himocyanins wur-
den Urat, dass unter Hypoxie in der Himolymphe dekapoder Crustaceen akkumuliert
(Lallier et al., 1987; Lallier und Truchot, 1989a), und sein Strukturanalogon Koffein be-
trachtet. Die Auswertung der I'TC-Versuche ergab fiir Urat und Koffein zwei identische
Bindungsplatze am hexameren Hamocyanin von Palinurus elephas. Aus Abb. 4.11 A ist
ersichtlich, dass die Bindung von Urat oder Koffein ans hexamere Himocyanin eine signi-
fikante Erhohung in der Sauerstoffaffinitit hervorruft. Der Halbsédttigungsdruck vermin-
derte sich um 46 % auf Pg* — 3,50 + 0,08 Torr bei Anlagerung von Urat und um ca.
55 % auf PEg™ — 2,90 + 0,16 bei Bindung von Koffein (vgl. Tabelle 3.7). Einen stérke-
ren Einfluss auf die Sauerstoffaffinitit durch den artifiziellen Effektor Koffein konnte auch
Menze (2001) am Hémocyanin von Homarus vulgaris beobachten. Die Anlagerung von
Urat oder Koffein bewirkte zudem eine signifikante Verminderung in der Kooperativitit
der Sauerstoffbindung (vgl. Abb. 4.11 B). Der Hill-Koeffizient reduzierte sich von 2,80 +
0,25 auf n{/* = 2,31 £ 0,04 bzw. ni™" = 1,71 £ 0,14. Die Werte fiir n{/** und njy™"
wiesen keinen signifikanten Unterschied auf. Eine Erhohung der Sauerstoffaffinitit und
gleichzeitige Verminderung der Kooperativitidt durch Anlagerung von Urat wurde eben-
falls beim Hamocyanin von Homarus vulgaris beschrieben (Nies et al., 1992; Zeis et al.,
1992).
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Abbildung 4.11: A: Logarithmierte Halbsattigungswerte und B: Hill-Koeffizienten fiir die Bindung von
Sauerstoff an das Himocyanin der Européischen Languste in An- und Abwesenheit der Effektoren Urat
und Koffein. Die Himocyaninlosungen wurde gegen einen Tris-Puffer (100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl,
20 mM CaCly, 20 mM MgCl, pH 8,0 eingestellt bei 20 °C) dialysiert. Die Effektoren wurden in einer
Konzentration von 1 mM zugegeben. *: Signifikanter Unterschied zum Referenzwert ohne Effektor.

4.3.2 MWC-Modell und Three-State-MWC-Modell

Eine zusdtzliche Analyse der Sauerstoffbindungskurven iiber ein allosterisches Modell
fiihrt zum besseren Verstindnis der Sauerstoff- und Effektorinteraktion. Da das Hé-

mocyanin der Europiischen Languste aus hexameren Aggregaten besteht, wurden die




82 4. DISKUSSION

Sauerstoffbindungsdaten einer nichtlinearen Regression mit dem MWC-Modell und dem
Three-State-MWC-Modell unterzogen. So zeigten Dainese et al. (1998) am Hamocyanin
von Carcinus aestuarii, dass die Sauerstoffbindung an den hexameren Anteil des Himo-
cyanins durch das MWC-Modell beschrieben werden kann. Auch Connelly et al. (1989)
interpretierten die Sauerstoffbindungsdaten fiir das hexamere Himocyanin von Panulirus
interruptus mit dem MWC-Modell.

Beltramini et al. (2005) arbeiteten mit dem Hamocyanin der Black Tiger Crevetten
(Penaeus monodon), das zum iiberwiegenden Teil aus hexameren Aggregaten besteht. Sie
beschrieben die Sauerstoffbindung an das hexamere Hamocyanin mit dem MWC-Modell
und dem Three-State-MWC-Modell. Ein Vergleich beider Modelle ergab, dass die Daten
durch das Three-State-MWC-Modell besser erfasst wurden. Ebenso benannte Makino
(1986), der die Sauerstoffaffinitéit des hexameren Himocyanins der Japanischen Languste
(Panulirus japonicus) betrachtete, das Three-State-MWC-Modell als das Modell, mit dem

die Bindung am besten dargestellt werden konnte.

Als kleinste allosterische Einheit wurde in den vorgestellten Arbeiten das Himocyanin-
molekiil in der Form eines Hexamers beschrieben. Desgleichen betrachteten Richey et al.
(1985), Robert et al. (1987) und Menze et al. (2005), die mit dodekamerem Hamocyanin

arbeiteten, das Hexamer als die kleinste allosterische Einheit.

Die Auswertung der Sauerstoffbindungskurven mit dem MWC-Modell und dem Three-
State-MWC-Modell erfolgte in sechs Analysegruppen (vgl. Tabelle 2.4). Die Zusammen-
setzung der Analysegruppen I bis V resultierte aus den Ergebnissen der isothermen ti-
trationskalorimetrischen Untersuchungen. Die ITC-Versuche zeigten, dass die Bindung
von Mg?* oder Nat an das Ca?*-, Mg?*- und Na*-ionenfreie Himocyanin zu einer Struk-
turverinderung fiihrte, aus der neue Ca?*-spezifische Bindungsplitze resultierten. Bei der
Zusammensetzung der Analysegruppen wurde davon ausgegangen, dass eine solche Struk-
turverdnderung auch Auswirkungen auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des Molekiils
hat, die nur mit einer Gleichgewichtsverschiebung zwischen den allosterischen Konforma-
tionen nicht mehr begriindet werden konnen. So wurden in Analysegruppe I die Sauer-
stoffbindungskurven zusammengefasst, die mit Ca?*-, Mg?*- und Na*-ionenfreiem Hiimo-
cyanin aufgenommen wurden. Himocyanin, das entweder Ca*"-, Mg?"- oder Na™-Ionen
gebunden hatte, wurde in die Analysegruppen II bis IV aufgeteilt. Analysegruppe V ent-
hielt Sauerstoffbindungskurven von Himocyanin, das mit zwei unterschiedlichen Kationen
gesiittigt war und in Analysegruppe VI wurden die Sauerstoffbindungskurven des Ca?*-,
Mg?"- und Na*-ionenhaltigen Himocyanins mit und ohne die Effektoren Urat und Kof-
fein zusammengefasst. Zur Beurteilung der Giite der Regression wurde der y2?-Wert be-
rechnet. Die Regression mit dem MWC-Modell fiihrte in allen Analysegruppen zu einem
héheren y?-Wert als die Auswertung mit dem Three-State-MWC-Modell (vgl. Tabellen
3.11, 3.15, 3.16 und 3.17). Die Messdaten konnten somit durch eine nichtlineare Regres-
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sion mit dem Three-State-MWC-Modell besser erfasst werden. Die weitere Analyse der
Sauerstoffbindungsdaten bezieht sich dementsprechend nur noch auf die Regression mit
dem Three-State-MWC-Modell. Innerhalb der einzelnen Analysegruppen wurden die Sau-
erstoffbindungskonstanten (kg,, k7, ks,) unabhéingig von der Effektorbindung bestimmt.
Nach Wyman (1972) wird der Einfluss des Effektors lediglich iiber die Gleichgewichtskon-
stanten (L9,, L2, ) und die Einflussfaktoren (W, W) beschrieben.

Die Auswertung der Sauerstoffbindungskurven mit dem Three-State-MWC-Modell ergab
fiir die Analysegruppen I bis VI keine signifikanten Unterschiede in den Bindungskon-
stanten kg,, k, und kg, der verschiedenen Konformationen (vgl. Tabellen 3.11, 3.16 und
3.17). Hierbei muk jedoch bedacht werden, dass die Parameter der Analysegruppe I nur
mit hohen Ungenauigkeiten bestimmt werden konnten. In allen Analysegruppen band der
Sauerstoff an die R-Konformation mit der héchsten Affinitit. Die Bindungskonstanten
lagen zwischen k}, — 1,074 + 0,784 Torr™! und k}, — 1,822 £ 0,395 Torr . An die
T-Konformation band Sauerstoff mit der geringsten Affinitdt. Hier lagen die Werte zwi-
schen kf, = 0,015 & 0,025 Torr™! und kY, = 0,043 4 0,016 Torr ™. kg,, die Konstante fiir
die Bindung an die S-Konformation, wies Werte von kg, = 0,090 & 0,036 Torr—! bis ks,
= 0,308 + 0,075 Torr~! auf. Dass der Sauerstoff, bei Interpretation der Bindungsdaten
mit dem Three-State-MWC-Modell, an die R-Konformation mit der hochsten und an die
T-Konformation mit der niedrigsten Affinitat bindet, wurde schon von diversen Autoren
berechnet (Richey et al., 1985; Beltramini et al., 2005; Menze et al., 2005; Pott, 2006).

Der Einfluss der Effektoren Ca?t, Mg?*, Na*, Urat und Koffein auf die Sauerstoffbin-
dungseigenschaften des Hamocyanins von Palinurus elephas kann demgemaéfs iiber die
Gleichgewichtskonstanten (L., Lg ) und die Einflussfaktoren (W5I, W) beschrieben
werden. Die Vermutung, eine Strukturverinderung des Himocyanins fithre auch zu un-

terschiedlichen kg,, kp, und kg,-Werten, konnte nicht bestéitigt werden.

