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1. Einleitung

1. Einleitung

e Aufbau und Struktur der Hamocyanine

Hamocyanine sind sehr grof3e, sauerstofftransportierende Proteine, die frei geldst in
der Hamolymphe von Arthropoden und Mollusken vorkommen. Arthropoden- und
Molluskenhamocyanine zeigen deutliche strukturelle Unterschiede [van Holde and
Miller, 1995; Salvato and Beltramini, 1990; Ellerton et al., 1983]. Mollusken-
hamocyanine sind zylindrisch aufgebaut und bestehen aus Dekameren,
Didekameren oder Multidekameren. Eine Untereinheit mit einem Molekulargewicht
von etwa 350 - 450 kDa besteht aus bis zu 8 funktionellen Domanen, die jeweils ein
aktives Zentrum mit zwei Kupferatomen zur Sauerstoffbindung besitzen. Im
Gegensatz hierzu sind Arthropodenhamocyanine kubisch aufgebaut. Sie bestehen
aus Hexameren oder einem Vielfachen davon (nx6) [Markl and Decker, 1992]
(Abb.1.1).

6-mer 12-mer 24-mer 48-mer

Abb. 1.1: Aggregationsstufen verschiedener Arthropodenhdmocyanine.

6- und 12-mere kommen vorwiegend bei Crustaceen, 24-, 36- (nicht gezeigt) und 48-mere vorwiegend
bei Cheliceraten vor. Die Trimere der jeweiligen Hexamere sind in unterschiedlichen Farben
dargestellt.

Eine Untereinheit besteht aus etwa 620-650 Aminosauren, hat ein Molekulargewicht
von etwa 72-75 kDa und besitzt jeweils ein aktives Zentrum mit zwei Kupferatomen

zur Sauerstoffbindung.

e Struktur des 24-meren Hamocyanins der Spinne Eurypelma californicum

Das Hamocyanin der Vogelspinne Eurypelma californicum ist ein aus vier
Hexameren aufgebautes 24-mer, das aus sieben immunologisch und biochemisch
unterschiedlichen Untereinheitentypen besteht [Markl et al., 1979], deren Sequenzen

bekannt sind [Voit et al., 2000]. Die Stochiometrie der Untereinheiten, die mit den

-
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Buchstaben a-g bezeichnet werden, wurde als 4:2:2:4:4:4:4 bestimmt [Markl et al.
1981a]. Zwei der vier Hexamere, die das 24-mer bilden, enthalten Untereinheit b, die
anderen zwei Untereinheit c (Abb. 1.2). Alle Untereinheiten sind hierbei in bestimmter
Weise arrangiert und notwendig, um ein stabiles 4x6-mer zu formen [Markl et al.,
1981, 1982]. Jeweils ein Hexamer mit Untereinheit b und ein Hexamer mit

Untereinheit ¢ bilden ein 12-mer. Die zwei identischen 12-mere bilden Uber Kontakte

zwischen den Untereinheiten b und ¢ das native oligomere 24-mer.

Abb. 1.2: Quartarstruktur des 4x6-meren Hamocyanins der Spinne Eurypelma californicum.

Die funf Monomere a, d, e, f, and g besitzen jeweils die gleiche topologische Position innerhalb der
Hexamere. In zwei Hexameren kommt Untereinheit b und in den anderen zwei Untereinheit ¢ vor.
Zwei Hexamere bilden jeweils die 12-mere, die ihrerseits Uber die Untereinheiten b und ¢ miteinander
verbunden sind. Diese Halbmolekile sind strukturell identisch [Abbildung modifiziert nach Savel-
Niemann et al.,1988].

Wahrend das Hexamer Sauerstoff mit einer geringen Kooperativitat bindet, zeigt das
24-mer von Eurypelma californicum eine hoch kooperative Bindung von Sauerstoff
mit einem Hillkoeffizient von ny>7. Jede Untereinheit tragt in spezifischer Weise zu
dieser Bindung bei [Loewe, 1978; Decker et al, 1989; Decker and Sterner, 1990]. Die
strukturelle Hierarchie des 24-meren Hamocyanins geht so mit einer Hierarchie auf
funktioneller Ebene einher [Decker et al., 1986, 1988; Robert et al., 1987; Savel-
Niemann et al., 1988; Decker and Sterner, 1990 a,b].
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e Struktur des oxygenierten aktiven Zentrums der Arthropodenhamocyanine

Die beiden Kupferatome des aktiven Zentrums der Arthropodenhamocyanine sind
durch insgesamt sechs Histidinreste koordinativ gebunden [Gaykema et al., 1984].
Die genaue Struktur des oxygenierten aktiven Zentrums war lange unklar.
Spektroskopische Untersuchungen mit synthetischen Komplexen (Tris-pyrazolborat-
Liganden) von Kitajima et al. [1989], die dem aktiven Zentrum der Hamocyanine sehr
ahnlich sind [Kitajima et al.,, 1989, 1992; Baldwin et al., 1992], und die
Rontgenstrukturanalyse der Untereinheit Il des Hamocyanins von Limulus
polyphemus [Magnus et al., 1994] zeigten, dal® es sich bei dem oxygenierten aktiven

Zentrum um einen Kupfer-Peroxo-Komplex in side-on—Koordination (1-n%n?) handelt.

His 204
His 324

His 364

His 177

His 328

Abb. 1.3: Aktives Zentrum des Hamocyanins von Limulus polyphemus [Magnus et al., 1994]
Das Sauerstoffmolekil (rot) ist in der “side-on’-Konfiguration an die beiden Kupferatome (blau)
gebunden. Die N-Atome der Histidine, die die Kupferatome koordinieren, sind grin dargestellt.

Mit der Bindung von Sauerstoff ist eine Abstandsanderung der beiden Kupferatome
in den Untereinheiten verbunden. Rontgenstrukturanalysen des Hamocyanins von
Limulus polyphemus zeigen Verkleinerung des Abstands der Kupferatome von 4.6 A
im deoxygenierten zu 3.2 A im oxygeniertem Hamocyanin [Hazes et al., 1993;
Magnus et al., 1994]. Diese Abstandsanderung induziert eine Konformations-
anderung des Proteins, die offensichtlich die Basis fur die starken homo- und
heterotropen Wechselwirkungen der Untereinheiten im oligomeren Hamocyanin
darstellen [Volbeda and Hol, 1989; Markl and Decker, 1992; van Holde and Miller,
1995].
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e Stabiliat und Flexibilitat von Proteinen

Die Faltung von globularen Proteinen ist ein zentrales Problem in der Biochemie und
Molekularbiologie. Fur das Verstandnis der Faltung und der Auspragung der
dreidimensionalen Raumstruktur ist eine physikalische Charakterisierung sowohl des
nativen als auch des denaturierten Zustandes notwendig.

Generell zeichnen sich Proteine, insbesondere Enzyme mesophiler Organismen,
durch eine nicht sonderlich ausgepragte Stabilitat aus [Privalov 1979, Jaenicke,
1991]. Wahrend eine hohe spezifische Stabilitdt auch eine gewisse Steifheit
impliziert, ist die relativ niedrige Stabilitdt der meisten Enzyme auf die entsprechend
katalytisch notwendige Flexibilitdt zurickzufuhren [Huber, 1988]. Diese Hypothese
wird durch die Tatsache unterstitzt, dald Proteine, die als Inhibitoren wirken, wie z.B.
Proteinase-Inhibitoren, relativ stabile Strukturen annehmen.

Auch beim Hamocyanin der Spinne Eurypelma californicum fordert die Kooperativitat
der Sauerstoffbindung und deren Regulation durch Effektoren neben der
strukturellen Stabilitat [Sterner et al., 1995; Hubler et al.,, 1998] eine gewisse

Flexibilitat des Proteinmolekuls.

e Stabilitatsuntersuchungen von Proteinen mit chaotropen Agenzien

Eine Maoglichkeit, um Informationen Uber die Stabilitat von Proteinen und Uber die
komplexen Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen strukturellen Ebenen zu
bekommen, ist die Durchfiihrung von Experimenten mit chaotropen Agenzien, wie

beispielsweise Guanidinhydrochlorid (GdnHCI) oder Harnstoff.

H,N~ “NH,

Guanidinium-H* 2 NH

Harnstoff H N

Abb. 1.4: Guanidinium-lon und Harnstoff

Der Wirkungsmechanismus dieser chaotropen Agenzien ist noch nicht eindeutig
geklart. Es scheint klar, dal® denaturierende Agenzien direkt mit dem Protein
wechselwirken [Simpson and Kauzmann, 1953]. Ferner ist bekannt, dal® hohe
Konzentrationen an Denaturierungsmitteln die Eigenschaften des Ldsungsmittels

selbst verandern, wie Messungen der Oberflachenspannung mit GdnHCI und

-4-
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Harnstoff gezeigt haben [Breslow et al., 1990]. Die molekulare Basis dieser beiden
Effekte bei der Denaturierung ist allerdings noch nicht klar. Ebensowenig ist der
genaue Wirkungsort der Denaturierungsmittel bekannt. Es wurde postuliert, dal} die
denaturierenden Agenzien in das Protein wandern, mit den Atomen des
Proteinrickrates Wasserstoff-Briicken bilden und es so entfalten [Hedwig et al,
1991]. Unterstitzt wird dieses Modell dadurch, daf3 die Austauschraten von Protonen
einiger NH-Gruppen, sowohl an der Oberflache als auch im Inneren von Proteinen, in
der Gegenwart von z.B. Harnstoff abnehmen. Dies konnte fir Trypsin-Inhibitor aus
Rinderpankreas gezeigt werden [Kim and Woodward, 1993]. Kristallografische
Studien mit Diketopiperazin, einer Modellverbindung fur die Peptidbindung, und
Harnstoff zeigten Wasserstoff-Bricken zwischen der Amidgruppe und dem
Denaturierungsmittel auf [Thayer et al., 1993]. Kristallographische Studien mit
Ribonuclease A und GdnHCI und mit Dihydrofolatreduktase und Harnstoff zeigen laut
Dunbar et al. [1999], dal kein spezifischer Sekundar- oder Tertiarstrukturtyp fur die
Bindung der Denaturierungsmittel notig zu sein scheint.

Andere Modelle schlagen vor, dald die Wirkung der Denaturierungsmittel auf einer
Schwachung des hydrophoben Effektes basiert, welcher gemeinhin als die
vorherrschende Kraft bei der Faltung von Proteinen postuliert wird [Privalov et al.,
1988; Murphy et al., 1990; Sharp, 1991; Dunbar et al., 1997].

e Charakterisierung der Arthropodenhamocyanine

Eine wichtige GroRe bei der Charakterisierung von Proteinen ist das
Molekulargewicht [M;] zu dessen Bestimmung eine Vielzahl von Methoden zur
Verfligung stehen. Alle besitzen Vor- und Nachteile und je nach Molekulargewichts-
bereich eine unterschiedliche Genauigkeit.

Die Methode der SDS-Gelelektrophorese erlaubt die Bestimmung molarer Massen
bis etwa 200 kDa unter denaturierenden Bedingungen. Viele der bisherigen
Molekulargewichtsbestimmungen von Hamocyaninen wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese auf der Ebene von Untereinheiten durchgefihrt und die
Molekulargewichte der entsprechenden Oligomere abgeschatzt [Rogala und Gondko,
1981; Markl et al., 1979b; Larson et al., 1981; Salvato und Zatta, 1978; Gondko und
Michalik, 1981; Ellerton et al., 1970; van Holde und van Bruggen, 1971].

FUr die Molekulargewichtsbestimmung sehr grol3er Proteine kdnnen die Methoden

der analytischen Ultrazentrifugation und der statischen Lichtstreuung angewendet

-5-
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werden. Ein grof3er Vorteil hierbei ist, da® sie die Charakterisierung der Proteine in
Lésung erlauben. Fur oligomere Hamocyanine wurden in mehreren Untersuchungen
Molekulargewichte mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt [Jeffrey et al.,
1978; Kuiper et al., 1975; Johnson und Yphantis; 1978, Klarman et al., 1979; Ellerton
et al.,1970; Markl et al. 1976; Schneider et al., 1977].

Bei der Methode der statischen Lichtstreuung sind der molare Extinktionskoeffizient
[e] und das Brechungsindex-Inkrement [dn/dc] wichtige Grolen, die in die
Berechnung des Molekulargewichtes eingehen. Die spezifischen Extinktions-
koeffizienten [€] und Brechungsindex-Inkremente [dn/dc], die bisher fur Hamocyanine
bestimmt wurden, unterscheiden sich zum Teil deutlich [Nickerson and van Holde,
1971; Morimoto and Kegeles, 1971; Herskovits et al. 1981; Herskovits und Hamilton,
1987; Herskovits et al., 1990]. Im Rahmen meiner Arbeit sollten, neben der
Verwendung von Literaturwerten, die Extinktionskoeffizienten und Brechungsindex-
Inkremente fur die verwendeten Arthropoden-Hamocyanine bestimmt werden.

Neben der Methode der Vielwinkel-Laser-Lichtstreuung sollte zur Bestimmung der M,
einzelner Untereinheiten oder von Untereinheitengemischen des Hamocyanins aus
Eurypelma californicum die Methode der Massenspektrometrie angewendet werden.
Mit der 1987 von Karas und Hillenkamp entwickelten “Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation—Time Of Flight' [MALDI-TOF] wurden die Molekulargewichte
einzelner Untereinheiten und von Untereinheitengemischen des Hamocyanins von

Eurypelma californicum bestimmt.

o Stabilitatsuntersuchungen mit dem Hamocyanin der Spinne Eurypelma
californicum

Zur Untersuchung der Stabilitat sollten im Rahmen meiner Arbeit Denaturierungs-
experimente mit GAnHCI mit dem Hamocyanin der Spinne Eurypelma californicum
erste Ergebnisse von Fertl [1989], Penz [1990] und Schraml [1991] verifizieren und
mit Hilfe neuer Methoden erganzen. Hiermit sollten weitere Erkenntnisse uber die Art
der Wechselwirkungen und Krafte gewonnen werden, die sowohl auf der Ebene der
oligomeren Struktur, als auch auf der Ebene einer einzelnen Untereinheit wirken.

Das 24-mere Hamocyanin der Spinne Eurypelma californicum eignet sich besonders
gut fur derartige Stabilitatsuntersuchungen, da bereits eine grolde Menge struktureller
Informationen vorhanden ist. Neben dem Aufbau der Quartar- und Tertiarstruktur
[Markl et al., 1980a, b, 1981; Linzen et al., 1985, Linzen, 1989, de Haas and van

-6-
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Bruggen, 1994] sind auch die Aminosauresequenzen der sieben verschiedenen
Untereinheiten bekannt [Voit et al., 2000]. Von den nahe verwandten Hamocyaninen
der Crustaceenart Panulirus interruptus und der Cheliceratenart Limulus polypemus
kennt man die Réntgenstruktur mit einer Auflésung von 3.2 A bzw. 2.18 A [Volbeda
and Hol, 1989, Hazes et al., 1993].

Abb. 1.5: Struktur der Untereinheit Il des Cheliceratenhamocyanins von Limulus polyphemus
[1lla; Hazes et al., 1993].

Die Untereinheit gliedert sich in drei Domanen mit jeweils typischen Faltungsmotiven. Domane | (rot)
besteht vorwiegend aus o-Helices. Der Bereich zwischen den beiden offenen Enden wurde in der
Rontgenstruktur nicht aufgelést. Doméne |l (blau) besitzt ein ‘Four-o-Helix-Bundle® als
charakteristisches Faltungsmotiv. Die a-Helizes beinhalten die sechs Histidine (gelb) , die die zwei
Kupferatome (cyan) des aktiven Zentrums koordinieren. Doméane Il (griin) besteht vorwiegend aus -
Faltblattern, die ein siebenstrangiges B-Barrel bilden.

Neben der Stabilitdt des oligomeren Hamocyanins wurde auch die Stabilitat der
Untereinheit e untersucht. Mit der Kenntnis der vollstdandigen Aminosauresequenz
der Untereinheit e [Voit et al., 2000] und der Rontgenstruktur der Untereinheit |l des
nahe verwandten Cheliceraten-Hamocyanins von Limulus polyphemus [Hazes et al.,
1993] konnte die rdumliche Struktur der Untereinheit mittels des Verfahrens der
"Homologie-Modellierung™ modelliert werden [Sali et al., 1994, Voit et al., 2000].

Damit war die Basis fur eine Interpretation der Ergebnisse der Denaturierung auf

-7-
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molekularer Ebene gegeben. Untereinheit e ist in diesem Fall von besonderem
Interesse, da die vier Untereinheiten im 24-meren MolekUll jeweils an den aul3eren
Ecken des Oligomers liegen (Abb. 1.2). Reassoziationsexperimente haben gezeigt,
dal nur bei Anwesenheit von Untereinheit e stabile 24-mere Hamocyaninmolekile
gebildet werden [Markl et al., 1982]. Ferner fehlt einem reassemblierten 24-mer, das
keine Untereinheit e besitzt, jegliche Kooperativitat [Decker, 1981]. Somit scheint
Untereinheit e eine zentrale Rolle bei der Stabilitdt und der Gewahrleistung der
Kooperativitat im 24-meren Molekul zuzukommen.

Neben der Stabilitdt gegenuber GdnHCI, sollte die Thermostabiliat des Hamocyanins
von Eurypelma californicum untersucht werden. Hierbei wurden sowohl der Einflu®
der Oligomerisierung auf die Thermostabilitat der Untereinheiten [Fertl, 1989; Sterner
et al., 1995], als auch die die Thermostabilitat der verschiedenen strukturellen
Ebenen, untersucht werden. Diese sollte mit der Stabilitdt von Hamocyaninen

anderer Arthropoden mit unterschiedlicher Aggregationshohe verglichen werden.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien waren von p.a.-Qualitat und wurden von der Firma

Roth (Karlsruhe) bezogen mit folgenden Ausnahmen:

EDTA (Fluka, Neu-Ulm)

TEMED (Fluka, Neu-Ulm)

NaH,PO4 (Merck, Darmstadt)

Na,HPO4 (Merck, Darmstadt)

BSA (Sigma, Steinheim)

Sinapinsaure (Sigma, Steinheim)

HABA (Sigma, Steinheim)

APS (Sigma, Steinheim)

Coomassie (Sigma, Steinheim)

H.O (Milli-Q-Plus PF, Millipore, Eschborn)

2.2 Tiere und Tierhalterung

Die Spinnen der Art Eurypelma californicum wurden bei der Firma North Carolina
Biological Supply (Charlotte, USA) bezogen.

Die Halterung der Tiere erfolgte in etwa 20 cm hohen Plastikwannen (30x30 cm), die
mit einem Gitter nach oben abgeschlossen waren. Der Boden der Wannen war mit
Torf bedeckt. Wasser wurde ad libitum in Petrischalen bereitgestellt. Die Fltterung
erfolgte zweiwdchentlich mit jeweils einem Heimchen pro Spinne. Der Wechsel von
Licht und Dunkel erfolgte in einem 12 Stunden Rhythmus.

Die amerikanischen Hummer Homarus americanus, die Krebse Astacus astacus und
Astacus leptodactylus, die Taschenkrebse Cancer pagurus und die Strandkrabben
Carcinus maenas wurden lebend von einem ortsansassigen Fischgrohandler
(Deutsche See, Mainz) bezogen. Das Hamocyanin von Limulus polyphemus wurde
von Prof. Bonaventura aus North Carolina bezogen. Das Hamocyanin von Panulirus
interruptus wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Beintema (Holland) zur

Verfigung gestellt.
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2.3 Gewinnung der Hamolymphe

Die Hamolymphe von Eurypelma californicum wurde durch Punktion des dorsal
gelegenen Perikards erhalten. Die austretende Hamolymphe wurde mit einer
Pasteurpipette aufgenommen und sofort etwa 1:1 mit Puffer verdinnt. Danach
wurden die Zellbestandteile der Hamolymphe far 30 Minuten bei 13000 g
abzentrifugiert (Universal 16/16R, Hettich, Tuttlingen).

Auch die Hamolymphe der Krebse wurde durch Punktion des dorsal gelegenen
Perikards gewonnen. Hierzu wurde eine Kanule auf der dorsalen Seite flach am
hinteren Ende des Carapax eingestochen und die Hamolymphe mit einer Spritze
aufgezogen. Diese wurde dann direkt in die Zentrifugenbehalter geflllt und zur
Gerinnung fir etwa eine Stunde bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach
wurde die geronnene Hamolymphe mittels eines Spatels zerkleinert und die
Gerinnungsfaktoren und zellularen Bestandteile fur 40 Minuten bei 30.000 g bei 4°C
abzentrifugiert (Ultrazentrifuge L7, Beckmann, Miinchen). Der Uberstand wurde mit

0.02% Azid versehen und bis zur Aufreinigung bei 4°C gelagert.

2.4 Praparation der Hamocyanine

Die Aufreinigung der Hamocyanine erfolgte mittels Gelfitration. Die Hamolymphe von
Eurypelma californicum wurde bei 4 °C Uber eine Biogel A 1.5 M (Bio-Rad, Minchen)
Size-Exclusion Saule mit einer Lange von 120 cm und einem Durchmesser von
1.5 cm aufgereinigt. Die Saule wurde mittels Schwerkraft betrieben. Der Fluld betrug
etwa 15-18 mi/h. Pro Lauf wurden etwa 2-3 ml der Hamolymphe mit einer
Hamocyaninkonzentration von 30-50 mg Protein aufgegeben. Das aufgereinigte
Hamocyanin wurde mittels eines Fraktionssammlers in 3 ml Fraktionen (Modell 2110,
Bio-Rad, Minchen) gesammelt. Der Hamocyaningehalt der Fraktionen wurde
danach mittels eines Absorptionsspektrometers (Hitachi U-3000, Tokio, Japan)
bestimmt.

