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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Evolution hat nur wenige O,-Transportproteine im Tierreich hervorgebracht. Sie alle
nutzen entweder die Metallionen Fe* oder Cu®* zur reversiblen Sauerstoffbindung in vier
verschiedenen Typen von aktiven Zentren. Die Metallatome werden dabei Uber eine
prosthetische Gruppe (Porphyrin-Ring) oder direkt (koordinativ) durch Histidine an die
Proteinmatrix gebunden.

Metall-Atom | aktives Zentrum Quartar-Struktur Atmungsprotein

Ham 4-mer Hémoglobin
Ham 2x[6x(3x4)]-mer Erythrocruorin

Fe*
modifiziertes Ham 2x[6x(3x4)]-mer Chlorocruorin
Fe-O,-Fe 8-mer Hémerythrin
1x6-mer bis Hé&mocyanin
2+ 8x6-mer Arthropoden
o0 CU, Cu-0,-Cu (Arthropoden)
deoxyCU 1x10-mer, Hémocyanin
2x10-mer (Mollusken)

Tab. 1.1-1: Die im Tierreich vorkommenden O,-Transportproteine lassen sich auf zwei
Metallatome, vier Typen von aktiven Zentren und sechs Quartarstrukturen
zuruckfuhren. [van HOLDE & MILLER, 1995; MARKL, 1995; ROYER et al., 2000]

Die Atmungsproteine sorgen fur den Transport des Sauerstoffs von den respiratorischen
Epithelien (Lunge, Kiemen), hin zu den O, verbrauchenden Gewebszellen (oxidativer
Stoffwechsel). Die Beladung mit Sauerstoff in den Lungen, bzw. den Kiemen sollte leicht und
schnell, d.h. mit einer méglichst hohen O,-Affinitat erfolgen. Am Ort des Verbrauchs muss
sich die O,-Affinitdt des Atmungsproteins deutlich verringert haben, um eine leichte und
schnelle Abgabe des Sauerstoffs zu gewahrleisten. Wirde die Bindung des Sauerstoffs an
das Atmungsprotein nicht-kooperativ, also rein nach dem Massenwirkungsgesetz erfolgen,
waren die zuvor genannten Anforderungen nur sehr unzureichend erfullt. Eine nicht-
kooperative Bindung mit einer typischen hyperbolischen Bindungskurve, ist im Gegensatz zu
der sigmoiden Kurve einer kooperativen O,-Bindung, nicht in der Lage in einem engen pO,-
Bereich genugend Sauerstoff fur die Zellatmung freizusetzen (Abb. 1.1-1). Eine sigmoide
Bindungskurve und dadurch eine effektivere O.-Transportkapazitdt wird durch eine
kooperative O»-Bindung erreicht. Kooperativitat bedeutet, dass das Atmungsprotein seine
O,-Affinitdt mit zunehmender Beladung durch Wechselwirkung zwischen den aktiven
Zentren erhoht. Dies ist nur bei Proteinmolekllen mit mehreren Bindungsstellen mdglich,
meist sind dies oligomere Protein-Komplexe, wie dem Hamocyanin oder Hamoglobin. Zur
Charakterisierung der Atmungsproteine wird die mittlere Affinitat verwendet, die den O.-
Partialdruck (pso) angibt, bei dem die Halfte der Bindungsstellen besetzt ist.
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Abb. 1.1-1: Die schematisierte sigmoide O,-Bindungskurve zeigt deutlich die hohe
Transportkapazitat der Atmungsproteine aufgrund der kooperativen O.-Bindung. Die
Atmungsproteine werden bei einem hohen Oj-Partialdruck in den respiratorischen
Epithelien (blauer Pfeil) nahezu vollstandig beladen und am Ort des Verbrauchs
(gruner Pfeil) fast vollstandig entladen.

Hamocyanine sind Atmungsproteine, die extrazellular in der Hdmolymphe vieler Arthropoden
und Mollusken zu finden sind. Hamocyanine sind sehr grole Molekule mit
Molekulargewichten von ca. 450 kDa bis 8000 kDa [MARKL & DECKER, 1992]. Die
Quartarstrukturen der Hamocyanine aus Arthropoden und Mollusken unterscheiden sich
deutlich. Letztere sind zylindrische Molekile, die bis zu 160 funktionelle
Sauerstoffbindungszentren enthalten. Die funktionelle Einheit mit einer Proteinmasse von
ca. 50 kDa bindet ein Molekil O, und jeweils sieben oder acht solcher aktiven Zentren
werden von einer Polypeptidkette gebildet. Ganz anders sind die Arthropoden Hamocyanine
aufgebaut [MARKL & DECKER, 1992; van HOLDE & MILLER, 1982, 1995; van HOLDE et
al, 2001; SALVATO & BELTRAMINI, 1990]. Diese lassen sich vollstandig in ihre
funktionellen Untereinheiten dissozieren, welche ein Molekulargewicht von etwa 75 kDa
besitzen und jedes ein Molekil O, bindet. Die nativen Aggregate sind entweder Hexamere
(1x6-mer) oder Vielfache davon: 2x6, 4x6, 6x6 oder 8x6. Die 2x6-mere sind typisch fur viele
Crustaceen-Arten, die 4x6-mere sind typisch fir die erdgeschichtlich alten Spinnen, wie die
Vogelspinnenart Eurypelma californicum, die 8x6-meren Aggregate sind typisch flr
Pfeilschwanzkrebse.

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

Abb. 1.1-2: Aggregationsstufen verschiedener Arthropoden-Hamocyanine. Die 6- und
12-mere sind typisch fur Crustaceen. Die 24- und 48-mere finden sich bei den
Cheliceraten. Die Trimere der jeweiligen Hexamere sind in unterschiedlichen Farben
dargestellt.
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Fur die Hdmocyanine aus Arthropoden sind umfangreiche Kenntnisse vorhanden, die vom
Gen uUber die Primar-, Sekundar-, Tertiar- bis hin zur Quartarstruktur reichen [MARKL &
DECKER, 1992]. Die am besten untersuchten Vertreter dieser Gruppe sind das 6-mere
Hamocyanin der Languste Panulirus interruptus, das 4x6-mere Hamocyanin der
Vogelspinne  Eurypelma californicum  und das  8x6-mere  Hamocyanin  des
Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus. Die deoxygenierte Form des hexameren
Hamocyanins Panulirus interruptus ist rontgenspektroskopisch mit einer Auflésung von 3.2 A
aufgeklart [GAYKEMA et al., 1984; VOLBEDA et al., 1989]. Die Aufldsung der oxy- und der
deoxy-Form des Homohexamers aus der Untereinheitll des Hamocyanins aus
L. polyphemus liegt bei 2.4 A [HAZES et al., 1993; MAGNUS et al., 1994]. Dabei konnte
eindeutig gezeigt werden, dass der Sauerstoff in einer p-nZ:nz-Koordination gebunden wird.
Auf der Basis der Rdntgenstrukturen Ilasst sich eine typische Untereinheit eines
Arthropoden-Hamocyanins in drei klar abgrenzbare Doméanen unterteilen, die durch
unterschiedliche Faltungsmotive charakterisiert sind. Die erste Domane ist reich an a-
Helices, die Zweite enthalt das aktive Zentrum mit den beiden Cu-Atomen, die komplex
durch zwei Paare antiparallele a-Helices (ein ,four a-helix bundle“ Faltungsmotiv) gebunden
sind. Die dritte Doméane enthalt ein siebenstrangiges p-Barrel (Abb. 1.1-3).

Abb. 1.1-3: Hamocyanin Untereinheit von Limulus polyphemus in schematischer
Darstellung (grin: Domane 1; rot: Domane 2; blau: Domane 3; blau: Cu(I)-lonen);
Die Molekuldarstellung wurde mit dem Programm MOLSCRIPT erstellt [KRAULIS,
1991]

Die Anordnung der Untereinheiten in einem Hexamer leitet man von den bekannten
Rontgenstrukturen ab. Diese Anordnung deckt sich weitgehend mit elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen hexamerer Hamocyanine. Auf der Basis von EM-Aufnahmen
wurde auch die Anordnung der Hexamere zueinander fur einige multimere Hamocyanine
geklart [MARKL et al.,, 1981; de HAAS et al.,, 1991; de HAAS & van BRUGGEN, 1994;
DUWE & van HEEL, 1994; TAVEAU et al., 1997].

Das Sauerstoffbindungsverhalten von Arthropoden-Hamocyaninen und dessen Abhangigkeit
von anorganischen und organischen Effektoren ist fir mehrere Hamocyanine gut untersucht
[Review-Artikel: TRUCHOT, 1992]. Protonen, Kationen (wie Ca®', Mgz+), organische Anionen
wie L-Laktat und Urat beeinflussen die Affinitat, sowie die Kooperativitat der O,-Bindung
[ARISAKA & van HOLDE, 1979; MAGNUM, 1980, 1998; TRUCHOT & LALLIER, 1992;
BRIDGES & MORRIS, 1986; MORRIS et al., 1986; ZEIS et al., 1992; NIES et al., 1992].
Welche Bereiche bzw. Aminosauren bei den einzelnen Untereinheitentypen verandert sind,
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um damit das O,-Bindungsverhalten den neuen Bedingungen besser anzupassen, ist
dagegen nicht bekannt.

Sauerstoff wird von den Hamocyaninen hoch kooperativ gebunden [Review-Artikel: van
HOLDE & MILLER, 1982, 1995; ELLERTON et al., 1983]. In mehreren Arbeiten wurden die
O,-Bindungskurven mit Hilfe von unterschiedlichen Modellen analysiert. Im einfachsten Fall
wird das MWC-Modell angewendet, welches fir Hamocyanine, die grofRer als Hexamere
sind, nicht gilt. Eine Erweiterung fur groRe Hadmocyanine stellt das Nested-MWC-Modell dar
[DECKER et al.,, 1986; ROBERT et al., 1987], in dem der hierachische Aufbau der
Quartarstrukturen berlcksichtigt wird. Eine grundlegende Annahme aller Modelle ist die
Existenz von unterschiedlichen Konformationen und der reversible Ubergang zwischen
diesen. Der Nachweis verschiedener Konformationen von Hamocyaninen ist jedoch nur in
wenigen Fallen gemittelt Uber viele Hdmocyaninmolekile gelungen. BROUWER et al. (1981)
konnten mittels Lichtstreuung zeigen, dass die Deoxy-Form des 48-meren L. polyphemus
Hamocyanins gegenudber der Oxy-Form stabilisiert ist. MAKINO (1987) zeigte
differenzspektroskopisch fur das hexamere Hamocyanin aus der Languste P. japonicus ein
unterschiedliches Bindungsverhalten der Oxy- und der Deoxy-Form gegenuber einem
Farbstoff. Mittels Rodntgen- und Neutronenkleinwinkelstreuung konnten physikalisch
unterschiedliche Konformationen beim 4x6-mer Spinnenhamocyanin wahrend der
Oxygenierung nachgewiesen werden [DECKER et al.,, 1996; HARTMANN & DECKER,
2002]. Zudem konnten im oxygenierten Zustand bei den 2x6-mer Hamocyaninen aus
Hummer und Flusskrebs zwischen 2zwei Konformationen im oxygenierten Zustand
unterschieden werden, von denen eine L-Laktat bzw. Urat bindet und die andere nicht
[HARTMANN et al., 2001]. Welche Molekulbereiche bei diesen Konformationsuibergangen
betroffen sind, konnte jedoch bisher noch nicht geklart werden.