Die effektorspezifischen Gleichgewichtskonstanten (Lg, L§l) konnten nur mit groken
Ungenauigkeiten tiber die nichtlineare Regression bestimmt werden (vgl. Gleichung 2.17).
Auch Menze et al. (2005) und Pott (2006) wiesen darauf hin, dass die mit dem Three-
State-MWC-Modell bestimmten Gleichgewichtskonstanten mit grofen Fehlern behaftet
waren. Uber die Sauerstoffbindungskonstanten (kg,, kr,, ks,) und die effektorspezifischen
Gleichgewichtskonstanten konnte dennoch der Einfluss von Urat und Koffein auf die Sau-
erstoffbindung berechnet werden (siehe Tabelle 3.13). Ferner konnten die unter hypoxi-
schen und normoxischen Bedingungen vorliegenden Konformationsverteilungen des Ha-
mocyanins von Palinurus elephas bei Bindung von Ca?'-, Mg®"- und Na*-Ionen und
bei Bindung der Modulatoren Urat und Koffein bestimmt werden (siche Formeln 2.22).
Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass als Berechnungsgrundlage die mit hohen Unsi-
cherheiten versehenen Gleichgewichtskonstanten dienten und die Parameter wiahrend der

Bestimmung der Einflussfaktoren zur Korrelation neigten.
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Abbildung 4.12: Relative Konformationsverteilung des Hamocyanins der Européischen Languste in Ab-
hangigkeit von der Sauerstoffkonzentration innerhalb der Analysegruppe VI. A: ohne Ligand, B: mit Urat
und C: mit Koffein. Konformation R = blau; Konformation S = griin; Konformation 7" = rot

Die kontinuierliche Anderung der relativen Konformationsverteilung bei zunehmender
Sauerstoffkonzentration ist fiir das Himocyanin mit und ohne die Liganden Urat und
Koffein -Analysegruppe VI- in Abb. 4.12 dargestellt. Bei geringer Sauerstoffkonzentrati-
on lag das Hamocyanin ohne die Effektoren Urat und Koffein zum {iberwiegenden Teil
im T-Zustand vor. Mit Erhohung der Sauerstoffkonzentration ging das Transportpigment
in den R- und zu einem geringen Teil in den S-Zustand iiber, die T-Konformation war
in sauerstoffgesiittigter Atmosphére nicht mehr vorhanden (sieche Abb. 4.12 A). Durch
die Bindung des natiirlichen Modulators Urat an das Himocyanin lag bei geringer Sau-
erstoffkonzentration ein Teil der Molekiile auch in der S-Konformation vor (vgl. Abb.
4.12 B). Im Unterschied zum uratfreien Himocyanin begann die Umlagerung vom 7' in
den R- und S-Zustand bei geringerem Sauerstoffpartialdruck. Im Bereich von 2.5 Torr
bis 5 Torr dominierte die S-Konformation. Unter normoxischen Bedingungen war die
Konformationsverteilung des Himocyanins mit und ohne Urat identisch. Die Anlagerung
des artifiziellen Effektors Koffein an das Hamocyanin von Palinurus elephas fiithrte im

Bereich geringer Sauerstoffkonzentration zu einer weiteren Verminderung der T-Form zu-
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gunsten der S-Konformation. Letztere wurde im Bereich von 0,6 Torr bis 6,3 Torr zur
dominierenden Form (vgl. Abb. 4.12 C). Bei hoher Sauerstoffkonzentration entsprach die
prozentuale Verteilung der verschiedenen Konformationen vom H&mocyanin mit Koffein
der des Himocyanins ohne die Bindung von Koffein oder Urat (vgl. Tabelle 3.12). Der
Umlagerungsprozess von der T- zur R-Konformation als die Dominierende begann schon
bei einem geringeren Sauerstoffpartialdruck beim mit Koffein gesittigten Himocyanin als
beim mit Urat gesdttigten Himocyanin. Eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
den allosterischen Untereinheiten durch die Bindung des natiirlichen Modulators Urat
und des artifiziellen Effektors Koffein konnten Menze et al. (2005) und Pott (2006) auch

am Hamocyanin des Europédischen Hummers (Homarus vulgaris) nachweisen.
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Abbildung 4.13: Relative Konformationsverteilung des Hiamocyanins der Européischen Languste in Ab-
hangigkeit von der Sauerstoffkonzentration innerhalb der Analysegruppen I bis IV. A: ohne Ligand; B: mit
20 mM Ca?" (durchgezogene Linien) und mit 50 mM Ca?* (gestrichelte Linien); C: mit 20 mM Mg?™
(durchgezogene Linien) und mit 50 mM Mg?* (gestrichelte Linien); D: mit 150 mM Na® (durchgezogene
Linien) und mit 500 mM Na™ (gestrichelte Linien). Konformation R = blau; Konformation S = griin;
Konformation 7' = rot

Abb. 4.13 zeigt die kontinuierliche Verdnderung der relativen Konformationsverteilung
bei zunehmender Sauerstoffkonzentration fiir die Analysegruppen I bis IV. Bei gerin-

gem Sauerstoffpartialdruck lag das Ca%*-, Mg?*- und Na*-ionenfreie Himocyanin - Ana-
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lysegruppe I - zu iiber 80 % in der T-Konformation vor (vgl. Abb. 4.13 A). Die R-
Konformation war nicht vorhanden und auf die S-Konformation entfiel ein Anteil von ca.
18 %. Bei zunehmender Sauerstoffkonzentration lagerte sich das Hamocyanin dergestalt
um, dass unter normoxischen Bedingungen die T-Konformation nicht mehr vorhanden
war. Zur dominierenden Konformation wurde der R-Zustand mit ca. 90 %. Die restlichen
10 % entfielen auf die S-Konformation.

Die Anlagerung der Ca?*-Ionen - Analysegruppe II - bewirkte keine Anderung in der rela-
tiven Konformationsverteilung bei geringer und hoher Sauerstoffkonzentration (vgl. Abb.
4.13 B). Durch die Bindung von Ca®" an das Himocyanin der Europiischen Languste
wurde lediglich der Wert des fiir die Konformationsumlagerung bendétigten Sauerstoff-
partialdrucks beeinflusst. Wie der Vergleich der Abb. 4.13 A und B zeigt, begann die
Umlagerung unter Ca?"-Toneneinfluss bei einer geringeren Sauerstoffkonzentration von
ca. 0,6 Torr. Ohne Zugabe von Ca?"-Tonen lag der Wert bei 1 Torr. Der Unterschied in
der Konformationsverteilung bei Zugabe von 20 mM Ca?" (durchgezogene Linien) und
50 mM Ca** (gestrichelte Linien) zur Himocyaninlosung war gering. Die unterschiedliche
lonenstéirke wirkte sich nur auf den Pg, aus, bis zu dem ca. 90 % der Himocyaninmole-
kiile in die R-Konformation umgelagert wurden. Der Wert betrug bei Zugabe von 20 mM
Ca?* 50 Torr und bei 50 mM Ca?* 30 Torr.

Die Auswirkung der Mg?*-Bindung an das Himocyanin von Palinurus elephas - Analy-
segruppe IIT - auf die relative Konformationsverteilung war hingegen von der eingesetzten
Tonenstérke abhéngig (vgl. Abb. 4.13 C). Bei Zugabe einer 20 mM MgCly-Lésung zum
Ca?"-, Mg?*- und NaT-ionenfreien Himocyanin (durchgezogene Linien) lagen unter einem
niedrigen Sauerstoffpartialdruck iiber 90 % der Makromolekiile in der T- und ein Anteil
von unter 10 % in der S-Konformation vor. Die Erhohung der Ionenstirke auf 50 mM
Mg*" (gestrichelte Linien) bewirkte eine Erhéhung des Anteils der S-Konformation auf
ca. 22 % und eine entsprechende Verminderung der T-Konformation auf ca. 78 %. Ein
Anstieg des Py, fiihrte auch hier zur Verschiebung der relativen Konformationsverteilung
zugunsten des R-Zustandes. Die Umlagerung des Hamocyanins setzte bei einer lonen-
starke von 50 mM schon bei einem geringeren Sauerstoffpartialdruck ein als bei 20 mM
Mg?*. Die S-Form erreichte bei Zugabe von 50 mM MgCl, zur Himocyaninlésung und
einem Sauerstoffpartialdruck von 3 Torr ihr Maximum. Bei Zugabe von 20 mM MgCl,
zur Himocyaninlosung wurde das Maximum fiir die S-Konformation erst bei einem Pp,
von ca. 7,9 Torr erreicht. Im Bereich von > 150 Torr war bei beiden eingesetzten Mg?*-
Ionenkonzentrationen die T-Konformation nicht mehr vorhanden. Der Prozentanteil der
R-Konformation lag bei iiber 90 und die restlichen Molekiile lagen in der S-Konformation

VOr.

Auch die Zugabe von Na't in verschiedenen Tonenstirken zum Ca?*-, Mg?*- und Na*-

ionenfreien Hamocyanin - Analysegruppe IV - hatte unterschiedliche Auswirkungen auf
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die relative Konformationsverteilung. Aus Abb. 4.13 D ist abzulesen, dass bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck und Zugabe von 150 mM NaCl (durchgezogene Linien) das Hémo-
cyanin zu ca. 95 % in der T und zu ca. 5 % in der S-Konformation vorlag. Bei hohem
Po, lag das Himocyanin zu 80 % in der R und zu 20 % in der S-Konformation vor. Die
Erhohung der Tonenstérke auf 500 mM (gestrichelte Linien) bewirkte eine Verdnderung in
der prozentualen Zusammensetzung und der Beginn der Umlagerung erfolgte bei einem
niedrigeren Sauerstoffpartialdruck. Das Himocyanin lag bei niedrigem Pg, 7zu ca. 85 %
in der T und zu ca. 15 % in der S-Konformation vor. Das Verhiltnis verschob sich bei
hohem P, zugunsten der R-Konformation (ca. 95 %). Die restlichen 5 % entfielen auf

die S-Konformation.

relative Konformationsverteilung

Abbildung 4.14: Relative Konformationsverteilung des Hiamocyanins der Européischen Languste in Ab-
hangigkeit von der Sauerstoffkonzentration innerhalb der Analysegruppe V: Hidmocyaninlosung mit
20 mM Ca?* + 50 mM Mg?* (durchgezogene Linien); Himocyaninldsung mit 20 mM Ca?* + 500 mM
Na* (gestrichelte Linien); Himocyaninlésung mit 50 mM Mg+ + 500 mM Na*t (gepunktete Linien).
Konformation R = blau; Konformation S = griin; Konformation 7' = rot

