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1EinleitungBiologishe Makromoleküle können hohspezi�sh mit kleinen wie groÿen Molekülen inter-agieren. Solhe Interaktionen spielen bei der Enzymkatalyse, Antikörperbindung und wei-terer Protein-Liganden-Beziehungen eine essentielle Rolle. Eine der bekanntesten Protein-Liganden-Wehselwirkungen ist die zwishen einem Atmungspigment und Sauersto�. DerTransport von Sauersto� zu den Organen und seine Aufnahme in den Zellen ist substan-tiell für den aeroben Metabolismus der Tiere. Folglih haben sih im Laufe der Evolutionvershiedene Proteine entwikelt, um Sauersto� im Organismus zu transportieren. IhreHauptvertreter sind die Hämoglobine, die im Stamm der Vertebraten, aber auh in den un-tershiedlihsten Invertebraten-Stämmen (z. B. Anelliden, Arthropoden, Mollusken) weitverbreitet sind. Zu der Gruppe der Hämoglobine gehören ebenfalls die Chlororuorineund Erythroruorine der Anneliden, die extrazellulär vorliegen. Neben dem Hämoglobi-nen existieren jedoh noh weitere Sauersto�transportproteine, wie Hämerythrine (z. B.Sipunuliden, Brahipoden) und Hämoyanine (z. B. Arthopoden, Mollusken) (Hardison,1996; van Holde und Miller, 1995; Lamy et al., 1996).Die Gruppe der Hämoyanine gehört zu den Typ-3-Kupferproteinen, zu denen auhdie Phenoloxidasen, Tyrosinasen, Cateholoxidasen, Pseudo-Hämoyanine und Hexameri-ne zählen. Sie alle entstammen vermutlih einem ursprünglihen Typ-3-Kupferprotein, vonwelhem sih primitive Kupfer-3a-Proteine (Tyrosinasen) sowie Kupfer-3b-Proteine (Phe-noloxidasen) in getrennten Ästen abzweigten. Als sih vor etwa 700-800 Millionen Jahrendie groÿen Stämme der Metazoen zu entwikeln begannen, entstanden auh die Vorläuferder Hämoyanine der Mollusken (3a-Kupferprotein) und Arthropoden (3b-Kupferprotein)(van Holde et al., 2001; Burmester, 1999; Linzen et al., 1985).Die Pigmente beider Stämme binden Sauersto� zwishen zwei Kupferatome, die infol-gedessen aus dem reduzierten Cu(I)-Zustand in den oxidierten Cu(II)-Zustand überführtwerden. Durh die Oxidation ändern die Hämoyanine ihre Farbe von farblos zu blau.Die Kupferbindedomäne, die nahe am N-Terminus des Moleküls zu �nden ist, bezeihnetman als die sogenannte A-Seite (CuA), die nahe am C-Terminus des Molküls liegt als dieB-Seite (CuB). Die Kupferatome werden über drei Histidine koordiniert (Magnus et al.,1



2 1. EINLEITUNG1994; Bonaventura und Bonaventura, 1980).Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropodenhämoyanins ist das Hexamer, dasaus sehs Polypeptidketten mit einem apparenten Molekulargewiht von a. 75 kDa zu-sammengesetzt ist. Abhängig von der Art gibt es untershiedlihe Assoziationsstufendes Hämoyanins, vom Hexamer bis zum Oligohexamer (Magnus et al., 1994; Linzenet al., 1985). Die Untereinheiten assoziieren über niht kovalente Bindungen als auh überDisul�d-Brüken (van Holde und Miller, 1995). Zum Zusammenshluss der Untereinhei-ten sind zweiwertige Kationen wie Mg2+ und/oder Ca2+ erforderlih (Mangum, 1983). ImVergleih dazu besteht das Molluskenhämoyanin aus funktionellen Untereinheiten vona. 50 kDa, die sih zu linearen Sequenzen von 7-8 Polypeptidketten zusammenshlieÿenund so ein Polypeptid mit einem Molekulargewiht von 350 bis zu 450 kDa bilden (Liebet al., 1999). Die multimere Struktur der Hämoyanine erlaubt sowohl eine kooperativeBindung als auh eine allosterishe Regulation der bindenden Liganden. Die Sauersto�bin-dung an das Atmungspigment erfolgt hohgradig kooperativ mit Hill-Koe�zienten (Hill,1910) von 2 bis zu 11 (Bonaventura und Bonaventura, 1980; Robert et al., 1987).Die Sauersto�bindung an das Hämoyanin der Arthropden wird durh zahlreihe allos-terishe E�ektoren und Modulatoren beein�usst. So reagiert das Sauersto�bindungsver-halten des Hämoyanins hohsensitiv auf einen veränderten pH-Wert. Das Hämoyaninunterliegt dabei dem klassishen Bohr-E�ekt: Mit steigender Protonenkonzentration sinktdie Sauersto�a�nität des Hämoyanins (Mangum, 1983; Truhot, 1975). Werden Crusta-een einer veränderten Salinität ausgesetzt, so beein�usst diese ebenfalls die Sauersto�af-�nität des Hämoyanins. In Abhängigkeit von den Ca2+, Mg2+ und Cl−-Konzentrationenändert sih die A�nität für Sauersto� (Truhot, 1975). Zudem können niedrige Salini-tätsniveaus die Zusammensetzung der Hämoyanin-Untereinheiten ändern, woraus eineErniedrigung der Sauersto�a�nität resultiert (Mason et al., 1982; Mangum, 1983). Inshwefelwassersto�reihen Habitaten kommt es häu�g zu Thiosulfatbildung. Taylor et al.(1999) konnte für die Shlammkrabbe Caloaris maandreae Bell zeigen, dass die Sauer-sto�a�nität durh groÿe Mengen an Thiosulfat reduziert wird. Im Falle des Hämoyaninsvon Crangon rangon konnte jedoh kein Ein�uss des Thiosulfats auf die Sauersto�a�-nität nahgewiesen werden (Hagerman und Vismann, 1999). Shlieÿlih führt auh eineErhöhung der Temperatur zu einer Erniedrigung der Sauersto�a�nität des Hämoyanins(Truhot, 1975).Neben den hier aufgeführten anorganishen Modulatoren der Sauersto�a�nität desHämoyanins der Crustaeen gibt es organishe Moleküle, die einen Ein�uss auf die Sau-ersto�a�nität nehmen können. Als metabolishe E�ektoren konnten Morris und MMa-hon (1989) zahlreihe Neurohormone harakterisieren. Dopamin zeigte dabei den gröÿtenpositiven E�ekt auf die Sauersto�bindung von Caner magister. L-Laktat akkumuliert alsglykolytishes Endprodukt unter Anaerobiose in der Hämolymphe von Caner magister,Callinetes sapidus, Homarus vulgaris und weiterer dekapoder Krebse. Truhot (1980)



3konnte an den Krabben Carinus maenas und Caner pagurus zeigen, dass L-Laktateinen positiven konzentrationsabhängigen E�ekt auf die Sauersto�bindung hat. Es ernied-rigt den Halbsättigungswert und die Kooperativität der Sauersto�bindung (Lallier et al.,1987; Truhot, 1980; Bouhet und Truhot, 1985). L-Laktat bindet dabei stereospezi�sh,was auf das hirale C-Atom zurükzuführen ist. D-Laktat zeigt eine deutlih geringereBindungsa�nität an das Hämoyanin als L-Laktat (Graham et al., 1983; Graham, 1985).Urat akkumuliert ebenfalls unter hypoxishen Bedingungen in der Hämolymphe deka-poder Krebse. Im Purinsto�wehsel werden Purinnukleotide über mehrere Shritte zumXanthin abgebaut, das durh die Xanthin-Oxidase zur Harnsäure oxidiert wird. Anshlie-ÿend ö�net die Uriase den Purinring und es bildet sih Allantoin. Da die Uriase jedohSauersto� als Co-Substrat benötigt, ist sie in Sauersto�mangelsituationen niht aktiv undUrat sammelt sih in der Hämolymphe an (Dykens, 1991). Morris et al. (1985) zeigten amDohlenkrebs Austropotamobius pallipes, dass Urat die Sauersto�a�nität des Krebshämo-yanins erhöht. Zusätzlih wurde der Ein�uss von Purinanaloga auf die Sauersto�bindunguntersuht, und es konnte auh durh Ko�ein und Theobromin eine erhöhte Sauersto�a�-nität nahgewiesen werden. Weitere Untersuhungen an diversen Crustaeenarten folgten(Lallier et al., 1987; Bridges, 1990).Zeis et al. (1992) konnte am Europäishen Hummer (Homarus vulgaris) zeigen, dassdie Bindung von Urat mit einer Verringerung der Kooperativität der Sauersto�bindungeinhergeht. Verdrängungsexperimente mit vershiedenen Purinanaloga, wie Ko�ein, Theo-phyllin, Hypoxanthin, Adenin und Allantoin zeigten, dass der Purinring eine Vorausset-zung für die Bindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers ist. Zudem konnteein additiver E�ekt von L-Laktat und Urat auf die Sauersto�bindung beobahtet werden.Es wurden zunähst 2 Bindungsplätze mit eventuell vorhandenen unspezi�shen Bindun-gen postuliert (Nies et al., 1992). Menze et al. (2000) konnte mittels isothermaler Titra-tionskalorimetrie die Bindung des Urats an das Hämoyanin des Europäishen Hummersin Abhängigkeit des pH-Wertes bei Messungen unter hypoxishen wie normoxishen Be-dingungen durh zwei Bindungsplätze harakterisieren. Shlieÿlih konnten Menze et al.(2005) ein Modell mit zwei vershiedenen Bindungsplatztypen formuliert werden.Die von Menze et al. (2000) verwendete isothermale Titrationskalorimetrie ist eineMethode zur thermodynamishen Charakterisierung von Makromolekül-Liganden-Inter-aktionen. Sie gewährt neue Einblike in das thermodynamishe Bindungsverhalten derLiganden an das Hämoyanin und wurde daher auh in dieser Arbeit verwendet. Währenddes Experiments wird die Wärmetönung der jeweiligen Reaktion aufgezeihnet, integriertund über eine niht-lineare Regressionanalyse ausgewertet, so dass die Bindungskonstante
K, die Reaktionsenthalpie ∆H0 und die Anzahl der Bindungsstellen n identi�ziert werdenkönnen. Basierend auf der Gibbs-Helmholtz-Gleihung

∆G0 = −RT lnK = ∆H0 − T∆S0 (1.1)



4 1. EINLEITUNGkönnen die abhängigen Parameter Entropie ∆S0 und freie Energie ∆G0 bestimmt wer-den. Hierbei ist R die allgemeine Gaskonstante und T die absolute Temperatur. DieBindungskonstante K harakterisiert die Stärke der Interaktion zwishen zwei Molekü-len. Der Vergleih von konkurrierenden Bindungspartnern oder vershiedenen Zuständender Bindungspartner de�niert die Spezi�tät der Wehselwirkung der Interaktionspartnerund damit ihre physiologishe Bedeutung. Darüber hinaus ermöglihen die gemessenenEnthalpie- und berehneten Entropieänderungen Rükshlüsse auf die molekularen Weh-selwirkungen.Als weitere thermodynamishe Gröÿe kann die Änderung der Wärmekapazität mittelsisothermaler Titrationskalorimetrie bestimmt werden. Die Wärmekapazität ∆C0
p

∆C0
p =

∂∆H0

∂T
(1.2)lässt sih über die Temperaturabhängigkeit von ∆H0 bestimmen, wobei ∆H0 [kJ mol−1℄die freie Bindungsenthalpie und T die Temperatur [K℄ darstellt. Im Falle einer bi-moleku-laren Interaktion verändert sih ∆H0 linear mit der Temperatur, d. h. die Wärmekapazitätist unabhängig von der Temperatur. Ein niht-lineares Verhalten der Enthalpie kann inZusammenhang sowohl mit einer thermalen Denaturierung als auh einer Umlagerung vonMakromolekül-Komplexen stehen. Zudem kann über die Wärmekapazität die Interaktiondes Liganden mit Wasser und der Bindungstashe untersuht werden (Wiseman et al.,1989; Indyk und Fisher, 1998; O`Brien et al., 2000; Eftink und Biltonen, 1980).Die Form der Bindungsisotherme und die daraus resultierende Auswertbarkeit, sindgegenüber dem sogenannten Wiseman-Faktor (-Wert) sehr emp�ndlih. Im Fall des ein-fahsten Bindungsmodells (Non-Interating-Site-Modell, siehe Kapitel 2.7.2) ist der -Wert

c = nK[Mt] (1.3)das Produkt aus der mikroskopishen Bindungskonstante K, der Anzahl der Bindungs-plätze n und der Konzentration des Makromoleküls in der Versuhskammer[Mt℄. Um dieBindungskonstante präzise zu bestimmen, sind moderate -Werte zwishen 1 und 1000erforderlih; nur dann ist eine optimale Auswertung der Kurve gewährleistet (Wisemanet al., 1989). Neuere Untersuhungen zeigen jedoh, dass auh in Fällen von niedrigen -Werten (0,1 � 1) die Bindungsisotherme mit einer korrekten Bestimmung von K ausgewer-tet werden können, wenn die Anzahl der Bindungsplätze konstant gesetzt wird (Turnbullund Daranas, 2003).Die Methode der isothermalen Titrationskalorimetrie wurde bereits in zahlreihen Ar-beiten angewendet. So konnten Inobe et al. (2001) zeigen, dass ATP an das molekulareChaperon GroEL kooperativ bindet. Kaspar et al. (1999) harakterisierten die Bindungs-eigenshaften der periplasmatishen Domäne der Histidinautokinase CitA aus Klebsiellapneumoniae und Arnaud und Bouteiller (2004) untersuhten die Zusammenlagerung von



5supramolekularen Polymeren mittels isothermaler Titrationskalorimetrie. Auh insbeson-dere Interaktionen von Hämoyaninen mit ihren Liganden wurden anhand dieser Methodebeshrieben. So konnte Hellmann et al. (2001) die Urat- und Ko�einbindung an das Hä-moyanin von Astaus leptodatylus harakterisieren.Die Charakterisierung der Bindung von Liganden und Modulatoren ist bedeutend fürdas Verständnis der Funktion des Moleküls und kann unter anderem Aufshluss über dieStrukturierung der Bindungsstelle geben. Daher interessierte man sih shon frühzeitigfür Sauersto�bindungsproteine (Hill, 1910). Der Ausgangspunkt aller allosterisher Sys-teme liegt in der homeotropen kooperativen Bindung von Sauersto� an das multimereMakromolekül Hämoglobin (Adair, 1925). Eine homeotrope Interaktion stellt dabei denEin�uss des Liganden auf seine Bindung dar, eine heterotrope Interaktion hingegen be-shreibt den E�ekt eines zweiten Liganden auf die Bindung des Anderen. Nah weiterenUntersuhungen konnte 1965 das allosterishe System durh ein spezi�shes Modell vonMonod, Wyman und Changeux gefestigt werden. Das so genannte MWC-Modell (Monodet al., 1965) basiert auf einem Gleihgewiht zwishen zwei Makromolekül-Formen, derR- und der T-Form, und beruht auf den strukturellen Veränderungen des untersuhtenMoleküls. Dabei stellt R die Referenzform dar.Ist die Struktur eines Makromoleküls bekannt, so erleihtert dies die Charakterisierungdes allosterishen Systems. Das menshlihe Hämoglobin ist ein aus vier Untereinheitenbestehendes Tetramer, das in jeder Untereinheit mit einer Häm-Gruppe ausgestattet ist.Demnah bindet jede Untereinheit ein Sauersto�molekül, nah dem oben erwähnten allos-terishen Mehanismus (MWC-Modell). Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropo-denhämoyanins ist ein Hexamer. 1986 konnten Gaykema et al. mit dem Hämoyanin derKalifornishen Languste (Panulirus interruptus) die erste Struktur eines Arthropodenhä-moyanins analysieren. Jede Untereinheit besteht aus drei Polypeptid-Domänen, wobeinur eine der Domänen eine Sauersto�bindungsstelle besitzt. Derweil sind einige weitereDNA-Sequenzen von Arthropdenhämoyaninen bekannt, u. a. von Homarus amerianus(Kushe und Burmester, 2001), Palinurus elephas (Kushe et al., 2003), Paifastaus le-niusulus (Lee et al., 2004). Die Erforshung von Sauersto�bindungsproteinen ermöglihtdie Entwiklung von neuen komplexeren Bindungsmodellen wie z. B. das Nested-MWC-Modell (Wyman, 1972; Robert et al., 1987; siehe Kapitel 2.7.1) als auh deren Anwendungauf weitere Systeme.Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bindung des Urats an das dodekamereHämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) in Abhängigkeit von derTemperatur zu harakterisieren und die daraus resultierende Anpassung des Hummers andie Umgebungstemperatur zu analysieren. Ko�ein wurde als Modell-Ligand verwendet, daes nah Zeis (1994) und Menze (2001) mit Urat um die Bindungsstellen konkurriert. Dabeiwurde zunähst der Ein�uss der E�ektoren auf die Sauersto�bindung in Zusammenhangmit Temperaturänderungen untersuht. Weiterhin wurde eine thermodynamishe Cha-
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7rakterisierung der Bindungsparameter der E�ektoren unter normoxishen wie unter hy-poxishen Bedingungen vorgenommen, da unter Hypoxie andere Molekülkonformationendominieren als unter normoxishen Bedingungen (Menze et al., 2005). Die E�ektorbin-dung wurde thermodynamish über ein Temperaturspektrum von 10 bis 40◦C untersuhtund mit allosterishen Modellvorstellungen ausgewertet.Um zu prüfen, welhe funktionellen Gruppen mit dem Hämoyanin des EuropäishenHummers interagieren, wurden ebenfalls thermodynamishe Bindungsstudien mit unter-shiedlihe Xanthinderivaten (siehe Abb. 1.1) durhgeführt. Zudem wurde der Ein�ussder einzelnen Xanthinderivate auf die Sauersto�bindung des Hämoyanins untersuht.Die Bindung der Dimethylxanthine, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin wurdebei vershiedenen Temperaturen harakterisiert, um diese mit dem natürlihen Modula-tor Urat und dem arti�ziellen E�ektor Ko�ein zu vergleihen. Eine Temperaturänderungin der Makromolekülumgebung kann eine Umlagerung im Konformationsgleihgewiht desMakromoleküls hervorrufen. Die Untersuhungen der Sauersto�- und der E�ektorbindungunter hypoxishen wie normoxishen Bedingungen bei vershiedenen Temperaturen kön-nen über die Art der thermodynamishen Wehselwirkungen Aufshluss geben und obund in welher Form eine Umlagerung auf Grund der Ligandenbindung statt�ndet.
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2Material und Methoden
2.1 VersuhstiereMännlihe und weiblihe Versuhstiere der Art Homarus vulgaris (Edwards, 1837) wurdenüber Hummergrosshändler (Hummer Pedersen, Hamburg und Le Viviers, Roso�, Frank-reih) bezogen und in einem Seewasser-Aquarium bei 15 ± 1◦C gehältert. Das Wasserwurde mit Meersalz (Wiegandt, Krefeld) versetzt, um eine Dihte von 1,026 g m−3 zuerreihen. Der pH-Wert des Seewassers lag bei 7,8 ± 0,1. Die Tiere wurden einmal proWohe mit Tinten�shen gefüttert.2.2 Gewinnung von HämoyaninIn einem Abstand von mindestens vier Wohen wurde den Versuhstieren je a. 7 ml Hä-molymphe mit einer vorgekühlten 20 ml Einmalspritze an der Gelenkhaut des vorletztenPeraeopoden entnommen und bei 4◦C 15 Minuten bei 17.900 g in 2 ml Eppendorfge-fäÿen zentrifugiert (C5417 R, Eppendorf, Hamburg), um Zellen und Zellfragmente abzu-trennen. Die Hämolymphe der männlihen und weiblihen Tiere wurde immer gesondertaufbewahrt. Der Überstand wurde über Naht in HEPES-Pu�er (100 mM HEPES, 150mM NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl2; pH 8 bei 20◦C eingestellt) dialysiert (Dialyse-shläuhe von Mediell, London). Um denaturierte Proteine abzutrennen, wurde erneutbei 4◦C für 10 min bei 17.900 g zentrifugiert. Zur Sedimentation des dodekameren Hämo-yanins wurde die Hämolymphe bei 170.000 g 3,5 Stunden bei 4◦C zentrifugiert (SorvallUltra Pro 80, DuPont, Bad Homburg). Die Hämoyaninassoziate haben ein apparentesMolekulargewiht von 900.000 Dalton (S20,W = 24 S). Das blaue Pellet wurde in einemHEPES-Pu�er (100 mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl2, pH 8bei 20◦C eingestellt) oder für die spätere Reinigung über den Anionen-Austausher ineinem TRIS-Pu�er (20 mM TRIS-HCl, 40 mM NaCl, 20 mM MgCl2, 20 mM CaCl2 pH8,0 bei 20◦C eingestellt) resuspendiert. Anshlieÿend wurde die Probe, um denaturier-te Proteine abzusondern, nohmals bei 4◦C für 10 min bei 17.900 g zentrifugiert. Die9



10 2. MATERIAL UND METHODENKonzentration des Hämoyanins wurde durh einen Wellenlängen-San zwishen 250 �450 nm an einem Photometer (Uvikon 941, Kontron Münhen) bestimmt. Zur Bereh-nung der Hämoyaninkonzentration wurde die optishe Absorption bei λ = 334 nm (e= 0,269 m2 mg−1) verwendet (Nikerson und van Holde, 1971). Die Reinheit des Hä-moyanins wurde durh ein Absorptionsverhältnis λ = 280 nm / λ = 334 nm geprüft(Markl et al., 1979). Lag der Quotient bei 4,8 bestand das Hämoyanin zu 95 % ausDodekameren und zu 5 % aus höher assoziierten Aggregaten. Für eine weitere Reinigungwurde das mit TRIS-HCl-Pu�er (s. o.) resuspendierte Hämoyanin auf eine Resoure-Q6-Anionen-Austausher-Säule (GE Healthare, Münhen) (16 mm Innendurhmesser x30 mm, 6 ml) aufgebraht. Diese war an eine Fast-Performane-Liquid-Chromatographie-Anlage (FPLC; ÄKTA Chromatographie-System, GE Healthare, Münhen) angeshlos-sen. Die Säule wurde mit 2 ml der erhaltenen Proteinlösung (40 mg Gesamtprotein)beladen. Nah dem Auftragen der Probe wurde die Säule mit 24 ml TRIS-HCl-Pu�er(s. o.) bei einer Flussrate von 6 ml min−1 gespült, um ungebundene Proteine zu entfer-nen. Die gebundenen Proteine wurden mit einer linear ansteigenden NaCl-Konzentration(NaCl-Gradient: 40 bis 500 mM innerhalb von 120 ml) in TRIS-HCl-Pu�er (s. o.) von derSäule eluiert. Die Absorption der Durh�usslösung wurde bei 280 nm (Protein) und 334nm (Hämoyanin) aufgezeihnet. Die mit dem Laufmittel eluierten Proteine wurden ineinem Fraktionssammler in Volumen zu 3 ml gesammelt und das Hämoyanin anhand sei-ner Absorption bei 334 nm identi�ziert. Die im Absorptionsmaxima liegenden Fraktionen(fünf bis sehs) wurden vereinigt. Die vereinigten Proben mehrerer Läufe wurden für 5 hbei 170.000 g und 4◦C zentrifugiert (Sorvall Ultra Pro 80, DuPont, Bad Homburg) und ineiner ausreihenden Menge HEPES-Pu�er (s. o.) resuspendiert. Nah einer Zentrifugationbei 17.900 g für 10 min bei 4◦C (C5417 R, Eppendorf, Hamburg) wurde die Konzentra-tion und der Aggregationszustand durh photometrishe Messungen (s. o.) sowie durhGelpermeationshromatographie (siehe Kapitel 2.3) bestimmt (Menze, 2001). Die Rein-heit der Hämoyaninlösung wurde zudem durh die Trennung auf Polyarylamid-Gelenüberprüft (siehe Kapitel 2.4).2.3 Bestimmnung des AggregationszustandsDie Zusammensetzung des Hämoyanins sowie dessen Aggregationszustand wurden wei-terhin mittels Gelpermeationshromatographie überprüft. Hierzu wurde eine Superose-6 HR-Säule (16 mm Innendurhmesser x 500 mm, 100 ml) (GE Healthare, Münhen)verwendet, die an ein ÄKTA Chromatographiesystem (GE Healthare, Münhen) ange-shlossen war. Das aufgetragene Probenvolumen betrug 50 µl und die Proteinmenge a. 1mg. Die Säule wurde mit einem HEPES-Pu�er (100 mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mMCaCl2, 20 mM MgCl2, pH 8 bei 20◦ C eingestellt) equilibriert und die Probe mit diesemPu�er bei einer Flussrate von 0,3 ml min−1 eluiert. Die Absorbtion der Durh�usslösung



2.4. ELETROPHORETISCHE TRENNUNG 11wurde bei 280 nm und 334 nm aufgezeihnet (siehe Kapitel 2.2). Die Säule wurde mit denMarkerproteinen Ovalbumin (MG 45.000), Aldolase (MG 158.00), Katalase (MG 232.000),Ferritin (MG 440.000) und Thyreoglobin (MG 669.000) kalibriert.2.4 Eletrophoretishe TrennungNah der letzten präparativen Zentrifugation der Hämoyaninlösung wurde eine Probezur Kontrolle der Reinheit über ein Polyarylamid-Gel getrennt. Es wurde die Disk-Elektrophorese nah (Ornstein, 1964) und (Davis, 1964) verwendet. Hierfür wurde dashorizontale Elektrophoresesystem Multiphor II (GE Healthare, Münhen) eingesetzt.Mit dem dazugehörigen Kühlaggregat wurden die SDS-Gele auf 15◦C gekühlt. Das Trenn-und Sammelgel wurde mittels einer gebrauhsfertigen Arylamid- und Bisarylamidlösung(Roth, Karlsruhe) hergestellt. Alle Gele wurden auf einem Träger�lm "Gelbond PAG-Film"(GE Healthare, Münhen) gegossen. Die diskontinuierlihen SDS-Porengradienten-Gele (Rothe und Purkhanbaba, 1982) wurden mit einem 4%igen Sammelgel (Quervernet-zung: 3 %), das 0,125 ml l−1 TRIS/HCL, pH 6,8, enthielt, und einem 6-9 %igen Trenngel(Quervernetzung: 3 %), das mit 0,375 ml l−1 TRIS/HCL, pH 8,8, versetzt war, gegossen.Für das Trenngel ergab sih so ein linearer Gradient. Das Sammelgel war mit 37 % und dasTrenngel mit 25 % Glyerin versetzt. Als Laufpu�er diente 25 mmol l−1 TRIS/HCl, 192mmol l−1 Glyin, pH 8,3 und 0,5 % (w/v) SDS. Die aufzutragende Probe wurde im Ver-hältnis 1:4 mit Probenpu�er (62,5 mmol l−1 TRIS/HCl, pH 6,8, 20 % (v/v) Glyerin, 0,05
% (w/v) Bromphenolblau, 5 % Meraptoethanol, 2 % SDS) versetzt. Bei den SDS-Gelenwurde ein molekularer Gröÿenmarker der Firma Invitrogen (BenhMark Protein Ladder)aufgetragen. Er enthielt künstlihe Proteine der Gröÿen 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70,60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 und 10 kDa. Es wurden a. 10 µl auf das Gel aufgetragen. DieProben wurden zunähst für 2 Stunden im Sammelgel konzentriert. Es wurde eine Span-nung von 150 V angelegt. Anshlieÿend wurde die Spannung auf 350 V erhöht. Die darauffolgende Trennung dauerte weitere 1,5 bis 2 Stunden. Anshlieÿend wurden die Proteinedurh eine Coomassie Brilliant Blue R Färbung sihtbar gemaht. Die Proteine wurdenzunähst mit einer 20%igen TCA in den Gelen ausgefällt und im nähsten Shritt miteiner a. 50◦C warmen Coomassie-Lösung (0,02% (w/v) PhastGel Blue R (Coomassie R350), 10% (v/v) Essigsäure) angefärbt. Die Färbung dauert a 60 Minuten. Im Anshlusswurde die Hintergrundfärbung mit 10% Essigsäure (v/v) ausgewashen.2.5 Sauersto�bindungsstudienDie Sauersto�bindungsstudien wurden in einer Di�usionskammer durhgeführt (Metho-de nah (Sik und Gersonde, 1969), modi�ziert nah (Lykkeboe und Johansen, 1975),(Bridges et al., 1979) und (Bridges et al., 1984)). Eine 20 µl Probe Hämoyanin einer



12 2. MATERIAL UND METHODENKonzentration von 25 � 60 µM wurde in den Strahlengang eines Photometers (Eppendorf,Hamburg) gebraht. Anshlieÿend wurde die Probe mit einem wasserdampfgesättigtenGasstrom equilibriert, der aus variablen Anteilen von N2, O2 (Messer Griesheim, Frank-furt) und Luft bestand, deren Wasserdampf- und CO2-Anteil zuvor absorbiert wurde.Der Gasstrom wurde von Gasmishpumpen (Wöstho�, Bohum) variiert und die gesam-te Messanordnung auf 20◦C temperiert. Die Extinktionsänderung der Hämoyaninlösungdurh den veränderten Sauersto�anteil im Gasstrom wurde bei 365 nm gemessen und imVerhältnis der maximalen Extinktionsänderung der Kalibrierung über eine vollständigeOxidation mit Sauersto� (Messer Griesheim, Frankfurt) und eine anshlieÿende Redukti-on mit Stiksto� (Messer Griesheim, Frankfurt) gesetzt. Zur Untersuhung des Ein�ussesder verwendeten Liganden bei vershiedenen Temperaturen auf die Sauersto�a�nität desHämoyanins von Homarus vulgaris wurde eine 50 µM, in HEPES-Pu�er (100 mM HE-PES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl2; pH 8) gelöste Hämoyaninprobe miteiner in HEPES-Pu�er gelösten E�ektorlösung [2 mM℄ im Verhältnis 1:2 gemisht. Es wur-den Bindungskurven bei 10, 15, 20, 25 und 30◦C für Urat und Ko�ein und bei 20◦C mit1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,1,3,9-Trimethylxanthin (Isoko�ein) und 1,3,7-Trimethylharnsäure gemessen.2.6 Isotherme TitrationskalorimetrieDie kalorimetrishen Messungen wurden mit einem VP-ITC Titrationskalorimeter (Miro-Cal In., Northampton, MA) durhgeführt. Dieses Verfahren der Titrationskalorimetrieverwendet eine Referenz- und eine Messzelle, welhe in einen adiabatishen Shirm ein-gefasst sind. Die Referenzzelle ist mit hohreinem Wasser (Millipore, Eshborn) gefülltund in die Messzelle wird mit einer 2,5 ml Spritze (Hamilton, Reno, NV) eine sih inLösung be�ndlihe Komponente des Akzeptor/Liganden-Systems gefüllt. Das Zellvolu-men beträgt 1,34 ml. Der adiabatishe Shirm wird auf 1◦C unterhalb der vorgegebenenVersuhstemperatur gekühlt. Sowohl die Zellen als auh der adiabatishe Shirm besitzengetrennte Heiz- und Thermoelemente, die den Temperaturuntershied einerseits zwishenden Zellen untereinander (∆T1) und zwishen den Zellen und dem adiabatishen Shirm(∆T2) messen und regeln (siehe Abbildung 2.1). Die zweite Komponente des zu unter-suhenden Systems wird mittels einer automatishen Dosiereinrihtung in die Messzelleinjiziert. Die durh Injektion induzierte Reaktion kann eine exotherme oder endothermeWärmebilanz aufweisen. Um die Zellen isotherm zu halten, muss den Zellen Energie zuge-führt werden. Die sih aus der Di�erenz ergebene Leistung wird in µal s−1 aufgezeihnetund zur Wärmebilanz integriert. Die Kontrolle der Messapparatur erfolgt über einen Com-puter. Bei exothermen Reaktionen zeigt die ITC ein negatives Signal an, da die Messzelleeine geringere Wärmezufuhr erhält als die Referenzzelle. Für die Versuhe wurde gerei-nigtes Hämoyanin in HEPES-Pu�er (100 mM HEPES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2,