Mit Hilfe der Rontgenstrukturen konnte fur das schwach kooperative Homohexamer der
L. polyphemus Untereinheit || gezeigt werden, dass beim Ubergang von der Oxy- zur Deoxy-
Form in der Proteinmatrix nahezu keine Bewegung zu erkennen ist. Lediglich das Cu-
Zentrum selbst wird verandert, indem der Abstand zwischen den beiden Cu-Atomen von
4.6 A auf 3.2 A verkleinert wird [MAGNUS et al., 1994]. Obwohl auch die Rolle der Bindung
eines Cl-lons diskutiert wird [HAZES et al., 1993,1997], ist der Mechanismus jedoch
weitgehend unklar.

Abb. 1.1-4: Das Sauerstoffbindungszentrum des Hamocyanins von Limulus
polyphemus in schematischer Darstellung. Die Cu(I)-lonen (wei/grau) binden in
einer p-n”n-Koordination ein Sauerstoffmolekiil (rot). Die in den a-Helices (rot/grau)
lokalisierten Histidine (weif3/blau) binden die Cu-lonen koordidativ an einem
Stickstoffatom. [Das Bild wurde mit dem Programm MOLSCRIPT. [KRAULIS, 1991]
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Jede Untereinheit der Hdmocyanine besitzt ein aktives Zentrum aus zwei Cu-Atomen. Das
aktive Zentrum ist ein Typ 3 Cu-Zentrum, d.h. es ist zweikernig und ESR-inaktiv. Jedes Cu-
Atom ist Uber drei Histidine koordinativ an das Protein gebunden (Abb. 1.1-4). Das
Sauerstoffmolekiil wird reversibel zwischen den beiden Cu-Atomen in einer side-on p-n”n*
Koordination gebunden. Der Sauerstoff oxidiert dabei die beiden Cu(l)-lonen zu Cu(ll)-lonen
und liegt selbst als Peroxid 0,2 vor. Bei der Bindung verringert sich der Cu-Cu-Abstand von
4.6A auf 3.2A. Abgesehen von zwei axialen Histidinen liegen alle Bindungspartner in einer
Ebene [HIROTA et al., 1998; HAZES et al., 1993; VOLBEDA & HOL, 1989; MAGNUS et al.,
1994; BALDWIN et al., 1992; KITAJIMA et al.,1992].

1.1 Zielsetzung der Arbeit

Die Arthropoden sind ein sehr artenreicher und erfolgreicher Tierstamm. lhnen ist es im
Laufe der Evolution gelungen, fast alle Lebensraume zu Wasser, auf dem Land und in der
Luft zu besiedeln. Die ErschlieBung so unterschiedlicher Biotope setzt eine sehr gute
physiologische Anpassungsfahigkeit voraus. Das physiologisch wichtigste Problem, welches
fur jeden Lebensraum wahrend der Evolution geldst werden muldte, ist eine optimale
Sauerstoffversorgung der Korperzellen bei allen Umweltbedingungen zu gewahrleisten. Bei
sehr kleinen Tieren mit einem sehr ginstigem Verhaltnis von Korperoberflache zu
Kdrpervolumen, stellt dies kein Problem dar. Die O,-Versorgung wird hier Gber Diffusion und
physikalische Loslichkeit des Sauerstoffs in der Hamolymphe sichergestellt. Mit
zunehmender Gréle der Tiere muss die Transportkapazitat an geléstem Sauerstoff erhdht
werden, dies wird mit einem O,-Transportprotein, dem Hamocyanin, in der Hamolymphe
erreicht.

Das Hamocyanin-Molekul liegt frei in der Hamolymphe vor und ist den
chemisch/physikalischen Bedingungen direkt ausgesetzt. Bekannt ist, dass der pH sich sehr
stark durch den Bohr-Effekt auf die O,-Affinitat des Hdmocyanins auswirkt und der pH in der
Hamolymphe wird wiederum durch den physikalischen Parameter Temperatur erheblich
beeinflusst. Poikilotherme Tiere, wie z.B. Crustaceen als Invertebraten, passen ihre
Kdrpertemperatur der Umgebungstemperatur an. Dies hat einen signifikanten Einfluss auf
den pH der Hamolymphe, da diese zum groBten Teil aus Wasser besteht. Da der
Dissoziationsgrad des Wassers und damit der pH von der Temperatur abhangt, wird sich
auch der pH der Hamolymphe entsprechend verhalten.Tatsachlich ist dies flr verschiedene
Tiere gezeigt worden [SCHMIDT & NIELSON]. Eine Pufferung hinsichtlich der
Temperaturveranderung scheint nicht zu existieren, d.h. die funktionellen Eigenschaften von
Proteinen werden beeinflusst. Ob es hier einen optimalen Bereich fir diese Proteine gibt ist
praktisch nicht bekannt, da in der Regel der pH bei den verschiedenen Temperaturen
nachgestellt wird und somit sich zumindest die lonenstarke der Hdmolymphe verandert.

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, inwieweit bei Hdmocyaninen aus verschiedenen
Arthropoden, die in unterschiedlichen Biotopen Ileben, eine biotopabhangige
(temperaturabhangige) Adaptation der O,-Versorgung (Proteinfunktion) auf Ebene des
Hamocyanins statt gefunden hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Tiere

Sechs Crustaceen Arten und eine Cheliceren Art lieferten fUr die vorliegende Arbeit ihr
Hamocyanin. Das Biotop und die Lebensweise wird im folgenden kurz skiziert, um auf dieser
Informationsbasis das O,-Bindungsverhalten der Hamocyanin-Spezien besser zu verstehen.
Die Angaben stammen aus dem URANIA TIERREICH, (1994):

Astacus astacus

Familie: Astacidea

Der geographische Siedlungsraum dieser Flusskrebsart erstreckt sich vom Ural bis nach Irland und
Spanien. Es sind nachtaktive Tiere, die in Felshéhlen unterhalb der Wasserlinie leben und ein Alter
von bis zu 25 Jahren erreichen kénnen. Das Habitat sind sehr saubere und langsam flieRende oder
stehende Binnengewasser mit einer Wassertemperatur von maximal 20°C. Die mannlichen Tiere
erreichen eine Kdrperldnge von ca. 25 cm; die weiblichen Tiere sind etwas kleiner.

Calappa granulata

Familie: Calappidea

Bei diesem Tier handelt es sich um eine Krabbenart, die im gesamten Mittelmeerraum zu finden ist.
Das Mesolitoral und Sublitoral (in 30 m bis 150 m Tiefe) mit sandigem Meeresboden und einer
Wassertemperatur von 10°C bis 20°C, ist das Habitat dieser Eubrachyura-Art. Diese sehr
beweglichen Tiere erreichen eine Kdrpergréf3e von ca. 8 cm.

Homarus americanus

Familie: Nephropidea

Der geographische Siedlungsraum dieser Hummer-Art ist der West-Atlantik von Labrador bis nach
Carolina. Die Mannchen werden bis zu 60 cm grof und sind deutlich gréRer als die weiblichen
Tiere, die eine Kérperlange von ca. 37 cm erreichen. Das Mesolitoral (bis 30 m Tiefe) an felsigen
Kisten mit einer Wassertemperatur von 10°C bis 15°C, dient diesem Tier als Lebensraum.
Wahrend des Sommers lebt diese Hummerart in Felshélen und geht in der Nacht auf
Nahrungsuche. Mit Beginn des Winters ziehen sich die Tiere in tiefere Gewasser zuriick und
graben sich im sandingen Meeresboden ein. Der Hummer gehdrt zu einer phylogenetisch sehr
alten Tiergruppe, die seit dem oberen Jura (vor ca. 180 Mio Jahren) durch Fossilien her bekannt ist.

Panulirus interruptus

Familie: Palinuridea

Die kalifornische Kiste mit ihnrem kistennahen kalten Auftriebswasser (Wassertemperatur 5°C bis
12°C) ist das geographische Siedlungsgebiet dieser Langustenart. Die Mannchen erreichen eine
GrolRe von ca. 45 cm, die kleineren Weibchen werden bis zu 32 cm gro3. Das Litoral und Sublitoral
felsiger Kisten mit dichtem Algenbewuchs, ist das angestammte Habitat dieser Crustaceen-Art. Als
Unterschlupf wahrend des Tages dienen Felshoéhlen aus denen die Tiere in der Nacht zum
Nahrungserwerb aufbrechen. Zu Beginn des Winters wandert P. interruptus bis zu 130 km an der
Kiste entlang, um weiter sidlich warmere Gewasser zu erreichen. Diese Gattung Iasst sich an
Hand von Fossilien bis zur Kreidezeit vor 130 Mio Jahren zurtickverfolgen.

Paralithodes camtschatica

Familie: Lithodidae

Der geographische Verbreitungsraum dieser Steinkraben-Art ist der Nord-Pazifik. Der Carapax
(Ruckenschild) der mannlichen Tiere erreicht eine GroRe von bis zu 23 cm und mit Gliedmalen
eine GesamtgréRe von 120 cm. Die Weibchen sind dagegen deutlich kleiner als die Mannchen.
Diese Tiere sind Kaltwasserbewohner (3°C bis 10°C), die in arktischen Gewasser im Litoral zu
finden sind. Weiter sudlich im Pazifischen Ozean leben die Tiere bis zu einer Tiefe von 150 m. Ihr
bevorzugtes Habitat ist sandiger bis schlickartiger Meeresgrund. Die Steinkraben sind aus der
Verwandschaft der Einsiedlerkrebse hervorgegangen und haben ihren Hinterkdrper zum Schutz
untergeschlagen
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Potamon potamios

Familie: Potamidea

Die Mittelmeer Region ist fur diese bis zu 10 cm groRen SiURwasserkrabben das geographische
Verbreitungsgebiet. Als Lebensraum dienen die flieRenden Binnengewasser. Diese Tiere weisen
eine amphibische bis terrestrische Lebensweise auf (Temperaturbereich 5°C bis 30°C). Auf der
Mittelmeer Insel Kreta zum Beispiel wandern diese Krabben im Herbst wahrend der Nacht in
Weinberge, um sich von den reifen Weintrauben zu erndhren.

Eurypelma californicum

Familie: Theraphosidea

Die sudliche USA und Mexiko ist das Hauptverbreitungsgebiet dieser Vogelspinnenart. Die Tiere
erreichen eine Korpergrofle von bis zu 8 cm, wobei die Mannchen etwas grolRer sind als die
Weibchen. Diese Spinnen leben in Erdréhren arider Gebiete mit einem Temperaturbereich von 5°C
bis 40°C. Sie sind sehr trdge und ortsgebunden. Es sind Jagdspinnen, die ihrer Beute wahrend der
Nacht vor ihrer Behausung auflauern. Das Gift dieser Spinnen-Art ist fir den Menschen relativ
ungefahrlich. Die Weibchen haben eine Lebenserwartung von bis zu 20 Jahren. Fir die Mannchen
wird eine Lebensspanne von ca. 8 Jahren berichtet.

