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1

Einleitung

Biologische Makromolekiile kénnen hochspezifisch mit kleinen wie groften Molekiilen inter-
agieren. Solche Interaktionen spielen bei der Enzymkatalyse, Antikorperbindung und wei-
terer Protein-Liganden-Beziehungen eine essentielle Rolle. Eine der bekanntesten Protein-
Liganden-Wechselwirkungen ist die zwischen einem Atmungspigment und Sauerstoff. Der
Transport von Sauerstoff zu den Organen und seine Aufnahme in den Zellen ist substan-
tiell fiir den aeroben Metabolismus der Tiere. Folglich haben sich im Laufe der Evolution
verschiedene Proteine entwickelt, um Sauerstoff im Organismus zu transportieren. IThre
Hauptvertreter sind die Himoglobine, die im Stamm der Vertebraten, aber auch in den un-
terschiedlichsten Invertebraten-Stammen (z. B. Anelliden, Arthropoden, Mollusken) weit
verbreitet sind. Zu der Gruppe der Hamoglobine gehoren ebenfalls die Chlorocruorine
und Erythrocruorine der Anneliden, die extrazelluldr vorliegen. Neben dem Hamoglobi-
nen existieren jedoch noch weitere Sauerstofftransportproteine, wie Hamerythrine (z. B.
Sipunculiden, Brachipoden) und Himocyanine (z. B. Arthopoden, Mollusken) (Hardison,
1996; van Holde und Miller, 1995; Lamy et al., 1996).

Die Gruppe der Himocyanine gehort zu den Typ-3-Kupferproteinen, zu denen auch
die Phenoloxidasen, Tyrosinasen, Catecholoxidasen, Pseudo-Hamocyanine und Hexameri-
ne zéhlen. Sie alle entstammen vermutlich einem urspriinglichen Typ-3-Kupferprotein, von
welchem sich primitive Kupfer-3a-Proteine (Tyrosinasen) sowie Kupfer-3b-Proteine (Phe-
noloxidasen) in getrennten Asten abzweigten. Als sich vor etwa 700-800 Millionen Jahren
die groften Stamme der Metazoen zu entwickeln begannen, entstanden auch die Vorlaufer
der Himocyanine der Mollusken (3a-Kupferprotein) und Arthropoden (3b-Kupferprotein)
(van Holde et al., 2001; Burmester, 1999; Linzen et al., 1985).

Die Pigmente beider Stimme binden Sauerstoff zwischen zwei Kupferatome, die infol-
gedessen aus dem reduzierten Cu(I)-Zustand in den oxidierten Cu(II)-Zustand iiberfiihrt
werden. Durch die Oxidation &ndern die Hamocyanine ihre Farbe von farblos zu blau.
Die Kupferbindedoméne, die nahe am N-Terminus des Molekiils zu finden ist, bezeichnet
man als die sogenannte A-Seite (CuA), die nahe am C-Terminus des Molkiils liegt als die
B-Seite (CuB). Die Kupferatome werden iiber drei Histidine koordiniert (Magnus et al.,
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2 1. EINLEITUNG

1994; Bonaventura und Bonaventura, 1980).

Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropodenhdmocyanins ist das Hexamer, das
aus sechs Polypeptidketten mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 75 kDa zu-
sammengesetzt ist. Abhingig von der Art gibt es unterschiedliche Assoziationsstufen
des Hamocyanins, vom Hexamer bis zum Oligohexamer (Magnus et al., 1994; Linzen
et al., 1985). Die Untereinheiten assoziieren iiber nicht kovalente Bindungen als auch iiber
Disulfid-Briicken (van Holde und Miller, 1995). Zum Zusammenschluss der Untereinhei-
ten sind zweiwertige Kationen wie Mg?™ und/oder Ca?" erforderlich (Mangum, 1983). Im
Vergleich dazu besteht das Molluskenhdmocyanin aus funktionellen Untereinheiten von
ca. 50 kDa, die sich zu linearen Sequenzen von 7-8 Polypeptidketten zusammenschliefien
und so ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 350 bis zu 450 kDa bilden (Lieb
et al., 1999). Die multimere Struktur der Himocyanine erlaubt sowohl eine kooperative
Bindung als auch eine allosterische Regulation der bindenden Liganden. Die Sauerstoftbin-
dung an das Atmungspigment erfolgt hochgradig kooperativ mit Hill-Koeffizienten (Hill,
1910) von 2 bis zu 11 (Bonaventura und Bonaventura, 1980; Robert et al., 1987).

Die Sauerstoftbindung an das Himocyanin der Arthropden wird durch zahlreiche allos-
terische Effektoren und Modulatoren beeinflusst. So reagiert das Sauerstofftbindungsver-
halten des Hamocyanins hochsensitiv auf einen verdnderten pH-Wert. Das Hamocyanin
unterliegt dabei dem klassischen Bohr-Effekt: Mit steigender Protonenkonzentration sinkt
die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins (Mangum, 1983; Truchot, 1975). Werden Crusta-
ceen einer verdnderten Salinitit ausgesetzt, so beeinflusst diese ebenfalls die Sauerstoffaf-
finitit des Himocyanins. In Abhéngigkeit von den Ca®", Mg?* und Cl~-Konzentrationen
dndert sich die Affinitét fiir Sauerstoff (Truchot, 1975). Zudem kénnen niedrige Salini-
tatsniveaus die Zusammensetzung der Hamocyanin-Untereinheiten &ndern, woraus eine
Erniedrigung der Sauerstoffaffinitit resultiert (Mason et al., 1982; Mangum, 1983). In
schwefelwasserstoffreichen Habitaten kommt es hdufig zu Thiosulfatbildung. Taylor et al.
(1999) konnte fiir die Schlammkrabbe Calocaris macandreae Bell zeigen, dass die Sauer-
stoffaffinitdt durch grofe Mengen an Thiosulfat reduziert wird. Im Falle des Himocyanins
von Crangon crangon konnte jedoch kein Einfluss des Thiosulfats auf die Sauerstoffaff-
nitdt nachgewiesen werden (Hagerman und Vismann, 1999). Schlieflich fiihrt auch eine
Erhéhung der Temperatur zu einer Erniedrigung der Sauerstoffaffinitit des Himocyanins
(Truchot, 1975).

Neben den hier aufgefiihrten anorganischen Modulatoren der Sauerstoffaffinitit des
Hamocyanins der Crustaceen gibt es organische Molekiile, die einen Einfluss auf die Sau-
erstoffaffinitit nehmen konnen. Als metabolische Effektoren konnten Morris und McMa-
hon (1989) zahlreiche Neurohormone charakterisieren. Dopamin zeigte dabei den groften
positiven Effekt auf die Sauerstoffbindung von Cancer magister. L-Laktat akkumuliert als
glykolytisches Endprodukt unter Anaerobiose in der Hamolymphe von Cancer magister,

Callinectes sapidus, Homarus vulgaris und weiterer dekapoder Krebse. Truchot (1980)



konnte an den Krabben Carcinus maenas und Cancer pagurus zeigen, dass L-Laktat
einen positiven konzentrationsabhingigen Effekt auf die Sauerstoftbindung hat. Es ernied-
rigt den Halbséittigungswert und die Kooperativitit der Sauerstoffbindung (Lallier et al.,
1987; Truchot, 1980; Bouchet und Truchot, 1985). L-Laktat bindet dabei stereospezifisch,
was auf das chirale C-Atom zuriickzufiihren ist. D-Laktat zeigt eine deutlich geringere
Bindungsaffinitit an das Himocyanin als L-Laktat (Graham et al., 1983; Graham, 1985).

Urat akkumuliert ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen in der Himolymphe deka-
poder Krebse. Im Purinstoffwechsel werden Purinnukleotide {iber mehrere Schritte zum
Xanthin abgebaut, das durch die Xanthin-Oxidase zur Harnséure oxidiert wird. Anschlie-
fsend offnet die Uricase den Purinring und es bildet sich Allantoin. Da die Uricase jedoch
Sauerstoff als Co-Substrat benotigt, ist sie in Sauerstoffmangelsituationen nicht aktiv und
Urat sammelt sich in der Himolymphe an (Dykens, 1991). Morris et al. (1985) zeigten am
Dohlenkrebs Austropotamobius pallipes, dass Urat die Sauerstoffaffinitit des Krebshémo-
cyanins erhoht. Zusétzlich wurde der Einfluss von Purinanaloga auf die Sauerstoffbindung
untersucht, und es konnte auch durch Koffein und Theobromin eine erhohte Sauerstoffaffi-
nitdt nachgewiesen werden. Weitere Untersuchungen an diversen Crustaceenarten folgten
(Lallier et al., 1987; Bridges, 1990).

Zeis et al. (1992) konnte am Europédischen Hummer (Homarus vulgaris) zeigen, dass
die Bindung von Urat mit einer Verringerung der Kooperativitat der Sauerstoffbindung
einhergeht. Verdrangungsexperimente mit verschiedenen Purinanaloga, wie Koffein, Theo-
phyllin, Hypoxanthin, Adenin und Allantoin zeigten, dass der Purinring eine Vorausset-
zung fiir die Bindung an das Himocyanin des Européischen Hummers ist. Zudem konnte
ein additiver Effekt von L-Laktat und Urat auf die Sauerstoffbindung beobachtet werden.
Es wurden zunichst 2 Bindungsplédtze mit eventuell vorhandenen unspezifischen Bindun-
gen postuliert (Nies et al., 1992). Menze et al. (2000) konnte mittels isothermaler Titra-
tionskalorimetrie die Bindung des Urats an das Himocyanin des Europdischen Hummers
in Abhéngigkeit des pH-Wertes bei Messungen unter hypoxischen wie normoxischen Be-
dingungen durch zwei Bindungsplitze charakterisieren. Schlieflich konnten Menze et al.

(2005) ein Modell mit zwei verschiedenen Bindungsplatztypen formuliert werden.

Die von Menze et al. (2000) verwendete isothermale Titrationskalorimetrie ist eine
Methode zur thermodynamischen Charakterisierung von Makromolekiil-Liganden-Inter-
aktionen. Sie gewdhrt neue Einblicke in das thermodynamische Bindungsverhalten der
Liganden an das Himocyanin und wurde daher auch in dieser Arbeit verwendet. Wéhrend
des Experiments wird die Warmeténung der jeweiligen Reaktion aufgezeichnet, integriert
und iiber eine nicht-lineare Regressionanalyse ausgewertet, so dass die Bindungskonstante
K, die Reaktionsenthalpie AH° und die Anzahl der Bindungsstellen n identifiziert werden
konnen. Basierend auf der Gibbs-Helmholtz-Gleichung

AG® = —RTInK = AH° — TAS° (1.1)
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konnen die abhiingigen Parameter Entropie ASY und freie Energie AG? bestimmt wer-
den. Hierbei ist R die allgemeine Gaskonstante und 7' die absolute Temperatur. Die
Bindungskonstante K charakterisiert die Stirke der Interaktion zwischen zwei Molekii-
len. Der Vergleich von konkurrierenden Bindungspartnern oder verschiedenen Zustdnden
der Bindungspartner definiert die Spezifitdt der Wechselwirkung der Interaktionspartner
und damit ihre physiologische Bedeutung. Dariiber hinaus ermoglichen die gemessenen
Enthalpie- und berechneten Entropieinderungen Riickschliisse auf die molekularen Wech-
selwirkungen.

Als weitere thermodynamische Grofe kann die Anderung der Wirmekapazitit mittels

isothermaler Titrationskalorimetrie bestimmt werden. Die Warmekapazitit AC’S

OAH"
orT

lisst sich iiber die Temperaturabhiingigkeit von AH? bestimmen, wobei AH? [kJ mol™?]

ACY = (1.2)

die freie Bindungsenthalpie und 7" die Temperatur [K| darstellt. Im Falle einer bi-moleku-
laren Interaktion veriindert sich AH° linear mit der Temperatur, d. h. die Wirmekapazitéit
ist unabhéngig von der Temperatur. Ein nicht-lineares Verhalten der Enthalpie kann in
Zusammenhang sowohl mit einer thermalen Denaturierung als auch einer Umlagerung von
Makromolekiil-Komplexen stehen. Zudem kann iiber die Warmekapazitit die Interaktion
des Liganden mit Wasser und der Bindungstasche untersucht 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, sind
gegeniiber dem sogenannten Wiseman-Faktor (c-Wert) sehr empfindlich. Tm Fall des ein-
fachsten Bindungsmodells (Non-Interacting-Site-Modell, siche Kapitel 2.7.2) ist der c-
Wert

c = nK[M] (1.3)

das Produkt aus der mikroskopischen Bindungskonstante K, der Anzahl der Bindungs-
pldtze n und der Konzentration des Makromolekiils in der Versuchskammer[M;]. Um die
Bindungskonstante prézise zu bestimmen, sind moderate c-Werte zwischen 1 und 1000
erforderlich; nur dann ist eine optimale Auswertung der Kurve gewéhrleistet (Wiseman
et al., 1989). Neuere Untersuchungen zeigen jedoch, dass auch in Fillen von niedrigen c-
Werten (0,1 — 1) die Bindungsisotherme mit einer korrekten Bestimmung von K ausgewer-
tet werden konnen, wenn die Anzahl der Bindungsplitze konstant gesetzt wird (Turnbull
und Daranas, 2003).

Die Methode der isothermalen Titrationskalorimetrie wurde bereits in zahlreichen Ar-
beiten angewendet. So konnten Inobe et al. (2001) zeigen, dass ATP an das molekulare
Chaperon GroEL kooperativ bindet. Kaspar et al. (1999) charakterisierten die Bindungs-
eigenschaften der periplasmatischen Doméne der Histidinautokinase CitA aus Klebsiella

pneumoniae und Arnaud und Bouteiller (2004) untersuchten die Zusammenlagerung von



supramolekularen Polymeren mittels isothermaler Titrationskalorimetrie. Auch insbeson-
dere Interaktionen von Himocyaninen mit ihren Liganden wurden anhand dieser Methode
beschrieben. So konnte Hellmann et al. (2001) die Urat- und Koffeinbindung an das Hé-

mocyanin von Astacus leptodactylus charakterisieren.

Die Charakterisierung der Bindung von Liganden und Modulatoren ist bedeutend fiir
das Verstindnis der Funktion des Molekiils und kann unter anderem Aufschluss iiber die
Strukturierung der Bindungsstelle geben. Daher interessierte man sich schon friihzeitig
fiir Sauerstoffbindungsproteine (Hill, 1910). Der Ausgangspunkt aller allosterischer Sys-
teme liegt in der homeotropen kooperativen Bindung von Sauerstoff an das multimere
Makromolekiil Himoglobin (Adair, 1925). Eine homeotrope Interaktion stellt dabei den
Einfluss des Liganden auf seine Bindung dar, eine heterotrope Interaktion hingegen be-
schreibt den Effekt eines zweiten Liganden auf die Bindung des Anderen. Nach weiteren
Untersuchungen konnte 1965 das allosterische System durch ein spezifisches Modell von
Monod, Wyman und Changeux gefestigt werden. Das so genannte MWC-Modell (Monod
et al., 1965) basiert auf einem Gleichgewicht zwischen zwei Makromolekiil-Formen, der

R- und der T-Form, und beruht auf den strukturellen Verdnderungen des untersuchten
Molekiils. Dabei stellt R die Referenzform dar.

Ist die Struktur eines Makromolekiils bekannt, so erleichtert dies die Charakterisierung
des allosterischen Systems. Das menschliche Himoglobin ist ein aus vier Untereinheiten
bestehendes Tetramer, das in jeder Untereinheit mit einer Him-Gruppe ausgestattet ist.
Demnach bindet jede Untereinheit ein Sauerstoffmolekiil, nach dem oben erwédhnten allos-
terischen Mechanismus (MWC-Modell). Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropo-
denhdmocyanins ist ein Hexamer. 1986 konnten Gaykema et al. mit dem Hamocyanin der
Kalifornischen Languste (Panulirus interruptus) die erste Struktur eines Arthropodenhé-
mocyanins analysieren. Jede Untereinheit besteht aus drei Polypeptid-Doménen, wobei
nur eine der Doménen eine Sauerstoffbindungsstelle besitzt. Derweil sind einige weitere
DNA-Sequenzen von Arthropdenhimocyaninen bekannt, u. a. von Homarus americanus
(Kusche und Burmester, 2001), Palinurus elephas (Kusche et al., 2003), Pacifastacus le-
niusculus (Lee et al., 2004). Die Erforschung von Sauerstoffbindungsproteinen ermdoglicht
die Entwicklung von neuen komplexeren Bindungsmodellen wie z. B. das Nested-MWC-
Modell (Wyman, 1972; Robert et al., 1987; siche Kapitel 2.7.1) als auch deren Anwendung

auf weitere Systeme.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bindung des Urats an das dodekamere
Hémocyanin des Europdischen Hummers (Homarus vulgaris) in Abhéngigkeit von der
Temperatur zu charakterisieren und die daraus resultierende Anpassung des Hummers an
die Umgebungstemperatur zu analysieren. Koffein wurde als Modell-Ligand verwendet, da
es nach Zeis (1994) und Menze (2001) mit Urat um die Bindungsstellen konkurriert. Dabei
wurde zunidchst der Einfluss der Effektoren auf die Sauerstoffbindung in Zusammenhang

mit Temperaturdnderungen untersucht. Weiterhin wurde eine thermodynamische Cha-
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rakterisierung der Bindungsparameter der Effektoren unter normoxischen wie unter hy-
poxischen Bedingungen vorgenommen, da unter Hypoxie andere Molekiilkonformationen
dominieren als unter normoxischen Bedingungen (Menze et al., 2005). Die Effektorbin-
dung wurde thermodynamisch iiber ein Temperaturspektrum von 10 bis 40°C untersucht
und mit allosterischen Modellvorstellungen ausgewertet.

Um zu priifen, welche funktionellen Gruppen mit dem Hédmocyanin des Européischen
Hummers interagieren, wurden ebenfalls thermodynamische Bindungsstudien mit unter-
schiedliche Xanthinderivaten (siehe Abb. 1.1) durchgefiihrt. Zudem wurde der Einfluss
der einzelnen Xanthinderivate auf die Sauerstoffbindung des Hiamocyanins untersucht.
Die Bindung der Dimethylxanthine, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin wurde
bei verschiedenen Temperaturen charakterisiert, um diese mit dem natiirlichen Modula-
tor Urat und dem artifiziellen Effektor Koffein zu vergleichen. Eine Temperaturinderung
in der Makromolekiilumgebung kann eine Umlagerung im Konformationsgleichgewicht des
Makromolekiils hervorrufen. Die Untersuchungen der Sauerstoff- und der Effektorbindung
unter hypoxischen wie normoxischen Bedingungen bei verschiedenen Temperaturen kon-
nen iiber die Art der thermodynamischen Wechselwirkungen Aufschluss geben und ob

und in welcher Form eine Umlagerung auf Grund der Ligandenbindung stattfindet.
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2

Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Ménnliche und weibliche Versuchstiere der Art Homarus vulgaris (Edwards, 1837) wurden
tiber Hummergrosshiandler (Hummer Pedersen, Hamburg und Le Viviers, Roscoff, Frank-
reich) bezogen und in einem Seewasser-Aquarium bei 15 + 1°C gehéltert. Das Wasser
wurde mit Meersalz (Wiegandt, Krefeld) versetzt, um eine Dichte von 1,026 gecm ™ zu
erreichen. Der pH-Wert des Seewassers lag bei 7,8 4+ 0,1. Die Tiere wurden einmal pro

Woche mit Tintenfischen gefiittert.

2.2 Gewinnung von Hamocyanin

In einem Abstand von mindestens vier Wochen wurde den Versuchstieren je ca. 7 ml H&-
molymphe mit einer vorgekiihlten 20 ml Einmalspritze an der Gelenkhaut des vorletzten
Peraeopoden entnommen und bei 4°C 15 Minuten bei 17.900 g in 2 ml Eppendorfge-
faken zentrifugiert (C5417 R, Eppendorf, Hamburg), um Zellen und Zellfragmente abzu-
trennen. Die Himolymphe der ménnlichen und weiblichen Tiere wurde immer gesondert
aufbewahrt. Der Uberstand wurde iiber Nacht in HEPES-Puffer (100 mM HEPES, 150
mM NaCl, 20 mM CaCl,, 20 mM MgCly; pH 8 bei 20°C eingestellt) dialysiert (Dialyse-
schlduche von Medicell, London). Um denaturierte Proteine abzutrennen, wurde erneut
bei 4°C fiir 10 min bei 17.900 g zentrifugiert. Zur Sedimentation des dodekameren Hémo-
cyanins wurde die Hamolymphe bei 170.000 g 3,5 Stunden bei 4°C zentrifugiert (Sorvall
Ultra Pro 80, DuPont, Bad Homburg). Die Hamocyaninassoziate haben ein apparentes
Molekulargewicht von 900.000 Dalton (S50,W = 24 S). Das blaue Pellet wurde in einem
HEPES-Puffer (100 mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgCl,, pH 8
bei 20°C eingestellt) oder fiir die spétere Reinigung iiber den Anionen-Austauscher in
einem TRIS-Puffer (20 mM TRIS-HCI, 40 mM NaCl, 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl, pH
8,0 bei 20°C eingestellt) resuspendiert. Anschliefend wurde die Probe, um denaturier-

te Proteine abzusondern, nochmals bei 4°C fiir 10 min bei 17.900 g zentrifugiert. Die

9
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Konzentration des Hamocyanins wurde durch einen Wellenldngen-Scan zwischen 250 —
450 nm an einem Photometer (Uvikon 941, Kontron Miinchen) bestimmt. Zur Berech-
nung der Hamocyaninkonzentration wurde die optische Absorption bei A = 334 nm (e
= 0,269 ¢cm? mg~') verwendet (Nickerson und van Holde, 1971). Die Reinheit des Hé-
mocyanins wurde durch ein Absorptionsverhéltnis A = 280 nm / A = 334 nm gepriift
(Markl et al., 1979). Lag der Quotient bei 4,8 bestand das Hamocyanin zu 95 % aus
Dodekameren und zu 5 % aus hoher assoziierten Aggregaten. Fiir eine weitere Reinigung
wurde das mit TRIS-HCI-Puffer (s. o.) resuspendierte Hdmocyanin auf eine Resource-
QQ6-Anionen-Austauscher-Saule (GE Healthcare, Miinchen) (16 mm Innendurchmesser x
30 mm, 6 ml) aufgebracht. Diese war an eine Fast-Performance-Liquid-Chromatographie-
Anlage (FPLC; AKTA Chromatographie-System, GE Healthcare, Miinchen) angeschlos-
sen. Die Sdule wurde mit 2 ml der erhaltenen Proteinlésung (40 mg Gesamtprotein)
beladen. Nach dem Auftragen der Probe wurde die Sdule mit 24 ml TRIS-HCI-Puffer
(s. 0.) bei einer Flussrate von 6 ml min~! gespiilt, 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-HCI-Puffer (s. o.) von der
Saule eluiert. Die Absorption der Durchflusslosung wurde bei 280 nm (Protein) und 334
nm (Hamocyanin) aufgezeichnet. Die mit dem Laufmittel eluierten Proteine wurden in
einem Fraktionssammler in Volumen zu 3 ml gesammelt und das Himocyanin anhand sei-
ner Absorption bei 334 nm identifiziert. Die im Absorptionsmaxima liegenden Fraktionen
(fiinf bis sechs) wurden vereinigt. Die vereinigten Proben mehrerer Laufe wurden fiir 5 h
bei 170.000 g und 4°C zentrifugiert (Sorvall Ultra Pro 80, DuPont, Bad Homburg) und in
einer ausreichenden Menge HEPES-Puffer (s. o.) resuspendiert. Nach einer Zentrifugation
bei 17.900 g fiir 10 min bei 4°C (C5417 R, Eppendorf, Hamburg) wurde die Konzentra-
tion und der Aggregationszustand durch photometrische Messungen (s. 0.) sowie durch
Gelpermeationschromatographie (siehe Kapitel 2.3) bestimmt (Menze, 2001). Die Rein-
heit der Himocyaninlosung wurde zudem durch die Trennung auf Polyacrylamid-Gelen
tiberpriift (siehe Kapitel 2.4).

2.3 Bestimmnung des Aggregationszustands

Die Zusammensetzung des Himocyanins sowie dessen Aggregationszustand wurden wei-
terhin mittels Gelpermeationschromatographie iiberpriift. Hierzu wurde eine Superose-
6 HR-Séule (16 mm Innendurchmesser x 500 mm, 100 ml) (GE Healthcare, Miinchen)
verwendet, die an ein AKTA Chromatographiesystem (GE Healthcare, Miinchen) ange-
schlossen war. Das aufgetragene Probenvolumen betrug 50 pl und die Proteinmenge ca. 1
mg. Die Siule wurde mit einem HEPES-Puffer (100 mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mM
CaCly, 20 mM MgCls,, pH 8 bei 20° C eingestellt) equilibriert und die Probe mit diesem

Puffer bei einer Flussrate von 0,3 ml min~" eluiert. Die Absorbtion der Durchflusslosung
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wurde bei 280 nm und 334 nm aufgezeichnet (siehe Kapitel 2.2). Die Sdule wurde mit den
Markerproteinen Ovalbumin (MG 45.000), Aldolase (MG 158.00), Katalase (MG 232.000),
Ferritin (MG 440.000) und Thyreoglobin (MG 669.000) kalibriert.

2.4 Eletrophoretische Trennung

Nach der letzten praparativen Zentrifugation der Himocyaninlosung wurde eine Probe
zur Kontrolle der Reinheit iiber ein Polyacrylamid-Gel getrennt. Es wurde die Disk-
Elektrophorese nach (Ornstein, 1964) und (Davis, 1964) verwendet. Hierfiir wurde das
horizontale Elektrophoresesystem Multiphor II (GE Healthcare, Miinchen) eingesetzt.
Mit dem dazugehorigen Kiihlaggregat wurden die SDS-Gele auf 15°C gekiihlt. Das Trenn-
und Sammelgel wurde mittels einer gebrauchsfertigen Acrylamid- und Bisacrylamidlésung
(Roth, Karlsruhe) hergestellt. Alle Gele wurden auf einem Tragerfilm "Gelbond PAG-
Film"(GE Healthcare, Miinchen) gegossen. Die diskontinuierlichen SDS-Porengradienten-
Gele (Rothe und Purkhanbaba, 1982) wurden mit einem 4%igen Sammelgel (Quervernet-
zung: 3 %), das 0,125 ml 1! TRIS/HCL, pH 6,8, enthielt, und einem 6-9 %igen Trenngel
(Quervernetzung: 3 %), das mit 0,375 ml 17! TRIS/HCL, pH 8,8, versetzt war, gegossen.
Fiir das Trenngel ergab sich so ein linearer Gradient. Das Sammelgel war mit 37 % und das
Trenngel mit 25 % Glycerin versetzt. Als Laufpuffer diente 25 mmol 17! TRIS/HCI, 192
mmol 17! Glycin, pH 8,3 und 0,5 % (w/v) SDS. Die aufzutragende Probe wurde im Ver-
hiiltnis 1:4 mit Probenpuffer (62,5 mmol 1-! TRIS/HCI, pH 6,8, 20 % (v/v) Glycerin, 0,05
% (w/v) Bromphenolblau, 5 % Mercaptoethanol, 2 % SDS) versetzt. Bei den SDS-Gelen
wurde ein molekularer Gréfenmarker der Firma Invitrogen (BenchMark Protein Ladder)
aufgetragen. Er enthielt kiinstliche Proteine der Gréfen 220, 160, 120, 100, 90, 80, 70,
60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 und 10 kDa. Es wurden ca. 10 ul auf das Gel aufgetragen. Die
Proben wurden zunéchst fiir 2 Stunden im Sammelgel konzentriert. Es wurde eine Span-
nung von 150 V angelegt. Anschliefend wurde die Spannung auf 350 V erhoht. Die darauf
folgende Trennung dauerte weitere 1,5 bis 2 Stunden. Anschliefend wurden die Proteine
durch eine Coomassie Brilliant Blue R Farbung sichtbar gemacht. Die Proteine wurden
zundchst mit einer 20%igen TCA in den Gelen ausgefillt und im néchsten Schritt mit
einer ca. 50°C warmen Coomassie-Losung (0,02% (w/v) PhastGel Blue R (Coomassie R
350), 10% (v/v) Essigsidure) angeférbt. Die Farbung dauert ca 60 Minuten. Im Anschluss

wurde die Hintergrundfarbung mit 10% Essigsdure (v/v) ausgewaschen.

2.5 Sauerstoffbindungsstudien

Die Sauerstoffbindungsstudien wurden in einer Diffusionskammer durchgefiihrt (Metho-
de nach (Sick und Gersonde, 1969), modifiziert nach (Lykkeboe und Johansen, 1975),
(Bridges et al., 1979) und (Bridges et al., 1984)). Eine 20 ul Probe Himocyanin einer
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Konzentration von 25 — 60 M wurde in den Strahlengang eines Photometers (Eppendorf,
Hamburg) gebracht. Anschliefend wurde die Probe mit einem wasserdampfgesittigten
Gasstrom equilibriert, der aus variablen Anteilen von Ny, Oy (Messer Griesheim, Frank-
furt) und Luft bestand, deren Wasserdampf- und COy-Anteil zuvor absorbiert wurde.
Der Gasstrom wurde von Gasmischpumpen (Wésthoff, Bochum) variiert und die gesam-
te Messanordnung auf 20°C temperiert. Die Extinktionsdnderung der Hamocyaninlosung
durch den verdnderten Sauerstoffanteil im Gasstrom wurde bei 365 nm gemessen und im
Verhiltnis der maximalen Extinktionsdnderung der Kalibrierung iiber eine vollstandige
Oxidation mit Sauerstoff (Messer Griesheim, Frankfurt) und eine anschlieflende Redukti-
on mit Stickstoff (Messer Griesheim, Frankfurt) gesetzt. Zur Untersuchung des Einflusses
der verwendeten Liganden bei verschiedenen Temperaturen auf die Sauerstoffaffinitit des
Hémocyanins von Homarus vulgaris wurde eine 50 pM, in HEPES-Puffer (100 mM HE-
PES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgCly; pH 8) geloste Himocyaninprobe mit
einer in HEPES-Puffer gelosten Effektorlosung [2 mM]| im Verhéltnis 1:2 gemischt. Es wur-
den Bindungskurven bei 10, 15, 20, 25 und 30°C fiir Urat und Koffein und bei 20°C mit
1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,
1,3,9-Trimethylxanthin (Isokoffein) und 1,3,7-Trimethylharnsidure gemessen.