2.6. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 13
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Abbildung 2.1: Shematisher Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters. Die Referenz- und dieMesszelle sind in einen adiabatishen Shirm eingelassen, dessen Temperatur immer 1◦C unterhalb derVersuhstemperatur liegt, so dass den Zellen kontinuierlih Wärme zugeführt werden muss. Die automa-tishe Injektion führt zu einer Änderung der freien Enthalpie, so dass eine entsprehende höhere oderniedrigere Wärmemenge zugeführt wird.
∆T1=Temperaturuntershied zwishen der Referenz- und der Messzelle; ∆T2=Temperaturuntershiedzwishen dem adiabatishen Shirm und der Messzelle20 mM MgCl2; pH 8) der Konzentration 25 µM eingesetzt. Vor Beginn des Experimentswurden Makromolekül- und Ligandenlösung in einer temperierten Vauumpumpe (Mi-roCal In., Northampton, MA) entgast. Das Protein wurde in die Messzelle gegebenund der Ligand mit dem Injektor in die Zelle eingespritzt. Die Ligandenlösungen hatteneine Konzentration von 1 mM. Für die Versuhe wurden folgende Liganden verwendet:Ko�ein, Urat, 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin),1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,Hypoxanthin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isoko�ein) und 1,3,7-Trimethylharnsäure. Es wur-den 25 Injektionen bei jedem Versuh vorgenommen. Zwishen den einzelnen Injektionenwar ein Zeitraum von 250 Sekunden vorgegeben und die Injektionsdauer betrug 20 Se-kunden. Es wurden 10 µl pro Injektion eingespritzt. Die Dosiereinrihtung rotierte miteiner Geshwindigkeit von 310 Umdrehungen pro Minute. Zur Korrektur der Messwer-te wurden diese um die Temperaturuntershiede zwishen Injektionsspritze und Reakti-onskammer (Titration von Pu�er in Pu�er) und der Verdünnungswärme (Titration desjeweiligen Liganden in Pu�er) berihtigt. Es wurde jedem Liganden ein entsprehenderLeerwert zugeordnet. Die Messungen am isothermen Titrationskalorimeter wurden sowohlunter normoxishen als auh unter hypoxishen Bedingungen durhgeführt. Während derhypoxishen Versuhe, die nah (Menze, 2001) durhgeführt wurden, befand sih die ITCin einem geshlossenen Kunststo�zelt, dem kontinuierlih Stiksto� zugeführt wurde. DieLösung des Makromoleküls und des Liganden wurden vor der Entgasung mit Stiksto�gesättigt. Unter normoxishen Bedingungen wurden für Urat und Ko�ein Bindungsstu-



14 2. MATERIAL UND METHODENdien bei 10, 15, 17,5, 20, 22,5, 25 und 30◦C durhgeführt. Für Ko�ein wurden zusätz-lihe Bindungsisotherme bei 27,5, 35 und 40◦C gemessen, für Urat nur bei 35◦C. DieMessungen mit den E�ektoren 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin(Theobromin) und 1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin) erfolgten bei 10, 15, 20, 25 und30◦C. Für die Liganden 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Hypoxan-thin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isoko�ein) und 1,3,7-Trimethylharnsäure wurden die Bin-dungsisothermen nur bei 20◦C aufgenommen. Unter hypoxishen Bedingungen wurden fürUrat und Ko�ein Bindungsisotherme bei 10, 15, 20, 25 und 30◦C gemessen. Mit den Li-ganden 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin) und 1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin) wurden Bindungskurven bei 20◦C bestimmt.2.7 Analyse der Bindungskurven2.7.1 Sauersto�bindungDie Sauersto�bindungskurven wurden mit dem Computerprogramm Sigma Plot (SPSSIn. Chiago, IL) unter Verwendung vershiedener Bindungsmodelle analysiert. Jedes Mo-dell wird durh das Bindungspolynom P beshrieben. Die Ligandenbindungskurve erhältman durh die logarithmishe Ableitung von ln P in Abhängigkeit von ln x

X =
∂ ln P

∂ ln x
=

x

P

∂P

∂x
. (2.1)

X stellt dabei die Sättigung des Makromoleküls bei einer bestimmten Ligandenkonzen-tration x dar. Dabei ergibt sih die relative Sättigung Xr einer Bindung aus
Xr =

∂ ln P

n∂ ln x
. (2.2)

n de�niert die Anzahl der Bindungsplätze pro Makromolekül. Um in der Regression derDaten Xreg (2.5) Unregelmäÿigkeiten im anfänglihen und abshlieÿenden Sättigungsni-veau auszugleihen, wurden die Parameter F�n für die �nale Sättigung und Fan für dieanfänglihe Sättigung eingeführt. Unter idealen Bedingungen gilt
F �n = 0 (2.3)
F an = 1. (2.4)Es wurde jedoh davon ausgegangen, dass die jeweiligen Sättigungen niemals genau0 bzw. 1 erreihen. Um diese Shwankungen während der Regression zu berüksihtigen,wurde für F�n und Fan bei jeder Regression eine Abweihung von 3% zugelassen. Xregergibt sih somit wie folgt:

Xreg = (F �n − F an)X + F an. (2.5)



2.7. ANALYSE DER BINDUNGSKURVEN 15Die Regression aller verwendeten Modelle basiert auf einer Levenberg-Marquardt-Routinedes Computerprogramms Sigma Plot 9.0 (SPSS In. Chiago, IL). Die Güte der Appro-ximation an die Messung wurde mit
χ2 =

∑
(Xgem − Xreg)

2

FG
(2.6)bestimmt, wobei Xgem den gemessenen Sättigungsgrad darstellt und Xreg der nah demjeweiligen Modell berehnete Sättigungsgrad ist. FG steht für den Freiheitsgrad der Re-gression, der sih aus der Di�erenz zwishen der Anzahl der Datenpunkte und der Anzahlder freien Parameter des Modells ergibt.Nested MWC ModellDas Nested MWC Modell (Robert et al., 1987) unterteilt Moleküle und ihre Strukturen inHierahien oder Shahtelungen. Hierbei beein�usst die Konformation einer grossen über-geordneten Struktur des Moleküls die funktionellen Eigenshaften ihrer Untereinheiten(Robert et al., 1987). Ein Molekül besteht dabei immer aus n Monomeren eines Oligo-mers, die alle unter bestimmten Bedingungen in der gleihen Konformation vorliegen. Fürdas vorliegende Nested-MWC-Modell wurde n = 12 gewählt, da das untersuhte Hämo-yanin des Europäishen Hummers aus dodekameren Assoziaten besteht. Das Konzept derallosterishen Shahtelung wurde shon mehrfah auf Hämoyaninmoleküle angewandt(Deker und Sterner, 1990; Hellmann, 2004; Menze et al., 2005; Beltramini et al., 2005),da es eine Erklärung für das stark kooperative Sauersto�bindungsverhalten dieser multi-meren Proteine liefern könnte. Das Bindungspolynom des Nested-MWC Modells des 2xhexameren Hämoyanins des Europäishen Hummers wurde von Robert et al. (1987) dar-gestellt und von Menze et al. (2005) vertieft. Es lässt vier vershiedene Konformationendes Moleküls zu (siehe Abbildung 2.2): rR, tR, rT und tT.Das allgemeingültige Bindungspolynom für die Bindung von Sauersto� und eines Ef-fektors an das Hämoyanin von Homarus vulgaris ist de�niert als

PN
all = (Q2m

rR P 6
rR + l0RQ2m

tR P 6
tR)2 + Λ0(Q2m

rT PrT + l0T Q2m
tT PtT )2. (2.7)wobei das Bindungspolynom der Sauersto�bindung mit

Pαβ = 1 + kO2

αβx (2.8)und das des E�ektors mit
Qαβ = 1 + ke�

αβy (2.9)beshrieben ist. Die Bindungsa�nität des jeweiligen Liganden wird durh kO2

αβ für Sauer-sto� und durh ke�
αβ für den E�ektor harakterisiert. Für die Gleihgewihtskonstante Λgilt

Λ0 = L
(1 + l0R)2

(1 + l0T )2
, αβ ∈ tT, rT, rR, tR. (2.10)
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Abbildung 2.2: Nested-MWC-Modell. Jede native hexamere Untereinheit des Hämoyaninmoleküls kannin zwei vershiedenen Quartärstrukturen (R und T )auftreten. Die allosterishe Konstante L stellt dasGleihgewiht zwishen den beiden Zuständen dar (Gleihung 2.11).Als weitere allosterishe Unterteilungdienen zwei weitere Unterkonformationen: r und t, so dass die allosterishen Untereinheiten in vier ver-shiedenen Zuständen existieren können: rR, rT, tR und tT. Die Bindungsa�nität zu den Konformationenwird durh die Bindungskonstanten kO2

αβ für Sauersto� und durh ke�αβ für den E�ektor harakterisiert.Das Gleihgewiht zwishen den allosterishen Unterkonformationen ist durh l0R und l0T gegeben.
α und β sind mit αβ = tT, rT, rR, tR de�niert. Sie stellen die vershiedenen Konfor-mationen des Moleküls dar. Die Sauersto�konzentration wird mit x und die E�ektor-konzentration mit y bezeihnet. Für die vier Konformationen des Nested-MWC Modellsergeben sih somit für jeden Liganden vier Bindungskonstanten kO2

tT , kO2

tR , kO2

rR und kO2

rTfür die Sauersto�bindung, und ke�
tT , ke�

tR, ke�
rR und ke�

rT für die E�ektorbindung. Die Anzahlder identishen Bindungsplätze pro hexamerem Molekül wird mit m de�niert. Die in Glei-hung 2.7 dargestellten Gleihgewihtskonstanten l0R, l0T und Λ0 sind unter der Bedingung,dass weder Sauersto� noh ein E�ektor an das Molekül gebunden ist, mit
l0R =

[tR0]

[rR0]
, l0T =

[tT0]

[rT0]
, Λ0 =

[rT0]
2

[rR0]2
L =

[T0]

[R0]
. (2.11)de�niert (Monod et al., 1965). Die Klammern bezeihnen die Konzentrationen der unter-shiedlihen allosterishen Untereinheiten des Modells in Abwesenheit von Sauersto� undE�ektor (siehe Abbildung 2.2). Die Sättigung des Moleküls mit Sauersto� bzw. E�ektorist somit mit

XO2
=

∂ ln P

12∂ ln x
(2.12)

Xe� =
∂ ln P

2m∂ ln x
(2.13)de�niert. Wenn man davon ausgeht, dass die Sauersto�bindung immer bei einer konstan-ten Konzentration des E�ektor stattgefunden hat, so ist Qαβ konstant. Es kann daherin die Gleihgewihtskonstanten des allgemeinen Bindungspolynoms integriert werden.Daraus ergibt sih das vereinfahte Bindungspolynom Pnes.

Pnes = (P 6
rR + le�R P 6

tR)2 + Λe�(P 6
rT + le�T P 6

tT )2 (2.14)



2.7. ANALYSE DER BINDUNGSKURVEN 17Die Gleihgewihtskonstanten unter Berüksihtigung des E�ektorein�usses werden mit
le�R = l0RF e�

R (2.15)
le�T = l0T F e�

T (2.16)
Λe� = Λ0F e� (2.17)de�nert. Die Faktoren F e�

R , F e�
T und F e� stellen den Ein�uss des E�ektors auf die Sau-ersto�bindung des Hämoyaninmoleküls dar. Dabei wird von einem einfahen Modula-torbindungsmodell ausgegangen, in welhem jedes Hexamer m identishe Bindungsstellenbesitzt. Für die Faktoren F e�

R , F e�
T und F e� gilt demnah

F e�
R =

QtR

QrR

=
(1 + ke�

tRy)m

(1 + ke�
rRy)m

(2.18)
F e�

T =
QtT

QrT

=
(1 + ke�

tT y)m

(1 + ke�
rT y)

(2.19)
F e� =

QrT

QrR

=
(1 + ke�

rT y)2m

(1 + ke�
rRy)2m

. (2.20)Verwendet man Formel 2.8 und die entsprehenden Gleihgewihtskonstanten, so kann dieVerteilung der Konformationzustände wie folgt berehnet werden:
ftT =

Λ(P 6
rT + le�T P 6

tT )le�T P 6
tT

Pnes (2.21)
frT =

Λ(P 6
rT + le�T P 6

tT )le�T P 6
rT

Pnes (2.22)
frR =

(P 6
rR + le�R P 6

tR)le�T P 6
rR

Pnes (2.23)
ftR =

(P 6
rR + le�R P 6

tR)le�T P 6
tR

.
Pnes. (2.24)Three-State-MWC-ModellEin weiteres allosterishes Modell ist das Three-State-MWC-Modell nah (Minton undImai, 1974). Das Three-State-MWC-Modell lässt drei untershiedlihe Konformationendes Moleküls zu: S,T und R. Das allgemeine Bindungspolynom für dieses Modell ist mit

P T
all = Qm

RP n
R + L0

SQm
S P n

S + L0
T Qm

T P n
T (2.25)gegeben. Die Anzahl der Untereinheiten pro Oligomer kann hier mit n = 6 oder 12festgelegt werden. m ist die Anzahl der identishen Uratbindungsstellen pro allosterisherUntereinheit. Das Sauersto�bindungspolynom ergibt sih auh hier durh

Pα = 1 + kO2

α x (2.26)und das des E�ektors mit
Qα = 1 + ke�

α y. (2.27)



18 2. MATERIAL UND METHODENFür α gilt α = R,S, T . Die Sauersto�konzentration ist mit x und die E�ektorkonzentrationmit y gegeben. Es ergeben sih somit drei Bindungskonstanten kO2

α für die Sauersto�bin-dung, sowie drei weitere ke�
α für die E�ektorbindung. Die vershiedenen Konformationenbe�nden sih wie im Nested-MWC-Modell im Gleihgewiht zueinander und werden über

L0
T =

[T0]

[R0]
, L0

S =
[S0]

[R0]
(2.28)beshrieben. [T0], [R0] und [S0] stellen hierbei die Konzentrationen der einzelnen Kon-formationen in einem Zustand ohne Ligand dar, in diesem Fall ohne E�ektor und ohneSauersto�. Da man auh bei diesem Modell davon ausgehen kann, dass der E�ektor dieSauersto�bindung konstant beein�usst, wird auh hier ein vereinfahtes Bindungspolynom

P Three = P n
R + Le�

S P n
S + Le�

T P n
T (2.29)eingeführt. Le�

S und Le�
T stellen nun die vom E�ektor beein�ussten Gleihgewihtskonstan-ten dar. Der Ein�uss des E�ektors wird wie folgt de�niert:

Le�
T = L0

T W e�
T (2.30)

Le�
S = L0

SW e�
S . (2.31)Für die Konstanten W e�

T und W e�
S gilt weiterhin
W e�

T =
(1 + ke�

T y)m

(1 + ke�
R y)m

(2.32)
W e�

S =
(1 + ke�

S y)m

(1 + ke�
R y)m

. (2.33)Die Verteilung der Konformationen der allosterishen Untereinheiten kann über
fT =

P n
R

P Three , fS =
Le�

S P n
S

P Three , fR =
Le�

T P n
T

P Three (2.34)berehnet werden.Für beide Modelle gilt, dass die berehneten Bindungskonstanten unabhängig vonder E�ektorbindung sind. Der Ein�uss des E�ektors spiegelt sih in den allosterishenGleihgewihtskonstanten wieder (siehe Gleihung 2.15-2.17 sowie 2.30 und 2.31). AlsReferenzzustand für den Ein�uss des E�ektors auf die Bindungseigenshaften des Molekülswurde der Zustand ohne E�ektor bestimmt, der sih in den Gleihgewihtskonstanten L0
Sund L0

T für das Three-State-MWC-Modell und l0R, l0T und Λ0 für das Nested-MWC-Modellzeigt (Wyman und Gill, 1990).



2.7. ANALYSE DER BINDUNGSKURVEN 19Anwendung der RegressionUm eine Regression mit der besten Anpassung an die gemessenen Daten zu ermöglihen,als auh die freien Parameter mit einem geringen Fehler zu bestimmen, wurde für bei-de Modelle folgende Regressionsstrategie angewendet: Da wie oben verdeutliht, die Bin-dungskonstanten unabhängig von der Bindung eines E�ektors sind, wurden die Bindungs-kurven um jene Bindungskonstanten zu bestimmen in Gruppen analysiert (siehe Tabelle2.1). Um die Anzahl der freien Parameter in Gruppe 3 zu reduzieren, wurden die Bindungs-Tabelle 2.1: Einteilung der Analysengruppen i auf die vershiedenen Temperaturbereihe in ◦C und derdazu gehörigen Datengruppen. Bei den Datengruppen handelt es sih um Bindungskurven, die jeweilsmit bzw. ohne den angegebenen E�ektor gemessen wurden.
i Temperatur [◦C℄ Datengruppe1 10 Bindungskurven ± Urat, ± Ko�ein2 15 Bindungskurven ± Urat, ± Ko�ein3 20 Bindungskurven ± Urat, ± Ko�ein, ± Paraxanthin, ± Theo-bromin, ± Theophyllin, ± Hypoxanthin, ± 1-Methylxanthin,

± 3-Methylxanthin,± 7-Methylxanthin,± Isoko�ein,± 1,3,7-Trimethylharnsäure4 25 Bindungskurven ± Urat, ± Ko�ein5 30 Bindungskurven ± Urat, ± Ko�einkonstanten in dieser Analysegruppe in den jeweiligen Untergruppen �Bindungskurve ± 2E�ektoren� analysiert und anshlieÿend ein Mittelwert mit Standardabweihung gebildet.Die so bestimmten Sauersto�bindungskonstanten wurden für die folgenden Regressions-analysen konstant gesetzt, so dass die Gleihgewihtskonstanten der Bindungskurven fürjeden gebundenen E�ektor bei der entsprehenden Temperatur bestimmt werden konnten.Die Faktoren, die den Ein�uss des E�ektors auf den Referenzzustand angeben, wurden alse�ektorspezi�sh angenommen und somit für jeden Liganden bestimmt. Um die Konver-genz zu erhöhen, wurden hierbei zunähst log le�R , log le�T und log Λe� sowie log Le�
T und log

Le�
S bestimmt. Anshlieÿend wurde mit diesen Annährungen eine erneute Regression zurBestimmung der Parameter le�R , le�T und Λe� sowie Le�

T und Le�
S durhgeführt, da die mit derlogarithmishen Regression berehneten Fehler sih niht mit anderen Regressionenfeh-lern vergleihen lieÿen. Die Berehnung der Ein�ussfaktoren W e�

T und W e�
S als auh F e�

R ,
F e�

T und F e� aus den Formeln 2.32 und 2.33 sowie 2.18-2.20 erwiesen sih als shwierig,da die Parameter aus den Regressionen niht eindeutig umgerehnet werden konnten.2.7.2 Kalorimetrishe BindungskurvenNon-interating-site-ModellZur Analyse der Daten wurde das Computerprogramm Origin 7.0 (Miroal In., North-hampton, MA) verwendet. Das "non interating siteModell harakterisiert den Bindungs-



20 2. MATERIAL UND METHODENprozess über die mikroskopishe Bindungskonstante k, die Reaktionsenthalpie ∆H0 unddie Anzahl der Bindungsstellen n. Das Makromolekül stellt bei diesem Modell einen mul-tivalenten Rezeptor mit mehreren identishen aber invarianten Bindungsa�nitäten fürden entsprehenden Liganden dar. Die mikroskopishe Bindungskonstante k ergibt sihaus
k =

[nb]

[nf ][Lf ]
(2.35)dabei stellt [nb] die Konzentration der besetzten Bindungsstellen, [nf ] die Konzentrationfreier Bindungsstellen und [Lf ℄ die freie Ligandenkonzentration dar. Die Gesamtzahl derBindungsstellen nt ist mit

[nt] = [nb] + [nf ] (2.36)gegeben. Für die Sättigung Θ gilt
Θ =

[nb]

[nf ] + [nb]
=

[nb]

[nt]
. (2.37)Setzt man 2.36 in Gleihung 2.37 ein, so erhält man

Θ =
k[Lf ]

1 + k[Lf ]
. (2.38)Das hier verwendete Non-Interating-Site-Modell bezieht sih auf n identishe Bindungs-stellen mit gleihen konstanten A�nitäten, somit gilt

Θi =
ki[Lf ]

1 + ki[Lf ]
i = 1 bis n. (2.39)

n ist die maximale Anzahl an Bindungsstellen. Da sih jede Bindungsstelle identishverhält, ergibt sih
Θ = n

k[Lf ]

1 + k[Lf ]
. (2.40)Erweitert man Gleihung 2.40 um den Term [Mt]V , der die Konzentration an Makromo-lekül in der Messzelle wiedergibt, und um die molare Enthalpiedi�erenz ∆H0, welhe dieGrundlage des Messsignals q darstellt, so erhält man

q =
n[Mt]V ∆H0k[Lf ]

1 + k[Lf ]
. (2.41)

[Mt] ist hierbei die Makromolekülkonzentration und V stellt das Volumen der Reaktions-kammer dar. Gleihung 2.41 harakterisiert den Bindungsprozess durh die mikroskopisheBindungskonstante k und durh die Änderung der freien Enthalpie ∆H0 .Two-Sets-of-Sites-ModellHierbei wird angenommen, dass das Makromolekül als multivalenter Rezeptor fungiert,dessen Bindungsstellen sih durh untershiedlihe aber invariante Bindungsa�nitäten für



2.7. ANALYSE DER BINDUNGSKURVEN 21den Liganden auszeihnen. In diesem Fall geht man von zwei untershiedlihen unabhän-gigen Bindungstypen aus. Die jeweiligen mikroskopishen Bindungskonstanten ergebensih somit zu
k1 =

[nb1 ]

[nf1
][Lf1

]
(2.42)

k2 =
[nb2 ]

[nf2
][Lf2

]
. (2.43)Dabei stellt [nbi℄ die Gesamtzahl der Bindungsstellen und [nfi℄ die Anzahl der freienBindungsstellen für den jeweiligen Bindungsplatz dar (i = 1 oder 2). Für die Sättigung

Θ gilt daher
Θ =

n1k1[Lf ]

1 + k1[Lf ]
+

n2k2[Lf ]

1 + k2[Lf ]
. (2.44)Auh hier muss der Term 2.44 um die Makromolekülkonzentration Mt, sowie das Volumender Reaktionskammer V und der Bindungsenthalpie ∆H0 erweitert werden. Daraus ergibtsih

q = MtV (
n1k1[Lf ]∆H0

1

1 + k1[Lf ]
+

n2k2[Lf ]∆H0
2

1 + k2[Lf ])
). (2.45)

q stellt die Wärmefreisetzung im kalorimetrishen Experiment dar.Multisite-Interative-ModellBei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass das Makromolekül als multivalenterRezeptor Bindungsstellen besitzt, deren A�nität von der Bindung der Liganden an dieBindungsstelle beein�usst wird. Die Einführung der homeotropen Allosterie führt zu einerdeutlih erhöhten Komplexität des Modells gegenüber den vorangegangenen Modellvor-stellungen. Es wird jedem Bindungsshritt eine eigene Bindungskonstante zugeordnet.Die Anzahl der Bindungsplätze pro Makromolekül wird demnah vorgegeben. Im Falledes 2x-hexameren Hämoyanins geht man von zwei Bindungsstellen aus. Daraus ergebensih vier mikroskopishe Bindungskonstanten (siehe Abbildung 2.3a). Da nur drei der vierKonstanten unabhängig voneinander sind, ist es niht möglih durh die Bindungskurvealle mikroskopishen Bindungskonstanten zu beshreiben. Der stoihiometrishe Zusam-menhang ist dagegen einfaher. Es gibt nur zwei stoihiometrishe Bindungskonstantenunter diesen Bedingungen (2.3b). Daher ergibt sih nah dem Massenwirkungsgesetz fürdie stoihiometrishe Bindungskonstanten Ki

K1 =
[ML1]

[M ][Lf ]
(2.46)

K2 =
[ML2]

[ML1][Lf ]
. (2.47)[ML1℄ und [ML2℄ stellen hierbei die Konzentrationen des Makromoleküls dar, das entwe-der mit ein oder mit zwei Liganden besetzt ist. Unter stoihiometrishen Gesihtspunkten
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A k

B R RL RL2

K1 K2Abbildung 2.3: Vergleih der vershiedenen Typen von Ligand-Rezeptor-Bindungskonstanten für einenRezeptor mit zwei Bindungsstellen unter Berüksihtigung homeotroper Allosterie. Der Rezeptor ohnegebundenen Ligand ist mit R dargestellt. Die Bindungsstellen am Rezeptor sind mit 1 und 2 gekennzeih-net. Ist die Bindungsstelle shwarz ausgefüllt, ist sie besetzt. Der erste Ligand bindet an Bindungsstelle 1(1RL). Die entsprehende mikroskopishe Bindungskonstante ist k1. Der zweite Ligand bindet an die Bin-dungsstelle 2 des Zustands 1RL. Für diesen zweiten Bindungsshritt gilt die Bindungskonstante k1,2. Diealternative Reihenfolge ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Der mit dem Liganden gesättigteRezeptor ist mit 1,2RL2 de�niert.berehnet man die Sättigung Θ über das Verhältnis an gebundenem Ligand [Lg] zu dergesamten Menge des Makromoleküls [Mt]. Für die Sättigung gilt daher
Θ =

[ML1] + 2[ML2]

[M ] + [ML1] + [ML2]
. (2.48)Um die stoihiometrishe Sättigungsfunktion in Abhängigkeit von der stoihiometrishenBindungkonstante darzustellen, werden 2.46 und 2.47 in 2.48 eingesetzt. Es gilt somit

Θ =
K1[Lf ] + 2K1K2[Lf ]

2

1 + K1[Lf ] + K1K2[Lf ]2
. (2.49)Die Abhängigkeit der Sättigung von der freien Ligandenkonzentration ist demnah überdie beiden stoihiometrishen Bindungskonstanten K1 und K2 de�niert. Für die kalorime-trishen Untersuhungen muss Gleihung 2.49 noh um den Term [Mt]V sowie die molarefreie Enthalpie ∆H0 erweitert werden. Daraus folgt

q =
K1[Lf ]∆H0

1 + 2K1K2[Lf ](∆H0
1 + ∆H0

2 )

1 + K1[Lf ] + K1K2[Lf ]2
. (2.50)Die stoihiometrishe und die mikroskopishe Bindungskonstante ist über die Abhängig-keit von der Konzentration an gebundenem Liganden als auh der freien Ligandenkon-zentration miteinander verbunden. Setzt man die beiden Bindungskonstantentypen nun



2.8. CHEMIKALIEN 23in einen Zusammenhang, so gilt
Kj =

n − (j − 1)

j
k, (2.51)wobei Kj die korrespondierende, stoihiometrishe Bindungskonstante, k die mikroskopi-she Bindungskonstante und j den entsprehenden Bindungshritt de�niert. n stellt dieAnzahl der Bindungsshritte am Makromolekül dar (Klotz, 1997).2.8 ChemikalienDie Chemikalien höhstmögliher Reinheit wurden von folgenden Firmen bezogen: Aros(Geel, Belgien), J.T. Baker (New Jersey, U.S.A.), Merk (Darmstadt), Invitrogen (Gro-ningen, Niederlande), Roth (Karlsruhe), GE Healthare (Münhen) und Sigma (Dreisen-hofen). Alle Lösungen wurden mit hohreinem Wasser (Millipore, Eshborn) angesetzt. Eswurden folgende Liganden für die Messungen in der ITC und Di�usionskammer verwendet:Ko�ein, Urat, 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin),1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,Hypoxanthin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isoko�ein) und 1,3,7-Trimethylharnsäure. Alle Li-ganden wurden von der Firma Sigma (Dreisenhofen) bezogen.2.9 Statistishe AuswertungDie untershiedlihen Messergebnisse wurden mit Hilfe des t-Tests beziehungsweise derOne Way ANOVA (Holm-Sidak-Methode) auf statistishe Signi�kanz untersuht. Lag kei-ne Normalverteilung und/oder Varianzgleihheit vor, so wurde mit Hilfe des ANOVA onRanks (Dunn`s Methode) auf Signi�kanz getestet. Bei einer Irrtumswahrsheinlihkeitvon 5 % (P < 0,05) wurden die Untershiede der Daten als signi�kant angenommen. Diegraphishe Darstellung und die Auswertung der Daten erfolgte mit den Computerpro-grammen Sigma Plot 9.0, Sigma Stat 3.1 (SPSS In., Chiago, IL) und dem Computer-programm Origin 7.0 (MiroCal Software In., Northampton, MA).
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3Ergebnisse
3.1 Gewinnung von HämoyaninEs konnte eine hohe Reinheit des Hämoyanins des Europäishen Hummers durh das nahMenze (2001) angewendete Verfahren erzielt werden. Der Hämoyaninanteil am Protein-gehalt der Hämolymphe betrug zwishen 90 und 95 %. Die mittlere Konzentration anHämoyanin lag bei 30,14 ± 5,99 mg ml−1, bei einem Gesamtproteingehalt von 32,43 ±7,10 mg ml−1. Die Qualität des Hämoyanins kann nah Markl et al. (1979) über dasVerhältnis der Extinktionen bei 280 zu 334 nm überprüft werden. Für das nah Menze(2001) gereinigte Hämoyanin ergab sih ein Verhältnis von a 4,8.In Abbildung 3.1 ist ein Elutionspro�l einer Anionenaustaush-Chromatographie mit-tels einer Resoure Q6-Säule (GE Healthare, Münhen) der Hämoyaninlösung nah einerpräparativen Zentrifugation (siehe Kapitel 2.2) dargestellt.