2.1.1 Bezugsquellen der Tiere

Der Flusskrebs A. astacus wurde lebend von einer Flusskrebszucht in Bayern bezogen. Der
Hummer H. americanus wurde lebend bei einem ortsansassigem Fischhandler (Fisch Jakob,
Mainz) gekauft. Prof. E. Stratakis von der Universitat Heraklion auf Kreta stellte die
Hamolymphe aus C. granulata und P. potamios zu Verfligung. SEC aufgereinigtes
Hamocyanin von P. camtschatica stammt aus dem Arbeitskreis von Prof. Beltramini an der
Universitat Padua in Italien in Zusammenarbeit mit russischen Wissenschaftlern. Von Prof.
Beintema an der Universitdt Groningen in den Niederlanden wurde SEC gereinigtes
Hamocyanin von der Langustenart P. interruptus zur Verfigung gestellt.

Die Vogelspinnen der Art E. californicum wurden von der Firma ,North Carolina Biological
Supply* aus Charlotte in den USA bezogen und im Institut gehalten. Die Tiere leben bei
23°C in 20x30x30cm (HxB xT) groBen Plastikwannen, die mit einem feinmaschigem
Drahtgitter abgedeckt sind. Der Wannenboden ist mit einer 2 bis 3 cm dicken Torfschicht
bedeckt. Der Tag-Nacht-Wechsel erfolgte Uber die Raumbeleuchtung im 12 Stunden
Rhythmus. Die Futterung mit adulten Waldgrillen erfolgte alle ein bis zwei Wochen. Wasser
stand den Spinnen jeder Zeit in ausreichender Menge zur Verfugung. Alle verwendeten
Tiere waren erwachsene Individuen. Das Geschlecht der Tiere wurde bei der
Hamolymphgewinnung nicht berlcksichtigt. Die Halterung und die Gewinnung der
Hamolymphe aus diesen Arthropoden ist gesetzlich angezeigt worden.

2.2 Gewinnung der Hamolymphe

Alle Hamolymphentnahmen erfolgten aus betdubten und auf Eis gelegten Tieren. Die
Hamolymphe wurde bei den Crustaceen durch Punktieren des dorsal gelegenen Perikards
entnommen. Hierzu wurde in einem flachen Winkel in Richtung des Kopfes eine Kanile auf
der Dorsalseite des Tieres am hinteren Ende des Carapax eingestochen und die
Hamolymphe in einer Spritze aufgezogen. Die Hamolymphe wurde direkt in
Zentrifugenglaser uberfihrt und eine Stunde zur Gerinnung bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Mit einem gereinigten Spatel wurde die geronnene Hamolymphe in den
Zentrifugenglaser grob zerkleinert. Zur Abtrennung der Gerinnungsmatrix und
Zellbestandteile von der Hamolymphe, wurde anschliel3end fir 40 min bei 30000 g und 4°C
zentrifugiert (Ultrazentrifuge L7, Beckmann, Rotor Ti60). Der Uberstand mit dem enthaltenen
Hamocyanin wurde mit 0.2% Natriumazid versetzt und bei 4°C bis zur weiteren Verwendung
aufbewahrt.

Bei E. californicum wurde die Hdmolymphe durch Punktion des ebenfalls dorsal gelegenen
Perikards im Opisthosoma mit einer Kaniule gewonnen. Die heraustretende Hamolymphe
wurde mit einer Pasteurpipette aufgenommen und sofort 1:2 mit eisgekihltem
Eurypelma-Puffer verdinnt und auf Eis gelagert. Durch eine 20-minutige Zentrifugation bei
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4°C und 15000g (Universal 16/16R, Hettich) wurden Zellreste und andere Verunreinigungen
entfernt. Der Hamolymphuberstand wurde dann unmittelbar mit Hilfe der Gelfiltration weiter
aufgereinigt.

2.3 Verwendete Puffer

Crustaceen Puffer: 0.1 M TRIS-HCI, pH 7.50 (20°C)
20 mM CacCl,
20 mM MgCl,

Eurypelma Puffer: 0.1 M TRIS-HCI, pH 7.80 (20°C)
5 mM CacCl,
5 mM MgCl,

Fir die Versuche mit konstantem pH-Wert, wurden die gewunschten pH-Werte (7.00, 7.50,
8.00 oder 8.50) bei der jeweiligen Temperatur (10, 20 und 30°C) eingestellt. Bei den
Versuchen mit variablem pH-Wert wurde der jeweilige Puffer bei 20°C auf die oben
genannten Werte eingestellt und bei den sich verandernden Temperaturen (5, 10, 15, 20, 25
und 30°C) nicht nach korrigiert.

Die Anderung des pH-Werts in Abhangigkeit von der Temperatur ist bei den verwendeten
TRIS-Puffersystemen sehr ausgepragt und besitzt eine GréRRenordnung von +0.028 pH*K'1
(Merck KGaA,; Buffers for Bioprocessing).

I
o
7 © 20°C; pH 7.00
[0 20°C; pH 7.80
/\ 20°C; pH 8.40
@ 20°C; pH 7.80
mit CaCl, und MgCl,
6 T T T T

0 10 20 30 40 50
T[°C]

Abb. 2.3-1: Der pH-Verlauf von TRIS-HCI-Puffer in Abhédngigkeit von der Temperatur.
Der pH wurde bei 20°C jeweils auf 7.00, 7.80 und 8.40 eingestellt. Bei pH 7.80 wurde
einmal mit 5 mM CaCl, u. MgCl, und einmal ohne Kationen gemessen.

2.4 Praparation und Charakterisierung der Hamocyanine

2.4.1 Gelfiltration der Crustaceen-Hamocyanine

Als Gelmatrix fur die Gelfiltration der Crustaceen-Hamocyanine wurde das Toyopearl
TSK HW 55(S) der Firma Tosoh Bioscience GmbH verwendet. Der Saulenkdrper war ein
XK-50 Gehause (Amersham Bioscience) und wurde an eine FPLC Anlage (,Biologic
Chromatography System*, Bio-Rad) angeschlossen. Die Proteinfraktionen wurden mit einem
Durchflussphotometer bei einer Wellenlange von 280 nm detektiert und mit einem
rechnergesteuerten Fraktionssammler (Modell 2128, Bio-Rad) aufgefangen. Ein
Hamolymphvolumen von ca. 10 ml mit einer Proteinkonzentration von ca. 40 mg*ml'1 wurde
auf die Saule aufgegeben und mit einem konstanten Fluss von 2.5 ml*min”
Crustaceen-Puffer eluiert. Das proteinhaltige Eluat wurde in 4 ml Fraktionen gesammelt. Die
Gelffiltration der Hamolymphe erfolgte bei Raumtemperatur.
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2.4.2 Gelfiltration des Eurypelma-Hamocyanins

Die abzentrifugierte Hamolymphe von E. californicum wurde auf einer Biogel 1.5M-Saule mit
einem Durchmesser von 1.5 cm und einer Lange von 120 cm gravitationsgetrieben gereinigt.
Das Ubliche Auftragsvolumen waren 2-3 ml Hdmolymphe mit einer Proteinkonzentration von
ca. 50 mg*ml™”. Die Flussrate lag zwischen 15 und 18 mlI*h™ und die Gelffiltration wurde Gber
Nacht im Kihlraum bei 4°C durchgefihrt. Das Eluat wurde in 2 ml Fraktionen mit einem
Fraktionssammler (Modell 2110, Bio-Rad) aufgefangen. Die Hamocyaninkonzentration der
einzelnen Fraktionen wurde anschlieBend mit einem Absorptionsspektrometer (Hitachi
U-3000) bestimmt.

2.4.3 Analytische Geffiltration

Zur Abschatzung des Molekulargewichts und zur Uberpriifung des Aggregationsgrades, der
fur die weiteren Versuche verwendeten Hamocyanine, wurde eine semi-analytische
Gelfiltration durchgefihrt. Die eingesetzte Saule, eine XK-16/60, war mit Sephadex S-300
als Gelmatrix (Amersham Biosciences) geflllt. Betrieben wurde diese Saule mit dem zuvor
schon beschriebenen FPLC-System. Die verschiedenen Hamocyaninspezies (6mer, 12mer,
24mer und 48mer) wurden einzeln auf die Saule gegeben und mit einem Fluss von
0.8 mI*min” bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen Puffer eluiert. Die Probenmenge betrug
jeweils 1 ml mit einer Hdmocyanin-Konzentration von ca. 3 mg*ml'1 .

2.4.4 Aufkonzentrierung und Dialyse der Hamocyaninproben

Die gesammelten Fraktionen wiesen nach der Gelfiltration eine geringe
Hamocyaninkonzentration auf und mussten fur O,-Bindungskurven mit der Thin-Layer-Zelle
und zur Reduzierung der Probenmengen konzentriert werden. Die Konzentrierung erfolgte
mit Hilfe von Ultrafiltrationseinheiten, mit einem Molekulargewichts Cut-Off von 30 kDa
(UF15 Biomax 30K, Millipore) in einer Tischzentrifuge (Universal 16/16R, Hettich) mit einem
Swingout-Rotor bei 2500g und 4°C. Die Hamocyanin-Proben kénnen mit diesen
Ultrafiltrationseinheiten bis zu 30 fach konzentriert werden. Die aus ltalien und den USA
stammenden Hamocyanin-Proben wurden gegen Crustaceen-Puffer dialysiert. Die Dialyse
erfolgte mit Visking Dialyseschlauche (Serva) mit einer Ausschlussgrenze von 10-14 kDa bei
4°C unter standigem Ruhren fir 24 Stunden gegen ein 1000-faches Puffervolumen. Nach
2-3 Stunden Dialyse wurde der Puffer einmal gewechselt.

2.4.5 Absorptionsspektroskopie

Absorptionspektren  der  Hamocyaninspezien  wurden mit einem  zweistrahl
Absorptionspektrometer (Hitachi U-3000 oder Varian Cary 5E) zwischen 245 nm und 400 nm
aufgenommen. HierfUr wurden Quarzklvetten (Hellma) mit einer optischen Weglange von
10 mm verwendet. Wenn notwendig, wurden die Hamocyaninproben vor der Messung
verdinnt, so dass die Extinktion bei einer Wellenlange von 280 nm kleiner als 1.5 war.