2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die kalorimetrischen Messungen wurden mit einem VP-ITC Titrationskalorimeter (Micro-
Cal Inc., Northampton, MA) durchgefiihrt. Dieses Verfahren der Titrationskalorimetrie
verwendet eine Referenz- und eine Messzelle, welche in einen adiabatischen Schirm ein-
gefasst sind. Die Referenzzelle ist mit hochreinem Wasser (Millipore, Eschborn) gefiillt
und in die Messzelle wird mit einer 2,5 ml Spritze (Hamilton, Reno, NV) eine sich in
Losung befindliche Komponente des Akzeptor/Liganden-Systems gefiillt. Das Zellvolu-
men betrigt 1,34 ml. Der adiabatische Schirm wird auf 1°C unterhalb der vorgegebenen
Versuchstemperatur gekiihlt. Sowohl die Zellen als auch der adiabatische Schirm besitzen
getrennte Heiz- und Thermoelemente, die den Temperaturunterschied einerseits zwischen
den Zellen untereinander (AT)) und zwischen den Zellen und dem adiabatischen Schirm
(AT;) messen und regeln (sieche Abbildung 2.1). Die zweite Komponente des zu unter-
suchenden Systems wird mittels einer automatischen Dosiereinrichtung in die Messzelle
injiziert. Die durch Injektion induzierte Reaktion kann eine exotherme oder endotherme
Wirmebilanz aufweisen. Um die Zellen isotherm zu halten, muss den Zellen Energie zuge-
fiihrt werden. Die sich aus der Differenz ergebene Leistung wird in pucal s=! aufgezeichnet
und zur Wirmebilanz integriert. Die Kontrolle der Messapparatur erfolgt {iber einen Com-
puter. Bei exothermen Reaktionen zeigt die ['TC ein negatives Signal an, da die Messzelle

eine geringere Warmezufuhr erhélt als die Referenzzelle. Fiir die Versuche wurde gerei-
nigtes Hamocyanin in HEPES-Puffer (100 mM HEPES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCl,,
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Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters. Die Referenz- und die
Messzelle sind in einen adiabatischen Schirm eingelassen, dessen Temperatur immer 1°C unterhalb der
Versuchstemperatur liegt, so dass den Zellen kontinuierlich Warme zugefiihrt werden muss. Die automa-
tische Injektion fiihrt zu einer Anderung der freien Enthalpie, so dass eine entsprechende hhere oder
niedrigere Wiarmemenge zugefiihrt wird.

AT =Temperaturunterschied zwischen der Referenz- und der Messzelle; AT,—=Temperaturunterschied
zwischen dem adiabatischen Schirm und der Messzelle

20 mM MgCly; pH 8) der Konzentration 25 M eingesetzt. Vor Beginn des Experiments
wurden Makromolekiil- und Ligandenlosung in einer temperierten Vacuumpumpe (Mi-
croCal Inc., Northampton, MA) entgast. Das Protein wurde in die Messzelle gegeben
und der Ligand mit dem Injektor in die Zelle eingespritzt. Die Ligandenlosungen hatten
eine Konzentration von 1 mM. Fiir die Versuche wurden folgende Liganden verwendet:
Koffein, Urat, 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin),
1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,
Hypoxanthin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isokoffein) und 1,3,7-Trimethylharnsiaure. Es wur-
den 25 Injektionen bei jedem Versuch vorgenommen. Zwischen den einzelnen Injektionen
war ein Zeitraum von 250 Sekunden vorgegeben und die Injektionsdauer betrug 20 Se-
kunden. Es wurden 10 ul pro Injektion eingespritzt. Die Dosiereinrichtung rotierte mit
einer Geschwindigkeit von 310 Umdrehungen pro Minute. Zur Korrektur der Messwer-
te wurden diese um die Temperaturunterschiede zwischen Injektionsspritze und Reakti-
onskammer (Titration von Puffer in Puffer) und der Verdiinnungswérme (Titration des
jeweiligen Liganden in Puffer) berichtigt. Es wurde jedem Liganden ein entsprechender
Leerwert zugeordnet. Die Messungen am isothermen Titrationskalorimeter wurden sowohl
unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Wahrend der
hypoxischen Versuche, die nach (Menze, 2001) durchgefiihrt wurden, befand sich die ITC
in einem geschlossenen Kunststoffzelt, dem kontinuierlich Stickstoff zugefiihrt wurde. Die
Losung des Makromolekiils und des Liganden wurden vor der Entgasung mit Stickstoff

gesittigt. Unter normoxischen Bedingungen wurden fiir Urat und Koffein Bindungsstu-



14 2. MATERIAL UND METHODEN

dien bei 10, 15, 17,5, 20, 22,5, 25 und 30°C durchgefiihrt. Fiir Koffein wurden zusitz-
liche Bindungsisotherme bei 27,5, 35 und 40°C gemessen, fiir Urat nur bei 35°C. Die
Messungen mit den Effektoren 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin
(Theobromin) und 1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin) erfolgten bei 10, 15, 20, 25 und
30°C. Fiir die Liganden 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Hypoxan-
thin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isokoffein) und 1,3,7-Trimethylharnsdure wurden die Bin-
dungsisothermen nur bei 20°C aufgenommen. Unter hypoxischen Bedingungen wurden fiir
Urat und Koffein 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 Bindungskurven

2.7.1 Sauerstoffbindung

Die Sauerstoffbindungskurven wurden mit dem Computerprogramm Sigma Plot (SPSS
Inc. Chicago, IL) unter Verwendung verschiedener Bindungsmodelle analysiert. Jedes Mo-
dell wird durch das Bindungspolynom P beschrieben. Die Ligandenbindungskurve erhéalt

man durch die logarithmische Ableitung von In P in Abhéngigkeit von In x

Oln P B xz 0P
Olnz P ox’

X = (2.1)

X stellt dabei die Sittigung des Makromolekiils bei einer bestimmten Ligandenkonzen-

tration 2 dar. Dabei ergibt sich die relative Sittigung X, einer Bindung aus

< - Oln P

T

 ndlnx’ (2:2)

n definiert die Anzahl der Bindungspldtze pro Makromolekiil. Um in der Regression der
Daten X,., (2.5) Unregelméfigkeiten im anfinglichen und abschlieRenden Sittigungsni-
veau auszugleichen, wurden die Parameter Fj, fiir die finale Sattigung und F), fiir die

anfingliche Sattigung eingefiihrt. Unter idealen Bedingungen gilt

F. = 0 (2.3)
F. = 1. (2.4)

an

Es wurde jedoch davon ausgegangen, dass die jeweiligen Sdttigungen niemals genau
0 bzw. 1 erreichen. Um diese Schwankungen wihrend der Regression zu beriicksichtigen,
wurde fiir Fj;, und F,, bei jeder Regression eine Abweichung von 3% zugelassen. 7%9

ergibt sich somit wie folgt:

Yreg - (Fﬁn - Fan)y—i_ Fan' (25)
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Die Regression aller verwendeten Modelle basiert auf einer Levenberg-Marquardt-Routine
des Computerprogramms Sigma Plot 9.0 (SPSS Inc. Chicago, IL). Die Giite der Appro-

ximation an die Messung wurde mit

X em ~ Xre 2
= > (X, . 9) (2.6)

bestimmt, wobei Ygem den gemessenen Sattigungsgrad darstellt und 7,«69 der nach dem
jeweiligen Modell berechnete Sattigungsgrad ist. F'G steht fiir den Freiheitsgrad der Re-
gression, der sich aus der Differenz zwischen der Anzahl der Datenpunkte und der Anzahl

der freien Parameter des Modells ergibt.

Nested MWC Modell

Das Nested MWC Modell (Robert et al., 1987) unterteilt Molekiile und ihre Strukturen in
Hierachien oder Schachtelungen. Hierbei beeinflusst die Konformation einer grossen iiber-
geordneten Struktur des Molekiils die funktionellen Eigenschaften ihrer Untereinheiten
(Robert et al., 1987). Ein Molekiil besteht dabei immer aus n Monomeren eines Oligo-
mers, die alle unter bestimmten Bedingungen in der gleichen Konformation vorliegen. Fiir
das vorliegende Nested-MWC-Modell wurde n = 12 gewihlt, da das untersuchte Himo-
cyanin des Européaischen Hummers aus dodekameren Assoziaten besteht. Das Konzept der
allosterischen Schachtelung wurde schon mehrfach auf Himocyaninmolekiile angewandt
(Decker und Sterner, 1990; Hellmann, 2004; Menze et al., 2005; Beltramini et al., 2005),
da es eine Erklarung fiir das stark kooperative Sauerstoffbindungsverhalten dieser multi-
meren Proteine liefern kdnnte. Das Bindungspolynom des Nested-MWC Modells des 2x
hexameren Hamocyanins des Européischen Hummers wurde von Robert et al. (1987) dar-
gestellt und von Menze et al. (2005) vertieft. Es ldsst vier verschiedene Konformationen
des Molekiils zu (siche Abbildung 2.2): rR, tR, r'T und tT.

Das allgemeingiiltige Bindungspolynom fiir die Bindung von Sauerstoff und eines Ef-

fektors an das Himocyanin von Homarus vulgaris ist definiert als
Poy = (QYR P + [RQUR Plp)® + A(Q7F Prr + 17Q7 Prr)*. (2.7)

wobei das Bindungspolynom der Sauerstoffbindung mit

Pag =1+ k322 (2.8)
und das des Effektors mit
Qap =1+ K3y (2.9)

beschrieben ist. Die Bindungsaffinitit des jeweiligen Liganden wird durch kgg fiir Sauer-
stoff und durch kg fiir den Effektor charakterisiert. Fiir die Gleichgewichtskonstante A
gilt

0 (1+ %)

A = Lm, aﬁ € tT, T’T, TR, tR. (210)
T
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Abbildung 2.2: Nested-MWC-Modell. Jede native hexamere Untereinheit des Himocyaninmolekiils kann
in zwei verschiedenen Quartirstrukturen (R und T')auftreten. Die allosterische Konstante L stellt das
Gleichgewicht zwischen den beiden Zusténden dar (Gleichung 2.11).Als weitere allosterische Unterteilung
dienen zwei weitere Unterkonformationen: r und ¢, so dass die allosterischen Untereinheiten in vier ver-
schiedenen Zustinden existieren kénnen: rR, rT, tR und tT. Die Bindungsaffinitit zu den Konformationen
wird durch die Bindungskonstanten ko% fiir Sauerstoff und durch kgfg fiir den Effektor charakterisiert.

Das Gleichgewicht zwischen den allosterischen Unterkonformationen ist durch (% und 3. gegeben.

a und 3 sind mit af = tT,rT,rR,tR definiert. Sie stellen die verschiedenen Konfor-
mationen des Molekiils dar. Die Sauerstoffkonzentration wird mit = und die Effektor-
konzentration mit y bezeichnet. Fiir die vier Konformationen des Nested-MWC Modells
ergeben sich somit fiir jeden Liganden vier Bindungskonstanten kg?,kg%,kroé und k:gﬁ
fiir die Sauerstoftbindung, und kg7, k%, ke, und kg% fiir die Effektorbindung. Die Anzahl
der identischen Bindungsplitze pro hexamerem Molekiil wird mit m definiert. Die in Glei-
chung 2.7 dargestellten Gleichgewichtskonstanten (%, I und A° sind unter der Bedingung,

dass weder Sauerstoff noch ein Effektor an das Molekiil gebunden ist, mit
o _ R o [tTo] o [T [To]
TR T PT) [ Ro? [Fo]

definiert (Monod et al., 1965). Die Klammern bezeichnen die Konzentrationen der unter-

(2.11)

schiedlichen allosterischen Untereinheiten des Modells in Abwesenheit von Sauerstoff und
Effektor (siche Abbildung 2.2). Die Sattigung des Molekiils mit Sauerstoff bzw. Effektor

ist somit mit

Oln P
Xor = 9y (2.12)
Oln P
X, _— 2.1
o 2molnz (2.13)

definiert. Wenn man davon ausgeht, dass die Sauerstoftbindung immer bei einer konstan-
ten Konzentration des Effektor stattgefunden hat, so ist (),s konstant. Es kann daher
in die Gleichgewichtskonstanten des allgemeinen Bindungspolynoms integriert werden.

Daraus ergibt sich das vereinfachte Bindungspolynom P,...

P = (Prp + Ui Pip)* + A (P + 17 Py )? (2.14)
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Die Gleichgewichtskonstanten unter Beriicksichtigung des Effektoreinflusses werden mit

I = IF (2.15)
I = 1 FT (2.16)
AT = AVFeT (2.17)

definert. Die Faktoren Fp, F;" und F*" stellen den Einfluss des Effektors auf die Sau-
erstoffbindung des Hamocyaninmolekiils dar. Dabei wird von einem einfachen Modula-
torbindungsmodell ausgegangen, in welchem jedes Hexamer m identische Bindungsstellen
besitzt. Fiir die Faktoren F3f, Fi" und F** gilt demnach
1 keﬂ" m
Ffeiff — QtR _ ( + t?y) (218)
QT‘R (1 + kiRy)m
1 keff m
F;WH — QtT — ( + tTﬁy) (219)
QT‘T (1 + kqe"Ty)
. 1 Jeeft 2m
per _ Qom0 :{y)Q . (2.20)
QTR (1 + k;Ry) m

Verwendet man Formel 2.8 und die entsprechenden Gleichgewichtskonstanten, so kann die

Verteilung der Konformationzustédnde wie folgt berechnet werden:

A(Efr + 7 Pl Py

fir = P (2.21)
o = AR o)
o <PER+Z§E§Q>Z;~3PER 00
f (Pt PRSP, o)

Three-State-MWC-Modell

Ein weiteres allosterisches Modell ist das Three-State-MWC-Modell nach (Minton und
Imai, 1974). Das Three-State-MWC-Modell lésst drei unterschiedliche Konformationen
des Molekiils zu: S, T und R. Das allgemeine Bindungspolynom fiir dieses Modell ist mit

Pl = QpPy+ LYQE Py + LyQF P} (2.25)

gegeben. Die Anzahl der Untereinheiten pro Oligomer kann hier mit n = 6 oder 12
festgelegt werden. m ist die Anzahl der identischen Uratbindungsstellen pro allosterischer

Untereinheit. Das Sauerstoffbindungspolynom ergibt sich auch hier durch
P, =1+ k% (2.26)

und das des Effektors mit
Qo = 1+ k. (2.27)
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Fiir a gilt « = R, S, T. Die Sauerstoffkonzentration ist mit x und die Effektorkonzentration
mit y gegeben. Es ergeben sich somit drei Bindungskonstanten k92 fiir die Sauerstoffbin-
dung, sowie drei weitere k2 fiir die Effektorbindung. Die verschiedenen Konformationen

befinden sich wie im Nested-MWC-Modell im Gleichgewicht zueinander und werden iiber
L) =—= Li=—= (2.28)

beschrieben. [Tp], [Ro] und [Sp] stellen hierbei die Konzentrationen der einzelnen Kon-
formationen in einem Zustand ohne Ligand dar, in diesem Fall ohne Effektor und ohne
Sauerstoff. Da man auch bei diesem Modell davon ausgehen kann, dass der Effektor die

Sauerstoftbindung konstant beeinflusst, wird auch hier ein vereinfachtes Bindungspolynom
PThree — PE + LeSfngL + L,‘e_[gfp,l’f} (229)

eingefiihrt. LE und L stellen nun die vom Effektor beeinflussten Gleichgewichtskonstan-

ten dar. Der Einfluss des Effektors wird wie folgt definiert:

L = LOWgt (2.30)
Ly = LIWE. (2.31)

Fiir die Konstanten W3" und We* gilt weiterhin

wer — Lk 2.32
T W 23

1 keﬁ' m
W (1 - kfﬁy)m (2.33)

(1+ kgy)
Die Verteilung der Konformationen der allosterischen Untereinheiten kann iiber
Py LEPg LR}

= = = 2.34
fT PThre97 fS PThree ’ fR PThree ( 3 )

berechnet werden.

Fiir beide Modelle gilt, dass die berechneten Bindungskonstanten unabhingig von
der Effektorbindung sind. Der Einfluss des Effektors spiegelt sich in den allosterischen
Gleichgewichtskonstanten wieder (siche Gleichung 2.15-2.17 sowie 2.30 und 2.31). Als
Referenzzustand fiir den Einfluss des Effektors auf die Bindungseigenschaften des Molekiils
wurde der Zustand ohne Effektor bestimmt, der sich in den Gleichgewichtskonstanten L%
und LY. fiir das Three-State-MWC-Modell und (%, I und AY fiir das Nested-MWC-Modell
zeigt (Wyman und Gill, 1990).
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Anwendung der Regression

Um eine Regression mit der besten Anpassung an die gemessenen Daten zu ermdglichen,
als auch die freien Parameter mit einem geringen Fehler zu bestimmen, wurde fiir bei-
de Modelle folgende Regressionsstrategie angewendet: Da wie oben verdeutlicht, die Bin-
dungskonstanten unabhéngig von der Bindung eines Effektors sind, wurden die Bindungs-
kurven um jene Bindungskonstanten zu bestimmen in Gruppen analysiert (siehe Tabelle

2.1). Um die Anzahl der freien Parameter in Gruppe 3 zu reduzieren, wurden die Bindungs-

Tabelle 2.1: Einteilung der Analysengruppen i auf die verschiedenen Temperaturbereiche in °C und der
dazu gehorigen Datengruppen. Bei den Datengruppen handelt es sich um Bindungskurven, die jeweils
mit bzw. ohne den angegebenen Effektor gemessen wurden.

i Temperatur [°C] Datengruppe

1 10 Bindungskurven + Urat, 4+ Koffein

2 15 Bindungskurven + Urat, 4+ Koffein

3 20 Bindungskurven 4+ Urat, + Koffein, + Paraxanthin, 4+ Theo-

bromin, + Theophyllin, £ Hypoxanthin, 4+ 1-Methylxanthin,
4 3-Methylxanthin, 4+ 7-Methylxanthin, 4 Isokoffein, + 1,3,7-

Trimethylharnsdure
4 25 Bindungskurven + Urat, 4+ Koffein
D 30 Bindungskurven + Urat, 4+ Koffein

konstanten in dieser Analysegruppe in den jeweiligen Untergruppen ,Bindungskurve + 2
Effektoren® analysiert und anschliefend ein Mittelwert mit Standardabweichung gebildet.
Die so bestimmten Sauerstoffbindungskonstanten wurden fiir die folgenden Regressions-
analysen konstant gesetzt, so dass die Gleichgewichtskonstanten der Bindungskurven fiir
jeden gebundenen Effektor bei der entsprechenden Temperatur bestimmt werden konnten.
Die Faktoren, die den Einfluss des Effektors auf den Referenzzustand angeben, wurden als
effektorspezifisch angenommen und somit fiir jeden Liganden bestimmt. Um die Konver-
genz zu erhéhen, wurden hierbei zundchst log [57, log I und log A*" sowie log L$¥ und log
LgF bestimmt. Anschlieflend wurde mit diesen Anndhrungen eine erneute Regression zur
Bestimmung der Parameter {5}, [$7 und A*" sowie L§" und Lg durchgefiihrt, da die mit der
logarithmischen Regression berechneten Fehler sich nicht mit anderen Regressionenfeh-
lern vergleichen liefen. Die Berechnung der Einflussfaktoren Wi und Wg' als auch F,
F5F und F°* aus den Formeln 2.32 und 2.33 sowie 2.18-2.20 erwiesen sich als schwierig,

da die Parameter aus den Regressionen nicht eindeutig umgerechnet werden konnten.

2.7.2 Kalorimetrische Bindungskurven

Non-interacting-site-Modell

Zur Analyse der Daten wurde das Computerprogramm Origin 7.0 (Microcal Inc., North-

hampton, MA) verwendet. Das "non interacting siteModell charakterisiert den Bindungs-
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prozess iiber die mikroskopische Bindungskonstante k, die Reaktionsenthalpie AH® und
die Anzahl der Bindungsstellen n. Das Makromolekiil stellt bei diesem Modell einen mul-
tivalenten Rezeptor mit mehreren identischen aber invarianten Bindungsaffinititen fiir
den entsprechenden Liganden dar. Die mikroskopische Bindungskonstante k ergibt sich

aus [nb]

[nf][Ly]
dabei stellt [ny] die Konzentration der besetzten Bindungsstellen, [n;| die Konzentration

k= (2.35)

freier Bindungsstellen und [L| die freie Ligandenkonzentration dar. Die Gesamtzahl der

Bindungsstellen n; ist mit

[ne] = o] + [ny] (2.36)
gegeben. Fiir die Sattigung © gilt
[
O bt Tl 230

Setzt man 2.36 in Gleichung 2.37 ein, so erhilt man

k(L]

o=t
1+ k(L]

(2.38)

Das hier verwendete Non-Interacting-Site-Modell bezieht sich auf n identische Bindungs-

stellen mit gleichen konstanten Affinitéten, somit gilt

0, — ki Ly]

=——— |=1Dbisn. 2.
T L) i is n (2.39)

n ist die maximale Anzahl an Bindungsstellen. Da sich jede Bindungsstelle identisch
verhilt, ergibt sich
kL]
O=n——m—>""—. 2.40
1+ k[Ly] (240)
Erweitert man Gleichung 2.40 um den Term [A;]V, der die Konzentration an Makromo-
lekiil in der Messzelle wiedergibt, und um die molare Enthalpiedifferenz AH°, welche die

Grundlage des Messsignals ¢ darstellt, so erhilt man

 n[MJVAHK[L,]
T T kL]

(2.41)

[M,] ist hierbei die Makromolekiilkonzentration und V' stellt das Volumen der Reaktions-
kammer dar. Gleichung 2.41 charakterisiert den Bindungsprozess durch die mikroskopische

Bindungskonstante k und durch die Anderung der freien Enthalpie AH° .

Two-Sets-of-Sites-Modell

Hierbei wird angenommen, dass das Makromolekiil als multivalenter Rezeptor fungiert,

dessen Bindungsstellen sich durch unterschiedliche aber invariante Bindungsaffinitéten fiir
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den Liganden auszeichnen. In diesem Fall geht man von zwei unterschiedlichen unabhén-
gigen Bindungstypen aus. Die jeweiligen mikroskopischen Bindungskonstanten ergeben

sich somit zu

[nbl]

= (2.42)
[an]
R T (2:43)

Dabei stellt [ng;] die Gesamtzahl der Bindungsstellen und [ny;]| die Anzahl der freien
Bindungsstellen fiir den jeweiligen Bindungsplatz dar (i = 1 oder 2). Fiir die Sattigung

© gilt daher
ki [Ly] noko[Ly]

1+ kL] 1+ ke[Lg]

Auch hier muss der Term 2.44 um die Makromolekiilkonzentration M;, sowie das Volumen

(2.44)

der Reaktionskammer V und der Bindungsenthalpie A H erweitert werden. Daraus ergibt

sich

1+ ky[Ly] 1+ ko[Ly])

q stellt die Warmefreisetzung im kalorimetrischen Experiment dar.

q=MV( (2.45)

Multisite-Interactive-Modell

Bei diesem Modell wird davon ausgegangen, dass das Makromolekiil als multivalenter
Rezeptor Bindungsstellen besitzt, deren Affinitdt von der Bindung der Liganden an die
Bindungsstelle beeinflusst wird. Die Einfiihrung der homeotropen Allosterie fiihrt zu einer
deutlich erh6hten Komplexitat des Modells gegeniiber den vorangegangenen Modellvor-
stellungen. Es wird jedem Bindungsschritt eine eigene Bindungskonstante zugeordnet.
Die Anzahl der Bindungspliatze pro Makromolekiil wird demnach vorgegeben. Im Falle
des 2x-hexameren Hamocyanins geht man von zwei Bindungsstellen aus. Daraus ergeben
sich vier mikroskopische Bindungskonstanten (siehe Abbildung 2.3a). Da nur drei der vier
Konstanten unabhingig voneinander sind, ist es nicht moglich durch die Bindungskurve
alle mikroskopischen Bindungskonstanten zu beschreiben. Der stoichiometrische Zusam-
menhang ist dagegen einfacher. Es gibt nur zwei stoichiometrische Bindungskonstanten
unter diesen Bedingungen (2.3b). Daher ergibt sich nach dem Massenwirkungsgesetz fiir

die stoichiometrische Bindungskonstanten K;

_ MLy]
K, = ML, (2.46)
[M Ly

|M Ly| und | M Ls| stellen hierbei die Konzentrationen des Makromolekiils dar, das entwe-

der mit ein oder mit zwei Liganden besetzt ist. Unter stoichiometrischen Gesichtspunkten
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. “—— RL — RL,

Abbildung 2.3: Vergleich der verschiedenen Typen von Ligand-Rezeptor-Bindungskonstanten fiir einen
Rezeptor mit zwei Bindungsstellen unter Beriicksichtigung homeotroper Allosterie. Der Rezeptor ohne
gebundenen Ligand ist mit R dargestellt. Die Bindungsstellen am Rezeptor sind mit 1 und 2 gekennzeich-
net. Ist die Bindungsstelle schwarz ausgefiillt, ist sie besetzt. Der erste Ligand bindet an Bindungsstelle 1
(1RL). Die entsprechende mikroskopische Bindungskonstante ist k1. Der zweite Ligand bindet an die Bin-
dungsstelle 2 des Zustands ; RL. Fiir diesen zweiten Bindungsschritt gilt die Bindungskonstante ki ». Die
alternative Reihenfolge ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Der mit dem Liganden gesittigte
Rezeptor ist mit ; oRLo definiert.

berechnet man die Séttigung © iiber das Verhiltnis an gebundenem Ligand [L,] zu der
gesamten Menge des Makromolekiils [M;]. Fiir die Sattigung gilt daher
[MLy] 4 2[M Ly]

O = I+ ML + ML)

(2.48)

Um die stoichiometrische Sattigungsfunktion in Abhéingigkeit von der stoichiometrischen
Bindungkonstante darzustellen, werden 2.46 und 2.47 in 2.48 eingesetzt. Es gilt somit
o_ Ki[Lys] + 2K, Ks[Ly)?

1+ Ki[Lf] + K1 Ko[Lg]?

(2.49)

Die Abhéngigkeit der Sattigung von der freien Ligandenkonzentration ist demnach iiber

die beiden stoichiometrischen Bindungskonstanten K; und K definiert. Fiir die kalorime-

trischen Untersuchungen muss Gleichung 2.49 noch um den Term [M;]V sowie die molare

freie Enthalpie AH? erweitert werden. Daraus folgt

Ki[LjJAHY + 2K, Ko [Ly|(AHY + AHY)
1+ Kq[Ly| + K1 K3 [Ly)? '

q= (2.50)

Die stoichiometrische und die mikroskopische Bindungskonstante ist iiber die Abhéngig-
keit von der Konzentration an gebundenem Liganden als auch der freien Ligandenkon-

zentration miteinander verbunden. Setzt man die beiden Bindungskonstantentypen nun
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in einen Zusammenhang, so gilt

n—(G—-1)
= ; k, (2.51)

K;
wobei K die korrespondierende, stoichiometrische Bindungskonstante, & die mikroskopi-
sche Bindungskonstante und j den entsprechenden Bindungschritt definiert. n stellt die
Anzahl der Bindungsschritte am Makromolekiil dar (Klotz, 1997).

2.8 Chemikalien

Die Chemikalien hochstmdglicher Reinheit wurden von folgenden Firmen bezogen: Acros
(Geel, Belgien), J.T. Baker (New Jersey, U.S.A.), Merck (Darmstadt), Invitrogen (Gro-
ningen, Niederlande), Roth (Karlsruhe), GE Healthcare (Miinchen) und Sigma (Dreisen-
hofen). Alle Losungen wurden mit hochreinem Wasser (Millipore, Eschborn) angesetzt. Es
wurden folgende Liganden fiir die Messungen in der ['TC und Diffusionskammer verwendet:
Koffein, Urat, 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin),
1,3-Dimethylxanthin (Theophyllin), 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin,
Hypoxanthin, 1,3,9-Trimethylxanthin (Isokoffein) und 1,3,7-Trimethylharnséure. Alle Li-

ganden wurden von der Firma Sigma (Dreisenhofen) bezogen.

2.9 Statistische Auswertung

Die unterschiedlichen Messergebnisse wurden mit Hilfe des t-Tests beziehungsweise der
One Way ANOVA (Holm-Sidak-Methode) auf statistische Signifikanz untersucht. Lag kei-
ne Normalverteilung und/oder Varianzgleichheit vor, so wurde mit Hilfe des ANOVA on
Ranks (Dunn‘s Methode) auf Signifikanz getestet. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5 % (P < 0,05) wurden die Unterschiede der Daten als signifikant angenommen. Die
graphische Darstellung und die Auswertung der Daten erfolgte mit den Computerpro-
grammen Sigma Plot 9.0, Sigma Stat 3.1 (SPSS Inc., Chicago, IL) und dem Computer-
programm Origin 7.0 (MicroCal Software Inc., Northampton, MA).
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Ergebnisse

3.1 Gewinnung von Hamocyanin

Es konnte eine hohe Reinheit des Himocyanins des Européischen Hummers durch das nach
Menze (2001) angewendete Verfahren erzielt werden. Der Himocyaninanteil am Protein-
gehalt der Himolymphe betrug zwischen 90 und 95 %. Die mittlere Konzentration an
Himocyanin lag bei 30,14 & 5,99 mg ml™!, bei einem Gesamtproteingehalt von 32,43 +
7,10 mg ml~!. Die Qualitit des Himocyanins kann nach Markl et al. (1979) iiber das
Verhiltnis der Extinktionen bei 280 zu 334 nm iiberpriift werden. Fiir das nach Menze
(2001) gereinigte Himocyanin ergab sich ein Verhéltnis von ca 4,8.

In Abbildung 3.1 ist ein Elutionsprofil einer Anionenaustausch-Chromatographie mit-
tels einer Resource Q6-Saule (GE Healthcare, Miinchen) der Himocyaninlosung nach einer

préiaparativen Zentrifugation (siehe Kapitel 2.2) dargestellt.

800

600 1

400 1

AE [mAU]

200 +

— 280 nm
— 334 nm

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Elutionsvolumen [ml]

Abbildung 3.1: Elutionsprofil der Himocyaninlésung (Homarus vulgaris) unter Verwendung einer Resour-
ce Q6-Saule (GE Healthcare, Miinchen) nach einer préparativen Zentrifugation. Als Elutionspuffer wurde
20 mM TRIS-HCI (20°C, pH 8,0) mit 40 mM NaCl, 20 mM MgCl, und 20 mM CaCly verwendet. Die
Extinktion des Durchflusses wurde bei 280 nm (schwarz) und 334 nmn (blau) aufgezeichnet. Die Proteine
wurden mittels eines linearen NaCl-Gradienten (40 — 540 mM) von der Sdule geldst.