Abbildung 3.1: Elutionspro�l der Hämoyaninlösung (Homarus vulgaris) unter Verwendung einer Resour-e Q6-Säule (GE Healthare, Münhen) nah einer präparativen Zentrifugation. Als Elutionspu�er wurde20 mM TRIS-HCl (20◦C, pH 8,0) mit 40 mM NaCl, 20 mM MgCl2 und 20 mM CaCl2 verwendet. DieExtinktion des Durh�usses wurde bei 280 nm (shwarz) und 334 nm (blau) aufgezeihnet. Die Proteinewurden mittels eines linearen NaCl-Gradienten (40 � 540 mM) von der Säule gelöst.25



26 3. ERGEBNISSE

Abbildung 3.2: Elutionspro�l einer Hämoyaninlösung (Homarus vulgaris) unter Verwendung einerSuperose-6 HR-Säule (GE Healthare, Münhen). Als Elutionspu�er wurde HEPES-Pu�er (100 mM HE-PES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl2, pH 8 bei 20◦C eingestellt) verwendet. Die Extinktiondes Durh�usses wurde bei 280 nm (shwarz) und 334 nm (blau) aufgezeihnet.
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Abbildung 3.3: SDS-Disk-Elekrophorese des Hämoyanins von Homarus vulgaris nah der letzten prä-parativen Zentrifugation. Die Proteine wurden mit Coomassie Brilliant Blue 350 angefärbt. Als Markerwurde der molekulare Grössenmarker der Firma Invitrogen (BenhMark Protein Ladder) verwendet. DieGröÿen der Markerpositionen sind linksseitig aufgeführt.Das Hämoyanin des Europäishen Hummers eluierte bei einem Volumen zwishen 65und 85 ml. Das Elutionsmaximum trat bei einem Volumen von 78 ml auf, entsprehendeiner NaCl-Konzentration von 247,5 mM. Die im Elutionsbereih des Hämoyanins liegen-den Fraktionen wurden vereinigt und erneut einer präparativen Zentrifugation unterzogen



3.2. SAUERSTOFFBINDUNGSSTUDIEN 27(siehe Kapitel 2.2).Anshlieÿend wurde der Aggregationszustand des Hämoyanins über eine Gelpermea-tionshromatographie mittels einer Superose-6 HR-Säule (siehe Kapitel 2.3) untersuht.Das Elutionsmaximum des gereinigten Hämoyanins lag bei 12,5 ml (dodekamere Asso-ziate). Wenige Teile des Hämoyanins eluierten bereits bei 10,5 ml. Hierbei handelt es sihwahrsheinlih um höhere (2 x 12-mere) Assoziate des Hämoyanins. Es konnten keineweiteren Plasmafaktoren nahgewiesen werden (siehe Abbildung 3.2). Die Qualität wurde,bevor die Hämoyaninlösung im kalorimetrishen bzw. im Sauersto�bindungs-Experimentanwendetet wurde, erneut photometrish bestimmt.Eine elektrophoretishe Trennung der Hämoyaninlösung sollte Erkenntnisse über dieQualität der Reinigung des Hämoyanins, als auh über die Gröÿe und Anzahl der ver-shiedenen Untereinheiten des Hämoyanins liefern. Abbildung 3.3 zeigt ein diskontinu-ierlihes SDS-Porengradienten-Gel. Es sind drei Banden zu erkennen (Markl et al., 1979),die alle ein apparentes Molekulargewiht von 82,1 bis 87,5 kDa aufzeigen.3.2 Sauersto�bindungsstudienTabelle 3.1: Halbsättigungspunkte P50 [Torr℄ und Hill-Koe�zienten nH des Hämoyanins von Homa-rus vulgaris bei untershiedlihen Temperaturen in der An- und Abwesenheit von Urat und Ko�ein [1mM℄. Es wurden zwishen 3-8 Wiederholungen der Versuhe durhgeführt (X ± SD).TemperaturE�ektor 10◦C 15◦C 20◦C 25◦C 30◦Cohne E�ektorP50
7,77 ±0,09 10,04 ±0,68 14,06 ±0,99 17,81 ±0,44 25,95 ±0,68Ko�einP50
4,32 ±0,27 5,48 ±0,38 6,29 ±1,10 8,72 ±0,52 12,40 ±0,69UratP50
4,46 ±0,20 6,14 ±0,38 8,16 ±0,17 11,84 ±0,36 17,25 ±1,47ohne E�ektornH
4,15 ±0,19 4,08 ±0,19 3,97 ±0,18 3,50 ±0,13 3,16 ±0,10Ko�einnH
3,36 ±0,72 3,27 ±0,12 2,88 ±0,14 2,56 ±0,02 2,30 ±0,22UratnH
3,19 ±0,27 3,01 ±0,34 2,88 ±0,32 2,80 ±0,26 2,68 ±0,25Um den Ein�uss vershiedener E�ektoren auf die Sauersto�bindung des Hämoyaninsdes Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) zu untersuhen, wurden Sauersto�bin-dungskurven bei vershiedenen Temperaturen (10 � 30◦C) in An- und Abwesenheit derbeiden E�ektoren Urat und Ko�ein, als auh bei 20◦C für 1,3-Dimethylxanthin (Theo-phyllin), 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin), 1-Me-thylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäureaufgenommen. Urat ist der natürlihe Modulator des Hämoyanins, alle anderen verwen-



28 3. ERGEBNISSETabelle 3.2: Halbsättigungspunkte P50 [Torr℄ und Hill-Koe�zienten nH der Sauersto�bindung des Hämo-yanins von Homarus vulgaris bei 20◦C in der An- und Abwesenheit vershiedener E�ektoren [1 mM℄.Es wurden zwishen 3-8 Wiederholungen der Versuhe durhgeführt (X ± SD).E�ektor P50 nHohne E�ektor 14, 06± 0, 99 3, 97± 0, 18Paraxanthin 5, 76± 0, 22 2, 56± 0, 35Theobromin 6, 68± 0, 77 2, 52± 0, 19Theophyllin 6, 57± 0, 44 2, 50± 0, 271-Methylxanthin 7, 16± 0, 55 3, 07± 0, 103-Methylxanthin 7, 15± 0, 32 2, 73± 0, 257-Methylxanthin 6, 29± 0, 25 2, 74± 0, 23Isoko�ein 7, 13± 0, 22 3, 11± 0, 13TMH 7, 24± 0, 12 3, 30± 0, 17deten E�ektoren, sollten in Zusammenhang mit kalorimetrishen Bindungsstudien einentieferen Einblik in den Mehanismus der Bindung der E�ektoren an das Hämoyaningewähren.Tabelle 3.1 zeigt die Halbsättigungswerte (P50) beziehungsweise die Hill-Koe�zienten(nH) für die Bindung von Sauersto� an das Hämoyanin von Homarus vulgaris in Abhän-gigkeit von der Temperatur bei An- und Abwesenheit von 1 mM Ko�ein bzw. Urat. DerP50 der Sauersto�bindung in Anwesenheit von Urat änderte sih über das gesamte gemes-sene Temperaturspektrum signi�kant. Der P50 stieg hier signi�kant von 4,46 ± 0,20 Torrbei 10◦C bis shlieÿlih auf 17,25 ± 1,47 Torr bei 30◦C an. Auh der Halbsättigungswertin Anwesenheit von Ko�ein erhöhte sih im Temperaturbereih zwishen 10 und 30◦Csigni�kant. Im Falle der Sauersto�bindungsstudien ohne E�ektor waren nur in breiterenTemperaturbereihen, wie zwishen 10 und 30◦C beziehungsweise zwishen 15 und 30◦Csigni�kante Änderungen des P50 zu verzeihnen. Dennoh konnte bei allen temperatur-abhängigen Messungen gezeigt werden, dass der Halbsättigungsdruk des Hämoyaninsvon Homarus vulgaris mit steigender Temperatur zunimmt. Für den Hill-Koe�zientenund der dadurh ausgedrükten positiv kooperativen Bindung des Sauersto�s an das Hä-moyanin konnte nur in einigen Fällen eine signi�kante Änderung in Abhängigkeit vonder Temperatur gezeigt werden. So wurde eine signi�kante Abnahme der Kooperativitätder Sauersto�bindung in Abwesenheit der E�ektoren zwishen 10, 15, 20 und 30 ◦C ge-messen. In Anwesenheit von Ko�ein konnte nur zwishen 10 und 30 ◦C eine signi�kanteAbnahme des Hill-Koe�zienten von 3,36 ± 0,72 auf 2,30 ± 0,22 berehnet werden. Beieiner Sättigung mit Urat konnte keine signi�kante Änderung der Kooperativität der Sau-ersto�bindung nahgewiesen werden. Ko�ein und Urat zeigten bei 20, 25 und 30◦ C einensigni�kant untershiedlihen Halbsättigungswert.Abbildung 3.4 verdeutliht die Änderung der Sauersto�bindungsparameter nH und
P50 in Abhängigkeit von der Temperatur [◦C℄. Der Hill-Koe�zient nahm mit zunehmen-
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A BAbbildung 3.4: Auftragung des Sauersto�bindungsparameter A: Hill-Koe�zient nH und B: Halbsätti-gungsdruk P50 gegen die Temperatur [◦C℄. ohne E�ektor: �, Ko�ein •, Urat: △. *: Signi�kanter Unter-shied zum vorherigen Wert (Urat), #: Signi�kanter Untershied zum vorherigen Wert (Ko�ein)der Temperatur ab. Der Halbsättigungsdruk zeigte signi�kante Zunahmen bei Erhöhungder Temperatur. Für alle E�ektoren (siehe Tabelle 3.1 und 3.2) konnte für beide Hill-Parameter eine signi�kante Änderung im Vergleih zum Referenzzustand, der Sauersto�-bindung in Abwesenheit eines E�ektors, nahgewiesen werden. Dies gilt auh für die Mes-sungen bei vershiedenen Temperaturen für die Urat- und Ko�einbindung, wobei hier diejeweilige Referenzmessung in Abwesenheit des E�ektors bei der jeweiligen Temperaturerfolgte.Die deutlihste Abnahme sowohl des Halbsättigungwerts (5,76 ± 0,22 Torr) als auhdes Hill-Koe�zienten (2,56 ± 0,35) konnte mit dem E�ektor Paraxanthin beobahtetwerden. Alle verwendeten E�ektoren erniedrigten im Vergleih zum Referenzzustand den
P50 als auh den nH signi�kant. Zudem untershieden sih einige E�ektoren auh un-tereinander signi�kant in ihrem Halbsättigungswert, als auh in ihrem Hill-Koe�zienten.Der Halbsättigungswert von Paraxanthin untershied sih zu den Halbsättigungswertenvon 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäure (TMH)signi�kant.Um einen tieferen Einblik in die Allosterie der Sauersto�bindung und deren Beein�us-sung durh die gebundenen E�ektoren zu erlangen, wurden die Sauersto�bindungskurveneiner niht-linearen Regression mit den in Kapitel 2.7.1 beshriebenen Modellen und Ana-lysegruppen unterzogen.3.2.1 Analyse der Sauersto�bindungskurvenMenze et al. (2005) konnten zeigen, dass das Nested-MWC-Modell als auh das Three-State-Modell zur Analyse der Sauersto�bindung des Hämoyanins des Europäishen Hum-mers angewendet werden kann. Sie zeigten eine Analyse von Sauersto�bindungskurven,die bei vershiedenen pH-Werten in An- und Abwesenheit der E�ektoren Urat oder Ko�ein



30 3. ERGEBNISSETabelle 3.3: Sauersto�bindungskonstanten kαβ für das Nested-MWC-Modell. Die Bindungskonstantenwurden mit Formel 2.14 berehnet. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih bei Analysegruppe 1,2,4und 5 um eine durh die Regressionsroutine berehnete Unsiherheit der Parameter. Bei Analysegruppe3 wurde X ± SD berehnet. αβ: Konformation rT, tT, tR oder rR.Bindungskonstanten [Torr−1℄Analyse-gruppe Tempe-ratur [◦C℄ krT ktT ktR krR1 10 30, 93± 0, 01 0, 090± 0, 025 0, 024± 0, 009 5, 40± 0, 012 15 12, 67± 0, 02 0, 025± 0, 0015 0, 11± 0, 04 4, 48± 0, 043 20 5, 10± 0, 09 0, 015± 0, 002 0, 09± 0, 03 4, 19± 0, 114 25 3, 84± 0, 03 0, 018± 0, 001 0, 074± 0, 008 3, 52± 0, 045 30 2, 90± 0, 04 0, 012± 0, 0009 0, 04± 0, 0003 3, 40± 0, 08aufgenommen wurden. In dieser vorliegenden Arbeit wurde eine Analyse von Sauersto�-bindungskurven bei vershiedenen physiologishen Temperaturen (10 - 30◦C) in An- undAbwesenheit der E�ektoren Urat und Ko�ein durhgeführt. Zweitens wurden Sauersto�-bindungskurven in Anwesenheit vershiedener Xanthinderivate analysiert (siehe Kapitel2.5), um den Ein�uss der Struktur des E�ektors auf die Sauersto�bindung beurteilen zukönnen. Die Bindung aller E�ektoren wurde anshlieÿend thermodynamish untersuht(siehe Kapitel 2.6)Die in Kapitel 2.7.1 beshriebene Analysegruppen wurden zunähst einer niht-linearenRegression unterzogen. Dabei wurden jeder der Untergruppen eigene Gleihgewihstkon-stanten zugewiesen. Für eine Analysegruppe, die durh die Temperatur während der Mes-sung de�niert war, gab es somit einen Satz an Sauersto�bindungskonstanten und derAnzahl an Untergruppen entsprehende Sätze an Gleihgewihtskonstanten. Unter An-wendung des Nested-MWC-Modells konnten die jeweiligen Sauersto�bindungskonstantenmit geringen Unsiherheiten berehnet werden. krT nahm mit zunehmender Temperaturvon 30,93 ± 0,01 Torr−1 bei 10◦C bis zu 2,90 ± 0,04 Torr−1 bei 30◦C signi�kant ab. krRnahm ebenfalls von 5,40 ± 0,01 bei 10◦C auf 3,40 ± 0,08 bei 30◦C signi�kant ab. DieParameter ktT und ktR nahmen ebenfalls signi�kant zwishen 10 und 30◦C ab.Die Analyse der Sauersto�bindungskurven mittels des Three-State-Modells erwies sihals shwieriger, da sih kR nur mit einer groÿen Unsiherheit bestimmen lieÿ. Daraufhinwurde kR festgesetzt. In Tabelle 3.4 und 3.5 sind die Ergebnisse der Regressionen angege-ben, welhe die Daten am besten beshrieben und die Parameter als auh die Regressionmit den geringsten Fehlern versehen waren.Die mit dem Three-State-Modell berehneten Sauersto�bindungskonstanten nahmenmit zunehmender Temperatur ab. Die Bindungskonstante kS (n = 6) nahm mit 0,96
± 0,57 Torr−1 bei 10◦C auf bis zu 0,17 ± 0,03 Torr−1 bei 30◦C signi�kant ab. Einesigni�kante Änderung war auh bei kT (n =6) von 0,032 ± 0,004 Torr−1 bei 10◦C auf0,012 ± 0,001 Torr−1 bei 30◦C zu verzeihnen. Um die Güte der Regression beurteilen zu



3.2. SAUERSTOFFBINDUNGSSTUDIEN 31Tabelle 3.4: Sauersto�bindungskonstanten kα für das Three-State-MWC-Modell. Die Bindungskonstantenwurden mit Formel 2.29 für n=12 berehnet. kR wurde während der Analyse konstant gehalten. Bei denangegebenen Fehlern handelt es sih für Analysegruppe 1, 2, 4 und 5 um eine durh die Regressionsroutineberehnete Unsiherheit der Parameter. Bei Analysegruppe 3 wurde X ± SD berehnet. α: KonformationR, S, oder T. Bindungskonstanten [Torr−1℄Analysegruppe Temperatur [◦C℄ kR kS kT1 10 1,30 0, 61± 0, 19 0, 053± 0, 0042 15 1,10 0, 45± 0, 10 0, 039± 0, 0033 20 0,90 0, 23± 0, 02 0, 023± 0, 00094 25 0,50 0, 21± 0, 02 0, 024± 0, 0015 30 0,40 0, 12± 0, 007 0, 019± 0, 0009Tabelle 3.5: Sauersto�bindungskonstanten kα für das Three-State-MWC-Modell. Die Konstanten wurdenmit Formel 2.29 für n=6 berehnet. kR wurde während der Analyse konstant gehalten. Bei den angegebeneFehlern handelt es sih für Analysegruppe 1,2,4 und 5 um eine durh die Regressionsroutine berehneteUnsiherheit der Parameter. Bei Analysegruppe 3 wurde X ± SD berehnet. α: Konformation R, S, oderT. Bindungskonstanten [Torr−1℄Analysegruppe Temperatur [◦C℄ kR kS kT1 10 10,00 0, 96± 0, 57 0, 032± 0, 0042 15 6,20 0, 82± 0, 50 0, 021± 0, 0043 20 3,60 0, 52± 0, 17 0, 016± 0, 0024 25 1,80 0, 31± 0, 08 0, 014± 0, 0025 30 1,80 0, 17± 0, 03 0, 012± 0, 001können und somit die vershiedenen Modelle zu vergleihen, wurde für jede Analysegruppe
χ2 berehnet (Tabelle 3.6). Ein Vergleih der beiden Annahmen des Three-State-Modells(n=6 und n=12) zeigte, dass der χ2-Wert für die Regression unter der Annahme von n=121,5 bis 2,4 mal höher war als der χ2-Wert für das Three-State-Modell für n=6. Der χ2-Wert des Nested-MWC-Modells erwies sih bis auf eine Ausnahme (Analysegruppe 5) 1,5bis 2,0-fah niedriger als der χ2-Wert des Three-State-Modells unter Annahme von sehsBindungsstellen. Für Analysegruppe 5 zeigte das Three-State-Modell (n=6) eine 2,3-fahbessere Regression auf. Im Folgenden werden daher nur noh das Nested-MWC-Modellund das Three-State-MWC-Modell (n=6) erläutert, da das Three-State-MWC-Modell(n=12) in allen Regressionen einen shlehteren χ2-Wert aufzeigte.Abbildung 3.5 zeigt alle Regressionen der Analysegruppen 1 (Abb. 3.5A) bis 5 (Abb.3.5E) für das Nested-MWC und das Three-State-MWC-Modell (n=6). Mit beiden Mo-dellen war es möglih die Sauersto�bindungsdaten zu beshreiben und eine Regressiondurhzuführen. Die χ2-Werte (Tabelle 3.6) waren für das Nested-MWC-Modell in denmeisten Anwendungen niedriger. Um die Beshreibung der Sauersto�bindungsdaten mitden zwei Regressionsmodellen abshlieÿend beurteilen zu können, wurden die im Folgen-den aufgezeigten Gleihgewihtsbindungskonstanten für beide Modelle berehnet.
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A B

C D

EAbbildung 3.5: Sauersto�bindungsdaten der Analysegruppe 1�5. Die Daten wurden alle einer niht-linearen Regression mit dem Nested-MWC (shwarz) bzw. Three-State-MWC-Modell (grau) unterzogen.A: Analysegruppe 1; B: Analysegruppe 2; C: Analysegruppe 3 Der Übersihtlihkeit halber ist hier nurein Auszug der Analysegruppe dargestellt. D: Analysegruppe 4; E: Analysegruppe 5



3.2. SAUERSTOFFBINDUNGSSTUDIEN 33Der Ein�uss des Liganden auf die Sauersto�bindung des Hämoyanins kann nun überdie Gleihgewihtskonstanten verdeutliht werden (siehe Kapitel 2.7.1), wobei für jedenZustand (± E�ektor bei einer bestimmten Temperatur) Gleihgewihtskonstanten be-stimmt wurden.In Abbildung 3.6A sind die logarithmierten Gleihgewihtskonstanten nah dem Nest-ed-MWC-Modell der Sauersto�bindung in Anwesenheit von Urat oder Ko�ein dargestellt.Die berehneten Werte der Gleihgewihtskonstanten sind im Anhang in den Tabellen 6.2und 6.3 zu �nden. Die dargestellten Gleihgewihtskonstanten der E�ektoren Urat undKo�ein zeigten nur in wenigen Fällen eine signi�kante Änderung in Abhängigkeit von derTemperatur. Die Gleihgewihtskonstanten wiesen eine groÿe Streuung auf, so dass fürden E�ektor Ko�ein nur bei lKo�einT (10◦ C) mit 2, 0 × 1012 ± 5, 77 × 1011 zu lKo�einT (30◦ C)mit 1, 00× 109 ± 3, 00× 108 ein signi�kante Änderung nahgewiesen werden konnte. Auhdie Gleihgewihtskonstanten der Sauersto�bindung in Anwesenheit von Urat lUratT und
lUratR nahmen zwishen 10 und 30 signi�kant ab. Dabei wurden sowohl lUratT als auh ΛUratin den meisten Fällen höher bestimmt, als lKo�einT und ΛKo�ein. lUratR (20◦C) wih im Ver-gleih zu den anderen le�R (20◦C) nah oben hin ab. Für die Gleihgewihtskonstante Λe�konnte keine signi�kante Änderung nahgewiesen werden. Sie konnte während der Regres-sion nur mit einer groÿen Ungenauigkeit bestimmt werden. Die Gleihgewihtskonstantender vershiedenen Liganden aus Analysegruppe 3 zeigten ebenfalls keine signi�kantenUntershiede zueinander (Abbildung 3.6B). Die mit dem Three-State-MWC-Modell be-rehneten Gleihgewihtskonstanten (Abbildung 3.6 C und D) lieÿen keinerlei Tendenzin Abhängigkeit von der Temperatur erkennen. Es konnte kein signi�kanter Untershiedfür die Gleihgewihtskonstanten lKo�einS , lKo�einT , lUratS und lUratT festgestellt werden. Ebensokonnte keine signi�kante Änderung der Gleihgewihtskonstanten der vershiedenen Ef-fektoren zueinander gezeigt werden. Die in Abbildung 3.6 C und D dargestellten Gleihge-wihtskonstanten zeigten zudem deutlih höhere Standardabweihungen als die über dasNested-MWC-Modell berehneten Gleihgewihtskonstanten.Die hohen Standardabweihungen der Gleihgewihtskonstanten des Three-State-MWC-Modells und die gröÿtenteils höheren χ2-Werte der Regressionen wurden als Hinweis füreine unzureihende Beshreibung der Sauersto�bindungsdaten durh das Three-State-Tabelle 3.6: χ2 der Regression der Sauersto�bindungskurven der Analysegruppen 1�5 für das Nested-MWC-Modell und das Three-State-Modell (n=6 und n=12)

χ2 des ModellsAnalysegruppe Nested-MWC Three-State n=6 Three-State n=121 7,90E-04 1,19E-03 2,25E-032 9,98E-04 1,22E-03 1,83E-033 9,33E-04 1,46E-03 3,48E-034 4,22E-04 8,58E-04 1,24E-035 2,14E-03 9,18E-04 1,46E-03
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A B

C DAbbildung 3.6: Logarithmishe Auftragung der Gleihgewihtskonstanten des Nested- und des Three-State-MWC-Modells A:Logarithmus der Gleihgewihtskonstanten lKo�einR �, lKo�einT •, ΛKo�ein
H, lUratR �,

lUratT ◦ und ΛUrat
▽ in Abhängigkeit von der Temperatur in ◦C. B:Logarithmus der Gleihgewihts-konstanten le�R , le�T und Λe�. Die Beshriftung der x-Ahse ist ein Synonym für den jeweiligen E�ektor:Ko�ein 1, Urat 2, Paraxanthin 3, Theobromin 4, Theophyllin 5, 1-Methylxanthin 6, 3-Methylxanthin 7,7-Methylxanthin 8, Isoko�ein 9, 1,3,7-Trimethylharnsäure 10. C:Logarithmus der Gleihgewihtskonstan-ten lKo�einS • , lKo�einT H, lUratS ◦ und lUratT ▽ in Abhängigkeit von der Temperatur in ◦ C. D: Logarithmusder Gleihgewihtskonstanten le�S und le�T . Die Beshriftung der x-Ahse ist ein Synonym für den jeweiligenE�ektor (siehe B). Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih um eine durh die Regressionsroutineberehnete Unsiherheit der Parameter.MWC-Modell interpretiert. Die Annahme wird dadurh unterstützt, dass es nur möglihwar die Regression mit oben genannter Qualität durhzuführen, wenn KR während derRegression konstant gesetzt wurde. Hierdurh wurde ein weiterer Unsiherheitsfaktor indas Regressionssystem eingebraht. Die folgenden Betrahtung beziehen sih daher nurnoh auf das Nested-MWC-Modell, das die Sauersto�bindungsdaten mit der besten statis-tishen Übereinstimmung beshrieb. Die in Tabelle 3.1 und 3.2 dargestellten signi�kantenVershiebungen der Halbsättigungswerte, konnten durh die berehneten Gleihgewihts-konstanten nur in wenigen Fällen unterstützt werden. Es konnte zwar ein signi�kanterUntershied der Gleihgewihtskonstanten in Abhängigkeit von der Temperatur zwishen10 und 30◦C gezeigt werden, jedoh wiesen die Halbsättigungswerte einen signi�kantenUntershied zwishen einer Temperatur zur nähst höheren auf. Zudem zeigten Urat und
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A B

C D

EAbbildung 3.7: Sauersto�bindungsdaten der vershiedenen Analysegruppen. Um eine bessere Au�ösungder Beein�ussung der Sauersto�bindung der untershiedlihen E�ektoren zu erlangen, wurde die Sätti-gung niht bis 100% aufgetragen. Alle Sauersto�bindungsdaten wurden einer niht-linearen Regressions-analyse mit dem Nested-MWC-Modell unterzogen. A: Analysegruppe 1; B: Analysegruppe 2; C: Analy-segruppe 3. Um die Übersihtlihkeit zu erhalten ist hier nur ein Auszug der Analysegruppe dargestellt.D: Analysegruppe 4; E: Analysegruppe 5.



36 3. ERGEBNISSEKo�ein einen signi�kanten Untershied ihre P50-Werte für 20, 25 und 30◦C auf. Es konntefür keine der berehneten Gleihgewihtskonstanten der anderen verwendeten Xanthin-derivate ein signi�kanter Untershied berehnet werden, obwohl ein solher durh dieCharakterisierungsgrössen der Sauersto�bindung P50 und nH erwartet wurde. Die Be-stimmung der Gleihgewihtskonstanten unterlag damit sehr groÿen Shwankungen. Ab-bildung 3.7 zeigt die Vershiebungen der Sauersto�bindungskurven entlang der x-Ahseund der damit einhergehenden Änderung des Halbsättigungswerts. Die Kurven wurdeneiner niht-linearen Regression mit dem Nested-MWC-Modell unterzogen (siehe Abbil-dung 3.6). Bei jeder Temperatur führte die Bindung eines E�ektors an das Hämoyaninzu einer Erhöhung der Sauersto�a�nität. Au�ällig war, dass Urat und Ko�ein bei 10◦Cden gleihen Ein�uss auf die Sauersto�bindung hatten. Bei 15◦C erhöhte Ko�ein die Af-�nität zu Sauersto� mit einem PKo�ein
50 = 5,48 ± 0,38 Torr stärker als Urat mit P Urat

50 =6,14 ± 0,38 Torr, ab 20◦C konnte sogar ein signi�kanter Untershied des Ein�usses derbeiden E�ektoren Urat und Ko�ein auf die Sauersto�bindung festgestellt werden. DerEin�uss der E�ektoren auf die Sauersto�bindung, konnte somit als temperaturabhängigbezeihnet werden. Die Ein�ussfaktoren F e�
R , F e�

T und F e� wurden daher für jede Tempera-tur und jeden Liganden berehnet. Abbildung 3.7 C verdeutliht zudem den signi�kantenUntershied zwishen der A�nitätserhöhung durh Urat und Paraxanthin. Paraxanthinerhöhte die A�nität der Sauersto�bindung mit P Parax
50 = 5,78 ± 0,22 Torr signi�kant höherals Urat bei 20◦C mit P Urat

50 = 8,16 ± 0,17 Torr.In den Tabellen 3.7 und 3.8 sind die Ein�ussfaktoren F e�
T , F e� und F e�

R der E�ektorenUrat und Ko�ein dargestellt. Sie stellen den Ein�uss der E�ektorbindung auf die Gleih-gewihtskonstanten lT , lR und Λ dar. Die Ein�ussfaktoren lieÿen keine eindeutige Tendenzim Zusammenhang mit der Temperatur erkennen. Die Faktoren F e�
T und F e�

R waren stetskleiner eins. Konnte der Wert mit kleiner eins bestimmt werden, so verringerte sih dieGleihgewihtskonstante le�T , le�R und Λe� relativ zu lT , lR und Λ. Die Ein�ussfaktoren derrestlihen Liganden bei 20◦C sind in der Tabelle 6.5 des Anhangs zu �nden. Dabei wur-den Auh hier streuten die Werte teilweise sehr stark, so dass für F 3M(20◦C), F 3M(20◦C),
F 7M(20◦C)und F Isokof(20◦C) grösser eins bestimmt.Tabelle 3.7: Ein�ussfaktoren FUrat

T , FUrat und FUrat
R der Sauersto�bindung des Modulators Urat. Bei denangegebenen Fehlern handelt es sih um eine durh die Regressionsroutine berehnete Unsiherheit derParameter. T [◦C℄ F Urat

T F Urat F Urat
R10 0, 2135± 0, 038 0, 0011± 0, 0002 0, 0006± 0, 000115 0, 0787± 0, 01 0, 1181± 0, 02 0, 122± 0, 0320 0, 0564± 0, 005 0, , 4852± 0, 10 0, 1795± 0, 0325 0, 0761± 0, 01 9, 62± 1.04 0, 9694± 0, 1230 0, 1172± 0, 01 1, 7998± 0, 27 2, 5087± 1, 07



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 37Tabelle 3.8: Ein�ussfaktoren FKo�ein
T , FKo�ein und FKo�ein

R der Sauersto�bindung des Modulators Ko�ein.Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih um eine durh die Regressionsroutine berehnete Unsiher-heit der Parameter.T [◦C℄ FKo�ein
T FKo�ein FKo�ein