Die Aufreinigung der Crustaceen-Hamocyanine erfolgte mittels Gelfiltration Uber ein
mit Fractogel TSK HW 55(S) gefllltes XK50 Saulengehause (Pharmacia, Freiburg)
Die Saule war an eine FPLC-Anlage (Biologic Chromatography System, Bio-
Rad,Munchen) angeschlossen. Das aufgereinigte Hamocyanin wurde mittels eines

Fraktionssammlers (Modell 2128, Bio-Rad, Munchen) gesammelt.
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Zur Aufreinigung der Hamocyanine wurden etwa 10 ml Hamolymphe mit einer
Proteinkonzentration von etwa 40 mg/ml auf die Saule aufgetragen und mit einem
Flul von 2.5 ml/min eluiert. Das aufgereinigte Hamocyanin wurde in 4 ml Fraktionen

gesammelt und bei 4°C gelagert.

2.5 Dissoziation des Hamocyanins von Eurypelma californicum und

Aufreinigung der Untereinheiten

Fur die Dissoziation des 24-meren Hamocyanins von Eurypelma californicum wurde
Hamocyaninlosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in einem Visking
Dialysierschlauch (Roth) mit einer PorengroRe von 25-50 A (AusschluRgrenze:
10.000-20.000 Dalton) gegen 0.05 M GlyOH-Puffer mit 5 mM EDTA, pH 9.6
dialysiert. Die Dialyse erfolgte gegen das 1000-fache Puffervolumen unter standigem
Ruhren bei 4°C.

Die Aufreinigung der Untereinheiten erfolgte mittels einer DEAE-Sepharose-
lonenaustauschsaule welche an ein FPLC-System (Biologic Chromatography
System, Bio-Rad, Munchen) angeschlossen war. Hierbei wurde ein Stufengradient

von 0 M bis 0.4 M KCI angelegt, um die Untereinheiten zu eluieren (Abb. 2.1).

0.04 1.0

—— OD [280 nm] 2
Leitfahigkeit [uS]

— 0.8
0.03

— 0.6
0.02

OD [280 nm]
Leitfahigkeit [uS]

— 0.4

0.01 +

— 0.2

0.00 -

0 100 200 300 400 500

Elutionsvolumen [ml]

Abb. 2.1: Elutionsprofil der Untereinheitenaufreinigung des Hamocyanins aus Eurypelma
californicum.

Dargestellt ist das OD-Signal des UV-Vis-Detektors bei 280 nm und der Verlauf des KCI-Gradienten
anhand der Leitfahigkeit. Peak 1 enthalt Untereinheit d, Peak 2 die Untereinheiten a, g und f, Peak 3
Untereinheit e und Peak 4 das Heterodimer bc.
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Die einzelnen Fraktionen der Peaks wurden mittels nativer PAGE auf ihre Reinheit
Uberpruft (Abb 2.2).

10000
|
;

®oOQ o

Abb. 2.2: Natives Gradientengel (5-15%) zur Uberpriifung der mittels lonenaustausch-
chromatographie gereinigten Untereinheitenfraktionen.

Spur 1 zeigt ein Untereinheitengemisch mit Oligomerresten. Zu erkennen sind das Dimer ff, die
Untereinheiten d, f, g, a und als unterste Bande Untereinheit e. In Spur 2 wurde Peak 1 des Eluats
aufgetragen (Abb. 2.5.2). Es handelt sich hierbei um Untereinheit d. Spur 3-5 zeigen verschiedene
Fraktionen des 2. Peaks des Eluats. Hier sind die Untereinheiten a, f und g vorhanden. Zu erkennen
ist auch das Dimer ff. Spur 6 entspricht Peak 3 des Eluats und zeigt eindeutig Untereinheit e. In Spur
7 wurde Peak 4 aufgetragen. Hier handelt es sich um das Heterodimer bc.

Mit diesem Aufreinigungsschritt konnten die Untereinheiten d und e und das Dimer
bc von den Untereinheiten a, f und g, welche in einem Peak eluierten, getrennt
werden. Nach der Aufreingung wurden die Untereinheiten gegen 0.05 M GlyOH-
Puffer, pH 9.6 dialysiert und bei 4°C aufbewahrt.
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2.6 Native Gradientengelelektrophorese

e Ldsungen

I. Acrylamidlosung
Rotiphorese Gel 30-Fertigldsung ; 30% Acrylamid, 0.8% Bisacrylamid

II. Trenngelpuffer
1.5 M Tris-HCI, pH = 8.8 (20°C)

[ll. Sammelgelpuffer
0,5 M Tris, pH = 6.8 (22°C)

IV. TEMED (Fluka)

V. APS 0.2%
in 1 ml Aliquots, bei -20°C gelagert

VI. Isobutanollésung (wassergesattigt)
60 ml Isobutanol wurden mit 10 ml H,O vermischt, geschuttelt und die obere Phase
verwendet.

VII. Probenpuffer —nativ-:
50% Glyzerin, 0.1% Bromphenolblau in H,O

VIII. Laufpuffer —nativ-:
Stammlsg: 0,1 M Tris, 0,75 M Glycin
Fur die Elektrophorese wurde die Stammlésung im Verhaltnis 1:4 mit H,O verdinnt.

IX. Farbelosung:

0.2% Coomassie , 50% Methanol, 40% H,0O, 10% Eisessig.

Hierfir wurden 2 g Coomassie R 250 in 500 ml Methanol, 400 ml H,O, 100 ml
Eisessig geldst und mit einen Faltenfilter filtriert.

X. Entfarbelésung:

Sie besteht aus 50% H,0, 40% Methanol und 10% Eisessig
Hierfur wurden 1000 ml H,O mit 800 ml Methanol und 200 ml Eisessig vermischt.

13-
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XI. Marker fur native Gele

Als Marker fur die nativen Gele wurde andissoziierte Hamolymphe von Eurypelma
californicum verwendet. Hierfir wurden 10 pl abzentrifugierte Hamolymphe von
Eurypelma californicum mit 500 pl 0,05 M GlyOH-Puffer, 5 mM EDTA pH = 9.6
gemischt und fur circa 1-2 Stunden andissoziiert. Die Losung wurde danach im
Kdhlraum aufbewabhrt.

Losungen Sammelgel 3% | Trenngel 5% Trenngel 15%
[ml] [mi] [ml]
Rotiphorese Gel 30 1.40 2.33 7.00
Trenngelpuffer (Pkt. I1) - 3.50 3.50
Sammelgelpuffer (Pkt. 1l1) 3.50 - -
H.O 8.89 7.96 3.29
TEMED 0.028 0.014 0.014
APS, 0.2% 0.21 0.21 0.21

Tab. 2.1: Mischungsverhaltnisse der Lésungen fiir Sammel- und Trenngel der nativen PAGE.

e Durchfiuhrung der nativen Gradientengelelektrophorese

Zunachst wurden die gefetteten Kunststoffspacer auf eine Glasplatte aufgelegt und
dann die zweite Glasplatte mit Aussparung fur den Probenkamm angedruckt. Die
Unterseite ist mit einem Kunstoffspacer mit Metallhlilse abgeschlossen, durch die
das Gradientengel zwischen die Glasplatten eingefillt wurde. Die Platten wurden
zusatzlich mit Metallklammern fixiert. Die so vorbereitete Gelplatte wurden dann in
den Gieldstander eingespannt und ein Silikonschlauch zum Beflllen Uber die
Metallhllse geschoben, der Uber die Schlauchpumpe mit dem Gradientenmischer
verbunden wurde. Danach wurde die Gelldsungen mit der geringeren Prozentigkeit in
die vordere Kammer des Gradientenmischers gefullt und mit einem RuUhrfisch
versehen. Die Gelldsung mit der hoheren Prozentigkeit wurde in die hintere Kammer
gefullt. Danach wurden die Lésungen mittels der Schlauchpumpe bis etwa 2 cm vom
oberen Rand der Gelplatten gepumpt und dann der Silikonschlauch mittels
Schlauchklemme verschlossen. Zur Polymerisation des Trenngels wurde die
Geloberflache mit Ethanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Ethanol
abgegossen, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und der Probenkamm
eingesetzt. Nach etwa 1 Stunde war das Gel auspolymerisiert. Fur den Lauf eines

nativen Gels wurden die Gele in eine Gelkammer von Holzel (jetzt Spetec, Erding)
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eingespannt und die Pufferreservoire mit Laufpuffer (Lsg. VIII) befullt. Der
Probenkamm wurde entnommen und die Taschen beflllt. Die Proben mit einer
Konzentration von 0.5-1 mg/ml wurden im Verhaltnis 3:1 mit einer Bromphenolblau—
Saccharoselésung gemischt. Pro zu erwartender Bande wurden etwa 3 pg Protein
aufgetragen. Nach dem Beladen des Gels wurde bei 4°C im Klhlraum zunéachst eine
Spannung von 80 V fur das Sammelgel angelegt. Nach dem Durchlaufen der Probe
durch das Sammelgel wurde die Spannung fur das Trenngel auf 100 V erhdht. Der
Lauf war beendet, wenn die BPB-Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte.
Danach wurde das Gel aus der Elektrophoresekammer entnommen, vorsichtig von
den Glasplatten gelost und fur circa 1 Stunde in der Farbeldsung (Lsg. IX) gefarbt.
Zum Entfarben wurde das Gel zunachst kurz mit H,O abgespult und dann in die
Entfarbeldésung eingelegt, bis der Hintergrund annahernd farblos war. Danach wurde

das Gel entnommen, in Folie eingeschweil3t und zur Dokumentation gescannt.

2.7 Zweidimensionale Immungelelektrophorese

e Ldsungen

I. Veronalstammlosung

Fur die Herstellung der Veronalstammlosung wurden zunachst 103 g Natriumveronal
in 2 | H,O gelést. Danach wurden 20 g Veronal eingewogen, unter Erhitzen in H,O
geldst und auf 5 | aufgefullt.

[I. Agaroseldsung (1%-ig)

Hierfir wurden 2 g Agarose M [Amersham Pharmacia Biotech] in 40 ml
Veronalstammlésung (Lsg. |) und 160 ml H,O unter Aufkochen in Lésung gebracht,
bis die Losung klar erschien.

. Laufpuffer
FiUr die Herstellung des Laufpuffers wurde die Veronalstammlésung (Pkt. 1) 1:5 mit
H2O verdinnt.

IV. Waschlosung

Als Waschldsung diente eine 0.6%-ige - NaCl-Lésung. Zunachst wurde eine 6%-ige
Stammldsung hergestellt. Hierflr wurden zunachst 60 g NaCl eingewogen und auf 1 |
H,O aufgefullt. Fir das Waschen der Gelbonds wurde die Lésung 1:10 verdinnt
(0.6%).
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V. Farbeldsung

Die Farbeldsung besteht aus 0.5% Coomassie, 40% Methanol und 10% Eisessig. Es
wurden 5 g Coomassie G 250 eingewogen und in 400 ml Methanol, 100 ml Eisessig
und 500 ml H,O geldst.

VI. Entfarbeldsung
Die Entfarbelésung bestand aus 40% Isopropanol, 10% Eisessig und 50% H,O.
Hierfar wurden 1000 ml Isopropanol, 250 ml Eisessig und 1250 ml H,O gemischt.

VII. Antiseren

Die Antiseren fur Eurypelma-Hamocyanin wurden von der Firma Charles River
(Deutschland) bezogen. Fur die Herstellung des Antiserums wurde Kaninchen 0.2 ml
Hamocyanin (Oligomer, Dissoziat oder Untereinheiten) in 0.1 M Tris-HCI-Puffer pH
7.8 mit einer Konzentration von 1 mg/ml injiziert. Nach etwa 4 Wochen wurde der
Antikorpertiter Uberprift und gegebenenfalls wurden nochmal 0.2 ml Hamocyanin-
I0sung injiziert. War der Titer hoch genug, wurden die Kaninchen unter Nembutal-
anasthesie durch Herzpunktion entblutet, die Festbestandteile durch Zentrifugation
entfernt und das Serum bei —20°C gelagert.

e Durchfuhrung der zweidimensionalen Immungelelektrophorese

Fiar die 1. Dimension wurde die Agarose (Lsg. Il) aufgekocht und davon 12 ml auf
eine 6.5 x 15 cm-groRe gereinigte Glasplatte aufgebracht. Nach dem Erstarren der
Agarose wurde die Glasplatte auf die entsprechende Schablone gelegt und die
Locher fur die Probenaufgabe mittels speziell dafur praparierter Eppendorff-
Pipettenspitzen ausgestanzt. Die Grof3e der Locher richtete sich hierbei nach der
aufzugebenden Probenmenge (4-20 ul). Die Probenmenge betrug je nach Titer des
Antiseums etwa 1 ug pro zu erwartendem Gipfel. In die beiden auReren Locher
wurden je 2 pl einer Bromphenolblaulosung aufgebracht.

Danach wurde die Gelplatte in eine Flachbettgelkammer Multiphor 2117 (LKB)
gelegt. Die Probenlécher liegen hierbei auf der Minuspolseite. Dann wurden die
beiden Pufferreservoirs der Laufkammer mit Laufpuffer (Lsg. Ill) gefullt und die Platte
beiderseits etwa 0.5-1 cm mit Filterapier (Nr. 595, Schleicher und Schull), welches
als Pufferbricke dient, bedeckt. Nach dem SchlieBen der Kammer wurde eine
Spannung von 600 V angelegt. Der Lauf war beeendet, wenn das Bromphenolblau
nach etwa 30 min in das Filterpapier der gegenlberliegenden Seite eingelaufen war.

Fir die zweite Dimension wurden zunachst mit je 2 ml Agaroseldosung gefullte

Reagenzglaser (Lsg. Il) auf etwa 90°C erhitzt und die Agarose verflussigt. Nach
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Beendigung der ersten Dimension wurde die Glasplatte aus der Kammer genommen
und auf eine vorbereitete Schablone gelegt und die etwa 1 cm breiten Probenstreifen
ausgeschnitten und auf eine Seite der 4.5 x 5 cm zugeschnittenen Gelbonds (Biozym
Diagnostik GmbH) gelegt. Das Probenloch kam hierbei auf der rechten Seite zu
liegen.

Dann wurde die Agaroselosung auf etwa 50°C abgekuhlt, mit dem entsprechenden
Antiserum (Pkt. VII) versetzt, gemischt und an den Gelstreifen der ersten Dimension
angegossen.

Die Gelplattchen wurden dann nebeneinander in die Mitte der Flachbettgelkammer
(LKB) gelegt und auf beiden Seiten etwa 0.5 cm mit Filterpapier (Nr. 595, Schleicher
und Schull), das wiederum als Pufferbricke dient, bedeckt. Nach dem Schlie3en der
Kammer wurde Uber Nacht eine Spannung von 300 V angelegt. Nach 12-18 Stunden
war der Lauf beendet und die Gelplatten konnten herausgenommen und wie folgt

gewaschen, getrocknet und gefarbt werden:

e 5 Minuten trocknen der Gelplattchen mit einer Lage Papiertlichern. Diese werden
mit einer Glasplatte abgedeckt und mit Gewichten gepresst

e 10 Minuten wassern in 0.6%iger NaCl Losung

e 5 Minuten trocknen

e 10 Minuten wassern in 0.6%iger NaCl Losung

e 5 Minuten trocknen

e 10 min wassern in H,O

e 5 Minuten trocknen

Danach wurden die Plattchen mit Stecknadeln auf eine Styroporplatte aufgesteckt
und 15-20 Minuten mit einem Fon getrocknet. Hierauf erfolgte die Farbung flr
5 Minuten im Farbebad (Lsg. V). Danach wurden die Gelplattchen mit H,O abgesplt
und solange in der Entfarbelosung eingelegt, bis der Hintergrund moglichst
vollstandig entfarbt war. Nach nochmaligem Abspuilen mit H,O wurden sie auf die

Styroporplatte aufgesteckt und mit dem Fon getrocknet.
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2.8 Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten

FUr die Berechnung der Konzentration aus der UV-Absorption bei 280 nm wird der
molare Extinktionskoeffizient € [mI*(mg cm)'] bei dieser Wellenlange benétigt. Neben
der Verwendung von Literaturwerten [Ellerton et al., 1970, Nickerson and van Holde,
1971, Ghiretti-Magaldi et al., 1966, Morimoto and Kegeles, 1971, Herskovits et al.,
1981b, Loewe, 1978, Loewe and Linzen, 1973] (Tab.: 3.1), wurde der spezifische

Extinktionskoeffizient [¢] mit drei verschiedenen Methoden bestimmt .

2.8.1 Bradford-Test

Fur die Hamocyanine von Astacus astacus, Astacus leptodactylus, Cancer pagurus,
Carcinus maenas, Calappa granulata, Panulirus interruptus und Potamon potamios
wurde der Extinktionskoeffizient [¢] mit dem Bradford-Assay [Bradford,1976] der
Firma Bio-Rad (Minchen) bestimmt. Als Farbereagenz dient hierbei Coomassie G
250, welches in seiner anionischen Form einen Komplex mit reaktiven Gruppen des
Proteins bildet, der bei 595 nm photometrisch detektiert werden kann [Compton and
Jones 1985].

Als Eichprotein diente lyophilisiertes Rinderserumalbumin der Firma Bio-Rad,
welches, gemall des Standard-Assay-Protokolls (Bio-Rad), zu Konzentrationen
zwischen 0.2 mg/ml und 1.4 mg/ml mit Tris-HCI Puffer pH 7.8 verdiunnt wurde. Zur
Konzentrationsbestimmung der Hdmocyanine wurde fur Eurypelma californicum ein
Extinktionskoeffizient €278 nm =1.1 ml (cm mg)” [Loewe und Linzen, 1973] und fiir
Homarus americanus von €s7g nm = 1.34 ml (cm mg)™' [Morimoto and Kegeles 1971]
verwendet. Auch diese Proteine wurden in den entsprechenden Konzentrationen
eingesetzt. Fur die Messung wurde die bendtigte Menge des Farbereagenz 1:5 mit
Wasser verdunnt. Zu 200 pl Probe wurden dann je 1 ml des verdlinnten
Farbereagenz hinzugegeben und die Losung fur etwa 30 min bei Raumtemperatur
stehengelassen. Die Messung der Proben erfolgte photometrisch bei 595 nm. Pro
Probe wurden drei Ansatze vorbereitet und gemessen. Die Hamocyaninproben
wurden mit einer OD bei 278 nm von etwa 0.5-0.6 eingesetzt. Aus den Mittelwerten
der gemessenen ODsgs-Werte wurden mittels der Geradengleichung der linearen
Regression (Abb. 3.1) der verwendeten Standardproteine die jeweiligen Extinktions-

koeffizienten errechnet.
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2.8.2 Modifizierter Lowry-Test

Das Prinzip des Lowry-Tests (Pierce) beruht auf der Reaktion von Kupfer, welches in
Form von Kupfersulfat-lonen in alkalischer wassriger Lésung vorliegt, mit der
Peptidbindung. Dieser Komplex reduziert Phosphormolybdat, welches der Losung in
Form des Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz zugegeben wird. Hierbei wird Cu?*,
welches an das Protein gebunden ist, zu Cu® reduziert. Dieses reagiert dann mit dem
Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz und ergibt eine tiefblaue Farbung. Der Komplex
kann bei 750 nm photometrisch detektiert werden. Die Modifikation des klassischen
Lowry Assays liegt in einer speziellem Kupfer-Sulfat-Tartrat LOsung, welche zwei der
drei Losungen im klassischen Lowry-Protokoll ersetzt. Da Tris zu den Substanzen
gehort, welche bei einer Konzentration von > 10 mM das Ergebnis verfalschen
kénnen [Rej at al., 1974], wurden die Proben in Ringerpuffer verdinnt.

Die Verdinnungen von BSA (Pierce Stammldsung; 2 mg/ml) und die des
Hamocyanins wurden wie unter Punkt 2.8.1 beschrieben hergestellt. Das Folin-
Ciocalteu- Reagenz wurde in Verhaltnis 1:1 mit H,O verdinnt. Fir die Messung
wurden 200 pl der Proteinlésung mit 1 ml des modifizierten Lowry-Reagenz versehen
und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 100 pl des Folin-
Ciocalteu-Reagenz hinzupipettiert und die Losung fur weitere 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Proben konnten dann bei 750 nm gegen Wasser
gemessen werden. Die Bestimmung des Extinktionskoeffizienten der Hamocyanine

erfolgte wie unter Punkt 2.8.1 beschrieben.

2.8.3 Verfahren von Scopes

Dieses Verfahren basiert, anders als die chemischen Assays von Bradford und
Lowry, auf der Absorption der Proteinlosung bei 205 nm und 280 nm.

Die Beitrage der Aminosauren Tyrosin und Tryptophan zur gemessenen OD bei 205
und 280 nm sind hierbei abgeschatzt.

Nach Scopes [1974] ist der Extinktionskoeffizient von Tryptophan bei 205 nm 3.6 mal
hoher als der bei 280 nm, der von Tyrosin 4.6 mal. Vom durchschnittlichen Gehalt
der beiden Aminosauren Tryptophan und Tyrosin in Proteinen ausgehend, wird der
Beitrag zur Absorption von Tryptophan bei 280 nm dreimal so hoch angenommen

wie der von Tyrosin [Reeck, 1970].
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Hieraus ergibt sich das durchschnittliche Verhaltnis der Absorption der Aminosauren

Tyrosin und Tryptophan im Protein bei 205 nm zu:

OQ(B(T’”B Tyr) _ OQ%(TFP)"' OQOS(TJ”’) _ 3-6XOQ80(T7”17)+4-6XOQ80(TJ”’)
OQSO(TFB Tyr) OQSO(TFB Tyr) OQSO(TFP)"'OQSO(TY’”)

(2.8.1)

Der Beitrag von Typtophan kann nun durch den hypothetischen Beitrag von Tyrosin

ersetzt werden:

(3%3.6X 0D, (Tyr))+ (4.6 X OD, (Tyr))  (3x3.6)+4.6

= =3.85 2.8.11
(3XOD280(Tyr))+ 0D280(Ty’") 4 ( )
man kann also schreiben:
€95 = £, (T, Tyr)x3.85+ €, (Rest) = £,,,%3.85+C 2.8.111)

Der Wert C ist hierbei der Extinktionskoeffizient der Polypeptidkette im nativen
Zustand inklusive des Beitrages der Aminosauren Phenylalanin und Histidin, ohne
die aromatischen Tryptophan und Tyrosin. Der empirisch ermittelte Wert fur C ist 27
[Scopes, 1974].