25
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Abbildung 3.2: Elutionsprofil einer Hamocyaninlosung (Homarus vulgaris) unter Verwendung einer
Superose-6 HR-Saule (GE Healthcare, Miinchen). Als Elutionspuffer wurde HEPES-Puffer (100 mM HE-
PES, 150 mM NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgCls, pH 8 bei 20°C eingestellt) verwendet. Die Extinktion
des Durchflusses wurde bei 280 nm (schwarz) und 334 nm (blau) aufgezeichnet.
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Abbildung 3.3: SDS-Disk-Elekrophorese des Himocyanins von Homarus vulgaris nach der letzten pri-
parativen Zentrifugation. Die Proteine wurden mit Coomassie Brilliant Blue 350 angefirbt. Als Marker
wurde der molekulare Grossenmarker der Firma Invitrogen (BenchMark Protein Ladder) verwendet. Die
Grofsen der Markerpositionen sind linksseitig aufgefiihrt.

Das Hamocyanin des Europidischen Hummers eluierte bei einem Volumen zwischen 65
und 85 ml. Das Elutionsmaximum trat bei einem Volumen von 78 ml auf, entsprechend
einer NaCl-Konzentration von 247,5 mM. Die im Elutionsbereich des Himocyanins liegen-

den Fraktionen wurden vereinigt und erneut einer préparativen Zentrifugation unterzogen
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(siehe Kapitel 2.2).

Anschliefsend wurde der Aggregationszustand des Hamocyanins iiber eine Gelpermea-
tionschromatographie mittels einer Superose-6 HR-Sdule (siehe Kapitel 2.3) untersucht.
Das Elutionsmaximum des gereinigten Himocyanins lag bei 12,5 ml (dodekamere Asso-
ziate). Wenige Teile des Himocyanins eluierten bereits bei 10,5 ml. Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um hohere (2 x 12-mere) Assoziate des Himocyanins. Es konnten keine
weiteren Plasmafaktoren nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.2). Die Qualitit wurde,
bevor die Himocyaninldsung im kalorimetrischen bzw. im Sauerstoffbindungs-Experiment
anwendetet wurde, erneut photometrisch bestimmt.

Eine elektrophoretische Trennung der Himocyaninlosung sollte Erkenntnisse iiber die
Qualitdt der Reinigung des Hamocyanins, als auch iiber die Grofse und Anzahl der ver-
schiedenen Untereinheiten des Hamocyanins liefern. Abbildung 3.3 zeigt ein diskontinu-
ierliches SDS-Porengradienten-Gel. Es sind drei Banden zu erkennen (Markl et al., 1979),
die alle ein apparentes Molekulargewicht von 82,1 bis 87,5 kDa aufzeigen.

3.2 Sauerstoffbindungsstudien

Tabelle 3.1: Halbséttigungspunkte Pso [Torr] und Hill-Koeffizienten ny des Hamocyanins von Homa-
rus vulgaris bei unterschiedlichen Temperaturen in der An- und Abwesenheit von Urat und Koffein [1
mM]. Es wurden zwischen 3-8 Wiederholungen der Versuche durchgefiihrt (X £ SD).

Temperatur
Effektor 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C
ohne Effektorp,, 7,77 £+ 10,04 £ 14,06 £ 17,81 £ 25,95 +
0,09 0,68 0,99 0,44 0,68
Koffeinp,, 432 + 548 +£ 6,29 4+ 872 + 1240 +
0,27 0,38 1,10 0,52 0,69
Uratp,, 446 + 6,14 £ 8,16 £+ 11,84 £ 17,25 £
0,20 0,38 0,17 0,36 1,47
ohne Effektor,, 4,15 + 4,08 £ 397 =+ 3,50 £+ 3,16 =+
0,19 0,19 0,18 0,13 0,10
Koffein,,,, 336 + 327 £ 288 4+ 256 + 230 =+
0,72 0,12 0,14 0,02 0,22
Urat,,, 3,19 + 3,01 +£ 288 £+ 280 + 2,68 =+
0,27 0,34 0,32 0,26 0,25

Um den Einfluss verschiedener Effektoren auf die Sauerstoffbindung des Himocyanins
des Europdischen Hummers (Homarus vulgaris) zu untersuchen, wurden Sauerstoffbin-
dungskurven bei verschiedenen Temperaturen (10 — 30°C) in An- und Abwesenheit der
beiden Effektoren Urat und Koffein, als auch bei 20°C fiir 1,3-Dimethylxanthin (Theo-
phyllin), 1,7-Dimethylxanthin (Paraxanthin), 3,7-Dimethylxanthin (Theobromin), 1-Me-
thylxanthin, 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Isokoffein und 1,3,7-Trimethylharnsiure

aufgenommen. Urat ist der natiirliche Modulator des Himocyanins, alle anderen verwen-
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Tabelle 3.2: Halbséttigungspunkte P5q [Torr] und Hill-Koeffizienten ngy der Sauerstoffbindung des Hamo-
cyanins von Homarus vulgaris bei 20°C in der An- und Abwesenheit verschiedener Effektoren [1 mM].

Es wurden zwischen 3-8 Wiederholungen der Versuche durchgefiithrt (X + SD).

Effektor Ps ng

ohne Effektor 14,06 £ 0,99 3,974+0,18
Paraxanthin 5,76 +0,22 2,5640,35
Theobromin 6,68 0,77 2,52+0,19
Theophyllin 6,57+0,44 2,50+0,27
1-Methylxanthin 7,16 +0, 55 3,0740,10
3-Methylxanthin 7,154 0, 32 2,734+0,25
7-Methylxanthin 6,29 40, 25 2,7440,23
Isokoffein 7,13+0,22 3,11+0,13
TMH 7,24+0,12 3,304+0,17

deten Effektoren, sollten in Zusammenhang mit kalorimetrischen Bindungsstudien einen
tieferen Einblick in den Mechanismus der Bindung der Effektoren an das Hadmocyanin

gewahren.

Tabelle 3.1 zeigt die Halbsattigungswerte (Psg) beziehungsweise die Hill-Koeffizienten
(ng) fiir die Bindung von Sauerstoff an das Himocyanin von Homarus vulgaris in Abhén-
gigkeit von der Temperatur bei An- und Abwesenheit von 1 mM Koffein bzw. Urat. Der
P5o der Sauerstoffbindung in Anwesenheit von Urat dnderte sich iiber das gesamte gemes-
sene Temperaturspektrum signifikant. Der Py, stieg hier signifikant von 4,46 + 0,20 Torr
bei 10°C bis schlieflich auf 17,25 + 1,47 Torr bei 30°C an. Auch der Halbséittigungswert
in Anwesenheit von Koffein erhohte sich im Temperaturbereich zwischen 10 und 30°C
signifikant. Im Falle der Sauerstoffbindungsstudien ohne Effektor waren nur in breiteren
Temperaturbereichen, wie zwischen 10 und 30°C beziehungsweise zwischen 15 und 30°C
signifikante Anderungen des Py zu verzeichnen. Dennoch konnte bei allen temperatur-
abhingigen Messungen gezeigt werden, dass der Halbséttigungsdruck des Hamocyanins
von Homarus vulgaris mit steigender Temperatur zunimmt. Fiir den Hill-Koeffizienten
und der dadurch ausgedriickten positiv kooperativen Bindung des Sauerstoffs an das Ha-
mocyanin konnte nur in einigen Fillen eine signifikante Anderung in Abhingigkeit von
der Temperatur gezeigt werden. So wurde eine signifikante Abnahme der Kooperativitit
der Sauerstoffbindung in Abwesenheit der Effektoren zwischen 10, 15, 20 und 30 °C ge-
messen. In Anwesenheit von Koffein konnte nur zwischen 10 und 30 °C eine signifikante
Abnahme des Hill-Koeffizienten von 3,36 4+ 0,72 auf 2,30 4+ 0,22 berechnet werden. Bei
einer Sittigung mit Urat konnte keine signifikante Anderung der Kooperativitiit der Sau-
erstoffbindung nachgewiesen werden. Koffein und Urat zeigten bei 20, 25 und 30° C einen

signifikant unterschiedlichen Halbséttigungswert.

Abbildung 3.4 verdeutlicht die Anderung der Sauerstoffbindungsparameter ny und
Py in Abhéngigkeit von der Temperatur [°C|. Der Hill-Koeffizient nahm mit zunehmen-
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Abbildung 3.4: Auftragung des Sauerstoffbindungsparameter A: Hill-Koeffizient ny und B: Halbsétti-
gungsdruck Psg gegen die Temperatur [°C]. ohne Effektor: O, Koffein e, Urat: A. *: Signifikanter Unter-
schied zum vorherigen Wert (Urat), #: Signifikanter Unterschied zum vorherigen Wert (Koffein)

der Temperatur ab. Der Halbséattigungsdruck zeigte signifikante Zunahmen bei Erhéhung
der Temperatur. Fiir alle Effektoren (siehe Tabelle 3.1 und 3.2) konnte fiir beide Hill-
Parameter eine signifikante Anderung im Vergleich zum Referenzzustand, der Sauerstoff-
bindung in Abwesenheit eines Effektors, nachgewiesen werden. Dies gilt auch fiir die Mes-
sungen bei verschiedenen Temperaturen fiir die Urat- und Koffeinbindung, wobei hier die
jeweilige Referenzmessung in Abwesenheit des Effektors bei der jeweiligen Temperatur
erfolgte.

Die deutlichste Abnahme sowohl des Halbséttigungwerts (5,76 £ 0,22 Torr) als auch
des Hill-Koeffizienten (2,56 + 0,35) konnte mit dem Effektor Paraxanthin beobachtet
werden. Alle verwendeten Effektoren erniedrigten im Vergleich zum Referenzzustand den
Ps5o als auch den ny signifikant. Zudem unterschieden sich einige Effektoren auch un-
tereinander signifikant in ihrem Halbsdttigungswert, als auch in ihrem Hill-Koeffizienten.
Der Halbsattigungswert von Paraxanthin unterschied sich zu den Halbsittigungswerten
von 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin, Isokoffein und 1,3,7-Trimethylharnsédure (TMH)
signifikant.

Um einen tieferen Einblick in die Allosterie der Sauerstoffbindung und deren Beeinflus-
sung durch die gebundenen Effektoren zu erlangen, wurden die Sauerstoffbindungskurven
einer nicht-linearen Regression mit den in Kapitel 2.7.1 beschriebenen Modellen und Ana-

lysegruppen unterzogen.

3.2.1 Analyse der Sauerstoffbindungskurven

Menze et al. (2005) konnten zeigen, dass das Nested-MWC-Modell als auch das Three-
State-Modell zur Analyse der Sauerstoffbindung des Himocyanins des Européischen Hum-
mers angewendet werden kann. Sie zeigten eine Analyse von Sauerstoffbindungskurven,
die bei verschiedenen pH-Werten in An- und Abwesenheit der Effektoren Urat oder Koffein
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Tabelle 3.3: Sauerstoffbindungskonstanten kog fiir das Nested-MWC-Modell. Die Bindungskonstanten
wurden mit Formel 2.14 berechnet. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich bei Analysegruppe 1,2,4
und 5 um eine durch die Regressionsroutine berechnete Unsicherheit der Parameter. Bei Analysegruppe
3 wurde X + SD berechnet. a3: Konformation rT, tT, tR oder rR.

Bindungskonstanten [Torr™!|

Analyse- Tempe- Ky ke kir krr
gruppe ratur [°C|

1 10 30,93 £0,01 0,090+0,025 0,024£0,009 5,40£0,01
2 15 12,6740,02 0,025+0,0015 0,11£0,04 4,48 4+0,04
3 20 5,10+£0,09 0,0154£0,002 0,09+£0,03 4,19+£0,11
4 25 3.8440,03  0,01840,001  0,074-+0,008 3,52+0,04
5 30 2,90+0,04 0,01240,0009  0,04=£0,0003 3,40+0,08

aufgenommen wurden. In dieser vorliegenden Arbeit wurde eine Analyse von Sauerstoff-
bindungskurven bei verschiedenen physiologischen Temperaturen (10 - 30°C) in An- und
Abwesenheit der Effektoren Urat und Koffein durchgefiihrt. Zweitens wurden Sauerstoff-
bindungskurven in Anwesenheit verschiedener Xanthinderivate analysiert (siehe Kapitel
2.5), um den Einfluss der Struktur des Effektors auf die Sauerstoffbindung beurteilen zu
konnen. Die Bindung aller Effektoren wurde anschliefend thermodynamisch untersucht
(siehe Kapitel 2.6)

Die in Kapitel 2.7.1 beschriebene Analysegruppen wurden zunéchst einer nicht-linearen
Regression unterzogen. Dabei wurden jeder der Untergruppen eigene Gleichgewichstkon-
stanten zugewiesen. Fiir eine Analysegruppe, die durch die Temperatur wihrend der Mes-
sung definiert war, gab es somit einen Satz an Sauerstoffbindungskonstanten und der
Anzahl an Untergruppen entsprechende Sitze an Gleichgewichtskonstanten. Unter An-
wendung des Nested-MWC-Modells konnten die jeweiligen Sauerstoffbindungskonstanten
mit geringen Unsicherheiten berechnet werden. k. nahm mit zunehmender Temperatur
von 30,93 £ 0,01 Torr—! bei 10°C bis zu 2,90 & 0,04 Torr~! bei 30°C signifikant ab. k,x
nahm ebenfalls von 5,40 + 0,01 bei 10°C auf 3,40 + 0,08 bei 30°C signifikant ab. Die

Parameter k;r und k;gr nahmen ebenfalls signifikant zwischen 10 und 30°C ab.

Die Analyse der Sauerstoffbindungskurven mittels des Three-State-Modells erwies sich
als schwieriger, da sich kr nur mit einer groken Unsicherheit bestimmen liefs. Darauthin
wurde kg festgesetzt. In Tabelle 3.4 und 3.5 sind die Ergebnisse der Regressionen angege-
ben, welche die Daten am besten beschrieben und die Parameter als auch die Regression

mit den geringsten Fehlern versehen waren.

Die mit dem Three-State-Modell berechneten Sauerstoffbindungskonstanten nahmen
mit zunehmender Temperatur ab. Die Bindungskonstante kg (n — 6) nahm mit 0,96
+ 0,57 Torr™! bei 10°C auf bis zu 0,17 4 0,03 Torr~! bei 30°C signifikant ab. Eine
signifikante Anderung war auch bei kr (n =6) von 0,032 4 0,004 Torr~' bei 10°C auf
0,012 & 0,001 Torr—! bei 30°C zu verzeichnen. Um die Giite der Regression beurteilen zu
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Tabelle 3.4: Sauerstoffbindungskonstanten k,, fiir das Three-State-MWC-Modell. Die Bindungskonstanten
wurden mit Formel 2.29 fiir n=12 berechnet. kr wurde wihrend der Analyse konstant gehalten. Bei den
angegebenen Fehlern handelt es sich fiir Analysegruppe 1, 2, 4 und 5 um eine durch die Regressionsroutine
berechnete Unsicherheit der Parameter. Bei Analysegruppe 3 wurde X + SD berechnet. a: Konformation
R, S, oder T.

Bindungskonstanten |Torr™!|

Analysegruppe Temperatur [°C| kg ks kr
1 10 130 0,61+£0,19  0,053+0,004
2 15 1,10 0,4540,10 0,039+0,003
3 20 0,90 0,23+0,02 0,023 + 0, 0009
4 25 0,50 0,214+0,02 0,024 £+ 0,001
5) 30 0,40 0,12+0,007 0,01940,0009

Tabelle 3.5: Sauerstoffbindungskonstanten k,, fiir das Three-State-MWC-Modell. Die Konstanten wurden
mit Formel 2.29 fiir n—=6 berechnet. kg wurde wihrend der Analyse konstant gehalten. Bei den angegebene
Fehlern handelt es sich fiir Analysegruppe 1,2,4 und 5 um eine durch die Regressionsroutine berechnete
Unsicherheit der Parameter. Bei Analysegruppe 3 wurde X + SD berechnet. a: Konformation R, S, oder
T.

Bindungskonstanten [Torr ™|

Analysegruppe Temperatur [°C| kg kg kr
1 10 10,00 0,96 +0,57 0,032+ 0,004
2 15 6,20 0,82+0,50 0,021+ 0,004
3 20 3,60 0,52+0,17 0,016 40,002
4 25 1,80 0,314£0,08 0,014 £ 0,002
) 30 1,80 0,1740,03 0,01240,001

konnen und somit die verschiedenen Modelle zu vergleichen, wurde fiir jede Analysegruppe
x? berechnet (Tabelle 3.6). Ein Vergleich der beiden Annahmen des Three-State-Modells
(n=6 und n=12) zeigte, dass der y?-Wert fiir die Regression unter der Annahme von n=12
1,5 bis 2,4 mal hoher war als der y2-Wert fiir das Three-State-Modell fiir n—6. Der y2-
Wert des Nested-MWC-Modells erwies sich bis auf eine Ausnahme (Analysegruppe 5) 1,5
bis 2,0-fach niedriger als der y>-Wert des Three-State-Modells unter Annahme von sechs
Bindungsstellen. Fiir Analysegruppe 5 zeigte das Three-State-Modell (n=6) eine 2,3-fach
bessere Regression auf. Im Folgenden werden daher nur noch das Nested-MWC-Modell
und das Three-State-MWC-Modell (n=6) erldutert, da das Three-State-MWC-Modell
(n=12) in allen Regressionen einen schlechteren y*-Wert aufzeigte.

Abbildung 3.5 zeigt alle Regressionen der Analysegruppen 1 (Abb. 3.5A) bis 5 (Abb.
3.5E) fiir das Nested-MWC und das Three-State-MWC-Modell (n=6). Mit beiden Mo-
dellen war es moglich die Sauerstoffbindungsdaten zu beschreiben und eine Regression
durchzufiihren. Die x2-Werte (Tabelle 3.6) waren fiir das Nested-MWC-Modell in den
meisten Anwendungen niedriger. Um die Beschreibung der Sauerstoffbindungsdaten mit
den zwei Regressionsmodellen abschlieftend beurteilen zu kénnen, wurden die im Folgen-

den aufgezeigten Gleichgewichtsbindungskonstanten fiir beide Modelle berechnet.
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Abbildung 3.5: Sauerstoffbindungsdaten der Analysegruppe 1-5. Die Daten wurden alle einer nicht-
linearen Regression mit dem Nested-MWC (schwarz) bzw. Three-State-MWC-Modell (grau) unterzogen.
A: Analysegruppe 1; B: Analysegruppe 2; C: Analysegruppe 3 Der Ubersichtlichkeit halber ist hier nur
ein Auszug der Analysegruppe dargestellt. D: Analysegruppe 4; E: Analysegruppe 5
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Der Einfluss des Liganden auf die Sauerstoffbindung des Himocyanins kann nun iiber
die Gleichgewichtskonstanten verdeutlicht werden (siehe Kapitel 2.7.1), wobei fiir jeden
Zustand (£ Effektor bei einer bestimmten Temperatur) Gleichgewichtskonstanten be-

stimmt wurden.

In Abbildung 3.6A sind die logarithmierten Gleichgewichtskonstanten nach dem Nest-
ed-MWC-Modell der Sauerstoffbindung in Anwesenheit von Urat oder Koffein dargestellt.
Die berechneten Werte der Gleichgewichtskonstanten sind im Anhang in den Tabellen 6.2
und 6.3 zu finden. Die dargestellten Gleichgewichtskonstanten der Effektoren Urat und
Koffein zeigten nur in wenigen Fillen eine signifikante Anderung in Abhingigkeit von der
Temperatur. Die Gleichgewichtskonstanten wiesen eine grofe Streuung auf, so dass fiir
den Effektor Koffein nur bei 5= (10° C) mit 2,0 x 10 £ 5,77 x 10! zu [§% (30° C)
mit 1,00 x 10° 43,00 x 10° ein signifikante Anderung nachgewiesen werden konnte. Auch
die Gleichgewichtskonstanten der Sauerstoftbindung in Anwesenheit von Urat [7™* und
[7* nahmen zwischen 10 und 30 signifikant ab. Dabei wurden sowohl (7" als auch A"=*
in den meisten Féllen héher bestimmt, als [5%™ und A [*(20°C) wich im Ver-
gleich zu den anderen [5¥ (20°C) nach oben hin ab. Fiir die Gleichgewichtskonstante A®*
konnte keine signifikante Anderung nachgewiesen werden. Sie konnte wihrend der Regres-
sion nur mit einer grofen Ungenauigkeit bestimmt werden. Die Gleichgewichtskonstanten
der verschiedenen Liganden aus Analysegruppe 3 zeigten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zueinander (Abbildung 3.6B). Die mit dem Three-State-MWC-Modell be-
rechneten Gleichgewichtskonstanten (Abbildung 3.6 C und D) liefsen keinerlei Tendenz
in Abhéngigkeit von der Temperatur erkennen. Es konnte kein signifikanter Unterschied
fiir die Gleichgewichtskonstanten [5°%, [F°%» [g** und L festgestellt werden. Ebenso
konnte keine signifikante Anderung der Gleichgewichtskonstanten der verschiedenen Ef-
fektoren zueinander gezeigt werden. Die in Abbildung 3.6 C und D dargestellten Gleichge-
wichtskonstanten zeigten zudem deutlich h6here Standardabweichungen als die iiber das
Nested-MWC-Modell berechneten Gleichgewichtskonstanten.

Die hohen Standardabweichungen der Gleichgewichtskonstanten des Three-State-MWC-
Modells und die gréftenteils hoheren y?-Werte der Regressionen wurden als Hinweis fiir

eine unzureichende Beschreibung der Sauerstoffbindungsdaten durch das Three-State-

Tabelle 3.6: x2 der Regression der Sauerstoffbindungskurven der Analysegruppen 1-5 fiir das Nested-
MWC-Modell und das Three-State-Modell (n=6 und n=12)

x? des Modells
Analysegruppe Nested-MWC Three-State n=6 Three-State n—12

1 7,90E-04 1,19E-03 2,25E-03
2 9,98E-04 1,22E-03 1,83E-03
3 9,33E-04 1,46E-03 3,48E-03
4 4,22E-04 8,58E-04 1,24E-03
5 2,14E-03 9,18E-04 1,46E-03




34 3. ERGEBNISSE

o 14 o 12
g 127 g g 10 1 4 e = @ -
2 10 % ° o |Z] LS ] e e =
E g | : ? g E 8 2 ® = = = _ = g
2 I
= 6 =
Q Q
.g 4 'g 4,
o 2 R
- |
S 0 v % ¥ S -
5 g v 5 0
5 2 * v — « T A
o Qo - >
o 4 3 o 2 T = ¢
=) o
- 6 . . . . . = 4 . . . . . . . . . .
5 10 15 20 25 30 35 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A Temperatur [°C] B Effektor
o 14 [0} 12
g g
el LIRS
A~ A~
Z i ¥ =
2 % 2 s
z = .
S s Soel Pt e I
= =
] ]
c 6 % i f s 4
) )
°) °)
—_— 4 . . . . . —_— 2 . . . . . . . . . .
5 10 15 20 25 30 35 1 2 3 45 6 7 8 9 1011
C Temperatur [°C] D Effektor

Abbildung 3.6: Logarithmische Auftragung der Gleichgewichtskonstanten des Nested- und des Three-
State-MWC-Modells A:Logarithmus der Gleichgewichtskonstanten [f°fein W, [ffeffein o AKoffein y jUrat [
1972t o und AY™* v in Abhingigkeit von der Temperatur in °C. B:Logarithmus der Gleichgewichts-
konstanten 5, I$F und A°%. Die Beschriftung der x-Achse ist ein Synonym fiir den jeweiligen Effektor:
Koffein 1, Urat 2, Paraxanthin 3, Theobromin 4, Theophyllin 5, 1-Methylxanthin 6, 3-Methylxanthin 7,
7-Methylxanthin 8, Isokoffein 9, 1,3,7-Trimethylharnsdure 10. C:Logarithmus der Gleichgewichtskonstan-
ten [Koffein o | [Koffein y jUrat o ynd ¥ v in Abhingigkeit von der Temperatur in © C. D: Logarithmus
der Gleichgewichtskonstanten /& und [$¥. Die Beschriftung der x-Achse ist ein Synonym fiir den jeweiligen
Effektor (siche B). Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um eine durch die Regressionsroutine
berechnete Unsicherheit der Parameter.

MWC-Modell interpretiert. Die Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass es nur moglich
war die Regression mit oben genannter Qualitdt durchzufiihren, wenn Kpr wihrend der
Regression konstant gesetzt wurde. Hierdurch wurde ein weiterer Unsicherheitsfaktor in
das Regressionssystem eingebracht. Die folgenden Betrachtung beziehen sich daher nur
noch auf das Nested-MWC-Modell, das die Sauerstoffbindungsdaten mit der besten statis-
tischen Ubereinstimmung beschrieb. Die in Tabelle 3.1 und 3.2 dargestellten signifikanten
Verschiebungen der Halbséttigungswerte, konnten durch die berechneten Gleichgewichts-
konstanten nur in wenigen Féllen unterstiitzt werden. Es konnte zwar ein signifikanter
Unterschied der Gleichgewichtskonstanten in Abhéngigkeit von der Temperatur zwischen
10 und 30°C gezeigt werden, jedoch wiesen die Halbsédttigungswerte einen signifikanten

Unterschied zwischen einer Temperatur zur néchst hoheren auf. Zudem zeigten Urat und
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Abbildung 3.7: Sauerstoffbindungsdaten der verschiedenen Analysegruppen. Um eine bessere Auflosung
der Beeinflussung der Sauerstoffbindung der unterschiedlichen Effektoren zu erlangen, wurde die Satti-
gung nicht bis 100% aufgetragen. Alle Sauerstoftbindungsdaten wurden einer nicht-linearen Regressions-
analyse mit dem Nested-MWC-Modell unterzogen. A: Analysegruppe 1; B: Analysegruppe 2; C: Analy-
segruppe 3. Um die Ubersichtlichkeit zu erhalten ist hier nur ein Auszug der Analysegruppe dargestellt.
D: Analysegruppe 4; E: Analysegruppe 5.
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Koffein einen signifikanten Unterschied ihre P5o-Werte fiir 20, 25 und 30°C auf. Es konnte
fiir keine der berechneten Gleichgewichtskonstanten der anderen verwendeten Xanthin-
derivate ein signifikanter Unterschied berechnet werden, obwohl ein solcher durch die
Charakterisierungsgrossen der Sauerstoffbindung Ps;y und ngy erwartet wurde. Die Be-
stimmung der Gleichgewichtskonstanten unterlag damit sehr groffen Schwankungen. Ab-
bildung 3.7 zeigt die Verschiebungen der Sauerstoffbindungskurven entlang der x-Achse
und der damit einhergehenden Anderung des Halbsiittigungswerts. Die Kurven wurden
einer nicht-linearen Regression mit dem Nested-MWC-Modell unterzogen (siehe Abbil-
dung 3.6). Bei jeder Temperatur fiihrte die Bindung eines Effektors an das Hdmocyanin
zu einer Erhéhung der Sauerstoffaffinitiat. Auffillig war, dass Urat und Koffein bei 10°C
den gleichen Einfluss auf die Sauerstoffbindung hatten. Bei 15°C erhéhte Koffein die Af-
finitdt zu Sauerstoff mit einem PIy™™ — 5,48 £ 0,38 Torr stérker als Urat mit Py —
6,14 + 0,38 Torr, ab 20°C konnte sogar ein signifikanter Unterschied des Einflusses der
beiden Effektoren Urat und Koffein auf die Sauerstoffbindung festgestellt werden. Der
Einfluss der Effektoren auf die Sauerstoffbindung, konnte somit als temperaturabhingig
bezeichnet werden. Die Einflussfaktoren FF}', Fi5* und F** wurden daher fiir jede Tempera-
tur und jeden Liganden berechnet. Abbildung 3.7 C verdeutlicht zudem den signifikanten
Unterschied zwischen der Affinitdtserh6hung durch Urat und Paraxanthin. Paraxanthin
erhohte die Affinitit der Sauerstoffbindung mit P55 — 5,78 £ 0,22 Torr signifikant hoher
als Urat bei 20°C mit P5* = 8,16 + 0,17 Torr.

In den Tabellen 3.7 und 3.8 sind die Einflussfaktoren F3", F*" und F}' der Effektoren
Urat und Koffein dargestellt. Sie stellen den Einfluss der Effektorbindung auf die Gleich-
gewichtskonstanten [7, [z und A dar. Die Einflussfaktoren liefen keine eindeutige Tendenz
im Zusammenhang mit der Temperatur erkennen. Die Faktoren F¢" und Ff' waren stets
kleiner eins. Konnte der Wert mit kleiner eins bestimmt werden, so verringerte sich die
Gleichgewichtskonstante {57, [57 und A®" relativ zu Iy, g und A. Die Einflussfaktoren der
restlichen Liganden bei 20°C sind in der Tabelle 6.5 des Anhangs zu finden. Dabei wur-
den Auch hier streuten die Werte teilweise sehr stark, so dass fiir £°"(20°C), F*(20°C),
F™(20°C)und F"*f(20°C) grosser eins bestimmt.

Tabelle 3.7: Einflussfaktoren F™¢, FUr" und FF*" der Sauerstoffbindung des Modulators Urat. Bei den
angegebenen Fehlern handelt es sich um eine durch die Regressionsroutine berechnete Unsicherheit der
Parameter.

T [OC] F,IU_'rat FUrat FII%Jrat
10 0,21354£0,038  0,0011+0,0002 0,0006 % 0, 0001
15 0,0787+0,01 0,1181 40,02 0,12240,03
20 0,056440,005 0,,4852+£0,10  0,1795 0,03
25 0,0761=0,01 9,624+1.04  0,9694+0,12
30 0,117240,01 1,7998£0,27  2,5087 +1,07
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Tabelle 3.8: Einflussfaktoren Fjoffein poffein ypgq fFEofiein der Sauerstoffbindung des Modulators Koffein.
Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um eine durch die Regressionsroutine berechnete Unsicher-
heit der Parameter.

T [OC] F/I]Efoffein FKof'fein Fgof'fein
10 0,18724+0,032  0,0303+0,025  0,0020=£0, 0007
15 0,025240,0006 0,3796+0,07 0,11114+0,01
20 0,0249£0,004 0,1658£0,0516 0,0991+0,07
25 0,030540,0089 0,2528+0,03 0,1953 40,03
30 0,1433 £ 0, 06 0,0060 = 0,0056 0,6003 %0, 05

3.3 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die isotherme Titrationskalorimetrie ermdéglicht es, die Warmetonung der Bindung eines
Liganden an ein Makromolekiil aufzuzeichnen. Dabei kénnen durch ein Experiment die
freie Enthalpie AGY, die Bindungskonstante k, Bindungsenthalpie AH° und die Entropie
ASY bestimmt werden. Die gemessene Leistung (siche Abbildung 2.1) wird anschliefend
zur Wirmeenergie integriert und auf die Menge des eingesetzten Liganden bezogen. Es
folgt eine Analyse mit einem der in Kapitel 2.7.2 aufgefithrten Bindungsmodellen.