Ist der spezifische molekulare Extinktionskoeffizient (e273) bekannt, kann die
Proteinkonzentration einer Hamocyaninprobe mit Hilfe des Extinktionswertes bei 278 nm
berechnet werden. In der Literatur ist fUr H. americanus ein &, von 1.385+0.045
[mI*mg"*cm™] [NICKERSON & van HOLDE, 1971; RICHELLI, 1980] und fiir A. astacus ein
go7s von 1.425+0.145 [mi*mg™*cm™] [HUBLER et al., 1998] beschrieben. Fir die
Chelicerenart E. californicum wurde ein g57 von 1.10 [mI*mg'1*cm'1] [LOEWE et al., 1978]
zur Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet. Das Absorptionsspektrum liefert auch
Informationen Uber den nativen Zustand von Arthropoden-Hamocyaninen. Dazu werden zwei
Extinktionsverhaltnisse aus dem Absorptionsspektrum betrachtet:

* Das Verhaltnis der Extinktion bei 280 nm zu der bei 250 nm sollte bei einem intakten
Hamocyanin einen Wert von groRer als zwei ergeben. Kleinere Werte weisen auf einen
erhohten Streulichtanteil hin, der durch denaturierte Hamocyaninmolekiile verursacht
wird.
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« Bei vollstandiger Beladung mit Sauerstoff sollte das Verhaltnis der Extinktion bei 280 nm
zu der bei 340 nm erfahrungsgemaf einen Wert um die 4.5 ergeben. GréfRere Werte sind
auf Schaden am aktiven Zentrum oder auf einen erhdhten Anteil von Begleitprotein
zurtckzufihren.

2.4.6 Native PAGE

Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde in einem diskontinuierlichen Puffersystem
in Anlehnung an LAEMMLI (1971) durchgefuhrt. Trenngel- und Sammelgelpuffer enthielten
jeweils 250 mM TRIS-HCI, wobei der Trenngelpuffer auf pH7.50 (20°C) und der
Sammelgelpuffer auf pH 6.80 (20°C) eingestellt wurden. Der Laufpuffer bestand aus 25 mM
TRIS-HCI und 600 mM Glycin bei einem pH zwischen 8.30-8.40. Flr Trenn- und Sammelgel
wurden homogene Polyacrylamidgele eingesetzt. Das Trenngel enthielt eine
Acrylamidkonzentration (Acrylamid und N,N‘-Methylen-bisacrylamid) von 7.50 % und das
Sammelgel enthielt 5% Acrylamid. Beide Gele waren mit 0.80 % N,N‘-Methylen-
bisacrylamid quervernetzt. Das Sammelgel wurde pro Tasche mit 5 ug Protein beladen. Die
Elektrophorese wurde in Minigelen bei 4°C im Kihlraum durchgefuhrt. Zum Einwandern der
Proben in das Sammelgel wurde eine Spannung von 80 V angelegt, mit dem Ubertritt der
Proben in das Trenngel wurde die Spannung auf 100V erhéht. Nach dem
Elektrophoreselauf wurde das Gel fir 30 Minuten gefarbt (0.2 %(w/v) Serve Blue G, 50 %
Ethanol, 10 % Essigsaure), anschliellend fir 1 bis 2 Stunden entfarbt (25 % Ethanol, 10 %
Essigsaure).

2.4.7 SDS-PAGE

Die SDS-Gelelektrophorese wurde im diskontinuierlichen Puffersystem nach LAEMMLI
(1971) modifiziert von SEE & JACKOWSKI (1989) durchgefihrt. Fir das Trenngel wurde ein
375 mM TRIS-HCI Puffer mit pH 8.80 (20°C) verwendet, wahrend der Sammelgelpuffer
125 mM TRIS-HCI mit pH 6.80 (20°C) enthielt. Der Laufpuffer hatte eine Konzentration von
25 mM TRIS-HCI und 600 mM Glycin bei einem pH zwischen 8.30-8.40 bei 20°C. Alle drei
Puffer waren mit 0.10 % (w/v) SDS versetzt. Bei den verwendeten Trenngelen (GroRe
10 cm * 10 cm) handelte es sich um Polyacrylamidgele mit einem linearen Gradienten von
7.50 %-17.50 % Acrylamid und N,N‘-Methylen-bisacrylamid und einem Kkontinuierlichen
Quervernetzungsgrad von 0.80 %  N,N‘-Methylen-bisacrylamid. Die = Sammelgele
(2 cm * 10 cm) enthielten 3.90 % Acrylamid und besal’en einen Quervernetzungsgrad von
0.80 % N,N‘-Methylen-bisacrylamid. Pro Sammelgeltasche wurden 2 ug Protein aufgegeben.
Die Proteinproben wurden vorher fir zehn Minuten bei 95°C in Denaturierungspuffer (1.25 %
(w/v) SDS, 2.50 % R-Mercaptoethanol, 5 % Glycerin in 30 mM TRIS-HCI mit pH 6.80 (20°C)
denaturiert. Die angelegte Spannung wahrend der Migration der Proben durch das
Sammelgel war 100V, nach dem Ubergang der Proben in das Trenngel wurde die
Spannung auf 150 V erhdht. Nach der Elektrophorese wurden die Gele Uber Nacht in einer
Farbeldsung (0.2 %(w/v) Serve Blue G, 50 % Ethanol, 10 % Essigsaure) gefarbt und danach
mehrere Stunden in einer Entfarbeldésung (25 % Ethanol, 10 % Essigsaure) entfarbt. Die
SDS-PAGE wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als Molekulargewichtsstandard wurde
ein ,High Molecular Weight Standard Mixture® (Sigma) verwendet.

2.4.8 Temperaturstabilitat der verwendeten Hamocyanine

Da das O.-Bindungsverhalten der Hdmocyanine in einem Temperaturbereich von 5°C bis
30°C untersucht wurde, musste Uberprift werden, wie stabil die einzelnen
Hamocyaninspezien mit steigender Temperatur sind. Dazu wurden Absorptionsspektren in
einem Temperaturintervall von 5°C bis 60°C aufgenommen. Hamocyaninprobenansatze mit
ca. 1.2mg*ml" wurden in Quarzkiivetten (optische Weglange 10 mm) gefiillt und
schrittweise mit einem temperierbaren Kivettenhalter von 5°C auf 60°C erwarmt. Nach einer
Aquilibrierungszeit von 5 Minuten bei der jeweiligen Temperatur wurde ein
Absorptionsspektrum von 245 nm bis 400 nm gefahren (Hitachi U-3000). Bis 25°C stieg die
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Temperatur in 2°C-Schritten, Uber 25°C in 1°C-Schritten. Anhand der Verhaltnisse der
Extinktionswerte Exgo/Ezsp bzw. Eogo/Eszso kann eine beginnende Denaturierung bzw. eine
zunehmende Entladung des Hamocyaninmolekils beobachtet werden. Durch Abkuhlen auf
20°C der zuvor erwarmten Proben und Aufnahme eines Absorptionsspektrum, wurde
Uberpruft, bis zu welcher Temperatur eine Entladung des aktiven Zentrums (Abnahme von
Es40) reversibel war.

2.4.9 EM-Aufnahmen

Zur Uberpriifung des Aggregations- und Reinheitsgrades der verwendeten
Hamocyaninldsungen wurden mit Hilfe eines 80 kV Transmissions-Elektronen-Mikroskops
(Carl Zeiss EM-900) von allen Hamocyaninspezies EM-Bilder mit 50.000 facher
Vergroflerung angefertigt. Von den Negativen (Kodak Electron Microscop Film, Estar Thick
Base 4489) wurden zwei- bis dreifach vergrofRerte sw-Abzige (Agfa-Gevaert AG,
Kontraststufe 3) entwickelt. Als Praperationstechnik wurde die ,Standard Droplet Technique*
und das ,Negative Staining“ [HARRIS, 1997] angewandt. Die Hamocyaninkonzentration
sollte zwischen 0.1 mg*ml” und 0.2 mg*ml” betragen. Die Hamocyaninlésung wurde auf
zuvor mit Kohlenstoff bedampfte (10-40 nm) und ionisierte Kupfer-Netzchen (400 Mesh)
gebracht. Durch dreimaliges Spulen mit Aqua bidest wurde nicht absorbiertes Hamocyanin
von den Kupfer-Netzchen herunter gewaschen. Die Negativfarbung erfolgte dann
anschlielend mit dem Negativkontastrierungsmittel Uranylacetat (2% (w/v), pH 4.5). Die
Negativkontrastierung ist eine indirekte Farbemethode flr Proteine mit einem
Molekulargewicht von mehr als 100 kDa. Die ,Farbmolekile®, hier Uranylacetat, binden an
geladenen AS-Seitenketten auf der Proteinoberflache und in gentigend grofen Hohlrdumen
im Innern des Proteins [HARRIS, 1997]. Durch die Anlagerung von Schwermetallatomen
(Uran) an das Protein, werden die Elektronen des Elektronenstrahls abgelenkt und erzeugen
ein inverses Bild vom Protein auf der Filmplatte. Alle Materialien fur die Probenpraparierung
wurden von der Firma Plano, W. Plannet GmbH in Marburg bezogen.

2.4.10 Lipoprotein-Isolierung aus der Hamolymphe

Die in der Hamolymphe enthaltenen Lipoproteine lassen sich mit einer
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation isolieren. Zur Herstellung des Dichtegradienten wurde
eine KBr-Losung verwendet. 2 ml Hamolymphe wurden mit 0.73 g KBr vesetzt, um eine
Dichte (Gewicht bezogen auf H,0) von 1.23 g*ml” zu erreichen. Diese 2 ml wurden dann in
ein Zentrifugen-Proben-Behalter (Ultra Clear; Fa. BECKMANN) gefullt, mit unterschiedlichen
in der Dichte abnehmenden KBr-Losungen und abschlieRend mit 0.5 M NaCl Gberschichtet.
Folgende KBr-Lésungen wurden eingesetzt:

[mi] [g*ml™] [g] KBr
2.50 1150 0.57
3.00 1.063 0.27
3.00 1.019 0.08

Tab. 2.4-1: KBr-Losungen zur Dichtegradientenzentrifugation verschiedener Hdmocyanine

Die beflllten Zentrifugenbehalter wurden anschlieRend fir 18 Std. mit 40.000 rpm und 4°C
in einem Swingout-Rotor (SW-41; Fa. BECKMANN) zentrifugiert (Zentrifuge: UZ L7,
BECKMANN).
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Abb. 2.4-1: Typischer Dichteverlauf des KBr-Gradientens im Zentrifugenréhrchen.
Nach einer 18 stundigen Zentrifugation bei 4°C mit 40.000 rpm in einem Swing-Out-
Rotor.

Die Lipoproteine sind nach der Zentrifugation gut als gelbe bis orange Banden im
KBr-Gradienten zu erkennen. Von oben beginnend wurden 0.5 ml Aliquote entnommen und
die UV/VIS-Spektren von 245 nm bis 500 nm der einzelnen Fraktionen aufgenommen. Die
Fraktionen mit Lipoprotein und Hamocyanin wurden dann Uber Nacht bei 4°C gegen
TRIS-HCI Puffer (pH 7.50 (20°C), 20 mM ca® u. Mg2+) mit einem Volumenverhaltnis von
1:1000 dialysiert. Die so aufbereiteten Proben wurden zur weiteren Verwendung bei 4°C im
Kihlraum gelagert.

2.5 Aufnahme von Sauerstoffbindungskurven

Die Bindung von O, an Hamocyanin wurde wahrend dieser Arbeit mit zwei Methoden
untersucht. Mit der einen Methode lassen sich kontinuierliche Sauerstoffbindungskurven
aufzeichnen, diese wird als die fluorometrisch-polarographische Methode nach LOEWE
(1978) bezeichnet. Die andere Aufzeichnungsmethode liefert diskontinuierliche
O.-Bindungskurven und wurde mit Hilfe einer optischen ,Thin Layer‘-Zelle [DOLMAN &
GILL, 1978 und GILL, 1981], auf der Grundlage der Absorptionsanderung bei 340 nm in
Abhangigkeit vom Oxygenierungsgrades des Hamocyaninmolekils aufgenommen.