Ausgehend von Glg. 2.8.1lI erhalt man dann:

- 2o (2.8.1V)

8205
D
1- 3.85(0280]

205

Die Proteine, die von Scopes untersucht wurden, weisen ein €05 von 31 mit einer
Abweichung von wenigen Prozent auf. Dieser Wert ergibt sich aus der Mittelung der
Extinktionskoeffizienten flr eine Auswahl an Proteinen, die einen grol3en Bereich an

Tryptophan- und Tyrosingehalten abdecken [Scopes, 1974].

Der Wert e,5¢ errechnet sich aus:
€280 = €205 X (OD280/0D205) (28V)

Zur Bestimmung der Extinktionskoeffizienten eines unbekannten Proteins werden die
Werte der Absorption bei 205 nm und 280 nm gemessen und die jeweiligen

Extinktionskoeffizienten mittels der Formel 2.8.1VV bzw. 2.8.V berechnet.
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Da der verwendete Tris-Puffer mit einer Konzentration von 0.1 M bei 205 nm eine
bereits sehr hohe Absorption aufweist, wurden die Proben gegen einen niedriger
konzentrierten 0.02 M Tris-HCI-Puffer dialysiert. Die verschiedenen Hamocyanine

wurden jeweils in mehreren Verdinnungen eingesetzt.

2.9 Bestimmung des Brechungindex-Inkrements

Das Brechungsindex-Inkrement [dn/dc] wurde mit einem Scanning-Michelson-
Interferometer [Becker, et al., 1995] am Institut fir Physikalische Chemie in der
Abteilung von Prof. Dr. Schmidt bestimmt (Abb. 2.3).
Das Scanning-Interferometer arbeitet mit einem He/Ne-Laser bei 632.8 nm. Der
Laserstrahl wird durch einen Beamsplitter geteilt. Ein Teil des Strahles wird durch die
Probenzelle geleitet und erfahrt durch das optisch dichtere Medium eine
Phasenverschiebung. Beide Laserstrahlen werden durch Spiegel reflektiert und die
Intensitat der zwei interferierenden Laserstrahlen von einer Photodiode gemessen.
Um den Phasenunterschied zu bestimmen, wird ein Spiegel Uber einen Piezokristall
um A/2 auf und ab bewegt. Die Intensitat der beiden interferierenden Laserstrahlen
wird typischerweise an 40 verschiedenen Positionen des Spiegels von der Diode
gescannt. Tragt man das Diodensignal gegen die Piezospannung auf erhalt man
eine Schwingungsperiode.
Die Phasendifferenz ® zwischen zwei Laserstrahlen ist durch den Wellenvektor des
Laserlichtes (k=2rn/A) und durch die optische Weglangendifferenz s der beiden
Interferometerarme gegeben:

= 2ks (2.9.1)
Die Messung der Konzentrationsabhangigkeit bei konstanter Temperatur und
konstantem Druck ist somit einfach, da der Brechungsindex n die einzige GroRe ist,
die sich verandert:

d® = 2kl dn (2.9.11)

| = Schichtdicke der Probe
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Das Brechungsindexinkrement dn/dc bei konstanter Temperatur und konstantem

Druck ergibt sich somit nach Becker et al. [1995] zu:

E)IZ _1 i9(1)
— =2kl —
(a) ( >(ac ] 2o

Abb. 2.3 zeigt den schematischen Aufbau des Scanning-Michelson-Interferometers.

iy Phatadinde

q/Strahlenteiler
1]
L]

Laser

Spiegel

Fiezo

Abb. 2.3: Schematischer Aufbau des Scanning Michelson Interferometers.

T: Temperatursteuerung [nach Becker et al., 1995].

Zur Bestimmung des Brechungsindex-Inkrements der verschiedenen Hamocyanine
wurden die Phasenverschiebungen fur Hamocyanin-Konzentrationen zwischen 0.5
und 6 mg/ml gemessen. Jede Konzentration wurde dreimal in die Probenzelle injiziert
und das Signal von der Photodiode etwa 2-3 Minuten gemessen, bis sich ein
Plateauwert gebildet hatte. Zwischen den Ansatzen wurde Puffer injiziert, um eine

jeweils unabhangige Baseline zu erhalten.
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2.10 Bestimmung des Molekulargewichts von Arthropodenhamocyanin

2.10.1 Vielwinkel-Laser-Lichtstreuung

Im Rahmen der Bestimmung des Dissoziationsgrades und des Molekulargewichtes
von Arthropodenhamocyaninen wurde die Methode der elastischen Lichtstreuung
verwendet. Die Lichtstreumessungen wurden mit einem Dawn DSP Laser

Lichtstreuphotometer der Firma Wyatt Technology [Deutschland] durchgefihrt.

2.10.1.1 Theorie der Lichtstreuung

Neben der Absorption erfahrt Licht beim Durchstrahlen einer Probe auch eine
Abschwachung durch Lichtstreuung. Hierbei spielen verschiedene physikalische
Phanomene wie Brechung, Beugung und Reflexion eine Rolle, die den
ursprunglichen Lichtstrahl von seinem Weg ablenken. Bleibt die Wellenlange beim

Streuvorgang gleich, spricht man von elastischer Lichtstreuung.

o Elastische Lichtstreuung

Bei der elastischen Lichtstreuung erregt der elektrische Feldvektor E einer linear
polarisierten Welle in einem Streuer eine erzwungene Sinusschwingung der
Elektronenwolke. Die "Leichtigkeit” mit der diese Verschiebung der Elektronenwolke
stattfindet, wird mit der Polarisierbarkeit o ausgedrickt. Konsequenz dieser
Verschiebung ist ein zeitabhangiges elektrisches Dipolmoment p.

Das elektrische Feld einer Lichtwelle E laft sich beschreiben als:

E = E, cos 2mv (r - X—) (2.10.1)

C

Glg. 2.10.1 : E;: maximale Amplitude der elektrischen Feldstarke; X: Ausbreitungsrichtung; 2nv:

Kreisfrequenz des Lichtes; c: Lichtgeschwindigkeit; t: Zeit.

Betrachtet man die Anderung des elektrischen Feldes E am Streuzentrum (x=0) mit

der Zeit t so gilt:
E = E,cos 2nmvt (2.10.11)
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Bei Teilchen, deren Grole deutlich kleiner als die Lichtwellenlange ist, stellt diese
oszillierende Ladung einen Hertz'schen Dipol mit charakteristischem Abstrahlungs-
muster dar.

Nach der Maxwell'schen Theorie gilt flr die elektrische Feldstarke E des gestreuten
Lichtes in der Entfernung r (Punkt r' auf der Achse r mit einem Winkel ® zum
elektrischen Dipol p) [Schmidt, 1994]:

s
£ - (anMﬂsm @ JCOS 2y (- r/e) (2.10.111)
r

Die Streulichtintensitat [I;] ergibt sich aus dem Quadrat der Amplitude. Bezieht man
diese auf die Intensitat des einfallenden Lichtes [Iy], so erhdlt man die Rayleigh-

Gleichung:

OFE, 47 * sin @ ’
I, E! _ ra’? 167 ta?sin ? @

I, E; E; riat

(2.10.1V)

Aus der Rayleighgleichung ist zu ersehen, dal} die Streuintensitat mit dem Quadrat
der Entfernung [r] und mit der vierten Potenz der Wellenlange [A] abnimmt. Ferner

hangt die Streustrahlung [I] nur von sin? ® und nicht vom Azimuthwinkel 6 ab.

¢ Molekulargewichtsbestimmung
Betrachtet man eine ideale Losung unabhangiger Teilchen ohne Wechselwirkung, ist
die Polarisierbarkeit [o] dieser Teilchen Uber die Clausius-Mosotti-Gleichung mit dem
Brechungsindex n verknupft:

n*-1=4 1 N « (2.10.V)

Glg. 2.10.V: N: Anzahl der gelésten Molekdle

Durch Umformen und Aufldsen nach o erhalt man:

(”+”0)*(”_”0)£
4 C N

Glg. 2.10.VIa: ny: Brechungsindex des Lésungsmittels; C: Konzentration des geldsten Stoffes (g cm'3)

o=

(2.10.VI a)
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Durch die Einfiihrung der Konzentration des geldsten Stoffes C (g cm™) und des
Brechungsindexinkrements n-ny/C = dn/dc und unter der Ausnutzung der Tatsache,

das C/N=M/A und n+ng = 2n ergibt sich:

_n, (dn) M
- S (2.10.VI b)

Glg. 2.10VIb: M: Molekulargewicht; A: Avogadrokonstante.

Setzt man Gleichung (2.10.VI b) in die Rayleigh-Gleichung (2.10.1V) ein (modifiziert

fur unpolarisiertes Licht) erhalt man den Streuanteil I fur einen Partikel:

2 2(d 2 2
I, 27 ”0( %c) M (1+cos0) (2.10.VII)

I, Airid?

Fur N Partikel erhoht sich die Streuintensitat um N= C*A / M:

I, 2ﬂ2n§(d%c)zM(l+cos 29) .

== C 2.10.VIIl
IO 2./4’/ 2 A ( )
Weiterhin ist das Rayleigh-Verhaltnis ist definiert durch:
I, r?
= * (2.10.1X)

® I, 1+cos’H
Die Abklrzung K, die alle optischen Konstanten zusammenfal3t, lautet:
2
2 2 dn
27 ng ( /dc )
AL’

Fir eine ideale Losung, in der die Molekile keine Wechselwirkung untereinander

K =

(2.10.X)

haben, erhalt man dann:
2_2(d
2 no( %
ar’

daraus folgt flir das Molekulargewicht in einer fir Lichtstreuung typischen

2
C) x MxC = K* M=*C (2.10.XI)

R, =

Schreibweise :

IV R, (2.10.XI1)
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2.10.1.2 Auswertung der Lichtstreudaten

Zur Abschatzung der Molekulgrofe dient der sogenannte Gyrationsradius [Rg], der
den mittleren quadratischen Abstand der Massenpunkte eines Moleklls vom
Molekulschwerpunkt darstellt. Er beschreibt somit die Massenverteilung im Molekul

und hangt von dessen Form und Grolde ab.

Zmirz
z m, 2N 211 211 i (2.10.X111)

mit m;= Masse eines Elements i und dem Abstand r vom Massenschwerpunkt des Partikels.

Fir die verwendeten Hamocyanine konnte der Gyrationradius aufgrund ihrer im
Verhaltnis zur Wellenlange geringen Grolle (<<1/20 A) allerdings nicht bestimmt
werden.

Zur Auswertung der Lichtstreudaten wurde die Methode von Debye verwendet, bei
der man Re/K*c gegen sin®©/2 auftragt. Der Ausdruck sin©/2 riihrt von der
Lichtstreuung an groReren Teilchen her, wo keine isotrope Streuung mehr vorliegt. In
diesem Fall kommt es zu Interferenzen der Streustrahlung. Um diese Interferenzen
zu berucksichtigen, wird ein sogenannter Formfaktor P(©) eingefuhrt. Fur P(©) qilt

naherungsweise [Schmidt, 1994]:

P s

(2.10.XIV)

i=1 /111

6N?

mit h = 4n/A sin 6/2, N = Anzahl der Teilchen; und R; = Abstand zwischen zwei beliebigen

Streuzentren.

Bezient man den Formfaktor P(®) in Gleichung 2.10.XIl zur Bestimmung des

Molekulargewichtes mit ein, so ergibt sich:

KxC :ixi (2.10.XV)
R, P, M
bezieht man weiterhin Gleichung 2.10.XIV mit ein, so erhalt man:
* 2
K*C _[y,1or ZR sin? 2 [ L (2.10.XVI)
R, 3 2| M
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2.10.1.3 Aufbau und MeRprinzip des Laser-Lichtstreuphotometers

Das Lichtstreuphotometer DAWN DSP der Firma Wyatt verfigt Gber einen He/Ne-
Laser [632.8 nm]. Die FluRzelle, durch die die Proben im Batch—Modus injiziert
(Pkt. 2.10.1.7) bzw. im GPC-Modus gepumpt werden (Pkt. 2.10.1.8), ist parallel zum
Laserstrahl angeordnet. Die Lichtstreuintensitaten werden von 18, im Kreis um die

FluRzelle angeordneten Photodioden registiert, wie Abb. 2.4 und Tab. 2.2 deutlich

machen.
Kanal © / Detektor-
Winkel

1 22.5

2 28.0

3 32.0

4 38.0

18E 5 44.0

6 50.0

Laserlicht > ; 24713
9 72.0

10 81.0

11 90.0

12 99.0

13 108.0

14 117.0

15 126.0

16 134.0

17 141.0

18 147.0

Abb. 2.4/ Tab 2.2: Anordnung und dazugehdrige Winkel der Detektoren um die FluBzelle des

Laser-Lichtstreuphotometers.
Photo-
{Imfﬂ\ diode

§' beobachteter

6 Streuwinkel

Probenkanal
= el - » |_aserstrahl

Glaszelle

Abb. 2.5: Schematische Aufsicht auf die FluRzelle
Flissigkeits-Glas-Grenzflachen und das von einer Probe gestreute Laserlicht [nach Wyatt Technology
Corporation].
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2.10.1.4 Eichung und Normalisierung der Detektoren

Die winkelabhangige Lichstreuung wird wie unter Punkt 2.10.1.1 beschrieben durch

das Rayleigh-Verhaltnis bestimmt. Unter Einbeziehung des Streuvolumens in der

FluRzelle des Dawn DSP (Wyatt Instruction Manual) ergibt sich dies zu:
B Igr2

N

(2.10.XVII)

wobei lg die Intensitat des gestreuten Lichtes, |y die einfallenden Lichtes ist. V stellt
das Streuvolumen und r den Abstand des Streuvolumens vom Detektor dar.
Bei der Untersuchung von Losungsmittel und darin geldsten Stoffen interessiert das

sogenannte 'Excess’-Rayleigh-Verhaltnis:

I,-1,,. )R
Re — ( 0 9,Losungsmzttel) (210XV|“)
VN4

Die Eichung des Laser-Lichtstreuphotometers erfolgt zunachst flr den 90°-Detektor
mit Toluol. Das Rayleighverhaltnis fiir reines Toluol bei 632.8 nm ist 1.406x10° cm™.
Die Kalibration mit Toluol ergibt eine Kalibrationskonstante, die von der verwendeten

FluRzelle und dem Losungsmittel abhangt.

Ve =V,

Laser Laser ,dunkel

Voo =V,
R90 — ACSCC[ 90 90,dunkel ) (210X|X)

Voo und Vg qunkel beZEIChNEt die Detektor-Signalspannung bzw. den Dunkel-Offset
und Viaser UNd Viaser, qunkel das Signal des Laser-Monitors bei angeschaltetem bzw.
ausgeschaltetem Laser in Volt.

Um nach einer Eichung mit Toluol trotzdem mit anderen Losungsmitteln messen zu
konnen, wird diese in eine spezifische Kalibrationskonstante umgewandelt, welche
nur eine Funktion des Gerates und der Flul3zellengeometrie darstellt. Hier gehen die
Brechungsindizes des Glases und des verwendeten Losungsmittels ein.

Aus der konfigurationsspezischen Kalibrationskonstanten (Acscc) ergibt sich dann

die instrumentelle Kalibrationskonstante wie folgt:

nn,
Acsce :Ainst[ éFé ) (2.10.XX)

ns und ngq stellen die Brechungs-Indizes des Losungsmittels und des Glases dar. F
steht flr den Fresnel-Faktor (Glg. 2.10.XXl), der die Verluste durch Reflexion an den

verschiedenen Grenzflachen darstellt.
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Der Fresnel-Faktor ist wie folgt definiert:

[
F=|1-]-% 1-| =% (2.10.XXI)
n,+n, n, +1

Um die Ubrigen Detektoren, die produktionsbedingt ihre eigene Sensitivitat und

geometrischen Faktoren besitzen, auf den 90°-Detektor beziehen zu kénnen, muf}
eine sogenannte Normalisierung erfolgen. Diese wird mit einem isotropen Streuer
(Re unabhangig vom Streuwinkel) durchgeflihrt. Hierzu verwendet man entweder ein
Dextran (80 kD) oder monomeres Rinderserumalbumin (A1900) der Firma Sigma-

Aldrich. Fur die Normalisierung gilt dann:

Ve - Ve

Re = Ne Acscc [ % Bavelne ) (2 1 OXX“)

Laser 7 Laser Jdunkel

Ny ist der Normalisierungskoeffizient bei dem entsprechenden Winkel. Fir N = 90°
gilt der Wert 1. In Abb. 2.6 ist das Ergebnis einer Normalisierung im Debye-Plot
aufgetragen. Die Werte Ry/K*C die man flir jeden Winkel erhalt, werden hier gegen
sin0/2 aufgetragen. Gibt man vor, daR die gemessene Streuung isotrop ist, also
keine Winkelabhangigkeit vorliegt, so besitzt die Gerade die Steigung 0. Extrapoliert
man nach ©=0 und erhadlt man Re/K*c bzw. das Molekulargewicht (Glg. 2.10XIl,
2.10.X1V)

63000

62000 -

) ®
< T ¢ @ hd . - s e
S ? e * ¢
x

61000 4

60000 T T T T T T T T T

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
sin®(6/2)

Abb 2.6: Debye—Plot fiir Rinderserumalbumin.

Diese Messung diente zur Angleichung (Normalisierung) der verschiedenen Detektoren an den 90°
Detektor (Pkt. 2.10.1.1). Die Fehlerbalken stellen den experimentellen Fehler dar, welcher durch das
Signal-Rausch-Verhaltnis zustande kommt.
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Die Detektoren 1 (22.5°) und 2 (28.0°) sind bei Messungen mit Wasser als
Losungsmittel aufgrund des Brechungsindex prinzipiell nicht verwendbar, da hier
Totalreflexion an der Wasser-Glas-Grenzflache vorliegt (Abb. 2.4, Tab 2.2). Die
weitere Einbeziehung kleiner Winkel (Abb. 2.4, Tab. 2.2) richtete sich nach dem
Signal/Rausch-Verhaltnis. Es zeigte sich, dal die Winkel 3-7 (Pkt.: 2.10.1.3 Abb. 2.4;
Tab. 2.2) aufgrund des zum Teil sehr unglnstigen Signal zu Rausch-Verhaltnisses

haufig nicht fur die Berechnung des Molekulargewichtes verwendet werden konnten.

2.10.1.5 Berechnung der Konzentration und des Molekulargewichts

Detektiert man die Konzentration der Proben ausschlief3lich mit einem UV-Vis-
Detektor ist es notwendig, fur die Auswertung der Lichtstreudaten eine

Kalibrationskonstante zu errechnen, die die Kalibrationskonstante des vorgesehenen

e
x] U

RI-Detektors ersetzt:

UV effektiv. — v (2.10.XXIII)

B uv, effektiv: €rrechnete Kalibrationskonstante; Byy: gemessene OD bei 280 nm.

Die mit Lichtstreuung bestimmten Molekulargewichte stellen jeweils das

Massenmittel Uber den mittels GPC eluierten Proteinpeak dar:

_Sle)
w ZC[

¢ und M; stellen die Konzentration bzw. die Molekluargewichte der Proteine jeweils eines

M (2.10.XXIV)

Datenpunktes dar.

e Messungen im Batch-Modus

Im Rahmen der Stablitatsuntersuchungen wurde der Aggregationsgrad des
Hamocyanins unter der Einwirkung von GdnHCI untersucht. Die Messungen wurden
im Batchmodus durchgeflihrt. Hierzu wurde die Probe mit einer 1 ml Spritze Uber
einen 0.2 ym Anotop Plus Filter der Firma Whatman in die FluRRzelle injiziert. Die
Werte fur die Korrektur des Brechungsindex AN wurden aus Nozaki und Tanford

[1963, 1970] entnommen. Die Konzentration der Hdmocyanine betrug 0.1 mg/ml.
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e Messungen mittels Gelpermeationschromatographie (GPC)

FUr die Molekulargewichtsbestimmungen wurde das Lichtstreuphotometer im GPC-
Modus betrieben. Fur die Auftrennung der Proben war dem Lichtstreuphotometer ein
ECR 3215 Degasser, eine HPLC-Pumpe HP 1100 von Hewlett Packard und eine
Superose 6 HR 10/30 Size Exclusion Saule (Amersham Parmacia Biotech)
vorgeschaltet. Die Puffer wurden mit einem Anodisc 25/0.02 um Inline-Membranfilter
(Millipore) filtriert.

Die fur die Molekulargewichtsbestimmung notwendige Konzentrationsbestimmung
erfolgte mittels eines UV-Vis-Detektors 1806 (Bio-Rad, Mduinchen), der dem

Lichtstreuphotometer vorgeschaltet war.

2.10.2 Massenspektrometrie (MALDI-TOF)

Bei der im Jahr 1987 von Michael Karas und Franz Hillenkamp entwickelten Technik,
der sogenannten Matrix-Assisted-Laser-Desorption-lonization Time of Flight [MALDI-
TOF], werden die zu analysierenden Moleklle in einer Matrix eingebettet und durch
kurze Laserpulse (N2-Laser; 337 nm) aus dem Matrixverband herausgeldst und dabei
ionisiert. Die hohe Anregungsenergie relaxiert in extrem kurzer Zeit [etwa 100 ns] in
das Festkorpergitter [Vertes et al., 1993] und flhrt zur Ausdehnung und letzlich zum
Phasenubergang. Die so ionisierten Teilchen werden durch ein elektrostatisches
Feld auf einige keV beschleunigt und durchlaufen nach dem Verlassen dieser Quelle
eine feldfreie Driftstrecke.