In dieser Arbeit wurde neben der Bindung des natiirlichen Modulators Urat auch
die Bindung weiterer Xanthinderivate an das Hiamocyanin des Furopdischen Hummers
(Homarus vulgaris) thermodynamisch untersucht. Die Arbeiten von Menze (2000; 2001;
2005) zeigten, dass auch im Bereich geringer c-Werte (Wiseman et al., 1989) (siehe Kapi-
tel 1) Bindungsisothermen fiir die Uratbindung an das Himocyanin aufgenommen werden
kénnen. Turnbull und Daranas (2003) zeigten zudem, dass AG® und k ohne Einschriin-
kungen bei niedrigen c-Werten bestimmt werden konnen. A H° dagegen wird bei geringen
c-Werten stark von Ungenauigkeiten in der Rezeptorkonzentration beeinflusst. Fiir eine
bekannte Anzahl an Bindungsstellen n wird diese bei der Auswertung konstant gesetzt,
so dass auch AH? bestimmt werden kann. Die Ligandenkonzentration wurde bei jedem
Effektor konstant bei 1 mM gehalten. Die Rezeptorkonzentration wurde auf 25 pM einge-
stellt. Um mogliche Ungenauigkeiten in der Makromolekiilkonzentration zu kompensieren,

wurden die Experimente 3-6 mal wiederholt.

3.3.1 Temperaturabhingige Effektorbindung unter normoxischen
Bedingungen am Beispiel von Urat und Koffein

Um das thermodynamische Bindungsverhalten der Effektoren an das Himocyanin in Ab-
hiangigkeit von der Temperatur zu verstehen, wurden I'TC-Experimente bei verschiedenen
Temperaturen mit dem natiirlichen Modulator Urat und dem Liganden Koffein durch-
gefiihrt. Zusétzlich wurde die temperaturabhéngige Bindung der Liganden Theobromin,
Paraxanthin und Theophyllin bestimmt (siehe Kapitel 3.3.4). Eine Betrachtung der ther-

modynamischen Parameter in Abhéngigkeit von der Temperatur ermdoglicht die Berech-
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Abbildung 3.8: Wirmefreisetzung withrend eines ITC-Experiments A: Wirmesignale [uJ s™1] bei der
Titration von 1 mM Koffein in 25 uM H&mocyanin bei 10° C. Der Versuch wurde in HEPES-Puffer (100
mM HEPES; 150 mM NaCl, 20 mM CaCly, 20 mM MgClsy, pH 8 bei 20° C eingestellt) durchgefiihrt.
Es erfolgten 25 Injektionen von 10 ul Ligand. B: Wirmeenergie Aq [kJ mol~!| des in A beschriebenen
Experiments.

nung der Warmekapazitit AC’S (siehe Formel 1.2). Durch die Bindung der verschiedenen
Liganden wurde eine Betrachtung der thermodynamischen Parameter im Bezug auf die
Struktur der verschiedenen Liganden ermdglicht.

Abbildung 3.8 zeigt exemplarisch die Wirmesignale [nJ s7!] (3.8A) sowie deren in-
tegrierte Wiarmeenergie Aq [kJ mol™!], fiir ein ITC-Experiment mit 1 mM Koffein. Es
wurden je 10 pl des 1 mM Koffeins in 25 pM Hamocyanin titriert. Da die gemessene Wir-
meenergie des ersten Signals fehlerbehaftet ist (Mizoue und Tellinghuisen, 2004), wurde
das erste Signal nach der Integration verworfen und nicht in die Auswertung mit einbezo-
gen. In den weiteren Abbildungen der Bindungsisotherme sind daher nur 24 Datenpunkte
dargestellt. Die Wirmeenergie Aq [kJ mol™'| wurde gegen das molare Verhiltnis der
totalen Koffein- und Hamocyaninkonzentration aufgetragen. Die dargestellte Bindungs-
isotherme zeigt eine anndhernd sigmoide Form. Die gemessenen Bindungsisotherme der
ITC-Experimente wurden mit den in Kapitel 2.7.2 beschriebenen Bindungsmodellen aus-
gewertet (siehe Abbildung 3.9). Die Wérmesignale der Koffeinbindung unter normoxisch-
en Bedingungen konnte mit dem Non-interacting-site, dem Multisite-Interactive und dem
Two-Sets-of-Sites-Modell ausgewertet werden. In Abbildung 3.9 ist eine solche représenta-
tive Koffein-Bindungsisotherme zusammen mit einer Uratbindungskurve dargestellt. Die
Bindungsisotherme der Uratbindung zeigt eine hyperbole Form, was auf die geringere Af-
finitdt des Hamocyanins fiir den natiirlich Modulator Urat zuriickgefiihrt werden kann.
Die Bestimmung der thermodynamischen Parameter erwies sich wie auch schon von Men-
ze (2001) gezeigt als schwierig, da die Parameter untereinander korrelierten. Da durch
die Arbeiten von Zeis (1994) und Menze (2001) eine einfache Stochiometrie bekannt war,
wurde die Anzahl der Bindungsplitze mit n = 2 angenommen. Eine Auswertung mit
den beiden anderen Bindungsmodellen war fiir die Uratbindung nicht mdglich, da auch

hier die Parameter untereinander korrelierten. Das Multisite-Interacting-Modell und das
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Abbildung 3.9: Bindung von Koffein und Urat an das Himocyanin des Europédischen Hummers (Homa-

rus vulgaris) bei 10°C. Die Bindungsisothermen wurden durch 25 Injektionen von je 10 ul einer 1 mM
Ligandenlésung in eine 25 pM H&mocyaninlosung erhalten.

Two-Sets-of-Sites-Modell weisen eine erhohte Anzahl an Parametern auf und lassen somit
eine eingehendere Charakterisierung der Bindung zu. Die erh6hte Anzahl der Parame-
ter fiihrt jedoch auch dazu, dass die Parameter vermehrt miteinander korrelieren. Ist die
Affinitat der Bindung so gering wie in diesem exemplarischen Fall fiir Urat, so kann die
Bindungsisotherme nicht ohne weitere Kenntnisse mit diesen Bindungsmodellen ausge-

wertet werden.

Die Auswertung der Koffeinbindungsisotherme mit dem Multisite-Interacting-Modell
und dem Two-Sets-of-Sites-Modell basieren auf den Annahmen von Menze (2001) und
Menze et al. (2005). Fiir die Bindung des Koffeins an das Hdmocyanin bei 10°C konnte
unter Verwendung des Non-Interacting-Site-Modells fiir Koffein n = 2,9740, 07 bestimmt
werden. Wurde der Faktor auf n = 2 reduziert und konstant gesetzt, so fiihrte dies zu ei-
ner deutlich schlechteren Regression. Da jedoch eine Auswertung der Uratbindungskurve
mit n = 3 ebenfalls die Qualitit der Anpassung reduzierte, der xy?-Wert erhoht sich von
7,969 x 10* auf 2,687 x 10°, und die hypoxischen Daten unter dieser Annahme nur mit
sehr geringer Regressionsiibereinstimmung ausgewertet werden konnten, musste ein kom-
plexeres Bindungsverhalten in Betracht gezogen werden, da davon ausgegangen wurde,
dass Urat und Koffein die gleiche Anzahl an Bindungsplédtzen besitzen (Nies et al., 1992;
Menze et al., 2005).

Das Multisite-Interactive-Modell beriicksichtigt homeotrope Allosterie, da es das Ma-
kromolekiil als multivalenter Rezeptor mit mehreren Bindungsstellen beschreibt, deren
Affinitdt von der Bindung der Liganden an die Bindungsstelle beeinflusst wird. Bei der
hier exemplarisch aufgefiihrten Bindungsisotherme des Koffeins bei 10°C wurden die mi-
kroskopischen Bindungskonstanten k¥t = 20,08 4+ 3,24 mM ™! und kk°fein = 95 53 +
11,81 mM~! berechnet. Die Bindungskonstanten wiesen auf positive Kooperativitit hin.

Verwendet man das Two-Sets-of-Sites-Modell, so fungiert das Makromolekiil als multiva-
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Tabelle 3.9: x? der Regression der Bindungsisothermen der Koffeinbindung bei 10, 20 und 30°C. Die
Anzahl der Messungen betrug n = 3-5.

Modell x>

10°C 20°C 30°C
Non-Interacting-Sites 4,41E+04 2,33E4+05 1,14E+05
Two-Sets-of-Sites Ny =2, Ny =2 4,01E+04 2,33E+05 1,16E+05
Multisite-Interacting n = 2 4,85E+04 2,33E+05 1,16E+05

lenter Rezeptor, dessen Bindungsstellen sich durch zwar unterschiedliche aber invariante
Bindungsaffinititen fiir den Liganden auszeichnen. Auf den Daten von Menze et al. (2005)
basierend, die fiir das Dodekamer vier Effektorbindungsstellen angenommen hatten (zwei
nicht-allosterische und zwei allosterische Bindungsstellen), wurden die Bindungsisother-
men mit Ny = Ny = 2 konstant gesetzt. Hierbei konnte eine Bindungskonstante mit einer
hoheren Affinitét k¥efes = 703,00 + 14,18 mM~! und mit einer niedrigeren Affinitét
Eiefein. — 47 70 £ 5,21 mM~! berechnet werden. Die zu den berechneten Bindungskon-
stanten berechneten Enthalpien und Entropien sind in Tabelle 3.13 aufgefiihrt.

In der Tabelle 3.9 sind die y?-Werte der mit den verschiedenen Bindungsmodellen
durchgefiihrten Regressionen der Koffeinbindungsisothermen aufgefiihrt. Die Regressio-
nen der Bindungsdaten bei 20 und 30°C lieffen keine Tendenz in der Regressionsqualitét
erkennen. Bei 10°C zeigte sich ein erniedrigter y>-Wert fiir die Regression mit dem Two-
Sets-of-Sites-Modell (N; = 2, Ny = 2). Menze et al. (2001; 2005) betrachteten die Bindung
des Urats an das Hdmocyanin des Europdischen Hummers unter Einfluss des pH-Wertes
als auch des Puffersystems. Es wurde zunéchst ein unterschiedliches Bindungsverhalten
fiir Urat und Koffein angenommen (Menze, 2001). In einer spétere Analyse wurden zwei
allosterische und zwei nicht-allosterischen Bindungsstellen als weitere M&glichkeit betrach-
tet (Menze et al., 2005). Da aufgrund des y*-Werts keine eindeutigen Schliisse auf das
Bindungsmodell fiir Koffein gezogen werden kann, werden in dieser Arbeit zunichst die
drei aufgefithrten Modelle in die Auswertung mit einbezogen. Die Bindungsisothermen
des Urats konnten nur mit dem Non-Interacting-Sites-Modell ausgewertet werden. Fiir
eine Auswertung mit einem komplexeren Modell mussten weitere Informationen aus der

Bindung des Koffeins an das Himocyanin des Europiischen Hummers gewonnen werden.

Non-Interacting-Site-Modell

Zunichst wurde die Bindung des Urats und des Koffeins unter Verwendung des Non-
Interacting-Site-Modells augewertet, um die Bindungsenthalpie AH besser in Bezug zur
Temperatur setzten zu kénnen.

Die Bindungskonstante k£ der Uratbindung nahm mit Erh6hung der Temperatur kon-
tinuierlich ab. In Abbildung 3.10 A ist die lineare Abnahme der Bindungskonstanten

verdeutlicht. Der Korrelationskoeffizient der Linearisierung R* betrug 0,948. So verrin-
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Abbildung 3.10: A: Bindungskonstante kU™ [mM 1] fiir die Bindung von Urat (e) und B: Bindungsenthal-
pie AHJ .. [kJ mol™!]| (e)und freie Energie AGY ., [kJ mol~!| (A) in Abhéngigkeit von der Temperatur.
Die Daten wurden durch die Auswertung der Uratbindungsisotherme mit dem Non-Interacting-Site-
Modell gewonnen (n = 2). Die genannten Fehler sind die Standardabweichungen (X £ SD), *: Signifikanter
Unterschied zum Referenzwert bei 10°C bzw. 283,16 K

Tabelle 3.10: Thermodynamische Parameter k™, AHY . TASY . und AGY .. der Bindung von Urat
an das Hamocyanin des Européischen Hummers zwischen 10 und 35°C. Die angegebene Temperatur [°C]
ist ein Mittelwert der Versuchstemperatur, da es aus gerdtetechnischen Griinden nicht moglich war die ge-
wiinschte Temperatur (< 20°C) wéhrend des Versuchs zu erlangen. Die Anzahl der Bindungsplitze wurde
mit n = 2 konstant gesetzt. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung

(X + SD)

T e AHy,, TASG,., AGy,,,
[°C] [mM~1 [kJ mol™] [kJ mol™] [kJ mol~]
11,3 16,10+£2,246  —108,75£9,14 —85,61+9,006 —22,77£0,35
16,0 13,03+1,882 —104,20£7,41 —81,60 £ 8,80 —22,67+£0,33
18,3 13,90+1, 308 —96,79+£5,95 —73,72+£6,06 —23,03+£0,22
20,0 12,78+1,669  —85,9649,41  —63,1249 61  —23,02+0,31
22,5 12,08 £1,078 —90,80 £ 3, 86 —67,66 £4,03 —23,09+£0,22
25,0 9,02+£1,659 —87,47+£8,93 —64,54+£9,83 —22,54+£0,42
975  84141,385  —71,53+14,17 —48,93+ 14,49  —22 550,42
30,0 6,761,942 —84,04+£13,02 —61,85£13,70 —22,14+£0,76
350 573+1,256  —67,1148,68  —44,93+9.25  —22 11+0,55

gerte sich kU von 16,10 £ 2,246 mM~! bei 10°C signifikant auf 5,73 £ 1,256 mM™!
bei 35°C. Alle Bindungskonstanten bis auf kU=*(18°C) zeigten eine signifikante Abnahme
im Vergleich zum Referenzwert bei 10°C. Die Bindungsenthalpie AHY_ nahm in Abhiin-
gigkeit von der Temperatur zu. Abbildung 3.10B zeigt, dass die Werte zwar anstiegen,

rat

jedoch mit grofen Fehlern behaftet waren. Es wurden verschiedene Regressionverfahren
getestet und es konnte mit keinem verfiigharen Verfahren ein besserer Korrelationskoef-
fizient als R? — 0,854 erreicht werden. Der y?-Wert der verschiedenen Analysen war fiir
eine lineare Regression am geringsten, so dass auch in diesem Fall ein linearer Zusam-

menhang zwischen dem Parameter AH? und der Temperatur besteht. Trotz der grofen



42 3. ERGEBNISSE

_ 100 = 20

- g a & A D A& s DA S b

Z %0 | = 40|

2 T 60 1

g ‘a -80 A

S 40 E

= k=t

=T} o -100 A

g 2

5 207 2 -120 A

o 5
0 : : ; -5 -140 \ \ \
280 290 300 310 280 290 300 310

A Temperatur [K] B Temperatur [K]

Abbildung 3.11: A: Bindungskonstante kX°fei" [mM~!] fiir die Bindung von Koffein (M) und B: Bin-
dungsenthalpie AHR g, [kJ mol~!] (M) und freie Energie AGY% g., [kJ mol™!] (A) in Abhéngigkeit
von der Temperatur. Die Daten wurden durch die Auswertung der Koffeinbindungsisotherme mit dem
Non-Interacting-Site-Modell gewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweichungen (X + SD),
*. Signifikanter Unterschied zum Referenzwert bei 10 °C bzw. 283,16 K

Standardabweichung zeigten einige Enthalpien eine signifikante Zunahme zu dem Refe-
renzwert bei 10°C. So nahm die Bindungsenthalpie AH}_ (35°C) mit -67,11 + 8,68 kJ
mol™! im Vergleich zu AH?,  (10°C) mit -108,75 £ 9,14 kJ mol™! signifikant zu. Die
Bindungsenthalpien bei 27,5 und 30°C zeigten mit AH?_(27,5°C) = -71,53 + 14,17 kJ
mol ™! und AH?_,(30°C) = -84,04 + 13,02 kJ mol~! die gréften Schwankungen. Die da-
zugehorigen Werte der Entropie zeigten ebenfalls hohe Standardabweichungen. TAS?,
nahm ebenfalls mit steigender Temperatur signifkant zu, jedoch waren auch hier Schwan-
kungen in der gleichen Gréfsenordnung wie im Falle der Bindungsenthalpie des Urats zu
verzeichnen. Die freie Enthalpie AG® der Bindung von Urat blieb in Abh#ngigkeit von
der Temperatur weitgehend konstant (sieche Abbildung 3.10 B). Uber die erste Ableitung
der Linearisierung der Auftragung von AH° in Abhingkeit von der Temperatur konnte
die Warmekapazitit AC), berechnet werden. Die Wiarmekapazitét fiir die Bindung von

Urat an das Himocyanin von Homarus vulgaris betrug ACT™ = 1,724 kJ K~! mol~*.

Koffein band an das Himocyanin des Européischen Hummers ebenfalls bei steigender
Temperatur mit abnehmender Affinitét (siehe Tabelle 3.11 und Abbildung 3.11). So ver-
ringerte sich die Bindungskonstante fiir Koffein von k*™"(10°C) = 89,56 + 5,43 mM~!
signifikant iiber £*°%=(20°C) = 70,31 4 8,08 mM™! auf k*®i(40°C) = 15,80 4+ 1,43
mM~!. Auch hier lies sich, wie im Falle des Urats, eine lineare Abnahme erkennen. Der
Korrelationskoeffizient der Linearisierung betrug R* — 0,962. Im Gegensatz dazu, zeigte
die Bindungsenthalpie AHY ein genau entgegengesetztes Verhalten zu der Enthalpie der
Uratbindung. Die Bindungsenthalpien nahmen mit zunehmender Temperatur ab. Zwi-
schen 10 und 20 °C blieb die Bindungsenthalpie mit AH? . (10°C) = -62,87 + 1,15
kJ mol™! und AH? .. (20°C) = -66,16 + 3,81 kJ mol~! weitgehend konstant. Erst ab
AHD .. (22,5°C) = -68,28 & 2,22 kJ mol ! zeichnete sich eine Tendenz zur Abnahme ab,
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Tabelle 3.11: Thermodynamische Parameter k¥°fein AFS - TASY - und AGY% g, der Bindung von
Koffein an das Himocyanin des Européischen Hummers zwischen 10 und 40°C. Die angegebene Tempe-
ratur [°C] ist ein Mittelwert der Versuchstemperatur, da es aus gerdtetechnischen Griinden nicht moglich
war die gewlinschte Temperatur (< 20°C) wihrend des Versuchs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-
lern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD)

T AT, TAST,.. ACT,.
[°C] [mM~1 [kJ mol™] [kJ mol™] [kJ mol™]
11,3 89,56 +£5,43 —62,87+£1,15 —35,85+1,63 —26,83+£0,14
155 82,014+4,44  —63,04+1,24  —36,48+1,66  —27,0940,13
18,4 86,03 +£5,33 —62,77+0,27 —36,80+1,68 —27,44+£0,15
20,0 70,31+8,08  —66,1643,81  —38,95+3.3%8  —27,18+0,25
925 67,1243,45  —68,28+2.22  —40,9242,27  —27.30+0,12
25,0 54,80+£3,46 —67,73+£4,34 —40,81+£5,96 —27,03+£0,16
27,5 42,77£4,07 —74,70 £ 3,07 —47,97£2,88 —26,64+£0,23
30,0 43,22+2,96 —75,67+0,92 —48,47+£0,02 —26,89+0,18
350 24,54+6,18  —102,8349,96  —76,94+12.64 —25 92+0,73
40,0 15,80£1,43 —115,794+£12,96  —90,60+8,79 —25,27+£0,06

bis sich die Bindungsenthalpie mit AH? .. (40°C) = -115,79 + 12,96 kJ mol ! signifikant

verringerte.

Die Enthalpien der Bindung von Koffein an Hidmocyanin in Abhéingigkeit von der
Temperatur konnten rein mathematisch iiber eine polynominale Interpolation beschrie-
ben werden. Der Korrelationskoeffizient betrug R — 0,972. Aus der dort angewendeten
Formel f = y0 + ax + bz? konnte die erste Ableitung bestimmt und daraus die Wir-
mekapazitit berechnet werden. Abbildung 3.12 zeigt die Anderung der Wirmekapazitit
in Abhéngigkeit von der Temperatur. AC), nahm von ACEK**(10°C) = 1,10 kJ K™
mol ™| bis zu ACK™*"(40°C) = -4,5710 kJ K=" mol~" linear ab. Die freie Energie der
Bindung AG? blieb im gemessenen Temperaturspektrum mit Werten wie AG?Y .. (10°C)

Koffein

=-26,83 + 0,14 kJ mol~! und AGY,_,.. (17,5°C) = -27,44 + 0,15 kJ mol ! weitgehend kon-
stant (siehe Abbildung 3.11). Die Entropie TASY zeigte ein dhnliches Verhalten wie die
Bindungsenthalpie und nahm mit zunehmender Temperatur ab. Wahrend fiir die Urat-
bindung die Anzahl der Bindungsplidtze mit n = 2 konstant gesetzt wurde (siche oben),
konnte die Koffeinbindung mit dem Non-Interacting-Site-Modell mit einem variablen n
zur Bestimmung der Anzahl der Bindungsplitze in einem Temperaturbereich zwischen
10 und 35°C ausgewertet werden. Die Anzahl der Bindungsplitze konnte fiir 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. Betrachtet man nAH?, so ergibt sich in Zusammenhang mit der
Temperatur die gleiche Abhéngigkeit. Leider schien n jedoch mit einer starken Streuung
belastet zu sein, so dass jene Betrachtung keine weiteren Erkenntnisse lieferte. Fiir die
Auswertung der Bindungsdaten, die bei 40°C gemessen wurden, wurde die Anzahl der

Bindungsplitze mit n = 2 konstant gesetzt. Die c-Werte der Messungen lagen zwischen
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Abbildung 3.12: Simulation der Warmekapazitit AC)°** in Abhangigkeit von der Temperatur [K] zwi-

schen 283,16 und 313,16 K fiir die Bindung des Koffeins. Die polynominale Interpolation der Bindungs-
enthalpien AH? in Abhiingigkeit von der Temperatur ist in dem Einschub oben rechts dargestellt.

ca. 66 (10°C) und 8 (40°C).

Multisite-Interacting-Modell

Die Bindung des Koffeins kann, wie oben beschrieben, auch iiber komplexere Bindungs-
modelle charakterisiert werden. Das Multisite-Interacting-Modell bezieht homeotrope Ko-
operativitit in die Analyse mit ein. Die Bindungsisothermen, die bei Temperaturen iiber
30°C gemessen wurden, konnten mit dem Multisite-Interacting-Modell nicht ausgewertet
werden, da die Bindungsstirke zu gering war und die Parameter korrelierten. Auch bei
der Anwendung dieses Modells verringerte sich die Affintdt der Bindung mit zunehmen-
der Temperatur. Koffein zeigte, unter der Beriicksichtigung von homeotroper Allosterie
bei 10°C mit den Bindungskonstanten k™" — 20,08 4 3,24 mM~! und k5™ — 95 53 +
11,81 mM™! eine deutliche Kooperativitit auf. Die Bindungkonstanten blieben zwischen
10 und 17,5°C weitgehend konstant und zeigten erst ab 20°C eine signifikante Anderung
mit k5o (20°C) = 72,18 + 9,21 mM~!. Mit zunehmender Temperatur verringerte sich
ko signifikant auf einen Wert von bis zu k5™ (30°C) = 42,61 + 6,02 mM~'. Die Koope-
rativitdt nahm somit mit zunehmender Temperatur ab (siche Abbildung 3.13).

Die Bindungsenthalpie lies sich ebenfalls mit dem Multisite-Interacting-Modell fiir
jeden Bindungsschritt bestimmen. Dabei fiel auf, dass AH} und AHY stark schwank-
ten und keine eindeutige Tendenz erkennen lieRen. Gleiches konnte fiir TAS festgestellt
werden. Die Wiarmekapazitdt wurde basierend auf der Datenanalyse mit dem Multisite-
Interacting-Modell nicht berechnet, da die grofen Standardabweichungen der Bindungs-
enthalpien darauf hindeuteten, dass die Bindungsenthalpien durch die Regression nicht

eindeutig bestimmt werden konnten. Die freie Energie AGY und AGY hingegen, die iiber
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Tabelle 3.12: Thermodynamische Parameter kioffein gKoffein " A 193 geinund A HYkoftein der Bindung von
Koffein an das Himocyanin des Europdischen Hummers zwischen 10 und 30 °C. Die angegebene Tempe-
ratur [°C] ist ein Mittelwert der Versuchstemperatur, da es aus gerdtetechnischen Griinden nicht moglich
war die gewlinschte Temperatur (< 20°C) wihrend des Versuchs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-
lern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD)

T ki{oﬂfein ké{oﬁ'ein HIOKoffein HQOKoffein

[°C] [mM~1] [mM~1] [kJ mol™] [kJ mol™]
11,3 20,0843,24 95,53 +11,81 —90,754+4,93 —96,16 £+ 11,50
15,5 17,2046, 26 95,97 +5,40 —109,08 £ 29, 40 —69,53+23,47
18,4 15,08 4+4,31 105,47+9,99 —106,93 + 14, 39 —76,9147,48
20,0 29,07+10,77 72,18 +9,21 —88,55+12,19 —91,524+13,33
22,5 35,41+7,64 68,52+ 7,33 —84,04 47,67 —87,094 15,07
24,9 23,96 + 10, 60 57,26 +4,71 —100, 69 £ 25, 98 —81,63+ 15,44
27,5 51,04+16,07 50,70+ 17,34 —72,324+9,96 —100,48 £17,29
30,0 24,30+6,99 42,61 +£6,02 —106,92 £+ 17,73 —80,774+ 11,45
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Abbildung 3.13: Bindungskonstanten ki<efein (o) und kXofein (o) [mM~!] fiir die Bindung von Koffein in
Abhéngigkeit von der Temperatur. Die Daten wurden durch die Auswertung der Koffeinbindungsisother-

me mit dem Multisite-Interacting-Modell gewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweichungen
(X £ SD), *: Signifikanter Unterschied zum Referenzwert bei 10 °C bzw. 283,16 K

die jeweiligen Bindungskonstanten berechnet wurden, blieben in Abhéngigkeit der Tem-
peratur weitgehend konstant. Sie reichen von AGYkorein(17,5°C) = -23,25 + 0,67 kJ mol ™!
bis zu AGVkoren(27,5°C) = -27,24 + 0,72 kJ mol~!. Die freien Energien fiir den zwei-
ten Bindungsschritt lagen in der Tendenz mit AGkosein(17,5°C) = -28,02 0,22 kJ mol~*
geringfiigig hoher.

Two-Sets-of-Sites-Modell

Das Two-Sets-of-Sites-Modell gibt die Moglichkeit, die Daten unter der Beriicksichtigung
von zwei verschiedenen Bindungsplatztypen auszuwerten. Die zwei Bindungsplatztypen

konnen mit einer unterschiedlichen Anzahl an Bindungsstellen pro Typ angenommen wer-
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Tabelle 3.13: Thermodynamische Parameter kiffein  Xoffein * A Ff0i,gein und A HYKoftein der Bindung von
Koffein an das Himocyanin des Européischen Hummers zwischen 10 und 30°C. Die angegebene Tempe-
ratur [°C] ist ein Mittelwert der Versuchstemperatur, da es aus gerdtetechnischen Griinden nicht moglich
war die gewlinschte Temperatur (< 20°C) wihrend des Versuchs zu erlangen. Bei den angegebenen Feh-
lern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD)

T fieottein fEettein AH ? Koffein AH. g Koffein
[°C| [mM~1] [mM~—1] [kJ mol™1] [kJ mol™]
11,3 703,004+14,18 47,70+ 5,21 —55,314+0,12 —37,43+ 3,87
15,5 468,674+140,15 45,374+1,04 —57,28+2,83 —32,28+2,36
18,4 567,004+94,32 48,73+ 3,15 —56,16+0, 39 —36,13+4,34
20,0 310,80+£21,04 32,64+3,75 —59,154+1,99 —30,09+8,99
22,5 242,20+62,77 27,16+ 3,24 —63,36 £ 2,68 —21,51 45,57
249 177,254+22,32 26,55+ 3,55 —62,99+ 5,46 —28,84+4,61
27,5 114,87+33,60 11,2040,35 —64,13£8,78 —25,79+ 12,46
30,0 88,68 £8,33 17,90 £ 4,46 —75,35+ 3,64 —18,13+2,38

den. Fiir die Auswertung der Koffeinbindungsisothermen wurden fiir jeden Typ die Anzahl
der Bindungsplitze mit N; = Ny = 2 konstant gesetzt.