In Abb. 4.14 ist die relative Konformationsverteilung in Abhéngigkeit des Sauerstoff-
partialdrucks fiir die Analysegruppe V dargestellt. In dieser Analysegruppe sind die Ha-
mocyaninlésungen zusammengefasst, denen jeweils zwei unterschiedliche Ligandenkom-
binationen zugegeben waren (vgl. Tabelle 2.4). Bei allen Varianten dominierte die 7-
Konformation im Bereich geringer Sauerstoffkonzentrationen. Die R-Konformation iiber-
wog bei hohen Sauerstoffpartialdriicken. Das Verhéltnis der Konformationen zueinander
war von der jeweiligen lonenzusammensetzung der Himocyaninlésung abhingig. Bei nie-
drigem Sauerstoffpartialdruck und Zugabe von 20 mM Ca?" und 50 mM Mg?" zur Hi-
mocyaninlésung (durchgezogene Linien) betrug das prozentuale Verhiltnis der T-Kon-
formation zur S-Konformation 95 : 5, bei Zugabe von 20 mM Ca?* und 500 mM Na*
(gestrichelte Linien) 90 : 10 und bei Zugabe von 50 mM Mg?* und 500 mM Na™ (ge-

punktete Linien) 82 : 18. Bei hoher Sauerstoffkonzentration war die T-Konformation bei
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allen Varianten nicht mehr vorhanden. Das prozentuale Verhéltnis der R-Konformation
zur S-Konformation betrug 90 : 10 bei einer mit 20 mM Ca?* und 50 mM Mg?* ange-
reicherten Himocyaninlosung, 95 : 5 bei einer mit 20 mM Ca?" und 500 mM Na™t und
100 : 0 bei einer mit 50 mM Mg?™ und 500 mM Na™ angereicherten Himocyaninlosung.
Auch der fiir den Umlagerungsprozess bendtigte Sauerstoffpartialdruck wurde von der
Tonenzusammensetzung der Himocyaninlésung beeinflusst. Die Zugabe von 50 mM Mg+
und 500 mM Na®™ zum Hamocyanin bewirkte, dass ab einem Sauerstoffpartialdruck von
ca. 0,4 Torr die Umlagerung der Himocyaninmolekiile von der 7" in die S-Konformation
begann. Die S-Konformation erreichte ihr Maximum bei einem Sauerstoffpartialdruck von
2,5 Torr und ab ca. 20 Torr lagen die Molekiile zu iiber 98 % in der R-Konformation vor.
Wie in Abb. 4.14 gezeigt, bewirkte die Anwesenheit von Ca?"-lonen eine Verschiebung
des Umlagerungsprozesses hin zu hoheren Sauerstoffpartialdriicken. So lagerte sich die
T-Konformation bei Zugabe von 20 mM Ca*" und 500 mM Na™t zur Himocyaninlésung
erst ab einem Pp, von ca. 0,6 Torr und in Anwesenheit von 20 mM Ca*" und 50 mM
Mg?* ab ca. 1,25 Torr in die S-Konformation um. Die S-Konformation wurde bei einem
Sauerstoffpartialdruck zwischen 3,9 Torr und 6,3 Torr (Himocyanin mit 20 mM Ca*"
+ 500 mM Na™) bzw. 5,6 Torr und 8,9 Torr (Himocyanin mit 20 mM Ca*" + 50 mM
Mg?") die dominierende Konformation. In beiden Fillen war der Umlagerungsprozess hin

zur R-Konformation erst bei ca. 35 Torr beendet.

Die ITC-Versuche zeigten, dass die Ca?*-, die Mg?* und die Na*-Ionen um einen Bin-
dungsplatztyp am Ca?"-, Mg*" und Na'-ionenfreien hexameren Himocyanin von Pa-
linurus elephas konkurrieren. Zudem wird ein zusitzlicher Bindungsplatztyp fiir die Ca?*-
Tonen erst durch die Anlagerung der Mg?* und/oder Na™-Tonen gebildet. Die Kombination
dieser Ergebnisse mit denen aus den Sauerstoffbindungsstudien weist darauf hin, dass die
Besetzung der beiden unterschiedlichen Bindungsplatztypen durch Ca*"-Ionen entgegen-
gesetzte Auswirkungen auf die Sauerstoffbindung des Himocyanins hat. Im Rahmen der

allosterischen Modellvorstellungen erfolgt hierzu eine nidhere Erorterung.

4.4 Allosterische Modellvorstellungen

Die Ergebnisse der isothermen titrationskalorimetrischen Versuche und der Sauerstoffbin-
dungsstudien deuten auf ein komplexes allosterisches Bindungsverhalten zwischen Sauer-
stoff, dem Effektor Urat, den divalenten Kationen Ca?t und Mg?* und dem Himocyanin
von Palinurus elephas hin. Nach der Idee des Three-State-MWC-Modells kann das Sauer-
stofftransportpigment in drei unterschiedlichen allosterischen Konformationen - R, .S und
T - vorliegen. Die Bindungsstudien zeigten, dass die Sauerstoffaffinitit zum R-Zustand
am groften ist, an die T-Konformation bindet der Sauerstoff mit der niedrigsten Affinitit.

Die prozentuale Verteilung der Konformationen ist vom Sauerstoffpartialdruck und von
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den am Hamocyanin gebundenen Liganden abhingig. Sie konnte durch die Sauerstoftbin-
dungsstudien bestimmt werden.

relative Konformationsverteilung
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Abbildung 4.15: Allosterisches Modell des Bindungsverhaltens der Ca?* und Mg?*-Ionen an das hexame-
re, Ca?*-, Mg?*- und Na'-ionenfreie Himocyanin der Europiischen Languste (Palinurus elephas). Auf-
tragung der relativen Konformationsverteilung in Abhéngigkeit der Sauerstoffkonzentration in An- und
Abwesenheit der Ca?t und Mg?*-Tonen. Durchgezogene Linien: ohne Ca?t und Mg?*-Ionen; gestrichelte

Linien: mit Ca?t und Mg?*-Ionen. R-Konformation = blau; S-Konformation = griin; T-Konformation
= rot

Anhand der ITC-Versuche wurde nachgewiesen, dass die divalenten Kationen Ca?* und
Mg?* um einen Bindungsplatztyp am hexameren, Ca?*-, Mg?*- und Na*-ionenfreien Hi-
mocyanin von Palinurus elephas konkurrieren. Die Ca?*-Ionen kénnen zusétzlich noch an
einen weiteren spezifischen Bindungsplatztyp am hexameren Himocyanin binden. Letzte-
rer entsteht jedoch erst durch eine Strukturdnderung des Himocyanins, die durch Beset-
zung der gemeinsamen Bindungsstellen fiir Kationen induziert wird. Um dieses Ergebnis in
die allosterische Modellvorstellung mit einzubeziehen, werden beide Situationen getrennt
betrachtet. Abb. 4.15 zeigt ein aus den Daten dieser Arbeit gewonnenes allosterisches
Modell fiir die Bindung der divalenten Kationen Ca?" und Mg?" an die gemeinsamen
Bindungspliatze. Wie im vorhergehenden Kapitel dargestellt, verdndert das Himocyanin
seine Konformation bei zunehmendem Sauerstoffpartialdruck. Die Auswertung der Sauer-
stoffbindungskurven mit dem Three-State-MWC-Modell ergab desweiteren, dass die Kon-
formation von den am Himocyanin gebundenen Liganden abhéngig ist. So liegt bei einem
Sauerstoffpartialdruck unter 0,3 Torr, wie in Abb. 4.15 dargestellt, das hexamere, Ca?*-,
Mg?*- und NaT-ionenfreie Himocyanin (durchgezogene Linien) zu ca. 80 % in der T- und
7u ca. 20 % in der S-Konformation vor. Die Anlagerung der Ca?* und Mg?**-Tonen an
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die gemeinsamen Bindungsplitze (gestrichelte Linien) fithrt zu keiner Veréinderung in der
relativen Konformationsverteilung. Die Sauerstoffbindungskonstante fiir die Bindung an
die T-Konformation betragt kz, = 0,020 £ 0,017 Torr~!. An die S-Konformation bindet
Sauerstoff mit einer um das 4,5-fache erhéhten Bindungskonstante (k%, — 0,090 £ 0,036
Torr™1). Erst bei einer Sauerstoffkonzentration ab ca. 0,3 Torr bewirkt die Anlagerung
von Ca?* und/oder Mg?*" an das Himocyanin eine Konformationsinderung von der 7- in
die S- bzw. von der S- in die R-Konformation. Die relative Verteilung zwischen den Kon-
formationen ist vom Sauerstoffpartialdruck abhingig und verschiebt sich bei Erhéhung
der Sauerstoffkonzentration zugunsten der R-Konformation. Die R-Konformation besitzt
die hochste Sauerstoffaffinitat. Die Bindungskonstanten betragen k= 1,284 + 0,423
Torr~! bei Besetzung der gemeinsamen Bindungsstellen mit Ca*"-Ionen und £k}, — 1,764
+ 0,442 Torr—! bei Bindung von Mg?*-Tonen. Wie in Kapitel 3.3.4 ausgefiihrt unterschei-
den sich kp, und k%, nicht signifikant voneinander. Bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck
wird somit die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins, durch Bindung von Ca?™ und Mg?**
an ihren gemeinsamen Bindungspldtzen und eine hiermit einhergehende Konformations-
anderung hin zu héheraffinen Formen, erh6ht. Bei einem Sauerstoffpartialdruck von iiber
100 Torr hat die Bindung der Ca*" und Mg?**-Ionen keine Auswirkung mehr auf die rela-
tive Konformationsverteilung des Himocyanins. Es liegt dann mit und ohne die Bindung

von Ca?T- und Mg?*-Tonen zu iiber 95 % in der R-Konformation vor.