Als Detektor dient ein sogenannter Sekundarelektronenvervielfacher mit einer
vorgeschalteten Konversionsdynode und eine Vielkanal-Platte. Die Auftrennung der

Teilchen erfolgt durch das Masse /Ladungsverhaltnis:

mi/z=(2e U/L?t?
m=Masse des lons; z=Ladungszahl; e=Elementarladungszahl; U=Beschleunigungsspannung;
L = Lange der feldfreien Driftstrecke; t=Flugzeit
Die Messungen wurden unter Leitung von Dr. Michael Maskos am Institut fur
Physikalische Chemie in der Abteilung von Prof. Schmidt mit dem Massen-
spektrometer TofSpec SE der Firma Micromass durchgefuhrt. Das Gerat arbeitet mit
einem Ny-UV-Laser, der einen 4 ns Puls bei einer Wellenlange von 337 nm erzeugt.

Die Energie eines Pulses betragt hierbei 180 Mikrojoule. Die Beschleunigungs-

-31-



2. Material und Methoden

spannung betrug 20 kV. Die Messungen wurden im linearen Modus durchgeflhrt, in
dem die lonen eine 1.5 m lange feldfreie Strecke zum Detektor durchfliegen. Die
Massenkalibrierung des Gerates erfolgte mit BSA. Sie ergab fur das doppelt
geladene Molekiil [M?*] 33.230,2 Da und fiir das einfach geladenen [M*] 66.233,6 Da.
Damit ergibt sich gegenuber dem mittleren Molekulargewicht von 66.432,3 Da
[Micromass] eine Abweichung von +0.04% fur das doppelt geladene und von +0.3%

fur das einfach geladene Molekdl.

Matrix-Suppressions-Linse
Fokussier-

einrichtung lonen-Gate  Reflektions-Detektor

\ \ / Linear-Detektor

Zylindrischer ~ Gaszelle Nz-Laser Reflektor
Probenhalter

Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Geometrie des TofSpec SE von Micromass.

Als Matrix diente die flr Proteine gangige 3,5 Dimethoxy-4-4-Hydroxy-Zimtsaure
(Sinapinsaure). Fur die Herstellung einer Ubersattigten Lésung wurden 10 mg
Sinapinsaure in einer HO/Acetonitril-Mischung (60/40, Vol/Vol) mit 0.1% Trifluor-
Essigsaure geldst. Von dieser tiberséttigten Losung wurde der Uberstand verwendet.
Es wurden Hamocyanin-Proben in 0.05 M Glycin-OH-Puffer, 1 mM EDTA, pH 9.6
und gegen H,O dialysiert verwendet. Die Konzentration des Hamocyanins betrug
zwischen 0.8 und 1 mg/ml.

Die Hamocyanin-Proben wurden im Verhaltnis 1:1 mit der Matrixlosung gemischt und
danach wenige Mikroliter auf den Edelstahltrager aufgebracht. Durch Verdampfen
des Losungsmittels bei Raumtemperatur werden die Proteine in den kristallinen
Festkorper der Matrix eingebaut.
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2.11 Durchfihrung der Denaturierungsexperimente

Die Stabilitatsuntersuchungen des 24-meren Hamocyanins wurden in 0.1 M
Tris-HCI-Puffer mit 5 mM CaCl, und MgCl, bei pH 7.8 durchgeflhrt. Die
Konzentrationen betrugen, je nach verwendeter Methode, 0.05-0.4 mg/ml. Im Falle
der aufgereinigten Untereinheit e erfolgten die Experimente in 0.05 M GlyOH
Puffer mit 5 mM EDTA bei pH 9.6. Die Konzentrationen der Untereinheit e
betrugen 0.05-0.2 mg/ml. Als Absorptionskoeffizient €75 [ml (cm*mg)™"] diente 1.1
[Loewe and Linzen, 1973]. Die spektroskopischen Messungen erfolgten nach

4 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden Inkubationszeit im Denaturierungsmittel.

2.11.1 Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsmessungen wurden mit einem Spektralphotometer U-3000 der Firma
Hitachi durchgefuhrt. Das Gerat war mit einem temperierbaren Kuvettenhalter
ausgestattet. Bei dem Thermostaten handelte es sich um ein Colora WK 1000. Als

Probengefale dienten Halbmikrokuvetten der Firma Hellma (Deutschland).

2.11.2 Fluoreszenzspektroskopie

e Fluoreszenzemissionsspektren

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einem Hitachi F-4500 Fluoreszenz
Spectrometer, ausgestattet mit einem thermostatisierbaren Kuivettenhalter,
durchgefuhrt. Der Detektor war standardmafig in einem Winkel von 90° zum
Anregungslicht angeordnet. Die Spaltbreite des Excitationsmonochromators betrug
5 nm, die des Emissionsmonochromators 2.5 nm. Es wurden jeweils zwei
unterschiedliche Anregungswellenlangen von 280 nm und 295 nm gewahlt und das
Emissionsspektrum zwischen 290 nm und 490 nm, bzw. 305 nm und 490 nm
gemessen.

Ein Problem bei Fluoreszenzmessungen kann das Auftreten der Absorption der
Anregungs- und der Reabsorption emittierter Strahlung, der sogenannte Innere-
Filter-Effekt darstellen [Schmidt, 1994]. Um ihn zu vermeiden, wurde die
Konzentration der Proben mit 0.05 mg/ml gering gehalten. Samtliche Spektren

wurden gegen die Raman-Streuung des Wassers korrigiert.
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¢ Fluoreszenzanisotropie

Fur die Bestimmung der Anisotropie strahlt man zunachst vertikal polarisiertes Licht
auf eine Probe und mif3t das emittierte Fluoreszenzlicht im rechten Winkel zum
Anregungslicht durch einen Polarisationsfilter. Ist der Polarisationsfilter parallel zum
anregenden Licht, erhalt man |y, ist er senkrecht dazu orientiert, erhalt man die

Intensitat |,. Die Anisotropie ist definiert als :

A= 111 _IJ_

_—111 21, (2.11.1)

Der Emissionsmonochromator weist eine unterschiedliche Empfindlichkeit flr die
beiden Polarisationsrichtungen auf. Zur Korrektur muf3 vor der Messung, der
sogenannte Gitterfaktor bestimmt werden.

Hierzu benutzt man horizontal polarisiertes Anregungslicht. Die horizontal und die
vertikal polarisierte Komponente des emittierten Lichtes sind jeweils proportional zu
I., weil beide Orientierungen senkrecht zur Polarisation der Anregung sind. Die

Unterschiede, die man so mif3t, mussen geratespezifisch sein. Fur den Gitterfaktor
gilt:

1

=G (2.11.11)

IHH
mit I=Intensitadt, H=horizontal, V=vertikal. Der erste Index bezeichnet jeweils das Anregungs-, der

zweite das Emissionslicht.

Die Anisotropie ist dann gegeben durch:
_ [II — GIL

= 211,111
1,+2GI, ( )

Bereits bei einer Anregungwellenange von 295 nm beginnt ein Abweichung des
horizontalen Verlaufs der Anisotropie aufgrund des Wasser Raman-Peaks, die mit
zunehmender Excitationswellenlange zunimmt. Deshalb wurde eine Anregungs-
wellenlange von 290 nm gewahlt, die Emission wurde bei 335 nm detektiert.

Zunachst wird die Fluoreszenzintensitat der Proben bei vier verschiedenen
Orientierungen der der Anregungs- (Ex) und der Emissions-Polarisationsfilter (Em)
gemessen: Ex, Emy; Ex, Emn, Exp Emy, und Ex, Em, (h=horzontal; v = vertikal). Zur
Korrektur des Untergrundes wird der Puffer gemessen: Ex, Em,; Ex, Emy und
abgezogen. Nach der Bestimmung des Gitterfaktorskonnte die Anisotropie nach

Formel 2.12.111 bestimmt werden.
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2.11.3 Berechnung des Forster-Transfers zwischen Tryptophanen und dem

oxygenierten aktiven Zentrum

Der Fluoreszenzenergietransfer der Anregungsenergie zwischen einem Donor und
Akzeptor lauft strahlungslos ab und ist das Ergebnis von Dipol-Dipol-Wechsel-
wirkungen.

Die Transferrate hangt vom Grad der Uberlappung des Emissionsspektrums des
Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors und der Orientierung der
Ubergangsdipolmomente von Donor und Akzeptor und deren Entfernung zueinander
ab [Lakovicz, 1986].

FUr die Berechnung des Forstertransfers ist somit die Kenntnis mehrerer Grof3en

notwendig.

e Theorie
Das Uberlappungintegral J ist definiert als:
[FI-e-2%-da
j=d =

2.11.IV
jFI-d;t ( )

FI (A)= Fluoreszenzintensitat
€ (A) = spezifischer Extinktionskoeffizient
A = Wellenlange

Zur die Bestimmung des Uberlappungsintegrals [J] wurden jeweils Absorptions- und

Fluoreszenzspektren der Probe gemessen.

Der Forsterabstand Ry ist definiert als [van der Meer, 1994]:

6 _879x107° Tk’ @,

Ro 10 n

(2.11.V)

J = Uberlappungsintegral
«° = Orientierungsfaktor
n = Brechungsindex

Der Wert «? =2/3 reprasentiert den statistischen Mittelwert des Orientierungsfaktors
der Ubergangsdipolmomente bei einer statistischen Verteilung der Donor-Akzeptor-
paare. Da der Brechungsindex (n) fur Hamocyanine nicht bekannt ist, wurde ein fur

Proteine typischer Wert von n=1.4 angenommen [van der Meer, 1994].
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Die Quantenausbeute @ eines Fluorophors ist definiert als:

— kF
Ok, +k,

(2.11.V1)

wobei kr und kg die Ubergangsraten fir die Fluoreszenz und alle (ibrigen Prozessse

darstellen, die flr eine Entvolkerung des angeregten Zustandes verantwortlich sind.

FUr die Quantenausbeute eines Fluorophors nach Léschung durch Forstertransfer

6
R
1+(°)
T

@, = Quantenausbeute im ungeldschten Zustand
@ = Quantenausbeute im geléschten Zustand

Ro = Forster-Abstand

r = Abstand von Donor zu Akzeptor

gilt [Dewey und Hammes, 1980]:

(2.11.VI1)

Im Falle eines oligomeren Proteins, wo mehrere Donoren (D) von mehreren

Akzeptoren (A) geléscht werden kénnen, erhalt man :

D
<¢>:%2L (2.11.VIII)

6
AR
1+ =°
i\ G

i=1-D; j=1—A; r; = Abstand zwischen Donor i und Akzeptor j.

Diese Herleitung basiert auf der Gleichheit jeweils jedes Donors und jedes
Akzeptors. Dies bedeutet, dall die ungeldéschte Quantenausbeute ®, und der

Forsterabstand Ry konstant sind.

e Bestimmung der Abstande der Tryptophane zu den aktiven Zentren

Aufgrund des hohen Verwandtschaftsgrades und der hohen Sequenzhomologie von
Arthropodenhamocyaninen [Voit et al, 2000] wurden die Abstande der Tryptophane
() zu den aktiven Zentren (r;j) fUr das Hamocyanin der Spinne Eurypelma
californicum auf Basis der Rontgenstruktur von Untereinheit || des Hamocyanins von
Limulus polyphemus bestimmt [1lla.pdb, Hazes et al., 1993; 1oxy.pdb, Magnus et
al., 1994]. Um die homologen Positionen der Tryptophane bei Limulus polyphemus

zu bestimmen, wurde das Sequenzalignment der Untereinheiten von Eurypelma
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californicum mit Untereinheit 1|l von Limulus polyphemus aus Voit et al. (2000)
herangezogen. Es wurden jeweils die Abstande zwischen den Cs-Atomen und der
Mitte der Kupfer-Atome zwischen den aktiven Zentren bestimmt. Fur die
Tryptophane, die gegenuber Untereinheit Il von Limulus polyphemus nicht
konserviert sind, wurden zur Bestimmung der Abstande die Seitenketten der
Aminosauren an den homologen Positionen Ubernommen.

In der Struktur der oxygenierten Untereinheit Il von Limulus polyphemus fehlen die
Aminosauren 18-32, da sie in einem Loopbereich der Untereinheit liegen und
infolgedessen mittels Rontgenstruktur nicht aufgelost werden konnten. Fuir
Tryptophan 30 von Untereinheit g von Eurypelma californicum konnte so nicht die
Seitenkette des in Voit et al. [2000] alignten Histidins 30 fur die Abstandsbestimmung

verwendet werden, sondern die von Arginin 33.

2.12 CD-Spektroskopie

Messungen des Circulardichroismus wurden mit einem CD-Spectrophotometer CD 6
von Jobin Yvon bei 20°C durchgefuhrt. Die Spektren wurden in 0.5 nm Schritten
zwischen 200 nm und 260 nm aufgenommen. Die Integrationszeit pro Datenpunkt
betrug 1 Sekunde, die Bandbreite des Doppelmonochromators 2 nm. Fur die
Messungen der Denaturierung des 24-meren Hamocyanins wurde eine Kuvette mit
0.1 cm Kantenlange benutzt. Die Konzentration des oligomeren Hamocyanins betrug
0.2 mg/ml. Fur die Messung der Denaturierung von Untereinheit e wurde eine
Spezialklvette von 0.01 cm verwendet, um das Probenvolumen und die Schichtdicke
moglichst klein zu halten. Die Konzentration des Hamocyanins betrug 0.4 mg/ml.

Samtliche Spektren wurden jeweils um den Pufferwert korrigiert.

2.13 "Differential-Scanning -Kalorimetrie

Die Temperaturstabilitatsmessungen der Hdmocyanine wurde im Labor von Dr. Doris
Vollmer (AG Prof. Dr. Schmidt, Inst. fir Physikalische Chemie, Universitat Mainz) mit

einem VP-DSC Mikro-Kalorimeter der Firma Microcal durchgeflnhrt.
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e Aufbau des VP-DSC Mikrokalorimeters

Das VP-DSC ist ein hochsensitives Kalorimeter, das die Verwendung geringer
Probenmengen erlaubt. Es besitzt zwei minzférmige Probenzellen aus Tantalum 61
mit einem Volumen von etwa 0.5 ml, die von einem zylindrischen, adiabatischen

Mantel umgeben sind. Abb. 2.8 zeigt den schematischen Aufbau des Kalorimeters.

Referenz-
zelle

zelle

- AT e
AT1J —» Mantel-Feedback

- Probenzellen-Feedback

Abb. 2.8: Schematischer Aufbau des VP-DSC von MicroCal

Die Proben und Referenzzelle werden kontuinierlich aufgeheizt. Findet eine temperaturinduzierte
Reaktion der Probe statt, so kommt es zu einer Temperaturdifferenz zwischen Proben und
Referenzzelle.

Die Temperaturdifferenz  zwischen Proben- und Referenzzelle miflt ein
thermoelektrisches Element. Ein weiteres thermoelektrisches Element mifl3t die
Temperaturdifferenz zwischen Zellen und Mantel. Durch Aufheizen der Proben- und
Referenzelle kommt es zu einer temperaturinduzierten Reaktion der Probe. Zur
Kompensation der Temperaturdifferenz (AT4, Abb. 2.8) erfolgt eine Erniedrigung bzw.
Erhéhung des Heizstromes.

Das Integral der Warmemenge Uber die Messzeit, das bendtigt wird um AT{=0 zu
halten (Abb. 2.8), ist ein Mal flr die gesamte Warmemenge der Reaktion in den
Zellen. Fur DSC-Messungen mit wassriger Lésung tber 100°C besitzt das VP-DSC

ein Druck-System, welches Drucke bis zu 35 psi erlaubt.
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e Durchfuhrung der Temperaturdenaturierungen

Die Hamocyaninproben wurden fir die Messungen zunachst gegen den
gewulnschten Puffer dialysiert. Die Konzentration des Hamocyanins betrug in der
Regel 1 mg/ml. Im Falle der Experimente mit 24-merem Hamocyanin in GlyOH Puffer
wurde die Probe kurz vor der Messung im Verhaltnis 1:9 mit dem entsprechenden
Puffer verdinnt, um eine vorzeitige Dissoziation zu verhindern. Die Konzentration
betrug hier 0.13 mg/ml. Die Heizrate bei den Messungen betrug 60°C/h.

Vor jeder Messung mit Hamocyanin wurde zunachst eine Messung mit dem
entsprechenden Puffer durchgefuhrt, um eine Basislinie zu erhalten. Nach
Messungen, bei denen das Protein aggregierte, mufdten die Zellen intensiv gespult
werden. Hierzu wurde entweder das Detergenz DECON 90 (Zinser Analytic GmbH,
Frankfurt) oder bei groberen Verschmutzungen HNO3 verwendet.

Die Daten [cal/min] wurden um den jeweiligen Pufferwert korrigiert und das Signal
auf die Heizrate normalisiert [cal/°C]. Dies erfolgte mit dem Programm "Origin fur
DSC'.

e Auswertung der Messungen

Aus der Warmekapazitatsfunktion (Cp(T)) der Proteine konnen, nach Abziehen der
Basislinie von der MelR3kurve, folgende thermodynamische Grofien bestimmt werden:
die Entfaltungstemperatur (T,), die Warmekapazitat des gefalteten und des
entfalteten Proteins (Cp, ACp) und die Reaktionsenthalpie (Hcq) der Entfaltung.

Die Halbumwandlungstemperatur (T.,) entspricht hierbei der Temperatur am
Peakmaximum. Die Reaktionsenthalpie (AHcal) der Entfaltung entspricht der Flache

des kalorimetrischen Peaks. Hierfur gilt:
AH“' = [ACp*dT

Bei der Denaturierung der Hamocyaninproben konnte durch die Irreversibilitat der
Denaturierungen allerdings keine weitergehende thermodynamische Analyse
vorgenommen werden. Die Anwendung des Lumry und Eyring Models [Lumry und
Eyring, 1954), das von Sanches-Ruiz et al. [1988] zur Analyse irreversibler
Denaturierung vorgeschlagen wurde, bezieht die Abhangigkeit der Denaturierung
von der Scan-Rate mit ein, die im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt wurde. So
wurden aus den Warmekapazitatsverlaufen (Cp) lediglich die Denaturierungs-

temperatur T, enthommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Bestimmung des spezifischen Extinktionskoeffizienten

Eine wichtige Vorraussetzung fur die Bestimmung der Molekulargewichte mittels
Lichtstreuung ist die genaue Kenntnis der Konzentration der Probe. Diese kann im
DurchfluBbetrieb (Pkt. 2.10.1.5) entweder durch einen Refraktionsindex- oder einen
UV-Vis-Detektor ermittelt werden. Bei meinen Lichtstreumessungen wurde die
Konzentration anhand der Absorption der Hamocyanine bei 280 nm ermittelt. Fur die
Berechnung der Konzentration aus der UV-Absorption bei 280 nm wird der
spezifische Extinktionskoeffizient (¢) bei dieser Wellenlange bendtigt. Dieser ist fur
einige Hamocyanine bereits bestimmt worden (Tab. 3.1). Da die Genauigkeit der
Konzentrationsbestimmung einen groRen Einflull auf die aus den Lichtstreudaten
errechneten Molekulargewichte hat (Glg. 2.10.Xll), wurden die spezifischen
Extinktionskoeffizienten der verwendeten Hamocyanine mit drei verschiedenen

Methoden bestimmt.

Species e [ml* A
(cm*mg)'1] [nm] Referenz
Crustacea
Carcinus maenas 1.42 280 [1]
1.24 280 [2]
Homarus americanus 1.34 278 [3], [4]
Panulirus interruptus 1.38 280 [5]
Chelicerata
Merostoma
Limulus polyphemus 1.39 280 [1]
Arachnida
Eurypelma californicum 1.10 278 [6]

Tab. 3.1: Extinktionskoeffizienten der Arthropodenhamocyanine aus der Literatur.

Die Extintionskoeffizienten wurden jeweils mit verschiedenen Methoden ermittelt. [1] Nickerson and
van Holde, 1971; [2] Richelli et al., 1980; [3] Morimoto and Kegeles, 1971; [4] Herskovits et al., 1981b;
[5] Antonini et al., 1983; [6] Loewe and Lintzen, 1973.

-40-



3. Ergebnisse

3.1.1 Bradford-Test

Fur die Hamocyanine von Astacus astacus, Astacus leptodactylus, Calappa
granulata, Cancer pagurus, Carcinus maenas, Potamon potamios und Panulirus
interruptus wurden die Extinktionskoeffizienten mit dem Bradford-Assay der Firma
Bio-Rad (Munchen) bestimmt [Bradford,1976].

Als Eichproteine dienten Rinderserumalbumin und die Hamocyanine von Eurypelma
californicum und Homarus americanus (Abb. 3.1).

1,50
o BSA
O  E. californicum
1259 A H. americanus
= 1,00 -
£
w
2 075
€
c
3
a 0,50 4
(@)
0,25 - BSA Eurypelma c. Homarus a.
Koeffizienten: Koeffizienten: Koeffizienten:
b[0] =0.1718 b[0] = 0.1453 b[0] = 0.11579
b[1] = 8.4479e-3 b[1] = 8.3779e-3 b[1] = 9.6618e-3
0,00 1 r2=0.9775 r2=0.9965 rz=0.9863
T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Protein [ug]

Abb. 3.1: Eichgeraden des Bradford-Assays (Bio-Rad) der drei als Standard verwendeten
Proteine BSA (Bio-Rad), Himocyanin von Eurypelma californicum und Homarus americanus.
Die OD bei 595 nm ist gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. Die relativ kleinen Fehler setzen
sich aus dem Pipettierfehler, und dem Rauschen des OD Signals zusammmen.

Die Ergebnisse in Tabelle 3.2 zeigen, dal die Unterschiede zwischen BSA und den
zusatzlich als Eichproteinen verwendeten Hamocyaninen bei der angewendeten
Standard-Assay-Prozedur bezuglich der ODsgs maximal bei = 6% liegen. Die grofite

Abweichung gegenuber BSA zeigt das Hamocyanin von Eurypelma californicum.
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Spezies €280 [l (cm*mg)™]:
BSA* E. H.
californicum* | americanus*

A. astacus 1.32+0.13 1.24+0.12 1.36+ 0.12
A. leptodactylus 1.20+ 0.09 1.13+£ 0.09 1.25+ 0.09
C. granulata 1.22+ 0.06 1.15+ 0.06 1.26+ 0.05
C. pagurus 1.23+ 0.06 1.16+ 0.07 1.28+ 0.07
C. maenas 1.24+ 0.07 1.17+£ 0.06 1.28+ 0.07
P. interruptus 1.19+ 0.05 1.12+£ 0.04 1.24+ 0.05
P. potamios 1.25+ 0.09 1.17+£0.08 1.29+ 0.08

Tabelle 3.2: Spezifische Extinktionskoeffizienten (g) der verschiedenen Arthropoden-
Hamocyanine, ermittelt mit dem Bradford-Assay (Bio-Rad).