Nach einer Auswertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell ergab sich, dass beide unab-
héngigen Bindungskonstanten mit steigender Temperatur abnahmen (siehe Tabelle 3.13
und Abbildung 3.14). k; fiel von k{°%»(10°C) = 703,00 + 14,18 mM~! signifikant auf
kiefein(35°C) = 66,10 + 17,22 mM~'. Die Abnahme konnte erneut mit einem quadra-
tischen Polynom beschrieben werden. Die Affinitdt der zweiten Bindungsstelle war mit
Eiofiein (17 5°C) = 48,73 4 3,15 mM~! als hochsten Wert, deutlich geringer, als die Af-
finitdt des Koffeins zur ersten Bindungsstelle. Die Bindungskonstanten k5°*™(10°C) bis
kofiein (17 5°C) blieben weitgehend konstant, bis sich ab k¥ (20°C) = 32,64 & 3,75 mM !
die Affinitat signifikant verringerte. Die Abnahme setzte sich ab 20°C nahezu linear fort.
kioftein (27 5°C) wich mit 11,20 £ 0,35 mM~! deutlich von der linear abnehmenden Tendenz
ab. Die Bindungsenthalpie des ersten Bindungsplatzes nahm mit steigender Temperatur
ab. AHYxomen fiel von -55,31 4= 0,12 kJ mol~! bei 10°C auf -75,35 4 3,64 kJ mol~! bei
30°C. Obwohl die Werte sehr stark streuten, konnte fiir A HViomein(30°C) ein signifikanter
Unterschied zum Referenzwert bei 10°C nachgewiesen werden. Uber eine polynominale
Interpolation konnte die Tendenz der Abnahme der Bindungsenthalpie A H{kofrein mit zu-
nehmender Temperatur beschrieben werden. Die Bindungsenthalpie A HYkosein der zweiten
Bindungsstelle nahm mit steigender Temperatur geringfiigig zu. Da die Werte jedoch eine
hohe Streuung aufwiesen, konnte nur fiir A Hwomein(22,5°C) = -21,51 4 5,57 kJ mol ! eine
signifikante Zunahme zum Referenzwert AHwomein(10°C) = -37,43 4+ 3,87 kJ mol™! ge-
messen werden. Die Wérmekapazitit der ersten Bindungsstelle konnte mit ACH°™"(10°C)
= 0,48 bis zu AC;*™"(30°C) = -2,10 bestimmt werden. Sie nahm mit steigender Tempe-
ratur linear ab. AC), konnte fiir die zweite Bindungsstelle mit 0,87 berechnet werden und

war somit unabhéngig von der Temperatur. Die Tendenzen der Bindungsenthalpien zeich-
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Abbildung 3.14: A: Bindungskonstante ki°®" (o) und kX" (o) [mM~!| und B: Bindungskonstante
kXoffein (o) [mM~!] sowie C: die Bindungsenthalpie AH{xoffein [kJ mol™!] (O) und D: die Bindungsent-
halpie A HYxoftein [kJ mol~1] (M) fiir die Bindung von Koffein in Abhiingigkeit von der Temperatur. Die
Daten wurden durch die Auswertung der Koffeinbindungsisotherme mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell
gewonnen. Die genannten Fehler sind die Standardabweichungen (X + SD), *: Signifikanter Unterschied
zum Referenzwert bei 10°C bzw. 283,16 K — : Interpolation der Messwerte.

neten sich auch in den Entropien der einzelnen Bindungsplidtze ab. Die Entropie nahm
mit zunehmender Temperatur von TASYxomein(10°C) = -23,63 £ 0,16 kJ mol™! bis zu
TASYkorein(30°C) = -46,58 + 3,44 kJ mol~! ab. Die Entropie der zweiten Bindungsstelle
nahm mit TASYkosein(10°C) = -12,09 £ 4,09 kJ mol~! bis zu TASYkorein(30°C) = 6,69 +
2,27 kJ mol~! tendenziell zu, die Werte streuten jedoch stark. Die freie Energie der Bin-
dung AG? blieb in Abhéngigkeit von der Temperatur konstant. Die erste Bindungsstelle
wies freie Energien in einem Spektrum von AG{xomen(30°C) = -28,76 + 0,24 kJ mol ™! bis
71 AGY%oein(10°C) = -31,68 + 0,05 auf. Die freien Energien der zweiten Bindungsstelle
waren mit AGYxoren (17,5°C)= -23,29 4 0,08 geringfiigig niedriger.

Wie in Kapitel 3.3.1 bereits angesprochen wurde, wichen die einzelnen Bindungs-
modelle statistisch nur geringfiigig von einander ab (siehe Tabelle 3.9). Eine genaue-
re Betrachtung der thermodynamischen Parameter, die aus der Regression mit den in
Kapitel 2.7.2 aufgefiihrten Modellen hervorgegangen sind, zeigte, dass die Streuung der

Werte fiir die komplexen Modelle gréfer war als fiir das einfache Non-Interacting-Site-
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Modell. Verglich man die thermodynamischen Parameter des Multisite-Interacting und
des Two-Sets-of-Sites-Modells miteinander, so fiel auf, dass die Bindungsenthalpien des
Multsite-Interacting-Modells eine grofte Streuung und Variabilitit aufwiesen. Es konnte
kein einheitliches Verhalten der Bindungsenthalpien fiir dieses Modell in Zusammenhang
mit den Bindungskonstanten nachgewiesen werde. Die Bindungsenthalpien, die mit dem
Two-Sets-of-Sites-Modell fiir die einzelnen Bindungsschritte berechnet wurden, zeigten je-
doch in allen Féllen eine Tendenz, die es ermoglichte die Warmekapazitit der Bindung
des Koffeins an die zwei Bindungsstellen zu bestimmen. Basierend auf den Annahmen
von Menze et al. (2005), konnte ein Zusammenhang mit Messungen unter hypoxischen

Bedingungen hergestellt werden.

3.3.2 Temperaturabhingige Effektorbindung unter hypoxischen
Bedingungen am Beispiel von Urat und Koffein

Um den Einfluss des Sauerstoffs auf die Bindung des natiirlichen Modulators Urat als
auch auf den Liganden Koffein zu untersuchen, wurden Experimente unter hypoxischen
Bedingungen (siehe Kapitel 2.6) durchgefiihrt. Da Urat die Sauerstoffaffinitit des Hé-
mocyanins erhoht, ist dessen Bindungverhalten besonders unter Sauerstoffausschluss von
Interesse.

Abbildung 3.15 stellt die Bindungsisotherme der hypoxischen Urat- und Koffeinbin-
dung an das Himocyanin des Europédischen Hummers (Homarus vulgaris) dar. Die frei-
gesetzte Wirmeenergie hat im Vergleich zur Bindung unter normoxischen Bedingungen
deutlich abgenommen. Die Bindungen konnten lediglich durch eine hyperbole Bindungs-
kurve charakterisiert werden, bei 30°C konnte fiir Urat keine auswertbare Bindungsiso-
therme erhalten werden. Die Bindungskurven konnten weiterhin mit dem Non-Interacting-
Site-Modell ausgewertet werden (n = 2), wobei die Regressionskurve fiir die Bindung von

Urat eine geringere Ubereinstimmung aufzeigte. Eine Auswertung der Koffeinbindungs-
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Abbildung 3.15: A: Bindungsisotherme der Bindung von Urat und Koffein bei 10°C und B: Bindungsi-
sotherme der Bindung von Urat und Koffein bei 30°C an das Himocyanin des Europédischen Hummers
(Homarus vulgaris) unter hypoxischen Bedingungen.
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Tabelle 3.14: Thermodynamische Parameter k°% [mM 1], AHY; [kJ mol~!], TASY [kJ mol~!] und AGY,;
[kJ mol~!] der Bindung von Koffein bzw. Urat an das Himocyanin des Européischen Hummers zwischen
10 und 30°C. Die angegebene Temperatur [°C]| ist ein Mittelwert der Versuchstemperatur, da es aus
geratetechnischen Griinden nicht moglich war die gewiinschte Temperatur (< 20°C) wihrend des Versuchs
zu erlangen. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD)

T ket AHY, TASY, AGY,
[°C| [mM~—1] [kJ mol™] [kJ mol™] [kJ mol™1]
Koffein
11,32 23,404+2,23 —96,54 +9,85 —74,27+0,76 —25,32+0,29
1570 21,6042,02  —86,27+1,17  —62,04+1,17  —25,1440,24
25,00 16,27+2,63 —176,96 + 20,95 —52,93+21,25  —24,41+0,39
30,00 17,15+7,60 —70,34+8,50 —45,74+9,78 —24,56+1,41
Urat
11,1 4,954+1,07 —91,01£7,78 —70,64£8,05 —21,394+0,53
15,99 4,30+0,79 —77,60+21,99  —57,30+22,25 —21,05+0,47
25 12,23 £3,44 —17,35+2,53 1439,25+ 761,11 —23,654+0,67

isotherme mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell war hier nicht mdéglich, da die Werte stark
miteinander korrelierten.

In Tabelle 3.14 sind die thermodynamischen Parameter der Koffein- und Uratbindung
unter hypoxischen Bedingungen dargestellt. Die Affinitdt der beiden Liganden ist mit
kU=t(10°C) = 4,95 £+ 1,07 mM~! und k*»(10°C) = 23,40 + 2,23 mM~! deutlich gerin-
ger als unter normoxischen Bedingungen. Bei 30°C konnte keine Bindung von Urat an das
Hamocyanin von Homarus vulgaris gemessen werden. Die Bindungsisotherme bei 25°C
konnte ebenfalls kaum noch ausgewertet werden. Wahrend die Bindungsaffinitit des Urats
bei 10 und 15°C gering war und iiber die Temperaturdnderung konstant blieb, wurde fiir
25°C eine unerwartet hohe Bindungskonstante berechnet. Die Affinitdt der Koffeinbin-
dung nahm bis 25°C linear ab und blieb dann mit k¥ (30°C) = 17,15 + 7,60 mM~!
konstant. Die Bindungsenthalpie der Koffeinbindung nahm mit steigender Temperatur
linear zu, wihrend die freie Energie AGY, .. iiber das gemessene Temperaturspektrum
konstant blieb. Mit Hilfe einer linearen Interpolation wurde ACK*" — 1,32 [kJ mol~'k™']
bestimmt. Fiir Urat war die Anderung der Wirmekapazitiit zwischen 10 und 15°C ACy™
— Null. Zwischen 15 und 25°C betrug die Anderung der Wirmekaparzitit der Uratbindung
ACT™ = 6,69 [kJ mol k1.

3.3.3 Modulatorbindungsmodell unter normoxischen und hypo-
xischen Bedingungen am Beispiel von Urat und Koffein

Da ein komplexeres Bindungsmodell fiir die Bindung von Urat und Koffein an das Hamo-
cyanin des Europdischen Hummers nahe liegend war, wurde, um auch eine Auswertung
der Daten unter hypoxischen Bedingungen zu ermdglichen, auf einen von Menze et al.

(2005) vorgeschlagenen Bindungsmechanismus zuriickgegriffen. Menze et al. (2005) nah-
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men vier Bindungsstellen, zwei allosterische und zwei nicht-allosterische, pro Dodekamer
an. Die Auswertungen der Bindungsdaten unter normoxischen Bedingungen zeigten, dass
eine Interpolation der Daten unter Annahme von 2 Bindungsplatztypen mit je zwei Bin-
dungsplitzen (Two-Sets-of-Sites-Modell) zu einer guten Approximation fithrte. Wenn es
sich bei einem der beiden Bindungsplatztypen um einen nicht-allosterischen Bindungsplatz
handeln wiirde, so wiirde die Bindungsaffinitdt unabhéngig von der allosterischen Konfor-
mation des Molekiils sein. Demnach miisste die Bindungsaffinitit des nicht-allosterischen
Bindungsplatzes unter normoxischen wie hypoxischen Bedingungen gleich sein. Da die Af-
finitdt der Bindung der Effektoren unter hypoxischen Bedingungen geringer war als unter
normoxischen (siehe Tabelle 3.14), wurde ks des Two-Sets-of-Sites-Modells (siehe Tabel-
le 3.13) als nicht-allosterische Bindungskonstante angenommen und fiir die Regression
der hypoxischen Bindungsisotherme konstant gesetzt. Fiir die Koffeinbindungsisotherme
bei 10°C konnte somit eine nicht-allosterische Bindungskonstante kX°fe»(10°C) = 47,70
+ 5,21 mM~! bestimmt werden. Mit k; des Two-Sets-of-Sites-Modells der normoxischen
Daten ergab sich somit die Bindungkonstante einer unter diesen Bedingungen dominieren-
den Konformation, wenn man das bei den Sauerstoffbindungsdaten angewendete Nested-
MWC-Modell mit einbezog. Die Auswertung der Koffeinbindungsisotherme, die unter hy-
poxischen Bedingungen bestimmt wurden, ergab fiir eine neben der nicht-allosterischen
Bindungsstelle hauptsédchlich unter hypoxischen Bedingungen existierende Konformation
eine mit Ky’ = 2,08 + 0,96 mM~! geringe Bindungskonstante. Unter Beriicksichtigung
der in Kapitel 3.2.1 berechneten Einflussfaktoren liefen sich durch die Anwendung der
Formeln 2.18 bis 2.20 die Bindungskonstanten der weiteren Konformationen berechnen
(siche Tabelle 3.15). Hierbei fiel jedoch erneut auf, dass die Einflussfaktoren stark streu-
ten und besonders bei der Bestimmung von F*% lokale Minima im Regressionsverlauf
auftraten. Zudem mussten, um zu beriicksichtigen, welche der im Nested-MWC-Modell
aufgefiihrten Konformationen die vorherrschende unter den jeweiligen Bedingungen war,
mit Formel 2.21 bis 2.24 die Verteilung der Konformationen berechnet werden. Da die
stark mit Fehlern behafteten Gleichgewichtskonstanten bei dieser Berechnung der Kon-
formationverteilung einen grofsen Einfluss ausiiben und ft7', frT, frR und ftR sehr
parameterempfindlich sind, konnten diese Werte nur teilweise als gesichert angenommen
werden. In Tabelle 3.15 wurden daher die Bindungskonstanten zunéchst nur fiir eine mit

hohen Anteilen vorhandene Konformation angegeben.

Leider konnte nur die Bindungsisotherme der Koffeinbindung bei 10°C auf diese Art
ausgewertet werden, da bei allen héheren Temperaturen die Werte K und AH° mitein-
ander korrelierten. Fiir die Bindungsdaten der hoheren Temperaturen wurde die entspre-
chende Bindungskonstante K iiber die Einflussfaktoren bestimmt und anschliefend in der
Auswertung der Koffeinbindungsisotherme konstant gesetzt, um die Bindungsenthalpie zu
bestimmen. Fiir die Uratbindung an das Himocyanin des Européischen Hummers wurde

angenommen, dass die Bindungsaffinitat unter hypoxischen Bedingungen sehr gering war
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Tabelle 3.15: Bindungskonstanten k& [mM™'], ki [mM~'], ke, o und k% sowie die dazu-

hyp nallohyp?
gehdrigen Bindungsenthalpien AHP, ea [kJ mol™'], AH}, er [kJ mol™'], AH),;,0,e [kJ mol™'] und
AH iohype [kJ mol ™' der Bindung von Koffein und Urat an das Himocyanin des Européischen Hum-

mers zwischen 10 und 30°C. kgﬂz ist die Bindungskonstante der unter normoxischen Bedingungen dominie-
renden Konformation, kfﬁ/ gibt die Bindungsaffinitdt der unter hypoxischen Bedingungen dominierenden
Konformation wieder. k;,;;,0, und kflftlelohyp bezeichnen die Bindungsaffinititen zu den sowohl unter
hypoxischen wie normoxischen Bedingungen identischen nicht-allosterischen Bindungspléitzen. Bei den
angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD)

Temperatur [°C|
Parameter 10 15 25 30
Koffein
kg‘f"i“ 703,004+ 14,18 468,67 140,15 177,25422,32 88,68 £8, 33
|
fefotein 2,08+ 0,96 9,02 0,65 _
[mM™]
kﬁgﬁg& 47,70+ 5,21 45,37+1,04 26,55+ 3,55 17,94 3,55
)
K etiahup 47,70+ 5,21 45,37+ 1,04 26,55+ 3,55 17,94 3,55
|
AH%QKoHein —55,314+0,12 —-57,28£2,83 —62,994+5,46 —75,35+3,64
[kJ mol™1]
AH,?ypKoﬂfein —69,574+4,46 —11,04+4,52 —101,47428.22 —
[kJ mol~1]
AHgalloo2Koﬁein —37,434+3,87 —32,28£2,36 —28,844+4,61 —18,13£2,38
[kJ mol™!]
Aflgallohyp
[kJ mol~1]
Urat
koo 35,37+13,33 50,37+9,82 — _
jmdr-1)
Ky 0,550,026  0,070,02 _ _
1|
Eratios 4,90+1,10 4,30£0,80 — _
Raved
[ 490+1,10  4,3040,80 _ _
]
AHP, vrar —65,784+4,98 —52,23+5,57 - —
[kJ mol™!]
AH}, v —14,024+6,20 —9,42+2,81 _ _
[kJ mol ™|
AHD oo v —56,724 18,06 —66,40 412,17 _ N
[kJ mol~1]
A‘[—‘Ir?allohyp

[kJ mol™]

Koffein — (4,63 £18,53 —68,41+4,88  —58,57+5,33 —

vt —91,01£7,78 —77,65+£21,99 — —
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und der Hauptteil der gemessenen Wirmefreisetzung nur noch durch die Bindung an die
nicht-allosterischen Bindungsstellen erfolgt. Daher wurde die mit dem Non-Interacting-
Site-Modell unter hypoxischen Bedingungen bestimmte Bindungskonstante fiir die Aus-
wertung der normoxischen Uratbindungsisotherme konstant gesetzt. Die gleiche Vorge-
hensweise wurde bei der Auswertung der hypoxischen Uratbindungsisotherme angewen-

det. Man erhielt somit die Bindungskonstante fiir die jeweilig dominierende Konformation.

Bei der Auswertung der Koffeinsauerstoffbindungsdaten von 10°C wurde berechnet,
dass die Konformation tR bei einem Sauerstoffpartialdruck von 1 Torr zu ca. 97% vor-
liegt. Koffein konnte demnach fast ausschlieflich an diese Konformation binden. Es wurde
angenommen, dass die durch die Auswertung der Koffeinbindungsisotherme berechnete
Bindungskonstante kj°*"(10°C) = 2,08 & 0,96 mM~" die Affinitét zu dieser Konformati-
on darstellt. Wahrend bei Messungen unter normoxischen Bedingungen bei 10 und 15°C
die Konformation rT mit ca. 99% dominierte, lag bei 25 und 30°C die Konformation rR

mit ca. 65% vor.

Im Falle der nicht-allosterischen Bindungskonstanten der Uratbindung konnte im Tem-
peraturbereich zwischen 10 und 15°C mit &5 (10°C) 4,90 + 1,10 mM ™" und mit kU5t

(15°C) = 4,30 £+ 0,80 mM~! keine signifikante Anderung in Abhiingigkeit von der Tem-

peratur bestimmt werden.

Es wurde deutlich, dass unter hypoxischen Bedingungen der Effektor mit einer hoheren
Affinitdt an die nicht-allosterische Bindungsstelle band, da die Affinitéit der allosterischen
Bindungsstelle, die unter hypoxischen Bedingungen bei der Konformation tT oder tR
lagen, mit kjo""(10°C) = 2,08 £ 0,96 mM~" geringer war als kjoia"(10°C) = 47,70 £
5,21 mM~!. Der Unterschied wurde mit steigender Temperatur geringer. So konnte fiir
kjofein(25°C) nur noch eine Affinitét von 0,65 mM~! bestimmt werden, kXef»(25°C) lag

hyp nallo

mit 26,55 + 3,55 mM~" hoher. koo (30°C) konnte nicht bestimmt werden (siehe Kapitel
4.2). Der Zusammenhang der Bindungsenthalpien fiir 2™ wurde bereits in Kapitel 3.3.1
(Two-Sets-of-Sites-Modell: k) beschrieben. Die Schwankungen der Bindungsenthalpien
der hypoxischen Bindungsstellen gingen mit den Schwankungen der Bindungsaffinititen
unter hypoxischen Bedingungen einher. Die Bindungsenthalpien der nicht-allosterischen
Bindungsstellen nahmen zwischen 10 und 25°C nur geringfiigig ab. Die Bindungsent-
halpie AH? .0, %0mn (30°C) war jedoch mit -18,13 + 2,38 kJ mol™" im Vergleich zum
Referenzwert bei 10°C signifikant geringer. Unter hypoxischen Bedingungen blieben die
Bindungsenthalpien der Koffeinbindung zwischen 10 und 25°C weitgehend konstant. Die
Wirmekapazitat der nicht-allosterischen Bindung unter normoxischen Bedingungen wur-
de bereits in Kapitel 3.3.1 berechnet. Unter hypoxischen Bedingungen konnte AC°™" =

-6,92 kJ K~'mol~! zwischen 25 und 30°C bestimmt werden.
Das in diesem Kapitel aufgefiihrte Modell wird in den nun folgenden Kapitel wei-
terhin zur Auswertung herangezogen. Da nicht fiir alle Effektoren, die zur vollstindigen

Auswertung benétigten hypoxischen Messungen durchgefiithrt wurden, konnte dort nur
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Tabelle 3.16: Bindungskonstanten k:gg [mM~!] und kff;llooz sowie die dazugehorigen Bindungsenthal-
pien AH ex [kJ mol~'] und AHY eff [kJ mol~!] der Bindung von Theophyllin, Paraxanthin und

nalloOs
Theobromin an das Himocyanin des Europidischen Hummers zwischen 10 und 30 °C. keofg ist die Bin-
dungskonstante der unter normoxischen Bedingungen dominierenden Konformation. k%, . bezeichnet
die Bindungsaffinitdten zu den normoxischen nicht-allosterischen Bindungsplétzen. Bei den angegebenen

Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD).

Temperatur [°C|

10 15 25 30
Theophyllin
koo lmM™] 186,5+ 88,4 115,0£17,1 48,3+ 3,03 40,84+9,67
K alin0s [mM 1] 24,0+1,77 17,8+2.4 16,5+ 1,02 14, 7+£5,75
AHP, theop —56,38+£6,49 —58,62+1,84 —72,88+9,48 —84,53+19,94
[kJ mol™!|
AHY 1100, Theop —63,97+4,33 —84,38+8,64 —53,34+28,91 —43,56+40,29
[kJ mol™!]
Paraxanthin
kg [mM™!| 266,3 +126,5 163 £45,0 90,5422, 7 56,6 +24,8
krer o, MM 32,54+4,68 25,24+2,25 16,3+ 3,45 13,0+ 7,57
AHP, parax —-53,82+1,02 —-56,01+£0,65 —59,22+2,01 —70,49+16,03
[kJ mol™]
AH)) 1100, Pasax —62,40£ 13,10 —67,27+£3,73 —69,84+21,08 —70,41+14,13
[kJ mol™!]
Theobromin
kgeeer [mM| 436,3+£159,1 313,0£87,4 144,0 £ 28, 2 74,0+10,7
ke, (MM 40,6 +1,91 32,34+1,88 21,143,46 12,5+£3,75
AHP, theob —60,26+£0,81 —62,72+2,92 —65,93+4,62 —67,87+7,40
[kJ mol™!]
AHY 1100, Theod —61,53+£9,17 —46,59+,41 —46,68+£2,23 —55,95+ 3,69
[kJ mol™]

Auswertung unter normoxischen Bedingungen beriicksichtigt werden.

3.3.4 Temperaturabhingige Bindung der Dimethylxanthine

Die verwendeten Dimethylxanthine zdhlen zu den Strukturanaloga des Koffeins (siehe
Abbildung 1.1). Sie konkurrieren mit dem Koffein und dem Urat um die Bindungsstel-
len am Hamocyanin des Europédischen Hummers (Zeis, 1994), dabei scheint die intakte
Purinstruktur eine Voraussetzung fiir die Bindung zu sein. Die normoxischen Bindungs-
isotherme zeigten einen sigmoiden Kurvenverlauf, die unter hypoxischen Bedingungen
aufgenommenen Bindungsisotherme waren hyperbol (siehe Abbildung 6.2). Sie konnten
mit dem oben aufgefiithrten Modell ausgewertet werden.

Die in Tabelle 3.16 dargestellten Daten wurden durch die Interpolation der Bindungs-
isothermen der Theophyllin-, Paraxanthin- und Theobrominbindung an das Hamocyanin

des Européischen Hummers mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell berechnet. Davon ausge-
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hend, dass an dem Hamocyanin (Homarus vulgaris) je zwei allosterische und zwei nicht-
allosterische Bindungsplétze existieren, wurden kg, und k;f;,,0, bestimmt. Die Bindungs-
konstante des allosterischen Bindungsplatzes unter hypoxischen Bedingungen kj , wurde
nur fiir 20°C bestimmt (siche Tabelle 3.17). Die Liganden wiesen fiir die allosterischen
Bindungsplitze iiber das gemessene Temperaturspektrum durchgehend eine héhere Af-
finitédt auf. Der Ligand Theobromin band dabei mit k5*"(10°C) — 436 + 159,1 mM™!
am starksten an das Himocyanin. Theophyllin konnte in der Klasse der Dimethylxanthi-
ne mit der geringsten Affinitéit fiir das Himocyanin charakterisiert werden (siehe auch
Abbildung 3.16). Die allosterische Bindungskonstante kg, zeichnete sich weiterhin durch
eine grofe Streuung aus, so dass nur bei 25°C signifikante Unterschiede zwischen den
Affinitdten der einzelnen Liganden gezeigt werden konnten. Die Affinitdten der Liganden
Theobromin und Theophyllin unterschieden sich bei 15 und 20°C ebenfalls signifikant.
Sie nahmen fiir beide Bindungsplatztypen mit steigender Temperatur teilweise signifikant
ab (sieche Abbildung 3.16 A und C). Die Bindungsaffinitit zu den nicht-allosterischen
Bindungsstellen war jedoch geringer als fiir die allosterischen Bindungsstellen und wies
eine geringere Streuung auf. Die Liganden banden an die allosterischen Bindungsstel-

len unter hypoxischen Bedingungen bei 20°C mit einer einheitlich geringen Affinitdt. Die

Theop
hyp

beiden weiteren Dimethylxanthine Theobromin und Paraxanthin zeigten mit & <**(10°C)

= 2,90 + 1,19 mM~" und kp<(10°C) = 1,67 £ 0,15 mM~" Affinitdten in der gleichen

Grofenordnung. Die Bindungsenthalpien der allosterischen Bindungsstellen unter normox-

Bindungskonstante &,'*(10°C) konnte nur ungefihr mit 2 mM~! bestimmt werden. Die

ischen Bedingungen AHp_.r waren zwischen 10 und 20°C nicht signifikant unterschiedlich
und zeigten auch in der Tendenz keine Temperaturabhingigkeit auf. Daher konnte die
Warmekapazitit zwischen 10 und 20°C fiir alle Dimethylxanthine mit ACes,0,) = 0
bestimmt werden. Ab 25°C nahmen die Bindungsenthalpien AHJ e aller Liganden ab.
Ferner wurde die Bestimmung der Bindungsenthalpien zunehmend ungenau. Da die Bin-
dungsenthalpien AHngﬂ" linear abnahmen, konnten Warmekapazititen zwischen 20 und
30°C mit ACT"r — -2,64 kJ K~'mol !, ACT> —-1,51kJ K~'mol~! und ACT " = -0,66
kJ K~'mol™! bestimmt werden. Die Bindungsenthalpien der allosterischen Bindungspléit-
ze unter hypoxischen Bedingungen AHgyPeﬁv streuten durchweg sehr stark, so dass hier

keine Wirmekapazitiat bestimmt werden konnte.

Die freien Enthalpien AGY. blieben in Abhingigkeit von der Temperatur weitge-
hend konstant. Die freie Energie der nicht-allosterischen Bindung lag dabei durchge-
hend niedriger als die der allosterischen Bindungsstellen. Die Bindung des Liganden
Theophyllin konnte mit freien Energien zwischen AGY, e (10°C) — -28,24 + 0,87
kJ mol™" und AGY), rheor (30°C) — -26,70 £ 0,60 kJ mol™! charakterisiert werden. Die
freien Energien der Paraxanthinbindung und Theobrominbindung lagen weitgehend in der
gleichen Groéfenordnung. AGOOQeH nahm somit mit steigender Temperatur in der Tendenz

zu. Die freien Energien der nicht-allosterischen Bindung konnten mit Werten zwischen
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Tabelle 3.17: Bindungskonstanten k&, [mM~'], kf%  [mM~', koS, o und knallohyp, sowie die dazu-
gehdrigen Bindungsenthalpien AHP e [kJ mol™'], AH}, en [kJ mol™'|, AH) 0, [kJ mol~'] und
AHm”Oh ypeft [kJ mol~!] der Bindung von Theophyllin, Paraxanthin und Theobromin an das Himocyanin
des Européischen Hummers bei 20°C. k&' , ist die Bindungskonstante der unter normoxischen Bedingungen
dominierenden Konformation, kef; glbt d1e Bindungsaffinitit der unter hypoxischen Bedingungen domi-
nierenden Konformation wieder. k¢%;,,0, und kg, .. bezeichnen die Bindungsaffinitéiten zu den sowohl
unter hypoxischen wie normoxischen Bedingungen identischen nicht-allosterischen Bindungsplétzen. Bei

den angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung (X + SD).

Theophyllin Paraxanthin Theobromin

[mM’l] 124,9+49,3 155,8£35,5 219,3+38,5

szzp[ml\/[_l] ~2 1,67+0,15 2,94+1,19

ket 00, MM~ 1] 17,54+2,19 24,7+£5,05 29,2+2,81

K ttohyp [mM~1] 17,5 24,7 29,2

AH(O) e [kJ mol™1] —58,13+ 2,61 —55,39+£5,45 —61,31+3,91
Athpeff [kJ mol™!] —86,86 £12,81  —120,014+24,04 —96,57+£67,71
AHna”OO2eg [kJ mol™t]  —77,84410,28 —47,55+13,15  —50,49+ 12,87

AHnallohypef‘f [kJ mol™t] —83,87 47,49 —53,92+8,36 —47,09+£2,71

AGY 1 rheon(30°C) = -23,67 + 0,84 kJ mol™ und AG?,,;, mheov(10°C) = -24,97 + 0,11

kJ mol~! beschrieben werden. Die freien Energien AG? ,, .« der anderen beiden Dime-

nallo

thylxanthine konnten im gleichen Ausmafs bestimmt werden.

3.3.5 Temperaturabhingige Bindung der Methylxanthine und wei-
terer Xanthinderivate

Die Methylxanthine stellen ebenfalls Strukturderivate des Koffeins, als auch des Urats,
dar und lassen sich ebenfalls in die Gruppe der Xanthine einordnen (siehe Abbildung
1.1). Des weiteren wurde die Bindung der Xanthinderivate Isokoffein und 1,3,7-Trime-
thylharnsdure an das Hamocyanin des Europdischen Hummers bestimmt und mit dem
in Kapitel 3.3.3 beschriebenen Modell ausgewertet. Die normoxischen Bindungsisotherme
des 7-Methylxanthins zeigte einen sigmoiden Verlauf, die des 1-Methylxanthins jedoch
einen hyperbolen (sieche Abbildung 6.2 und 6.1) und konnte daher nicht mit dem Two-
Sets-of-Sites-Modell ausgewertet werden, da hierzu Daten unter hypoxischen Bedingungen
fehlten. Die Bindung des 1-Methylxanthin an das Himocyanin des Europdischen Hummers
bei 20°C konnte mit einer Bindungkonstanten k™ = 18,71 + 9,94 mM~! und AHY, =
-115,05 £ 16,73 kJ mol~! durch das Non-Interacting-Site-Modell charakterisiert werden.
Die freie Energie AGY, lag mit -23,76 4 4+ 1,09 kJ mol~! innerhalb der gleiche Grofenord-
nung wie die freie Energie der iibrigen Xanthinderivate. Die Entropie konnte mit TAS?,
= -91,19 + 17,67 kJ mol~! bestimmt werden.