In Abb.4.16 ist das aus den Daten dieser Arbeit gewonnene allosterische Modell fiir
die Bindung der Ca*"-Ionen an ihre spezifischen Bindungsplitze am Hidmocyanin von
Palinurus elephas dargestellt. Die Auswertung der Sauerstoffbindungskurven mit dem
Three-State-MWC-Modell zeigte, dass die relative Konformationsverteilung auch durch
die Bindung der Ca?*-Ionen an ihre spezifischen Bindungspliitze beeinflusst wird. Im Un-
terschied zur Bindung der Ca?T-Ionen an die zuvor erérterten Bindungsplitze, die eben-
so von Mg*"-Tonen besetzt werden konnen, erzeugt die Anlagerung der Ca®"-Ionen an
die spezifischen Bindungsstellen eine Konformationséinderung, die zu einer Abnahme der
Sauerstoffaffinitdt des Himocyanins fiithrt. Bei geringem Sauerstoffpartialdruck und un-
besetzten Ca?*-spezifischen Bindungsstellen liegt das Himocyanin von Palinurus elephas
zu ca. 80 % in der T- und zu ca. 20 % in der S-Konformation vor. Die Bindung von Ca**-
Ionen bewirkt, wie Abb. 4.16 zeigt, eine Umlagerung von der S- zur T-Konformation, so
dass 100 % der Hamocyaninmolekiile in der niederaffinen T-Konformation vorliegen. Die
Sauerstoffbindungskonstante der 7-Konformation betrdgt ky. = 0,037 £ 0,008 Torr !,
die der S-Konformation kg, — 0,186 & 0,044 Torr~!. Die Erhéhung des Sauerstoffpartial-
drucks bewirkt beim Himocyanin, dessen Ca®"-spezifische Bindungsstellen nicht besetzt
sind, eine vermehrte Umlagerung der 7- in die S-Konformation. Ab einem Sauerstoffpar-
tialdruck von ca. 2,5 Torr geht das Molekiil zunehmend von der T- iiber die S- in die R-
Konformation iiber, letztere liegt bei hohem Po, zu 100 % vor. Die R-Konformation besitzt
mit einer Bindungskonstante von k3, — 1,822 + 0,395 Torr~—! die héchste Sauerstoffaffini-
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Abbildung 4.16: Allosterisches Modell des Bindungsverhaltens der Ca?*-Ionen an die spezifischen Bin-
dungsplitze am hexameren Himocyanin der Europédischen Languste (Palinurus elephas). Auftragung
der relativen Konformationsverteilung in Abhéngigkeit der Sauerstoffkonzentration in An- und Abwe-

senheit der Ca?*-Ionen. Durchgezogene Linien: ohne Ca?t-Ionen; gestrichelte Linien: mit Ca?t-Ionen.
R-Konformation = blau; S-Konformation = griin; T-Konformation = rot

tit. Die Besetzung der spezifischen Bindungsstellen durch Ca?*-Ionen bewirkt bei einem
in der R-Konformation vorliegenden Molekiil eine Anderung zur S-Konformation und bei
einem in der S-Konformation befindlichen die Umlagerung in die T-Konformation, wobei
die Quantitdt der Umlagerung mit zunehmendem Sauerstoffpartialdruck abnimmt. Wie
Abb. 4.16 zeigt, treten bei hoher Sauerstoffkonzentration durch die Ca?*-Ionenbindung

noch ca. 10 % der im R-Zustand befindlichen Himocyaninmolekiile in die S-Konformation
iiber.

In Abb. 4.17 ist das aus den Daten der vorliegenden Arbeit gewonnene allosterische
Bindungsmodell fiir die Bindung des Effektors Urat an das Himocyanin von Palinurus
elephas dargestellt. Die relative Verteilung der R-, T- und S-Konformation ist vom Sau-
erstoffpartialdruck abhingig. Bei geringem P, liegt das Himocyaninmolekiil in der 7-
Konformation vor, an die Sauerstoff mit einer Bindungskonstante von ky, — 0,037 =+
0,008 Torr~! bindet. Urat, das zwei Bindungsplitze am Himocyanin besitzt, bindet an
die T-Konformation mit geringer Affinitét, die Bindungskonstante betrigt k" = 16,13
+ 290 mM~! (siehe Tabelle 3.14). Hierdurch erfihrt das Makromolekiil eine Umlagerung

von der T- in die S- und R-Konformation. Die relative Verteilung zwischen der S- und

der R-Konformation ist in diesem Bereich vom Sauerstoffpartialdruck abhingig und ver-
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Abbildung 4.17: Allosterisches Modell des Bindungsverhaltens von Urat an das Himocyanin der Européi-
schen Languste (Palinurus elephas). Auftragung der relativen Konformationsverteilung in Abhangigkeit
der Sauerstoffkonzentration in An- und Abwesenheit des Modulators. ohne Urat: durchgezogene Linien;
mit Urat: gestrichelte Linien. R-Konformation = blau; S-Konformation = griin; T-Konformation = rot

schiebt sich bei Erhéhung der Sauerstoffkonzentration zugunsten der R-Konformation.
Die Sauerstoffbindungskonstanten der S- und R-Konformationen sind mit kg, — 0,308 £
0,075 Torr™" und kY, = 1,792 £ 0,427 Torr~! um das 10- bzw. 45-fache héher als die der
T-Konformation. Durch die Bindung von Urat und die dadurch induzierte Umlagerung
wird somit die Sauerstoffaffinitit des Hidmocyanins bei niedrigem Sauerstoffpartialdruck
erhoht. Bei hoher Sauerstoffkonzentration liegt das Himocyanin mit und ohne Urat zu
iber 80 % in der R-Konformation vor. Der restliche prozentuale Anteil entfallt auf die
S-Konformation. Die Bindung des natiirlichen Modulators Urat an das Himocyanin be-
wirkt hier keine Anderung in der Himocyaninkonformation. Eine durch Urat induzierte

Konformationsinderung beschrieb auch Pott (2006) beim Hamocyanin des Européischen
Hummers.

4.5 Thermodynamische Analyse der Ligandenbindun-
gen

Die Bestimmung der Reaktionsenthalpie (AHY) und der Reaktionsentropie (AS) fiir die
Bindung der divalenten Kationen Ca?" und Mg** sowie des natiirlichen Modulators Urat

und seines Strukturanalogons Koffein an das Hiamocyanin der Européischen Languste er-
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folgte anhand der isothermen titrationskalorimetrischen Versuche. Aus diesen Parametern
kann die freie Gibbs’sche Energie AG? (freie Reaktionsenthalpie) berechnet werden, die
sich aus enthalpischen und entropischen Anteilen zusammensetzt und die Gleichgewichts-

lage einer Reaktion angibt (siehe Formel 1.1).

Die Auswertung der Bindungsisotherme fiir die Anlagerung des natiirlichen Modulators
Urat an die unter normoxischen Bedingungen dominierende Hidmocyaninkonformation
mit dem Non-Interacting-Site-Modell ergab eine Entropie von TAS? =~ — -11,09 £ 2,36

Urat
kJ mol™' und eine Enthalpie von AH? = -36,01 £+ 1,98 kJ mol~!. Die Bindung war
enthalpiegetrieben, da sie trotz des ungiinstigen Entropiebetrages durch den negativeren
Enthalpiewert begiinstigt war. Gleiches galt fiir die enthalpiebegiinstigte Bindung des ar-
tifiziellen Effektors Koffein. Die berechneten Entropie- und Enthalpiewerte wichen jedoch

= -57,07 £ 2,42 kJ mol !, TAS!,

von den fiir Urat bestimmten signifikant ab (AHY ofiein

Koffein
=-30,42 + 2,53 kJ mol™!). Der entropische Beitrag zur Ligandenbindung war bei Koffein
um das Dreifache niedriger als bei Urat. Durch die hohere Bindungsaffinitit des Koffe-
ins zum Hamocyanin, die in einem hoheren Enthalpiewert zum Ausdruck kommt, wird
die Rotationsfreiheit des Liganden stirker eingeschrinkt als bei der Uratbindung und die

Entropie entsprechend vermindert (Eftink et al., 1983).

Die freie Reaktionsenthalpie wies bei Bindung von Urat oder Koffein an die unter norm-

oxischen Bedingungen dominierende Konformation nur einen geringen Unterschied auf.
Sie betrug fiir Urat AG? = -24,92 4 0,39 kJ mol~! und fiir Koffein AG? .. =-26,63 +
0,18 kJ mol~!. Als Ursache hierfiir kann die schon hiufig beschriebene Entropie-Enthalpie-
Kompensation gesehen werden (Lumry und Rajender, 1970; Eftink et al., 1983; McPhail
und Cooper, 1997; Baxa et al., 2001). So besitzen AS° und AH° die Tendenz sich zu
kompensieren. In Abb. 4.18 ist dieses Phdnomen fiir die berechneten Werte dieser Ar-
beit graphisch verdeutlicht. Eine Begriindung der hiufig auftretenden Entropie-Enthalpie-
Kompensation lieferten Cooper et al. (2001). Sie erkannten, dass die ITC-Messungen typi-
scherweise in einem fiir die freie Energie begrenzten Versuchsfenster durchgefiihrt werden,
wodurch AGP relativ konstant bleibt und die lineare Abhéingigkeit zwischen Entropie und
Enthalpie aus der Formel 1.1 abzuleiten ist. Demgeméfs wies auch die freie Reaktions-
enthalpie fiir die Bindung von Urat bzw. Koffein an die unter hypoxischen Bedingungen
— 23,65 £ 0,46 kJ mol~! und AG? -

dominierende Konformation mit AG? 0
ypKoffein

hypUrat

-25,98 4 0,17 kJ mol~! keine signifikanten Unterschiede zu den unter normoxischen Be-

dingungen bestimmten Werte auf.

Bei Bindung von Urat oder Koffein an die unter hypoxischen Bedingungen dominierende

Hémocyaninkonformation verminderte sich die den Bindungsprozess initiierende Enthal-
pieinderung auf AH? = -13,20 &+ 0,21 kJ mol~* fiir Urat und AH? — -27.89

hypUrat hypKoffein

+ 1,04 kJ mol~! fiir Koffein. Die bindungsbedingte Entropieiinderung wurde mit Wer-
ten von TAS? —-1,91 4 1,04 kJ mol~* fiir Koffein und TAS" — 10,45 + 0,59

hypKoffein hypUrat
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kJ mol~! fiir Urat giinstiger (vgl. Tabelle 3.2 und 3.4). Die Bindung von Urat an die
unter hypoxischen Bedingungen dominierende Konformation war somit entropie- und en-
thalpiegetrieben. Hingegen wurde fiir die Koffeinbindung die giinstige Entropie durch die
hohe Reaktionsenthalpie kompensiert, sodass die Bindung insgesamt enthalpiegetrieben
war. Wie in Kapitel 4.4 ausgefiihrt, bewirkte die Bindung der beiden Effektoren an das
Hamocyanin von Palinurus elephas unter hypoxischen Bedingungen eine Konformations-
anderung, die vermutlich zu einer Freisetzung von Wassermolekiilen und zu einer weniger
dichten Molekiilstruktur fiihrte. Die hieraus resultierende Erhchung der Freiheitsgrade
des Hamocyanins fiihrt zu der Erhohung des entropischen Bindungsbeitrages (Eftink und
Biltonen, 1980; Griko und Remeta, 1999).