*: Als Standardproteine wurden BSA und die Hadmocyanine von E. californicum und H. americanus
verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens vier
Messungen.

Die mit dem Hamocyanin von Eurypelma californicum als Eichprotein errechneten
Extinktionskoeffizienten liegen durchweg etwa 6% unter den mit BSA als Eichprotein
errechneten Werte. Die Ergebnisse, die mit der Eichgerade des Crustaceen-
hamocyanin von Homarus americanus errechnet wurden, liegen dagegen zwischen
3% und 4% Uber den mit BSA errechneten Werten. Innerhalb einer Art unterscheiden

sich die Extinktionskoeffizienten um bis zu 10%.

3.1.2 Modifizierter Lowry-Test

Fur die Hamocyanine von Astacus astacus, Calappa granulata, Cancer pagurus,
Carcinus maenas und Potamon potamios wurde der Extinktionskoeffizient zusatzlich
mit dem modifizierten Lowry-Assay der Firma Pierce (Rockford, USA) bestimmt
[Lowry, 1951]. Auch hier dienten Rinderserumalbumin und die Hamocyanine von

Eurypelma californicum und Homarus americanus als Eichproteine (Abb. 3.2).
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1.4
O BSA
O E. californicum
129 A H. americanus
—. 1.0~
<
£
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Abb. 3.2: Eichgeraden des modifizierten Lowry-Assays (Pierce) der drei als Standard
verwendeten Proteine BSA (Bio-Rad), Hamocyanin von Eurypelma californicum und Homarus
americanus.
OD bei 750 nm aufgetragen gegen die Proteinkonzentration der drei Standardproteine. Die Fehler

setzen sich aus dem Pipettierfehler, und dem Rauschen des OD Signals zusammmen.

Tabelle

Spezies €280 [MI (cm*mg)™]
BSA* E. H.
californicum* | americanus®
A. astacus 1.43 £ 0.04 1.28 £ 0.04 1.47 +0.04
C. granulata 1.43 £ 0.06 1.28 +£0.05 1.47 £ 0.06
C. pagurus 1.34 £ 0.03 1.20 +0.02 1.38 £0.03
C. maenas 1.40 +£0.03 1.26 +0.03 1.43 £0.03
P. potamios 1.35+0.02 1.21 £0.02 1.38 £0.02
3.3: Spezifische Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Arthropoden-

Hamocyanine, ermittelt mit dem modifizierten Lowry-Assay (Pierce).
*: Als Standardproteine wurden BSA und die Hadmocyanine von E. californicum und H. americanus
verwendet. Angegeben die Mittelwerte und Standardabweichungen, denen jeweils eine Dreifach-
bestimmung zugrundeliegt.
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Auch im modifizierten Lowry Assay liegen die mit dem Hamocyanin von Eurypelma
californicum als Eichprotein errechneten Extinktionskoeffizienten deutlich unter den
Werten, die mit BSA ermittelt wurden (Tab. 3.3). Sie liegen um durchschnittlich 10%
niedriger. Die mit dem Hamocyanin von Homarus americanus errechneten
Extinktionskoeffizienten sind den mit BSA errechneten Werten sehr ahnlich und
liegen lediglich um 2-3% hoher. Innerhalb einer Art schwanken die Extinktions-
koeffizienten um bis zu 13%.

Vergleicht man die Ergebnisse beider Protein-Assays so zeigt sich, dal’ die mit
H. americanus als Eichprotein errechneten Extinktionskoeffizienten des modifizierten
Lowry-Assays zwischen 4% (P. potamios) und 12% (C. granulata) Uber denen des
Bradford-Assays liegen. Mit BSA als Eichprotein liegen die Werte mit Ausnahme
derer fur A. astacus. und P. potamios. um bis zu 10% hoher. Die mit dem
Hamocyanin aus E. californicum errechneten Werte sind in beiden Assays niedriger

als die jeweils mit BSA und H. americanus ermittelten Extinktionskoeffizienten.

3.1.3 Verfahren von Scopes

Die spekroskopischen Methode von Scopes [1974] basiert auf der Absorption der
Proteine bei 205 nm und 280 nm.

Die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten der verschiedenen Hamocyanine wurde
mit mehreren Verdlinnungen durchgefuhrt. Die ODygs5 lag hierbei zwischen 0.4 und
1.8, die OD 280 zwischen 0.012 und 0.017 (Abb. 3.3). Hoher konzentrierte Lésungen

konnten aufgrund der sehr hohen OD bei 205 nm nicht verwendet werden.

1.20
1.18 A ® E. californicum
1.16 A [ polyphemus
1.14 4
1.12 4
1.10 +
1.08 4

RESEE YR

1.00 +
0.98 -
0.96 -
0.94 -
0.92 -
0.90 \ \ \ \ \ \
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

oD [rel. Einh.]
A 280 nm

€560 nm [MI* g'1*cm'1]
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Abb. 3.3: Gemessene OD bei 280 nm aufgetragen gegen das hieraus errechnete € [ml* (g*cm'1)]
der Hamocyanine von Eurypelma californicum, Limulus polyphemus (A) und verschiedener
Crustaceen-Hamocyanine (B), bei verschiedenen Konzentrationen.
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus mindestens vier Messungen. Die Fehlerbalken stellen jeweils die

Standardabweichung dar.

Spezies €205 [ml (cm*mg)™] | €250 [ml (cm*mg)”]

Chelicerata

E. californicum 31.1+£01 1.04 £ 0.03
L. polyphemus 31.2+01 1.02+0.01
Crustacea

A. leptodactylus 30.9+0.2 1.11+£0.02
C. granulata 31.5+£01 1.12 £ 0.01
C. pagurus 31.6+0.2 1.15+ 0.06
C. maenas 31.5+£01 1.11£0.02
H. americanus 31.4+0.2 1.15+0.05
P. interruptus 31.3+01 1.05+0.01
P. potamios 31.4+01 1.08 £ 0.02

Tabelle 3.4: Spezifische Extinktionskoeffizienten (¢) der verschiedenen Arthropoden-
Hamocyanine, ermittelt mit der Methode von Scopes [1974]
Angegeben sind die Mittelwerte aus mindestens vier Messungen und die Standardabweichung.
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Die mit der Methode von Scopes [1974] errechneten Extinktionskoeffizienten liegen
mit Ausnahme dessen fur das Hamocyanin aus Eurypelma californicum um bis zu
25 % niedriger als die mit den chemischen Protein-Assays ermittelten Werte
(Tab. 3.4). Auch gegenuber den flir die Crustaceen-Hamocyanine aus der Literatur

bekannten Extinktionskoeffizienten (Tab. 3.1) liegen sie deutlich niedriger.

Die Ergebnisse der verschiedenen Untersuchungen sind in Tabelle 3.5

zusammengefalit.

Spezies Bradford Lowry mod. Scopes Literatur
€280 €280 €280 €280

Chelicerata

E. californicum EP* EP* 1.04 +£0.03 1.10 [6]

L. polyphemus - - 1.02 £ 0.01 1.39 [1]

Crustacea

A. astacus 1.30 £ 0.06 -

A. leptodactylus 1.19+£0.06 1.38 £0.10 1.11 £ 0.02

C. granulata 1.21+£0.06 1.38 £0.10 1.12+0.01

C. pagurus 1.22 £ 0.06 1.29 £ 0.09 1.15+ 0.06

C. maenas 1.23+£0.06 1.35+0.09 1.11£0.02 1.42 [1]

H. americanus EP* EP* 1.15+0.05 1.34 [2, 3]

P. interruptus 1.18 + 0.06 - 1.05+ 0.01 1.38 [4]

P. potamios 1.23+£0.06 1.30 £ 0.09 1.08 £ 0.02

Tab. 3.5: Zusammenfassung der Ergebnisse der e-Bestimmung mit verschiedenen Methoden.
Angegeben ist jeweils die Mitte und relative Grole des Intervalls der mit drei verschiedenen
Standardproteinen bestimmten Extinktionskoeffizienten des Bradford- und des Lowry-Assays sowie
die Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens vier Messungen der Werte von Scopes-
Verfahrens. *: Im Assay als Eichprotein verwendet.
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3.2 Bestimmung des Brechungsindex-Inkrements

Das Brechungsindex-Inkrement (dn/dc) ist neben dem spezifischen Extinktions-
koeffizient (¢) eine weitere wichtige GroRRe, die in die Berechnung der Molekular-
gewichte eingeht. Deshalb wurden neben der Verwendung von Literaturwerten die
Brechungsindex-Inkremente fur die Hamocyanine der Vogelspinne Eurypelma
californicum und der Crustaceen-Arten Homarus americanus, Cancer pagurus,
Carcinus maenas und Astacus leptodactylus mit einem Scanning-Michelson
Interferometer vorgenommen.

Hierzu wurden die Phasenwinkel (¢) mit dem Scanning-Michelson-Interferometer bei
verschiedenen Hamocyaninkonzentrationen gemessen (Pkt.2.9) und zur
Bestimmung von dn/dc gegen die Konzentration des gelésten Stoffes aufgetragen
[Abb. 3.4; Becker et al., 1995].

d/om

Koeffizienten:

b[0] = -0.0544
b[1] = 1.4611
° ° rz =0.9960
0 [ ]
[ ] [ ]
-1 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Cpc [mg/ml]

Abb. 3.4: Phasenwinkel in Abhédngigkeit der Konzentration des Hamocyanins von Eurypelma
californicum.

Die Messung erfolgte in 0.1 M Tris-Puffer mit 5 mM CaCl, und MgCl, bei pH 7.8. Die geschlossenen
Symbole () stellen die gemessen Phasenwinkel dar. Die offenen Symbole (o) erhalt man durch
Hinzufiigen von ganzzahligen Vielfachen von 2n zu den gemessenen Werten. Diese Punkte werden
fur die lineare Regression verwendet, um dn/dc zu erhalten [Becker et al., 1995].
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In Tabelle 3.6 sind die Ergebnisse der dn/dc-Bestimmung der Hamocyanine in

verschiedenen Puffern dargestellt.

Hamocyanin dn/dc [L/g] Puffer

Literatur | Bradford | Lowry Scopes

E. californicum 0.181* - - 0.170 |0.05 M Na-Phosphat, pH 7.5
0.182* - - 0.171 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8

H. americanus 0.197* - - 0.169 |0.05 M Na-Phosphat, pH 7.5
0.198* - - 0.170 |0.05 M Na-Phosphat, pH 7.5

A. leptodactylus - 0.208 - 0.187 |0.1 M Tris-HCI, pH 7.8

C. pagurus - 0.208 0.219 0.183 |0.1 M Tris-HCI, pH 7.8

C. maenas 0.238 0.220 0.240 0.186 |0.1 M Tris-HCI, pH 7.8
0.208 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8

Tab. 3.6: Brechungsindex-Inkremente [dn/dc] des Hamocyanins von E. californicum und von
verschiedenen Crustaceen-Hamocyaninen in unterschiedlichen Puffern.

Fir die Konzentrationsbestimmung der einzelnen Hamocyaninlésungen wurden fiir E. californicum
und H. americanus die Extinktionskoeffizienten aus der Literatur [Loewe und Linzen, 1973; Morimoto
und Kegeles, 1971], dem Bradford- und Lowry-Assay und dem spektroskopischen Verfahren von
Scopes verwendet. Die Temperatur betrug 20°C und der pH lag je nach verwendetem Puffer zwischen
7.5und 7.8.

Die Brechungsindex-Inkremente liegen, je nach verwendetem Extinktions-
koeffizienten und Tierart, zwischen 0.170 und 0.240 und zeigen somit eine grolRe
Streuung (Tab 3.6).

Die fur die Crustaceenhamocyanine bestimmten Brechungsindex-Inkremente liegen
mit einer Ausnahme deutlich Gber dem des 24-meren Cheliceratenhamocyanins der
Spinne Eurypelma californicum, das mit 0.181 bzw. 0.170 bestimmt wurde (Tab. 3.6).
Das fur das Hamocyanin von Homarus americanus bestimmte Brechungsindex-
Inkrement liegt mit 0.198 um 10% Uber dem Literaturwert von 0.180 [Herkovits et al.,
1981], obwohl zur Bestimmung der Konzentration der gleiche Extinktionskoeffizient
1971].
Konzentrationsbestimmung den Extinktionskoeffizienten des Scopes-Assays, liegen
die Werte mit 0.170 bzw. 0171 gut 5% unter dem Literaturwert.

Auffallig ist, dal® die Brechungsindex-Inkremente der Hamocyanine von Astacus

verwendet wurde [Morimoto and Kegeles, Verwendet man zur

leptodactylus, Cancer pagurus und Carcinus maenas mit bis zu 33% (Tab. 3.6) weit
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Uber dem Literaturwert des Crustaceenhamocyanins von Homarus americanus
[Herkovits et al., 1981] liegen. Allerdings wurden diese Werte jeweils aus
Einzelmessungen ermittelt. Aufgrund der gro3en Menge an Protein von etwa 60 mg,
die fur eine einzelne Messung bendtigt wurde, wurden diese nicht wiederholt.

Die Brechungsindex-Inkremente der Crustaceen-Hamoyanine, bei denen die
Konzentrationen mit dem Extinktionskoeffizienten des Scopes-Assays ermittelt
wurden, zeigen die beste Ubereinstimmung mit dem Literaturwert von Homarus
americanus [Herskovits et al, 1981]. Zu berlcksichtigen ist allerdings, dal3 die mit
diesem Verfahren ermittelten Extinktionskoeffizienten um bis zu 25% unter
entsprechenden Werten aus der Literatur und den mit colorimetrischen Assays
ermittelten Werten liegen (Tab. 3.5). So errechnen sich dementsprechend hohere
Hamocyaninkonzentrationen, die wiederum zu niedrigeren dn/dc-Werten fiuhren
(Pkt. 2.9).

Die Untersuchung hat deutlich gemacht, dal® die Limitierung der Genauigkeit der
Bestimmung von dn/dc nicht in der Methode selbst liegt, sondern in der Genauigkeit
der spezifischen Extinktionskoeffizienten (g), die zur Konzentrationsbestimmung

verwendet werden (Pkt. 2.9).

3.3 Bestimmung des Molekulargewichts von Arthropoden-Hamocyaninen

3.3.1 Molekulargewichtsbestimmung mittels Vielwinkel-Laser-Lichtstreuung

Im Rahmen meiner Arbeit wurden die Molekulargewichte verschiedener
Arthropodenhamocyanine mittels Vielwinkel-Laser-Lichtstreuung bestimmt. Hierfur
wurden ausschlie3lich Hamocyanine verwendet, die mittels praparativer Gelfiltration
aufgereinigt wurden.

Das Laser-Lichtstreuphotometer war mit einer HPLC-Pumpe und einer analytischen
Size-Exclusion-Saule verbunden. Diese Art der Probenpraparation gewahrleistet eine
Charakterisierung der Molekile unter nahezu nativen Bedingungen. Die folgenden
Abbildungen auf den nachsten Seiten zeigen die Elutionsdiagramme der
Cheliceraten- und Crustaceen-Hamocyanine mit den dazugehdrigen Molekular-
gewichten (Abb 3.5 A-1-J-1) und dem jeweiligen Debye-Plot (Abb 3.5 A-2-J-2;
Legende: siehe S. 59).
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Abb. 3.5: Elutionsdiagramme der Chelizeraten- und Crustaceen-Hamocyanine (A-1 — J-1) und
Debye-Plots fiir jeweils einen Messpunkt im Elutionsdiagramm (A-2 — J-2).

Die Elutiondiagramme zeigen die Streulichtintensitdt (LSIl), die OD bei 280 nm und das
Molekulargewicht (M.G.) aufgetragen gegen das Elutionsvolumen von einer Messung. In den Debye-
Plots ist R¢/K*c gegen sin2(9/2) exemplarisch flr einen Messpunkt des Elutionspeaks aufgetragen Die
Steigung der Geraden wird Null gesetzt, da bei einer Wellenlange von 632.8 nm fur Molekdile in der
Grolke der Hamocyanine mit einem Durchmesser deutlich kleiner als 1/20 der Wellenlange isotrope
Streuung vorliegt. Das Programm ASTRA bestimmt die statistische Fluktuation jedes Detektorssignals
am Anfang und am Ende der Baseline und bestimmt hieraus einen Gewichtungsfaktor flr den Fit. Die
Fehlerbalken stellen den experimentellen Fehler dar, der durch das Signal-Rausch Verhaltnis
zustandekommit.
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Die Elutionsdiagramme zeigen, dald die Hamocyaninproben hauptsachlich eine
oligomere Molekullspezies enthalten (Abb. 3.5 A-1-J-1). Das Hamocyanin von
Limulus polyphemus liegt als 48-mer, das von Eurypelma californicum als 24-mer
vor. Die Crustaceenhamocyanine sind 12-mere, mit Ausnahme des Hamocyanins
von Panulirus interruptus (I-1), das als 6-mer vorliegt. Bei der Bestimmungen des
Molekulargewichtes in Na-P-Puffer, ohne den Zusatz von CaCl, und MgCl,, war beim
Hamocyanin der Spezies Potamon potamios ein Anteil von etwa 75 % der 12-mere
zu 6-meren dissoziiert (J-1). Bei den Hamocyaninen von Calappa granulata und
Homarus vulgaris ist ein weitaus geringerer Anteil an 6-merem Hamocyanin zu
erkennen (D-1; H-1). Im Elutionsdiagramm von Homarus vulgaris zeigt sich
zusatzlich ein geringer Anteil an 24-merem Hamocyanin. Dies wurde durch
analytische Gelfiltration auch fur das Hamocyanin des nahe verwandten Homarus
americanus gezeigt [Jaenicke, 1998].

Der nahezu horizontale Verlauf der Molekulargewichtskurven (Abb. 3.5 A-1-J-1) in
der Peakmitte zeigt, da® es sich um eine monodisperse Probenverteilung handelt.
Die zum Teil leicht gekrimmte Form dieser Kurven kann ihre Ursache in der
Verbreiterung der Peaks haben, die zwischen den FluRzellen des UV-Vis und des
Lichtstreudetektors auftritt [Wyatt and Papazian, 1993]. Eine weitere Ursache flr ein
Abweichen vom horizontalen Verlauf kann ein unzureichendes Alignment des

UV-Vis-Detektors mit dem Lichtstreuphotometer sein.

Zur Berechnung der Konzentration der Hamocyanine wurden die mit verschiedenen
Methoden bestimmten Extinktionskoeffizienten herangezogen (Tab. 3.2, 3.3, 3.4). Als
Brechungsindex-Inkrement diente fur die Berechnung der Molekulargewichte der
Cheliceraten-Hamocyanine der fur Eurypelma californicum sowohl in Tris- als auch in
Na-P-Puffer mit 0.181 ml/g bestimmte Wert (Pkt. 3.2) und fir die der Crustaceen-
Hamocyanine das von Herskovits et al. [1981] fUr Homarus americanus ermittelte
Brechungsindex-Inkrement von 0.180. In Tabelle 3.7 sind die Molekulargewichte der
verschiedenen Arthropoden-Hamocyanine gezeigt. Sie stellen jeweils das
Massenmittel im Bereich der Peakmitte dar (Pkt. 2.10.1.5, Glg. 2.10.XXIV).
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Molekulargewicht [kDa] Anzahl
Spezies €280: Bradford €280 Mod. Lowry | gx50: Scopes d. Mess.
Chelicerata
E. californicum 1709* + 78 * 1616 + 74 (10)
L. polyphemus 3501* + 115 * 2569 + 84 (2)
Crustacea
A. leptodactylus 944 + 20 - 838 £ 17 (2)
C. granulata 929 + 26 1084 + 31 826 + 23 (2)
C. pagurus 934 + 16 1008 + 18 840 + 15 (4)
C. maenas 944 /1047*/ 915* [ 1055 819 (1)
H. americanus 965* + 49 * 828 + 42 (2)
H. vulgaris 999 - - (1)
P. interruptus 502+5/ - 425 + 4 (3)
559* + 5
P. potamios 12-mer | 935+ 16 992 + 17 783+ 13 (3)
6-mer 1481.0+13 510+ 14 403 £ 11

Tab. 3.7: Mittels Laser-Lichtstreuung ermittelte Molekulargewichte der einzelnen Hamocyanine.
Die Konzentration der Hamocyanine wurden mit verschiedenen Extinktionskoeffizienten berechnet
(Pkt. 3.1). Fur die mit * gekennzeichneten Werte wurde €59 [ml (g*cm)’1] aus der Literatur (Tab. 3.1)
verwendet. Die Molekulargewichte, die aus mehreren Messungen ermittelt wurden, stellen die
Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen dar.

Die Molekulargewichte zeigen aufgrund der verschiedenen zur Berechnung
verwendeten Extinktionskoeffizienten eine groRe Schwankungbreite. Auffallig sind
hierbei die mit dem e-Wert des Scopes—Verfahrens errechneten sehr niedrigen
Molekulargewichte. Sie liegen zwischen 10% (C. pagurus) und 24% (C. granulata)
niedriger als die M,, die mit den Extinktionskoeffizienten der beiden chemischen
Assays ermittelt wurden.