In Tabelle 3.18 sind die Ergebnisse der Auswertung der Bindungsiothermen der Li-
ganden 3-Methylxanthin, 7-Methylxanthin, Isokoffein und 1,3,7-Trimethylharnséure auf-
gefiihrt. Die Affintat der Methylxanthine zu den nicht-allosterischen Bindungspléatzen lag



26 3. ERGEBNISSE

— 700 ST
: o
E i ®  Theophyllin
E 600 O Paraxanthin E -50 4 .
— ©  Theobromin 4 T
500 1 = o i % % |
13 +
2 400 A <
S 1) -70
174 o=

] o
S 300 J@ § = w0l
= : = )
% 200 | : . 5 .
= © 1| e Theophyllin
=] [%2)
< 100 1 § # o0 O Paraxanthin
R=! . § g 1004 ©  Theobromin
as] : : : . =

0 E o T T T T
280 285 290 295 300 305 m 280 285 290 205 300 305

A Temperatur [K] B Temperatur [K]
— 45 -
| ®  Theophylli °
é 40 % i § o Para(:in}:hil: = ®  Theophyllin
— B # ©  Theobromin — 220 O Paraxanthin
M 35 § ﬁ ©  Theobromin
2 30 A § jasy
* o
IR N RN
£ 20 E 260 1 %
4 = o
= ]
g 15 b
2 b 0]
£ 19 E
mos ‘ ‘ ‘ ‘ -5 -100 : : ‘ ‘
280 285 290 295 300 305 280 285 290 295 300 305
C Temperatur [K] D Temperatur [K]

Abbildung 3.16: A: Bindungskonstante kg [mM~'] und B: Bindungsenthalpie AHg_es [kJ mol~'] der un-
ter normoxischen Bedingungen dominierenden Konformation und C: Bindungskonstante k:fzrzllo()g [mM~1]
und D: Bindungsenthalpie AH SalloOz eff [kJ mol~!] der unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen
verfiigbaren nicht-allosterischen Bindungspldtzen. Bei den dargestellten Fehlern handelt es sich um die
Standardabweichung (X £ SD). Signifikanter Unterschied zum Referenzwert bei 283 K fiir Theophyllin

(*), Paraxanthin (#) und Theobromin (§).

Tabelle 3.18: Bindungskonstanten kg [mM~'| und k¢, o [mM™'] sowie die dazugehorigen Bin-
dungsenthalpien AHP e [kJ mol™'] und AHY, 0, ¢ [kJ mol™'] der Bindung von 3-Methylxanthin,
7-Methylxanthin, Isokoffein und 1,3,7- Trimethylharnséure (1,3,7-TMH) an das Himocyanin des Euro-
péischen Hummers zwischen 10 und 30 °C. k;eoﬁz ist die Bindungskonstante der unter normoxischen Bedin-
gungen dominierenden Konformation. k:?fllloOg bezeichnet die Bindungsaffinitdten zu den normoxischen
nicht-allosterischen Bindungsplitzen. Bei den angegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardab-

weichung (X + SD)

3-Methylxanthin = 7-Methylxanthin Isokoffein 1,3,7-TMH

kg, 46,28 £7,89 150,67 +7,51  272,004+5,29 115,70448,51
[mM~]

1l00s 12,13 £1,78 15,30+1,73 53,33 +4,39 8,86 +0,30
[mM~|
AHP en —77,29+£8,32 —55,07+£2,66 —66,68+t1,72 —68,86+£7,06
[kJ mol ™!
AHga”Oerg —49,99+15,63 —72,04+1,61 —12,924+7,37 —42,86+19,01

[kJ mol™!]
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mit k2,5, (20°C) = 12,13 £ 1,78 mM ™" und kY., (20°C) = 15,30 £ 1,73 mM ! deutlich
unter denen der Dimethylxanthine, wihrend die Affinitat zu den allosterischen Bindungs-
plitzen mit k31(20°C) = 150,67 + 7,51 mM~" in der gleichen Dimension wie die des
Paraxanthins berechnet werden konnte. Die freie Energie wurde in den gleichen oben auf-
gefithrten Ausmafen der Dimethylxanthine fiir die allosterischen und nicht-allosterischen

Bindungsplitze bestimmt.
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Diskussion

Die Erforschung von Sauerstoffbindungsproteinen bildete die Grundlage fiir die Definition
allosterischer Systeme. Monod et al. (1965) lieferten mit dem so genannten MWC-Modell
die erste Definition von Allosterie, basierend auf einem Modell, das Konformationsidnde-
rungen des Molekiils in Betracht zog.

Hémocyanine trugen auf Grund ihrer hoch kooperativen Sauerstoftbindung und deren
Beeinflussung durch zahlreiche Effektoren zur Weiterentwicklung von komplexeren allos-
terischen Modellen bei (Robert et al., 1987). Die Kombination von Sauerstoffbindungsda-
ten und der direkten thermodynamischen Analyse der Effektorbindung ermdoglicht es, die
Zusammenhénge der allosterischen Wechselwirkungen sowohl zwischen dem Ligand Sau-
erstoff und dem Makromolekiil als auch zwischen dem Effektor und dem Makromolekiil zu
charakterisieren und allosterische Modellvorstellungen auf ihre Giiltigkeit zu iiberpriifen.

Urat erhoht als natiirlicher Modulator die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins des Eu-
ropéischen Hummers und erniedrigt die Kooperativitéit der Sauerstoffbindung (Zeis et al.,
1992; Nies et al., 1992). Koffein ist ein Strukturanalogon des Urats, konkurriert wie weitere
Xanthinderivate mit dem Urat um den Bindungsplatz und beeinflusst die Kooperativitit
und die Sauerstoffbindung des Himocyanins auf dhnliche Weise wie das Urat (Zeis, 1994;
Menze et al., 2000). Die Temperatur ist ein physikalischer Effekt, der sowohl die Struktur
von Molekiilen als auch deren Bindungsverhalten beeinflusst und daher auf die Physiologie
des Organismus einwirkt. Somit kann abschlieffend neben den allosterischen und thermo-
dynamischen Analysen die Physiologie des Européischen Hummers (Homarus vulgaris)

und seine Anpassung an eine Temperaturinderung betrachtet werden.

4.1 Temperaturabhingiger Einfluss von Urat und Kof-
fein auf die Sauerstoffbindung

Wie schon an zahlreichen Crustaceen gezeigt wurde (Morris et al., 1985; Nies et al., 1992;
Menze et al., 2000; Hellmann, 2004), hat Urat eine affinitidtssteigernde Wirkung auf die

Sauerstoffbindung des Hamocyanins. Die Kooperativitit der Sauerstoffbindung wird zu-

29
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dem verringert. Jene Eigenschaften konnten fiir die Bindung des natiirlichen Modulators
Urat und des artifiziellen Effektors Koffein {iber einen Temperaturbereich von 10 bis 30°C
beobachtet werden (siehe Tabelle 3.1). Zeis (1994) bestimmte fiir das Himocyanin von
Homarus vulgaris Sauerstoffhalbsittigungswerte in Ringerlsung bei einer Uratkonzentra-
tion von 0,25 mM zu P*(15°C) = 4,80 Torr und Pi;*(25°C) = 20,93 Torr. Die in dieser
Arbeit bestimmten Werte weichen mit P5;*(15°C) — 6,14 + 0,38 Torr und Py (25°C)
= 11,84 £+ 0,36 Torr um Faktoren von 0,78 - 1,77 ab. Der bei 20°C bestimmte Halbsét-
tigungswert ist jedoch mit dem von Menze et al. (2005) angegebenen Wert fiir 20°C mit
Pt (20°C) = 8,0 Torr zu vergleichen. Die von Menze et al. (2005) bestimmten Sau-
erstoffhalbséttigungswerte wurden, wie in dieser Arbeit, in einem HEPES-Puffer (siehe
Kapitel 2.5) bestimmt. Da Calcium- und Magnesium-Ionen einen Einfluss auf den Asso-
ziationsgrad des Hamocyanins haben (Truchot, 1975), wurde in dieser Arbeit, um eine
hochst mogliche Kooperativitidt zu erreichen, beide Ionen in einer hohen Konzentration
dem Puffer beigefiigt. Die Abweichung zu den von Zeis (1994) gemessenen Werten ist
somit wahrscheinlich auf die Verwendung eines unterschiedlichen Puffersystems und der
Konzentration von zweiwertigen Kationen zuriickzufiithren. Auch der in dieser Arbeit be-
stimmte Hill-Koeffizient von nj*(20°C) = 2,88 % 0,32, liegt in einer vergleichbaren Gro-
fenordnung mit dem von Menze et al. (2005) mit nj;**(20°C) = 3,3 bestimmten Wert. Der
Halbsattigungswert erhohte sich mit zunehmender Temperatur, sowohl in Anwesenheit als
auch in Abwesenheit eines Effektors und die Kooperativitiat der Sauerstoffbindung ernied-
rigte sich mit steigender Temperatur. Zudem verminderte sich der Effekt von Urat auf die
Sauerstoffaffinitdt mit zunehmender Temperatur. So verringert sich AlogP**(10°C) von
0,24 Torr auf AlogPi;*(30°C) = 0,17 Torr. Diese Beobachtung stimmt mit den von Zeis
et al. (1992) bestimmten Daten iiberein. In Ringerlosung nahm der relative Einfluss mit
zunehmender Temperatur ebenfalls ab (Alog Pi;*(15°C) = 0,14, Alog P35 (25°C) = 0,03).
Die in dieser Arbeit in HEPES-Puffer bestimmten Parameter fallen geringer aus, stimmen
aber in der Tendenz iiberein. Uberraschenderweise wurde fiir Koffein ein unterschiedlicher
Effekt beobachtet. Mit zunehmende Temperatur wird der Effekt auf die Sauerstoffaffinitét
des Molekiils verstirkt (AlogPky™=(10°C) = 0,25, AlogPry™ = 0,32). Dies weisst auf
eine unterschiedliche Beeinflussung der allosterischen Zustiande des Himocyaninmolekiils
durch den allosterischen Effektor hin.

Weitere Studien der Temperaturabhéngigkeit der Sauerstoffbindung von Crustaceen-
Hamocyaninen bestétigen die Analysen des Urateinflusses. So bestimmten Sanna et al.
(2004) fiir das Hamocyanin des Grofen Bérenkrebses Scylarrides latus eine Abnahme des
Halbsattigungswerts, sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Urat mit abnehmender
Temperatur. Das hexamere Hiamocyanin des Barenkrebses zeigte jedoch einen stéirkeren
absoluten Urateffekt mit einem Alog P (25°C) = 0,6, wohingegen der Urateffekt des do-
dekameren Himocyanins des Européischen Hummers mit Alog P5;*(25°C) = 0,18 deutlich

geringer ausfiel. Das relative Ausmafs des Urateffekts des hexameren Himocyanins des Bé-
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renkrebses ist etwa doppelt bis dreifach so hoch wie fiir das dodekamere Himocyanin des
Européischen Hummers (Zeis et al., 1992; Sanna et al., 2004; diese Arbeit).

Eine eingehendere Analyse der Sauerstoff- und Effektorinteraktion als eine Berechnung
der Hill-Parameter, erfordert die Analyse der Sauerstoffbindungskurven iiber ein allosteri-
sches Modell. Betrachtet man die Bindung des Liganden Sauerstoff an das Himocyanin im
Bezug auf das Massenwirkungsgesetz, so ergibt sich dabei die Summe aller verschiedenen
Zustdnde des Makromolekiils im Verhéltnis zu einem Referenzzustand als Zustandssumme
Q. Aus diesem Zusammenhang ergibt sich das Bindungspolynom P, dessen Ableitung die
Bindungskurve und damit die Sittigung X darstellt (siche Gleichung 2.1) (Wyman und
Gill, 1990). Um den molekularen Mechanismus der Bindung von Sauerstoff an das Makro-
molekiil zu beriicksichtigen, muss eine allosterische Modellvorstellung in die Auswertung

iiber das Massenwirkungsgesetz mit einbezogen werden.

Menze et al. (2005) diskutierten in ihrer Arbeit iiber allosterische Systeme bei mul-
timeren Proteinen am Beispiel des Einflusses des pH-Werts auf die Sauerstoffbindung
und die Urat- bzw. Koffeinbindung an das Hamocyanin des Européischen Hummers zwei
Modelle der Sauerstoffbindung, das Three-State-Modell, (n=6 und n=12) unter der An-
nahme, dass die allosterische Einheit entweder von einem Hexamer oder einem Dodekamer
gebildet wird und das Nested-MWC-Modell. Um die in dieser Arbeit bestimmten Sauer-
stoffbindungsdaten unter allosterischen Modellvorstellungen zu betrachten, wurden diese
einer nicht-lineare Regression mit den beiden oben genannten Modellen unterzogen und
tiberpriift, ob das von Menze et al. (2005) vorgeschlagene Modell der Sauerstoffbindung
die Temperaturabhingigkeit der Bindung beschreibt.

Die Regression mit dem Three-State-Modell unter der Annahme, dass das Dodekamer
die allosterische Einheit bildet (n=12), zeigte in allen Analysegruppen (siche Tabelle 3.6)
einen hoheren x2-Wert als die Regressionen mit den beiden anderen Modellen. Demnach
liegt, wie schon von Richey et al. (1985), Robert et al. (1987) und Menze et al. (2005)
beschrieben, die allosterische Einheit des Himocyaninmolekiils in Form eines Hexamers
vor. Um eine Regression der Daten mit dem Three-State-Modell zu ermdglichen, musste
Kpr wihrend der Regression als konstant angenommen werden. Es wurde fiir die finale
Regression daher jener K r-Wert konstant gesetzt, der eine Regression mit dem geringsten
x2-Wert ermoglichte. Eine solche Einschriinkung der Regressionsparameter fiihrt zu einer
weiteren Unsicherheit 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) bei
30°C einen geringeren Y2-Wert ergab.

Betrachtet man die mit dem Nested-MWC-Modell fiir jede Temperatur berechneten
Bindungskonstanten K3, so zeigt sich eine klare Verdanderung der Affinitdt der Sauerstofi-
bindung iiber die Temperatur. In diesem Modell werden die Sauerstoffbindungskonstanten
unabhéngig von der Bindung eines Effektors bestimmt, so dass der Einfluss der Effek-

torbindung nur iiber die Gleichgewichtskonstanten und die Einflussfaktoren beschrieben



62 4. DISKUSSION

werden kann. So band Sauerstoff zwischen 10 und 25°C mit der héchsten Affinitdt an die
Konformation r'T, bei 30°C wurde fiir die Konformation rR eine geringfiigig hohere Affini-
tdt berechnet. In dieser Arbeit konnten die Sauerstoffbindungskonstanten, basierend auf
einer Regression mit dem Nested-MWC-Modell, ohne konstant gesetzte Bindungskonstan-
ten bestimmt werden. Im Vergleich zu den von Menze et al. (2005) bei 20°C bestimmten
Sauerstoffbindungskonstanten (K, — 3 Torr™!; K,p — 1,8 4+ 0,4 Torr™'; Ky — 0,065 +
0,004 Torr~! und Ky = 0,008 + 0,0008 Torr™!) fielen die in dieser Arbeit bestimmten
Bindungskonstanten bei einer Temperatur von 20°C mit K, — 5,10 £ 0,09 Torr!; K,
= 4,19 £ 0,11 Torr!; K;z — 0,09 & 0,03 Torr—* und K, — 0,015 £ 0,002 Torr~! daher
etwa doppelt so hoch aus. Da jedoch die Tendenz der Affinitét fiir die Bindungskonstan-
ten mit den von Menze et al. (2005) iibereinstimmt, wurde davon ausgegangen, dass die

Bindungskonstanten die Bindungssituation gleichwohl beschreiben.

Beltramini et al. (2005) konnten das Sauerstoffbindungsverhalten des dodekameren
Hémocyanins der Riesentigergarnele (Penaeus monodon) ebenfalls mit dem Nested-MWC-
Modell beschreiben. Fiir das 24-mere Hamocyanin der Vogelspinne (Eurypelma californi-
cum) wurden ebenfalls Sauerstoffbindungskonstanten mit dem Nested-MWC-Modell be-
stimmt. Im Gegensatz zu dieser Arbeit wurden die Sauerstoffbindungsdaten der genann-
ten Studien in Abhingigkeit des pH-Werts aufgenommen. Es wurde wie auch hier davon
ausgegangen, dass die Sauerstoffbindungskonstanten unabhéngig vom pH-Wert bestimmt
werden konnen. Da in dieser Arbeit die Sauerstoffbindungskonstanten in Abhéngigkeit
von der Temperatur betrachtet wurden, wire es moglich, dass Fehler in Annahmen, die
fiir die Konvergenz der Regression unterstellt wurden, zu Schwankungen in den Parame-
tern fiithrten. Es konnte ein Einfluss durch die Bindung des Liganden entstehen, der sich
nicht nur in den Gleichgewichtskonstanten auswirkt. Es ist jedoch in allen Studien eindeu-
tig, dass Sauerstoff an die beiden Konformationen r'T' und rR mit der hochsten Affinitét

bindet und an die Konformationen tT und tR mit einer deutlich niedrigeren Affinitét.

Die durch eine weitere Regression der Daten bestimmten Gleichgewichtskonstanten
(sieche Formel 2.14) sind effektorspezifisch und konnten nur mit groken Abweichungen
bestimmt werden. Es konnte jedoch mit zunehmender Temperatur gezeigt werden, dass
die Gleichgewichtskonstanten (7™ [7%" [7* und [ signifikant abnehmen. Die Gleich-
gewichtskonstante A*" wies die grofiten Unsicherheiten wihrend der Regression auf und
es konnte daher keine Tendenz in Abhéngigkeit von der Temperatur aufgezeigt werden.
Dennoch liegen die Gleichgewichtskonstanten bei 20°C in den gleichen Grofenordnungen
wie jene, die von Menze et al. (2005) bestimmt wurden. Auch Menze et al. (2005) wiesen
darauf hin, dass die mit dem Nested-MWC-Modell und mit dem Three-State-Modell (n

= 6) bestimmten Gleichgewichtskonstanten mit grofen Fehlern behaftet waren.

Aus den Sauerstoffbindungskonstanten und den effektorspezifischen Gleichgewichts-
konstanten liefs sich der Einfluss der einzelnen Effektoren auf die Sauerstoffbindung sowie

die fiir jede Temperatur unter hypoxischen wie normoxischen Bedingungen vorliegende
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Tabelle 4.1: Sauerstoffbindungskonstanten [Torr—!] (Nested-MWC-Modell) der Hiimocyanine verschiede-
ner Arten

Art Sauerstoffbindungskonstante [Torr |

bt ki kg ki
Homarus _vulgaris 5,100,090 4,19+0,11 0,015+0,002 _0,09+0,03
(diese Arbeit)

Homarus wvulgaris 3,0 1,8+0,4 0,008+0,0008 0,0654 0,004
(Menze et al,

2005)

Penaeus monodon  3,0+£2,0 0,284+0,05 < 0,001 0,015+ 0,002
(Beltramini et al.,

2005)

Eurypelma  califor- 3,5 2,0 0,008 +0,002 0,035+0,01

nicum (Decker und
Sterner, 1990; Hell-
mann et al., 2001)

Konformationsverteilung ermitteln. Beide Parameter waren fehlerbehaftet, da sie durch
die mit Unsicherheiten versehenen Gleichgewichtskonstanten bestimmt wurden. Zudem
neigen die Parameter wihrend der Bestimmung der Einflussfaktoren zu Korrelation. Den-
noch konnten die Einflussfaktoren (siehe Tabelle 3.7 und 3.8) und die Konformationsver-
teilung in Abhéngigkeit von der Temperatur bestimmt werden.

Die Abbildungen 4.1 bis 4.3 zeigen die prozentuale Konformationsverteilung im Hé&-
mocyaninmolekiil unter hypoxischen (1 Torr O; sieche Abbildung 4.1 bis 4.3 A) und nor-
moxischen Bedingungen (150 Torr Os; siehe Abbildung 4.1 bis 4.3 B). Um den Einfluss
der Effektorbindung beurteilen zu konnen, muss zunéchst die Konformationsverteilung in
Abwesenheit des Effektors (Urat oder Koffein) bei den verschiedenen Temperaturen be-
stimmt werden (siehe Abbildung 4.1). Anschliefend kann die Verteilungen in Abwesenheit
eines Effektors mit der Verteilung in Anwesenheit des Effektors verglichen werden.

In Abwesenheit des Modulators und des Sauerstoffs dominierte zwischen 15 und 30°C
die Konformation tT. Bei 10°C liegt jedoch die Konformation r'T zu ca. 99% vor. Unter
normoxischen Bedingungen &ndert sich die Konformationsverteilung mit zunehmender
Temperatur von der zunéchst bei 10°C dominierenden Konformation r'T auf die bei 30°C
mit ca. 50% dominierende Konformation rR.

In Anwesenheit der Effektoren (sieche Abbildung 4.2 und 4.3) konnte die Konformati-
onsverteilung unter hypoxischen Bedingungen nicht so eindeutig wie in Abwesenheit der
Effektoren bestimmt werden. Besonders im Falle des Koffeins zeigt die Konformationsver-
teilung iiber das gesamte Temperaturspektrum deutliche Schwankungen. Die Auswertung
von Polynomen héherer Ordnung (> 6), wie sie hier mit Formel 2.14 vorliegen, sind num-
merisch instabil und daher kann es bei der Berechnung der Parameter zu gravierenden

Verfahrensfehlern (Rundungsfehler) kommen. Diese treten infolge der begrenzten Genau-
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Abbildung 4.1: Darstellung der Konformationsverteilungen des Hidmocyaninmolekiils von Homarus vul-
garis basierend auf dem Nested-MWC-Modell in % A: unter hypoxischen Bedingungen bei 10, 15, 20,
25 und 30°C und B: unter normoxischen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30°C; Konformation rT
(griin), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau), Konformation rR (gelb)
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Abbildung 4.2: Darstellung der Konformationsverteilungen des Himocyaninmolekiils basierend auf dem
Nested-MWC-Modell in % nach der Bindung von Urat an das Hamocyanin von Homarus vulgaris A:
unter hypoxischen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30°C und B: unter normoxischen Bedingungen
bei 10, 15, 20, 25 und 30°C; Konformation rT (griin), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau),
Konformation rR (gelb)
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Abbildung 4.3: Darstellung der Konformationsverteilungen des Himocyaninmolekiils basierend auf dem
Nested-MWC-Modell in % nach der Bindung von Koffein an das Himocyanin von Homarus vulgaris A:
unter hypoxischen Bedingungen bei 10, 15, 20, 25 und 30°C und B: unter normoxischen Bedingungen
bei 10, 15, 20, 25 und :30°C; Konformation r'T (griin), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau),
Konformation rR (gelb)
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Abbildung 4.4: relative Konformationsverteilung des Himocyanins des Europédischen Hummers (Homa-
rus vulgaris) in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration A: in Abwesenheit eines Effektors und B:
in Anwesenheit von Urat bei 10°C und C: in Abwesenheit eines Effektors und D: in Anwesenheit von
Urat bei 30°C. Konformation r'T (griin), Konformation tT (rot), Konformation tR (blau), Konformation
rR (gelb)

igkeit des Computers auf (Zahlenabbruchfehler) und werden durch Zahlenausléschungen
verursacht. Die verfiigbaren Routinen der verwendeten Software (Sigma Plot) erlauben je-
doch keine robuste Abschétzung dieser Fehler, so dass ihr Einfluss nicht bestimmt werden
kann (Press et al., 1992). Dennoch werden die berechneten Konformationsverteilungen in
dieser Arbeit als Hilfsmittel zur Interpretation der Daten herangezogen, da die iiber die
thermodynamischen Messungen gewonnenen Ergebnisse das hier aufgezeigte Verhalten
der Untereinheiten unterstiitzen (siehe Kapitel 4.4.2). Unter normoxischen Bedingungen
dagegen liefs sich in Anwesenheit von Urat mit zunehmender Temperatur eine Konforma-
tionsumlagerung von der bei 10°C deutlich dominierenden Konformation rT zu der bei
30°C mit ca. 19% vorhandenen Konformation rR berechnen. Der Einfluss des Koffeins ist
deutlich geringer. Zudem scheinen besonders bei 30°C die Werte starken Schwankungen
zu unterliegen, da auch bei dieser Temperatur die Einflussfaktoren nur ungefihr bestimmt
werden konnten. Die Ungenauigkeiten wihrend der Berechnung der Konformationsanteile

unter hypoxischen Bedingungen erschweren es, den Einfluss der Effektoren als auch der
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Temperatur auf die Konformationsverteilung zu beurteilen. Die Bindung der Effektoren
unterstiitzt vermutlich bei 10°C die Umlagerung in die Konformation tT. Vergleicht man
die Verteilungen in An- und Abwesenheit der Effektoren, so scheint deren Bindung unter
normoxischen Bedingungen zwischen 10 und 15°C eine Umlagerung auf die Konformation
r'T zu begiinstigen. Bei hoheren Temperaturen scheint Koffein kaum einen Einfluss auf
die Konformationsverteilung zu haben. Die Bindung des Urats dagegen erzeugt weiterhin
eine Umlagerung in die Konformation rT. Wie bereits am Anfang des Kapitels darge-
stellt, zeigen Koffein und Urat in Abhéngigkeit von der Temperatur ein entgegengesetztes
Verhalten bei der Beeinflussung der Sauerstoffaffinitét. Die im Falle des Koffeins fehlende
Konformationsumlagerung bei erhéhter Temperatur kénnte dieses Verhalten erkliren.
Die Konformationsverteilung des Hamocyanins ist jedoch nicht nur von der Tempe-
ratur, sondern auch von der Sauerstoffkonzentration abhidngig. Abbildung 4.4 zeigt die
kontinuierliche Anderung der relativen Konformationsverteilung mit zunehmender Sauer-
stoffkonzentration. Bei 10°C sind in Abwesenheit eines Effektors die Konformationen bei
geringer Sauerstoffkonzentration eindeutig verteilt. Durch die Bindung des Urats stellen
sich bei geringen Sauerstoffkonzentrationen zwei Konformationen ein (tT und tR). Erhéht
sich die Sauerstoffkonzentration, so lagert sich das Molekiil zu Konformation rT um. Bei
30°C zeigt sich sowohl in An- als auch in Abwesenheit eines Effektors bei geringen Sauer-
stoffkonzentrationen, dass das Himocyanin nur in Konformation tT vorzuliegen scheint.
Wohin gegen bei hohen Sauerstoffkonzentrationen in Abwesenheit eines Effektors die Kon-
formationen r'T und rR dominieren. Nach einer Bindung des Urats lagert sich das Molekiil
eindeutig in die Konformation rT um. Hartmann et al. (2001) beschrieben bereits mittels
Kleinwinkel-Rontgenstrukturanalysen (SAXS), dass das Himocyanin des Amerikanischen
Hummers in zwei vollig mit Sauerstoff gesattigten Konformationen vorliegen kann. Zudem
kann die Bindung der Effektoren eine Konformationsinderung auslosen. Die in dieser Ar-
beit vorgenommenen Analysen mit dem Nested-MWC-Modell unterstiitzen diese Daten.
Weitere Betrachtungen der Sauerstoffbindung an das Hamocyanin (Homarus vulgaris)

unter allosterischen Modellvorstellungen erfolgen in Kapitel 4.5.

4.2 Temperaturabhangige Bindung von Urat und Kof-
fein

In dieser Arbeit wurde die Bindung von Urat und des artifiziellen Effektors Koffein an
das Himocyanin des Européischen Hummers (Homarus vulgaris) in Abhéngigkeit von der
Temperatur unter normoxischen sowie hypoxischen Bedingungen mittels isothermaler Ti-
trationskalorimetrie untersucht. Es wurden unter normoxischen Bedingungen im Tempe-
raturbereich zwischen 10 und 40°C Bindungsisotherme aufgenommen. Unter hypoxischen
Bedingungen wurden Bindungsisotherme zwischen 10 und 30°C aufgenommen, da eine

Auswertung der Daten nur in diesem Temperaturbereich moglich war. Dies war auf die
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generell abnehmende Affinitit der Effektoren mit steigender Temperatur zuriickzufiihren,
so dass bei Temperaturen iiber 30°C der c-Wert der Bindungsisotherme nicht mehr in
einem auswertbaren Bereich einzustellen war. Die Stéchiometrie der Uratbindung konnte
iiber die isothermale Titrationskalorimetrie nicht bestimmt werden, da die zu ermittelnden
Parameter miteinander korrelierten. Deswegen wurde zunéchst das von Menze (2001) vor-
geschlagene Modell der Uratbindung angewendet. Die Anzahl der Bindungsplatze wurde
mit n = 2 konstant gesetzt, so dass die Uratbindungsisotherme unter normoxischen Bedin-
gungen im ganzen gemessenen Temperaturbereich und unter hypoxischen Bedingungen
zwischen 10 und 25°C mit dem Non-Interacting-Site-Modell ausgewertet werden konnten
(siche Tabelle 3.10 und 3.14). Bei einer Temperatur von 30°C konnten keine auswertbaren
Bindungsisothermen aufgenommen werden (siehe Abbildung 3.15). Da Urat jedoch auch
bei 30°C einen Einfluss auf die Sauerstoffbindung hatte (siehe Tabelle 3.1), scheint die
Bindung zu schwach, um mittels isothermaler Titrationskalorimetrie detektiert und aus-
gewertet werden zu konnen. Dass es sich bei dieser Art der Auswertung jedoch nur um
eine Vereinfachung handeln konnte, zeigte sich auf Grund der abweichenden Stéchiome-
trie der Koffeinbindung. Die Anzahl der Bindungsplitze der Koffeinbindung konnte unter
normoxischen Bedingungen mit dem Non-Interacting-Site-Modell bei 10°C mit n = 2,97
+ 0,07 bestimmt werden, verringerte sich jedoch mit zunehmender Temperatur und der
damit einhergehenden verringerten Bindungsstirke auf n = 2,15 £ 0,12 bei 35°C. Die bei
40°C gemessenen Bindungsisotherme des Koffeins konnten mit einer konstant gesetzten
Anzahl an Bindungsplitzen (n = 2) mit dem Non-Interacting-Site-Modell ausgewertet

werden.

Als zusétzliche Regressionsmoglichkeiten standen weiter die von Menze 2001 und
2005 dargestellten Modelle zur Verfiigung. Eine Regression mit dem Multisite-Interacting-
Modell ermoglicht die Auswertung unter Einbeziehung homeotroper Kooperativitit, wo-
hingegen eine Auswertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell zwei verschiedene Typen
von Bindungsplitzen annimmt. Da ein Vergleich der Regressionsqualitiat der einzelnen
Modelle nicht zu einem eindeutigen Schluss fiihrte, wurden die normoxischen Daten der
Koffeinbindung iiber das gesamte Temperaturspektrum mit beiden Modellen ausgewertet
und auf Grund der gewonnenen Parameter jenes Modell gewahlt, das die Daten eindeu-
tig beschrieb. Allen angewendeten Modellen war gemein, dass die Bindung der Liganden
mit zunehmender Temperatur fortwahrend schwicher wurde. Da jedoch die Bindungsent-
halpien des Multisite-Interacting-Modells mit grofen Fehlern behaftet waren und daher
innerhalb des Temperaturbereichs keine Tendenz erkennen liefen, wurde das Two-Sets-
of-Sites-Modell fiir weitere Analysen der Bindungsisotherme herangezogen. Zudem pré-
sentierten Menze et al. (2005) mit der Analyse der Daten basierend auf dem Two-Sets-of-
Sites-Modell und der damit verbundenen Kombination der Sauerstoffbindungsdaten eine

erfolgreiche Beschreibung der Bindung.