-20

Urat norm.
Urat hyp.
Koffein norm.

-40 Koffein hyp.

AH’ [kJ mol'l]

-60 1

E B @ > >0 o6 oo

40 <30 20 -10 0 10 20 30
TAS’ [kJ mol™']

Abbildung 4.18: Entropie-Enthalpie-Kompensation: e- der Urat- und Koffeinbindung an die unter norm-
oxischen (norm.) und hypoxischen (hyp.) Bedingungen dominierende Konformation; A- der Ca?*- und
Mg?*-Tonenbindung an Ca?*-, Mg?*- und Nat-freies hexameres Himocyanin; B - der Ca?*-Tonenbindung
an Mg?*-haltiges (grau) bzw. Nat-haltiges (griin) bzw. Mg?T-und Na*-haltiges (violett) hexameres Hi-
mocyanin der Européischen Languste. - Lineare Regression

Fiir die Bindung von Ca?"-Ionen an hexameres Himocyanin der Europiischen Langus-
te existieren zwei verschiedene Bindungsplatztypen. Wie in Kapitel 4.2 erortert, konnen
an einem der beiden Bindungsplatztypen auch Mg?*-Ionen binden. An den zweiten Bin-
dungsplatztyp, der erst durch die Anlagerung von Na™- und/oder Mg?"-Ionen und der
damit einhergehenden Strukturverinderung des Himocyanins gebildet wird, binden aus-
schlieflich Ca?*-Ionen. In Abb. 4.18 ist die Entropie-Enthalpie-Kompensation fiir beide
Bindungsplatztypen gezeigt. Sie weisen unterschiedliche Energieniveaus auf. So liegt die
Bindung an den Bindungsplatztyp, um den Ca®"- und Mg?"-Tonen konkurrieren (Abb.

4.18: A\), in einem héheren Energiebereich als die Bindung an den Ca?"-spezifischen Bin-
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dungsplatztyp (Abb. 4.18: ). Die Besetzung beider Bindungsplatztypen erfolgte exo-

therm.

Entropie- und enthalpiebegiinstigt war die Bindung der divalenten Kationen an ihren
= 9,35 kJ mol~! hoher war als der entsprechende Wert der Ca*"-Ionen (TAS? ., = 7,94
kJ mol™!). Die den Bindungsprozess initiierende Enthalpieéinderung lag hingegen fiir die
Ca’"-Bindung mit AH? ., —-4,39 + 0,27 kJ mol ™' signifikant {iber der der Mg?™Bindung

(AHY - = -2,93 £ 0,23 kJ mol~"). Die divalenten Kationen sind in wiissriger Losung von

gemeinsamen Bindungsplatztyp (vgl. Tabelle 3.5), wobei TASY fiir Mg?™ mit TAS&g2+

einer Hydrathiille umgeben. Durch die Anlagerung von Ca?"- oder Mg?*-Ionen an das
Hamocyanin werden vermutlich Wassermolekiile freigesetzt, was zu der positiven Entro-
piednderung fithrt (Tanokura und Yamada, 1993; Gilli et al., 1998). Die Wassermolekiile
stammen zum iiberwiegenden Teil von der das Ion umgebenen Hydrathiille und zu einem
geringen Teil vom Hiémocyaninmolekiil (Kuroki et al., 1992). Da die Mg®"-Ionen in wiiss-
riger Losung von einer groferen Hydrathiille umgeben sind (Kielland, 1937), wird durch
deren Anlagerung mehr Wasser freigesetzt und eine héhere Entropiednderung hervorge-
rufen. Die freie Enthalpie der Ca?*- oder Mg?*-Bindung unterschied sich aufgrund der
schon zuvor beschriebenen Entropie-Enthalpie-Kompensation nicht voneinander (AG? .,
= -12.33 kJ mol~%; AGg/Ig2+ = -12,28 kJ mol1).

Die Bindung der Ca?*-Ionen an ihren spezifischen Bindungsplatztyp am Himocyanin
von Palinurus elephas war enthalpiegetrieben (vgl. Tabelle 3.6). Im Vergleich zur Bin-
dung an die unspezifischen Bindungsplitze wurde der enthalpische Beitrag signifikant
erhoht und die Entropiednderung signifikant vermindert. Entsprechend der gebundenen
Kationen und der dadurch hervorgerufenen Strukturinderung des Hidmocyanins lag die
Enthalpie bei AHYE, = -33,47 4+ 2,99 kJ mol™!, AHMEM = -41,73 + 3,95 kJ mol~! und
AH%: — 55,18 £ 15,49 kJ mol . Die Entropie verminderte sich auf Werte von TASgZ;i
= -12,77 kJ mol !, TAS?E™ = -22.34 kJ mol~! und TAS®z, = -36,70 kJ mol~*. Durch
die Bindung von Na® und/oder Mg*"-Tonen wird zum einen das Hiémocyanin in seiner
Struktur derart veriindert, dass ein zusitzlicher Bindungsplatztyp fiir Ca?"-Ionen gebil-
det wird. Zum anderen wird das Molekiil wahrscheinlich enthalpisch stabilisiert und die
durch die Ca?*-Tonenbindung bewirkte Freisetzung von Wassermolekiilen auf die das Ion
umgebenen Hydrathiille beschriankt (Kuroki et al., 1992). Wie Abb. 4.18 zeigt, konnte

auch hier eine Entropie-Enthalpie-Kompensation beobachtet werden (H).

4.6 Physiologische Betrachtungen

Die Palinuridae gehéren zu den Oxyregulatoren, deren Sauerstoffaufnahme bis zu einem

kritischen Sauerstoffpartialdruck (F.) unabhéingig vom Sauerstoffangebot im Habitat ist.
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Hingegen ist die Sauerstoffaufnahme der Oxykonformer vom Py, der Umgebung direkt ab-
héngig (Lockwood, 1968; Winget, 1969). Zu den Oxykonformern wird z.B. die Familie der
Homarus gezihlt (Thomas, 1954; Wolvekamp und Waterman, 1960). Winget (1969) be-
stimmte den kritischen Sauerstoffpartialdruck fiir die kalifornische Languste mit 2,5 Torr.
Falls der Pp, des Habitats unter den P, fillt, wird auch die Languste zum Oxykonfor-
mer (Lockwood, 1968). Um eine konstante Stoffwechselrate selbst bei sinkendem &duferen
Sauerstoffpartialdruck aufrecht zu erhalten, wurden unterschiedliche Mechanismen entwi-
ckelt, die letztendlich nur ein Teil einer komplexen und aufeinander abgestimmten Antwort
sind (McMahon, 2001). Hierzu gehort z.B. die Erhhung des Ventilationsvolumens durch
erhohte Scaphognathittitigkeit (Lockwood, 1968). Auch eine Effektivitétssteigerung in
der Sauerstoffaufnahme des Himocyanins zahlt dazu. Letztere kann durch Liganden, wie
Urat, Ca?*- und Mg?*-Ionen, die die Sauerstoffaffinitiit des Himocyanins erhéhen, erreicht
werden (McMahon, 2001).

Urat, ein Metabolit des katabolen Purinstoffwechsels, wird durch die Uricase zu Allantoin
oxidiert und iiber die Allantoinsdure und Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid abge-
baut (Claybrook, 1983). Da die Uricase zur Oxidation von Urat Sauerstoff als Co-Substrat
benotigt (Dykens, 1991), akkumuliert Urat unter hypoxischen Bedingungen in der Himo-
lymphe dekapoder Crustaceen (Lallier et al., 1987; Lallier und Truchot, 1989a). Auch
unter normoxischen Bedingungen konnte Urat in der Hamolymphe nachgewiesen wer-
den. So wurde beim Flusskrebs Astacus leptodactylus eine Uratkonzentration von 106 M
gemessen (van de Meer, 2004). Zeis (1994) bestimmte fiir den Europdischen Hummer
(Homarus vulgaris) eine normoxische Uratkonzentration von ca. 20 gM und beim Ta-
schenkrebs (Cancer pagurus) konnten 25 pM Urat nachgewiesen werden (Regnault, 1992).
Unter hypoxischen Bedingungen stieg die Uratkonzentration in der Himolymphe dieser
Crustaceen linear an und erreichte nach 8 Stunden beim Astacus leptodactylus einen Wert
von 369 uM (van de Meer, 2004). Der Européische Hummer wies nach 4-stiindiger Hypo-
xie eine Uratkonzentration von 80 puM auf (Zeis, 1994) und bei Cancer pagurus wurden
nach 6-stiindiger Hypoxie 73 uM Urat in der Hamolymphe gemessen (Regnault, 1992).
Als Antwort auf eine biotopbedingte Hypoxie konnte u.a. in Carcinus maenas (Lallier
et al., 1987), Penaeus japonicus (Lallier und Truchot, 1989b) und Callinectes sapidus
(DeFur et al., 1990) ein linearer Anstieg der Uratkonzentration in der Himolymphe nach-
gewiesen werden. Ahnliche Beobachtungen dokumentierten auch Huang und Chen (2001)
bei Versuchen mit der Japanischen Languste (Panulirus japonicus). Unter Normoxie be-
stimmten sie die Uratkonzentration in der Himolymphe mit 170 uM bei einer Temperatur
von 15 °C und 25 °C. Die Uratkonzentration stieg unter biotopbedingter Hypoxie linear
an. Sie betrug nach 48 Stunden und 15 °C 470 uM, bei 24-stiindiger Hypoxie und 25 °C
1,87 mM.
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Diese Studien zeigten, dass unter biotopbedingter Hypoxie die Uratkonzentration in der
Hamolymphe dekapoder Krebse ansteigt. Unter funktionsbedingter Hypoxie wurde hinge-
gen beim Flusskrebs Astacus leptodactylus kein signifikanter Anstieg der Uratkonzentrati-
on in der Himolymphe nachgewiesen (van de Meer, 2004). Auch Lallier und Walsh (1990)
stellten keine Erhohung der Uratkonzentration in der Himolymphe der Krabbe Callinec-
tes sapidus nach einer 30-miniitigen Schwimmphase fest. Fiir Palinurus elephas sind die
Uratkonzentrationen in der Himolymphe weder unter Normoxie noch unter Hypoxie in
der Literatur dokumentiert. In der weiteren Betrachtung wird daher davon ausgegangen,

dass die Werte denen anderer Palinuridae entsprechen.