2.5.1 Kontinuierliche Sauerstoffbindungskurven

Bei dieser Methode macht man sich die lineare Fluoreszenzzunahme mit zunehmender
Deoxygenierung des Hamocyaninmolekuls zu nutze. Die Anregung erfolgte bei 280 nm unter
Verwendung eines Interferenzfilters (Eppendorf), das emittierte Fluoreszenzlicht oberhalb
von 310nm, wurde im rechten Winkel nach Durchtritt eines Kantenfilters (normales 4 mm
Fensterglas) mit einem Elektronenvervielfacher detektiert. Um einen Innerfiltereffekt zu
vermeiden, muss die Hamocyaninlésung eine Konzentration unterhalb von 0.2 mg*ml'1
besitzen. Dieser Konzentrationsbereich entspricht einer ODs4 von 0.025-0.05, d.h. die
Reabsorption des emittierten Lichtes ist sehr gering, so dass kein Innerfiltereffekt zu
erwarten ist. Die Anregungsquelle des Fluorimeters (Farrand) war eine Xenon-Dampflampe
(Osram). Eine 1 cm’® Quarzkiivette mit 600 ul Hamocyaninldsung in einen temperierbaren
Klvettenhalter wurde in die Probenkammer des Fluorimeters gestellt. Der Raum in der
Kuvette oberhalb der Probenlésung wurde dann mit 100% Sauerstoff bis zur Sattigung der
Losung geflutet und anschlieRend mit 100% Stickstoff begast. Der Stickstoff verdrangt
kontinuierlich den in der Probenlésung gelésten Sauerstoff entsprechend der
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Partialdruckverhaltnisse. Mit zunehmender Deoxygenierung des Hamocyanins nahm die
Fluoreszenzintensitat zu und konnte mit einem X-Y-Schreiber (Houston Omnigraphic Model
2000 X-Y) aufgezeichnet werden. Die Y-Achse zeichnete das Fluoreszenzsignal und die
X-Achse den Sauerstoffpartialdruck auf. Die Sauerstoffkonzentration in der Probenlésung
wurde mit einer Clark-Elektrode (Bachhofer), die mit einer 6 um starken Teflonmembran
bezogen war, gemessen. Um einen Kalibrierungspunkt zwischen 100% und 0%
Sauerstoffpartialdruck auf der X-Achse festzulegen, wurde nach Erreichen der 0%
Sauerstofflinie mit einem 5% O,-Prifgas kalibriert. Der Sauerstoffpartialdruck konnte mit
dieser Apparatur auf £0.5 Torr genau bestimmt werden, die relative Sauerstoffsattigung des
Hamocyaninmolekils auf £0.5%.

2.5.2 Diskontinuierliche Sauerstoffbindungskurven

Diese Methode bietet die Mdglichkeit Sauerstoffbindungskurven von hochkonzentrierten
Hamocyanin- oder Hamolymphlésungen aufzunehmen. Gemessen wird die
Absorptionsanderung bei 340nm in Abhangigkeit von der O,-Beladung des Hamocyanin-
moleklls. Der Einsatz einer so genannten ,Thin-Layer® Zelle ermoglicht die
Absorptionsmessung von Hamocyaninlésungen mit einer Schichtdicke von 25 pum bis
100 um. Mit diesen geringen Schichtdicken lassen sich Hamocyaninlésungen mit Uber
60 mg*ml" messen. Die Hamocyaninschicht befindet sich zwischen einer Quarzglasscheibe
und einer 12 um starken UV/VIS transparenten, gaspermeablen Membran (Fa. YS/). Mit
einem oder mehreren (maximal 4) 25 ym dicken Abstandsringen wird die gewulnschte
Schichtdicke eingestellt. Uber die Membran besteht Kontakt zu einem Gasraum, der mit
Sauerstoff, Stickstoff oder einem genau definiertem Gemisch aus beiden Gasen geflutet
werden kann. Der exakte O,-Partialdruck im Gasraum vor der Membran wird mit Hilfe einer
O.-Clark-Elektrode bestimmt. Die Messzelle ist so konstruiert, dass der optische Weg im
rechten Winkel zum Quarzglas und der dahinter liegenden Hamocyaninschicht verlauft.
AnschlieBend gelangt das Licht durch den Gasraum und einem weiteren Quarzglas zum
Detektor des Photometers. Nach jedem neuen Befluten des Gasraums kann nach
Einstellung des Gleichgewichts zwischen Gasraum und Hamocyaninprobe online auf dem
Monitor des Photometers (abhangig vom O,-Partialdruck) eine Zu- oder Abnahme der
Absorption bei 340 nm beobachtet werden. Der Zellblock wird mit einem temperierbaren
Wasserbad auf die gewinschte Messtemperatur eingestellt. Gasbefeuchter erreichen bei
den verwendeten Gasen eine Absattigung mit Wasserdampf, um ein Eintrocknen der
Hamocyaninproben zu verhindern. Die Halterung mit der optischen Zelle und der
O.-Elektrode befindet sich in einem Doppelstrahl-Photometer CARY 5E (Fa. VARIAN).

2.6 Theorie

2.6.1 Analyse der Sauerstoffbindungskurven

Die aufgezeichneten Bindungskurven werden analysiert, in dem die Parameter des
MW C-Modells bzw. des Nesting-Modells mit Hilfe eines Rechners (ATARI ST 1040) solange
iterativ variiert werden, bis die gemessene und die berechnete Sauerstoffbindungskurve gut
Ubereinstimmen. Die im Experiment ermittelten Sauerstoffpartialdricke werden als
Ligandenaktivitaten x in das Bindungspolynom des jeweiligen Modells eingesetzt.

13
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Wegen moglichen versuchsbedingten Ungenauigkeiten hinsichtlich einer vollstandigen
Oxygenierung bzw. Deoxygenierung der Probe wird das gemessene spektroskopische
Signal nach folgender Gleichung korrigiert [MARDEN et al., 1990]:

Alx) = X x[4() - 4(0)] + 4(0)

A(0) und A(x0) sind die Absorptions- bzw. Fluoreszenzwerte in Abwesenheit von Sauerstoff
bzw. bei vollstandiger Sauerstoffsattigung.

Die Analysensoftware benutzt die Methode der kleinsten Quadrate, wobei ein von
MARQUARDT (1963) entwickelter und von GILL et al. (1987) modifizierter ,non-linear least-
square“-Algorithmus zur Anwendung kommt. Dieser Algorithmus minimiert die Varianz o’
(=Quadrat der Standardabweichung eines Punktes) mit der Definition:

o2 = N_IM X(Z[Amzc(xi)_Aexper(xi)]Z)

N ist die Anzahl der nach dem digitalisieren der Bindungskurve eingelesenen Datenpunkte,
M ist die Zahl der gefitteten Parameter des jeweiligen Modells. Durch die Festlegung eines
Konvergenzkriteriums (Abbruchkriterium) wird der Optimierungsvorgang abgebrochen. Als
Kriterium ist vorgegeben:

O. —O0. _
—i il 4107
O.

1

Hierbei i ist die Anzahl der Programmdurchlaufe.

2.6.2 Die Modelle

In der Literatur finden sich mehrere Modelle, die die molekularen Prinzipien von Allosterie
und Kooperativitdt bei oligomeren Proteinen zu beschreiben versuchen. Grundsatzlich
lassen sich diese Modelle in zwei Klassen unterteilen:

» das MWC-Modell [MONOD et al., 1965], ein konzertiertes Modell
» das KNF-Modell [KOSHLAND et al.,1966], ein sequenzielles Modell

Beiden gemeinsam ist die Annahme, dass die Untereinheiten der oligomeren Proteine in
verschiedenen Konformationen vorliegen kénnen, die sich in ihrer Affinitdt zum Liganden
unterscheiden. Im Falle des Hamocyanins ist in dieser Arbeit der Ligand molekularer
Sauerstoff.

2.6.2.1 Das sequenzielle Modell

Durch die Bindung eines Liganden an das aktive Zentrum einer Untereinheit kommt es zu
einer Konformationsanderung dieser Untereinheit. Dadurch werden benachbarte
Untereinheiten in ihrer rdumlichen Struktur beeinflusst und somit deren Affinitdt zum
Liganden verandert. Die Bindung weiterer Liganden flUhrt zu  weiteren
Konformationsanderungen der Untereinheiten. Die Affinitdt der noch unbesetzten
Bindungszentren wird dadurch erhoht. Allosterische Effektoren beeinflussen so die
Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten. Sie erhdhen oder erniedrigen auf diese
Weise die Affinitat des aktiven Zentrums zum Liganden. Das popularste sequenzielle Modell
ist das KNF-Modell von KOSHLAND, NEMETHY und FILMER (1966). Fur grof3e Proteine,
wie das Hamocyaninmolekil, sind sequenzielle Modelle zur Beschreibung des
Bindungsverhalten, aufgrund einer sehr groRen Zahl verschiedener Bindungsparameter
nicht einsetzbar. In einem oligomeren Proteinkomplex missen alle
Wechselwirkungsbeziehungen zwischen den einzelnen Untereinheiten bericksichtigt
werden, um ein sequenzielles Modell korrekt anwenden zu kdnnen. Bindet ein Ligand
nacheinander (sequenziell) an die einzelnen Untereinheiten eines oligomeren Proteins, so
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existiert nach jeder Bindung eine neue Konformation mit einer eigenen Bindungskonstante.
Der Nachweis so vieler Konformationen ist in der Praxis kaum maoglich.