R10 0, 1872± 0, 032 0, 0303± 0, 025 0, 0020± 0, 000715 0, 0252± 0, 0006 0, 3796± 0, 07 0, 1111± 0, 0120 0, 0249± 0, 004 0, 1658± 0, 0516 0, 0991± 0, 0725 0, 0305± 0, 0089 0, 2528± 0, 03 0, 1953± 0, 0330 0, 1433± 0, 06 0, 0060± 0, 0056 0, 6003± 0, 053.3 Isotherme TitrationskalorimetrieDie isotherme Titrationskalorimetrie ermögliht es, die Wärmetönung der Bindung einesLiganden an ein Makromolekül aufzuzeihnen. Dabei können durh ein Experiment diefreie Enthalpie ∆G0, die Bindungskonstante k, Bindungsenthalpie ∆H0 und die Entropie
∆S0 bestimmt werden. Die gemessene Leistung (siehe Abbildung 2.1) wird anshlieÿendzur Wärmeenergie integriert und auf die Menge des eingesetzten Liganden bezogen. Esfolgt eine Analyse mit einem der in Kapitel 2.7.2 aufgeführten Bindungsmodellen.In dieser Arbeit wurde neben der Bindung des natürlihen Modulators Urat auhdie Bindung weiterer Xanthinderivate an das Hämoyanin des Europäishen Hummers(Homarus vulgaris) thermodynamish untersuht. Die Arbeiten von Menze (2000; 2001;2005) zeigten, dass auh im Bereih geringer -Werte (Wiseman et al., 1989) (siehe Kapi-tel 1) Bindungsisothermen für die Uratbindung an das Hämoyanin aufgenommen werdenkönnen. Turnbull und Daranas (2003) zeigten zudem, dass ∆G0 und k ohne Einshrän-kungen bei niedrigen -Werten bestimmt werden können. ∆H0 dagegen wird bei geringen-Werten stark von Ungenauigkeiten in der Rezeptorkonzentration beein�usst. Für einebekannte Anzahl an Bindungsstellen n wird diese bei der Auswertung konstant gesetzt,so dass auh ∆H0 bestimmt werden kann. Die Ligandenkonzentration wurde bei jedemE�ektor konstant bei 1 mM gehalten. Die Rezeptorkonzentration wurde auf 25 µM einge-stellt. Um möglihe Ungenauigkeiten in der Makromolekülkonzentration zu kompensieren,wurden die Experimente 3�6 mal wiederholt.3.3.1 Temperaturabhängige E�ektorbindung unter normoxishenBedingungen am Beispiel von Urat und Ko�einUm das thermodynamishe Bindungsverhalten der E�ektoren an das Hämoyanin in Ab-hängigkeit von der Temperatur zu verstehen, wurden ITC-Experimente bei vershiedenenTemperaturen mit dem natürlihen Modulator Urat und dem Liganden Ko�ein durh-geführt. Zusätzlih wurde die temperaturabhängige Bindung der Liganden Theobromin,Paraxanthin und Theophyllin bestimmt (siehe Kapitel 3.3.4). Eine Betrahtung der ther-modynamishen Parameter in Abhängigkeit von der Temperatur ermögliht die Bereh-
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Abbildung 3.8: Wärmefreisetzung während eines ITC-Experiments A: Wärmesignale [µJ s−1℄ bei derTitration von 1 mM Ko�ein in 25 µM Hämoyanin bei 10◦ C. Der Versuh wurde in HEPES-Pu�er (100mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 20 mM MgCl2, pH 8 bei 20◦ C eingestellt) durhgeführt.Es erfolgten 25 Injektionen von 10 µl Ligand. B: Wärmeenergie ∆q [kJ mol−1℄ des in A beshriebenenExperiments.nung der Wärmekapazität ∆C0
p (siehe Formel 1.2). Durh die Bindung der vershiedenenLiganden wurde eine Betrahtung der thermodynamishen Parameter im Bezug auf dieStruktur der vershiedenen Liganden ermögliht.Abbildung 3.8 zeigt exemplarish die Wärmesignale [µJ s−1℄ (3.8A) sowie deren in-tegrierte Wärmeenergie ∆q [kJ mol−1℄, für ein ITC-Experiment mit 1 mM Ko�ein. Eswurden je 10 µl des 1 mM Ko�eins in 25 µM Hämoyanin titriert. Da die gemessene Wär-meenergie des ersten Signals fehlerbehaftet ist (Mizoue und Tellinghuisen, 2004), wurdedas erste Signal nah der Integration verworfen und niht in die Auswertung mit einbezo-gen. In den weiteren Abbildungen der Bindungsisotherme sind daher nur 24 Datenpunktedargestellt. Die Wärmeenergie ∆q [kJ mol−1℄ wurde gegen das molare Verhältnis dertotalen Ko�ein- und Hämoyaninkonzentration aufgetragen. Die dargestellte Bindungs-isotherme zeigt eine annähernd sigmoide Form. Die gemessenen Bindungsisotherme derITC-Experimente wurden mit den in Kapitel 2.7.2 beshriebenen Bindungsmodellen aus-gewertet (siehe Abbildung 3.9). Die Wärmesignale der Ko�einbindung unter normoxish-en Bedingungen konnte mit dem Non-interating-site, dem Multisite-Interative und demTwo-Sets-of-Sites-Modell ausgewertet werden. In Abbildung 3.9 ist eine solhe repräsenta-tive Ko�ein-Bindungsisotherme zusammen mit einer Uratbindungskurve dargestellt. DieBindungsisotherme der Uratbindung zeigt eine hyperbole Form, was auf die geringere Af-�nität des Hämoyanins für den natürlih Modulator Urat zurükgeführt werden kann.Die Bestimmung der thermodynamishen Parameter erwies sih wie auh shon von Men-ze (2001) gezeigt als shwierig, da die Parameter untereinander korrelierten. Da durhdie Arbeiten von Zeis (1994) und Menze (2001) eine einfahe Stöhiometrie bekannt war,wurde die Anzahl der Bindungsplätze mit n = 2 angenommen. Eine Auswertung mitden beiden anderen Bindungsmodellen war für die Uratbindung niht möglih, da auhhier die Parameter untereinander korrelierten. Das Multisite-Interating-Modell und das
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Abbildung 3.9: Bindung von Ko�ein und Urat an das Hämoyanin des Europäishen Hummers (Homa-rus vulgaris) bei 10◦C. Die Bindungsisothermen wurden durh 25 Injektionen von je 10 µl einer 1 mMLigandenlösung in eine 25 µM Hämoyaninlösung erhalten.Two-Sets-of-Sites-Modell weisen eine erhöhte Anzahl an Parametern auf und lassen somiteine eingehendere Charakterisierung der Bindung zu. Die erhöhte Anzahl der Parame-ter führt jedoh auh dazu, dass die Parameter vermehrt miteinander korrelieren. Ist dieA�nität der Bindung so gering wie in diesem exemplarishen Fall für Urat, so kann dieBindungsisotherme niht ohne weitere Kenntnisse mit diesen Bindungsmodellen ausge-wertet werden.Die Auswertung der Ko�einbindungsisotherme mit dem Multisite-Interating-Modellund dem Two-Sets-of-Sites-Modell basieren auf den Annahmen von Menze (2001) undMenze et al. (2005). Für die Bindung des Ko�eins an das Hämoyanin bei 10◦C konnteunter Verwendung des Non-Interating-Site-Modells für Ko�ein n = 2, 97±0, 07 bestimmtwerden. Wurde der Faktor auf n = 2 reduziert und konstant gesetzt, so führte dies zu ei-ner deutlih shlehteren Regression. Da jedoh eine Auswertung der Uratbindungskurvemit n = 3 ebenfalls die Qualität der Anpassung reduzierte, der χ2-Wert erhöht sih von
7, 969 × 104 auf 2, 687 × 105, und die hypoxishen Daten unter dieser Annahme nur mitsehr geringer Regressionsübereinstimmung ausgewertet werden konnten, musste ein kom-plexeres Bindungsverhalten in Betraht gezogen werden, da davon ausgegangen wurde,dass Urat und Ko�ein die gleihe Anzahl an Bindungsplätzen besitzen (Nies et al., 1992;Menze et al., 2005).Das Multisite-Interative-Modell berüksihtigt homeotrope Allosterie, da es das Ma-kromolekül als multivalenter Rezeptor mit mehreren Bindungsstellen beshreibt, derenA�nität von der Bindung der Liganden an die Bindungsstelle beein�usst wird. Bei derhier exemplarish aufgeführten Bindungsisotherme des Ko�eins bei 10◦C wurden die mi-kroskopishen Bindungskonstanten kKo�ein

1 = 20, 08 ± 3, 24 mM−1 und kKo�ein
2 = 95, 53 ±

11, 81 mM−1 berehnet. Die Bindungskonstanten wiesen auf positive Kooperativität hin.Verwendet man das Two-Sets-of-Sites-Modell, so fungiert das Makromolekül als multiva-



40 3. ERGEBNISSETabelle 3.9: χ2 der Regression der Bindungsisothermen der Ko�einbindung bei 10, 20 und 30◦C. DieAnzahl der Messungen betrug n = 3�5.Modell χ210◦C 20◦C 30◦CNon-Interating-Sites 4,41E+04 2,33E+05 1,14E+05Two-Sets-of-Sites N1 = 2, N2 = 2 4,01E+04 2,33E+05 1,16E+05Multisite-Interating n = 2 4,85E+04 2,33E+05 1,16E+05lenter Rezeptor, dessen Bindungsstellen sih durh zwar untershiedlihe aber invarianteBindungsa�nitäten für den Liganden auszeihnen. Auf den Daten von Menze et al. (2005)basierend, die für das Dodekamer vier E�ektorbindungsstellen angenommen hatten (zweiniht-allosterishe und zwei allosterishe Bindungsstellen), wurden die Bindungsisother-men mit N1 = N2 = 2 konstant gesetzt. Hierbei konnte eine Bindungskonstante mit einerhöheren A�nität kKo�ein
1 = 703, 00 ± 14, 18 mM−1 und mit einer niedrigeren A�nität

kKo�ein
1 = 47, 70 ± 5, 21 mM−1 berehnet werden. Die zu den berehneten Bindungskon-stanten berehneten Enthalpien und Entropien sind in Tabelle 3.13 aufgeführt.In der Tabelle 3.9 sind die χ2-Werte der mit den vershiedenen Bindungsmodellendurhgeführten Regressionen der Ko�einbindungsisothermen aufgeführt. Die Regressio-nen der Bindungsdaten bei 20 und 30◦C lieÿen keine Tendenz in der Regressionsqualitäterkennen. Bei 10◦C zeigte sih ein erniedrigter χ2-Wert für die Regression mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell (N1 = 2, N2 = 2). Menze et al. (2001; 2005) betrahteten die Bindungdes Urats an das Hämoyanin des Europäishen Hummers unter Ein�uss des pH-Wertesals auh des Pu�ersystems. Es wurde zunähst ein untershiedlihes Bindungsverhaltenfür Urat und Ko�ein angenommen (Menze, 2001). In einer spätere Analyse wurden zweiallosterishe und zwei niht-allosterishen Bindungsstellen als weitere Möglihkeit betrah-tet (Menze et al., 2005). Da aufgrund des χ2-Werts keine eindeutigen Shlüsse auf dasBindungsmodell für Ko�ein gezogen werden kann, werden in dieser Arbeit zunähst diedrei aufgeführten Modelle in die Auswertung mit einbezogen. Die Bindungsisothermendes Urats konnten nur mit dem Non-Interating-Sites-Modell ausgewertet werden. Füreine Auswertung mit einem komplexeren Modell mussten weitere Informationen aus derBindung des Ko�eins an das Hämoyanin des Europäishen Hummers gewonnen werden.Non-Interating-Site-ModellZunähst wurde die Bindung des Urats und des Ko�eins unter Verwendung des Non-Interating-Site-Modells augewertet, um die Bindungsenthalpie ∆H0 besser in Bezug zurTemperatur setzten zu können.Die Bindungskonstante k der Uratbindung nahm mit Erhöhung der Temperatur kon-tinuierlih ab. In Abbildung 3.10 A ist die lineare Abnahme der Bindungskonstantenverdeutliht. Der Korrelationskoe�zient der Linearisierung R2 betrug 0,948. So verrin-
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A BAbbildung 3.10: A: Bindungskonstante kUrat [mM−1℄ für die Bindung von Urat (•) und B: Bindungsenthal-pie ∆H0Urat [kJ mol−1℄ (•)und freie Energie ∆G0Urat [kJ mol−1℄ (△) in Abhängigkeit von der Temperatur.Die Daten wurden durh die Auswertung der Uratbindungsisotherme mit dem Non-Interating-Site-Modell gewonnen (n = 2). Die genannten Fehler sind die Standardabweihungen (X ± SD), *: Signi�kanterUntershied zum Referenzwert bei 10◦C bzw. 283,16 KTabelle 3.10: Thermodynamishe Parameter kUrat, ∆H0Urat, T∆S0Urat und ∆G0Urat der Bindung von Uratan das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen 10 und 35◦C. Die angegebene Temperatur [◦C℄ist ein Mittelwert der Versuhstemperatur, da es aus gerätetehnishen Gründen niht möglih war die ge-wünshte Temperatur (< 20◦C) während des Versuhs zu erlangen. Die Anzahl der Bindungsplätze wurdemit n = 2 konstant gesetzt. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardabweihung(X ± SD)
T kUrat ∆H0Urat T∆S0Urat ∆G0Urat[◦C℄ [mM−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄11,3 16, 10± 2, 246 −108, 75± 9, 14 −85, 61± 9, 06 −22, 77± 0, 3516,0 13, 03± 1, 882 −104, 20± 7, 41 −81, 60± 8, 80 −22, 67± 0, 3318,3 13, 90± 1, 308 −96, 79± 5, 95 −73, 72± 6, 06 −23, 03± 0, 2220,0 12, 78± 1, 669 −85, 96± 9, 41 −63, 12± 9, 61 −23, 02± 0, 3122,5 12, 08± 1, 078 −90, 80± 3, 86 −67, 66± 4, 03 −23, 09± 0, 2225,0 9, 02± 1, 659 −87, 47± 8, 93 −64, 54± 9, 83 −22, 54± 0, 4227,5 8, 41± 1, 385 −71, 53± 14, 17 −48, 93± 14, 49 −22, 55± 0, 4230,0 6, 76± 1, 942 −84, 04± 13, 02 −61, 85± 13, 70 −22, 14± 0, 7635,0 5, 73± 1, 256 −67, 11± 8, 68 −44, 93± 9, 25 −22, 11± 0, 55gerte sih kUrat von 16,10 ± 2,246 mM−1 bei 10◦C signi�kant auf 5,73 ± 1,256 mM−1bei 35◦C. Alle Bindungskonstanten bis auf kUrat(18◦C) zeigten eine signi�kante Abnahmeim Vergleih zum Referenzwert bei 10◦C. Die Bindungsenthalpie ∆H0Urat nahm in Abhän-gigkeit von der Temperatur zu. Abbildung 3.10B zeigt, dass die Werte zwar anstiegen,jedoh mit groÿen Fehlern behaftet waren. Es wurden vershiedene Regressionverfahrengetestet und es konnte mit keinem verfügbaren Verfahren ein besserer Korrelationskoef-�zient als R2 = 0,854 erreiht werden. Der χ2-Wert der vershiedenen Analysen war füreine lineare Regression am geringsten, so dass auh in diesem Fall ein linearer Zusam-menhang zwishen dem Parameter ∆H0 und der Temperatur besteht. Trotz der groÿen
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A BAbbildung 3.11: A: Bindungskonstante kKo�ein [mM−1℄ für die Bindung von Ko�ein (�) und B: Bin-dungsenthalpie ∆H0Ko�ein [kJ mol−1℄ (�) und freie Energie ∆G0Ko�ein [kJ mol−1℄ (△) in Abhängigkeitvon der Temperatur. Die Daten wurden durh die Auswertung der Ko�einbindungsisotherme mit demNon-Interating-Site-Modell gewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweihungen (X ± SD),*: Signi�kanter Untershied zum Referenzwert bei 10 ◦C bzw. 283,16 KStandardabweihung zeigten einige Enthalpien eine signi�kante Zunahme zu dem Refe-renzwert bei 10◦C. So nahm die Bindungsenthalpie ∆H0Urat(35◦C) mit -67,11 ± 8,68 kJmol−1 im Vergleih zu ∆H0Urat(10◦C) mit -108,75 ± 9,14 kJ mol−1 signi�kant zu. DieBindungsenthalpien bei 27,5 und 30◦C zeigten mit ∆H0Urat(27,5◦C) = -71,53 ± 14,17 kJmol−1 und ∆H0Urat(30◦C) = -84,04 ± 13,02 kJ mol−1 die gröÿten Shwankungen. Die da-zugehörigen Werte der Entropie zeigten ebenfalls hohe Standardabweihungen. T∆S0Uratnahm ebenfalls mit steigender Temperatur signifkant zu, jedoh waren auh hier Shwan-kungen in der gleihen Gröÿenordnung wie im Falle der Bindungsenthalpie des Urats zuverzeihnen. Die freie Enthalpie ∆G0 der Bindung von Urat blieb in Abhängigkeit vonder Temperatur weitgehend konstant (siehe Abbildung 3.10 B). Über die erste Ableitungder Linearisierung der Auftragung von ∆H0 in Abhängkeit von der Temperatur konntedie Wärmekapazität ∆Cp berehnet werden. Die Wärmekapazität für die Bindung vonUrat an das Hämoyanin von Homarus vulgaris betrug ∆CUrat
p = 1,724 kJ K−1 mol−1.Ko�ein band an das Hämoyanin des Europäishen Hummers ebenfalls bei steigenderTemperatur mit abnehmender A�nität (siehe Tabelle 3.11 und Abbildung 3.11). So ver-ringerte sih die Bindungskonstante für Ko�ein von kKo�ein(10◦C) = 89,56 ± 5,43 mM−1signi�kant über kKo�ein(20◦C) = 70,31 ± 8,08 mM−1 auf kKo�ein(40◦C) = 15,80 ± 1,43mM−1. Auh hier lies sih, wie im Falle des Urats, eine lineare Abnahme erkennen. DerKorrelationskoe�zient der Linearisierung betrug R2 = 0,962. Im Gegensatz dazu, zeigtedie Bindungsenthalpie ∆H0 ein genau entgegengesetztes Verhalten zu der Enthalpie derUratbindung. Die Bindungsenthalpien nahmen mit zunehmender Temperatur ab. Zwi-shen 10 und 20 ◦C blieb die Bindungsenthalpie mit ∆H0Ko�ein(10◦C) = -62,87 ± 1,15kJ mol−1 und ∆H0Ko�ein(20◦C) = -66,16 ± 3,81 kJ mol−1 weitgehend konstant. Erst ab

∆H0Ko�ein(22,5◦C) = -68,28 ± 2,22 kJ mol−1 zeihnete sih eine Tendenz zur Abnahme ab,



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 43Tabelle 3.11: Thermodynamishe Parameter kKo�ein, ∆H0Ko�ein, T∆S0Ko�ein und ∆G0Ko�ein der Bindung vonKo�ein an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen 10 und 40◦C. Die angegebene Tempe-ratur [◦C℄ ist ein Mittelwert der Versuhstemperatur, da es aus gerätetehnishen Gründen niht möglihwar die gewünshte Temperatur (< 20◦C) während des Versuhs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-lern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)
T kKo�ein ∆H0Ko�ein T∆S0Ko�ein ∆G0Ko�ein[◦C℄ [mM−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1] [kJ mol−1]11,3 89, 56± 5, 43 −62, 87± 1, 15 −35, 85± 1, 63 −26, 83± 0, 1415,5 82, 01± 4, 44 −63, 04± 1, 24 −36, 48± 1, 66 −27, 09± 0, 1318,4 86, 03± 5, 33 −62, 77± 0, 27 −36, 80± 1, 68 −27, 44± 0, 1520,0 70, 31± 8, 08 −66, 16± 3, 81 −38, 95± 3, 38 −27, 18± 0, 2522,5 67, 12± 3, 45 −68, 28± 2, 22 −40, 92± 2, 27 −27, 30± 0, 1225,0 54, 80± 3, 46 −67, 73± 4, 34 −40, 81± 5, 96 −27, 03± 0, 1627,5 42, 77± 4, 07 −74, 70± 3, 07 −47, 97± 2, 88 −26, 64± 0, 2330,0 43, 22± 2, 96 −75, 67± 0, 92 −48, 47± 0, 02 −26, 89± 0, 1835,0 24, 54± 6, 18 −102, 83± 9, 96 −76, 94± 12, 64 −25, 92± 0, 7340,0 15, 80± 1, 43 −115, 79± 12, 96 −90, 60± 8, 79 −25, 27± 0, 06bis sih die Bindungsenthalpie mit ∆H0Ko�ein(40◦C) = -115,79 ± 12,96 kJ mol−1 signi�kantverringerte.Die Enthalpien der Bindung von Ko�ein an Hämoyanin in Abhängigkeit von derTemperatur konnten rein mathematish über eine polynominale Interpolation beshrie-ben werden. Der Korrelationskoe�zient betrug R2 = 0,972. Aus der dort angewendetenFormel f = y0 + ax + bx2 konnte die erste Ableitung bestimmt und daraus die Wär-mekapazität berehnet werden. Abbildung 3.12 zeigt die Änderung der Wärmekapazitätin Abhängigkeit von der Temperatur. ∆Cp nahm von ∆CKo�ein

p (10◦C) = 1,10 kJ K−1mol−1℄ bis zu ∆CKo�ein
p (40◦C) = -4,5710 kJ K−1 mol−1 linear ab. Die freie Energie derBindung ∆G0 blieb im gemessenen Temperaturspektrum mit Werten wie ∆G0Ko�ein(10◦C)= -26,83 ± 0,14 kJ mol−1 und ∆G0Ko�ein(17,5◦C) = -27,44 ± 0,15 kJ mol−1 weitgehend kon-stant (siehe Abbildung 3.11). Die Entropie T∆S0 zeigte ein ähnlihes Verhalten wie dieBindungsenthalpie und nahm mit zunehmender Temperatur ab. Während für die Urat-bindung die Anzahl der Bindungsplätze mit n = 2 konstant gesetzt wurde (siehe oben),konnte die Ko�einbindung mit dem Non-Interating-Site-Modell mit einem variablen nzur Bestimmung der Anzahl der Bindungsplätze in einem Temperaturbereih zwishen10 und 35◦C ausgewertet werden. Die Anzahl der Bindungsplätze konnte für 10◦C mit n= 2,97 ± 0,07 bestimmt werden und nahm mit steigender Temperatur bis auf n = 2,15

± 0,12 bei 35◦C ab. Betrahtet man n∆H0, so ergibt sih in Zusammenhang mit derTemperatur die gleihe Abhängigkeit. Leider shien n jedoh mit einer starken Streuungbelastet zu sein, so dass jene Betrahtung keine weiteren Erkenntnisse lieferte. Für dieAuswertung der Bindungsdaten, die bei 40◦C gemessen wurden, wurde die Anzahl derBindungsplätze mit n = 2 konstant gesetzt. Die -Werte der Messungen lagen zwishen
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Abbildung 3.12: Simulation der Wärmekapazität ∆CKo�ein
p in Abhängigkeit von der Temperatur [K℄ zwi-shen 283,16 und 313,16 K für die Bindung des Ko�eins. Die polynominale Interpolation der Bindungs-enthalpien ∆H0 in Abhängigkeit von der Temperatur ist in dem Einshub oben rehts dargestellt.a. 66 (10◦C) und 8 (40◦C).Multisite-Interating-ModellDie Bindung des Ko�eins kann, wie oben beshrieben, auh über komplexere Bindungs-modelle harakterisiert werden. Das Multisite-Interating-Modell bezieht homeotrope Ko-operativität in die Analyse mit ein. Die Bindungsisothermen, die bei Temperaturen über30◦C gemessen wurden, konnten mit dem Multisite-Interating-Modell niht ausgewertetwerden, da die Bindungsstärke zu gering war und die Parameter korrelierten. Auh beider Anwendung dieses Modells verringerte sih die A�ntät der Bindung mit zunehmen-der Temperatur. Ko�ein zeigte, unter der Berüksihtigung von homeotroper Allosteriebei 10◦C mit den Bindungskonstanten kKo�ein

1 = 20,08 ± 3,24 mM−1 und kKo�ein
2 = 95,53 ±11,81 mM−1 eine deutlihe Kooperativität auf. Die Bindungkonstanten blieben zwishen10 und 17,5◦C weitgehend konstant und zeigten erst ab 20◦C eine signi�kante Änderungmit kKo�ein

2 (20◦C) = 72,18 ± 9,21 mM−1. Mit zunehmender Temperatur verringerte sih
k2 signi�kant auf einen Wert von bis zu kKo�ein

2 (30◦C) = 42,61 ± 6,02 mM−1. Die Koope-rativität nahm somit mit zunehmender Temperatur ab (siehe Abbildung 3.13).Die Bindungsenthalpie lies sih ebenfalls mit dem Multisite-Interating-Modell fürjeden Bindungsshritt bestimmen. Dabei �el auf, dass ∆H0
1 und ∆H0

2 stark shwank-ten und keine eindeutige Tendenz erkennen lieÿen. Gleihes konnte für T∆S0 festgestelltwerden. Die Wärmekapazität wurde basierend auf der Datenanalyse mit dem Multisite-Interating-Modell niht berehnet, da die groÿen Standardabweihungen der Bindungs-enthalpien darauf hindeuteten, dass die Bindungsenthalpien durh die Regression nihteindeutig bestimmt werden konnten. Die freie Energie ∆G0
1 und ∆G0

2 hingegen, die über



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 45Tabelle 3.12: Thermodynamishe Parameter kKo�ein
1

, kKo�ein
2

, ∆H0

1
Ko�einund ∆H0

2
Ko�ein der Bindung vonKo�ein an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen 10 und 30 ◦C. Die angegebene Tempe-ratur [◦C℄ ist ein Mittelwert der Versuhstemperatur, da es aus gerätetehnishen Gründen niht möglihwar die gewünshte Temperatur (< 20◦C) während des Versuhs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-lern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)T kKo�ein

1 kKo�ein
2 H0

1Ko�ein H0
2Ko�ein[◦C℄ [mM−1℄ [mM−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄11,3 20, 08± 3, 24 95, 53± 11, 81 −90, 75± 4, 93 −96, 16± 11, 5015,5 17, 20± 6, 26 95, 97± 5, 40 −109, 08± 29, 40 −69, 53± 23, 4718,4 15, 08± 4, 31 105, 47± 9, 99 −106, 93± 14, 39 −76, 91± 7, 4820,0 29, 07± 10, 77 72, 18± 9, 21 −88, 55± 12, 19 −91, 52± 13, 3322,5 35, 41± 7, 64 68, 52± 7, 33 −84, 04± 7, 67 −87, 09± 15, 0724,9 23, 96± 10, 60 57, 26± 4, 71 −100, 69± 25, 98 −81, 63± 15, 4427,5 51, 04± 16, 07 50, 70± 17, 34 −72, 32± 9, 96 −100, 48± 17, 2930,0 24, 30± 6, 99 42, 61± 6, 02 −106, 92± 17, 73 −80, 77± 11, 45

Abbildung 3.13: Bindungskonstanten kKo�ein
1

(◦) und kKo�ein
2

(•) [mM−1℄ für die Bindung von Ko�ein inAbhängigkeit von der Temperatur. Die Daten wurden durh die Auswertung der Ko�einbindungsisother-me mit demMultisite-Interating-Modell gewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweihungen(X ± SD), *: Signi�kanter Untershied zum Referenzwert bei 10 ◦C bzw. 283,16 Kdie jeweiligen Bindungskonstanten berehnet wurden, blieben in Abhängigkeit der Tem-peratur weitgehend konstant. Sie reihen von ∆G0
1Ko�ein(17,5◦C) = -23,25 ± 0,67 kJ mol−1bis zu ∆G0

1Ko�ein(27,5◦C) = -27,24 ± 0,72 kJ mol−1. Die freien Energien für den zwei-ten Bindungsshritt lagen in der Tendenz mit ∆G0
2Ko�ein(17,5◦C) = -28,02 0,22 kJ mol−1geringfügig höher.Two-Sets-of-Sites-ModellDas Two-Sets-of-Sites-Modell gibt die Möglihkeit, die Daten unter der Berüksihtigungvon zwei vershiedenen Bindungsplatztypen auszuwerten. Die zwei Bindungsplatztypenkönnen mit einer untershiedlihen Anzahl an Bindungsstellen pro Typ angenommen wer-



46 3. ERGEBNISSETabelle 3.13: Thermodynamishe Parameter kKo�ein
1

, kKo�ein
2

, ∆H0

1
Ko�ein und ∆H0

2
Ko�ein der Bindung vonKo�ein an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen 10 und 30◦C. Die angegebene Tempe-ratur [◦C℄ ist ein Mittelwert der Versuhstemperatur, da es aus gerätetehnishen Gründen niht möglihwar die gewünshte Temperatur (< 20◦C) während des Versuhs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-lern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)T kKo�ein

1 kKo�ein
2 ∆H0

1Ko�ein ∆H0
2Ko�ein[◦C℄ [mM−1℄ [mM−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄11,3 703, 00± 14, 18 47, 70± 5, 21 −55, 31± 0, 12 −37, 43± 3, 8715,5 468, 67± 140, 15 45, 37± 1, 04 −57, 28± 2, 83 −32, 28± 2, 3618,4 567, 00± 94, 32 48, 73± 3, 15 −56, 16± 0, 39 −36, 13± 4, 3420,0 310, 80± 21, 04 32, 64± 3, 75 −59, 15± 1, 99 −30, 09± 8, 9922,5 242, 20± 62, 77 27, 16± 3, 24 −63, 36± 2, 68 −21, 51± 5, 5724,9 177, 25± 22, 32 26, 55± 3, 55 −62, 99± 5, 46 −28, 84± 4, 6127,5 114, 87± 33, 60 11, 20± 0, 35 −64, 13± 8, 78 −25, 79± 12, 4630,0 88, 68± 8, 33 17, 90± 4, 46 −75, 35± 3, 64 −18, 13± 2, 38den. Für die Auswertung der Ko�einbindungsisothermen wurden für jeden Typ die Anzahlder Bindungsplätze mit N1 = N2 = 2 konstant gesetzt.Nah einer Auswertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell ergab sih, dass beide unab-hängigen Bindungskonstanten mit steigender Temperatur abnahmen (siehe Tabelle 3.13und Abbildung 3.14). k1 �el von kKo�ein

1 (10◦C) = 703,00 ± 14,18 mM−1 signi�kant auf
kKo�ein

1 (35◦C) = 66,10 ± 17,22 mM−1. Die Abnahme konnte erneut mit einem quadra-tishen Polynom beshrieben werden. Die A�nität der zweiten Bindungsstelle war mit
kKo�ein

2 (17,5◦C) = 48,73 ± 3,15 mM−1 als höhsten Wert, deutlih geringer, als die Af-�nität des Ko�eins zur ersten Bindungsstelle. Die Bindungskonstanten kKo�ein
2 (10◦C) bis

kKo�ein
2 (17,5◦C) blieben weitgehend konstant, bis sih ab kKo�ein

2 (20◦C) = 32,64± 3,75 mM−1die A�nität signi�kant verringerte. Die Abnahme setzte sih ab 20◦C nahezu linear fort.
kKo�ein

2 (27,5◦C) wih mit 11,20 ± 0,35 mM−1 deutlih von der linear abnehmenden Tendenzab. Die Bindungsenthalpie des ersten Bindungsplatzes nahm mit steigender Temperaturab. ∆H0
1Ko�ein �el von -55,31 ± 0,12 kJ mol−1 bei 10◦C auf -75,35 ± 3,64 kJ mol−1 bei30◦C. Obwohl die Werte sehr stark streuten, konnte für ∆H0

1Ko�ein(30◦C) ein signi�kanterUntershied zum Referenzwert bei 10◦C nahgewiesen werden. Über eine polynominaleInterpolation konnte die Tendenz der Abnahme der Bindungsenthalpie ∆H0
1Ko�ein mit zu-nehmender Temperatur beshrieben werden. Die Bindungsenthalpie ∆H0

2Ko�ein der zweitenBindungsstelle nahm mit steigender Temperatur geringfügig zu. Da die Werte jedoh einehohe Streuung aufwiesen, konnte nur für ∆H0
2Ko�ein(22,5◦C) = -21,51 ± 5,57 kJ mol−1 einesigni�kante Zunahme zum Referenzwert ∆H0
2Ko�ein(10◦C) = -37,43 ± 3,87 kJ mol−1 ge-messen werden. Die Wärmekapazität der ersten Bindungsstelle konnte mit ∆CKo�ein

p (10◦C)= 0,48 bis zu ∆CKo�ein
p (30◦C) = -2,10 bestimmt werden. Sie nahm mit steigender Tempe-ratur linear ab. ∆Cp konnte für die zweite Bindungsstelle mit 0,87 berehnet werden undwar somit unabhängig von der Temperatur. Die Tendenzen der Bindungsenthalpien zeih-
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A B