Anhand der Ergebnisse der kalorimetrischen Versuche und der Sauerstoffbindungsstudien
besteht die Moglichkeit, Simulationen unter physiologischen Bedingungen in Bezug auf die
Urat- und Sauerstoffkonzentrationen in der Himolymphe durchzufiihren. In Abb. 4.19 sind
diese Simulationen fiir Palinurus elephas unter physiologischen Bedingungen dargestellt.
Zur Interpretation der Sauerstoffbindungskurven sind die Sauerstoffpartialdriicke vor und
nach der Kiemenpassage erforderlich. Da auch diese Werte fiir die Européische Languste in
der Literatur nicht dokumentiert sind, werden die Pp,-Werte der Kalifornischen Languste

(Panulirus interruptus) herangezogen.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die bei beiden Arten in der Himolymphe vor-
herrschenden Sauerstoffpartialdriicke identisch sind. So stimmten die von Wolvekamp und
Waterman (1960) gemessenen Werte fiir den Sauerstoffverbrauch von Palinurus elephas
mit denen von Winget (1969) fiir Panulirus interruptus dokumentierten iiberein. Zudem
beobachtete Redmond (1955) bei der Kalifornischen Languste, dass die Himolymphe nach
Entnahme an der Luft ,blauer wurde. Dies fiihrte er auf die unvollstindige Sauerstoffsét-
tigung des Himocyanins nach der Kiemenpassage zuriick. Im Rahmen dieser Arbeit trat
das gleiche Phinomen auch bei der Himolymphentnahme bei Palinurus elephas auf. Red-
mond (1955) bestimmte den Sauerstoffpartialdruck vor der Kiemenpassage bei Panulirus

interruptus mit 3 Torr. Nach der Kiemenpassage lag der Py, bei 7 Torr.

Die in Abb. 4.19 dargestellte Simulation zeigt, dass das Himocyanin von Palinurus ele-
phas ohne Bindung des natiirlichen Modulators Urat vor der Kiemenpassage zu 12 %
und nach der Kiemenpassage zu 56 % mit Sauerstoff beladen ist. Die Differenz von 44 %
wird an das Gewebe abgegeben (Abb. 4.19 schwarze Bindungskurve). Unter physiologi-
schen Bedingungen liegt in der Himolymphe eine Uratgrundkonzentration von 0,17 mM
vor (Abb. 4.19 blaue Bindungskurve). Hierdurch kommt es zu einer maximalen Entladung
des Himocyanins von 54 %. Die Uratgrundkonzentration ist unter Normoxie und bei einer
Temperatur von 20 °C ausreichend, um die Funktion des Himocyanins als Sauerstofftrans-
portprotein der Europdischen Languste zu gewéhrleisten. Die Erh6hung der Uratkonzen-
tration unter hypoxischen Bedingungen auf 0,47 mM fiihrt zu einer Verminderung der
Entladungskapazitéit auf 48 % (Abb. 4.19 rote Bindungskurve). Zu bedenken ist, dass die
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Abbildung 4.19: Sauerstoffbeladungsgrad des Himocyanins der Européischen Languste unter verschiede-
nen physiologischen Bedingungen bei 20 °C. Die farbigen Prozentangaben bezeichnen die maximale Sauer-
stoffentladung des Hdmocyanins unter den jeweiligen Bedingungen. ohne Urat: schwarze Sattigungskurve;
mit 0,17 mM Urat: blaue Sattigungskurve; mit 0,47 mM Urat: rote Sattigungskurve. Pc: kritischer Sau-
erstoffpartialdruck; Pvo,: Sauerstoffpartialdruck vor der Kiemenpassage; Pao,: Sauerstoffpartialdruck
nach der Kiemenpassage.

Simulation von einer konstanten Himocyaninkonzentration in der Hamolymphe ausgeht.
Huang und Chen (2001) stellten bei Panulirus japonicus jedoch einen temperaturabhingi-
gen linearen Anstieg der Himocyaninkonzentration unter Hypoxie fest. Hierdurch konnte
die erhohte Uratkonzentration kompensiert werden, sodass das Himocyanin auch unter
hypoxischen Bedingungen der Europiischen Languste als Sauerstofftransportprotein auf

gleich hohem Niveau wie unter Normoxie dient.

Im Unterschied zum Hamocyanin des Europédischen Hummers, das erst unter funktions-
oder biotopbedingter Hypoxie an der Sauerstoffversorgung des Tieres beteiligt ist (Menze,
2001), dient das Himocyanin der Européischen Languste auch unter Normoxie als Sauer-
stofftransportprotein. Hier zeigt sich ein Phianomen, das schon des 6fteren in der Literatur
beschrieben wurde. So nimmt die Bedeutung des Himocyanins fiir die Sauerstoffversor-
gung der Gewebe ab, desto hoher der Sauerstoffpartialdruck in der Hadmolymphe nach
der Kiemenpassage ist (McMahon und Wilkens, 1983; Truchot, 1992). Der Pp, in der
Hamolymphe des Homarus vulgaris betrigt nach der Kiemenpassage unter normoxischen
Bedingungen ca. 50 Torr (Butler et al., 1978; McMahon et al., 1978). Beim Panulirus

interruptus wurde an gleicher Stelle nur 7 Torr gemessen (Redmond, 1955).

Die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins wird zudem durch die divalenten Kationen Ca?*
und Mg?* beeinflusst (Truchot, 1975; Bonaventura und Bonaventura, 1980). In dieser Ar-
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beit konnte gezeigt werden, dass die monomeren Untereinheiten des Hdmocyanins der
Europiischen Languste auch ohne die Anwesenheit von Ca*" und/oder Mg*"-Tonen zu
Hexameren aggregieren (siehe Abb. 3.4 A, Tabelle 3.1). Jedoch wird das Pigment erst
zu einem effektiven Sauerstofftransportprotein, wenn die Ca?*- und Mg?*-Ionen an der
Hexamerbildung beteiligt sind. In Abb. 4.20 ist die Sauerstoffbindungskurve des hexame-
ren Ca?"- und Mg®"-ionenfreien Himocyanins von Palinurus elephas aufgetragen (graue
Sattigungskurve). Aus der Abbildung ist zu erkennen, dass das hexamere Ca?*- und Mg**-
freie Himocyanin vor der Kiemenpassage zu 8 % und nach der Kiemenpassage zu 34 %
mit Sauerstoff beladen ist. Unter physiologischen Bedingungen wird eine maximale Sau-
erstoffbeladung von nur 34 % die ausreichende Sauerstoffversorgung der Gewebe nicht
gewahrleisten kénnen. So wurde fiir das Himocyanin der Kalifornischen Languste im Ru-
hezustand schon eine Sauerstoffbeladung nach der Kiemenpassage von 54 % gemessen
(Redmond, 1955; Truchot, 1992).
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Abbildung 4.20: Sauerstoffbeladungsgrad des Hdmocyanins der Européischen Languste unter verschie-
denen physiologischen Bedingungen bei 20 °C. unbesetzte spezifische Ca?t-Bindungsplitze: pinke
Sittigungskurve; besetzte spezifische Ca?t-Bindungsplitze: blaue Sittigungskurve; Ca?t- und Mg?*-
ionenfreies Himocyanin: graue Sattigungskurve; Pc: kritischer Sauerstoffpartialdruck; Pvo,: Sauerstoff-
partialdruck vor der Kiemenpassage; Pao,: Sauerstoffpartialdruck nach der Kiemenpassage;

Die ITC-Versuche zeigten, dass die Ca?*- und Mg?*-Ionen um die Bindungsstellen am
hexameren Hamocyanin von Palinurus elephas konkurrieren. Die Besetzung dieses Bin-
dungsplatztyps durch Ca?*- und /oder Mg**-Tonen induziert eine Strukturverinderung des
Himocyanins, die Voraussetzung fiir die Bildung eines weiteren, Ca?*-Ionen spezifischen,
Bindungsplatztyps ist (siehe Kapitel 3.2.3). In Abb. 4.20 sind die Sauerstoffbindungs-

kurven fiir hexameres Himocyanin, dessen gemeinsame Bindungsstellen fiir Ca?*- und
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Mg?*-Tonen besetzt und dessen Ca?"-spezifische Bindungsplitze frei sind (Abb. 4.20 pinke
Sattigungskurve) und Hamocyanin, an dem beide Bindungsplatztypen geséttigt vorliegen

(Abb. 4.20 blaue Sittigungskurve), unter physiologischen Bedingungen simuliert.

Die Bindung der Ca?"- und Mg*"-Tonen an ihre gemeinsamen Bindungsstellen am Hé-
mocyanin fiihrt im Unterschied zum Ca?"- und Mg?*-ionenfreien Himocyanin (Abb. 4.20
graue Sittigungskurve) zu einer erhéhten Sauerstoffbereitstellung fiir das Gewebe. Das
Hamocyanin ist vor der Kiemenpassage zu 40 % und nach der Kiemenpassage zu 79 %
mit Sauerstoff beladen (Abb. 4.20 pinke Sattigungskurve). Die Differenz von 39 % wird
dem Gewebe zur Verfiigung gestellt. Die zusitzliche Bindung von Ca?*-Tonen an die spe-
zifischen Bindungsstellen bewirkt eine weitere Erhohung der Sauerstoffversorgung der Ge-
webe um ca. 40 % (Abb. 4.20 blaue Séttigungskurve). In diesem Fall ist das Himocyanin
vor der Kiemenpassage mit 11 % und nach der Kiemenpassage zu 66 % mit Sauerstoff
beladen. Die Sauerstoffabgabe an das Gewebe betragt 55 %. Jedoch weisen die Ergebnis-
se der kalorimetrischen Versuche darauf hin, dass unter normoxischen Bedingungen die
Ca?"-spezifischen Bindungsstellen am Hamocyanin von Palinurus elephas nicht besetzt

sind.