2.6.2.2 Das konzertierte Modell

Im Gegensatz zu dem sequenziellen Modell wird bei dem konzertierten Modell davon
ausgegangen, dass ein oligomeres Protein auch bei Abwesenheit eines Liganden in
mindesten zwei unterschiedlichen Konformationen vorliegt. Die hoch affine Konformation
wird mit einem ,R* (relax) und die niedrig affine Konformation wird mit einem ,T“ (tense)
bezeichnet. Konformationsiibergdnge werden von mehreren Untereinheiten gleichzeitig
(konzertiert) durchgefuhrt, wobei die Symmetrie des oligomeren Proteins erhalten bleibt. Die
Untereinheiten, die solch einen Konformationsubergang gemeinsam durchfuhren, werden
als eine allosterische Einheit bezeichnet. Zu einer allosterischen Einheit kbnnen alle oder nur
ein Teil der Untereinheiten eines Oligomers gehoren. Ist kein Ligand vorhanden, so liegt die
T-Konformation in groBem Uberschuss vor. Die allosterische Gleichgewichtskonstante L,
beschreibt das Verhaltnis der T- und R-Konformationen bei Abwesenheit eines Liganden, (L,
= [To] / [Ro]. Fur L, gilt daher immer ein Wert, der viel groRer als ,1“ ist. Ein Ligand mit einer
geringen Konzentration trifft daher vorwiegend auf eine T,-Konformation. Mit zunehmender
Ligandenkonzentration nimmt die Wahrscheinlichkeit zu, dass der Ligand auch an eine
R,-Konformation bindet. Durch die Bindung an die T,- oder R,-Konformation wird das
allosterische Gleichgewicht (L,) der ligandfreien T,- und R,-Konformationen verschoben.
Bindet ein Ligand an eine der beiden Konformationen, so wird die Konzentration an T, oder
R, um eine allosterische Einheit verringert. Da die T,-Konformation in einem grofl3en
Uberschuss vorliegt, wirkt sich eine Anderung der T,-Konzentration kaum auf das
allosterische Gleichgewicht aus. Ganz anders sieht es fur die wenigen R,-Konformationen
aus: wird hier eine R,-Konformation durch Bindung eines Liganden aus dem R,-Pool
herausgenommen, so kommt es durch die Umwandlung einer T,-Konformation in eine
R,-Konformation zur Wiederherstellung des allosterischen Gleichgewichts. Besteht eine
allosterische Einheit aus sechs Untereinheiten mit sechs Bindungsstellen, wie bei einem
hexameren Hamocyanin, so werden durch die Bindung eines Liganden an eine
R,-Konformation eine hochaffine Bindungsstelle besetzt. Gleichzeitig werden aber sechs
neue hochaffine Bindungstellen durch die Umwandlung einer T,-Konformation in eine
R.-Konformation geschaffen. Die Bindungsaffinitat fir die nachsten Liganden wird somit
erhoht. Das konzertierte Modell setzt das Vorhandensein mehrerer Konformationen voraus.
Die verschiedenen Konformationen stehen bei Abwesenheit eines Liganden in einem
bestimmten, molekilspezifischen Konzentrationsverhaltnis zueinander. Wichtig ist, dass die
Liganden keinen Konformationsubergang induzieren, sondern die Konformation an die sie
binden stabilisieren. Auch der Einfluss von Effektoren lasst sich mit einem konzertierten
Modell plausibel erklaren. Inhibitoren binden folglich bevorzugt an die niedrigaffine
T-Konformation und stabilisieren diese zusatzlich, die allosterische Gleichgewichtskonstante
L, wird dadurch erhdht. Aktivatoren stabilisieren hingegen die R-Konformationen und L, wird
somit erniedrigt. Die Wirkung von Protonen auf die Sauerstoffbindung von
Vertebraten-Hamoglobin und Arthropoden-Hamocyanin Iasst sich auf diese Weise erklaren.
Das bekannteste konzertierte Modell wurde in den 60er Jahren von MONOD, WYMAN und
CHANGEUX entwickelt und wird als MW C-Modell bezeichnet [MONOD et al., 1965].

Bei einigen allosterischen und kooperativen Enzymen wie der Glycogen-Phosphorylase, der
Phosphofructokinase und der Aspartat-Transcarbamylase, konnten allosterische und
kooperative Eigenschaften durch Anwendung des MWC-Modells hinreichend beschrieben
werden [PERUTZ, 1989; BARFORD und JOHNSON, 1990; SCHIRMER und EVANS, 1990;
KANTROWITZ und LIPSCOMB, 1990; MOZZARELLI et al., 1991]. Auch das
Bindungsverhalten des hexameren Hamocyanin aus Panulirus interruptus konnte mit dem
MW C-Modell sehr gut charakterisiert werden [CONNELLY et al., 1989]. Dagegen konnte die
Funktion einiger anderen hexameren Hamocyaninen nicht immer mit dem einfachen
MWC-Modell erklart werden [MAKINO, 1986].

Die hoher aggregierten Hamocyanine (d.h. ab den 2 x 6-mere) lassen sich in ihrem
Sauerstoffbindungsverhalten allerdings nicht mehr mit dem einfachen MWC-Modell
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beschreiben [DECKER et al.,, 1983; RICHEY et al, 1985; JOHNSON et al., 1988;
BROUWER und SERIGSTAD, 1989]. Diese Unzulanglichkeit des MWC-Modells fur héher
komplexierte Hamocyanine flhrte zu einer Reihe von weiteren Modellen, die sich teilweise
deutlich voneinander unterscheiden. Ohne naher auf die ersten vier Modelle einzugehen,
lassen sich folgende Modelle nennen: das Three-State MWC-Modell [MINTON und IMAI,
1974], das Cooperon-Modell [COLTTA et al., 1986], das Inter-Cooperative—Units
(ICU)-Modell [BROUWER und SERIGSTAD, 1989], das Statistische Thermodynamische
Modell [DI CERA, 1990] und als funftes das Nesting-Modell [Decker et al., 1986; ROBERT et
al.,, 1987]. Da die untereinander eng verwandten Arthropoden-Hamocyanine eine sehr
ahnliche Tertiar- und Quartarstruktur aufweisen [MARKL et al., 1986; MAGNUS et al.,1991;
MARKL und DECKER,1992; BEINTEMA et al., 1994; van HOLDE und MILLER, 1995], kann
davon ausgegangen werden, dass auch die Funktion, also das Sauerstoffbindungsverhalten,
auf ahnlichen Prinzipien beruht.

2.6.2.3 Das Nesting-Modell

In der vorliegenden Arbeit wurde fir die Analyse der Hamocyanin Bindungsdaten das
Nesting-Modell verwendet. Die Grundlage fur dieses Modell bildet das MWC-Modell und
wurde nach Vorstellungen von WYMAN (1972, 1984) entwickelt. Wie in dem einfachen
MWC-Modell ist die GroRe der allosterischen Einheit ein von der Struktur des
Hamocyaninmolekiils vorgegebener Parameter. Weder der Sauerstoffbeladungsgrad noch
Effektoren haben einen Einfluss auf das Ausmald der allosterischen Einheit. Fur das
Arthropoden-Hamocyanin wird der kleinste strukturell identische Proteinbaustein in der
Quartarstruktur als eine allosterische Einheit bezeichnet. Bei den aus zwdlf Untereinheiten
aufgebauten (12-mer) Crustaceen-Hamocyanin bildet das 6-mer und bei den 24-mer
Cheliceraten-Hamocyaninen das 12-mer eine allosterische Einheit [DECKER & STERNER,
1990]. Diese Einheiten werden jetzt nicht isoliert betrachtet, sondern sind in das
Gesamtmolekil eingebettet (,genestet”) und koénnen miteinander Uber strukturelle
Verknipfungen in Wechselwirkung treten. Diese strukturelle Verknupfung der beiden
Halbmolekile kann auf wenigstens zwei etwas unterschiedliche Arten erfolgt sein, so dass
der Gesamtzustand des Molekuls einmal die T-Konformation oder die R-Konformation ist.
Die beiden Konformationen befinden sich in einem Gleichgewicht, welches durch die
allosterische Gleichgewichtskonstante L, = [T,)/[R,] beschrieben wird. Der R- oder
T-Zustand des Gesamtmolekils legt fest, welche untergeordneten Konformationen die
Halbmolekile (allosterische Einheiten) innerhalb des Oligomers annehmen kdnnen. Fir den
R-Zustand sind das eine rR- oder tR-Konformation und fur den T-Zustand eine rT- oder
rT-Konformation. Liegt ein Halbmolekdil in der rR-Form vor, so kann das andere Halbmolekiil
nur in der rR-Form oder in der tR-Form vorliegen, nicht aber die rT- oder die
tT-Konformation annehmen. Gleiches gilt fir den Ubergeordneten T-Gesamtzustand des
Molekuls mit den mdglichen Konformationen: rT und tT. Effektoren kénnen daher beim
Nesting-Modell auf zwei Quartarstrukturebenen wirken. Einmal auf der Ebene der
allosterischen Einheiten (Halbmolekile) und einmal auf der Ebene des Gesamtmolekdls.
Durch die Einfihrung zusatzlicher Konformationen beim Nesting-Modell gibt es insgesamt
drei allosterische Gleichgewichtskonstanten: Ir, = [tR)/[FRo], o = [tTol/[rTo] (fUr die
Halbmolekule) und L, = [T,}/[R.] (fur das Gesamtprotein). Effektoren beeinflussen durch eine
gezielte Stabilisierung der Konformationen auf der Halbmolekllebene die allosterische
Gleichgewichtskonstante L, = [To)/[Ro] = ([{To]+[rTo])/([tRo]*[rR5]). Man kann daher von einer
Hierarchie allosterischer Gleichgewichte beim Nesting-Modell sprechen. Allosterische
Effektoren haben dadurch die Mdglichkeit eine Feinabstimmung des Sauerstoffbindungs-
verhalten von hdher aggregierten (ab Dodekamere) Arthropoden-Hamocyaninen zu
gewabhrleisten.

Mit dem MWC-Modell Iasst sich die Funktion von hexameren Arthropoden-Hamocyaninen
(z.B. Panulirus interruptus) ausreichend erklaren und beschreiben [CONNELLY et al., 1989].
Bei den hoher molekularen Hamocyaninen, wie dem 12-mer aus dem amerikanischen
Hummer Homarus americanus und dem 24-mer der Vogelspinnenart Eurypelma
californicum konnte das Bindungsverhalten am besten mit dem Nesting-Modell beschrieben
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werden [DECKER et al., 1988; DECKER & STERNER, 1990]. Mittlerweile konnte mit Hilfe
des Nesting-Modells das O.-Bindungsverhalten weiterer Hamocyanine gut simuliert werden
[van HOLDE & MILLER, 1995].

2.6.3 Das Bindungspolynom

Die Funktion und die Eigenschaften eines Liganden bindenden Makromolekuls kann durch
seine Bindungsreaktion beschrieben werden. Die im Experiment aufgenommenen
Bindungskurven reprasentieren die gebundene Menge des Liganden in Abhangigkeit
verschiedener Ligandenkonzentrationen. Im Falle des Hamocyanins ist der Ligand der
molekulare Sauerstoff. Um eine quantitative Analyse der Bindungskurven durchfiihren zu
kdnnen, betrachtet man die Bindung als eine reversible Gleichgewichtsreaktion, die mit dem
Massenwirkungsgesetz beschrieben werden kann. Im folgenden soll die Wechselwirkung
eines Liganden X mit einem Makromolekil mit zwei von einander unabhangigen
Bindungsstellen beispielhaft hergeleitet werden.

Fir solch ein Makromolekul (M) existieren zwei Bindungsreaktionen mit den jeweiligen
Bindungskonstanten %, und k,. Die Bindungsreaktionen lauten:

M + X — MX mit der Bindungskonstanten k = [ZX]
X
MX + X — MX, mit der Bindungskonstanten k, = [MXZ]
MX |x

Die Beladung des Makromolekils kann neben diesem schrittweisen Bindungsprozess auch
als ein Einschrittprozess beschrieben werden:

M + X — MX mit der Bindungskonstanten B = [%X]
X

M +2X — MX, mitder Bindungskonstanten S, = [ZX22]
X

Die Einschritt-Bindungsreaktion steht Uber die Bindungskonstanten aus der Zweischritt-
Bindungsreaktion wie folgt in Beziehung:

ki=p1 und ki*ko=p5

Das Verhaltnis von gebundener Menge X in mol an das Makromolekidl (M) zu der
Gesamtkonzentration von M (alle Makromolekulspezies) gibt den Beladungsgrad X an.