C
*

DAbbildung 3.14: A: Bindungskonstante kKo�ein
1

(◦) und kKo�ein
2

(•) [mM−1℄ und B: Bindungskonstante
kKo�ein
2

(•) [mM−1℄ sowie C: die Bindungsenthalpie ∆H0

1
Ko�ein [kJ mol−1℄ (�) und D: die Bindungsent-halpie ∆H0

2
Ko�ein [kJ mol−1℄ (�) für die Bindung von Ko�ein in Abhängigkeit von der Temperatur. DieDaten wurden durh die Auswertung der Ko�einbindungsisotherme mit dem Two-Sets-of-Sites-Modellgewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweihungen (X ± SD), *: Signi�kanter Untershiedzum Referenzwert bei 10◦C bzw. 283,16 K � : Interpolation der Messwerte.neten sih auh in den Entropien der einzelnen Bindungsplätze ab. Die Entropie nahmmit zunehmender Temperatur von T∆S0

1Ko�ein(10◦C) = -23,63 ± 0,16 kJ mol−1 bis zu
T∆S0

1Ko�ein(30◦C) = -46,58 ± 3,44 kJ mol−1 ab. Die Entropie der zweiten Bindungsstellenahm mit T∆S0
2Ko�ein(10◦C) = -12,09 ± 4,09 kJ mol−1 bis zu T∆S0

2Ko�ein(30◦C) = 6,69 ±2,27 kJ mol−1 tendenziell zu, die Werte streuten jedoh stark. Die freie Energie der Bin-dung ∆G0 blieb in Abhängigkeit von der Temperatur konstant. Die erste Bindungsstellewies freie Energien in einem Spektrum von ∆G0
1Ko�ein(30◦C) = -28,76 ± 0,24 kJ mol−1 biszu ∆G0

1Ko�ein(10◦C) = -31,68 ± 0,05 auf. Die freien Energien der zweiten Bindungsstellewaren mit ∆G0
2Ko�ein (17,5◦C)= -23,29 ± 0,08 geringfügig niedriger.Wie in Kapitel 3.3.1 bereits angesprohen wurde, wihen die einzelnen Bindungs-modelle statistish nur geringfügig von einander ab (siehe Tabelle 3.9). Eine genaue-re Betrahtung der thermodynamishen Parameter, die aus der Regression mit den inKapitel 2.7.2 aufgeführten Modellen hervorgegangen sind, zeigte, dass die Streuung derWerte für die komplexen Modelle gröÿer war als für das einfahe Non-Interating-Site-



48 3. ERGEBNISSEModell. Verglih man die thermodynamishen Parameter des Multisite-Interating unddes Two-Sets-of-Sites-Modells miteinander, so �el auf, dass die Bindungsenthalpien desMultsite-Interating-Modells eine groÿe Streuung und Variabilität aufwiesen. Es konntekein einheitlihes Verhalten der Bindungsenthalpien für dieses Modell in Zusammenhangmit den Bindungskonstanten nahgewiesen werde. Die Bindungsenthalpien, die mit demTwo-Sets-of-Sites-Modell für die einzelnen Bindungsshritte berehnet wurden, zeigten je-doh in allen Fällen eine Tendenz, die es ermöglihte die Wärmekapazität der Bindungdes Ko�eins an die zwei Bindungsstellen zu bestimmen. Basierend auf den Annahmenvon Menze et al. (2005), konnte ein Zusammenhang mit Messungen unter hypoxishenBedingungen hergestellt werden.3.3.2 Temperaturabhängige E�ektorbindung unter hypoxishenBedingungen am Beispiel von Urat und Ko�einUm den Ein�uss des Sauersto�s auf die Bindung des natürlihen Modulators Urat alsauh auf den Liganden Ko�ein zu untersuhen, wurden Experimente unter hypoxishenBedingungen (siehe Kapitel 2.6) durhgeführt. Da Urat die Sauersto�a�nität des Hä-moyanins erhöht, ist dessen Bindungverhalten besonders unter Sauersto�ausshluss vonInteresse.Abbildung 3.15 stellt die Bindungsisotherme der hypoxishen Urat- und Ko�einbin-dung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) dar. Die frei-gesetzte Wärmeenergie hat im Vergleih zur Bindung unter normoxishen Bedingungendeutlih abgenommen. Die Bindungen konnten lediglih durh eine hyperbole Bindungs-kurve harakterisiert werden, bei 30◦C konnte für Urat keine auswertbare Bindungsiso-therme erhalten werden. Die Bindungskurven konnten weiterhin mit dem Non-Interating-Site-Modell ausgewertet werden (n = 2), wobei die Regressionskurve für die Bindung vonUrat eine geringere Übereinstimmung aufzeigte. Eine Auswertung der Ko�einbindungs-
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Abbildung 3.15: A: Bindungsisotherme der Bindung von Urat und Ko�ein bei 10◦C und B: Bindungsi-sotherme der Bindung von Urat und Ko�ein bei 30◦C an das Hämoyanin des Europäishen Hummers(Homarus vulgaris) unter hypoxishen Bedingungen.



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 49Tabelle 3.14: Thermodynamishe Parameter ke� [mM−1℄, ∆H0e� [kJ mol−1℄, T∆S0e� [kJ mol−1℄ und ∆G0e�[kJ mol−1℄ der Bindung von Ko�ein bzw. Urat an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen10 und 30◦C. Die angegebene Temperatur [◦C℄ ist ein Mittelwert der Versuhstemperatur, da es ausgerätetehnishen Gründen niht möglih war die gewünshte Temperatur (< 20◦C) während des Versuhszu erlangen. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)T ke� ∆H0e� T∆S0e� ∆G0e�[◦C℄ [mM−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄ [kJ mol−1℄Ko�ein11,32 23, 40± 2, 23 −96, 54± 9, 85 −74, 27± 0, 76 −25, 32± 0, 2915,70 21, 60± 2, 02 −86, 27± 1, 17 −62, 04± 1, 17 −25, 14± 0, 2425,00 16, 27± 2, 63 −76, 96± 20, 95 −52, 93± 21, 25 −24, 41± 0, 3930,00 17, 15± 7, 60 −70, 34± 8, 50 −45, 74± 9, 78 −24, 56± 1, 41Urat11,1 4, 95± 1, 07 −91, 01± 7, 78 −70, 64± 8, 05 −21, 39± 0, 5315,99 4, 30± 0, 79 −77, 65± 21, 99 −57, 30± 22, 25 −21, 05± 0, 4725 12, 23± 3, 44 −17, 35± 2, 53 1439, 25± 761, 11 −23, 65± 0, 67isotherme mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell war hier niht möglih, da die Werte starkmiteinander korrelierten.In Tabelle 3.14 sind die thermodynamishen Parameter der Ko�ein- und Uratbindungunter hypoxishen Bedingungen dargestellt. Die A�nität der beiden Liganden ist mit
kUrat(10◦C) = 4,95 ± 1,07 mM−1 und kKo�ein(10◦C) = 23,40 ± 2,23 mM−1 deutlih gerin-ger als unter normoxishen Bedingungen. Bei 30◦C konnte keine Bindung von Urat an dasHämoyanin von Homarus vulgaris gemessen werden. Die Bindungsisotherme bei 25◦Ckonnte ebenfalls kaum noh ausgewertet werden. Während die Bindungsa�nität des Uratsbei 10 und 15◦C gering war und über die Temperaturänderung konstant blieb, wurde für25◦C eine unerwartet hohe Bindungskonstante berehnet. Die A�nität der Ko�einbin-dung nahm bis 25◦C linear ab und blieb dann mit kKo�ein(30◦C) = 17,15 ± 7,60 mM−1konstant. Die Bindungsenthalpie der Ko�einbindung nahm mit steigender Temperaturlinear zu, während die freie Energie ∆G0Ko�ein über das gemessene Temperaturspektrumkonstant blieb. Mit Hilfe einer linearen Interpolation wurde ∆CKo�ein

p = 1,32 [kJ mol−1k−1℄bestimmt. Für Urat war die Änderung der Wärmekapazität zwishen 10 und 15◦C ∆CUrat
p= Null. Zwishen 15 und 25◦C betrug die Änderung der Wärmekapazität der Uratbindung

∆CUrat
p = 6,69 [kJ mol−1k−1℄.3.3.3 Modulatorbindungsmodell unter normoxishen und hypo-xishen Bedingungen am Beispiel von Urat und Ko�einDa ein komplexeres Bindungsmodell für die Bindung von Urat und Ko�ein an das Hämo-yanin des Europäishen Hummers nahe liegend war, wurde, um auh eine Auswertungder Daten unter hypoxishen Bedingungen zu ermöglihen, auf einen von Menze et al.(2005) vorgeshlagenen Bindungsmehanismus zurükgegri�en. Menze et al. (2005) nah-



50 3. ERGEBNISSEmen vier Bindungsstellen, zwei allosterishe und zwei niht-allosterishe, pro Dodekameran. Die Auswertungen der Bindungsdaten unter normoxishen Bedingungen zeigten, dasseine Interpolation der Daten unter Annahme von 2 Bindungsplatztypen mit je zwei Bin-dungsplätzen (Two-Sets-of-Sites-Modell) zu einer guten Approximation führte. Wenn essih bei einem der beiden Bindungsplatztypen um einen niht-allosterishen Bindungsplatzhandeln würde, so würde die Bindungsa�nität unabhängig von der allosterishen Konfor-mation des Moleküls sein. Demnah müsste die Bindungsa�nität des niht-allosterishenBindungsplatzes unter normoxishen wie hypoxishen Bedingungen gleih sein. Da die Af-�nität der Bindung der E�ektoren unter hypoxishen Bedingungen geringer war als unternormoxishen (siehe Tabelle 3.14), wurde k2 des Two-Sets-of-Sites-Modells (siehe Tabel-le 3.13) als niht-allosterishe Bindungskonstante angenommen und für die Regressionder hypoxishen Bindungsisotherme konstant gesetzt. Für die Ko�einbindungsisothermebei 10◦C konnte somit eine niht-allosterishe Bindungskonstante kKo�ein
nallo (10◦C) = 47,70

± 5,21 mM−1 bestimmt werden. Mit k1 des Two-Sets-of-Sites-Modells der normoxishenDaten ergab sih somit die Bindungkonstante einer unter diesen Bedingungen dominieren-den Konformation, wenn man das bei den Sauersto�bindungsdaten angewendete Nested-MWC-Modell mit einbezog. Die Auswertung der Ko�einbindungsisotherme, die unter hy-poxishen Bedingungen bestimmt wurden, ergab für eine neben der niht-allosterishenBindungsstelle hauptsählih unter hypoxishen Bedingungen existierende Konformationeine mit kKo�ein
hyp = 2,08 ± 0,96 mM−1 geringe Bindungskonstante. Unter Berüksihtigungder in Kapitel 3.2.1 berehneten Ein�ussfaktoren lieÿen sih durh die Anwendung derFormeln 2.18 bis 2.20 die Bindungskonstanten der weiteren Konformationen berehnen(siehe Tabelle 3.15). Hierbei �el jedoh erneut auf, dass die Ein�ussfaktoren stark streu-ten und besonders bei der Bestimmung von F e� lokale Minima im Regressionsverlaufauftraten. Zudem mussten, um zu berüksihtigen, welhe der im Nested-MWC-Modellaufgeführten Konformationen die vorherrshende unter den jeweiligen Bedingungen war,mit Formel 2.21 bis 2.24 die Verteilung der Konformationen berehnet werden. Da diestark mit Fehlern behafteten Gleihgewihtskonstanten bei dieser Berehnung der Kon-formationverteilung einen groÿen Ein�uss ausüben und ftT , frT , frR und ftR sehrparameteremp�ndlih sind, konnten diese Werte nur teilweise als gesihert angenommenwerden. In Tabelle 3.15 wurden daher die Bindungskonstanten zunähst nur für eine mithohen Anteilen vorhandene Konformation angegeben.Leider konnte nur die Bindungsisotherme der Ko�einbindung bei 10◦C auf diese Artausgewertet werden, da bei allen höheren Temperaturen die Werte K und ∆H0 mitein-ander korrelierten. Für die Bindungsdaten der höheren Temperaturen wurde die entspre-hende Bindungskonstante K über die Ein�ussfaktoren bestimmt und anshlieÿend in derAuswertung der Ko�einbindungsisotherme konstant gesetzt, um die Bindungsenthalpie zubestimmen. Für die Uratbindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers wurdeangenommen, dass die Bindungsa�nität unter hypoxishen Bedingungen sehr gering war



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 51Tabelle 3.15: Bindungskonstanten ke�O2
[mM−1℄, ke�hyp [mM−1℄, ke�nalloO2

und ke�nallohyp, sowie die dazu-gehörigen Bindungsenthalpien ∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄, ∆H0

hype� [kJ mol−1℄, ∆H0

nalloO2
e� [kJ mol−1℄ und

∆H0

nallohype� [kJ mol−1℄ der Bindung von Ko�ein und Urat an das Hämoyanin des Europäishen Hum-mers zwishen 10 und 30◦C. ke�O2
ist die Bindungskonstante der unter normoxishen Bedingungen dominie-renden Konformation, ke�hyp gibt die Bindungsa�nität der unter hypoxishen Bedingungen dominierendenKonformation wieder. ke�nalloO2
und ke�nallohyp bezeihnen die Bindungsa�nitäten zu den sowohl unterhypoxishen wie normoxishen Bedingungen identishen niht-allosterishen Bindungsplätzen. Bei denangegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)Temperatur [◦C℄Parameter 10 15 25 30Ko�ein

kKo�ein
O2[mM−1℄ 703, 00± 14, 18 468, 67± 140, 15 177, 25± 22, 32 88, 68± 8, 33

kKo�ein
hyp[mM−1℄ 2, 08± 0, 96 9,92 0,65 −

kKo�ein
nalloO2[mM−1℄ 47, 70± 5, 21 45, 37± 1, 04 26, 55± 3, 55 17, 9± 3, 55

kKo�ein
nallohyp[mM−1℄ 47, 70± 5, 21 45, 37± 1, 04 26, 55± 3, 55 17, 9± 3, 55

∆H0
O2

Ko�ein[kJ mol−1℄ −55, 31± 0, 12 −57, 28± 2, 83 −62, 99± 5, 46 −75, 35± 3, 64

∆H0
hypKo�ein[kJ mol−1℄ −69, 57± 4, 46 −11, 04± 4, 52 −101, 47± 28.22 −

∆H0
nalloO2

Ko�ein[kJ mol−1℄ −37, 43± 3, 87 −32, 28± 2, 36 −28, 84± 4, 61 −18, 13± 2, 38

∆H0
nallohypKo�ein[kJ mol−1℄ −74, 63± 18, 53 −68, 41± 4, 88 −58, 57± 5, 33 −Urat

kUrat
O2[mM−1℄ 35, 37± 13, 33 50, 37± 9, 82 − −

kUrat
hyp[mM−1℄ 0, 55± 0, 026 0, 07± 0, 02 − −

kUrat
nalloO2[mM−1℄ 4, 90± 1, 10 4, 30± 0, 80 − −

kUrat
nallohyp[mM−1℄ 4, 90± 1, 10 4, 30± 0, 80 − −

∆H0
O2

Urat[kJ mol−1℄ −65, 78± 4, 98 −52, 23± 5, 57 − −

∆H0
hypUrat[kJ mol−1℄ −14, 02± 6, 20 −9, 42± 2, 81 − −

∆H0
nalloO2

Urat[kJ mol−1℄ −56, 72± 18, 06 −66, 40± 12, 17 − −

∆H0
nallohypUrat[kJ mol−1℄ −91, 01± 7, 78 −77, 65± 21, 99 − −



52 3. ERGEBNISSEund der Hauptteil der gemessenen Wärmefreisetzung nur noh durh die Bindung an dieniht-allosterishen Bindungsstellen erfolgt. Daher wurde die mit dem Non-Interating-Site-Modell unter hypoxishen Bedingungen bestimmte Bindungskonstante für die Aus-wertung der normoxishen Uratbindungsisotherme konstant gesetzt. Die gleihe Vorge-hensweise wurde bei der Auswertung der hypoxishen Uratbindungsisotherme angewen-det. Man erhielt somit die Bindungskonstante für die jeweilig dominierende Konformation.Bei der Auswertung der Ko�einsauersto�bindungsdaten von 10◦C wurde berehnet,dass die Konformation tR bei einem Sauersto�partialdruk von 1 Torr zu a. 97% vor-liegt. Ko�ein konnte demnah fast ausshlieÿlih an diese Konformation binden. Es wurdeangenommen, dass die durh die Auswertung der Ko�einbindungsisotherme berehneteBindungskonstante kKo�ein
hyp (10◦C) = 2,08 ± 0,96 mM−1 die A�nität zu dieser Konformati-on darstellt. Während bei Messungen unter normoxishen Bedingungen bei 10 und 15◦Cdie Konformation rT mit a. 99% dominierte, lag bei 25 und 30◦C die Konformation rRmit a. 65% vor.Im Falle der niht-allosterishen Bindungskonstanten der Uratbindung konnte im Tem-peraturbereih zwishen 10 und 15◦C mit kUrat

nallo(10◦C) 4,90 ± 1,10 mM−1 und mit kUrat
nallo(15◦C) = 4,30 ± 0,80 mM−1 keine signi�kante Änderung in Abhängigkeit von der Tem-peratur bestimmt werden.Es wurde deutlih, dass unter hypoxishen Bedingungen der E�ektor mit einer höherenA�nität an die niht-allosterishe Bindungsstelle band, da die A�nität der allosterishenBindungsstelle, die unter hypoxishen Bedingungen bei der Konformation tT oder tRlagen, mit kKo�ein

hyp (10◦C) = 2,08 ± 0,96 mM−1 geringer war als kKo�ein
nallo (10◦C) = 47,70 ±5,21 mM−1. Der Untershied wurde mit steigender Temperatur geringer. So konnte für

kKo�ein
hyp (25◦C) nur noh eine A�nität von 0,65 mM−1 bestimmt werden, kKo�ein

nallo (25◦C) lagmit 26,55 ± 3,55 mM−1 höher. kKo�ein
hyp (30◦C) konnte niht bestimmt werden (siehe Kapitel4.2). Der Zusammenhang der Bindungsenthalpien für kKo�ein

O2
wurde bereits in Kapitel 3.3.1(Two-Sets-of-Sites-Modell: k2) beshrieben. Die Shwankungen der Bindungsenthalpiender hypoxishen Bindungsstellen gingen mit den Shwankungen der Bindungsa�nitätenunter hypoxishen Bedingungen einher. Die Bindungsenthalpien der niht-allosterishenBindungsstellen nahmen zwishen 10 und 25◦C nur geringfügig ab. Die Bindungsent-halpie ∆H0

nalloO2
Ko�ein (30◦C) war jedoh mit -18,13 ± 2,38 kJ mol−1 im Vergleih zumReferenzwert bei 10◦C signi�kant geringer. Unter hypoxishen Bedingungen blieben dieBindungsenthalpien der Ko�einbindung zwishen 10 und 25◦C weitgehend konstant. DieWärmekapazität der niht-allosterishen Bindung unter normoxishen Bedingungen wur-de bereits in Kapitel 3.3.1 berehnet. Unter hypoxishen Bedingungen konnte ∆CKo�ein

p =-6,92 kJ K−1mol−1 zwishen 25 und 30◦C bestimmt werden.Das in diesem Kapitel aufgeführte Modell wird in den nun folgenden Kapitel wei-terhin zur Auswertung herangezogen. Da niht für alle E�ektoren, die zur vollständigenAuswertung benötigten hypoxishen Messungen durhgeführt wurden, konnte dort nur



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 53Tabelle 3.16: Bindungskonstanten ke�O2
[mM−1℄ und ke�nalloO2

sowie die dazugehörigen Bindungsenthal-pien ∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄ und ∆H0

nalloO2
e� [kJ mol−1℄ der Bindung von Theophyllin, Paraxanthin undTheobromin an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zwishen 10 und 30 ◦C. ke�O2

ist die Bin-dungskonstante der unter normoxishen Bedingungen dominierenden Konformation. ke�nalloO2
bezeihnetdie Bindungsa�nitäten zu den normoxishen niht-allosterishen Bindungsplätzen. Bei den angegebenenFehlern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD).Temperatur [◦C℄10 15 25 30Theophyllin

kTheop
O2

[mM−1℄ 186, 5± 88, 4 115, 0± 17, 1 48, 3± 3, 03 40, 8± 9, 67
kTheop

nalloO2
[mM−1℄ 24, 0± 1, 77 17, 8± 2, 4 16, 5± 1, 02 14, 7± 5, 75

∆H0
O2

Theop[kJ mol−1℄ −56, 38± 6, 49 −58, 62± 1, 84 −72, 88± 9, 48 −84, 53± 19, 94

∆H0
nalloO2

Theop[kJ mol−1℄ −63, 97± 4, 33 −84, 38± 8, 64 −53, 34± 28, 91 −43, 56± 40, 29Paraxanthin
kParax

O2
[mM−1℄ 266, 3± 126, 5 163± 45, 0 90, 5± 22, 7 56, 6± 24, 8

kParax
nalloO2

[mM−1℄ 32, 5± 4, 68 25, 2± 2, 25 16, 3± 3, 45 13, 0± 7, 57
∆H0

O2
Parax[kJ mol−1℄ −53, 82± 1, 02 −56, 01± 0, 65 −59, 22± 2, 01 −70, 49± 16, 03

∆H0
nalloO2

Parax[kJ mol−1℄ −62, 40± 13, 10 −67, 27± 3, 73 −69, 84± 21, 08 −70, 41± 14, 13Theobromin
kTheob

O2
[mM−1℄ 436, 3± 159, 1 313, 0± 87, 4 144, 0± 28, 2 74, 0± 10, 7

kTheob
nalloO2

[mM−1℄ 40, 6± 1, 91 32, 3± 1, 88 21, 1± 3, 46 12, 5± 3, 75
∆H0

O2
Theob[kJ mol−1℄ −60, 26± 0, 81 −62, 72± 2, 92 −65, 93± 4, 62 −67, 87± 7, 40

∆H0
nalloO2

Theob[kJ mol−1℄ −61, 53± 9, 17 −46, 59± , 41 −46, 68± 2, 23 −55, 95± 3, 69Auswertung unter normoxishen Bedingungen berüksihtigt werden.3.3.4 Temperaturabhängige Bindung der DimethylxanthineDie verwendeten Dimethylxanthine zählen zu den Strukturanaloga des Ko�eins (sieheAbbildung 1.1). Sie konkurrieren mit dem Ko�ein und dem Urat um die Bindungsstel-len am Hämoyanin des Europäishen Hummers (Zeis, 1994), dabei sheint die intaktePurinstruktur eine Voraussetzung für die Bindung zu sein. Die normoxishen Bindungs-isotherme zeigten einen sigmoiden Kurvenverlauf, die unter hypoxishen Bedingungenaufgenommenen Bindungsisotherme waren hyperbol (siehe Abbildung 6.2). Sie konntenmit dem oben aufgeführten Modell ausgewertet werden.Die in Tabelle 3.16 dargestellten Daten wurden durh die Interpolation der Bindungs-isothermen der Theophyllin-, Paraxanthin- und Theobrominbindung an das Hämoyanindes Europäishen Hummers mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell berehnet. Davon ausge-



54 3. ERGEBNISSEhend, dass an dem Hämoyanin (Homarus vulgaris) je zwei allosterishe und zwei niht-allosterishe Bindungsplätze existieren, wurden ke�
O2

und ke�
nalloO2

bestimmt. Die Bindungs-konstante des allosterishen Bindungsplatzes unter hypoxishen Bedingungen ke�
hyp wurdenur für 20◦C bestimmt (siehe Tabelle 3.17). Die Liganden wiesen für die allosterishenBindungsplätze über das gemessene Temperaturspektrum durhgehend eine höhere Af-�nität auf. Der Ligand Theobromin band dabei mit kTheob

O2
(10◦C) = 436 ± 159,1 mM−1am stärksten an das Hämoyanin. Theophyllin konnte in der Klasse der Dimethylxanthi-ne mit der geringsten A�nität für das Hämoyanin harakterisiert werden (siehe auhAbbildung 3.16). Die allosterishe Bindungskonstante ke�

O2
zeihnete sih weiterhin durheine groÿe Streuung aus, so dass nur bei 25◦C signi�kante Untershiede zwishen denA�nitäten der einzelnen Liganden gezeigt werden konnten. Die A�nitäten der LigandenTheobromin und Theophyllin untershieden sih bei 15 und 20◦C ebenfalls signi�kant.Sie nahmen für beide Bindungsplatztypen mit steigender Temperatur teilweise signi�kantab (siehe Abbildung 3.16 A und C). Die Bindungsa�nität zu den niht-allosterishenBindungsstellen war jedoh geringer als für die allosterishen Bindungsstellen und wieseine geringere Streuung auf. Die Liganden banden an die allosterishen Bindungsstel-len unter hypoxishen Bedingungen bei 20◦C mit einer einheitlih geringen A�nität. DieBindungskonstante kTheop

hyp (10◦C) konnte nur ungefähr mit 2 mM−1 bestimmt werden. Diebeiden weiteren Dimethylxanthine Theobromin und Paraxanthin zeigten mit kTheob
hyp (10◦C)= 2,90 ± 1,19 mM−1 und kParax

hyp (10◦C) = 1,67 ± 0,15 mM−1 A�nitäten in der gleihenGröÿenordnung. Die Bindungsenthalpien der allosterishen Bindungsstellen unter normox-ishen Bedingungen ∆H0
O2

e� waren zwishen 10 und 20◦C niht signi�kant untershiedlihund zeigten auh in der Tendenz keine Temperaturabhängigkeit auf. Daher konnte dieWärmekapazität zwishen 10 und 20◦C für alle Dimethylxanthine mit ∆Ce�p(O2) = 0bestimmt werden. Ab 25◦C nahmen die Bindungsenthalpien ∆H0
O2

e� aller Liganden ab.Ferner wurde die Bestimmung der Bindungsenthalpien zunehmend ungenau. Da die Bin-dungsenthalpien ∆H0
O2

e� linear abnahmen, konnten Wärmekapazitäten zwishen 20 und30◦C mit ∆CTheop
p = -2,64 kJ K−1mol−1, ∆CParax

p = -1,51 kJ K−1mol−1 und ∆CTheob
p = -0,66kJ K−1mol−1 bestimmt werden. Die Bindungsenthalpien der allosterishen Bindungsplät-ze unter hypoxishen Bedingungen ∆H0

hype� streuten durhweg sehr stark, so dass hierkeine Wärmekapazität bestimmt werden konnte.Die freien Enthalpien ∆G0e� blieben in Abhängigkeit von der Temperatur weitge-hend konstant. Die freie Energie der niht-allosterishen Bindung lag dabei durhge-hend niedriger als die der allosterishen Bindungsstellen. Die Bindung des LigandenTheophyllin konnte mit freien Energien zwishen ∆G0
O2

Theop (10◦C) = -28,24 ± 0,87kJ mol−1 und ∆G0
O2

Theop (30◦C) = -26,70 ± 0,60 kJ mol−1 harakterisiert werden. Diefreien Energien der Paraxanthinbindung und Theobrominbindung lagen weitgehend in dergleihen Gröÿenordnung. ∆G0
O2

e� nahm somit mit steigender Temperatur in der Tendenzzu. Die freien Energien der niht-allosterishen Bindung konnten mit Werten zwishen



3.3. ISOTHERME TITRATIONSKALORIMETRIE 55Tabelle 3.17: Bindungskonstanten ke�O2
[mM−1℄, ke�hyp [mM−1℄, ke�nalloO2

und ke�nallohyp, sowie die dazu-gehörigen Bindungsenthalpien ∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄, ∆H0

hype� [kJ mol−1℄, ∆H0

nalloO2
e� [kJ mol−1℄ und

∆H0

nallohype� [kJ mol−1℄ der Bindung von Theophyllin, Paraxanthin und Theobromin an das Hämoyanindes Europäishen Hummers bei 20◦C. ke�O2
ist die Bindungskonstante der unter normoxishen Bedingungendominierenden Konformation, ke�hyp gibt die Bindungsa�nität der unter hypoxishen Bedingungen domi-nierenden Konformation wieder. ke�nalloO2
und ke�nallohyp bezeihnen die Bindungsa�nitäten zu den sowohlunter hypoxishen wie normoxishen Bedingungen identishen niht-allosterishen Bindungsplätzen. Beiden angegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD).Theophyllin Paraxanthin Theobromin

ke�
O2
[mM−1℄ 124, 9± 49, 3 155, 8± 35, 5 219, 3± 38, 5

ke�
hyp[mM−1℄ ≈2 1, 67± 0, 15 2, 9± 1, 19

ke�
nalloO2

[mM−1℄ 17, 5± 2, 19 24, 7± 5, 05 29, 2± 2, 81
ke�

nallohyp [mM−1℄ 17,5 24,7 29,2
∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄ −58, 13± 2, 61 −55, 39± 5, 45 −61, 31± 3, 91

∆H0
hype� [kJ mol−1℄ −86, 86± 12, 81 −120, 01± 24, 04 −96, 57± 67, 71

∆H0
nalloO2

e� [kJ mol−1℄ −77, 84± 10, 28 −47, 55± 13, 15 −50, 49± 12, 87
∆H0

nallohype� [kJ mol−1℄ −83, 87± 7, 49 −53, 92± 8, 36 −47, 09± 2, 71

∆G0
nalloTheob(30◦C) = -23,67 ± 0,84 kJ mol−1 und ∆G0

nalloTheob(10◦C) = -24,97 ± 0,11kJ mol−1 beshrieben werden. Die freien Energien ∆G0
nalloe� der anderen beiden Dime-thylxanthine konnten im gleihen Ausmaÿ bestimmt werden.3.3.5 Temperaturabhängige Bindung der Methylxanthine und wei-terer XanthinderivateDie Methylxanthine stellen ebenfalls Strukturderivate des Ko�eins, als auh des Urats,dar und lassen sih ebenfalls in die Gruppe der Xanthine einordnen (siehe Abbildung1.1). Des weiteren wurde die Bindung der Xanthinderivate Isoko�ein und 1,3,7-Trime-thylharnsäure an das Hämoyanin des Europäishen Hummers bestimmt und mit demin Kapitel 3.3.3 beshriebenen Modell ausgewertet. Die normoxishen Bindungsisothermedes 7-Methylxanthins zeigte einen sigmoiden Verlauf, die des 1-Methylxanthins jedoheinen hyperbolen (siehe Abbildung 6.2 und 6.1) und konnte daher niht mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell ausgewertet werden, da hierzu Daten unter hypoxishen Bedingungenfehlten. Die Bindung des 1-Methylxanthin an das Hämoyanin des Europäishen Hummersbei 20◦C konnte mit einer Bindungkonstanten k1M = 18,71 ± 9,94 mM−1 und ∆H01M =-115,05 ± 16,73 kJ mol−1 durh das Non-Interating-Site-Modell harakterisiert werden.Die freie Energie ∆G01M lag mit -23,76 4 ± 1,09 kJ mol−1 innerhalb der gleihe Gröÿenord-nung wie die freie Energie der übrigen Xanthinderivate. Die Entropie konnte mit T∆S01M= -91,19 ± 17,67 kJ mol−1 bestimmt werden.In Tabelle 3.18 sind die Ergebnisse der Auswertung der Bindungsiothermen der Li-ganden 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäure auf-geführt. Die A�ntät der Methylxanthine zu den niht-allosterishen Bindungsplätzen lag
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A B