Unter der Annahme, dass zwei allosterische und zwei nicht-allosterische Bindungs-
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Abbildung 4.5: Darstellung der Koffeinbindungskonstanten kkpfein | pfeffein - ploffein g pKeffein jn mM—1,
die durch die Kombination von Sauerstoff- und thermodynamischen Bindungsdaten berechnet wurden.
A: Bindungskonstanten der unter normoxischen Bedingungen vorhandenen Konformationen B: Bindungs-
konstanten der unter hypoxischen Bedingungen vorhandenen Konformationen bei den Temperaturen 10
(blau), 15 (griin), 25 (orange) und 30°C (rot). Bei 30°C konnte k{2 und kXp#ei» nicht bestimmt werden.
(X £ SD) Fiir Details sieche Text.

stellen fiir Urat, Koffein und weiterer Xanthinderivate existieren, wurden die Bindungs-
isotherme der Liganden unter normoxischen wie hypoxischen Bedingungen ausgewertet.
Da die Affinitdten der nicht-allosterischen Bindungsstellen unabhingig vom Konformati-
onszustand des Molekiils sind, konnten die nicht-allosterischen Bindungskonstanten, die
iiber die normoxischen Bindungsisotherme bestimmt wurden, wiahrend der Auswertung
der hypoxischen Bindungsisotherme konstant gesetzt werden, so dass fiir die Koffeinbin-
dung an das Hamocyanin (Homarus vulgaris) eine Auswertung auch unter hypoxischen
Bedingungen moglich war. Die bei den Temperaturen zwischen 15 und 30°C bestimm-
ten hypoxischen Bindungskonstanten (K7 ) wurden durch die Kombination der ausge-
werteten Sauerstoffbindungsdaten und der berechneten Einflussfaktoren bestimmt. Wenn
die unter hypoxischen Bedingungen dominierende Konformation bekannt war, so liefen
sich mit Hilfe der berechneten Einflussfaktoren und den Formeln 2.18 — 2.20 die Bin-
dungskonstante des Effektors der jeweiligen Konformation bestimmen. Die Regressionen
der Bindungsisotherme bestétigten die angenommenen Konformationsverteilungen (siehe
Abbildung 4.1 - 4.3) des Himocyanins. Die Koffeinbindung konnte in einem Temperatur-
bereich von 10 bis 25°C charakterisiert werden. Bei 10°C war eine Auswertung der Daten
in Zusammenhang mit den Einflussfaktoren nur unter der Annahme moglich, dass tR die
dominierende Konformation unter hypoxischen Bedingungen sei. Bei 30°C war die Affini-
tiat der Bindung sehr gering und die Einflussfaktoren unterlagen zudem groften Schwan-
kungen, so dass die Koffeinbindung hier nur ungenau und nur fiir die unter normoxischen
Bedingungen dominierenden Konformationen charakterisiert werden konnte. Im Falle der
Uratbindung wurde angenommen, dass Urat unter hypoxischen Bedingungen zu einem
bedeutenden Teil nur noch an den nicht-allosterischen Bindungsstellen gebunden hat, so

dass die unter hypoxischen Bedingungen mit dem Non-Interacting-Site-Modell bestimmte
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Abbildung 4.6: Darstellung der Uratbindungskonstanten k%2, k22t kst und kY5 in mM~!, die durch
die Kombination von Sauerstoff- und thermodynamischen Bindungsdaten berechnet wurden bei 10 (blau)
und 15°C (griin). (X £ SD) Fiir Details siehe Text.

Bindungskonstante als nicht-allosterisch angenommen wurde und somit bei einer Aus-
wertung mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell konstant gesetzt werden konnte. Unter diesen
Annahmen war eine komplette Auswertung bei 10 und 15°C mdglich. Die Abbildungen 4.5
und 4.6 zeigen die Effektorbindungskonstanten fiir Urat und Koffein unter Verwendung
des Nested-MWC-Modells. Die Bindungskonstanten, die mit einer Standardabweichung
versehen sind, wurden iiber eine Regression der jeweiligen Bindungsisotherme bestimmt,
Bindungskonstanten ohne Standardabweichung wurden aus den Einflussfaktoren berech-
net. Die Affinitdt der Bindung wird mit zunehmender Temperatur geringer. Vergleicht
man diese mit Literaturdaten, so ergibt sich, dass sich die von Menze et al. (2005) bei
pH 7,55 und 20°C bestimmten Bindungskonstanten mit kXefen — 361 + 48 mM !, kfefein
= 1,3 mM~! und k™ = 70 mM~! gut in die Temperaturreihe einfiigen lassen. kXpT"
weicht hier mit 2960 mM~! nach oben hin ab, da jedoch die iiber die Einflussfaktoren be-
rechneten Bindungskonstanten zu starken Schwankungen neigen, harmonieren die Daten
gut. Unter hypoxischen Bedingungen binden die Liganden bei 10°C an die unter die-
sen Bedingungen dominierende Konformation tR. Durch die Temperaturerhhung lagert
sich das Molekiil in die Konformation tT um, so dass die Effektoren an jene Konfor-
mation binden. Die sich daraus ergebenen Effektor-Bindungskonstanten fiir die jeweilige
nicht-dominierende Konformation sind als unsicher zu betrachten, da sie nicht iiber eine
Regression der thermodynamischen Bindungsdaten gepriift werden konnten. In Abhén-
gigkeit von der Temperatur binden Urat und Koffein zwischen 10 und 20°C an die unter
normoxischen Bedingungen dominierende Konformation rT. Durch den Einfluss der Tem-
peratur lagert sich das Himocyaninmolekiil zunehmend um (siehe auch Kapitel 4.4.2), so
dass im Temperaturbereich zwischen 20 und 30°C die Konformation rR dominiert und die
Effektoren an diese Konformation binden. Menze et al. (2005) zeigten jedoch, dass bei ei-
nem pH-Wert von 7,55 bei 20°C die Konformation r'T iiberwiegt. Der pH-Wert beeinflusst
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somit die Konformationsverteilung des Himocyanins.

4.3 Einfluss der Bindung von Xanthinderivaten auf die
Sauerstoffbindung

Um die Uratbindungsstelle ndher zu charakterisieren, wurden die Bindung der Methyl-
xanthine Theobromin, Theophyllin, Paraxanthin, 7-Methylxanthin, 3-Methylxanthin und
1-Methylxanthin sowie von Isokoffein und 1,3,7-Trimethylharnsiure an das Hadmocya-
nin des Européischen Hummers bei 20°C untersucht. Es konnte bereits am Dohlenkrebs
Austropotamobius pallipes gezeigt werden, dass auch Purinderivate wie Hypoxanthin und
Adenin die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins beeinflussen kénnen (Morris et al., 1986).
Zeis et al. (1992) konnte am Hamocyanin des Européischen Hummers zeigen, dass Purin-
analoga wie Koffein, Theophyllin, Hypoxanthin, Trichlorpurin, Allopurinol, 3-Isobutyl-1-
Methylxanthin und Purin, Urat von seiner Bindungsstelle verdrangen konnen, Liganden
wie Allantoin jedoch nicht. Die intakte Struktur des Puringeriists schien daher bei der Bin-
dung des Liganden essentiell zu sein. In dieser Arbeit wurden Xanthinderivate ausgew#hlt,
die sich in ihrer Struktur durch die Position und die Anzahl an gebundenen Methylgrup-
pen unterscheiden (siche Abbildung 1.1), um die Effektorstrukturen zu charakterisieren,
die neben dem Purinring fiir eine Bindung erforderlich sind.

Die Sauerstofthalbséttigungswerte der Dimethylxanthine unterschieden sich signifikant
zu denen der Methylxanthine. Der relative Einfluss auf die Sauerstoffbindung der einzel-
nen artifiziellen Effektoren wurde zwischen AlogP:3* = 0,39 und AlogP,"" = 0,28 be-
stimmt. Die verwendeten Xanthinderivate iibten demnach alle einen hoheren Einfluss auf
die Sauerstoffbindung aus als der natiirliche Modulator Urat (AlogPi;™ = 0,24). Die Di-
metyhlxanthine hoben sich dabei durch eine stérkere Beeinflussung der Sauerstoffbindung
von den anderen Effektoren ab. Paraxanthin zeigte dabei den deutlich groften Einfluss auf
die Sauerstoffaffinitdt. Innerhalb der Gruppe der Methylxanthine wurde die Sauerstoff-
affinitdt durch 7-Methylxanthin mit einem AlogP}' = 0,34 am stérksten gesteigert. Die
Methylgruppe an der Position 7 des Xanthingeriists schien demnach die bedeutenste fiir
eine verstiarkte Steigerung der Sauerstoffaffinitit zu sein. Paraxanthin beeinflusste zudem
die Sauerstoffaffinitit stirker als Koffein, das drei Methylgruppen besitzt. Isokoffein, das
anstelle der Methylgruppe an Position 7 eine Methylgruppe an Position 9 besitzt, ist durch
eine deutlich geringere Beeinflussung der Sauerstoffbindungsaffinitit charakterisiert. Eine
Auswertung der Sauerstoffbindungseigenschaften des Himocyanins Homarus vulgaris in
Anwesenheit der genannten Xanthinderivate unter allosterischen Gesichtspunkten erfolgte
wie in Kapitel 4.1 bereits fiir Koffein und Urat beschrieben mit dem Nested-MWC-Modell.
Die Sauerstoftbindung konnte mit den in Tabelle 3.3 dargestellten Sauerstoffbindungskon-
stanten und den in Abbildung 3.6 und Tabelle 6.4 gezeigten Gleichgewichtskonstanten

beschrieben werden. Die Gleichgewichtskonstanten der einzelnen Xanthinderivate zeigen
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keinen signifikanten Unterschied. Die in Tabelle 6.5 dargestellten Einflussfaktoren sind
alle in der gleichen Grofsenordnung. Die bestimmten Parameter ermdéglichten es, die Kon-
formationsverteilung nach der Effektorbindung zu berechnen und somit den Einfluss der
Liganden auf die Konformationsverteilung zu beurteilen. Nach einer Bindung der Dime-
thylxanthine lagerte sich das mit Sauerstoff geséttigte Himocyanin nicht um (zur Konfor-
mationsverteilung in Abwesenheit eines Effektors unter normoxischen Bedingungen siehe
Abbildung 4.1 A). Im Falle der Methylxanthine ergab die Bindung des 7-Methylxanthins
ebenfalls keinen Einfluss auf die Konformationsverteilung des Hamocyanins unter nor-
moxischen Bedingungen. Die Bindung von Isokoffein, 1-Methylxanthin, 3-Methylxanthin
und 1,3,7-Trimethylharnsédure ermoglichte eine Umlagerung in die Konformation rT. Die
Auswertung der Konformationsverteilungen basierend auf dem Nested-MWC-Modell nach
Bindung der unterschiedlichen Xanthinderivate bestétigt die schon fiir die Halbséttigungs-
werte aufgezeigte Hypothese des Zusammenhangs der unterschiedlichen Positionen der
Methylgruppen zur Beeinflussung der Sauerstoffbindung. Die Affinitdt der Sauerstoffbin-
dung scheint unter anderem durch eine, durch die Dimethylxanthine und 7-Methylxanthin
im Gegensatz zu Urat nicht hervorgerufene Konformationsumlagerung, begiinstigt zu wer-
den. Somit konnte eine Auswertung der Daten unter allosterischen Gesichtspunkten die
unterschiedliche Auswirkung der Xanthinderivate auf die Sauerstoffaffinitat bekréftigen.
Untersuchungen der Bindungseigenschaften der Xanthinderivate an das Himocyanin des

Européischen Hummers sollten diesen Aspekt weiter erschliefien.

4.4 Charakterisierung der Uratbindungsstelle

4.4.1 Bindung von Xanthinderivaten

Die Bindung der in Kapitel 4.3 beschriebenen Xanthinderivate wurde thermodynamisch
mittels isothermaler Titrationskalorimetrie untersucht. Da Zeis (1994) bereits Verdréin-
gungsexperimente mit verschiedenen Uratanaloga vorgenommen hat und so als Grund-
struktur ein 6-Mono-Oxopurin bestimmen konnte, wurden in dieser Arbeit Xanthinderiva-
te als Effektoren verwendet, um sowohl die stirker erhohte Bindungsaffinitit des Koffeins
im Vergleich zum Urat zu kléren als auch um die rdumliche Struktur der Liganden in und
zu der Bindungsstelle zu untersuchen. Die Bindungsisotherme der Xanthinderivate wurde
nach der in Kapitel 3.3.3 beschriebenen Methode ausgewertet.

Im Falle der Dimethylxanthine konnten die Bindungskonstanten der unter normox-
ischen Bedingungen dominierenden Konformation als auch die der nicht-allosterischen
Bindungsstellen zwischen 10 und 30°C bestimmt werden (siehe Tabelle 3.16). Die Ab-
bildungen 4.7 A — C zeigen diese unter Beriicksichtigung der allosterischen Konforma-
tionsverteilung im Temperaturspektrum. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Affinitit
der Dimethylxanthine mit zunehmender Temperatur abnimmt. Da bei einer Temperatur

von 20°C Bindungsisotherme der Dimethylxanthine auch unter hypoxischen Bedingungen
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aufgenommen wurden, konnte bei dieser Temperatur eine vollstindige Auswertung unter
den allosterischen Modellvorstellungen durchgefiihrt werden (siehe Abbildung 4.7 D). Die
bestimmten Bindungskonstanten lassen sich ebenfalls in die abnehmende Affinitét einfii-
gen. Die Bindung der Dimethylxanthine bei 10 und 30°C konnte nur iiber die Bindung
an die jeweils dominierende Konformation und die nicht-allosterischen Bindungsstellen
charakterisiert werden (sieche Abbildung 4.1). Konformation rR ist unter normoxischen
Bedingungen bei 20°C zu iiber 60% vorhanden, so dass die Effektoren vermehrt an je-
ne Konformation binden. Theobromin zeigt iiber das gesamte Temperaturspektrum die
hochste Bindungsaffinitdt an das Himocyanin des Europaischen Hummers. Die Hohe der
Affinitat geht also nicht mit der Beeinflussung der Sauerstoffaffinitéit einher, da Paraxan-
thin den stérksten Einfluss mit AlogPi;™* = 0,39 hatte. Sowohl Theobromin als auch
Paraxanthin besitzen eine Methylgruppe an der Position 7 des Xanthingeriists. Theophyl-
lin dagegen, mit Methylgruppen an der Position 1 und 3, zeigt das deutlich schwéchste
Bindungsverhalten. Theobromin, das die Position 3 und 7 des Puringeriists mit Methyl-
gruppen besetzt hat, wird bei einem pH-Wert von 8 vermutlich nicht ionisieren, da bei

einer lonisierung zunéchst an der Position 3 und anschliefsend an Position 7 deprotoniert
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wird (Lister, 1966; Elguero et al., 1976). Es liegt somit nahe, dass eine Ionisierung des
Liganden die Bindung erschwert.

Die nicht-allosterischen Bindungskonstanten nehmen nur geringfiigig mit steigender
Temperatur ab. Bezieht man die Methylxanthine, Isokoffein und 1,3,7-Trimethylharnsiu-
re in die Betrachtung mit ein (siehe Tabelle 3.18), so bestétigt die hohe Bindungskonstante
des 7-Methylxanthins mit &7} = 150,67 + 7,51 mM~! die Annahme, die Methylgruppe
an Position 7 begiinstige die Bindung an das Hadmocyanin des Europdischen Hummers.
Isokoffein zeigt zudem ein deutlich schwicheres Bindungsverhalten als Koffein, was auf
die verénderte Position der Methylgruppe (Position 9 anstelle von 7) zuriickgefiithrt wer-
den kann. Weiterhin bindet 1,3,7-Trimethylharnsdure stiarker an das Himocyanin als der
Modulator Urat. Methylgruppen am Xanthingeriist scheinen demnach die Bindung an
das Hamocyanin (Homarus vulgaris) zu begiinstigen, was den Schluss zulésst, dass eine
Erhéhung der Hydrophobizitit die Bindung an das Himocyaninmolekiil begiinstigt. Urat,
dessen Purinring nicht methyliert ist, zeigt daher die geringste Bindungsaffinitét.

Da die nicht-allosterische Bindungskonstante k,q;, des Isokoffeins mit 53,33 4+ 4,39
mM~! hoher ist als die nicht-allosterischen Bindungskonstanten der anderen Xanthinde-
rivate, konnte die Methylgruppe an der Position 9 die Bindungsaffinitit an die nicht-
allosterischen Bindungsplitze erhéhen. Die Oxy-Gruppe an der Position 8 des Xanthin-
geriists, bzw. deren Ionisierung, scheint die Bindung zu behindern, da sich Urat als auch
die 1,3,7-Trimethylharnsédure durch eine geringe Bindungsaffinitit charakterisieren lassen.
1,3,7-Trimethylharnsédure hat eine geringere Affinitit als Koffein an die unter normox-
ischen Bedingungen bei 20°C dominierende Konformation, was auf die Oxy-Gruppe an
Position 8 zuriickgefiihrt werden kann. Somit erschwert die Ionisierungsmoglichkeit an
den Positionen 7 — 9 die Bindung. Das unterschiedliche Bindungsverhalten von Koffein
und Urat kann somit auf die erhéhte Hydrophobizitit und die damit einhergehende nicht
mogliche lonisierung erkliart werden. Weitere Einblicke in das Bindungsverhalten der Xan-
thinderivate und des natiirlichen Modulators kann eine thermodynamische Analyse der

Bindungsdaten liefern.

4.4.2 Thermodynamische Analyse der Effektorbindung

Die freie Gibbs‘sche Energie AG? (freie Reaktionsenthalpie) ist der bedeutendste thermo-
dynamische Parameter, der die Lage des Gleichgewichts fiir eine Reaktion bestimmt (siehe
Formel 1.1). AG? reagiert jedoch sehr unempfindlich auf Verinderungen im molekularen
Umfeld eines Molekiils, da AH® und AS? die Tendenz haben, sich zu kompensieren und
AG" sich aus Anteilen der Enthalpie und Entropie zusammensetzt (Lumry und Rajender,
1970). Es sind zahlreiche einfache Beispiele fiir diese Beobachtung bekannt (Bolen et al.,
2001; Eftink et al., 1983; Cooper et al., 2001; Baxa et al., 2001). McPhail und Cooper
(1997) zeigten dies unter anderem am Beispiel einer durch einen Liganden induzierten

Assoziation von Vancomycin. Es gibt zahlreiche Arten von thermodynamischen Beitrédgen
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wahrend einer Protein-Liganden-Interaktion. Einige sollen vor dem Hintergrund der Urat-
bzw. Xanthinderivatbindung an das Himocyaninmolekiil diskutiert werden. Menze (2001)
beschrieb die Bindung des Urats an das Himocyanin des Europédischen Hummers bei 20°C
mit TASY =~ = -112 kJ mol™! und AH?,, = -135,2 kJ mol™! als enthalpiegetrieben. Die
freie Reaktionsenthalpie der Bindung wurde von Menze (2001) mit AG? , = -22,1 kJ
mol~! bestimmt. Spitere Studien mit dem hier angewandten erweiterten Bindungsmo-
dell (Menze et al., 2005) ergaben fiir die unter normoxischen Bedingungen dominierende
Bindungsstelle ein TAS % vear = -27,9 kJ mol ™' und AHY = -53,3 kJ mol~! bei einem pH-
Wert von 7,55 und eine daraus resultierende freie Reaktionsenthalpie AG% v = -24,4 k.J
mol~L. In dieser Arbeit konnte fiir die Bindung des Urats an die unter normoxischen Bedin-
gungen bei 10°C dominierende Konformation ein TASY_ (10°C) = -56,75, AH?__,(10°C)
= -65,78 und AG%vi(10°C) = - 25,79 kJ mol~! berechnet werden. Es ergibt sich somit,
dass die Bindung enthalpiegetrieben ist, da die Bindung trotz des ungiinstigen Entropie-
betrags durch den negativeren Betrag der Reaktionsenthalpie AH? begiinstigt ist. Durch
die Betrachtungen der Koffeinbindung an das Hémocyanin (siehe Kapitel 3.3.1), ist zu
erkennen, dass die freie Reaktionsenthalpie AGY mit zunehmender Temperatur eine Ten-
denz aufzeigt abzunehmen. Die hier bestimmte freie Reaktionsenthalpie stimmt somit gut
mit der von Menze et al. (2005) bestimmten freien Enthalpie der Uratbindung iiberein.
In Abbildung 4.8 A ist die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Koffein- und Uratbin-
dung dargestellt. Die Enthalpie und Entropie der Bindung an die unter normoxischen
Bedingungen bei der jeweiligen Temperatur dominierende Konformation liegt in einem
niedrigeren Energiebereich als die Bindung an die nicht-allosterische Bindungsstelle. Die
Bindung wird zudem mit steigender Temperatur zunehmend exothermer. Hierdurch wird
die Bindung jedoch nicht begiinstigt, da der entropische Beitrag vom Betrag her stéirker
ansteigt als der enthalpische Beitrag und somit die Bindungsaffinitit reduziert wird. Der
bei 22,5°C gemessene Wert weicht als einziger mit einer groferen Bindungsenthalpie als

der Bindung bei 25°C von der Temperaturreihe ab und ist als Ausreifser zu betrachten.

Die Bindungsenergien der nicht-allosterischen Bindungsstelle verhalten sich entgegen-
gesetzt. Mit fallender Temperatur wird die Bindung zunehmend exothermer. Allerdings
lassen die Werte eine weitaus geringere Abhingigkeit von der Temperatur erkennen als
dies fiir die allosterische Bindungsstelle bestimmt wurde. Die Bindungsenergien der beiden
Bindungsplatztypen der Uratbindung sind zwar in einem niedrigeren Energieniveau an-
gesiedelt, weisen jedoch die gleichen entgegengesetzten Charakteristiken in Abhéngigkeit
von der Temperatur auf. Dies mag als Bestidtigung fiir das angewendete Two-Sets-of-
Sites-Modell gewertet werden, da die Auswertung mit dem Non-Interacting-Site-Modell
genau gegenldaufige Bindungsenergien der beiden Liganden ermittelte (siehe Tabelle 3.10
und 3.11), dies jedoch auf Grund der gleichen Bindungsplitze der beiden Liganden als

unwahrscheinlich angesehen werden kann.

Die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Dimethylxanthine liegt mit dem jeweiligen
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Abbildung 4.8: Entropie-Enthalpie-Kompensation der A: Koffein- (Bindung an die unter normoxischen
Bedingungen dominierende Konformation (o); Bindung an die nicht-allosterischen Bindungsstellen (OJ))
und Uratbindung (Bindung an die unter normoxischen Bedingungen dominierende Konformation (V);
Bindung an die nicht-allosterischen Bindungsstellen (A)) und B: Theobromin- (Bindung an die unter
normoxischen Bedingungen dominierende Konformation (o); Bindung an die nicht-allosterischen Bin-
dungsstellen (0)) , Paraxanthin (Bindung an die unter normoxischen Bedingungen dominierende Kon-
formation (%); Bindung an die nicht-allosterischen Bindungsstellen (¢))und Theophyllinbindung an das
Hamocyanin des Européischen Hummers (Homarus vulgaris). — Lineare Regression

Bindungsplatztyp im gleichen Energiebereich wie die Bindung des Koffeins. Das Energie-
niveau der nicht-allosterischen Uratbindung weicht jedoch von den Energiebereichen der
anderen Effektoren ab. Dies ist mit der geringen Bindungsaffinitit und der damit einherge-
henden fehlerbehafteten Berechnung der Bindungsparameter der nicht-allosterischen Bin-
dungspléitze des Urats zu erklaren. Die hier aufgezeigte Entropie-Enthalpie-Kompensation
in Abhéngigkeit von der Temperatur ist eine einfache thermodynamische Konsequenz aus
den deutlichen Temperaturabhiingigkeit von AH? und AS? (siehe Abbildungen 3.15 und
3.16 und Tabellen 3.14 und 3.16). Bereits McPhail und Cooper (1997) konnten zeigen, dass
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eine Anderung der Wirmekapazitit zu einer Entropie-Enthalpie-Kompensation fiihrt.

Abbildung 4.9 zeigt die Entropie-Enthalpie-Kompensation der Bindung der Xanthin-
derivate an Himocyanin. Auch hier sind die verschiedenen Energieniveaus der unterschied-
lichen Bindungsplatztypen deutlich zu erkennen. Die Bindung an die nicht-allosterischen
Bindungsplatze liegt in einem hoheren Energiebereich als die Bindung an die allosteri-
schen und unter normoxischen Bedingungen dominierenden Bindungsplitze. Zudem ist
eine lineare Abhéngigkeit bei beiden Bindungsplatztypen bei allen Temperaturen und
Xanthinderivaten zu erkennen.

Die Bindung der Xanthinderivate an das Hamocyanin ist enthalpiegetrieben. Die
22,5 °C) > 0 bestimmt. Vergleicht man die Bindung

des Urats und des Koffeins miteinander, so zeigt sich, dass sich fiir die Bindung des Urats

Entropie wurde nur fiir TAS} ;10 o (
an die allosterischen Bindungsplitze unter normoxischen Bedingungen ungiinstigere Ande-
rungen in der Entropie ergeben (TASY, 4., (10°C) = -23,63 kJ mol~!, TASp,, ... (10°C)
= -56,75 kJ mol™!), wohingegen die den Bindungsprozess initiierenden Enthalpieinderun-
gen giinstiger fiir die Bindung des Urats bestimmt werden konnten. (AHY,,  q...(10°C)
=-55,31 £ 0,12 kJ mol™", AHp,, ...(10°C) = -65,78 + 4,94 kJ mol~"). Die Uratbindung
ist somit bei dieser Temperatur zu einem stirkeren Ausmalfs entropiekompensiert als die
Bindung des Koffeins. Es findet vermutlich wihrend der Bindung des hydrophoberen, un-
geladenen Koffeins eine hydrophobe Interaktion statt, die eine erhéhte Entropie nach sich
zieht (Sturtevant, 1977; Calderone und Williams, 2001). Dabei kommt es wahrscheinlich
zu einer vermehrten Freisetzung von Wassermolekiilen aus der Bindungstasche, was den
entropischen Beitrag zu der Bindung des Koffeins erhoht. Urat hingegen bildet durch seine

Ladung zahlreiche Wasserstoffbriickenbindungen in der wéssrigen Losung. Die Freisetzung
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an Wasser und die damit einhergehende Erhohung der Entropie ist somit geringer als die
des Koffeins (Cooper, 2005). Es ergibt sich somit fiir Koffein mit AGY,, . q...(10°C) =
-31,68 £ 0,05 kJ mol ™! eine giinstigere freie Reaktionsenthalpie als fiir die Bindung des
Urats AGY,, 1., (10°C) = -25,51 & 1,00 kJ mol~". Die Bindung des Modulators Urat an
die unter hypoxischen Bedingungen dominierende Konformation erweist sich mit einem
TAS) 0., (10°C) von -4,33 kJ mol~" als entropiegetrieben (TAS}, . ... (10°C) = -51,37
kJ mol™"). Die freie Energie der Bindung verringert sich jedoch mit AGY,, .. (10°C) =

-9,69 kJ mol~! deutlich und deutet somit auf die verringerte Affinitéit zu der Bindungs-

tasche hin.

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, geht die Bindung der Liganden an das Hamocyanin
unter hypoxischen Bedingungen vermutlich mit einer Konformationsinderung einher und
die so initiierte Makromolekiilumlagerung fithrt sowohl zu einer Freisetzung von Wasser-
molekiilen als auch zu einer weniger dichten Molekiilstruktur und einer damit einherge-
henden Erhohung von Freiheitsgraden des Molekiils, was fiir die Bindung des Urats einen
hoheren entropischen Beitrag hervorruft (Eftink und Biltonen, 1980; Griko und Remeta,
1999; Sarkhel und Desiraju, 2004). Die Bindung an die nicht-allosterischen Bindungsstel-
len ist fiir Urat und Koffein entropisch giinstiger (TASY 1, 0,0, (10°C) = -37,34 kJ mol ™",
TAS) 1o xosien(10°C) = -12,09 kJ mol~"). Der hydrophobe Effekt des Koffeins kommt hier
somit stiarker zum tragen. Die Bindung an die nicht-allosterischen Bindungsplitze fiihrt
zum einem zu einer verstirkten Wasserfreisetzung und zum anderen zu einer Erhéhung
der Freiheitsgrade des Molekiils.

Weiteren Aufschluss iiber die thermodynamischen Bindungseigenschaften der Effek-
torbindung an das Hamocyanin des Européischen Hummers kann eine Betrachtung der
Wirmekapazitit der Bindung liefern. In Tabelle 4.2 sind die Anderungen der Wirmeka-
pazititen der Bindung von Urat, Koffein, Paraxanthin, Theophyllin und Theobromin zu
finden. Die Warmekapazitit der Dimethylxanthine und des Koffeins ist temperaturabhén-
gig; in niedrigen Temperaturbereichen wird eine geringe Anderung und mit zunehmender
Temperatur eine negative Anderung der Wirmekapazitit beobachtet. Die Wirmekapazi-
tat fiir Urat konnte nur aus zwei Messpunkten berechnet werden, so dass hier von einer
geschitzten Angabe ausgegangen werden muss, die allerdings auch schon bei den gerin-
gen Temperaturen von 10 bis 15°C mit AC, oy, vra) = —2,27 kJ K~ mol~! negativ ist.
Negative Anderungen der Wirmekapazitit wurden in wissrigen Systemen schon mehi-
fach gemessen z. B. von Spolar und M. T. Record (1994) sowie Gupta et al. (2006) und
sind fiir Ligand-Makromolekiil-Interaktionen charakteristisch (Sturtevant, 1977; Eftink
und Biltonen, 1980). Clarke et al. (2001) konnten fiir die Interaktion von Trisacchariden
mit dem Lectin Concanavilin-A Wirmekapazititen von -0,46 und -0,39 kJ K~ mol™!
aufzeigen. Eine Erklidrung fiir negative Wirmekapazititsinderungen ist die Uberfiihrung
des Liganden aus dem Wasser in die Bindungstasche (Wadso, 1972). Demnach miisste die

Uberfithrung stark hydrophober Liganden aus einem wissrigen Medium in die Bindungs-
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Tabelle 4.2: Wirmekapazitit der Bindung von Urat und Koffein, sowie der verwendeten Dimethylxanthine
in kJ K~ mol~!