Die Européische Languste ist ein Osmokonformer (Lucu et al., 2000). In ihrem na-
tiirlichen Habitat liegt die Salinitdt des Wassers bei 3,8 %. Unter diesen Bedingun-
gen konnten Lucu et al. (2000) eine Ca*"-Tonenkonzentration von 12,5 mM und eine
Mg?*-Tonenkonzentration von 34,2 mM in der Himolymphe nachweisen. Diese Ca®*-
Konzentration ist nicht ausreichend, um auch die spezifischen Bindungsstellen am Ha-

mocyanin zu belegen.

Unter physiologischen Bedingungen liegt das Himocyanin von Palinurus elephas zu mehr
als 95 % als hexameres Aggregat vor (Markl et al., 1979). ITC-Versuche mit monomerem
Himocyanin, in das die Ca?"- bzw. Mg?"-Tonen als Liganden titriert wurden (siche Ka-
pitel 3.2.4), zeigten, dass die Ca*"-Tonen eine hohere Bindungsaffinitit zum monomeren
Himocyanin aufweisen als die Mg*"-Tonen (sieche Abb. 3.15 A). Jedoch wiirde eine phy-
siologische Ca?*-Ionenkonzentration von 12,5 mM alleine nicht ausreichend sein, um das
monomere Hiamocyanin zu 100 % zu hexameren Aggregaten zusammenzuschliefen. Ka-
lorimetrische Versuche mit monomerem Himocyanin und Ca®"-Ionen als Ligand, die an
markanten Stellen unterbrochen und die jeweilige prozentuale Hexamerbildung bestimmt
wurde (siche Abb. 3.16 B), ergaben, dass hierfiir eine Ca?"-Ionenkonzentration von ca.
32 mM bei einer Himocyaninkonzentration von 0,68 mM erforderlich ist. Huang und Chen
(2001) bestimmten die Himocyaninkonzentration in der Himolymphe von Panulirus ja-
ponicus unter Normoxie mit 0,6 mM. Die physiologische Mg?T-Ionenkonzentration von
34,2 mM in der Hamolymphe ist hingegen ausreichend, um alle monomeren Unterein-
heiten zu Hexameren zusammenzufiigen. So wird eine Himolymphkonzentration von ca.

32 mM Mg?*-Tonen benétigt, um 100 % hexamere Aggregate zu erzeugen (siehe Abb.
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3.16 A). Aufgrund der hoheren Bindungsaffinitit zum Hémocyanin kann davon ausgegan-
gen werden, dass zuerst die Ca?"-Ionen an die monomeren Untereinheiten des Pigments
binden. Die restlichen gemeinsamen Bindungsplitze werden dann von den Mg?"-Ionen
besetzt. Da die spezifischen Ca?"-Bindungsplitze durch die Anlagerung der divalenten
Kationen erst entstehen, werden sie unter normoxischen Bedingungen bzw. bei normaler

Salinitat des Habitats somit nicht besetzt sein.

Bei biotopbedingter Hypoxie konnten Huang und Chen (2001) einen direkten Anstieg der
Ca?T-Tonenkonzentration in der Himolymphe der Japanischen Languste auf Werte bis zu
28 mM nachweisen. Durch eine erhdhte Ca?*-Konzentration konnten die Ca?*-spezifischen
Bindungsstellen besetzt werden. Die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins wiirde, wie in
Kapitel 4.3.1 ausgefiihrt, herabgesetzt und die Sauerstoffabgabe an das Gewebe erleichert.
Zudem wiirde durch eine Erhéhung des Beladungsgrades an den Kiemen dem Gewebe,
wie zuvor dargestellt, 40 % mehr Sauerstoff zur Verfiigung gestellt. Die Besetzung der
Ca?*-spezifischen Bindungsstellen am Himocyanin von Palinurus elephas und die da-
durch hervorgerufene verminderte Sauerstoffaffinitdt konnte einen direkten Beitrag zur

ausreichenden Sauerstoffversorgung unter hypoxischen Bedingungen leisten.
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Zusammenfassung

Die Sauerstoftbindungseigenschaften des Arthropodenhdmocyanins werden iiber komplexe
allosterische Mechanismen reguliert. Bekannt ist, dass eine Vielzahl von Modulatoren die
Sauerstoffaffinitiit des Proteins beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit wurde die Ca?"-,
Mg?*-, Urat- und Koffein-Bindung an das Himocyanin der Européischen Languste (Pa-
linurus elephas) mittels isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert. Zudem
wurde ihr Einfluss auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des Proteins iiber allosterische

Modelle betrachtet und ihre physiologische Bedeutung herausgearbeitet.

Die Sauerstoffaffintéit des in seine monomeren Untereinheiten zerfallenen Himocyanins
war mit einem Halbsdttigungswert von Pgg™ = 18,65 £ 1,96 Torr gering. Durch die Zu-
sammenlagerung der monomeren Untereinheiten zu hexameren Aggregaten wurde die Sau-
erstoffaffinitit des Molekiils signifikant erh6ht. Die Komplexbildung ist ein endothermer
Vorgang, der auch ohne die Beteiligung von Ca?*- und Mg?*-Ionen bei pH 8,0 stattfand.
Die Sauerstoffbindung an das Ca®"-, Mg®"- und Na'-ionenfreie Himocyanin erfolgte ko-
operativ. Jedoch wurde das Pigment erst zu einem effektiven Sauerstofftransportprotein,

wenn die Ca?"- oder Mg?"-Tonen an der Hexamerbildung beteiligt waren.

Die Ca?"- und Mg?**-Ionen besetzen identische Bindungsplitze am Ca?*-, Mg?*- und
Na't-ionenfreien hexameren Hamocyanin von Palinurus elephas. Eine Auswertung mit
dem Non-Interacting-Site-Modell ergab fiir das Ca?*-Ion ng,2+ — 61 + 2,8 und fiir das
Mg?**-Ton nye+ = 49,8 £ 3,0 Bindungsplitze. Die differierende Anzahl an Bindungsplit-
zen kann auf die unterschiedlich grofsen Hydrathiillen der Ionen zuriickgefiihrt werden. Die
Bindungsaffinitit war mit ke.e+ = 0,16 &+ 0,01 mM ™! fiir Ca?" und ky,.+ = 0,15 £ 0,01
mM~! fiir Mgt nicht signifikant unterschiedlich. Die gemeinsamen Bindungsplitze der
Ca?"- und Mg**-Ionen kénnen zudem vom monovalenten Na™-Ion besetzt werden. Durch
die Besetzung dieser Bindungsplitze wurde die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins sig-
nifikant gesteigert und eine Strukturverinderung des hexameren Hdmocyanins initiiert,
die zur Bildung von nl%¢ = 4,36 & 0,34 spezifischen Bindungsstellen fiir Ca®-Ionen

mit einer Bindungskonstanten von kJ5%" — 2,88 + 0,28 mM ™! fiihrte. Die Besetzung der
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spezifischen Ca?*-Bindungsstellen reduzierte die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins und

erhohte die Sauerstoffversorgung der Gewebe um ca. 40 %.

Die Sauerstoffbindungsdaten konnten mit dem Three-State-MWC-Modell am besten cha-
rakterisiert werden. Die Kombination dieser Daten mit den ITC-Daten fiihrte zu der
allosterischen Modellvorstellung, dass die Bindung der Ca?*- und Mg?*-Ionen an die ge-
meinsamen Bindungsplitze unter Hypoxie eine Anderung von der 7- zur S- bzw. von
der S- zur R-Konformation induziert, wodurch die Sauerstoffaffinitit erhoht wird. Unter
Normoxie fiihrt die Bindung der ITonen zu keiner Konformationsidnderung. Hingegen ver-
ursacht die Anlagerung der Ca?*-Tonen an die spezifischen Bindungsstellen unter Hypoxie
und Normoxie eine entgegengesetzte Konformationsinderung - d.h. von S- zur T- bzw. R-

zur S-Form - und bewirkt so eine Abnahme in der Sauerstoffaffinitdt des Himocyanins.

Unter Normoxie ist die Ca?*-Tonenkonzentration in der Himolymphe nicht ausreichend,
um die spezifischen Ca?T-Bindungsstellen zu besetzen. Durch eine Konzentrationserho-
hung z.B. bei biotopbedingter Hypoxie kénnten die Ca**-spezifischen Bindungsstellen
besetzt werden. Die Sauerstoffaffinitit des Hémocyanins wiirde herabgesetzt und eine

schnelle Sauerstoffbereitstellung fiir die Gewebe gewihrleistet.

Als weitere Effektoren wurden Urat und sein Strukturanalogon Koffein betrachtet. So-
wohl Urat als auch Koffein banden nicht an das monomere Himocyanin von Palinurus
elephas. Erst durch die Zusammenlagerung der monomeren Untereinheiten zu hexame-
ren Aggregaten wurden Bindungstaschen ausgebildet, an die beide Modulatoren binden
konnten. ITC-Verdringungsexperimente zeigten, dass Urat und Koffein zwei identische

Bindungsplitze besetzen. Die Bindung erfolgte nicht kooperativ.

Die Bindung von Urat an das hexamere Himocyanin rief eine signifikante Erhéhung in
der Sauerstoffaffinitit bei gleichzeitiger verminderter Kooperativitdt hervor. Urat band
an die unter Hypoxie dominierende T-Konformation mit k. = 16,13 £ 2,90 mM ™.
Hierdurch lagerte sich das Himocyanin von der 7- in die S-Konformation um und die
Sauerstoffaffinitét erhohte sich (kY — 0,037 & 0,008 Torr™'; k¥ = 0,308 & 0,075 Torr™!).
Unter Normoxie dominierte die R-Konformation. Die Uratbindung bewirkte keine Kon-

formationsdnderung.