C DAbbildung 3.16: A: Bindungskonstante ke�O2
[mM−1℄ und B: Bindungsenthalpie ∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄ der un-ter normoxishen Bedingungen dominierenden Konformation und C: Bindungskonstante ke�nalloO2

[mM−1℄und D: Bindungsenthalpie ∆H0

nalloO2
e� [kJ mol−1℄ der unter normoxishen und hypoxishen Bedingungenverfügbaren niht-allosterishen Bindungsplätzen. Bei den dargestellten Fehlern handelt es sih um dieStandardabweihung (X ± SD). Signi�kanter Untershied zum Referenzwert bei 283 K für Theophyllin(*), Paraxanthin (#) und Theobromin (�).Tabelle 3.18: Bindungskonstanten ke�O2

[mM−1℄ und ke�nalloO2
[mM−1℄ sowie die dazugehörigen Bin-dungsenthalpien ∆H0

O2
e� [kJ mol−1℄ und ∆H0

nalloO2
e� [kJ mol−1℄ der Bindung von 3-Methylxanthin,7-Methylxanthin, Isoko�ein und 1,3,7- Trimethylharnsäure (1,3,7-TMH) an das Hämoyanin des Euro-päishen Hummers zwishen 10 und 30 ◦C. ke�O2

ist die Bindungskonstante der unter normoxishen Bedin-gungen dominierenden Konformation. ke�nalloO2
bezeihnet die Bindungsa�nitäten zu den normoxishenniht-allosterishen Bindungsplätzen. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardab-weihung (X ± SD)3-Methylxanthin 7-Methylxanthin Isoko�ein 1,3,7-TMH

ke�
O2[mM−1℄ 46, 28± 7, 89 150, 67± 7, 51 272, 00± 5, 29 115, 70± 48, 51

ke�
nalloO2[mM−1℄ 12, 13± 1, 78 15, 30± 1, 73 53, 33± 4, 39 8, 86± 0, 30

∆H0
O2

e�[kJ mol−1℄ −77, 29± 8, 32 −55, 57± 2, 66 −66, 68± 1, 72 −68, 86± 7, 06

∆H0
nalloO2

e�[kJ mol−1℄ −49, 99± 15, 63 −72, 04± 1, 61 −12, 92± 7, 37 −42, 86± 19, 01
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nalloO2

(20◦C) = 12,13± 1,78 mM−1 und k1M
nalloO2

(20◦C) = 15,30± 1,73 mM−1 deutlihunter denen der Dimethylxanthine, während die A�nität zu den allosterishen Bindungs-plätzen mit k1M
O2
(20◦C) = 150,67 ± 7,51 mM−1 in der gleihen Dimension wie die desParaxanthins berehnet werden konnte. Die freie Energie wurde in den gleihen oben auf-geführten Ausmaÿen der Dimethylxanthine für die allosterishen und niht-allosterishenBindungsplätze bestimmt.
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4DiskussionDie Erforshung von Sauersto�bindungsproteinen bildete die Grundlage für die De�nitionallosterisher Systeme. Monod et al. (1965) lieferten mit dem so genannten MWC-Modelldie erste De�nition von Allosterie, basierend auf einem Modell, das Konformationsände-rungen des Moleküls in Betraht zog.Hämoyanine trugen auf Grund ihrer hoh kooperativen Sauersto�bindung und derenBeein�ussung durh zahlreihe E�ektoren zur Weiterentwiklung von komplexeren allos-terishen Modellen bei (Robert et al., 1987). Die Kombination von Sauersto�bindungsda-ten und der direkten thermodynamishen Analyse der E�ektorbindung ermögliht es, dieZusammenhänge der allosterishen Wehselwirkungen sowohl zwishen dem Ligand Sau-ersto� und dem Makromolekül als auh zwishen dem E�ektor und dem Makromolekül zuharakterisieren und allosterishe Modellvorstellungen auf ihre Gültigkeit zu überprüfen.Urat erhöht als natürliher Modulator die Sauersto�a�nität des Hämoyanins des Eu-ropäishen Hummers und erniedrigt die Kooperativität der Sauersto�bindung (Zeis et al.,1992; Nies et al., 1992). Ko�ein ist ein Strukturanalogon des Urats, konkurriert wie weitereXanthinderivate mit dem Urat um den Bindungsplatz und beein�usst die Kooperativitätund die Sauersto�bindung des Hämoyanins auf ähnlihe Weise wie das Urat (Zeis, 1994;Menze et al., 2000). Die Temperatur ist ein physikalisher E�ekt, der sowohl die Strukturvon Molekülen als auh deren Bindungsverhalten beein�usst und daher auf die Physiologiedes Organismus einwirkt. Somit kann abshlieÿend neben den allosterishen und thermo-dynamishen Analysen die Physiologie des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris)und seine Anpassung an eine Temperaturänderung betrahtet werden.4.1 Temperaturabhängiger Ein�uss von Urat und Kof-fein auf die Sauersto�bindungWie shon an zahlreihen Crustaeen gezeigt wurde (Morris et al., 1985; Nies et al., 1992;Menze et al., 2000; Hellmann, 2004), hat Urat eine a�nitätssteigernde Wirkung auf dieSauersto�bindung des Hämoyanins. Die Kooperativität der Sauersto�bindung wird zu-59



60 4. DISKUSSIONdem verringert. Jene Eigenshaften konnten für die Bindung des natürlihen ModulatorsUrat und des arti�ziellen E�ektors Ko�ein über einen Temperaturbereih von 10 bis 30◦Cbeobahtet werden (siehe Tabelle 3.1). Zeis (1994) bestimmte für das Hämoyanin vonHomarus vulgaris Sauersto�halbsättigungswerte in Ringerlösung bei einer Uratkonzentra-tion von 0,25 mM zu P Urat
50 (15◦C) = 4,80 Torr und P Urat

50 (25◦C) = 20,93 Torr. Die in dieserArbeit bestimmten Werte weihen mit P Urat
50 (15◦C) = 6,14 ± 0,38 Torr und P Urat

50 (25◦C)= 11,84 ± 0,36 Torr um Faktoren von 0,78 - 1,77 ab. Der bei 20◦C bestimmte Halbsät-tigungswert ist jedoh mit dem von Menze et al. (2005) angegebenen Wert für 20◦C mit
P Urat

50 (20◦C) = 8,0 Torr zu vergleihen. Die von Menze et al. (2005) bestimmten Sau-ersto�halbsättigungswerte wurden, wie in dieser Arbeit, in einem HEPES-Pu�er (sieheKapitel 2.5) bestimmt. Da Calium- und Magnesium-Ionen einen Ein�uss auf den Asso-ziationsgrad des Hämoyanins haben (Truhot, 1975), wurde in dieser Arbeit, um einehöhst möglihe Kooperativität zu erreihen, beide Ionen in einer hohen Konzentrationdem Pu�er beigefügt. Die Abweihung zu den von Zeis (1994) gemessenen Werten istsomit wahrsheinlih auf die Verwendung eines untershiedlihen Pu�ersystems und derKonzentration von zweiwertigen Kationen zurükzuführen. Auh der in dieser Arbeit be-stimmte Hill-Koe�zient von nUrat
H (20◦C) = 2,88 ± 0,32, liegt in einer vergleihbaren Grö-ÿenordnung mit dem von Menze et al. (2005) mit nUrat

H (20◦C) = 3,3 bestimmten Wert. DerHalbsättigungswert erhöhte sih mit zunehmender Temperatur, sowohl in Anwesenheit alsauh in Abwesenheit eines E�ektors und die Kooperativität der Sauersto�bindung ernied-rigte sih mit steigender Temperatur. Zudem verminderte sih der E�ekt von Urat auf dieSauersto�a�nität mit zunehmender Temperatur. So verringert sih ∆logP Urat
50 (10◦C) von0,24 Torr auf ∆logP Urat

50 (30◦C) = 0,17 Torr. Diese Beobahtung stimmt mit den von Zeiset al. (1992) bestimmten Daten überein. In Ringerlösung nahm der relative Ein�uss mitzunehmender Temperatur ebenfalls ab (∆logP Urat
50 (15◦C) = 0,14, ∆logP Urat

50 (25◦C) = 0,03).Die in dieser Arbeit in HEPES-Pu�er bestimmten Parameter fallen geringer aus, stimmenaber in der Tendenz überein. Überrashenderweise wurde für Ko�ein ein untershiedliherE�ekt beobahtet. Mit zunehmende Temperatur wird der E�ekt auf die Sauersto�a�nitätdes Moleküls verstärkt (∆logPKo�ein
50 (10◦C) = 0,25, ∆logPKo�ein

50 = 0,32). Dies weisst aufeine untershiedlihe Beein�ussung der allosterishen Zustände des Hämoyaninmolekülsdurh den allosterishen E�ektor hin.Weitere Studien der Temperaturabhängigkeit der Sauersto�bindung von Crustaeen-Hämoyaninen bestätigen die Analysen des Uratein�usses. So bestimmten Sanna et al.(2004) für das Hämoyanin des Groÿen Bärenkrebses Sylarrides latus eine Abnahme desHalbsättigungswerts, sowohl in An- als auh in Abwesenheit von Urat mit abnehmenderTemperatur. Das hexamere Hämoyanin des Bärenkrebses zeigte jedoh einen stärkerenabsoluten Urate�ekt mit einem ∆logP Urat
50 (25◦C) ≈ 0,6, wohingegen der Urate�ekt des do-dekameren Hämoyanins des Europäishen Hummers mit ∆logP Urat

50 (25◦C) = 0,18 deutlihgeringer aus�el. Das relative Ausmaÿ des Urate�ekts des hexameren Hämoyanins des Bä-



4.1. EINFLUSS VON URAT UND KOFFEIN AUF DIE SAUERSTOFFBINDUNG 61renkrebses ist etwa doppelt bis dreifah so hoh wie für das dodekamere Hämoyanin desEuropäishen Hummers (Zeis et al., 1992; Sanna et al., 2004; diese Arbeit).Eine eingehendere Analyse der Sauersto�- und E�ektorinteraktion als eine Berehnungder Hill-Parameter, erfordert die Analyse der Sauersto�bindungskurven über ein allosteri-shes Modell. Betrahtet man die Bindung des Liganden Sauersto� an das Hämoyanin imBezug auf das Massenwirkungsgesetz, so ergibt sih dabei die Summe aller vershiedenenZustände des Makromoleküls im Verhältnis zu einem Referenzzustand als Zustandssumme
Q. Aus diesem Zusammenhang ergibt sih das Bindungspolynom P , dessen Ableitung dieBindungskurve und damit die Sättigung X darstellt (siehe Gleihung 2.1) (Wyman undGill, 1990). Um den molekularen Mehanismus der Bindung von Sauersto� an das Makro-molekül zu berüksihtigen, muss eine allosterishe Modellvorstellung in die Auswertungüber das Massenwirkungsgesetz mit einbezogen werden.Menze et al. (2005) diskutierten in ihrer Arbeit über allosterishe Systeme bei mul-timeren Proteinen am Beispiel des Ein�usses des pH-Werts auf die Sauersto�bindungund die Urat- bzw. Ko�einbindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers zweiModelle der Sauersto�bindung, das Three-State-Modell, (n=6 und n=12) unter der An-nahme, dass die allosterishe Einheit entweder von einem Hexamer oder einem Dodekamergebildet wird und das Nested-MWC-Modell. Um die in dieser Arbeit bestimmten Sauer-sto�bindungsdaten unter allosterishen Modellvorstellungen zu betrahten, wurden dieseeiner niht-lineare Regression mit den beiden oben genannten Modellen unterzogen undüberprüft, ob das von Menze et al. (2005) vorgeshlagene Modell der Sauersto�bindungdie Temperaturabhängigkeit der Bindung beshreibt.Die Regression mit dem Three-State-Modell unter der Annahme, dass das Dodekamerdie allosterishe Einheit bildet (n=12), zeigte in allen Analysegruppen (siehe Tabelle 3.6)einen höheren χ2-Wert als die Regressionen mit den beiden anderen Modellen. Demnahliegt, wie shon von Rihey et al. (1985), Robert et al. (1987) und Menze et al. (2005)beshrieben, die allosterishe Einheit des Hämoyaninmoleküls in Form eines Hexamersvor. Um eine Regression der Daten mit dem Three-State-Modell zu ermöglihen, musste
KR während der Regression als konstant angenommen werden. Es wurde für die �naleRegression daher jener KR-Wert konstant gesetzt, der eine Regression mit dem geringsten
χ2-Wert ermöglihte. Eine solhe Einshränkung der Regressionsparameter führt zu einerweiteren Unsiherheit in der Auswertung (Press et al., 1992), so dass das Three-State-Modell verworfen wurde, obwohl eine Regression mit dem Three-State-Modell (n = 6) bei30◦C einen geringeren χ2-Wert ergab.Betrahtet man die mit dem Nested-MWC-Modell für jede Temperatur berehnetenBindungskonstanten Kαβ, so zeigt sih eine klare Veränderung der A�nität der Sauersto�-bindung über die Temperatur. In diesem Modell werden die Sauersto�bindungskonstantenunabhängig von der Bindung eines E�ektors bestimmt, so dass der Ein�uss der E�ek-torbindung nur über die Gleihgewihtskonstanten und die Ein�ussfaktoren beshrieben



62 4. DISKUSSIONwerden kann. So band Sauersto� zwishen 10 und 25◦C mit der höhsten A�nität an dieKonformation rT, bei 30◦C wurde für die Konformation rR eine geringfügig höhere A�ni-tät berehnet. In dieser Arbeit konnten die Sauersto�bindungskonstanten, basierend aufeiner Regression mit dem Nested-MWC-Modell, ohne konstant gesetzte Bindungskonstan-ten bestimmt werden. Im Vergleih zu den von Menze et al. (2005) bei 20◦C bestimmtenSauersto�bindungskonstanten (KrT = 3 Torr−1; KrR = 1,8 ± 0,4 Torr−1; KtR = 0,065 ±0,004 Torr−1 und KtT = 0,008 ± 0,0008 Torr−1) �elen die in dieser Arbeit bestimmtenBindungskonstanten bei einer Temperatur von 20◦C mit KrT = 5,10 ± 0,09 Torr−1; KrR= 4,19 ± 0,11 Torr−1; KtR = 0,09 ± 0,03 Torr−1 und KtT = 0,015 ± 0,002 Torr−1 daheretwa doppelt so hoh aus. Da jedoh die Tendenz der A�nität für die Bindungskonstan-ten mit den von Menze et al. (2005) übereinstimmt, wurde davon ausgegangen, dass dieBindungskonstanten die Bindungssituation gleihwohl beshreiben.Beltramini et al. (2005) konnten das Sauersto�bindungsverhalten des dodekamerenHämoyanins der Riesentigergarnele (Penaeus monodon) ebenfalls mit dem Nested-MWC-Modell beshreiben. Für das 24-mere Hämoyanin der Vogelspinne (Eurypelma aliforni-um) wurden ebenfalls Sauersto�bindungskonstanten mit dem Nested-MWC-Modell be-stimmt. Im Gegensatz zu dieser Arbeit wurden die Sauersto�bindungsdaten der genann-ten Studien in Abhängigkeit des pH-Werts aufgenommen. Es wurde wie auh hier davonausgegangen, dass die Sauersto�bindungskonstanten unabhängig vom pH-Wert bestimmtwerden können. Da in dieser Arbeit die Sauersto�bindungskonstanten in Abhängigkeitvon der Temperatur betrahtet wurden, wäre es möglih, dass Fehler in Annahmen, diefür die Konvergenz der Regression unterstellt wurden, zu Shwankungen in den Parame-tern führten. Es könnte ein Ein�uss durh die Bindung des Liganden entstehen, der sihniht nur in den Gleihgewihtskonstanten auswirkt. Es ist jedoh in allen Studien eindeu-tig, dass Sauersto� an die beiden Konformationen rT und rR mit der höhsten A�nitätbindet und an die Konformationen tT und tR mit einer deutlih niedrigeren A�nität.Die durh eine weitere Regression der Daten bestimmten Gleihgewihtskonstanten(siehe Formel 2.14) sind e�ektorspezi�sh und konnten nur mit groÿen Abweihungenbestimmt werden. Es konnte jedoh mit zunehmender Temperatur gezeigt werden, dassdie Gleihgewihtskonstanten lKo�einT ,lKo�einR , lUratT und lUratR signi�kant abnehmen. Die Gleih-gewihtskonstante Λe� wies die gröÿten Unsiherheiten während der Regression auf undes konnte daher keine Tendenz in Abhängigkeit von der Temperatur aufgezeigt werden.Dennoh liegen die Gleihgewihtskonstanten bei 20◦C in den gleihen Gröÿenordnungenwie jene, die von Menze et al. (2005) bestimmt wurden. Auh Menze et al. (2005) wiesendarauf hin, dass die mit dem Nested-MWC-Modell und mit dem Three-State-Modell (n= 6) bestimmten Gleihgewihtskonstanten mit groÿen Fehlern behaftet waren.Aus den Sauersto�bindungskonstanten und den e�ektorspezi�shen Gleihgewihts-konstanten lieÿ sih der Ein�uss der einzelnen E�ektoren auf die Sauersto�bindung sowiedie für jede Temperatur unter hypoxishen wie normoxishen Bedingungen vorliegende



4.1. EINFLUSS VON URAT UND KOFFEIN AUF DIE SAUERSTOFFBINDUNG 63Tabelle 4.1: Sauersto�bindungskonstanten [Torr−1℄ (Nested-MWC-Modell) der Hämoyanine vershiede-ner ArtenArt Sauersto�bindungskonstante [Torr−1℄
kO2

rT kO2

rR kO2

tT kO2

tRHomarus vulgaris(diese Arbeit) 5, 10± 0, 09 4, 19± 0, 11 0, 015± 0, 002 0, 09± 0, 03Homarus vulgaris(Menze et al.,2005) 3,0 1, 8± 0, 4 0, 008± 0, 0008 0, 065± 0, 004Penaeus monodon(Beltramini et al.,2005) 3, 0± 2, 0 0, 28± 0, 05 ≤ 0,001 0, 015± 0, 002Eurypelma alifor-nium (Deker undSterner, 1990; Hell-mann et al., 2001) 3,5 2,0 0, 008± 0, 002 0, 035± 0, 01

Konformationsverteilung ermitteln. Beide Parameter waren fehlerbehaftet, da sie durhdie mit Unsiherheiten versehenen Gleihgewihtskonstanten bestimmt wurden. Zudemneigen die Parameter während der Bestimmung der Ein�ussfaktoren zu Korrelation. Den-noh konnten die Ein�ussfaktoren (siehe Tabelle 3.7 und 3.8) und die Konformationsver-teilung in Abhängigkeit von der Temperatur bestimmt werden.Die Abbildungen 4.1 bis 4.3 zeigen die prozentuale Konformationsverteilung im Hä-moyaninmolekül unter hypoxishen (1 Torr O2; siehe Abbildung 4.1 bis 4.3 A) und nor-moxishen Bedingungen (150 Torr O2; siehe Abbildung 4.1 bis 4.3 B). Um den Ein�ussder E�ektorbindung beurteilen zu können, muss zunähst die Konformationsverteilung inAbwesenheit des E�ektors (Urat oder Ko�ein) bei den vershiedenen Temperaturen be-stimmt werden (siehe Abbildung 4.1). Anshlieÿend kann die Verteilungen in Abwesenheiteines E�ektors mit der Verteilung in Anwesenheit des E�ektors verglihen werden.In Abwesenheit des Modulators und des Sauersto�s dominierte zwishen 15 und 30◦Cdie Konformation tT. Bei 10◦C liegt jedoh die Konformation rT zu a. 99% vor. Unternormoxishen Bedingungen ändert sih die Konformationsverteilung mit zunehmenderTemperatur von der zunähst bei 10◦C dominierenden Konformation rT auf die bei 30◦Cmit a. 50% dominierende Konformation rR.In Anwesenheit der E�ektoren (siehe Abbildung 4.2 und 4.3) konnte die Konformati-onsverteilung unter hypoxishen Bedingungen niht so eindeutig wie in Abwesenheit derE�ektoren bestimmt werden. Besonders im Falle des Ko�eins zeigt die Konformationsver-teilung über das gesamte Temperaturspektrum deutlihe Shwankungen. Die Auswertungvon Polynomen höherer Ordnung (≥ 6), wie sie hier mit Formel 2.14 vorliegen, sind num-merish instabil und daher kann es bei der Berehnung der Parameter zu gravierendenVerfahrensfehlern (Rundungsfehler) kommen. Diese treten infolge der begrenzten Genau-
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A:10◦C 15◦C
20◦C 25◦C 30◦C
B:10◦C 15◦C 20◦C
25◦C 30◦CAbbildung 4.1: Darstellung der Konformationsverteilungen des Hämoyaninmoleküls von Homarus vul-garis basierend auf dem Nested-MWC-Modell in % A: unter hypoxishen Bedingungen bei 10, 15, 20,25 und 30◦C und B: unter normoxishen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30◦C; Konformation rT(grün), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau), Konformation rR (gelb)
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A:10◦C 15◦C
20◦C 25◦C 30◦C
B:10◦C 15◦C 20◦C
25◦C 30◦CAbbildung 4.2: Darstellung der Konformationsverteilungen des Hämoyaninmoleküls basierend auf demNested-MWC-Modell in % nah der Bindung von Urat an das Hämoyanin von Homarus vulgaris A:unter hypoxishen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30◦C und B: unter normoxishen Bedingungenbei 10, 15, 20, 25 und 30◦C; Konformation rT (grün), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau),Konformation rR (gelb)
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A:10◦C 15◦C
20◦C 25◦C 30◦C
B:10◦C 15◦C 20◦C
25◦C 30◦CAbbildung 4.3: Darstellung der Konformationsverteilungen des Hämoyaninmoleküls basierend auf demNested-MWC-Modell in % nah der Bindung von Ko�ein an das Hämoyanin von Homarus vulgaris A:unter hypoxishen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30◦C und B: unter normoxishen Bedingungenbei 10, 15, 20, 25 und :30◦C; Konformation rT (grün), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau),Konformation rR (gelb)
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A B

C DAbbildung 4.4: relative Konformationsverteilung des Hämoyanins des Europäishen Hummers (Homa-rus vulgaris) in Abhängigkeit von der Sauersto�konzentration A: in Abwesenheit eines E�ektors und B:in Anwesenheit von Urat bei 10◦C und C: in Abwesenheit eines E�ektors und D: in Anwesenheit vonUrat bei 30◦C. Konformation rT (grün), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau), KonformationrR (gelb)igkeit des Computers auf (Zahlenabbruhfehler) und werden durh Zahlenauslöshungenverursaht. Die verfügbaren Routinen der verwendeten Software (Sigma Plot) erlauben je-doh keine robuste Abshätzung dieser Fehler, so dass ihr Ein�uss niht bestimmt werdenkann (Press et al., 1992). Dennoh werden die berehneten Konformationsverteilungen indieser Arbeit als Hilfsmittel zur Interpretation der Daten herangezogen, da die über diethermodynamishen Messungen gewonnenen Ergebnisse das hier aufgezeigte Verhaltender Untereinheiten unterstützen (siehe Kapitel 4.4.2). Unter normoxishen Bedingungendagegen lieÿ sih in Anwesenheit von Urat mit zunehmender Temperatur eine Konforma-tionsumlagerung von der bei 10◦C deutlih dominierenden Konformation rT zu der bei30◦C mit a. 19% vorhandenen Konformation rR berehnen. Der Ein�uss des Ko�eins istdeutlih geringer. Zudem sheinen besonders bei 30◦C die Werte starken Shwankungenzu unterliegen, da auh bei dieser Temperatur die Ein�ussfaktoren nur ungefähr bestimmtwerden konnten. Die Ungenauigkeiten während der Berehnung der Konformationsanteileunter hypoxishen Bedingungen ershweren es, den Ein�uss der E�ektoren als auh der



68 4. DISKUSSIONTemperatur auf die Konformationsverteilung zu beurteilen. Die Bindung der E�ektorenunterstützt vermutlih bei 10◦C die Umlagerung in die Konformation tT. Vergleiht mandie Verteilungen in An- und Abwesenheit der E�ektoren, so sheint deren Bindung unternormoxishen Bedingungen zwishen 10 und 15◦C eine Umlagerung auf die KonformationrT zu begünstigen. Bei höheren Temperaturen sheint Ko�ein kaum einen Ein�uss aufdie Konformationsverteilung zu haben. Die Bindung des Urats dagegen erzeugt weiterhineine Umlagerung in die Konformation rT. Wie bereits am Anfang des Kapitels darge-stellt, zeigen Ko�ein und Urat in Abhängigkeit von der Temperatur ein entgegengesetztesVerhalten bei der Beein�ussung der Sauersto�a�nität. Die im Falle des Ko�eins fehlendeKonformationsumlagerung bei erhöhter Temperatur könnte dieses Verhalten erklären.Die Konformationsverteilung des Hämoyanins ist jedoh niht nur von der Tempe-ratur, sondern auh von der Sauersto�konzentration abhängig. Abbildung 4.4 zeigt diekontinuierlihe Änderung der relativen Konformationsverteilung mit zunehmender Sauer-sto�konzentration. Bei 10◦C sind in Abwesenheit eines E�ektors die Konformationen beigeringer Sauersto�konzentration eindeutig verteilt. Durh die Bindung des Urats stellensih bei geringen Sauersto�konzentrationen zwei Konformationen ein (tT und tR). Erhöhtsih die Sauersto�konzentration, so lagert sih das Molekül zu Konformation rT um. Bei30◦C zeigt sih sowohl in An- als auh in Abwesenheit eines E�ektors bei geringen Sauer-sto�konzentrationen, dass das Hämoyanin nur in Konformation tT vorzuliegen sheint.Wohin gegen bei hohen Sauersto�konzentrationen in Abwesenheit eines E�ektors die Kon-formationen rT und rR dominieren. Nah einer Bindung des Urats lagert sih das Moleküleindeutig in die Konformation rT um. Hartmann et al. (2001) beshrieben bereits mittelsKleinwinkel-Röntgenstrukturanalysen (SAXS), dass das Hämoyanin des AmerikanishenHummers in zwei völlig mit Sauersto� gesättigten Konformationen vorliegen kann. Zudemkann die Bindung der E�ektoren eine Konformationsänderung auslösen. Die in dieser Ar-beit vorgenommenen Analysen mit dem Nested-MWC-Modell unterstützen diese Daten.Weitere Betrahtungen der Sauersto�bindung an das Hämoyanin (Homarus vulgaris)unter allosterishen Modellvorstellungen erfolgen in Kapitel 4.5.4.2 Temperaturabhängige Bindung von Urat und Kof-feinIn dieser Arbeit wurde die Bindung von Urat und des arti�ziellen E�ektors Ko�ein andas Hämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) in Abhängigkeit von derTemperatur unter normoxishen sowie hypoxishen Bedingungen mittels isothermaler Ti-trationskalorimetrie untersuht. Es wurden unter normoxishen Bedingungen im Tempe-raturbereih zwishen 10 und 40◦C Bindungsisotherme aufgenommen. Unter hypoxishenBedingungen wurden Bindungsisotherme zwishen 10 und 30◦C aufgenommen, da eineAuswertung der Daten nur in diesem Temperaturbereih möglih war. Dies war auf die



4.2. TEMPERATURABHÄNGIGE BINDUNG VON URAT UND KOFFEIN 69generell abnehmende A�nität der E�ektoren mit steigender Temperatur zurükzuführen,so dass bei Temperaturen über 30◦C der -Wert der Bindungsisotherme niht mehr ineinem auswertbaren Bereih einzustellen war. Die Stöhiometrie der Uratbindung konnteüber die isothermale Titrationskalorimetrie niht bestimmt werden, da die zu ermittelndenParameter miteinander korrelierten. Deswegen wurde zunähst das von Menze (2001) vor-geshlagene Modell der Uratbindung angewendet. Die Anzahl der Bindungsplätze wurdemit n = 2 konstant gesetzt, so dass die Uratbindungsisotherme unter normoxishen Bedin-gungen im ganzen gemessenen Temperaturbereih und unter hypoxishen Bedingungenzwishen 10 und 25◦C mit dem Non-Interating-Site-Modell ausgewertet werden konnten(siehe Tabelle 3.10 und 3.14). Bei einer Temperatur von 30◦C konnten keine auswertbarenBindungsisothermen aufgenommen werden (siehe Abbildung 3.15). Da Urat jedoh auhbei 30◦C einen Ein�uss auf die Sauersto�bindung hatte (siehe Tabelle 3.1), sheint dieBindung zu shwah, um mittels isothermaler Titrationskalorimetrie detektiert und aus-gewertet werden zu können. Dass es sih bei dieser Art der Auswertung jedoh nur umeine Vereinfahung handeln konnte, zeigte sih auf Grund der abweihenden Stöhiome-trie der Ko�einbindung. Die Anzahl der Bindungsplätze der Ko�einbindung konnte unternormoxishen Bedingungen mit dem Non-Interating-Site-Modell bei 10◦C mit n = 2,97
± 0,07 bestimmt werden, verringerte sih jedoh mit zunehmender Temperatur und derdamit einhergehenden verringerten Bindungsstärke auf n = 2,15 ± 0,12 bei 35◦C. Die bei40◦C gemessenen Bindungsisotherme des Ko�eins konnten mit einer konstant gesetztenAnzahl an Bindungsplätzen (n = 2) mit dem Non-Interating-Site-Modell ausgewertetwerden.Als zusätzlihe Regressionsmöglihkeiten standen weiter die von Menze 2001 und2005 dargestellten Modelle zur Verfügung. Eine Regression mit dem Multisite-Interating-Modell ermögliht die Auswertung unter Einbeziehung homeotroper Kooperativität, wo-hingegen eine Auswertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell zwei vershiedene Typenvon Bindungsplätzen annimmt. Da ein Vergleih der Regressionsqualität der einzelnenModelle niht zu einem eindeutigen Shluss führte, wurden die normoxishen Daten derKo�einbindung über das gesamte Temperaturspektrum mit beiden Modellen ausgewertetund auf Grund der gewonnenen Parameter jenes Modell gewählt, das die Daten eindeu-tig beshrieb. Allen angewendeten Modellen war gemein, dass die Bindung der Ligandenmit zunehmender Temperatur fortwährend shwäher wurde. Da jedoh die Bindungsent-halpien des Multisite-Interating-Modells mit groÿen Fehlern behaftet waren und daherinnerhalb des Temperaturbereihs keine Tendenz erkennen lieÿen, wurde das Two-Sets-of-Sites-Modell für weitere Analysen der Bindungsisotherme herangezogen. Zudem prä-sentierten Menze et al. (2005) mit der Analyse der Daten basierend auf dem Two-Sets-of-Sites-Modell und der damit verbundenen Kombination der Sauersto�bindungsdaten eineerfolgreihe Beshreibung der Bindung.Unter der Annahme, dass zwei allosterishe und zwei niht-allosterishe Bindungs-