ACp(Oxy) [kJ K=! mol~ 1]

Effektor 10 — 30°C

Urat ~ —2,27
Koffein 0,48 —-2,10
Paraxanthin 0,71 —-2,13
Theobromin -0,12 - -0,66
Theophyllin 0,61 —-3,42

tasche zu einer negative Wiarmekapazitét fithren. Studien wie die von Clarke et al. (2001)
zeigen jedoch, wie schwierig die Analyse solch einer Protein-Ligand-Interaktion ist, da in
jener Studie eine Erhéhung des Kohlenstoffanteils eines Molekiils nicht zu der erwarteten
Erniedrigung der Warmekapazitit fithrte (Cooper, 2005).

Die hier verwendeten Purinderivate sind in Wasser 16slich und unléslich in den meisten
unpolare Losungsmitteln. Von daher kann der Beitrag an der negativen Wiarmekapazitit
durch die Hydrophobizitit des Effektors schwer beurteilt werden (Elguero et al., 1976;
Eftink und Biltonen, 1980; Cooper, 2005). Je hoher der Anteil an Methyl-Gruppen im Ef-
fektormolekiil, desto negativer wire die erwartete Wirmekapazitit bei der Uberfithrung
in die Bindungstasche des Himocyanins. Theophyllin zeigt jedoch eine deutlich negativere
Wairmekapazitit als das vermeintlich hydrophobere Koffein. Zudem ist die Warmekapazi-
tdt des Oxopurins Urat ebenfalls stark negativ. Es muss somit noch eine andere Erklarung
fiir die negative Warmekapazitéit bei der Ligandenbindung geben.

Negative Warmekapazitdten konnen auch durch Konformationsénderungen erklért
werden, die durch die Temperatur sowie durch den Liganden induziert werden konnen.
Geht man davon aus, dass das Molekiil unter normoxischen Bedingungen in zwei ver-
schiedenen Konformationen vorliegen kann (siehe Kapitel 4.1) und die Umlagerung bei
einer bestimmten Temperatur (7,) erfolgt, so kann dies in einer negative Wirmekapa-
zitdt resultieren. Dies spiegelt sich am deutlichsten in der Temperaturabhéngigkeit der
Wirmekapazitit wieder (Privalov und Privalov, 2000).

Mit den in dieser Arbeit gewonnenen Daten ist nun eine weitere Charakterisierung
der Uratbindungsstelle moglich. Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Xan-
thinderivate alle an das Himocyanin des Européischen Hummers binden und dass eine
erhohte Hydrophobizitit die Bindung der artifiziellen Effektoren an das Himocyanin im
Gegensatz zu dem natiirlichen Modulator Urat erh6ht. Dies steht im Einklang mit der
von Zeis (1994) aufgestellten Hypothese, dass unpolare Wechselwirkungen des Effektors
mit dem Hamocyaninmolekiil die Bindung begiinstigen, denn je besser die lonisieruns-
gmoglichkeit des Molekiils und die damit einhergehende Ladung des Effektors ist, desto
geringer ist die Bindungsaffinitit zur Bindungstasche. Die hydrophobe allosterische Bin-

dungstasche konnte somit mit einem aromatischen Rest von einem Phenylalanin, Tyro-
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sin oder Tryptophan bestiickt sein und diese eine unpolare Wechselwirkung iiber eine
m-Komplexbildung eingehen. Da jedoch ein 6-Oxopurin fiir die Bindung erforderlich ist,
miissen auch polare Wechselwirkungen bei der Bindung ein Rolle spielen, wie Wasserstoftf-
briickenbindungen und van der Waals-Krifte, da alle hier verwendeten Xanthinderivate
und damit 2,6-Oxopurine affiner an die Bindungsstellen binden als das von Zeis (1994)
verwendete Hypoxanthin. Die Formierung von Wasserstoftbriickenbindungen geht immer
mit einem Verlust an Entropie einher und erklidrt somit den ungiinstigen Entropieanteil

der Bindung.

4.5 Allosterische Modellvorstellungen

Die hier dargestellten Ergebnisse und Auswertungen lassen auf ein komplexes allosteri-
sches Bindungsverhalten des Sauerstoffs und des Effektors Urat an das Himocyanin des
Europédischen Hummers schlieffen. Nach dem angewendeten Nested-MWC-Modell kann
Hémocyanin in verschiedenen allosterischen Konformationen vorliegen (rT, tR, tT, rR).
Die Verteilung der Konformationen in Abhéngigkeit der Sauerstoffsittigung sowie der
Temperatur konnte iiber die Auswertung der Sauerstoffbindungskurven bestimmt wer-
den. Durch die kalorimetrischen Bindungsstudien konnte die Bindung des Urats an das
Hémocyanin iiber vier Bindungsplitze, zwei allosterische und zwei nicht-allosterische, cha-
rakterisiert werden. Die Bindung an die allosterischen Bindungspldtze kann mit einer
Konformationsinderung einhergehen.

Abbildung 4.10 zeigt ein aus den Ergebnissen dieser Arbeit gewonnenes allosterisches
Bindungsmodell des Urats an das Hamocyanin des Europiischen Hummers in Abhéngig-
keit von der Temperatur. Auf dem Nested-MWC-Modell basierend wurde in vorhergehen-
den Kapiteln bereits dargestellt, dass das Himocyanin mit zunehmender Temperatur eine
Konformationsinderung durchlauft. Zudem scheint die Bindung des Urats bei bestimmten
Temperaturen ebenfalls eine Konformationsianderung hervorzurufen. Diese konnte jedoch
in dem hier fiir die kalorimetrischen Kurven verwendeten Modell nicht beriicksichtigt
werden, spiegelt sich jedoch in der Annahme zweier allosterischer Bindungsstellen wieder.
Urat bindet bei geringer Temperatur und geringer Sauerstoffkonzentration zunichst an
die Konformation tR. Die Bindung des Urats fiihrt zu einer Konformationsénderung von
ca. 1/3 der Himocyaninmolekiile zur Konformation tT. Bei hohen Temperaturen ist der
Anteil der unter Hypoxie durch die Uratbindung umgelagerten Molekiile deutlich gerin-
ger. Die Affinitdt des Sauerstoffs ist bei 10°C fiir die Konformation tT hdéher, so dass
Urat die Bindung des Sauerstoffs erleichtert. Unter normoxischen Bedingungen hat die
Bindung des Urats bei geringen Temperaturen keinen Einfluss auf die Konformations-
verteilung. Erhoht sich die Temperatur, so erfolgt eine durch die Temperatur induzierte
Konformationsumlagerung von Konformation r'T zu Konformation rR. Die Bindung des

Urats induziert auch schon bei moderaten Sauerstoffkonzentrationen eine erneute Konfor-
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Abbildung 4.10: Allosterisches Modell des Bindungsverhaltens des Urats als auch der weiteren hier verwen-
deten Xanthinderivate an das Himocyanin des Europiischen Hummers (Homarus vulgaris). Auftragung
der relativen Konformationsverteilung bei 10 und 30 °C in Abhéngigkeit von der Sauerstoffkonzentration
in An- und Abwesenheit des Modulators. Hec,s: Himocyanin in der Konformation a8 ohne gebunde-
nen Modulator; Heg 5: Himocyanin in der Konformation o8 mit gebundenem Urat bzw. anderem Xan-
thinderivat; Hcpao: nicht-allosterische Bindungsplétze des Himocyanins; Hcy! ;. : mit dem Modulator
Urat besetzte nicht-allosterische Bindungsplétze; k,3: Bindungskonstante des Urats an die entsprechende
Konformation af. af stellt die jeweilige Konformation r'T (griin), tT (rot), tR (blau) und rR (gelb) des
Héamocyanins dar, an die der Effektor bindet. Fiir Details siehe Text.
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mationsdnderung zur Konformation r'T. Sauerstoff bindet bei Temperaturen zwischen 10
und 25°C mit einer hoheren Affinitdt an die Konformation rT. Da bei héheren Tempera-
turen die Sauerstoffbindungskapazitit des Himocyanins deutlich reduziert ist, ermdglicht
Urat eine verbesserte Sauerstoffaufnahme.

Die Sauerstoffaffinitdtserhohung durch den Effektor Urat nimmt mit zunehmender
Temperatur ab, die des Effektors Koffein jedoch zu. Zuséatzlich zeigte sich, dass sich die
Bindungsaffinitiat des Sauerstoffs an die Konformation r'T' mit zunehmender Temperatur
deutlich verringerte und bei 30°C sogar Konformation rR eine hohere Affinitit zugewie-
sen werden konnte. Koffein ermdglicht im Gegensatz zu Urat durch die Bindung keine
Konformationsumlagerung zu der Konformation rT. Urat fungiert daher nur in den phy-
siologischen Bereichen von zwei bis ca. 25°C als effektiver Modulator der Sauerstoftbin-

dungsaffinitét.

4.6 Physiologische Betrachtungen

Dekapode Hummer leben in ihrem natiirlichen Habitat in Wassertemperaturen von ca.
zwei bis 25°C auf Grund von jahreszeitlich bedingten Schwankungen. Experimente mit an
bestimmte Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen akklimatisierten Tieren, zeigten,
dass Hummer in einem Temperaturbereich von 0 bis 30°C iiberleben kénnen und plétzliche
Temperaturinderungen von +16 und -21°C tolerieren (McLeese, 1959; Aiken, 1980; van
Olst et al., 1980). Es gibt zahlreiche Anpassungen der Crustaceen an eine verdnderte Um-
gebungstemperatur. So fiihrt eine erhéhte Umgebungstemperatur zu einem erniedrigten
Hémolymph-pH-Wert (Truchot, 1971). Decker und F5ll (2000) zeigten eine Anderung der
Hémocyaninzusammensetzung sowohl auf Ebene der Hexamere als auch der Di-Hexamere
bei Astacus leptodactylus nach Adaption an verschiedene Temperaturen. In dieser Arbeit
wurde die Anpassung des Hamocyanins des Europidischen Hummers an unterschiedliche
Temperaturen und Sauerstoffkonzentrationen unter allosterischen Modellvorstellungen be-
schrieben.

Urat akkumuliert unter hypoxischen Bedingungen in der Hidmolymphe dekapoder
Crustaceen (Lallier et al., 1987; Lallier und Truchot, 1989) und ist ein Abbauprodukt
des Purinstoffwechsels. Unter normoxischen Bedingungen wird es durch die Uricase zu
Allantoin oxidiert und weiter {iber Allantoinsédure und Harnstoff zu Ammoniak und Koh-
lendioxid abgebaut (Claybrook, 1983). Da die Uricase jedoch Sauerstoff als Co-Substrat
benotigt (Dykens, 1991), akkumuliert Urat unter Sauerstoffmangel (Czytrich, 1990; Lal-
lier et al., 1987). Wihrend einer biotopbedingten Hypoxie konnten fiir den Flusskrebs
Astacus leptodactylus Uratkonzentrationen von 369 M nach acht Stunden und von ca.
400 uM nach 20 Stunden gemessen werden. Es scheint jedoch eine Grundkonzentration
von 106 pM im Tier vorzuliegen (van de Meer, 2004). Ahnliche Beobachtungen wurden

fiir Carcinus maenas beschrieben. Hier wurden Grundkonzentrationen von 79 uM und
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nach einer 12 stiindigen Inkubation eine Erhohung auf 113 uM gemessen (Lallier et al.,
1987). Im Falle des Europédischen Hummers (Homarus vulgaris) konnte Zeis (1994) nach
einer vierstiindigen hypoxischen Inkubation Uratkonzentrationen von 80 puM aufzeigen,
wahrend unter normoxischen Bedingungen Uratkonzentrationen von ca. 20 uM gemessen
wurden (Zeis, 1994). Nach erh6hter muskuldrer Aktivitdt konnte van de Meer (2004) weder
eine signifikante Erhohung der Konzentration von Adenosin noch von dessen Abbaupro-
dukten Inosin und Urat im Flusskrebs Astacus leptodactylus messen. Ahnliche Ergebnisse
erzielten Lallier und Walsh (1990) nach einer 30 miniitigen Schwimmphase der Krabbe

Callinectes sapidus.

Da Urat unter funktionsbedingter Hypoxie bei den hier aufgefiihrten Crustaceen nicht
akkumuliert, ist es wahrscheinlich, dass auch beim Européischen Hummer keine Akkumu-
lation des Urats wihrend einer erhhten muskuldren Aktivitit stattfindet. Somit kénn-
te die Grundkonzentration des Urats einen ausreichenden Einfluss auf die Sauerstoff-

bindungseigenschaften des Himocyanins des Europédischen Hummers (Homarus vulgaris)
haben.

Simulationen basierend auf den aus den kalorimetrischen und den Sauerstoffbindungs-
daten gewonnenen Ergebnissen im Bezug auf physiologische Bedingungen der Sauerstoff-
als auch Uratkonzentration der Himolymphe des Hummers, konnten das Verstindnis fiir
die Funktion des Urats im Tier im Bezug auf die saisonalbedingten Temperaturschwan-
kungen im Habitat erh6hen. Es konnten jedoch keine Bindungsparameter fiir die Bindung
des Urats an das Hamocyanin bei 30°C mit dem Two-Sets-of-Sites-Modell bestimmt wer-
den. Es ist jedoch davon auszugehen, dass Urat an das Himocyanin bindet, da mit dem
One-Set-of-Site-Modell eine Auswertung unter der Bestimmung einer geringen Bindungs-
konstante moglich war und nach einer Sittigung des Himocyanins mit Urat eine Anderung
der Sauerstoffbindungsaffinitéit verzeichnet werden konnte. Da fiir 10°C Bindungsparame-
ter bestimmt werden konnten und dort der relative Zusammenhang der Bindungskurven
begutachtet werden kann, wurden die Bindungskurven basierend auf hypothetischen Urat-

bindungsdaten bei 30°C und eine Uratkonzentration von 20 uM (Zeis, 1994) simuliert.

Unter normoxischen Bedingungen betrigt der Sauerstoffpartialdruck der Himolym-
phe des Europédischen Hummers vor der Kiemenpassage 21 Torr und nach den Kiemen 50
Torr (Butler et al., 1978; McMahon et al., 1978). In Abbildung 4.11 A sind Sauerstoffbin-
dungskurven bei 10, 25 und 30°C in Anwesenheit von 0, 0,02 (Normoxie) und 0,40 mM
(Hypoxie) Urat aufgetragen. Unter normoxischen Bedingung ist eine Grundkonzentration
von 20 uM Urat in der Himolymphe bestimmt worden (Zeis, 1994). Es kommt somit un-
ter normoxischen Bedingungen bei 10°C zu einer maximalen Entladung des Himocyanins
von 4%, unter physiologischen Bedingungen mit einer Grundkonzentration von ca. 0,020
mM Urat sogar nur von 2%. Bei tiefen Temperaturen dient Himocyanin unter Normoxie
somit vermutlich nicht als Sauerstofftransporter, wie auch schon Menze et al. (2005) fiir
20°C berechneten.
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Abbildung 4.11: Sauerstoffbeladungsgrade des Himocyanins des Europidischen Hummers unter verschie-
denen physiologischen Bedingungen bei 10°C (blau), 25°C (orange) und 30°C (rot) A: Normoxie und
biotopbedingte Hypoxie. Referenzlinie bei 5 Torr: Pp, vor der Kiemenpassage bei biotopbedingter Hy-
poxie; Referenzlinie bei 15 Torr: Pp, nach der Kiemenpassage bei biotopbedingter Hypoxie Referenzlinie
bei 21 Torr: Pp, vor der Kiemenpassage bei Normoxie; Referenzlinie bei 50 Torr: P, nach der Kiemen-
passage bei Normoxie; Die blauen Bereiche zeigen die Sauerstoffkapazitit des Himocyanins bei 10°C, die
orangen Bereiche bei 25°C und die roten Bereiche bei 30°C. Da es hier zu Uberschneidungen kommt, kann
die Sauerstoffbeladung bei der jeweiligen Temperatur an der Referenzlinie bei 50 bzw. 15 Torr abgelesen
werden. B: Funktionsbedingte Hypoxie. — ohne Effektor; .... mit 0,02 mM Urat; ———- mit 0,4 mM Urat
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Wie oben beschrieben lebt der Hummer in seinem natiirlichen Habitat in Temperatur-
bereichen von zwei bis 25°C und kann einen Temperaturbereich von 0 bis 30°C tolerieren.
Unter normoxischen Bedingungen kommt es bei 25°C zu einer Entladung von ca. 33% des
Hamocyanins, in Ab- und in Anwesenheit von 0,02 mM Urat. Somit fungiert Himocyanin

vorwiegend bei hohen Temperaturen als Sauerstofftransportprotein.

Urat akkumuliert bei biotopbedingter Hypoxie bis auf eine Konzentration von 0,4 mM
in der Himolymphe. Der Sauerstoffpartialdruck dndert sich zudem auf ca. 5 Torr vor der
Kiemenpassage und erreicht 15 Torr nach der Kiemenpassage (Butler et al., 1978; McMa-
hon et al., 1978). Bei 10°C verringert sich durch die mit der Akkumulation einhergehenden
Bindung an das Himocyanin und der anschlieftenden Affinitdtserh6hung sogar die Abgabe
von Sauerstoff an das Gewebe um 25% (siehe Abbildung 4.11A, biotopbedingte Hypoxie).
Hémocyanin wirkt hier dennoch als Sauerstofftransportprotein, die Wirkung des Urats
liegt jedoch nicht in der erhohten Sauerstoffabgabe. Bei erhhten Temperaturen kann es
jedoch durch die verringerte Konzentration des Sauerstoffs im Gewdsser zu einer biotop-
bedingten Hypoxie kommen. Durch eine Akkumulation des Urats gibt das Hamocyanin
42% des gebundenen Sauerstoffs bei 25°C an das Gewebe ab. Wiirde Urat nicht akku-
mulieren, so konnten nur 25% Sauerstoff entladen werden. Himocyanin wirkt demnach
mit gebundenem Urat bei einer mit der erhohten Gewéssertemperatur einhergehenden
biotopbedingten Hypoxie als effektiver Sauerstofftransporter, da sich die Sauerstofftrans-
portkapazitiat um 17% erhoht. Bei 30°C sinkt der Wirkungsgrad des Himocyanin-Urat-
Komplexes ab, da nur noch eine Kapazitatserhohung von ca. 5% zu verzeichnen ist. Damit
wird deutlich, dass es sich bei dieser Temperatur um die Grenze des Toleranzbereichs des

Hummers handelt.

Da funktionelle Hypoxie beim Amerikanischen Hummer (Homarus americanus) mit
einer Erniedrigung des pH-Wertes einhergeht (Rose et al., 1998) und man davon ausge-
hen kann, dass es sich bei dem Européischen Hummer ( Homarus vulgaris) ahnlich verhélt,
kann eine funktionelle Hypoxie hier nur bedingt simuliert werden, da pH-Wert-abhéngige
Bindungsparameter bei erhéhten Temperaturen nicht zur Verfiigung stehen. Abbildung
4.11 B zeigt die Wirkung des Hidmocyanins als Sauerstofftransporter nach muskulérer
Aktivitit. Die pH-Wert-Anderung wurde hierbei nicht einbezogen. Da Urat bei funk-
tionsbedingter Hypoxie nicht akkumuliert, muss hier von der Grundkonzentration von
0,02 uM Urat in der Hamolymphe ausgegangen werden. So kommt es bei einer Tem-
peratur von 10°C zu einer 60%igen Entladung des Himocyanins am Gewebe, bei einer
Temperatur von 25°C sogar von 89%. Da die Affinitat des Himocyanins durch den abge-
senkten pH-Wert verringert wird, ist davon auszugehen, dass die Sauerstoffkapazitit des
Hémocyanins geringer ist. Es wurde jedoch fiir die Blaukrabbe Callinectes sapidus (Booth
et al., 1982) und den Taschenkrebs Cancer magister (Graham et al., 1983) eine Akkumu-
lation von L-Laktat wihrend funktionsbedingter Hypoxie nachgewiesen. L-Laktat kdnnte

somit auch beim Europdischen Hummer die Funktion des Urats zur Affinitdtserh6hung
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iibernehmen. Hamocyanin wirkt dennoch auch unter funktioneller Hypoxie als potenter
Sauerstofftransporter, die Bindung des Urats ist hier jedoch iiber die Grundkonzentration

hinaus nicht relevant.
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Zusammenfassung

Hémocyanine sind multimere, allosterisch regulierte Proteine, die sich durch eine hoch
kooperative Sauerstoffbindung charakterisieren. Zahlreiche Effektoren kénnen die Sauer-

stoffaffinitdt des Himocyanins beeinflussen.

In dieser Arbeit wird der Einfluss der Temperatur auf die Sauerstoff- und Effektor-
bindung an das Himocyanin des Européischen Hummers (Homarus vulgaris) untersucht.
Urat akkumuliert unter biotopbedingter Hypoxie in der Himolymphe des Hummers und
beeinflusst die Sauerstoffaffinitdt des Himocyanins. Um dessen Bindungsstelle ndher zu
charakterisieren, wurden Koffein und weitere Xanthinderivate als artifizielle Effektoren in
Sauerstoftbindungs- und thermodynamischen Studien verwendet.

Die Bindung des Urats und der weiteren Effektoren konnte durch das Two-Set-of-
Sites-Modell mit zwei allosterischen und zwei nicht-allosterischen Bindungsplédtzen cha-
rakterisiert werden. Die Sauerstoffbindung an das Hamocyanin wurde mit dem Nested-
MWC-Modell beschrieben. Eine Kombination der Daten ermdglichte die Einordnung der
thermodynamischen Bindungsdaten in ein allosterisches Modell, das den Einfluss der Tem-
peratur auf das Himocyaninmolekiil beriicksichtigte.

Eine Erhchung der Temperatur iiber einen Bereich von 10 bis 30°C erniedrigt die
Sauerstoffaffinitit als auch die Kooperativitit der Sauerstoffbindung des Hamocyanins.
Urat und Koffein erh6hen die Sauerstoffaffinitit des Hamocyanins, der relative Einfluss

nimmt dabei mit zunehmender Temperatur fiir Koffein zu und fiir Urat ab.

Urat und die weiteren Xanthinderivate erh6hen die Sauerstoffaffinitit des Himocyan-
ins und senken die Kooperativitit der Sauerstoffbindung. Urat bindet bei 10°C unter
hypoxischen Bedingungen (Ppy < 1 Torr) mit der Bindungskonstante K[ = 0,55 +
0,026 mM~! an die Konformation tR. Die Bindung des Urats fiihrt zu einer partiellen
Umlagerung des Molekiils in die Konformation tT. Mit zunehmender Temperatur lagert
sich das Hamocyaninmolekiil unter hypoxischen Bedingungen in Abwesenheit der Effek-
toren in die Konformation tT um. Unter normoxischen Bedingungen (Ppe > 150 Torr)
bindet Urat mit einer hoheren Affinitit (K% = 35,37 + 13,33 mM ') an die Konforma-

tion r'T. Durch eine Erh6hung der Temperatur von 10 auf 30°C lagert sich Himocyanin
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in die Konformation rR um. Durch die Bindung des Urats erfolgt auch bei hohen Tempe-
raturen ab moderaten Sauerstoffkonzentrationen (Ppy ~ 30 Torr) eine Umlagerung in die
Konformation r'T. Die iibrigen Xanthinderivate haben keinen oder einen geringen Einfluss
auf die Konformationsverteilung unter normoxischen Bedingungen. Somit resultiert der
unterschiedliche relative Einfluss des Koffeins und Urats auf die Sauerstoffaffinitdt mit
zunehmender Temperatur aus der durch das Urat initiierten Konformationsumlagerung.

Die Bindung des Urats und der Xanthinderivate an das Hdmocyanin ist enthalpie-
getrieben. Dabei liegt die Bindung an die unter normoxischen Bedingungen dominie-
rende Konformation in einem niedrigeren Energiebereich als die Bindung an die nicht-
allosterischen Bindungsplitze. Die Anderung der Wirmekapazitit ist fiir alle verwendeten
Liganden negativ und von der Temperatur abhéngig. Die mit dem Nested-MWC-Modell
aufgestellte Hypothese, dass in Abhéngigkeit von der Temperatur das Molekiil einer Kon-
formationsumlagerung unterliegt, konnte somit bestétigt werden.

Die thermodynamischen Analysen der Bindung der Xanthinderivate an das Himocya-
nin zeigten, dass eine hohe Hydrophobizitit des Effektors die Affinitdt zu dem Makromo-
lekiil erh6ht. Daher bindet der artifizielle Effektor Koffein sowie die verwendeten Di- und
Mono-Methylxanthine bei jeder gemessenen Temperatur mit einer hoheren Affinitét an
das Himocyanin als der natiirliche Modulator Urat.

Das Hamocyanin des Européaischen Hummers dient unter physiologischen Bedingungen
bei hohen Temperaturen (> 25°C) als Sauerstofftransportprotein. Unter biotopbedingter
Hypoxie akkumuliert Urat in der Himolymphe und verstirkt bei hohen Temperaturen die
Sauerstoffabgabe an das Gewebe um 17% im Vergleich zu der Abgabe bei einer physiolo-
gischen Grundkonzentration von Urat. Urat hat demnach einen bedeutenden Einfluss auf
den Sauerstofftransport bei héheren Temperaturen. Bei tiefen Temperaturen und Hypoxie
hat die Akkumulation des Urats kaum einen Effekt auf die Sauerstoffabgabe an das Ge-
webe. Unter funktionsbedingter Hypoxie fungiert Himocyanin im gesamten Temperatur-
spektrum als Sauerstofftransporter, da jedoch Urat vermutlich unter diesen Bedingungen
nicht akkumuliert, hat es bei funktionsbedingter Hypoxie keinen relevanten Einfluss auf

den Sauerstofftransport im Tier.
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Anhang

Tabelle 6.1: Gleichgewichtskonstante [, I und A basierend auf dem Nested-MWC-Modell der Sauer-
stoffbindung in Abwesenheit eines Effektors (X + SD)

T lp A lr

10 2,0 x 10 +5,8 x 101 0,005 £ 0,0007 9x 102 +1,4 x 10%°
15 2,3x1024£5,0x 10" 1,2x1074£50x107° 53 x108£2,9 x 108
20 2,0 x 1011 48,0 x 101° 0,035=£0,002 1,0 x 1019 41,0 x 108
25 8,0 x10"+1,8 x 102 0,15+0,07 1,1 x10%4+3,6 x 10°
30 1,0 x 10" +6,0 x 10 6,056+1,4 3,0 x 109 +9,0 x 10®

Tabelle 6.2: Gleichgewichtskonstante %, (%" und AU* basierend auf dem Nested-MWC-Modell der
Sauerstoffbindung in Anwesenheit von Urat (X + SD)

Ir A In
10 2,0 x 102£25x 107 0,007£0,003 2,3 x 107 £5,8 x 101
15 1,5x10141,0x 101" 0,1740,24 5,0 x 10°+£5,7 x 10°
20 2,0 x 1011 +2,0 x 10° 3,394+0,41 1,0 x 10° 44,0 x 108
25 6,0 x 10°+5,0 x 10 0,6940,23 4,2 x 10849,8 x 10°
30 1,0x 10104£2,0x10°  28,2743,26 1,0 x 10'0£3,0 x 108

Tabelle 6.3: Gleichgewichtskonstante {efein, [Keffein ypg AKeffein hagjerend auf dem Nested-MWC-Modell
der Sauerstoffbindung in Anwesenheit von Koffein (X + SD)

Ir A lr
10 2,0 x 102 +5,8 x 10 0,004+0,007 2,0 x 10" +2,2 x 107!
15 2,0x10°4+1,7 %10 0,0001+0,0002 9,9 x 10"+1,9 x 10®
20 2,9 x10°+1,0 x 107 0,018+£0,003 1,1 x10%+1,0 x 107
25 1,0 x10°+1,0 x 108 0,2440,04 1,8 x 103 £3,0 x 107
30 1,0 x10°+3,0 x 108 1,94+0,85 2,0 x 10°43,0 x 108
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Tabelle 6.4: Gleichgewichtskonstante [$F, [¢f und A** basierend auf dem Nested-MWC-Modell der Sauer-
stoffbindung der aufgefithrten Xanthinderivate. (X £ SD)

Ir A lr

Paraxanthin 9,0 x 10°£6,0 x 10®° 0,0194+0,015 6,5 x 107+ 1,0 x 107
Theobromin 2,0 x 10°+£8,0 x 10* 0,01240,004 1,1 x 10¥£2,0 x 107
Theophyllin 2,0 x 10°4+1,3 x 10 0,01740,004 1,1 x 1084+2,0 x 107
1-Methylxanthin 2,0 x 10°+1,0 x 10 0,0774+0,019 1,3 x 108+2,0 x 107
3-Methylxanthin 1,0 x 10°£1,0 x 10®  0,2340,034 2,2 x 108 45,0 x 107
7-Methylxanthin 1,0 x 107 1,0 x 10® 0,0344+0,007 7,1 x 1074+9,0 x 10°
Isokoffein 9,2 x 1084+2,0 x 108 0,267 +0,05 2,0 x 1084+4,0 x 107
1,3,7-TMH 2,0 x10°4+6,0 x 10*  0,15+0,04 1,4x10%+1,0 x 107

Tabelle 6.5: Einflussfaktoren F§, F*% und F§' der Sauerstoffbindung der Xanthinderivate. Bei den an-
gegebenen Fehlern handelt es sich um die Standardabweichung (X 4+ SD)

Ligand Ff Fef FgF
Paraxanthin 0,013 +003 0,0294+0,014  0,065=+0,003
Theobromin 0,011£0,009 0,50£0, 26 0,114+0,02
Theophyllin 0,050,008 0,016 £0,002 0,08 £0,009
1-Methylxanthin 0,007 £0,0008 6,94+0,69 0,18£0,35
3-Methylxanthin 0,008 £ 0,001 4,17+0,51 0,1940,36
7-Methylxanthin 0,01+0,001 7,661,006 0,184£0,02
Isokoffein 0,008 £0,0007 74,98 +0,98 0,184+0,04
1,3,7-Trimethylharnsaure 0,05 40,005 0,02 £0,002 0,0740,003
0
_ 0 RSILLLL g0 .."_,.----
f, g -10 1 ..o' gﬂ §0 20 | .-'
"Ep b -20 . 8 3 o’
55 . S 30 .
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Abbildung 6.1: Beispielhafte Bindungsisotherme der Bindung von A: Isokoffein und B: 1,3,7-
Trimethylharnséure an das Hamocyanin des Européischen 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 Hamocyanin des
Européischen Hummers bei 20°C. Bindung unter normoxischen Bedingungen (e); Bindung unter hypo-
xischen Bedingungen (o)
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