Eine sehr gute Ubereinstimmung mit Molekulargewichten aus Sequenzdaten
(Tab. 3.12) zeigen hingegen die mit dem Extintionskoeffizienten aus der Literatur
errechneten Werte der Cheliceraten-Hamocyanine von Eurypelma californicum und

Limulus polyphemus (Tab. 3.7).
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Auch bei der Bestimmung der Molekulargewichte der Crustaceenhamocyanine
ergeben sich, je nach der Methode der e-Bestimmung, deutlich unterschiedliche M,
(Tab. 3.7). Die beste Ubereinstimmung mit Molekulargewichten aus der Literatur
(Tab. 3.12) zeigen die Werte, die mit den Extinktionskoeffizienten des Bradford-

Assays errechnet wurden.

Fur die Hamocyanine von Astacus leptodactylus, Cancer pagurus, Carcinus maenas
und Homarus americanus wurde das Molekulargewicht zusatzlich mit den
Brechungsindex-Inkrementen, die mit dem Scanning-Michelson-Interferometer

ermittelt wurden errechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.8 dargestelit.

Molekulargewicht [kDa] Anzahl
Spezies €280: Bradford | ey30: mod. Lowry [ &5 Scopes d. Mess.
Chelicerata
E. californicum 1709* + 78 - 1.831+84 (10)
Crustacea
A. leptodactylus 707 £ 15 - 776 £17 (2)
C. pagurus 700 + 13 681+ 13 813+ 15 4)
C. maenas 632 /599.* 593 767 (1)
H. americanus 798* + 41 - 929 +48 (2)

Tab. 3.8: Molekulargewichte der einzelnen Hamocyanine unter Verwendung der mittels des
Scanning-Michelson-Interferometers ermittelten Brechungsindex-Inkremente.

FUr die Konzentrationsbestimmung wurden die mit drei verschiedenen Methoden bestimmten
Extinktionskoeffizienten und Werte aus der Literatur, die mit * gekennzeichnet sind, verwendet.

Bei der Bestimmung des Molekulargewichts mittels Lichtstreuung ist das
Brechungsindex-Inkrement (dn/dc) in der optischen Konstanten K enthalten
(Pkt. 2.10.1.1, Glg. 2.10.X) und geht quadratisch in die Berechnung ein (Pkt.
2.10.1.1, Glg.2.10.XI). Dies erklart, dall die bei Verwendung der
Extinktionskoeffizienten der beiden chemischen Assays mit dem Scanning Michelson
Interferometer relativ hoch bestimmten Brechungsindex-Inkremente (Tab. 3.6) zu
deutlich niedrigeren Molekulargewichten fuhren, im Falle von Carcinus maenas sogar
um bis zu 44% (Tab. 3.8).
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Bei Verwendung der dn/dc-Werte, die mit den Extinktionskoeffizienten des Scopes-
Verfahrens errechnet wurden ergeben sich fir die Hdmocyanine von E. californicum
und H. americanus 7% bzw. 12% hohere M, Fur die restlichen Crustaceen-
hamocyanine liegen sie, entsprechend den hoéher bestimmten dn/dc-Werten, um bis
zu 7% (A. leptodactylus) niedriger.

Wie auch bei der Berechnung der Molekulargewichte bildet der Extinktionskoeffizient
bei 278 nm eine wichtige Grundlage fur die Berechnung der Brechungs-
indexinkremente. Zwischen der Konzentration des Hamocyanins und dem
Brechungsindex-Inkrement besteht ein linearer Zusammenhang (Pkt. 2.9). Fehler in
der Bestimmung des Extinktionskoeffizienten pflanzen sich somit in der Bestimmung
des Brechungsindex-Inkrements und letzlich in der des Molekulargewichtes fort.
Ferner ist zu berlcksichtigen, da® die Brechungsindex-Inkremente von
A. leptodactylus, C. maenas und C. pagurus aufgrund der grof3en Proteinmengen,
die fur eine Messung bendétigt wurde, aus Einzelmessungen ermittelt und nicht

wiederholt wurden.
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3.3.2 Molekulargewichtsbestimmung mittels MALDI-TOF

Neben der Molekulargewichtsbestimmung oligomerer Hamocyanine in Losung

mittels Lichtstreuung wurde die Methode der Massenspektrometrie angewandt. Die

Molekulargewichtsbestimmung wurde fur ein Untereinheitengemisch und einzelne
Untereinheiten durchgefihrt (Abb. 3.6; Legende: siehe S. 66.).
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Abb. 3.6: MALDI-Spektren eines Dissoziats (A), eines Gemisches der Untereinheiten a, g und f
(B), des Dimeres bc (C) und der einzelnen Untereinheiten d (D) und e (E) des Hamocyanins von
Eurypelma californicum.

Als Matrix diente Sinapinsaure. Das dissoziierte Hamocyanin in GlyOH-Puffer pH 9.6 bzw. die
Untereinheiten in H,O (a,g, f; bc; d; €) mit einer Konzentration von jeweils 0.8 mg/ml, wurden im
Verhaltnis 1:1 mit der Matrixldsung gemischt.

Die zunachst in GlyOH-Puffer aufgenommen Massenspekiren zeigten, mit
Ausnahme des Untereinheitengemisches (Abb. 3.6 A), ein relativ schwaches Signal
und somit ein sehr ungunstiges Signal/Rausch-Verhaltnis. Ferner waren die
Ergebnisse schlecht reproduzierbar. Ein mdoglicher Grund konnten hohe Salz-
konzentrationen sein, die sich auf die Messungen nachteilig auswirken [Siuzdak,
1996; Lottspeich und Zorbas, 1998]. Sie kdnnen die Kokristallisation von Matrix- und
Analytmolekulen beeintrachtigen [Kaufmann, 1995]. Die Reinheit der Probe ist somit
von entscheidender Bedeutung. Um diesen negativen Effekt zu minimieren, wurden
die Proben drei Tage vor der Messung gegen H,O dialysiert.

Die Massenspektren aller Ansatze (Abb. 3.6 A-E) zeigen neben den jeweils
ausgepragten einfach geladenen Molekiilen [M-H]" auch die doppelt [M-2H]** und die

dreifachgeladenen Proteinmolekiile [M-3H]**.
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Untereinheiten M; [Da] M; [Da] Differenz
MALDI Sequenzdaten [%]
Dissoziat in 71.802 + 354 71.941* 0.20

0.05 M GlyOH

a, g, fin H0 71.762 + 18 71.966* 0.30
bc in H,O 71.956 + 12 72.208* 0.35
din HO 71.838 £ 80 71.999 0.20
ein HO 71.476 + 82 71.544 0.10

Tab. 3.9: Mittels MALDI ermittelte Molekulargewichte der Untereinheiten von Eurypelma
californicum im Vergleich mit aus Sequenzdaten errechneten M, [Voit et al., 2000].
*: mittleres M, aus Sequenzdaten.

Die aus dem Masse/Ladungsverhaltnis berechneten Molekilmassen fur die
unterschiedlichen Ansatze liegen zwischen 71.476 Da und 71.956 Da (Abb. 3.6 A-E,
[M-H]*; Tab. 3.9). Beim Gesamtdissoziat ist im Bereich zwischen 74.000 Da und
80.000 Da eine Schulter zu erkennen (Abb. 3.6 A). Einzelne Untereinheiten mit
unterschiedlichen Molekulargewichten, wie sie durch SDS Gelelektrophorese
[Schneider et al., 1977] und Sequenzierung [Voit et al., 2000] nachgewiesen wurden,
konnten bei den Gemischen aus Untereinheiten nicht aufgelést werden
(Abb. 3.6 A-C).

In den Spektren (Abb.: 3.6 A-E) sind neben den einfach geladenen [M-H]", auch die
doppelt [M-2H]?** und die dreifachgeladenen Proteinmolekile [M-3H]** zu erkennen.
Zusatzlich ist im Molekulargewichtsbereich bei etwa 143.000 Da -144.000 Da ein
Dimer mit einer Ladung [M,-H]"zu erkennen. Die Messungen des Heterodimeres bc
allerdings lassen bei 144.000 Da nur einen schwachen Peak erkennen. Der einfach
geladene Hauptpeak [M-H]" liegt bei 71.956 Da.

Tabelle 3.10 auf der folgenden Seite zeigt einen zusammenfassenden Vergleich der
Molekulargewichte der Arthropodenhamocyanine, die von mir mittels MALLS und
MALDI und von Jaenicke [1998] mittels SDS-PAGE an unserem Institut bestimmt

wurden, mit den Molekulargewichten aus der Literatur.
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Oligomer Molekulargewicht Methode Referenz
[kD]
Crustacea
P. interruptus 6-mer 502+5 MALLS Hubler
450 S.E. Kuiper et al., 1975
453* Sequenz Bak et al., 1987, Jekel et al.,
1988; Neuteboom, 1992
P. vulgaris 6-mer 454** Sequenz Jekel et al., 1996
A. leptodactylus 12-mer 944 +20 MALLS Hibler
1.000 £ 91 SDS Page Jaenicke, 1998
C. granulata 12-mer 929 + 26 MALLS Hubler
C. magister 12-mer 938 +20 S.E. Ellerton et al, 1970
898* Sequenz Durstewitz and Terwilliger, 1997
C. pagurus 12-mer 934 +16 MALLS Hubler
915.5+ 46 SDS Page Jaenicke, 1998
C. maenas 12-mer 944 MALLS Hubler
945 + 62 SDS-Page Jaenicke 1998
C. destructor 12-mer 950 S.E. Jeffrey et al., 1978
H. americanus 12-mer 965 + 49 MALLS Hubler
918+ 73 SDS-Page Jaenicke 1998
940 LS Herskovits et al., 1983a
940 A.E. Morimoto and Kegeles, 1971
P. potamios 12-mer 935+ 16 MALLS Hubler
6-mer 481 +13 MALLS Hubler
Chelicerata
Arachnida
A. australis 24-mer 1.723* Sequenz Buzy A: et al. 1995
E. californicum 24-mer 1.709 + 78 MALLS Hubler
1.723 MALDI Hibler
1.726 Sequenz Voit et al., 2000
L. quinquestriatus |24-mer 1.700 S.E. Klarman et al., 1979
Merostoma
L. polyphemus 48-mer 3501 +115 MALLS Hubler
3160 S.E. Johnson and Yphantis, 1978
van Holde and Miller 1982
3920 LS Loeffler et al., 1978
3486* Sequenz Nakashima et al. 1986

Tabelle 3.10: Vergleich der mit MALLS und SDS-PAGE [Jaenicke, 1998] ermittelten Molekular-
gewichte der Arthropodenhamocyanine mit Werten aus der Literatur.

Dargestellt sind die auf der Basis der Extinktionskoeffzienten aus der Literatur (*) bzw. des Bradford-
Assays mittels MALLS bestimmten M,. Die zahlreichen Molekulargewichte aus der Literatur, die mit
SDS-Page ermittelt wurden, sind nicht aufgefiihrt. Die mittels MALLS bzw. MALDI von mir bestimmten
M, sind fett gedruckt. * bzw. **; M, die ausgehend von der Sequenz einer Untereinheit bzw. einem
Untereinheitengemisch auf das M, des Oligomers hochgerechnet wurden.

-68-




3. Ergebnisse

3.4 Stabilitat des oligomeren Hamocyanins der Spinne Eurypelma
californicum

3.4.1 EinfluB von GdnHCI auf den Oligomerisierungsgrad

Viele Arthropodenhamocyanine dissoziieren unter Abwesenheit zweiwertiger
Kationen und bei einem alkalischen aber noch physiologisch tolerierbarem pH in ihre
Untereinheiten [van Holde et al., 1982, 1992, 1995; Ellerton et al., 1983; Salvato et
al., 1990; Markl et al., 1992]. Im folgenden wurde der Einflu® von GdnHCI auf den
Dissoziationsgrad des oligomeren Hamocyanins der Spinne Eurypelma californicum
bei verschiedenen Pufferbedingungen untersucht. Variiert wurde die Anwesenheit
zweiwertiger Kationen wie Ca?* und Mg?* und der pH des Puffers.

Abbildung 3.7 zeigt die relative Anderung der Lichtstreuintensitét des 24-meren
Hamocyanins von  Eurypelma californicum in  verschiedenen GdnHCI-
Konzentrationen (Legende: siehe folgende Seite).
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Abb 3.7: Relative Anderung der Lichtstreuintensitit des 24-meren Hamocyanins von
Eurypelma californicum in verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen.

A: nach 4-minltiger Inkubationszeit; B: nach 24-stindiger Inkubationszeit. Die offenen Symbole
kennzeichnen die Abwesenheit von CaCl, und MgCl,. Die Signalanderungen wurden aus den molaren
Massen errechnet und jeweils auf den Wert bei 0 M GdnHCI (=100%) normiert. Die Messungen
wurden bei 20°C durchgefihrt. Die Konzentration des Hamocyanins betrug 0.2 mg/ml. Die
Fehlerbalken stellen den experimentellen Fehler dar.

Bereits nach 4 Minuten beginnt der Prozess der Dissoziation des oligomeren
Hamocyanins. Nach der Inkubation von 24-merem Hamocyanin in GdnHCI
beobachtet man bei Konzentrationen zwischen 0 M und 1 M zunachst einen Anstieg
der Streuintensitaten um bis zu 10 % gegenuber der nativen Probe (Abb. 3.7 A).
Einen Anstieg der Lichstreuintensitat konnte auch Hoff [1990] bei Denaturierungs-
experimenten mit dem Hamocyanin von Eurypelma californicum verzeichnen. Bei
dem Denaturierungsansatz mit pH 7 und 8 ohne Ca?* und Mg2+ ist dieser Anstieg
nicht zu beobachten. Mit Ausnahme des Ansatzes bei pH 7 ohne Ca** und Mg** ist
ab einer Konzentration von 1 M GdnHCI eine Abnahme der Lichtstreuintensitat und
somit der Molekulargewichte bis 3 M GdnHCI zu verzeichnen. Der Ansatz bei pH 7
ohne Ca?* und Mg?* zeigt bereits ab 0.8 M GdnHCI eine beginnende Abnahme der
Molekulargewichte, was auf eine geringere Stabiltdt des Oligomers bei diesen
Bedingungen hinweist. Die Ansétze bei pH 7 ohne und bei pH 8 mit Zusatz von Ca**
und Mg?* zeigen zwischen 1.5 M und 1.7 M bzw. zwischen 1.7 M und 2 M GdHCI
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eine leichte Zwischenstufe, die nach 24 Stunden verschwunden ist (Abb. 3.7 B).
Generell ist nach 4 Minuten noch kein scharfer Ubergang zwischen oligomerem und
dissoziiertem Hamocyanin zu beobachten, sondern eine kontinuierliche Abnahme
der Lichtstreuintensitat bis 3 M GdnHCI.

Nach 24 Stunden zeigen die Ansatze mit 5 mM Ca?* und Mg®* und der Ansatz bei
pH 8 ohne Ca?* und Mg?* einen sehr dhnlichen Verlauf. Nach einem leichten Anstieg
der Lichtstreuintensitat zwischen 0.2 M und 0.8 M GdnHCI erfolgt eine Abnahme
innerhalb eines Konzentrationsbereiches von 1.0 M bis 2.0 M GdnHCI. Ab 2 M
verandert sich die Intensitat nicht mehr. Der Denaturierungsansatz mit pH 7 ohne
Ca** und Mg®* zeigt eine etwas geringere Stabilitit. Die Abnahme der
Lichtstreuintensitat beginnt ab 0.8 M GdnHCI somit bei niedrigeren Konzentrationen.
Die Lichstreuintensitat liegt bis 1.5 M GdnHCI deutlich unter der der Ubrigen
Ansatzen. Der zum Teil leichte Anstieg der Lichstreuintensitaten bei 3 M GdnHCI
konnte auf die Bildung von Aggregaten zurlckzuflihren sein. Auch dieser Anstieg
konnte von Hoff [1990] bei Lichtstreuexperimenten mit Eurypelma-Hamocyanin

verzeichnet werden.

3.4.2 EinfluB von GdnHCI auf das aktive Zentrum

Oxygeniertes Hamocyanin zeigt neben einem fur Proteine typischen
Absorptionsmaximum bei 280 nm, das von den aromatischen Aminosauren
Tryptophan (280 nm) und Tyrosin (274 nm) hervorgerufen wird, eine Absorption bei
340 nm. Diese Absorption wird durch den Kupfer-Sauerstoff-Komplex des aktiven
Zentrums hervorgerufen und verschwindet bei Deoxygenierung des Hamocyanins.
Damit stellt die OD bei 340 nm ein Mal fur die Beladung mit Sauerstoff und somit fur
die Intaktheit des aktiven Zentrums dar.

FUr die Messungen wurde Hamocyanin (cy.: 0.2 mg/ml) in 0.1 M Tris-HCI Puffer
pH7.8 mit 5 mM CaCl, und 5 mM MgCl, bei unterschiedlichen GdnHCI-
Konzentrationen von 0-5 M bei 20°C fur 4 Minuten und 24 h inkubiert. Abbildung 3.8
auf der folgenden Seite zeigt die Absorptionsspektren des 24-meren Hamocyanins in
Anhangigkeit von GdnHCI nach 24 Stunden.
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Abb. 3.8 : Absorptionsspektren von 24-merem Eurypelma-Hamocyanin in GdnHCI.

Die Spektren wuren auf 280 nm normiert. Die Konzentration des Hamocyanins betrug 0.2 mg/ml. Die
Messungen wurden in 0.1 M Tris-HCI Puffer pH 7.8 mit 5 mM CaCl, und 5 mM MgCl, bei
unterschiedlichen GdnHCI-Konzentrationen durchgefiihrt. Die Spektren wurden bei 20°C gemessen.
Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden.

Abb. 3.9 zeigt die Anderung der Absorption bei 340 nm in Abhangigkeit der GdnHCI-

Konzentration nach 4 Minuten und nach 24 Stunden.
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Abb 3.9: Reative Anderung der Absorption des oligomeren Himocyanins bei 340 nm unter dem
EinfluB von GdnHCI nach 4 min und nach 24 h.

Die 24 h-Werte stellen Mittelwerte aus drei Messungen dar. Bei der 4 Minuten-Messung handelt es
sich um eine Einzelmessung. Die Werte wurden auf den Anfangswert normiert. (Bedingungen siehe
Abb. 3.8). Die Fehler setzen sich aus dem Signalrauschen und dem experimentellen Fehler
zusammen.
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Nach 4 Minuten beginnt die Deoxygenierung ab etwa 1.5 M GdnHCI und ist erst ab
4 M GdnHCI weitestgehend abgeschlossen. Die grofite Abnahme von etwa 85% auf
12% der O,-Beladung findet zwischen 2 M und 4 M GdnHCI statt.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit findet die Abnahme in einem deutlich kleineren
Konzentrationsbereich ab einer GdnHCI-Konzentration von 1.3 M GdnHCI statt. Die
groldte Abnahme der Oxygenierung des Hamocyanins von 95% auf etwa 17% kann

man innerhalb eines kleinen Konzentrationsbereiches bis 2 M GdnHCI beobachten.

3.4.3 Fluoreszenzeigenschaften in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration

Das Fluoreszenzeigenschaften des 24-meren Hamocyanins wurde in Gegenwart
verschiedener GdnHCI-Konzentrationen untersucht. Es soll Aufschluy Uber das
Denaturierungsverhalten des oligomeren Hamocyanins in Anwesenheit von GdnHCI
geben. Abbildung 3.10 zeigt exemplarisch die Fluoreszenzspektren bei

verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen nach 24-stundiger Inkubationszeit.
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Abb. 3.10: Fluoreszenzemission des 24-merem Eurypelma-Hamocyanins bei verschiedenen
GdnHCI-Konzentrationen nach 24 Stunden.

Die Anregungswellenlange war 280 nm. Die Spektren wurden bei 20°C aufgenommen Die
Konzentration des Hdmocyanins betrug 0.05 mg/ml.
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Abb. 3.11 zeigt den Verlauf der Fluoreszenzintensitaten bei maximaler Emissions-
wellenlange und des Fluoreszenzemissionsmaximums des 24-meren Hamocyanins
in Anwesenheit verschiedener GdnHCI-Konzentrationen nach 4 Minuten und
24 Stunden.
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Abb. 3.11: Fluoreszenzintensitaten und Verlauf des Fluoreszenzemissionsmaximums des
24-meren Eurypelma-Hamocyanins in Abhédngigkeit von GdnHCI.

[A] Intensitaten bei maximaler Emissionswellenlange und [B] Verlauf von Amax nach 4 min und 24 h
Inkubationszeit in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration. Die Fehler setzen sich aus dem Rauschen
der Spektren und dem angenommenen Pipettierfehler von 2% zusammen. Ubrige Bedingungen siehe
Abb. 3.10.
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Das 24-mere native Hamocyanin zeigt nach Anregung mit Licht der Wellenlange
280 nm ein Fluoreszenzemissionsmaximum bei etwa 305 nm (Abb. 3.10). Mit
steigender Denaturierungsmittelkonzentration wird die Léschung der Tryptophan-
fluoreszenz aufgehoben und die Fluoreszenzintensitat bei 335 nm nimmt zu
(Abb. 3.10; Abb. 3.11). Nach 4 Minuten beginnt der Anstieg der Fluoreszenzintensitat
bei Amax @b 2.3 M GdnHCI (Abb. 3.11 A). Dieser Anstieg ist zunachst auf die
Dissoziation des 24-mers zurlckzufuhren, was am Verlauf von Anax zu erkennen ist
(Abb. 3.11 B), da sowohl das Emissionsmaximum des deoxygenierten 24-mers als
auch das eines Untereinheitengemisches bei 335 nm liegt (Abb. 4.3., 4.11). Nach
24 h erfolgt die Dissoziation bereits bei 1.5 M GdnHCI. Ab 1.7 M GdnHCI zeigt die
Verschiebung der Wellenlange bei Amax in den langerwelligen Bereich die
zunehmende Denaturierung der Untereinheiten an (Abb. 3.11 B). Das Emissions-
maximum bei einer Konzentration von 5 M GdnHCI liegt sowohl nach 4 min als auch

nach 24 h bei 348 nm und zeigt die fortgeschrittene Denaturierung an.
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3.4.4 Stabilitat der Sekundarstruktur in Abhéangigkeit der GdnHCI-

Konzentration

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Sekundarstruktur wurde 24-meres Hamocyanin
von Eurypelma californicum fur 4 Minuten und 24 Stunden bei verschiedenen
Konzentrationen von GdnHCI inkubiert und danach ein CD-Spektrum von 210 nm bis

260 nm aufgenommen (Abb. 3.12).