70 4. DISKUSSION

A BAbbildung 4.5: Darstellung der Ko�einbindungskonstanten kKo�einrT , kKo�eintT , kKo�eintR und kKo�einrR in mM−1,die durh die Kombination von Sauersto�- und thermodynamishen Bindungsdaten berehnet wurden.A: Bindungskonstanten der unter normoxishen Bedingungen vorhandenen Konformationen B: Bindungs-konstanten der unter hypoxishen Bedingungen vorhandenen Konformationen bei den Temperaturen 10(blau), 15 (grün), 25 (orange) und 30◦C (rot). Bei 30◦C konnte kKo�eintT und kKo�einrT niht bestimmt werden.(X ± SD) Für Details siehe Text.stellen für Urat, Ko�ein und weiterer Xanthinderivate existieren, wurden die Bindungs-isotherme der Liganden unter normoxishen wie hypoxishen Bedingungen ausgewertet.Da die A�nitäten der niht-allosterishen Bindungsstellen unabhängig vom Konformati-onszustand des Moleküls sind, konnten die niht-allosterishen Bindungskonstanten, dieüber die normoxishen Bindungsisotherme bestimmt wurden, während der Auswertungder hypoxishen Bindungsisotherme konstant gesetzt werden, so dass für die Ko�einbin-dung an das Hämoyanin (Homarus vulgaris) eine Auswertung auh unter hypoxishenBedingungen möglih war. Die bei den Temperaturen zwishen 15 und 30◦C bestimm-ten hypoxishen Bindungskonstanten (Ke�
hyp) wurden durh die Kombination der ausge-werteten Sauersto�bindungsdaten und der berehneten Ein�ussfaktoren bestimmt. Wenndie unter hypoxishen Bedingungen dominierende Konformation bekannt war, so lieÿensih mit Hilfe der berehneten Ein�ussfaktoren und den Formeln 2.18 � 2.20 die Bin-dungskonstante des E�ektors der jeweiligen Konformation bestimmen. Die Regressionender Bindungsisotherme bestätigten die angenommenen Konformationsverteilungen (sieheAbbildung 4.1 - 4.3) des Hämoyanins. Die Ko�einbindung konnte in einem Temperatur-bereih von 10 bis 25◦C harakterisiert werden. Bei 10◦C war eine Auswertung der Datenin Zusammenhang mit den Ein�ussfaktoren nur unter der Annahme möglih, dass tR diedominierende Konformation unter hypoxishen Bedingungen sei. Bei 30◦C war die A�ni-tät der Bindung sehr gering und die Ein�ussfaktoren unterlagen zudem groÿen Shwan-kungen, so dass die Ko�einbindung hier nur ungenau und nur für die unter normoxishenBedingungen dominierenden Konformationen harakterisiert werden konnte. Im Falle derUratbindung wurde angenommen, dass Urat unter hypoxishen Bedingungen zu einembedeutenden Teil nur noh an den niht-allosterishen Bindungsstellen gebunden hat, sodass die unter hypoxishen Bedingungen mit dem Non-Interating-Site-Modell bestimmte
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Abbildung 4.6: Darstellung der Uratbindungskonstanten kUratrT , kUrattT , kUrattR und kUratrR in mM−1, die durhdie Kombination von Sauersto�- und thermodynamishen Bindungsdaten berehnet wurden bei 10 (blau)und 15◦C (grün). (X ± SD) Für Details siehe Text.Bindungskonstante als niht-allosterish angenommen wurde und somit bei einer Aus-wertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell konstant gesetzt werden konnte. Unter diesenAnnahmen war eine komplette Auswertung bei 10 und 15◦C möglih. Die Abbildungen 4.5und 4.6 zeigen die E�ektorbindungskonstanten für Urat und Ko�ein unter Verwendungdes Nested-MWC-Modells. Die Bindungskonstanten, die mit einer Standardabweihungversehen sind, wurden über eine Regression der jeweiligen Bindungsisotherme bestimmt,Bindungskonstanten ohne Standardabweihung wurden aus den Ein�ussfaktoren bereh-net. Die A�nität der Bindung wird mit zunehmender Temperatur geringer. Vergleihtman diese mit Literaturdaten, so ergibt sih, dass sih die von Menze et al. (2005) beipH 7,55 und 20◦C bestimmten Bindungskonstanten mit kKo�ein
rT = 361 ± 48 mM−1, kKo�ein

tT= 1,3 mM−1 und kKo�ein
tR = 70 mM−1 gut in die Temperaturreihe einfügen lassen. kKo�ein

rRweiht hier mit 2960 mM−1 nah oben hin ab, da jedoh die über die Ein�ussfaktoren be-rehneten Bindungskonstanten zu starken Shwankungen neigen, harmonieren die Datengut. Unter hypoxishen Bedingungen binden die Liganden bei 10◦C an die unter die-sen Bedingungen dominierende Konformation tR. Durh die Temperaturerhöhung lagertsih das Molekül in die Konformation tT um, so dass die E�ektoren an jene Konfor-mation binden. Die sih daraus ergebenen E�ektor-Bindungskonstanten für die jeweiligeniht-dominierende Konformation sind als unsiher zu betrahten, da sie niht über eineRegression der thermodynamishen Bindungsdaten geprüft werden konnten. In Abhän-gigkeit von der Temperatur binden Urat und Ko�ein zwishen 10 und 20◦C an die unternormoxishen Bedingungen dominierende Konformation rT. Durh den Ein�uss der Tem-peratur lagert sih das Hämoyaninmolekül zunehmend um (siehe auh Kapitel 4.4.2), sodass im Temperaturbereih zwishen 20 und 30◦C die Konformation rR dominiert und dieE�ektoren an diese Konformation binden. Menze et al. (2005) zeigten jedoh, dass bei ei-nem pH-Wert von 7,55 bei 20◦C die Konformation rT überwiegt. Der pH-Wert beein�usst



72 4. DISKUSSIONsomit die Konformationsverteilung des Hämoyanins.4.3 Ein�uss der Bindung von Xanthinderivaten auf dieSauersto�bindungUm die Uratbindungsstelle näher zu harakterisieren, wurden die Bindung der Methyl-xanthine Theobromin, Theophyllin, Paraxanthin, 7-Methylxanthin, 3-Methylxanthin und1-Methylxanthin sowie von Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäure an das Hämoya-nin des Europäishen Hummers bei 20◦C untersuht. Es konnte bereits am DohlenkrebsAustropotamobius pallipes gezeigt werden, dass auh Purinderivate wie Hypoxanthin undAdenin die Sauersto�a�nität des Hämoyanins beein�ussen können (Morris et al., 1986).Zeis et al. (1992) konnte am Hämoyanin des Europäishen Hummers zeigen, dass Purin-analoga wie Ko�ein, Theophyllin, Hypoxanthin, Trihlorpurin, Allopurinol, 3-Isobutyl-1-Methylxanthin und Purin, Urat von seiner Bindungsstelle verdrängen können, Ligandenwie Allantoin jedoh niht. Die intakte Struktur des Puringerüsts shien daher bei der Bin-dung des Liganden essentiell zu sein. In dieser Arbeit wurden Xanthinderivate ausgewählt,die sih in ihrer Struktur durh die Position und die Anzahl an gebundenen Methylgrup-pen untersheiden (siehe Abbildung 1.1), um die E�ektorstrukturen zu harakterisieren,die neben dem Purinring für eine Bindung erforderlih sind.Die Sauersto�halbsättigungswerte der Dimethylxanthine untershieden sih signi�kantzu denen der Methylxanthine. Der relative Ein�uss auf die Sauersto�bindung der einzel-nen arti�ziellen E�ektoren wurde zwishen ∆logP Parax
50 = 0,39 und ∆logP TMH

50 = 0,28 be-stimmt. Die verwendeten Xanthinderivate übten demnah alle einen höheren Ein�uss aufdie Sauersto�bindung aus als der natürlihe Modulator Urat (∆logP Urat
50 = 0,24). Die Di-metyhlxanthine hoben sih dabei durh eine stärkere Beein�ussung der Sauersto�bindungvon den anderen E�ektoren ab. Paraxanthin zeigte dabei den deutlih gröÿten Ein�uss aufdie Sauersto�a�nität. Innerhalb der Gruppe der Methylxanthine wurde die Sauersto�-af�nität durh 7-Methylxanthin mit einem ∆logP 7M

50 = 0,34 am stärksten gesteigert. DieMethylgruppe an der Position 7 des Xanthingerüsts shien demnah die bedeutenste füreine verstärkte Steigerung der Sauersto�a�nität zu sein. Paraxanthin beein�usste zudemdie Sauersto�a�nität stärker als Ko�ein, das drei Methylgruppen besitzt. Isoko�ein, dasanstelle der Methylgruppe an Position 7 eine Methylgruppe an Position 9 besitzt, ist durheine deutlih geringere Beein�ussung der Sauersto�bindungsa�nität harakterisiert. EineAuswertung der Sauersto�bindungseigenshaften des Hämoyanins Homarus vulgaris inAnwesenheit der genannten Xanthinderivate unter allosterishen Gesihtspunkten erfolgtewie in Kapitel 4.1 bereits für Ko�ein und Urat beshrieben mit dem Nested-MWC-Modell.Die Sauersto�bindung konnte mit den in Tabelle 3.3 dargestellten Sauersto�bindungskon-stanten und den in Abbildung 3.6 und Tabelle 6.4 gezeigten Gleihgewihtskonstantenbeshrieben werden. Die Gleihgewihtskonstanten der einzelnen Xanthinderivate zeigen



4.4. CHARAKTERISIERUNG DER URATBINDUNGSSTELLE 73keinen signi�kanten Untershied. Die in Tabelle 6.5 dargestellten Ein�ussfaktoren sindalle in der gleihen Gröÿenordnung. Die bestimmten Parameter ermöglihten es, die Kon-formationsverteilung nah der E�ektorbindung zu berehnen und somit den Ein�uss derLiganden auf die Konformationsverteilung zu beurteilen. Nah einer Bindung der Dime-thylxanthine lagerte sih das mit Sauersto� gesättigte Hämoyanin niht um (zur Konfor-mationsverteilung in Abwesenheit eines E�ektors unter normoxishen Bedingungen sieheAbbildung 4.1 A). Im Falle der Methylxanthine ergab die Bindung des 7-Methylxanthinsebenfalls keinen Ein�uss auf die Konformationsverteilung des Hämoyanins unter nor-moxishen Bedingungen. Die Bindung von Isoko�ein, 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthinund 1,3,7-Trimethylharnsäure ermöglihte eine Umlagerung in die Konformation rT. DieAuswertung der Konformationsverteilungen basierend auf dem Nested-MWC-Modell nahBindung der untershiedlihen Xanthinderivate bestätigt die shon für die Halbsättigungs-werte aufgezeigte Hypothese des Zusammenhangs der untershiedlihen Positionen derMethylgruppen zur Beein�ussung der Sauersto�bindung. Die A�nität der Sauersto�bin-dung sheint unter anderem durh eine, durh die Dimethylxanthine und 7-Methylxanthinim Gegensatz zu Urat niht hervorgerufene Konformationsumlagerung, begünstigt zu wer-den. Somit konnte eine Auswertung der Daten unter allosterishen Gesihtspunkten dieuntershiedlihe Auswirkung der Xanthinderivate auf die Sauersto�a�nität bekräftigen.Untersuhungen der Bindungseigenshaften der Xanthinderivate an das Hämoyanin desEuropäishen Hummers sollten diesen Aspekt weiter ershlieÿen.4.4 Charakterisierung der Uratbindungsstelle4.4.1 Bindung von XanthinderivatenDie Bindung der in Kapitel 4.3 beshriebenen Xanthinderivate wurde thermodynamishmittels isothermaler Titrationskalorimetrie untersuht. Da Zeis (1994) bereits Verdrän-gungsexperimente mit vershiedenen Uratanaloga vorgenommen hat und so als Grund-struktur ein 6-Mono-Oxopurin bestimmen konnte, wurden in dieser Arbeit Xanthinderiva-te als E�ektoren verwendet, um sowohl die stärker erhöhte Bindungsa�nität des Ko�einsim Vergleih zum Urat zu klären als auh um die räumlihe Struktur der Liganden in undzu der Bindungsstelle zu untersuhen. Die Bindungsisotherme der Xanthinderivate wurdenah der in Kapitel 3.3.3 beshriebenen Methode ausgewertet.Im Falle der Dimethylxanthine konnten die Bindungskonstanten der unter normox-ishen Bedingungen dominierenden Konformation als auh die der niht-allosterishenBindungsstellen zwishen 10 und 30◦C bestimmt werden (siehe Tabelle 3.16). Die Ab-bildungen 4.7 A � C zeigen diese unter Berüksihtigung der allosterishen Konforma-tionsverteilung im Temperaturspektrum. Es ist deutlih zu erkennen, dass die A�nitätder Dimethylxanthine mit zunehmender Temperatur abnimmt. Da bei einer Temperaturvon 20◦C Bindungsisotherme der Dimethylxanthine auh unter hypoxishen Bedingungen
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A B

C DAbbildung 4.7: Darstellung der Bindungskonstanten ke�rT , ke�nallo und ke�rR in mM−1 der Xanthinderivate A:Paraxanthin, B: Theobromin und C: Theophyllin bei Temperaturen zwishen 10 und 30◦C sowie D: ke�rT ,
ke�tT , ke�tR und ke�rR in mM−1 bei 20◦C, die durh die Kombination von Sauersto�- und thermodynamishenBindungsdaten berehnet wurden. 10◦C (blau), 15◦C (grün), 25◦C (orange) und 30◦C (rot). (X ± SD)aufgenommen wurden, konnte bei dieser Temperatur eine vollständige Auswertung unterden allosterishen Modellvorstellungen durhgeführt werden (siehe Abbildung 4.7 D). Diebestimmten Bindungskonstanten lassen sih ebenfalls in die abnehmende A�nität einfü-gen. Die Bindung der Dimethylxanthine bei 10 und 30◦C konnte nur über die Bindungan die jeweils dominierende Konformation und die niht-allosterishen Bindungsstellenharakterisiert werden (siehe Abbildung 4.1). Konformation rR ist unter normoxishenBedingungen bei 20◦C zu über 60% vorhanden, so dass die E�ektoren vermehrt an je-ne Konformation binden. Theobromin zeigt über das gesamte Temperaturspektrum diehöhste Bindungsa�nität an das Hämoyanin des Europäishen Hummers. Die Höhe derA�nität geht also niht mit der Beein�ussung der Sauersto�a�nität einher, da Paraxan-thin den stärksten Ein�uss mit ∆logP Parax

50 = 0,39 hatte. Sowohl Theobromin als auhParaxanthin besitzen eine Methylgruppe an der Position 7 des Xanthingerüsts. Theophyl-lin dagegen, mit Methylgruppen an der Position 1 und 3, zeigt das deutlih shwähsteBindungsverhalten. Theobromin, das die Position 3 und 7 des Puringerüsts mit Methyl-gruppen besetzt hat, wird bei einem pH-Wert von 8 vermutlih niht ionisieren, da beieiner Ionisierung zunähst an der Position 3 und anshlieÿend an Position 7 deprotoniert



4.4. CHARAKTERISIERUNG DER URATBINDUNGSSTELLE 75wird (Lister, 1966; Elguero et al., 1976). Es liegt somit nahe, dass eine Ionisierung desLiganden die Bindung ershwert.Die niht-allosterishen Bindungskonstanten nehmen nur geringfügig mit steigenderTemperatur ab. Bezieht man die Methylxanthine, Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäu-re in die Betrahtung mit ein (siehe Tabelle 3.18), so bestätigt die hohe Bindungskonstantedes 7-Methylxanthins mit k7M
rR = 150,67 ± 7,51 mM−1 die Annahme, die Methylgruppean Position 7 begünstige die Bindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers.Isoko�ein zeigt zudem ein deutlih shwäheres Bindungsverhalten als Ko�ein, was aufdie veränderte Position der Methylgruppe (Position 9 anstelle von 7) zurükgeführt wer-den kann. Weiterhin bindet 1,3,7-Trimethylharnsäure stärker an das Hämoyanin als derModulator Urat. Methylgruppen am Xanthingerüst sheinen demnah die Bindung andas Hämoyanin (Homarus vulgaris) zu begünstigen, was den Shluss zulässt, dass eineErhöhung der Hydrophobizität die Bindung an das Hämoyaninmolekül begünstigt. Urat,dessen Purinring niht methyliert ist, zeigt daher die geringste Bindungsa�nität.Da die niht-allosterishe Bindungskonstante knallo des Isoko�eins mit 53,33 ± 4,39mM−1 höher ist als die niht-allosterishen Bindungskonstanten der anderen Xanthinde-rivate, könnte die Methylgruppe an der Position 9 die Bindungsa�nität an die niht-allosterishen Bindungsplätze erhöhen. Die Oxy-Gruppe an der Position 8 des Xanthin-gerüsts, bzw. deren Ionisierung, sheint die Bindung zu behindern, da sih Urat als auhdie 1,3,7-Trimethylharnsäure durh eine geringe Bindungsa�nität harakterisieren lassen.1,3,7-Trimethylharnsäure hat eine geringere A�nität als Ko�ein an die unter normox-ishen Bedingungen bei 20◦C dominierende Konformation, was auf die Oxy-Gruppe anPosition 8 zurükgeführt werden kann. Somit ershwert die Ionisierungsmöglihkeit anden Positionen 7 � 9 die Bindung. Das untershiedlihe Bindungsverhalten von Ko�einund Urat kann somit auf die erhöhte Hydrophobizität und die damit einhergehende nihtmöglihe Ionisierung erklärt werden. Weitere Einblike in das Bindungsverhalten der Xan-thinderivate und des natürlihen Modulators kann eine thermodynamishe Analyse derBindungsdaten liefern.4.4.2 Thermodynamishe Analyse der E�ektorbindungDie freie Gibbs`she Energie ∆G0 (freie Reaktionsenthalpie) ist der bedeutendste thermo-dynamishe Parameter, der die Lage des Gleihgewihts für eine Reaktion bestimmt (sieheFormel 1.1). ∆G0 reagiert jedoh sehr unemp�ndlih auf Veränderungen im molekularenUmfeld eines Moleküls, da ∆H0 und ∆S0 die Tendenz haben, sih zu kompensieren und

∆G0 sih aus Anteilen der Enthalpie und Entropie zusammensetzt (Lumry und Rajender,1970). Es sind zahlreihe einfahe Beispiele für diese Beobahtung bekannt (Bolen et al.,2001; Eftink et al., 1983; Cooper et al., 2001; Baxa et al., 2001). MPhail und Cooper(1997) zeigten dies unter anderem am Beispiel einer durh einen Liganden induziertenAssoziation von Vanomyin. Es gibt zahlreihe Arten von thermodynamishen Beiträgen



76 4. DISKUSSIONwährend einer Protein-Liganden-Interaktion. Einige sollen vor dem Hintergrund der Urat-bzw. Xanthinderivatbindung an das Hämoyaninmolekül diskutiert werden. Menze (2001)beshrieb die Bindung des Urats an das Hämoyanin des Europäishen Hummers bei 20◦Cmit T∆S0Urat = -112 kJ mol−1 und ∆H0Urat = -135,2 kJ mol−1 als enthalpiegetrieben. Diefreie Reaktionsenthalpie der Bindung wurde von Menze (2001) mit ∆G0Urat = -22,1 kJmol−1 bestimmt. Spätere Studien mit dem hier angewandten erweiterten Bindungsmo-dell (Menze et al., 2005) ergaben für die unter normoxishen Bedingungen dominierendeBindungsstelle ein T∆S0
rT Urat = -27,9 kJ mol−1 und ∆H0Urat = -53,3 kJ mol−1 bei einem pH-Wert von 7,55 und eine daraus resultierende freie Reaktionsenthalpie ∆G0

rT Urat = -24,4 kJmol−1. In dieser Arbeit konnte für die Bindung des Urats an die unter normoxishen Bedin-gungen bei 10◦C dominierende Konformation ein T∆S0Urat(10◦C) = -56,75, ∆H0Urat(10◦C)= -65,78 und ∆G0
rT Urat(10◦C) = - 25,79 kJ mol−1 berehnet werden. Es ergibt sih somit,dass die Bindung enthalpiegetrieben ist, da die Bindung trotz des ungünstigen Entropie-betrags durh den negativeren Betrag der Reaktionsenthalpie ∆H0 begünstigt ist. Durhdie Betrahtungen der Ko�einbindung an das Hämoyanin (siehe Kapitel 3.3.1), ist zuerkennen, dass die freie Reaktionsenthalpie ∆G0 mit zunehmender Temperatur eine Ten-denz aufzeigt abzunehmen. Die hier bestimmte freie Reaktionsenthalpie stimmt somit gutmit der von Menze et al. (2005) bestimmten freien Enthalpie der Uratbindung überein.In Abbildung 4.8 A ist die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Ko�ein- und Uratbin-dung dargestellt. Die Enthalpie und Entropie der Bindung an die unter normoxishenBedingungen bei der jeweiligen Temperatur dominierende Konformation liegt in einemniedrigeren Energiebereih als die Bindung an die niht-allosterishe Bindungsstelle. DieBindung wird zudem mit steigender Temperatur zunehmend exothermer. Hierdurh wirddie Bindung jedoh niht begünstigt, da der entropishe Beitrag vom Betrag her stärkeransteigt als der enthalpishe Beitrag und somit die Bindungsa�nität reduziert wird. Derbei 22,5◦C gemessene Wert weiht als einziger mit einer gröÿeren Bindungsenthalpie alsder Bindung bei 25◦C von der Temperaturreihe ab und ist als Ausreiÿer zu betrahten.Die Bindungsenergien der niht-allosterishen Bindungsstelle verhalten sih entgegen-gesetzt. Mit fallender Temperatur wird die Bindung zunehmend exothermer. Allerdingslassen die Werte eine weitaus geringere Abhängigkeit von der Temperatur erkennen alsdies für die allosterishe Bindungsstelle bestimmt wurde. Die Bindungsenergien der beidenBindungsplatztypen der Uratbindung sind zwar in einem niedrigeren Energieniveau an-gesiedelt, weisen jedoh die gleihen entgegengesetzten Charakteristiken in Abhängigkeitvon der Temperatur auf. Dies mag als Bestätigung für das angewendete Two-Sets-of-Sites-Modell gewertet werden, da die Auswertung mit dem Non-Interating-Site-Modellgenau gegenläu�ge Bindungsenergien der beiden Liganden ermittelte (siehe Tabelle 3.10und 3.11), dies jedoh auf Grund der gleihen Bindungsplätze der beiden Liganden alsunwahrsheinlih angesehen werden kann.Die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Dimethylxanthine liegt mit dem jeweiligen
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A

BAbbildung 4.8: Entropie-Enthalpie-Kompensation der A: Ko�ein- (Bindung an die unter normoxishenBedingungen dominierende Konformation (◦); Bindung an die niht-allosterishen Bindungsstellen (�))und Uratbindung (Bindung an die unter normoxishen Bedingungen dominierende Konformation (▽);Bindung an die niht-allosterishen Bindungsstellen (△)) und B: Theobromin- (Bindung an die unternormoxishen Bedingungen dominierende Konformation (◦); Bindung an die niht-allosterishen Bin-dungsstellen (�)) , Paraxanthin (Bindung an die unter normoxishen Bedingungen dominierende Kon-formation (⋆); Bindung an die niht-allosterishen Bindungsstellen (⋄))und Theophyllinbindung an dasHämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris). � Lineare RegressionBindungsplatztyp im gleihen Energiebereih wie die Bindung des Ko�eins. Das Energie-niveau der niht-allosterishen Uratbindung weiht jedoh von den Energiebereihen deranderen E�ektoren ab. Dies ist mit der geringen Bindungsa�nität und der damit einherge-henden fehlerbehafteten Berehnung der Bindungsparameter der niht-allosterishen Bin-dungsplätze des Urats zu erklären. Die hier aufgezeigte Entropie-Enthalpie-Kompensationin Abhängigkeit von der Temperatur ist eine einfahe thermodynamishe Konsequenz ausden deutlihen Temperaturabhängigkeit von ∆H0 und ∆S0 (siehe Abbildungen 3.15 und3.16 und Tabellen 3.14 und 3.16). Bereits MPhail und Cooper (1997) konnten zeigen, dass



78 4. DISKUSSION

Abbildung 4.9: Entropie-Enthalpie-Kompensation der Bindung von Ko�ein, Theobromin, Paraxanthin,Theophyllin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Isoko�ein und 1,3,7-Trimethylharnsäure an die unternormoxishen Bedingungen dominierende Konformation (violett) und an die niht-allosterishen Bin-dungsstellen (grün). � Lineare Regressioneine Änderung der Wärmekapazität zu einer Entropie-Enthalpie-Kompensation führt.Abbildung 4.9 zeigt die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Bindung der Xanthin-derivate an Hämoyanin. Auh hier sind die vershiedenen Energieniveaus der untershied-lihen Bindungsplatztypen deutlih zu erkennen. Die Bindung an die niht-allosterishenBindungsplätze liegt in einem höheren Energiebereih als die Bindung an die allosteri-shen und unter normoxishen Bedingungen dominierenden Bindungsplätze. Zudem isteine lineare Abhängigkeit bei beiden Bindungsplatztypen bei allen Temperaturen undXanthinderivaten zu erkennen.Die Bindung der Xanthinderivate an das Hämoyanin ist enthalpiegetrieben. DieEntropie wurde nur für T∆S0
nallo,Ko�ein (22,5 ◦C) > 0 bestimmt. Vergleiht man die Bindungdes Urats und des Ko�eins miteinander, so zeigt sih, dass sih für die Bindung des Uratsan die allosterishen Bindungsplätze unter normoxishen Bedingungen ungünstigere Ände-rungen in der Entropie ergeben (T∆S0

oxy,Ko�ein(10◦C) = -23,63 kJ mol−1, T∆S0
oxy,Urat(10◦C)= -56,75 kJ mol−1), wohingegen die den Bindungsprozess initiierenden Enthalpieänderun-gen günstiger für die Bindung des Urats bestimmt werden konnten. (∆H0

oxy,Ko�ein(10◦C)= -55,31 ± 0,12 kJ mol−1, ∆H0
oxy,Urat(10◦C) = -65,78 ± 4,94 kJ mol−1). Die Uratbindungist somit bei dieser Temperatur zu einem stärkeren Ausmaÿ entropiekompensiert als dieBindung des Ko�eins. Es �ndet vermutlih während der Bindung des hydrophoberen, un-geladenen Ko�eins eine hydrophobe Interaktion statt, die eine erhöhte Entropie nah sihzieht (Sturtevant, 1977; Calderone und Williams, 2001). Dabei kommt es wahrsheinlihzu einer vermehrten Freisetzung von Wassermolekülen aus der Bindungstashe, was denentropishen Beitrag zu der Bindung des Ko�eins erhöht. Urat hingegen bildet durh seineLadung zahlreihe Wassersto�brükenbindungen in der wässrigen Lösung. Die Freisetzung



4.4. CHARAKTERISIERUNG DER URATBINDUNGSSTELLE 79an Wasser und die damit einhergehende Erhöhung der Entropie ist somit geringer als diedes Ko�eins (Cooper, 2005). Es ergibt sih somit für Ko�ein mit ∆G0
oxy,Ko�ein(10◦C) =-31,68 ± 0,05 kJ mol−1 eine günstigere freie Reaktionsenthalpie als für die Bindung desUrats ∆G0

oxy,Urat(10◦C) = -25,51 ± 1,00 kJ mol−1. Die Bindung des Modulators Urat andie unter hypoxishen Bedingungen dominierende Konformation erweist sih mit einem
T∆S0

hypUrat(10◦C) von -4,33 kJ mol−1 als entropiegetrieben (T∆S0
hypKo�ein(10◦C) = -51,37kJ mol−1). Die freie Energie der Bindung verringert sih jedoh mit ∆G0

oxy,Urat(10◦C) =-9,69 kJ mol−1 deutlih und deutet somit auf die verringerte A�nität zu der Bindungs-tashe hin.Wie in Kapitel 4.1 beshrieben, geht die Bindung der Liganden an das Hämoyaninunter hypoxishen Bedingungen vermutlih mit einer Konformationsänderung einher unddie so initiierte Makromolekülumlagerung führt sowohl zu einer Freisetzung von Wasser-molekülen als auh zu einer weniger dihten Molekülstruktur und einer damit einherge-henden Erhöhung von Freiheitsgraden des Moleküls, was für die Bindung des Urats einenhöheren entropishen Beitrag hervorruft (Eftink und Biltonen, 1980; Griko und Remeta,1999; Sarkhel und Desiraju, 2004). Die Bindung an die niht-allosterishen Bindungsstel-len ist für Urat und Ko�ein entropish günstiger (T∆S0
nallo,Urat(10◦C) = -37,34 kJ mol−1,

T∆S0
nallo,Ko�ein(10◦C) = -12,09 kJ mol−1). Der hydrophobe E�ekt des Ko�eins kommt hiersomit stärker zum tragen. Die Bindung an die niht-allosterishen Bindungsplätze führtzum einem zu einer verstärkten Wasserfreisetzung und zum anderen zu einer Erhöhungder Freiheitsgrade des Moleküls.Weiteren Aufshluss über die thermodynamishen Bindungseigenshaften der E�ek-torbindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers kann eine Betrahtung derWärmekapazität der Bindung liefern. In Tabelle 4.2 sind die Änderungen der Wärmeka-pazitäten der Bindung von Urat, Ko�ein, Paraxanthin, Theophyllin und Theobromin zu�nden. Die Wärmekapazität der Dimethylxanthine und des Ko�eins ist temperaturabhän-gig; in niedrigen Temperaturbereihen wird eine geringe Änderung und mit zunehmenderTemperatur eine negative Änderung der Wärmekapazität beobahtet. Die Wärmekapazi-tät für Urat konnte nur aus zwei Messpunkten berehnet werden, so dass hier von einergeshätzten Angabe ausgegangen werden muss, die allerdings auh shon bei den gerin-gen Temperaturen von 10 bis 15◦C mit ∆Cp(oxy,Urat) ≈ −2, 27 kJ K−1 mol−1 negativ ist.Negative Änderungen der Wärmekapazität wurden in wässrigen Systemen shon mehr-fah gemessen z. B. von Spolar und M. T. Reord (1994) sowie Gupta et al. (2006) undsind für Ligand-Makromolekül-Interaktionen harakteristish (Sturtevant, 1977; Eftinkund Biltonen, 1980). Clarke et al. (2001) konnten für die Interaktion von Trisaharidenmit dem Letin Conanavilin-A Wärmekapazitäten von -0,46 und -0,39 kJ K−1 mol−1aufzeigen. Eine Erklärung für negative Wärmekapazitätsänderungen ist die Überführungdes Liganden aus dem Wasser in die Bindungstashe (Wadsö, 1972). Demnah müsste dieÜberführung stark hydrophober Liganden aus einem wässrigen Medium in die Bindungs-



80 4. DISKUSSIONTabelle 4.2: Wärmekapazität der Bindung von Urat und Ko�ein, sowie der verwendeten Dimethylxanthinein kJ K−1 mol−1