Das Hamocyanin dient der Europédischen Languste auch unter Normoxie als Sauerstoff-
transportprotein. So betrug die maximale Sauerstoffentladung des Himocyanins an das
Gewebe 54 % bei der unter Normoxie vorhandenen Uratgrundkonzentration und einer
Temperatur von 20 °C. Die unter biotopbedingter Hypoxie erhohte Uratkonzentration ver-
ursacht keine vermehrte Sauerstoffabgabe ans Gewebe. Die erhohte Konzentration dient
vermutlich dazu, das unter Hypoxie vermehrt vorhandene Himocyanin mit Urat zu sét-

tigen.
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Summary

The characteristics of oxygen binding of arthropod hemocyanin are controlled by complex
allosteric mechanisms. It is well-known that a multiplicity of modulators affect the oxygen
affinity of the protein. In the present study, the binding of Ca?*, Mg?*, urate and caffeine
to the hemocyanin of the European spiny lobster (Palinurus elephas) was characterised
using isothermal titration calorimetry (ITC). Furthermore, the influence of the oxygen
binding of the protein was examined using allosteric models and physiological importance

was elaborated.

The oxygen affinity of the hemocyanin which was separated into its monomeric subunits
had a low half saturation value of Py = 18,65 & 1,96 Torr. The aggregation of the
monomeric subunits to hexameric molecules significantly enhanced the oxygen affinity.
The aggregation is an endothermic process, which occurred without the involvement of
Ca?* and Mg?* ions at pH 8,0. The binding of oxygen to the Ca*", Mg?* and Na¥ ion-
free hemocyanin was cooperative. However, the pigment only became an effective oxygen

carrier when the ions Ca?* or Mg?" were involved in hexamer aggregation.

The Ca?* and Mg?* ions occupy identical binding sites of the Ca?", Mg?** and Na™ free
hexameric hemocyanin of Palinurus elephas. An analysis with the non-interacting site
model showed for the Ca®" ion ne,2+ — 61 + 2,8 and for the Mg?" ion ny,.+ — 49,8 +
3.0 binding sites. The different number of binding sites can be attributed to differently
sized hydration shells. The binding affinity of Ca?" (kge+ = 0,16 & 0,01 mM~!) and
Mg (ky,+ = 0,15 + 0,01 mM~!) showed no significant difference. Furthermore, the
joint binding sites of the Ca?" and Mg?** can be occupied by the monovalent Na™ ion.
The occupation of these binding sites significantly enhanced the oxygen affinity of the
hemocyanin and a structual change of the hexameric hemocyanin was initiated, which
lead to the formation of nl%¢ = 4,36 + 0,34 specific binding sites for Ca®t ions with
a binding constant of k57" = 2,88 £ 0,28 mM~!'. The occupancy of the specific Ca**
binding sites reduced the oxygen affinity of the hemocyanin and increased the oxygen

supply of the tissue by approximately 40 %.

The oxygen binding data was characterised best by the three-state MWC model. The
combination of this data with the I'TC data leads to an allosteric model conception, that
the binding of the Ca?* and Mg?* ions to their joint binding sites during hypoxia initiates
a conformation change from 7" to S respectively from S to R, whereby the oxygen affinity
is increased. During normoxia the binding of the ions leads to no change in conformation.
In contrast to this, the binding of the Ca** ions to the specific binding sites during hypoxia
and normoxia induced a contrary conformation change - i.e. from S to T respectively from

R to S - and caused a decrease in the oxygen affinity of hemocyanin.
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Under normoxia the Ca?* concentration in the hemolymph is not high enough to occupy
all the specific Ca?* binding sites. Through an increase of the concentration, for example
during environmental hypoxia, the Ca®* specific binding sites could all be saturated. The
oxygen affinity of the hemocyanin would be decreased and a fast oxygen provision for the

tissue would be warranted.

As further effectors urate and its structural analogue caffeine were examined. Both urate
and caffeine did not bind to the monomeric hemocyanin of Palinurus elephas. It was not
until the monomeric subunits aggregated to hexameres that a binding pocket was develo-
ped, on to which both modulators were able to bind. ITC-displacement tests showed that

urate and caffeine occupy two identical binding sites. The binding was not cooperative.

The binding of urate to the hexameric hemocyanin caused a significant increase in oxygen
affinity and at the same time a decrease in cooperativity. Urate bound to the during
hypoxia dominating 7" conformation with k... = 16,13 4+ 2,90 mM~!. Through this,
the hemocyanin transferred from the 7" to the S conformation and the oxygen affinity
increased (ky, — 0,037 £ 0,008 Torr—1; kg, — 0,308 + 0,075 Torr~!). During normoxia

the R conformation dominated. The binding of urate caused no conformation change.

The hemocyanin also serves the European spiny lobster during normoxia as an oxygen
carrier. At a basic urate concentration typical for normoxia and a temperature of 20 °C
the maximum oxygen released by hemocyanin into the tissue was 54 %. The increased
urate concentration during environmental hypoxia caused no increased oxygen release into
the tissue. The increased concentration during hypoxia is probably used to saturate the

abundantly available hemocyanin with urate.
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Anhang A

Tabelle A.1: Allosterische Gleichgewichtskonstanten des MWC-Modells (L°¥ ) und des Three-State-
MWC-Modells (L5, Lg!) fiir die einzelnen Datengruppen in der Analysegruppe VI. (X + SD).

Datengruppe Left L Lg
VI/ + 20 mM CaCly + 20 mM | 3161 4+ 545 | 2101265 + 127490 6376 + 1044
MgCly + 150 mM NaCl
VI/ + 20 mM CaCly + 50 mM | 1546 £ 267 | 868246 + 42992 3084 + 593
MgCl, + 500 mM NaCl

VI/ + 20 mM CaCly + 20 mM | 141 £ 25 61753 + 5264 3835 £ 413
MgCl, + 150 mM NaCl + Urat
VI/ + 20 mM CaCly + 20 mM | 47 £ 8 13190 + 2099 5666 £ 454

MgCly + 150 mM NaCl + Koffein

Tabelle A.2: Allosterische Gleichgewichtskonstanten des MWC-Modells (L% ) und des Three-State-
MWC-Modells (L%f;, L‘f{:) fiir die einzelnen Datengruppen in der Analysegruppe V. (X £ SD).

Datengruppe L™ L, L,

mwc

V/ 4 20 mM CaCly + 50 mM MgCly | 17738 + 759 | 2371663 + 142395 67981 + 5550
V/ 4+ 20 mM CaCly + 500 mM NaCl | 7130 4+ 323 | 682658 + 49002 42826 £ 3233
V/ + 50 mM MgCl, + 500 mM NaCl | 1226 + 67 66482 £ 6708 12127 + 944

Tabelle A.3: Allosterische Gleichgewichtskonstanten des MWC-Modells (LT ) und des Three-State-

mwc

MWC-Modells (L5, L) fiir die einzelnen Datengruppen in den Analysegruppen I bis IV. (X + SD).

Analysegruppe LeE L Lg
I 1586 + 59 454739 £ 41504 75511 + 6804
II/ + 20 mM CaCl, 8068 + 387 191060 + 23415 32157 + 2861
II/ + 50 mM CaCl, 3905 £ 176 71828 £ 8557 14619 £ 1132

I/ + 20 mM MgCl, 14691 + 763 | 2996339 + 211758 115690 + 11239
111/ + 50 mM MgCl, 1097 £ 66 87321 £ 11424 23518 £ 1847
IV/ + 150 mM NaCl 3697 + 206 660248 £ 49598 17973 £ 2341
IV/ + 500 mM NaCl AT7T £ 29 44164 £ 4351 5967 £ 573

119



120



121

Danksagung

Herrn Prof. em. Dr. Manfred K. Grieshaber gebiihrt mein herzlicher Dank fiir sein Inter-
esse und seine uneingeschrinkte Unterstiitzung meiner Arbeit. Durch seine wohlwollende
Férderung, auch unter schwierigen Umsténden, und seine stete Diskussionsbereitschaft

wurde mir die Erstellung dieser Arbeit erst ermdglicht.
Herrn Prof. Dr. Lutz Schmitt gilt mein Dank fiir die Ubernahme des Korreferats.

Mein besonderer Dank geht an Frau Dr. Ariane Pott fiir ihre konstruktiven Anregungen

und ihr immer offenes Ohr fiir meine kleinen und grofsen Problemchen.

Fiir die gute und unkomplizierte Zusammenarbeit an und mit unserer I'TC danke ich mei-

nen I'TC-Teamkolleginnen Frau Dr. Ariane Pott und Frau Dr. Nadine van Os.

Bei Herrn Prof. Dr. Helmut Ritter bedanke ich mich fiir die uns eingerdumte Moglich-
keit, sein Kalorimeter mit zu benutzen, wodurch die Produktivitit des ITC-Teams noch

gesteigert werden konnte.

Allen Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern des Instituts fiir Zoophysiologie der Grieshaber-
Ara danke ich fiir die mir erwiesene Hilfsbereitschaft und die angenehme und freund-
schaftliche Atmosphére innerhalb und auferhalb des Unigeldndes, was zum Wohlbefinden
erheblich beigetragen hat.

Zu guter Letzt danke ich Herrn Prof. Dr. Lutz Schmitt und seinen Mitarbeitern fiir die
freundliche Aufnahme in ihrem Institut und fiir den mir zur Verfiigung gestellten Com-

puterarbeitsplatz nach Auflésung unseres Instituts fiir Zoophysiologie.



122



123
Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigenstindig und ohne unerlaubte Hilfe ange-
fertigt. Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder in dhnlicher Form noch bei keiner

anderen Institution eingereicht. Ich habe bisher keinen erfolglosen Promotionsversuch un-

ternommen.

Diisseldorf, 05.11.2008

Astrid Wanke