[Mx]+ 2[mx, ]

Y=
[M]+ [Mx]+[mx]

(1

Der Faktor 2 im Zahler erscheint, weil zwei Mol X flr ein Mol MX, gebraucht werden. Durch
Umformen und Einsetzen unter Verwendung der Bindungskonstanten k; und k, kann die
Zweischritt-Bindungsreaktion wie folgt beschrieben werden:

_ kx+t 2k k,x?
1+ k,x + kk,x*

2)
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Daraus ergibt sich demnach fir die Einschritt-Bindungsreaktion:

X = ﬂ]x+2ﬂ2x2
1+,B1X+132x2
Die beiden oben aufgefihrten Gleichungen ergeben das Ausmal} der Bindung von X an das
Makromolekil, ausgedrickt durch die Aktivitdt (Konzentration) von X und den
Bindungskonstanten. Ubertragt man die Bindungskurven in den Hill- oder Scatchard-Plot
lassen sich die Bindungskonstanten ndherungsweise bestimmen [WYMAN & GILL, 1989].
Die Bindungsreaktionen lassen sich auch durch eine sogenannte Zustands-Summen-
Funktion darstellen. Diese Funktion ist die Summe der Konzentrationen aller mdglichen
Makromolekulspezies (mit und ohne Liganden) dividiert durch die Konzentration der
unbesetzten Makromolekule. In der Formelschreibweise sieht die Zustands-Summen-
Funktion (Q) wie folgt aus:

3)

_[M]+[mx ]+ [max, ]+ ...
R )

Dieser Ausdruck entspricht dem Nenner der zuvor genannten Gleichung (1). Die
Zustands-Summen-Funktion kann daher auch durch die Bindungskonstanten ausgedrickt
werden:

O=P=l+kx+kkx" =1+ Bx+ f3,x°

Diese Gleichungsform ist ein Polynom von x und wird als ein Bindungspolynom mit dem
Buchstaben P bezeichnet. Die Ableitung des Bindungpolynoms (In(P)) nach In(x)) ergibt

dann wieder die Bindungskurve bzw. den Beladungsgrad X . Ein Bindungspolynom fur zwei
Bindungsstellen wird wie folgt differenziert:

dIn(l + kx + kk,x”) _ X N d(1+ kx + kk,x*) _ kx+t 2k k,x’

X =
d In(x) 1+ kx + k ko, x* d(x) 1+ kx + kk,x*

Das Ergebnis dieser Ableitung ist die Gleichung (2) von Seite 17.

Werden komplizierte Modelle zur Beschreibung einer Bindungsreaktion von einem Liganden
an ein Makromolekll eingesetzt, dann ist die Verwendung von Bindungspolynomen zur
mathematischen Beschreibung einer Sattigungsfunktion eine erhebliche Erleichterung.

Das Bindungspolynom fir das MWC-Modell, welches zur Analyse des hexameren Panulirus
interruptus Hamocyanin verwendet wurde, setzt sich wie folgt zusammen:

1
1+L

(k) (k)

o o

Es sind kg und kr die Bindungskonstanten der beiden im MWC-Modell mdglichen
Konformationen und L, die allosterische Gleichgewichtskonstante. Der Wert 6 gibt die Grdolie
der allosterischen Einheit an.
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Das Nesting-Modell zur Beschreibung der Sauerstoffbindung an das Hamocyanin aus
einigen Crustacea- und Chelicerata-Arten kann mit folgendem Bindungspolynom
beschrieben werden [ROBERT et al, 1987; DECKER & STERNER, 1990]:

" +1L0 X (PN’R,N—mer)'i' 7 fOLO X (PN'T,N—mer)

Pr Nomer UNA Pra.e. Sind die Bindungspolynome flr die allosterischen Einheiten (V=6 fur die
Crustaceen Hamocyanine und N=12 beim E. californicum Hamocyanin), wenn das
Gesamtmolekil in der R- bzw. in der T-Konformation vorliegt. N*ist die Zahl der gekoppelten
allosterischen Einheiten. Fur die hier untersuchten Hamocyanine besitzt N* einen Wert von 2
und L, ist gegeben durch [T¢]J/[[Ro]. Die zu Beginn dieses Absatzes genannten
Bindungspolynome Pz y.ner UNd Pr e lauten:

1 L,

PR,N—mer = 1+IR,0 X (1 +krRx)N ++R;,IR’OX (1 +ktRx)N

P = b () e (14 )
T,N—mer 1+IT’0 rT Y tT

Es sind k.x, ki, k. und k;r die Bindungskonstanten der vier postulierten Konformationen und
Iz, sowie Ir, die allosterischen Gleichgewichtskonstanten auf der Ebene der allosterischen
Einheiten. Der Buchstabe N steht fiir die Grofde der allosterischen Einheit.
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3 Ergebnisse
3.1 Die Bestandteile der Arthropoden Hamolymphe

Das Hamocyanin als respiratorisches Protein macht mit ca. 80% den Hauptteil der
Hamolymphproteine bei vielen Arthropoden und Mollusken aus. Neben dem Hamocyanin
lassen sich ein nichtrespiratorisches Protein (NRP), verschiedene Lipoproteine und eine
Vielzahl anderer Proteine isolieren. Gelelektrophoretisch konnten z.B. in der
Molluskenhamolymphe bis zu zwanzig und mit der 2D-Elektrophorese bis zu sechzig
Proteine nachgewiesen werden [ALLEN und CONLEY,1982; KANIA et al., 1980]. In der
Hamolymphe (HL) der Crustaceenart Cancer magister wurden eisenbindende Proteine
(Transferrine) beschrieben, bei dem Xiphosuren Limulus polyphemus wurden C-reaktiv
ahnliche Proteine (CRP) isoliert und naher charakterisiert [NGUYEN et al., 1986a; 1986b].
Auch Gerinnungsproteine finden sich in der Hamolymphe zahlreicher Crustaceen, so wurde
bei Panulirus interruptus ein in der HL geldstes sgn. Coagulogen (ahnlich dem Fibrinogen
bei Saugern) mit einer M, von 420 kDa isoliert [AKETAGAWA et al., 1986; GHIDALIA et
al.,1981; SPURLING, 1981; TOKUNAGA et al.,1987].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die HL der Arthropoden eine Vielzahl von
Proteinen aufweist, die entweder zum Stofftransport, zur Abwehr oder Gerinnung eingesetzt
werden. Die totale Proteinkonzentration in der Hamolymphe kann je nach Tierart und
Entwicklungsstadium 1 bis 200 mg*ml™ betragen. In ihrer Gesamtheit tragen die HL-Proteine
auch zur Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes und zur Pufferung der HL bei
[URICH, 1991].

3.2 Charakterisierung der Hamocyanine

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der zu untersuchenden Hamocyanine wurde die
Gelfiltrationschromatographie (SEC), die native Gelelektrophorese (PAGE) und die
Lichtstreuung eingesetzt. Es zeigte sich, dass die M-Bestimmung mit den zuvor
aufgefiihrten Methoden mit einem Fehler von mindestens 10% behaftet ist [HUBLER,
Dissertation, 2001].

3.3 Gelchromatographische Trennung der Hamocyanine

Die Abb. 3.3-1 zeigt die Elutionsprofile der untersuchten Hamocyanine. In der Tabelle 3.3-1
sind die Elutionsvolumina der untersuchten Hamocyanin mit den zugehdrigen
Molekulargewichten in kDa aufgefuhrt. Die zugehdrige Eichgerade ist in der Abb. 3.3-2 zu
sehen.
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Abb. 3.3-1: SEC-Elutionsprofile aller untersuchten Hamocyanine. Saule: XK-16/60;
Saulenmaterial: Sephadex S-300; Flussrate: 0.80 ml*min"; Probenmenge: 1 ml mit
3 mg*ml'1; Temperatur: Raumtemperatur; Laufpuffer: TRIS-HCI pH 7.500°c), 20 mM

CaC|2 u. MgClz

Tab. 3.3-1: M, von Hamocyaninen mittels der SEC. Saule: XK-16/60; Saulenmaterial:
Sephadex S-300; Flussrate: 0.80 ml*min™"; Probenmenge: 1 ml mit 3mg*ml'1;
Temperatur: Raumtemperatur; Laufpuffer: TRIS-HCI pH 7.500:c), 20 mM CaCl; u.

MgC'Z

Tier Hamocyanin | M, [kDa] | Vg [ml]

A. astacus 12-mer 950 62.06
C. pagurus 12-mer 950 62.16
H. americanus 12-mer 950 62.26
C. maenas 12-mer 950 62.46
P.camtschatica 12-mer 950 62.46
E. californicum 24-mer 1800 56.66
L. polyphemus 48-mer 3600 50.86
P. interruptus 6-mer 475 69.26
C. granulata 6-mer 475 69.26
P. potamios 6-mer 475 71.26
P. potamios 12-mer 950 65.26
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Durch die Lagerung der Hamolymphe bei —20°C fir etwa ein Jahr, zerfiel das Hamocyanin
von C. granulata und P. potamios vollstandig, bzw. nahezu vollstandig in Halbmolekule
(6-mere). Die Hamocyanine der beiden Tiere weisen daher das gleiche Elutionsvolumen auf
wie das Hexamer von P. interruptus. Eine PAGE (Abb. 3.4-2) der frischen Proben vor der
Einfrierung, zeigt deutlich fir beide Hamocyaninspezies ein noch intaktes 12-mer.

79 Regressionsgerade:
— 6.50 - 48_me& Y = -0.046x + 8.88
S DN
2 625 - 24-me\rO L

N

= 6.00 | 5
Q 12-mer \\

575 - |

6-merPQ-
5.50

45 50 55 60 65 70 75
V [m]

Abb. 3.3-2: M,-Bestimmung nativer Hamocyanine durch die analytische Gelfiltration.
Saule: XK-16/60; Saulenmaterial: Sephadex S-300; Flussrate: 0.80 mi*min”™":
Probenmenge: 1 ml mit 3 mg*ml'1; Temperatur: Raumtemperatur; Laufpuffer: TRIS-
HCI pH 7.50(20°C), 20 mM CaC|2 u. MQC|2

Die Elutionsvolumina fir das bekannte 48-mer (L. polyphemus) und 24-mer (E. californicum)
wurden nur einmal bestimmt. Der Wert fur das 12-mer ist dagegen der Mittelwert von sechs
verschiedenen Dodekameren aus verschiedenen Crustaceen Spezies. Das V. flir das 6-mer
wurde vom Hamocyanin aus P. interruptus und von in Hexamere dissoziertem Hamocyanin
aus P. potamios und C. granulata bestimmt. Der angegebene Fehler ist die Abweichung der
drei Stichprobenmesswerte vom Mittelwert der Messwerte.
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3.4 Gelelektrophoretische Trennung der Hamocyanine