∆Cp(oxy)[kJ K−1 mol−1℄E�ektor 10 � 30◦CUrat ≈ −2, 27Ko�ein 0,48 � -2,10Paraxanthin 0,71 � -2,13Theobromin -0,12 � -0,66Theophyllin 0,61 � -3,42tashe zu einer negative Wärmekapazität führen. Studien wie die von Clarke et al. (2001)zeigen jedoh, wie shwierig die Analyse solh einer Protein-Ligand-Interaktion ist, da injener Studie eine Erhöhung des Kohlensto�anteils eines Moleküls niht zu der erwartetenErniedrigung der Wärmekapazität führte (Cooper, 2005).Die hier verwendeten Purinderivate sind in Wasser löslih und unlöslih in den meistenunpolare Lösungsmitteln. Von daher kann der Beitrag an der negativen Wärmekapazitätdurh die Hydrophobizität des E�ektors shwer beurteilt werden (Elguero et al., 1976;Eftink und Biltonen, 1980; Cooper, 2005). Je höher der Anteil an Methyl-Gruppen im Ef-fektormolekül, desto negativer wäre die erwartete Wärmekapazität bei der Überführungin die Bindungstashe des Hämoyanins. Theophyllin zeigt jedoh eine deutlih negativereWärmekapazität als das vermeintlih hydrophobere Ko�ein. Zudem ist die Wärmekapazi-tät des Oxopurins Urat ebenfalls stark negativ. Es muss somit noh eine andere Erklärungfür die negative Wärmekapazität bei der Ligandenbindung geben.Negative Wärmekapazitäten können auh durh Konformationsänderungen erklärtwerden, die durh die Temperatur sowie durh den Liganden induziert werden können.Geht man davon aus, dass das Molekül unter normoxishen Bedingungen in zwei ver-shiedenen Konformationen vorliegen kann (siehe Kapitel 4.1) und die Umlagerung beieiner bestimmten Temperatur (Tc) erfolgt, so kann dies in einer negative Wärmekapa-zität resultieren. Dies spiegelt sih am deutlihsten in der Temperaturabhängigkeit derWärmekapazität wieder (Privalov und Privalov, 2000).Mit den in dieser Arbeit gewonnenen Daten ist nun eine weitere Charakterisierungder Uratbindungsstelle möglih. Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Xan-thinderivate alle an das Hämoyanin des Europäishen Hummers binden und dass eineerhöhte Hydrophobizität die Bindung der arti�ziellen E�ektoren an das Hämoyanin imGegensatz zu dem natürlihen Modulator Urat erhöht. Dies steht im Einklang mit dervon Zeis (1994) aufgestellten Hypothese, dass unpolare Wehselwirkungen des E�ektorsmit dem Hämoyaninmolekül die Bindung begünstigen, denn je besser die Ionisieruns-gmöglihkeit des Moleküls und die damit einhergehende Ladung des E�ektors ist, destogeringer ist die Bindungsa�nität zur Bindungstashe. Die hydrophobe allosterishe Bin-dungstashe könnte somit mit einem aromatishen Rest von einem Phenylalanin, Tyro-



4.5. ALLOSTERISCHE MODELLVORSTELLUNGEN 81sin oder Tryptophan bestükt sein und diese eine unpolare Wehselwirkung über eine
π-Komplexbildung eingehen. Da jedoh ein 6-Oxopurin für die Bindung erforderlih ist,müssen auh polare Wehselwirkungen bei der Bindung ein Rolle spielen, wie Wassersto�-brükenbindungen und van der Waals-Kräfte, da alle hier verwendeten Xanthinderivateund damit 2,6-Oxopurine a�ner an die Bindungsstellen binden als das von Zeis (1994)verwendete Hypoxanthin. Die Formierung von Wassersto�brükenbindungen geht immermit einem Verlust an Entropie einher und erklärt somit den ungünstigen Entropieanteilder Bindung.4.5 Allosterishe ModellvorstellungenDie hier dargestellten Ergebnisse und Auswertungen lassen auf ein komplexes allosteri-shes Bindungsverhalten des Sauersto�s und des E�ektors Urat an das Hämoyanin desEuropäishen Hummers shlieÿen. Nah dem angewendeten Nested-MWC-Modell kannHämoyanin in vershiedenen allosterishen Konformationen vorliegen (rT, tR, tT, rR).Die Verteilung der Konformationen in Abhängigkeit der Sauersto�sättigung sowie derTemperatur konnte über die Auswertung der Sauersto�bindungskurven bestimmt wer-den. Durh die kalorimetrishen Bindungsstudien konnte die Bindung des Urats an dasHämoyanin über vier Bindungsplätze, zwei allosterishe und zwei niht-allosterishe, ha-rakterisiert werden. Die Bindung an die allosterishen Bindungsplätze kann mit einerKonformationsänderung einhergehen.Abbildung 4.10 zeigt ein aus den Ergebnissen dieser Arbeit gewonnenes allosterishesBindungsmodell des Urats an das Hämoyanin des Europäishen Hummers in Abhängig-keit von der Temperatur. Auf dem Nested-MWC-Modell basierend wurde in vorhergehen-den Kapiteln bereits dargestellt, dass das Hämoyanin mit zunehmender Temperatur eineKonformationsänderung durhläuft. Zudem sheint die Bindung des Urats bei bestimmtenTemperaturen ebenfalls eine Konformationsänderung hervorzurufen. Diese konnte jedohin dem hier für die kalorimetrishen Kurven verwendeten Modell niht berüksihtigtwerden, spiegelt sih jedoh in der Annahme zweier allosterisher Bindungsstellen wieder.Urat bindet bei geringer Temperatur und geringer Sauersto�konzentration zunähst andie Konformation tR. Die Bindung des Urats führt zu einer Konformationsänderung vona. 1/3 der Hämoyaninmoleküle zur Konformation tT. Bei hohen Temperaturen ist derAnteil der unter Hypoxie durh die Uratbindung umgelagerten Moleküle deutlih gerin-ger. Die A�nität des Sauersto�s ist bei 10◦C für die Konformation tT höher, so dassUrat die Bindung des Sauersto�s erleihtert. Unter normoxishen Bedingungen hat dieBindung des Urats bei geringen Temperaturen keinen Ein�uss auf die Konformations-verteilung. Erhöht sih die Temperatur, so erfolgt eine durh die Temperatur induzierteKonformationsumlagerung von Konformation rT zu Konformation rR. Die Bindung desUrats induziert auh shon bei moderaten Sauersto�konzentrationen eine erneute Konfor-
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Abbildung 4.10: Allosterishes Modell des Bindungsverhaltens des Urats als auh der weiteren hier verwen-deten Xanthinderivate an das Hämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris). Auftragungder relativen Konformationsverteilung bei 10 und 30 ◦C in Abhängigkeit von der Sauersto�konzentrationin An- und Abwesenheit des Modulators. Hαβ : Hämoyanin in der Konformation αβ ohne gebunde-nen Modulator; Hu
αβ : Hämoyanin in der Konformation αβ mit gebundenem Urat bzw. anderem Xan-thinderivat; Hnallo: niht-allosterishe Bindungsplätze des Hämoyanins; Hu

nallo: mit dem ModulatorUrat besetzte niht-allosterishe Bindungsplätze; kαβ : Bindungskonstante des Urats an die entsprehendeKonformation αβ. αβ stellt die jeweilige Konformation rT (grün), tT (rot), tR (blau) und rR (gelb) desHämoyanins dar, an die der E�ektor bindet. Für Details siehe Text.



4.6. PHYSIOLOGISCHE BETRACHTUNGEN 83mationsänderung zur Konformation rT. Sauersto� bindet bei Temperaturen zwishen 10und 25◦C mit einer höheren A�nität an die Konformation rT. Da bei höheren Tempera-turen die Sauersto�bindungskapazität des Hämoyanins deutlih reduziert ist, ermöglihtUrat eine verbesserte Sauersto�aufnahme.Die Sauersto�a�nitätserhöhung durh den E�ektor Urat nimmt mit zunehmenderTemperatur ab, die des E�ektors Ko�ein jedoh zu. Zusätzlih zeigte sih, dass sih dieBindungsa�nität des Sauersto�s an die Konformation rT mit zunehmender Temperaturdeutlih verringerte und bei 30◦C sogar Konformation rR eine höhere A�nität zugewie-sen werden konnte. Ko�ein ermögliht im Gegensatz zu Urat durh die Bindung keineKonformationsumlagerung zu der Konformation rT. Urat fungiert daher nur in den phy-siologishen Bereihen von zwei bis a. 25◦C als e�ektiver Modulator der Sauersto�bin-dungsa�nität.4.6 Physiologishe BetrahtungenDekapode Hummer leben in ihrem natürlihen Habitat in Wassertemperaturen von a.zwei bis 25◦C auf Grund von jahreszeitlih bedingten Shwankungen. Experimente mit anbestimmte Temperaturen und Sauersto�konzentrationen akklimatisierten Tieren, zeigten,dass Hummer in einem Temperaturbereih von 0 bis 30◦C überleben können und plötzliheTemperaturänderungen von +16 und -21◦C tolerieren (MLeese, 1959; Aiken, 1980; vanOlst et al., 1980). Es gibt zahlreihe Anpassungen der Crustaeen an eine veränderte Um-gebungstemperatur. So führt eine erhöhte Umgebungstemperatur zu einem erniedrigtenHämolymph-pH-Wert (Truhot, 1971). Deker und Föll (2000) zeigten eine Änderung derHämoyaninzusammensetzung sowohl auf Ebene der Hexamere als auh der Di-Hexamerebei Astaus leptodatylus nah Adaption an vershiedene Temperaturen. In dieser Arbeitwurde die Anpassung des Hämoyanins des Europäishen Hummers an untershiedliheTemperaturen und Sauersto�konzentrationen unter allosterishen Modellvorstellungen be-shrieben.Urat akkumuliert unter hypoxishen Bedingungen in der Hämolymphe dekapoderCrustaeen (Lallier et al., 1987; Lallier und Truhot, 1989) und ist ein Abbauproduktdes Purinsto�wehsels. Unter normoxishen Bedingungen wird es durh die Uriase zuAllantoin oxidiert und weiter über Allantoinsäure und Harnsto� zu Ammoniak und Koh-lendioxid abgebaut (Claybrook, 1983). Da die Uriase jedoh Sauersto� als Co-Substratbenötigt (Dykens, 1991), akkumuliert Urat unter Sauersto�mangel (Czytrih, 1990; Lal-lier et al., 1987). Während einer biotopbedingten Hypoxie konnten für den FlusskrebsAstaus leptodatylus Uratkonzentrationen von 369 µM nah aht Stunden und von a.400 µM nah 20 Stunden gemessen werden. Es sheint jedoh eine Grundkonzentrationvon 106 µM im Tier vorzuliegen (van de Meer, 2004). Ähnlihe Beobahtungen wurdenfür Carinus maenas beshrieben. Hier wurden Grundkonzentrationen von 79 µM und



84 4. DISKUSSIONnah einer 12 stündigen Inkubation eine Erhöhung auf 113 µM gemessen (Lallier et al.,1987). Im Falle des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) konnte Zeis (1994) naheiner vierstündigen hypoxishen Inkubation Uratkonzentrationen von 80 µM aufzeigen,während unter normoxishen Bedingungen Uratkonzentrationen von a. 20 µM gemessenwurden (Zeis, 1994). Nah erhöhter muskulärer Aktivität konnte van de Meer (2004) wedereine signi�kante Erhöhung der Konzentration von Adenosin noh von dessen Abbaupro-dukten Inosin und Urat im Flusskrebs Astaus leptodatylus messen. Ähnlihe Ergebnisseerzielten Lallier und Walsh (1990) nah einer 30 minütigen Shwimmphase der KrabbeCallinetes sapidus.Da Urat unter funktionsbedingter Hypoxie bei den hier aufgeführten Crustaeen nihtakkumuliert, ist es wahrsheinlih, dass auh beim Europäishen Hummer keine Akkumu-lation des Urats während einer erhöhten muskulären Aktivität statt�ndet. Somit könn-te die Grundkonzentration des Urats einen ausreihenden Ein�uss auf die Sauersto�-bindungseigenshaften des Hämoyanins des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris)haben.Simulationen basierend auf den aus den kalorimetrishen und den Sauersto�bindungs-daten gewonnenen Ergebnissen im Bezug auf physiologishe Bedingungen der Sauersto�-als auh Uratkonzentration der Hämolymphe des Hummers, könnten das Verständnis fürdie Funktion des Urats im Tier im Bezug auf die saisonalbedingten Temperaturshwan-kungen im Habitat erhöhen. Es konnten jedoh keine Bindungsparameter für die Bindungdes Urats an das Hämoyanin bei 30◦C mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell bestimmt wer-den. Es ist jedoh davon auszugehen, dass Urat an das Hämoyanin bindet, da mit demOne-Set-of-Site-Modell eine Auswertung unter der Bestimmung einer geringen Bindungs-konstante möglih war und nah einer Sättigung des Hämoyanins mit Urat eine Änderungder Sauersto�bindungsa�nität verzeihnet werden konnte. Da für 10◦C Bindungsparame-ter bestimmt werden konnten und dort der relative Zusammenhang der Bindungskurvenbegutahtet werden kann, wurden die Bindungskurven basierend auf hypothetishen Urat-bindungsdaten bei 30◦C und eine Uratkonzentration von 20 µM (Zeis, 1994) simuliert.Unter normoxishen Bedingungen beträgt der Sauersto�partialdruk der Hämolym-phe des Europäishen Hummers vor der Kiemenpassage 21 Torr und nah den Kiemen 50Torr (Butler et al., 1978; MMahon et al., 1978). In Abbildung 4.11 A sind Sauersto�bin-dungskurven bei 10, 25 und 30◦C in Anwesenheit von 0, 0,02 (Normoxie) und 0,40 mM(Hypoxie) Urat aufgetragen. Unter normoxishen Bedingung ist eine Grundkonzentrationvon 20 µM Urat in der Hämolymphe bestimmt worden (Zeis, 1994). Es kommt somit un-ter normoxishen Bedingungen bei 10◦C zu einer maximalen Entladung des Hämoyaninsvon 4%, unter physiologishen Bedingungen mit einer Grundkonzentration von a. 0,020mM Urat sogar nur von 2%. Bei tiefen Temperaturen dient Hämoyanin unter Normoxiesomit vermutlih niht als Sauersto�transporter, wie auh shon Menze et al. (2005) für20◦C berehneten.



4.6. PHYSIOLOGISCHE BETRACHTUNGEN 85

A

1,0

0,4

0,0

0,2

0,6

0,8

1,2

0 20 6040

B 0 20 40 60
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

Abbildung 4.11: Sauersto�beladungsgrade des Hämoyanins des Europäishen Hummers unter vershie-denen physiologishen Bedingungen bei 10◦C (blau), 25◦C (orange) und 30◦C (rot) A: Normoxie undbiotopbedingte Hypoxie. Referenzlinie bei 5 Torr: PO2
vor der Kiemenpassage bei biotopbedingter Hy-poxie; Referenzlinie bei 15 Torr: PO2

nah der Kiemenpassage bei biotopbedingter Hypoxie Referenzliniebei 21 Torr: PO2
vor der Kiemenpassage bei Normoxie; Referenzlinie bei 50 Torr: PO2

nah der Kiemen-passage bei Normoxie; Die blauen Bereihe zeigen die Sauersto�kapazität des Hämoyanins bei 10◦C, dieorangen Bereihe bei 25◦C und die roten Bereihe bei 30◦C. Da es hier zu Übershneidungen kommt, kanndie Sauersto�beladung bei der jeweiligen Temperatur an der Referenzlinie bei 50 bzw. 15 Torr abgelesenwerden. B: Funktionsbedingte Hypoxie. � ohne E�ektor; .... mit 0,02 mM Urat; ���- mit 0,4 mM Urat



86 4. DISKUSSIONWie oben beshrieben lebt der Hummer in seinem natürlihen Habitat in Temperatur-bereihen von zwei bis 25◦C und kann einen Temperaturbereih von 0 bis 30◦C tolerieren.Unter normoxishen Bedingungen kommt es bei 25◦C zu einer Entladung von a. 33% desHämoyanins, in Ab- und in Anwesenheit von 0,02 mM Urat. Somit fungiert Hämoyaninvorwiegend bei hohen Temperaturen als Sauersto�transportprotein.Urat akkumuliert bei biotopbedingter Hypoxie bis auf eine Konzentration von 0,4 mMin der Hämolymphe. Der Sauersto�partialdruk ändert sih zudem auf a. 5 Torr vor derKiemenpassage und erreiht 15 Torr nah der Kiemenpassage (Butler et al., 1978; MMa-hon et al., 1978). Bei 10◦C verringert sih durh die mit der Akkumulation einhergehendenBindung an das Hämoyanin und der anshlieÿenden A�nitätserhöhung sogar die Abgabevon Sauersto� an das Gewebe um 25% (siehe Abbildung 4.11A, biotopbedingte Hypoxie).Hämoyanin wirkt hier dennoh als Sauersto�transportprotein, die Wirkung des Uratsliegt jedoh niht in der erhöhten Sauersto�abgabe. Bei erhöhten Temperaturen kann esjedoh durh die verringerte Konzentration des Sauersto�s im Gewässer zu einer biotop-bedingten Hypoxie kommen. Durh eine Akkumulation des Urats gibt das Hämoyanin42% des gebundenen Sauersto�s bei 25◦C an das Gewebe ab. Würde Urat niht akku-mulieren, so könnten nur 25% Sauersto� entladen werden. Hämoyanin wirkt demnahmit gebundenem Urat bei einer mit der erhöhten Gewässertemperatur einhergehendenbiotopbedingten Hypoxie als e�ektiver Sauersto�transporter, da sih die Sauersto�trans-portkapazität um 17% erhöht. Bei 30◦C sinkt der Wirkungsgrad des Hämoyanin-Urat-Komplexes ab, da nur noh eine Kapazitätserhöhung von a. 5% zu verzeihnen ist. Damitwird deutlih, dass es sih bei dieser Temperatur um die Grenze des Toleranzbereihs desHummers handelt.Da funktionelle Hypoxie beim Amerikanishen Hummer (Homarus amerianus) miteiner Erniedrigung des pH-Wertes einhergeht (Rose et al., 1998) und man davon ausge-hen kann, dass es sih bei dem Europäishen Hummer (Homarus vulgaris) ähnlih verhält,kann eine funktionelle Hypoxie hier nur bedingt simuliert werden, da pH-Wert-abhängigeBindungsparameter bei erhöhten Temperaturen niht zur Verfügung stehen. Abbildung4.11 B zeigt die Wirkung des Hämoyanins als Sauersto�transporter nah muskulärerAktivität. Die pH-Wert-Änderung wurde hierbei niht einbezogen. Da Urat bei funk-tionsbedingter Hypoxie niht akkumuliert, muss hier von der Grundkonzentration von0,02 µM Urat in der Hämolymphe ausgegangen werden. So kommt es bei einer Tem-peratur von 10◦C zu einer 60%igen Entladung des Hämoyanins am Gewebe, bei einerTemperatur von 25◦C sogar von 89%. Da die A�nität des Hämoyanins durh den abge-senkten pH-Wert verringert wird, ist davon auszugehen, dass die Sauersto�kapazität desHämoyanins geringer ist. Es wurde jedoh für die Blaukrabbe Callinetes sapidus (Boothet al., 1982) und den Tashenkrebs Caner magister (Graham et al., 1983) eine Akkumu-lation von L-Laktat während funktionsbedingter Hypoxie nahgewiesen. L-Laktat könntesomit auh beim Europäishen Hummer die Funktion des Urats zur A�nitätserhöhung



4.6. PHYSIOLOGISCHE BETRACHTUNGEN 87übernehmen. Hämoyanin wirkt dennoh auh unter funktioneller Hypoxie als potenterSauersto�transporter, die Bindung des Urats ist hier jedoh über die Grundkonzentrationhinaus niht relevant.
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5ZusammenfassungHämoyanine sind multimere, allosterish regulierte Proteine, die sih durh eine hohkooperative Sauersto�bindung harakterisieren. Zahlreihe E�ektoren können die Sauer-sto�af�nität des Hämoyanins beein�ussen.In dieser Arbeit wird der Ein�uss der Temperatur auf die Sauersto�- und E�ektor-bindung an das Hämoyanin des Europäishen Hummers (Homarus vulgaris) untersuht.Urat akkumuliert unter biotopbedingter Hypoxie in der Hämolymphe des Hummers undbeein�usst die Sauersto�a�nität des Hämoyanins. Um dessen Bindungsstelle näher zuharakterisieren, wurden Ko�ein und weitere Xanthinderivate als arti�zielle E�ektoren inSauersto�bindungs- und thermodynamishen Studien verwendet.Die Bindung des Urats und der weiteren E�ektoren konnte durh das Two-Set-of-Sites-Modell mit zwei allosterishen und zwei niht-allosterishen Bindungsplätzen ha-rakterisiert werden. Die Sauersto�bindung an das Hämoyanin wurde mit dem Nested-MWC-Modell beshrieben. Eine Kombination der Daten ermöglihte die Einordnung derthermodynamishen Bindungsdaten in ein allosterishes Modell, das den Ein�uss der Tem-peratur auf das Hämoyaninmolekül berüksihtigte.Eine Erhöhung der Temperatur über einen Bereih von 10 bis 30◦C erniedrigt dieSauersto�a�nität als auh die Kooperativität der Sauersto�bindung des Hämoyanins.Urat und Ko�ein erhöhen die Sauersto�a�nität des Hämoyanins, der relative Ein�ussnimmt dabei mit zunehmender Temperatur für Ko�ein zu und für Urat ab.Urat und die weiteren Xanthinderivate erhöhen die Sauersto�a�nität des Hämoyan-ins und senken die Kooperativität der Sauersto�bindung. Urat bindet bei 10◦C unterhypoxishen Bedingungen (PO2 < 1 Torr) mit der Bindungskonstante KUrat
tR = 0,55 ±0,026 mM−1 an die Konformation tR. Die Bindung des Urats führt zu einer partiellenUmlagerung des Moleküls in die Konformation tT. Mit zunehmender Temperatur lagertsih das Hämoyaninmolekül unter hypoxishen Bedingungen in Abwesenheit der E�ek-toren in die Konformation tT um. Unter normoxishen Bedingungen (PO2 > 150 Torr)bindet Urat mit einer höheren A�nität (KUrat

rT = 35,37 ± 13,33 mM−1) an die Konforma-tion rT. Durh eine Erhöhung der Temperatur von 10 auf 30◦C lagert sih Hämoyanin89



90 5. ZUSAMMENFASSUNGin die Konformation rR um. Durh die Bindung des Urats erfolgt auh bei hohen Tempe-raturen ab moderaten Sauersto�konzentrationen (PO2 ≈ 30 Torr) eine Umlagerung in dieKonformation rT. Die übrigen Xanthinderivate haben keinen oder einen geringen Ein�ussauf die Konformationsverteilung unter normoxishen Bedingungen. Somit resultiert deruntershiedlihe relative Ein�uss des Ko�eins und Urats auf die Sauersto�a�nität mitzunehmender Temperatur aus der durh das Urat initiierten Konformationsumlagerung.Die Bindung des Urats und der Xanthinderivate an das Hämoyanin ist enthalpie-getrieben. Dabei liegt die Bindung an die unter normoxishen Bedingungen dominie-rende Konformation in einem niedrigeren Energiebereih als die Bindung an die niht-allosterishen Bindungsplätze. Die Änderung der Wärmekapazität ist für alle verwendetenLiganden negativ und von der Temperatur abhängig. Die mit dem Nested-MWC-Modellaufgestellte Hypothese, dass in Abhängigkeit von der Temperatur das Molekül einer Kon-formationsumlagerung unterliegt, konnte somit bestätigt werden.Die thermodynamishen Analysen der Bindung der Xanthinderivate an das Hämoya-nin zeigten, dass eine hohe Hydrophobizität des E�ektors die A�nität zu dem Makromo-lekül erhöht. Daher bindet der arti�zielle E�ektor Ko�ein sowie die verwendeten Di- undMono-Methylxanthine bei jeder gemessenen Temperatur mit einer höheren A�nität andas Hämoyanin als der natürlihe Modulator Urat.Das Hämoyanin des Europäishen Hummers dient unter physiologishen Bedingungenbei hohen Temperaturen (≥ 25◦C) als Sauersto�transportprotein. Unter biotopbedingterHypoxie akkumuliert Urat in der Hämolymphe und verstärkt bei hohen Temperaturen dieSauersto�abgabe an das Gewebe um 17% im Vergleih zu der Abgabe bei einer physiolo-gishen Grundkonzentration von Urat. Urat hat demnah einen bedeutenden Ein�uss aufden Sauersto�transport bei höheren Temperaturen. Bei tiefen Temperaturen und Hypoxiehat die Akkumulation des Urats kaum einen E�ekt auf die Sauersto�abgabe an das Ge-webe. Unter funktionsbedingter Hypoxie fungiert Hämoyanin im gesamten Temperatur-spektrum als Sauersto�transporter, da jedoh Urat vermutlih unter diesen Bedingungenniht akkumuliert, hat es bei funktionsbedingter Hypoxie keinen relevanten Ein�uss aufden Sauersto�transport im Tier.
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6Anhang
Tabelle 6.1: Gleihgewihtskonstante lR, lT und Λ basierend auf dem Nested-MWC-Modell der Sauer-sto�bindung in Abwesenheit eines E�ektors (X ± SD)

T lT Λ lR10 2, 0 × 1013 ± 5, 8 × 1011 0, 005± 0, 0007 9 × 1012 ± 1, 4 × 101015 2, 3 × 1012 ± 5, 0 × 1011 1, 2 × 10−4 ± 5, 0 × 10−5 5, 3 × 108 ± 2, 9 × 10820 2, 0 × 1011 ± 8, 0 × 1010 0, 035± 0, 002 1, 0 × 1010 ± 1, 0 × 10825 8, 0 × 1010 ± 1, 8 × 102 0, 15± 0, 07 1, 1 × 108 ± 3, 6 × 10530 1, 0 × 1011 ± 6, 0 × 1010 6, 05± 1, 4 3, 0 × 109 ± 9, 0 × 108Tabelle 6.2: Gleihgewihtskonstante lUratR , lUratT und ΛUrat basierend auf dem Nested-MWC-Modell derSauersto�bindung in Anwesenheit von Urat (X ± SD)
lT Λ lR10 2, 0 × 1012 ± 2.5 × 1011 0, 007± 0, 003 2, 3 × 1011 ± 5, 8 × 101015 1, 5 × 1011 ± 1, 0 × 1011 0, 17± 0, 24 5, 0 × 109 ± 5, 7 × 10920 2, 0 × 1011 ± 2, 0 × 108 3, 39± 0, 41 1, 0 × 109 ± 4, 0 × 10825 6, 0 × 109 ± 5, 0 × 106 0, 69± 0, 23 4, 2 × 108 ± 9, 8 × 10630 1, 0 × 1010 ± 2, 0 × 109 28, 27± 3, 26 1, 0 × 1010± 3, 0 × 108Tabelle 6.3: Gleihgewihtskonstante lKo�einR , lKo�einT und ΛKo�ein basierend auf dem Nested-MWC-Modellder Sauersto�bindung in Anwesenheit von Ko�ein (X ± SD)
lT Λ lR10 2, 0 × 1012 ± 5, 8 × 1011 0, 004± 0, 007 2, 0 × 1011 ± 2, 2 × 10−115 2, 0 × 1010 ± 1, 7 × 1010 0, 0001± 0, 0002 9, 9 × 107 ± 1, 9 × 10820 2, 9 × 109 ± 1, 0 × 109 0, 018± 0, 003 1, 1 × 108 ± 1, 0 × 10725 1, 0 × 109 ± 1, 0 × 108 0, 24± 0, 04 1, 8 × 108 ± 3, 0 × 10730 1, 0 × 109 ± 3, 0 × 108 1, 94± 0, 85 2, 0 × 109 ± 3, 0 × 108
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Tabelle 6.4: Gleihgewihtskonstante le�R , le�T und Λe� basierend auf dem Nested-MWC-Modell der Sauer-sto�bindung der aufgeführten Xanthinderivate. (X ± SD)

lT Λ lRParaxanthin 9, 0 × 108 ± 6, 0 × 108 0, 019± 0, 015 6, 5 × 107 ± 1, 0 × 107Theobromin 2, 0 × 109 ± 8, 0 × 108 0, 012± 0, 004 1, 1 × 108 ± 2, 0 × 107Theophyllin 2, 0 × 109 ± 1, 3 × 109 0, 017± 0, 004 1, 1 × 108 ± 2, 0 × 1071-Methylxanthin 2, 0 × 109 ± 1, 0 × 108 0, 077± 0, 019 1, 3 × 108 ± 2, 0 × 1073-Methylxanthin 1, 0 × 109 ± 1, 0 × 108 0, 23± 0, 034 2, 2 × 108 ± 5, 0 × 1077-Methylxanthin 1, 0 × 109 ± 1, 0 × 108 0, 034± 0, 007 7, 1 × 107 ± 9, 0 × 106Isoko�ein 9, 2 × 108 ± 2, 0 × 108 0, 267± 0, 05 2, 0 × 108 ± 4, 0 × 1071,3,7-TMH 2, 0 × 109 ± 6, 0 × 108 0, 15± 0, 04 1, 4 × 108 ± 1, 0 × 107

Tabelle 6.5: Ein�ussfaktoren F e�
T , F e� und F e�

R der Sauersto�bindung der Xanthinderivate. Bei den an-gegebenen Fehlern handelt es sih um die Standardabweihung (X ± SD)Ligand F e�
T F e� F e�

RParaxanthin 0, 013± 003 0, 029± 0, 014 0, 065± 0, 003Theobromin 0, 011± 0, 009 0, 50± 0, 26 0, 11± 0, 02Theophyllin 0, 05± 0, 008 0, 016± 0, 002 0, 08± 0, 0091-Methylxanthin 0, 007± 0, 0008 6, 94± 0, 69 0, 18± 0, 353-Methylxanthin 0, 008± 0, 001 4, 17± 0, 51 0, 19± 0, 367-Methylxanthin 0, 01± 0, 001 7, 66± 1, 06 0, 18± 0, 02Isoko�ein 0, 008± 0, 0007 74, 98± 0, 98 0, 18± 0, 041,3,7-Trimethylharnsäure 0, 05± 0, 005 0, 02± 0, 002 0, 07± 0, 003

A W
är

m
ee

n
er

g
ie

q

[k
J 

m
o
l

L
ig

an
d
]

D
-1

B W
är

m
ee

n
er

g
ie

q

[k
J 

m
o
l

L
ig

an
d
]

D
-1

Abbildung 6.1: Beispielhafte Bindungsisotherme der Bindung von A: Isoko�ein und B: 1,3,7-Trimethylharnsäure an das Hämoyanin des Europäishen Hummers bei 20◦C
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Abbildung 6.2: Beispielhafte Bindungsisotherme der Bindung von A: Paraxanthin, B: Theobromin, C:Theophyllin, D: 1-Methylxanthin, E: 3-Methylxanthin und F: 7-Methylxanthin an das Hämoyanin desEuropäishen Hummers bei 20◦C. Bindung unter normoxishen Bedingungen (•); Bindung unter hypo-xishen Bedingungen (◦)
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