Wellenlange [nm]

Elliptiztat [mdeg]

Abb 3.12: CD-Spektren des 24-meren Eurypelma-Hamocyanins in Abhangigkeit der GdnHCI-

Konzentration nach 24 Stunden.
Die Konzentration des Hadmocyanins betrug 0.2 mg/ml. Die Spektren wurden bei 20°C aufgenommen.

Die von a-Helices dominierten Spektren zeigen mit zunehmender Konzentration des
Denaturierungsmittels eine Abnahme des Minimums der Elliptizitat bei 222 nm
(Abb. 3.12). Abb. 3.13 auf der gegenuberliegenden Seite zeigt den Verlauf der
Elliptizitat [0] bei 222 nm in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration.
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Abb. 3.13: Elliptizitat [0] des 24-meren Eurypelma-Hamocyanins bei 222 nm in Abhédngigkeit der
GdnHCI-Konzentration nach 4 min und nach 24 h.

Bedingungen siehe Abb. 3.12. Die Fehler setzen sich aus dem Signalrauschen und dem
angenommenen Pipettierfehler von 2 % zusammen.

Die Denaturierung der Sekundarstrukturelemente beginnt nach 4 Minuten ab 2.5 M
GdnHCI (Abb. 3.13) und bei 5 M GdnHCI wird bereits ein Plateauwert erreicht, der
sich nicht signifikant von dem 24 h-Wert unterscheidet. Nach 24 h beginnt der Verlust
der Sekundarstruktur ab einer Konzentration von 1.7 M GdnHCI und ist bei 4 M
GdnHCI weitestgehend abgeschlossen.

Selbst bei den hohen Denaturierungsmittelkonzentrationen wie 6 M GdnHCI liegt das
Signal mit —0.7 mdeg bei 6 M GdnHCI noch leicht im negativen Bereich. Es ist somit
davon auszugehen, dald zumindest noch Reste von Sekundarstrukturelementen
vorhanden sind und kein reines Zufallsknauel vorliegt, fur welches die Elliptizitat bei

222 nm im positiven Bereich liegt [Davidson and Fasman, 1967, 1969].
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3.5 Stabilitat der Untereinheit e der Spinne Eurypelma californicum

3.5.1 EinfluB von GdnHCI auf das aktive Zentrum der Untereinheit e

Neben dem Einflull von GdnHCI auf den Oxygenierungsgrad und die Stabilitat des
oligomeren Hamocyanins von Eurypelma californicum wurde dieser auch auf der
Ebene einer einzelnen Untereinheit am Beispiel von Untereinheit e untersucht.

Alle Proben waren vor Beginn der Denaturierung vollstandig oxygeniert und wiesen
ein Verhaltnis der Absorption von 280 nm zu 340 nm von 4.75 + 0.25 auf. Fir die
Messungen wurde gereinigte Untereinheit e bei verschiedenen GdnHCI-
Konzentrationen inkubiert und die Absorption bei 340 nm nach 4 min, 1 h und 24 h
gemessen (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Relative Anderung der Absorption bei 340 nm von Untereinheit e unter Einwirkung
von GdnHCI nach einer Inkubationszeit von 4 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden.

Die Werte der OD349 wurden auf den Anfangswert bei 0 M GdnHCI normiert. Die drei Kurven stellen
das Mittel aus jeweils drei Einzelmessungen dar. Die Messungen erfolgten in 0.05 M GlyOH Puffer,
pH 9.6 bei 20°C. Die Konzentration der Untereinheit e betrug 0.1 mg/ml.

Die Beobachtung der Absorption bei 340 nm zeigt, dal3 bereits nach 4-minutiger
Inkubationszeit die Sauerstoffbeladung mit zunehmender Denaturierungsmittel-
konzentration abnimmt. Die Anderung der ODzy tritt ab 1.5 M GdnHCI ein. Sie nimmt

bis zu einer Konzentration von 4.5 GdnHCI fast linear ab und und andert sich dann
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nicht mehr. Die Deoxygenierung ist hier bereits vollstandig. Eine stabile
Zwischenstufe ist nicht zu erkennen. Nach einer Stunde Inkubationszeit beginnt die
Abnahme der OD3y40 bei etwa 1 M GdnHCI (Abb. 3.14). Der Konzentrationsbereich in
dem der Ubergang stattfindet, ist weitaus kleiner und die Deoxygenierung ist bereits
bei 2.5 M GdnHCI abgeschlossen. Nach 24 h verschiebt sich der Beginn der
Abnahme der ODs340 (Abb. 3.14) nach 0.5 M GdnHCI. Die Deoxygenierung ist bei 2 M
GdnHCI abgeschlossen.

3.5.2 Fluoreszenzeigenschaften der Untereinheit e in Abhadngigkeit der

GdnHCI-Konzentration

Um die Entfaltung der Untereinheit e zu verfolgen, eignet sich die Methode der
Fluoreszenzspektroskopie. HierfUr wurden zunachst Fluoreszenzemissionsspektren
bei einer Anregungswellenlange von 280 nm und 295 nm aufgenommen und der
Einflud des Denaturierungsmittels auf die Fluoreszenzemission und die
Verschiebung des Emissionsmaximums von Untereinheit e verfolgt. Diese
Experimente sollten Aufschlu® sowohl Uber die beginnende Denaturierung als auch

Uber die fortschreitende Entfaltung der Untereinheit geben (Abb. 3.15; 3.16).
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Abb. 3.15: Fluoreszenzemissionsspektren von Unterenheit e unter dem EinfluB von GdnHCI
nach 4 min (A) und 24 h (B).

Die Spektren wurden bei 280 nm angeregt Die Konzentration des Hamocyanins betrug 0.05 mg/ml.
Die Spektren wurden in 0.05 M GlyOH Puffer mit pH 9.6 bei 20°C aufgenommen.
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Abb.: 3.16: Flyn.x (A, B) und Anax (C, D) in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration und dessen
Einwirkungsdauer, angeregt bei 280 nm und 295 nm.

Sonstige Bedingungen wie unter Abb. 3.15. Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte der
Fluoreszenzintensitaten bzw. der Wellenlangen aus drei Messungen.

Bei Anregung mit 280 nm erfolgt nach 4 Minuten ein Anstieg der Fluoreszenz-
intensitat bei maximaler Emissionswellenlange (Amax) ab einer Konzentration von 2 M
GdnHCI und erreicht bei 5 M GdnHCI ein Maximum (Abb. 3.15). Die Intensitat steigt
hierbei um den Fakor 2.5. Mit dem Anstieg der Fluoreszenzintensitat geht eine
Verschiebung des Emissionsmaximums der nativen Untereinheit e von 333 nm nach
347nm-348 nm (Abb. 3.16) einher. Nach 1 Stunde Inkubation erreicht die
Fluoreszenzintensitat bei 2.5 M ein Maximum. Bei hoheren Konzentrationen nimmt
die Intensitat wieder ab und geht bei 4 M in ein Plateau Uber (Abb. 3.15). Auch nach

24 Stunden Inkubationszeit ist der prinzipielle Verlauf der Fluoreszenzintensitaten bei
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zunehmenden GdnHCI-Konzentration ahnlich. Lediglich der Anstieg der Intensitat
beginnt bereits ab 1 M und das Maximum wird bei 2 M GdnHCI erreicht (Abb. 3.16).
Die Fluoreszenzintensitaten andern sich nach einer Stunde ab einer Konzentration
von 3 M GdnHCI nicht mehr. Auffallig ist auch, dal} sich die Verschiebung der
maximalen Emissionswellenlange von 4 Minuten bis hin zu 24 Stunden nicht mehr
andert.

Zusatzlich zur Anregung bei 280 nm wurde auch bei 295 nm angeregt, um selektiv
nur Tryptophane zu erfassen. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat von Anax hach
Anregung mit 295 nm ist dem nach Anregung mit 280 nm &hnlich (Abb. 3.16).
Wahrend die Fluoreszenzintensitat nach 4 Minuten ab 2 M ansteigt und bei 4.5 M
das Intensitadtsmaximum erreicht, nimmt die Intensitdt nach einer Stunde nach
Erreichen eines Maximums bei 2.5 M wieder ab und geht bei 4 M GdnHCI in ein
Plateau Uber (Abb. 3.16). Die Verschiebung von Amax beginnt bereits ab 0.5 M
(Abb. 3.16) und erreicht bei etwa 4 M GdnHCI ihr Maximum bei 353-354 nm. Sie
andert sich nach 4 Minuten Inkubationszeit nicht mehr (Abb. 3.16). Auch nach
24 Stunden Inkubation erhalt man sehr ahnliche Ergebnisse. Lediglich der Anstieg
des Signals und das Erreichen des Maximums erfolgt bei geringeren GdnHCI-
Konzentrationen (Abb. 3.16).

Der Vergleich zeigt, dal® der Verlauf der Fluoreszenzintensitat nach Anregung mit
280 nm oder 295 nm sehr ahnlich ist und sich lediglich die absoluten Intensitaten
unterscheiden. Nach Erreichen eines Intensitatsmaximums findet bei hoheren
Konzentrationen zunachst eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat statt, die dann in
ein Plateau Ubergeht. Das Emissionsmaximum nach Anregung bei 295 nm ist
gegenuber der Messung mit einer Anregungswellenlange von 280 nm um 5-6 nm in
den langerwelligen Bereich verschoben und liegt bei 353-354 nm (Abb. 3.16). Ab
einer Konzentration von 3 M GdnHCI andern sich die Intensitaten zwischen 1 Stunde
und 24 Stunden nicht mehr (Abb. 3.16). Die Abnahme der Intensitat nach Erreichen
des Maximums hangt davon ab, ob man selektiv die Tryptophane bei 295 nm oder
bei 280 nm Tryptophane und Tyrosine gemeinsam anregt. Im letzten Fall fallt die
Abnahme mit 36 % etwa doppelt so hoch aus, wie bei selektiver Anregung der
Tryptophane (Abb. 3.16). Ferner wird bei hohen GdnHCI-Konzentrationen nach
Anregung bei 280 nm eine erhdhte Tyrosinfluoreszenz bei 305 nm festgestellt
(Abb. 3.16). Auffallig ist, da® die Verschiebung der maximalen Emissionswellenlange

unabhangig von der Inkubationsdauer ist.
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Um Aufschlul3 Uber den Verlauf der Denaturierung zu bekommen, wurde die
Fluoreszenzintensitat bei maximaler Emissionswellenlange gegen die Verschiebung

von Amax aufgetragen (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Fluoreszenzintensitdt bei maximaler Emissionswellenldnge aufgetragen gegen An.x
in Abhangigkeit von GdnHCI.

Die Anregung erfolgte bei 280 nm (A) und 295 nm (B). Sonstige Bedingungen wie unter Abb. 3.15.
Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitaten bzw. der Wellenlangen aus drei
Messungen.
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Vergleicht man den Anstieg der Fluoreszenzintensitat direkt mit der Verschiebung
der Wellenlange so zeigt sich, dafld nach 4 min Inkubationszeit eine Verschiebung der
Wellenlange beginnt, bevor die Fluoreszenzintensitat signifikant ansteigt (Abb. 3.17).
Dagegen geht nach langeren Inkubationszeiten von 1 h bis 24 h der Anstieg der
Fluoreszenzintensitat mit der Verschiebung der Wellenlange einher.

Dies ist ein erster Hinweis darauf, dal} zunachst die auReren Molekulbereiche von
der Denaturierung betroffen sind, bevor das aktive Zentrum im Inneren von
Domane Il entfaltet wird und die Tryptophanfluoreszenz nicht mehr geléscht werden

kann.

3.5.3 Fluoreszenzanisotropie in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration

Um diesem Hinweis nachzugehen, wurden Fluoreszenzanisotropiemessungen
durchgefiihrt. Sie sollten Uber die Anderung der Beweglichkeit der Tryptophane
weiteren Aufschlufd Uber den Beginn der Auffaltung, vor allem der Domane Il geben.
Faktoren, die die Anisotropie und somit die Polarisation des von der Probe
emittierten Lichtes beeinflussen kdnnen, sind neben den Winkeln zwischen
Absorptions- und Fluoreszenzibergangsdipolmoment, die Rotation des Proteins in
der Losung bzw. die des Fluorophors relativ zum Protein und der Forster-Transfer.
Die Rotationskorrelationszeit (t;) fur globulare Proteine liegt bei etwa 1 ns pro
2400 Da (Cantor and Schimmel, 1981). Nach Boteva et al. [1993] ist die
Fluoreszenzlebensdauer (t) im oxygenierten Hamocyanin (24-mer bzw. Unter-
einheiten a, d, e) von schnellen Komponenten mit Lebensdauern zwischen 0.1 ns
und 2.7 ns dominiert. Die langsameren Komponenten mit T = 6.7 ns - 8.9 ns tragen
nach Aussage der Autoren lediglich mit etwa 6 % zur Gesamtfluoreszenz bei. Die
Rotationskorrelationszeit liegt somit je Oligomerisierungsgrad zwischen ein und zwei
GroRenordnungen Uber der Fluoreszenzlebensdauer. Die Rotation des Eurypelma-
Hamocyanins in Losung spielt somit bei der Bestimmung der Anisotropie eine
untergeordnete Rolle.

Zunachst sollte geklart werden, ob sich das 24-mere Hamocyanin, ein
Untereinheitengemisch und einzelne Untereinheiten im nativen Zustand in ihrer
Anisotropie unterscheiden. Fur die Bestimmung einer geeigneten Anregungs-
wellenlange wurde die Anisotropie des 24-meres, der nativen und der mit 6 M
GdnHCI denaturierten Untereinheit e bestimmt (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Anisotropieverlauf des nativen 24-meren Hamocyanins und der Untereinheit e im
nativen und nach Inkubation in 6 M GdnHCI im denaturierten Zustand.

Die Anregung erfolgte zwischen 280 nm und 310 nm, die Emissionswellenlange wurde bei 335 nm
detektiert. Die Spektren wurden bei 20°C in 0.1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7.8 (24-mer) bzw.in 0.05 M
GlyOH Puffer, pH 9.6 (Ue e) aufgenommen. Die Konzentration des Hdmocyanins betrug 0.05 mg/ml.

Aufgrund dieser Messung wurde fur die nachfolgenden Messungen die Anregungs-
wellenlange bei 290 nm gewahlt. Die Anisotropie des 24-meren Hamocyanins
unterscheidet sich bei 290 nm im Rahmen des Fehlers nur unwesentlich von der von
Untereinheit e. Nach Inkubation von Untereinheit € in 6 M GdnHCI-Losung sinkt die
Anisotropie von 0.12 + 0.01 auf etwa 0.045 +0.005 ab (Abb. 3.18).

Abbildung 3.19 auf der gegeniberliegenden Seite zeigt einen Vergleich der
Anisotropie des 24-mers mit einem Untereinheitengemisch und einzelnen

Untereinheiten.
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Abb. 3.19: Vergleich der Anisotropie des 24-mers mit einem Untereinheitengemisch, einem
Gemisch der Untereinheiten a, g und f, der isolierten Untereinheiten d und e und dem Dimer bc.
Die Messungen wurden bei 20°C in 0.1 M Tris-HCI-Puffer, pH 7.8 (24-mer) bzw.in 0.05 M
GlyOH Puffer, pH 9.6 (Ue e) durchgefuihrt. Die Anregungswellenlange betrug 290 nm, die detektierte
Emissionswellenlange 335 nm. Die Konzentration des Hamocyanins betrug 0.05 mg/ml. Die
Fehlerbalken setzen sich aus dem Pipettierfehler und dem Signalrauschen zusammen.

Die Anisotropie des Hamocyanins von Eurypelma californicum liegt zwischen
0.115 £ 0.01 fur das Dissoziat und 0.13 = 0.01 fUr das native 24-mer.

Der Vergleich der Anisotropie des 24-mers mit dem Dissoziat und einzelnen
Untereinheiten zeigt im Rahmen der experimentellen Fehler nur geringe
Unterschiede (Abb. 3.19). Somit kann eine Beeinflussung der Beweglichkeit der

Tryptophane durch die Dissoziation nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden.

In einem zweiten Versuch sollte nun bei Untereinheit e der Verlauf der Anisotropie in
Abhangigkeit von GdnHCI verfolgt werden, um den EinfluR der beginnenden
Denaturierung auf die Tryptophane zu untersuchen. Abbildung 3.20 auf der
folgenden Seite zeigt den Verlauf der Anisotropie in Abhangigkeit der GdnHCI-

Konzentration nach 4 Minuten und nach 1 Stunde.
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Abb. 3.20: Fluoreszenzanisotropie von Untereinheit e in Abhangigkeit von GdnHCI.
Die Anregung erfolgte bei 290 nm, die Emission wurde bei 335 nm detektiert. Sonstige Bedingungen
siehe Abb. 3.18.

Unabhangig von der Inkubationszeit (4 min, 1 h) nimmt die Anisotropie ab einer
Konzentration von 1.5 M bis 3.5 M GdnHCI von 0.12 £0.01 auf etwa 0.06 £ 0.005 ab
(Abb. 3.20).

Ein Vergleich der Abnahme der Anisotropie (Abb. 3.20) mit der Zunahme der
Fluoreszenzintensitat bei maximaler Emissionswellenldange (Amax) nach 4 min
(Abb. 3.16) zeigt, dal die Anderung der Anisotropie bei deutlich geringeren GdnHCI-
Konzentrationen beginnt. Dies bestatigt die Ergebnisse der Verschiebung von Amax.
Die Denaturierung beginnt somit an den aufieren Molekllbereichen, bevor der
Anstieg der Fluoreszenzintensitat, respektive die Anderung des Sauerstoff-

Beladungsgrades, die Denaturierung des aktiven Zentrums der Untereinheit anzeigt.
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3.5.4 Tryptophan-Fluoreszenzléschung im oxygenierten Hamocyanin von

Eurypelma californicum durch Forster-Transfer

Fur mehrere Hamocyanine wurde ein linearer Zusammenhang der Menge des
gebundenen Sauerstoffs mit der Absorption bei 340 nm und der starken
Fluoreszenzlbschung gezeigt [Shaklai and Daniel, 1970; Loewe, 1978; Richey et al.,
1984]. Aufgrund dieser Tatsache, und wegen der Bedeutung der Tryptophan-
fluoreszenz fur die Interpretation des Denaturierungsverhaltens des Hamocyanins
von Eurypelma californicum, wurde in enger Zusammenarbeit mit Wolfgang Erker
(Institut fur Molekulare Biophysik) die Ursache fur die starke Loschung der
Tryptophanfluoreszenz im oxygenierten Hamocyanin von Eurypelma californicum
[Loewe, 1978; Richey et al., 1984] genauer untersucht. Insbesondere sollte geklart
werden, inwieweit die Fluoreszenzl6schung auf einen Multi-Donor-Multi-Akzeptor-
Prozel auf Basis des Forster-Transfers zurickgeht.

Hierzu wurden mehrere GroRen bestimmt (Pkt. 2.12.3). Fir die Berechnung des
Uberlappungsintegrals [J] und der Quantenausbeute [®] wurden jeweils Absorptions—
und Fluoreszenzspektren im oxygenierten und deoxygenierten Zustand des

Hamocyanins gemessen.
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Abb. 3.21: Absorptions- und Fluoreszenzemissionsspektum des oxygenierten 24-meren
Hamocyanins von Eurypelma californicum.

Das Fluoreszenzemissionsspektrum zeigt eine grole Uberlappung mit dem Absorptionsspektrum. Die
Spektren wurden in Tris-HCI, pH 7.8, bei 20°C aufgenommen. Die Anregungswellenlange betrug
295 nm.
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Die Berechnung des Uberlappungsintegrals [J] (Glg. 2.12.1V) aus den Absorptions-
und Fluoreszenzspektren (Abb. 3.21) ergab 1.716*10™ (nm4/M*cm) fur das 24-mere
Hamocyanin und 1.723*10" (nm*M*cm) fiir ein Untereinheitengemisch. Mit den
Ausgangsgroflen (Pkt. 2.12.1) wurde der Foérsterabstandes [Ro] mit 2.4 nm berechnet
(Glg. 2.12.VI).

FUr das Ausmal} der Loschung der Tryptophanfluoreszenz durch Forstertransfer, ist
die Lage und Entfernung der Tryptophane zu den aktiven Zentren relevant
(Glg. 2.12.VI). Die Abstande der Tryptophane zu den aktiven Zentren wurden auf der
Grundlage der Rontgenstruktur der Untereinheit Il von Limulus polyphemus [Hazes
et al.,, 1993; Magnus et al., 1994] bestimmt (Pkt. 2.12.3). Mit der Kenntnis der
Abstande kann das Ausmall des LoOschprozesses errechnet und mit den
gemessenen Werten verglichen werden. Das Ausmal’ der Léschung wurde hierbei
auf die Quantenausbeute [®(] (Glg. 2.12.VIIl) des deoxygenierten Hamocyanins von
0.0727 bezogen.

Tabelle 3.11 zeigt die Abstande, Quantenausbeuten und das Ausmal der Léschung

der Tryptophane am Beispiel von Untereinheit b von Eurypelma californicum.

Trp rq ry rs Iy Is re ry Quanten- | Léschung
von [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] [nm] | ausbeute %
Ueb [@]

174 4650 | 1173 | 5212 | 7416 | 5730 | 5.964 | 5.280 0.0010 99

176 5.286 | 0.770 | 5.128 | 7.439 | 4.977 | 5817 | 4.580 0.0001 100
184 5.884 | 1.681 | 4.941 | 7985 | 5532 | 6.922 | 4.025 0.0076 90
326 4.281 1.357 | 3.260 | 5932 | 4.389 | 5.527 | 5.900 0.0023 97

363 4242 | 0916 | 3.915 | 5807 | 3.849 | 4.659 | 5.908 0.0002 100
538 5239 | 1.320 | 5.850 | 7.546 | 5.102 | 5.285 | 5.035 0.0020 97

612 6.803 | 2.873 | 6.320 | 7.814 | 3.854 | 5262 | 4.745 0.0509 30

Tab. 3.11: Abstinde, Quantenausbeuten und AusmaR der Léschung der Tryptophane von
Untereinheit b von Eurypelma californicum und innerhalb des 24-mers zwischen den
Untereinheiten b und c.

Grundlage ist die die Struktur der Untereinheit Il von Limulus polyphemus [1oxy.pdb; Magnus et al.,
1994] und das Alignment der Sequenz der Untereinheiten von Eurypelma californicum mit der
Sequenz von Untereinheit Il von Limulus polyphemus [Voit et al., 2000]. r, stellt die Absténde der
Tryptophane zum aktiven Zentrum innerhalb der Untereinheit b dar, ry und rs-rs, die Abstande der
Tryptophane zu den aktiven Zentren der anderen Untereinheiten innerhalb des Hexamers.
r; bezeichnet die Abstande zwischen den Untereinheiten b und ¢ auf Basis der Struktur des 24-mers
[Decker et al., 1996]. Die Quantenausbeute [®] wurde nach Gleichung 2.12.1V (Pkt 2.12.3) errechnet.
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In Tabelle 3.12 sind die Abstande der Tryptophane zu den aktiven Zentren innerhalb
der Untereinheiten, die Quantenausbeuten und das Ausmaly der Loschung

aufgefuhrt (Legende: siehe folgende Seite).

Unter- Atom Trp Abstand Quanten- Léschung
einheit [r] in nm ausbeute [®] [%]
Ue a Cs2 174 1.173 0.0010 99
- Cs2 176 0.770 0.0001 100
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs 538 1.320 0.0020 97
Ueb Cs2 174 1.173 0.0010 99
- Cs2 176 0.770 0.0001 100
Cs 184 1.681 0.0077 89
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs2 363 0.916 0.0002 100
Cs2 538 1.320 0.0020 97
Cs2 612 2.873 0.0543 25
Ue ¢ Cs2 174 1.173 0.0010 99
- Cs2 176 0.770 0.0001 100
Cs2 184 1.681 0.0077 89
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs2 363 0.916 0.0002 100
Cs 538 1.320 0.0020 97
Ued Cs2 174 1.173 0.0010 99
- Cs2 176 0.770 0.0001 100
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs2 366 1.186 0.0010 99
Cs 538 1.320 0.0020 97

Fortsetzung: siehe folgende Seite
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Unter- Atom Trp Abstand Quanten- Loschung
einheit [rlin nm | ausbeute [®@] [%]
Uee Cs2 174 1.173 0.0010 99
- Cs2 176 0.770 0.0001 100
Cs2 184 1.681 0.0077 89
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs2 538 1.320 0.0020 97
Ue f Cs2 174 1.173 0.0010 99
: Cs2 176 0.770 0.0001 100
Cs2 184 1.681 0.0077 89
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 538 1.320 0.0020 97
Ueg Cs 33 3.224 0.0622 15
Cs2 174 1.173 0.0010 99
Cs2 176 0.770 0.0001 100
Cs2 184 1.680 0.0077 89
Ss 272 1.529 0.0046 94
Cs2 326 1.357 0.0023 97
Cs2 363 0.916 0.0002 100
Cs2 538 1.320 0.0020 97

Tab. 3.12: Abstinde, Quantenausbeuten und Léschung der Tryptophane innerhalb der
einzelnen Untereinheiten von Eurypelma californicum

Grundlage zur Bestimmung der Abstande ist der das Alignment der Untereinheiten von Eurypelma
californicum mit der Sequenz von Untereinheit Il von Limulus polyphemus [Voit et al., 2000] und die
Struktur von Untereinheit I von Limulus polyphemus [1oxy.pdb; Magnus et al., 1994]. Die
Quantenausbeute wurde nach Gleichung 2.12.1V Pkt 2.12.3 errechnet. Grau unterlegt sind Atome der
Aminosduren des Hamocyanins von Limulus polyphemus, die gegenuber den Tryptophanen des
Hamocyanins von Eurypelma californicum nicht konserviert sind. Hier wurden die Atome der
homologen Positionen verwendet.

In Abb. 3.22 auf der gegenuberliegenden Seite ist die Verteilung der Tryptophan-
Kupfer-Abstande innerhalb der Untereinheiten (A) und innerhalb des Oligomers (B) in

einem Balkendiagramm dargestellt.
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Abb. 3.22: Verteilung der Tryptophan-Kupfer-Abstiande innerhalb der Untereinheiten (A) und
innerhalb des Oligomers (B).

Die durchgezogenen Linien geben die Quantenausbeute (®) in Abhangigkeit des Abstandes (r) mit
einem Ry von 2.4 nm an (Glg 2.12.VIl). Die Balken stellen die Haufigkeit der in 0.1 nm-Klassen
eingeteilten Tryptophane dar.

Innerhalb einzelner Untereinheiten befinden sich fast alle Abstande der Tryptophane
zu den aktiven Zentren innerhalb des Forsterradius (Abb. 3.22 A). Die Abstande zu
den aktiven Zentren anderer Untereinheiten innerhalb des 24-mers liegen grofdten-
teils aulerhalb des Forsterradius und tragen somit nicht zur Loschung bei
(Abb. 3.22 B).

Fir die Berechnungen des Ausmalles der Loschung im Oligomer wurden
ausschliel3lich die Abstande innerhalb der Hexamere und zwischen den
Untereinheiten b und c, die die 12-mere verbinden, in Betracht gezogen. Die ubrigen
Abstande zwischen den Hexameren sind mit mehr als 5.5 nm wesentlich groRer als
der Forster-Abstand Ry von 2.4 nm und kénnen vernachlassigt werden. Das Ausmalf
der Loschung (Tab. 3.11, 3.12) zeigt die enge Korrelation mit den Abstanden der
Tryptophanseitenketten zum jeweiligen aktiven Zentrum.

Ein Vergleich der errechneten und gemessenen Quantenausbeuten und des Grades
der Loschung innerhalb des 24-meren Hamocyanins von Eurypelma californicum,
ausgehend von der oxy- [1oxy.pdb] und der deoxy-Struktur [1lla.pdb] von Limulus
polyphemus [Magnus et al., 1994; Hazes et al., 1993], ist auf der folgenden Seite in
Tabelle 3.13 gezeigt.
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24-mer

ausgehend von:

24 mer

ausgehend von:

L.p. Ue lI- L.p. Ue lI-
oxy-Struktur deoxy-Struktur
[®] errechnet 0.0047 0.0049
[®] gemessen 0.0055 0.0055
berechnete
Loschung [%] 101 101

Tab. 3.13: Errechnete und gemessene Quantenausbeuten des 24-meren Hamocyanins von
Eurypelma californicum.

Vergleich der berechneten und gemessenen Quantenausbeuten, ausgehend von der oxy- [1oxy.pdb]
und der deoxy-Struktur [1lla.pdb] der Untereinheit Il von Limulus polyphemus. Der Grad der Ldschung
wurde auf die fir das 24-mere Hamocyanin ungeléschte Quantenausbeute [@,] von 0.0727 bezogen.

Die Quantenausbeuten [¢], die ausgehend von der Struktur der oxygenierten
(1oxy.pdb) und der deoxygenierten Untereinheit Il (1lla.pdb) von Limulus polyphemus
errechnet wurden, unterscheiden sich kaum. Die Loschung der Tryptophan-
fluoreszenz durch das oxygenierte aktive Zentrum kann somit vollstdndig durch
Forstertransfer erklart werden.

Abbildung 3.23 auf der gegenuberliegenden Seite zeigt den Forsterradius als Kugel
um die Mitte der Achse zwischen den beiden Kupferatomen der Untereinheit Il des
Hamocyanins von L. polyphemus. Sie verdeutlicht, wieweit sich der Forsterradius

ausgehend vom aktiven Zentrum innerhalb der Untereinheit erstreckt .
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Drehung um 90°

Abb. 3.23: Forsterradius von 2.4 nm als Kugel um die Mitte der Achse zwischen den

Kupferatomen des aktiven Zentrums der Untereinheit Il von Limulus polyphemus [1oxy.pdb;
Magnus et al., 1994] dargestellit.

Die Kugel mit dem Radius des Forsterabstandes (Ry) von 2.4 nm ragt kaum (ber den Rand der
Struktur der Untereinheit hinaus.
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Die Abbildung macht deutlich, dal} sich die Loschung weitgehend auf die einzelne
Untereinheiten beschrankt und sich nicht auf die Ubrigen Untereinheiten im Oligomer
erstreckt.

3.5.5 Stabilitat der Sekundarstruktur der Untereinheit e in Abhangigkeit der
GdnHCI-Konzentration

Zur Untersuchung der Stabilitdt der Sekundarstruktur, im speziellen der o-helikalen
Anteile, wurde Untereinheit e fir 4 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden bei
verschiedenen GdnHCI-Konzentrationen inkubiert und danach ein CD-Spektrum von
205 nm bis 250 nm aufgenommen. Der Anteil des Spektrums unterhalb von 205 nm
wurde aufgrund der hohen optischen Dichte des mit GdnHCI versetzten Puffers nicht
berlcksichtigt. Die folgenden Abbildungen zeigen die CD-Spektren der Unter-
einheit e in Abhangigkeit der GdnHCI-Konzentration nach Inkubationszeiten von
4 min und 24 h (Abb 3.24).
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Abb. 3.24: Zeitliche Abhangigkeit der Denaturierung der Sekundarstruktur der Untereinheit e.
CD-Spektren bei GdnHCI-Konzentrationen von 0-6 M nach 4 min [A] und nach 24 Stunden [B]
Inkubationszeit. Die Spektren wurden in 0.05 M GlyOH-Puffer pH 9.6 bei 20°C aufgenommen. Die
Konzentration des Hamocyanins betrug 0.4 mg/ml. Samtlliche Spektren sind bzgl. des Pufferwertes
korrigiert. Dargestellt ist der gleitende Mittelwert durch jeweils 5 MeRpunkte.
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Abb. 3.25: Signalanderung der Elliptizitdt der Untereinheit e bei 222 nm [%] in Abhangigkeit der
GdnHCI-Konzentration nach 4 min, 1 h und 24 h.

Die Werte wurden bei 0 M auf 100 % und bei 6 M auf 0 % gesetzt. Es wurden jeweils der Durchschnitt
aus zwei Messungen gebildet. Bedingungen siehe Abb. 3.24.
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Durch die starke Absorption des Denaturierungsmittels im fernen UV-Bereich ab
etwa 205 nm konnte, wie bereits bei der Untersuchung der Stabilitat des 24-meren
Hamocyanins (Pkt. 3.4.4), nur die relative Anderung der Elliptizitdt bei 222 nm
betrachtet werden. Diese spiegelt hauptsachlich den Gehalt an o-Helices wider.
Unabhangig von der Inkubationszeit (4 min, 1 h, 24 h) nimmt die Elliptizitat bei
222 nm im Bereich zwischen 1 M und 4 M GdnHCI ab (Abb. 3.25). Die Unterschiede
in der Abnahme beschranken sich auf den Bereich zwischen 1 M und 3 M GdnHCI.
Sie betragen zwischen 4 Minuten und 24 Stunden bis zu 26 %. Auch nach
24 Stunden bleibt die Elliptizitat bei 6 M GdnHCI mit —0.5 mdeg noch im negativen
Bereich und erreicht keine positiven Werte (Abb. 3.24), wie sie flr ein reines
Random-Coil typisch sind. Somit kann man davon ausgehen, da® noch wenige

Reste an Sekundarstrukturen vorhanden sind.

3.6 Temperaturstabilitat des Haimocyanins von Eurypelma californicum

3.6.1 Messung der Temperaturstabilitat von Eurypelma-Hamocyanin mittels
DSC

Mittels der ‘Differential-Scanning’-Kalorimetrie wurde die thermische Stablilitdt des
24-meren Hamocyanins und einzelner Untereinheiten der Spinne Eurypelma
californicum in verschiedenen Puffersystemen untersucht.

Die folgenden Abbildungen 3.26-3.28 zeigen den Verlauf der Warmekapaziat (Cp)
des 24-meren Hamocyanins, eines Untereinheitengemisches und der Untereinheiten

d und e in Abhangigkeit des Puffers und der Temperatur.
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Abb. 3.26: Temperaturstabilitit des 24-meren Hamocyanins von Eurypelma californicum in
verschiedenen Puffern.

Aufgetragen wurde die Warmekapazitat [Cp] gegen die Temperatur: Eurypelma californicum 24-mer in
0.1 M Tris-HCI, 5 mM CaCl, und MgCl,, pH 7.8; in Tris-HCI-Puffer ohne CaCl, und MgCl,, in Na-P-
Puffer und in Ringer. Die Scan-Rate betrug 1°C/min, die Konzentration des Hdmocyanins 1 mg/ml.
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Abb. 3.27: Stabilitat eines Untereinheitengemisches und der Untereinheiten d und e von
Eurypelma californicum in GlyOH-Puffer.

Aufgetragen wurde die Warmekapazitat [Cp] gegen die Temperatur: Eurypelma californicum Dissoziat,
Untereinheit d und Untereinheit e in 0.05 M GlyOH mit 5 mM EDTA. Die Scan-Rate betrug 1°C/min.
Die Konzentration der Untereinheiten betrug 1 mg/ml.
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Abb. 3.28: Stabilitat des 24-meren Hamocyanins von Eurypelma californicum in GlyOH-Puffer.
Aufgetragen wurde die Warmekapazitat [Cp] gegen die Temperatur: Eurypelma californicum 24-mer in
50 mM GIlyOH [A] und 5 mM GIlyOH, pH 9.6 [B]. Die Menge an Tris-Puffer nach der Verdiinnung
betrugen im 5 mM GlyOH-Puffer 3 mM und im 50 mM GlyOH-Puffer 11 mM. Die Scan-Rate betrug
1°C/min. Die Konzentration der Hdmocyanins betrug 0.13 mg/ml in 50 mM bzw. 0.16 mg/ml in 5 mM
GlyOH-Puffer.

In Tabelle 3.14 sind die Ergebnisse der Temperaturdenaturierung des 24-meren
Hamocyanins und der einzelnen Untereinheiten zusammengefaldt. Bei samtlichen
Messungen ist zu beachten, dal} der pH-Wert bei Temperaturanderungen nicht
konstant bleibt. Die Werte fir das jeweilge ApH mit der Temperatur des Puffers
wurden aus Holtzauer [1997] und Gueffroy [1986] entnommen. Die hieraus

errechneten pH-Werte am T,-Punkt sind in Tabelle 3.14 mit aufgeflhrt.

Probe Puffer Tm-Werte | pH am
[°C] Tm-Punkt
24-mer 0.1 M Tris-HCI, 5 mM CaCl, + MgCl,, pH 7.8 93.9 573
24-mer 0.1 M Tris-HCI, pH 7.8 88.2 5.89
24-mer 0.05 M Na-Phosphat, pH 7.5 78.5 7.32
24-mer Ringer-Lésung, pH 7.8 91.7 6.91
24-mer 0.05 M Glycin-OH-Puffer, pH 9.6 75.0 8.17
24-mer 0.005 M Glycin-OH-Puffer, pH 9.6 90.0 7.78
Dissoziat 0.05 M Glycin-OH-Puffer, pH 9.6 70.0 8.30
Untereinheitd |0.05 M Glycin-OH-Puffer, pH 9.6 711 8.27
Untereinheite |0.05 M Glycin-OH-Puffer, pH 9.6 67.8 8.36

Tab. 3.14: T,-Werte der thermischen Denaturierung von Eurypelma-Hamocyanin im DSC.
Der pH-Wert des jeweiligen Puffers am Tm-Punkt ist angegeben.
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Das oligomere Hamocyanin zeigt eine ausgepragte Hitzestabilitat, die vom
verwendeten Puffer und der Anwesenheit divalenter Kationen wie Ca®* und Mg2+
abhhangig ist. In Tris-HCI-Puffer mit Ca* und Mg®" zeigt sich die groRte
Temperaturstabilitdt. Die Denaturierungstemperatur liegt hier bei etwa 94°C
(Tab. 3.14), wahrend in Tris-HCI-Puffer ohne Ca®* und Mg®* und in Ringer-Lésung
Tm-Werte von 91.7°C bzw. 88.2°C gemessen wurden. In Na-Phosphat-Puffer weist
das Hamocyanin mit 78.5°C eine deutlich geringere Denaturierungstemperatur auf.
Bei den Messungen in Tris-HCI-Puffer, in Ringer-Lésung und in Na-P-Puffer fallt das
Protein mit Erreichen der Denaturierungstemperatur aus (Abb. 3.26), was an der
drastischen Abnahme der Warmekapazitat (Cp) bei Erreichen des Ty-Punktes zu
erkennen ist. Da eine irreversible Denaturierung vorliegt, war eine weitergehende
thermodynamische Analyse der Daten nicht moglich. Aus der Warmekapazitatskurve
wurde somit lediglich die Denaturierungstemperatur (T,) enthommen (Tab. 3.14).
Zum Vergleich gegenuber dem oligomeren Hamocyanin wurden ein Untereinheiten-
gemisch und die Untereinheiten d und e bezuglich ihrer Temperaturstabilitat
untersucht. Die T,-Werte des Dissoziates liegen bei 70°C, die der Untereinheiten d
und e bei 71.1 bzw 67.8°C (Abb. 3.27, Tab. 3.14). Zusétzlich zur Anderung der
Warmekapzitat im Bereich von 70°C treten bei den Untereinheiten d und e noch
Peaks im Bereich von 27°-30°C auf. Dies konnte auf eine Destabilisierung der
Tertiarstruktur hinweisen, die gegebenenfalls durch die weitere Aufreinigung der
einzelnen Untereinheiten auftritt. Bei dem Untereinheitengemisch ist dieser Peak
nicht zu sehen.

Eine Prazipitation des Proteins bei der Denaturierung der Untereinheiten in GlyOH-
Puffer konnte nicht beobachtet werden (Abb. 3.27). Um zu uberprufen, ob dieser
Effekt auf den unterschiedlichen Puffer bzw. den unterschiedlichen End-pH-Wert bei
Erreichen der Denaturierungstemperatur zurtckzufihren ist (Tab. 3.14), wurde
konzentriertes 24-meres Hamocyanin direkt vor der Messung im DSC in GlyOH-
Puffer verdannt. Wie in Abbildung 3.28 zu erkennen ist, fallt die Probe bei Erreichen
des Tp,-Wertes nicht aus. Der T,-Punkt liegt allerdings bei Verwendung eines 50 mM
GlyOH-Puffers mit 75°C nur unwesentlich Uber denen des Dissoziates und der
einzelnen Untereinheiten d und e. Dies deutet darauf hin, dal® eine Dissoziation des
Oligomers stattgefunden hat. Denaturiert man oligomeres Hamocyanin in 5 mM
GlyOH-Puffer, so wird der T-Punkt erst bei 90°C erreicht (Abb. 3.28). Hier kdnnte
der gegenuber dem Gehalt an GlyOH relativ hohe Restgehalt von 3 mM Tris eine

-99-



3. Ergebnisse

Rolle spielen. Das 24-mere Hamocyanin bindet Tris mit hoher Affinitat (K, = 1 uM)
[Sterner et al., 1994]. Allerdings fallt das Protein, wie auch bei Verwendung des
50 mM GlyOH-Puffers, nicht aus.

Abbildung 3.29 zeigt die Temperaturstabilitat des Hamocyanins in Abhangigkeit des
Puffers und des pH-Wertes. Es wird deutlich, daB in Tris-HCI-Puffer mit Ca®>* und
Mg®*, in Ringer-Lésung und in gering konzentrietem 5 mM GlyOH-Puffer das
Oligomer wahrend der Thermodenaturierung weitestgehend erhalten bleibt und die
unterschiedlichen pH-Werte am T,-Punkt eine untergeordnete Rolle spielen. In Tris-
HCI-Puffer ohne Ca®* und Mg?*, in Na-P-Puffer und in 50 M konzentriertem GlyOH-
Puffer hingegen fuhrt die zunehmende Dissoziation des Oligomers zu einer zum Tell
deutlichen geringeren Temperaturstabilitat, die auch mit einer pH-Abhangigkeit

verknlpft ist.
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Abb. 3.29: T, -Werte der thermischen Denaturierung von Eurypelma-Hamocyanin mittels DSC in
Anhéangigkeit des Puffers und des pH-Wertes.
Die Linien verdeutlichen den Stabilitatsbereich gegeniiber der Temperatur und dem pH-Wert.

3.6.2 Thermische Stabilitat der Sekundarstruktur

Die Untersuchungen des Hamocyanins im DSC lassen keine Ruckschlisse auf die
Temperaturstabilitat der verschiedenen strukturellen Ebenen zu. Messungen mittels
CD-Spektroskopie sollten Aufschluf3 tber die Stabilitat der Sekundarstrukturelemente
gegenuber thermischer Denaturierung in Abhangigkeit des Puffers und des
Aggregationsgrades geben (Abb. 3.30 - 3.32).
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Abb. 3.30: CD-Spektren von 24-merem (A) und von dissoziiertem Hamocyanin (B) von
Eurypelma californicum vor und nach der Temperaturdenaturierung

Die Messungen wurden in 0.1 M Tris-HCI pH 7.8 und in 0.05 M GlyOH-Puffer, pH 9.6 jeweils vor
[durchgezogene Linie] und nach [gestrichelte Linie] der Temperaturdenaturierung durchgefiihrt. Die
Konzentration des Hdmocyanins betrug bei A: 0.07 mg/ml in Tris-HCI und 0.1 mg/ml in GlyOH und bei
B: 0.06 mg/ml in Tris-HCI und 0.08 mg/ml in GlyOH.

Der Verlauf der Elliptizitat des 24-meren Hamocyanins und des Dissoziats bei
222 nm in Abhangigkeit von der Temperatur in GlyOH- und Tris-HCI-Puffer ist auf der
folgenden Seite in Abbildung 3.31 gezeigt.
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