3.4.1 SDS-PAGE

Um die Untereinheiten der jeweiligen Hamocyanine darstellen zu kdnnen, wurden die
Atmungsproteine mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese untersucht. Die folgende Abbildung
3.4-1 zeigt das Bandenmuster der untersuchten Hamocyanine nach einer
gelelektrophoretischen Auftrennung mit der SDS-PAGE.
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Abb. 3.4-1: SDS-PAGE der untersuchten Hamocyanine. pH 8.80 (20°C) Gradienten-Gel
7.5-17.5 %. Die Anode befand sich am unteren Ende des Gels. Eine Mischung aus 6
Proteinen mit einem Molekulargewicht von 26 kDa bis 205 kDa dienten als
Markerproteine. v.l.n.r.: A. astacus (12-mer), C. estuarius (12-mer), C. maenas (12-
mer), C. pagurus (12-mer), E. californicum (24-mer), M-Marker, H. americanus
(12-mer), C. granulata (12-mer), P. potamios (12-mer)

Die Abbildung zeigt bei allen untersuchten Hamocyaninen eine deutliche Heterogenitat in
Bezug auf ihre Untereinheitenzusammensetzung. Eine Ausnahme ist das Hc von P.
potamios mit nur einer Bande. Das Molekulargewicht der Untereinheiten wurde mit Hilfe der
Markerproteine aus der Laufstrecke mit folgender Formel berechnet [MAKOWSKI &
RAMBSY, 1997].

logM,, :c+d*(%T)

Der Logarithmus des Molekulargewichts eines Proteins ist proportional zur
Polyacrylamidkonzentration (%T), bei der es sich bei Abschlu? der Elektrophorese befindet.
Bei ,c“ und ,d“ handelt es sich um Materialkonstanten des Gels, die fUr jedes neu gegossene
Gel bestimmt werden missen. Folgende Molekulargewichte wurden ermittelt:
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Tierart Bande | My, [Da] Tierart Bande | My [Da]
1 75000 1 74000
2 77000 . ,
Astacus astacus Carcinus estuarius 2 77500
3 80000 3 85500
4 82500
1 73500 1 74000
. 2 74500
Carcinus maenas Cancer pagurus 2 77000
3 76500 3 80000
4 85000
1 69000 1 77500
. 2 72000 ,
Eurypelma californicum 3 74500 Homarus americanus 2 79000
4 | 76000 3 | 83500
1 75000
2 78500 )
Calappa granulata 3 81500 Potamon potamios 1 79000
4 83000

Tab. 3.4-1: Molekulargewichte der Hamocyaninuntereinheiten aus verschiedenen
Arten. Aus der SDS-PAGE Abb.3.4-1 (Seite 23) abgeleitet.

3.4.2 NATIVE-PAGE

Mit Hilfe der Nativen Gelelektrophorese lassen sich die Hamocyanine hinsichtlich ihres
relativen Molekulargewichts miteinander vergleichen. Allerdings behalten nicht alle
Hamocyanine bei pH 8.8 ihre native Quartarstruktur bei. So zerfallt wahrend der
elektrophoretischen Trennung das 12-mer Hamocyanin von H. americanus und
P. camtschatica vollstandig in 6-mere, im Gel befindet sich die Protein-Bande von
H. americanus und P. camtschatica (hier nicht explizit gezeigt) daher auf gleicher Héhe mit
dem 6-mer Hamocyanin von P. interruptus (Abb. 3.4-2).
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Abb. 3.4-2: Native-PAGE der untersuchten Hamocyanine. pH 7.50y Gradienten-Gel
5-15 %. Die Anode befand sich am unteren Ende des Gels.
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Neben den Hauptbanden sind bei den 12-mer Hamocyaninen zwei weitere sehr schwache
Banden zu sehen. Die erste Bande entspricht einem 7-mer Hamocyanin. Bei der zweiten
Bande handelt es sich um in 6-mere =zerfallenes Hamocyanin. Das 24-mer von
E. californicum ist ebenfalls zu einem geringen Teil in 12-mere zerfallen, worauf die
schwache Bande auf Héhe der 12-mere hindeutet. Wie schon friher gezeigt wurde ist das
Hummer Hamocyanin quantitativ vollstandig in 6-mere dissoziert. Hier findet sich nur eine
Bande auf Héhe der 6-mer Hdmocyanine.

3.5 EM-Aufnahmen

Eine weitere Mdglichkeit, um Informationen Uber die Quartarstruktur der untersuchten
Hamocyanine zu erhalten, ist die TransmissionsElektronenMikroskopie (TEM). Die
folgenden Abbildungen zeigen EM-Aufnahmen der untersuchten Hamocyaninmolekiile bei
einer etwa 50.000 fachen VergroBerung

=<
i

Astacus astacus

o : i - e 3
Potamon potam/os Paralithodes camtschatica

Abb. 3.5-1: Natives Hamocyanin verschiedener Arthropoden im Elektronenmikroskop.
Die Praperation erfolgte nach der Droplet-Technik und einer Negativfarbung; die
VergrofRerung war etwa 50.000x

Die hier gezeigten Arthropoden Hamocyanine unterscheiden sich in ihrer Aggregationshéhe
deutlich von einander. So ist das Hamocyanin von P. interruptus in der Aufsicht als ein
rosettenférmiges Hexamer auf dem EM-Bild zu erkennen (Abb. 3.5-1). Liegt das Hexamer
seitlich, wird es im EM-Bild als Rechteck abgebildet. Als raumliche Struktur ergibt sich fir
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das Hexamer eine Art trigonales Antiprisma [van HOLDE und MILLER; 1995] an dessen
Kanten sich die Untereinheiten befinden.

Das Hamocyanin von H. americanus, als Vertreter fur die meisten Crustaceen, besteht aus
zwei Hexameren, die sich an ihren Langsseiten zu einem Dodekamer zusammen lagern
(Abb. 3.5-1). Die Symmetrieachsen der beiden Hexamere sind dabei um 90° gegeneinander
verdreht.

Die Vogelspinnenart E. californicum besitzt ein aus vier Hexameren aufgebautes 24-meres
Hamocyanin. Auf dem EM-Bild sind die Hamocyanin-Molekule gut als eine Art von
4er-Paketen in der Aufsicht zu erkennen. Die vier Hexamere liegen in einer Ebene und sind
gegen einander um einige Grad gekippt. In der Seitenansicht sind die zu einander gekippten
Hexamere zu sehen (Abb. 3.5-1).

Das 48-mer Hamocyanin des Pfeilschwanzkrebses L. polyphemus besteht aus acht
Hexameren und kann vereinfacht als zwei Ubereinander gelegte 24-mer Hamocyanine
beschrieben werden (Abb. 3.5-1) [van HOLDE und MILLER; 1995].

3.6 Das Nicht-Respiratorische-Protein (NRP)

Neben dem Hamocyanin Iasst sich mit der SEC ein weiteres Protein in der Hamolymphe von
Crustaceen und Cheliceraten nachweisen. Das Protein wird als ein Nicht-Respiratorisches-
Protein (NRP) bezeichnet, da es keine Absorptionsbande bei 340 nm besitzt. Die Abbildung
3.6-1 zeigt zwei Crustaceen (A. astacus und C. maenas) und ein Cheliceraten
(E. californicum) NRP in einem SDS-Gel.
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Abb. 3.6-1: SDS-PAGE von drei Arthropoden NRPs und M,-Eichgerade. SDS-PAGE
pH 8.8020°c) Gradienten-Gel 7.50-17.50%. Eine Mischung aus 6 Proteinen mit einem
Molekulargewicht von 29 kDa bis 205 kDa dienten als Markerproteine. Die
Regressionsgerade lautet: log M, [kDa] = 3.2382 - 0.1095*(%T)

Das Spinnen NRP auf der Spur 1 zeigt 2 Banden. Die beiden Crustaceen NRPs auf den
Spuren 2 (A. astacus) und 3 (C. maenas) zeigen sowohl untereinander, als auch im
Vergleich zu dem Spinnen NRP ein deutlich verschiedenes Bandenmuster. Das A. astacus
NRP besitzt 4 und das C. maenas NRP 5 Banden.
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Banden Nr. E. californicum | A. astacus | C. maenas
M, [Da] M, [Da] M, [Da]
1 126.370 85.030 96.180
2 102.490 83.330 95.020
3 81.460 92.880
4 79.630 86.980
5 85.030

Tab. 3.6-1: M,-Bestimmung der verschiedene Arthropoden-NPRs aus der SDS-PAGE
(Abb. 3.6-1).

Auch bei den im SDS-Gel ermittelten Molekulargewichten zeigen sich erhebliche
Unterschiede zwischen den hier untersuchten NRPs. Mit 126 kDa und 102 kDa besitzt das
NRP von E. californicum die gréf3ten Untereinheitentypen. Den funf Untereinheitentypen des
NRPs von C. maenas lassen sich Molekulargewichte von 96 kDa bis 85 kDa zu ordnen. Das
A. astacus NRP mit vier Banden von 85 kDa bis 80 kDa hat von den drei untersuchten NRPs
die kleinsten Untereinheiten.

3.6.1 EM-Aufnahmen Nicht-Respiratorischer-Proteine einiger
Cheliceren- und Crustaceen-Arten

Um eine bildliche Darstellung der Quartarstruktur der Proteine zubekommen wurden die
isolierten NRPs einiger Tiere mittels der Elektronenmikroskopie (TEM) naher charakterisiert.
In der folgenden Abbildung sind die TEM-Aufnahmen der untersuchten NRPs in jeweils zwei
verschiedenen AusschnittsvergréRerungen zu sehen.

E. californicum NRP 50.000x H americanus NRP 50.000x

Abb. 3.6-2: NRPs verschiedener Arthropodenarten im Elektronenmikroskop (TEM). Die
Praperation der Proben erfolgte nach der Droplet-Methode und einer Negativfarbung.
Die VergréfRerung ist etwa 50.000x.

Die EM-Aufnahmen zeigen einen deutlichen Unterschied in der Quartarstruktur zwischen
den Crustaceen NRPs und dem Cheliceraten NRP. Die untersuchten Crustaceen NRPs
besitzen eine dem Hamocyanin-Hexamer sehr ahnliche Struktur. Die Grélkendimension liegt
bei 16 nm im Durchmesser. Das NRP der Vogelspinne ist dagegen mit 9.5 nm x 6.5 nm
(Lange x Breite) deutlich kleiner und hat eine eher linsenférmige Gestalt.
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3.6.2 SEC-Trennung der Hamolymphe aus zwei Crustaceen-Arten

Um eventuelle Unterschiede zwischen NRPs aus zwei Crustaceen Arten aufzuklaren,
wurden nach einer gelchromatographischen Hamolymphreinigung die gesammelten
Fraktionen mit Hilfe der NATIVE-PAGE naher charakterisiert. Vergleicht man die NRPs
beider Krebsarten miteinander (Spur 7, 8, 9 flr C. maenas (Abb. 3.6-3), bzw. 8, 9, 10, 11 flr
C. granulata (Abb. 3.6-4)), so zeigt sich, dass die im EM-Bild identischen Proteine im nativen
Gel ein unterschiedliches Bandenmuster aufweisen.

Fraktionen
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T .
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Abb. 3.6-3: Hamolymphe aus Carcinus maenas SEC-Fraktionen mit zugehdrigem
Elutionsprofil. NATIVE PAGE; pH 8.00; 7.5% bis 17.5% Acrylamidgradient

Alle Banden der Hamolymphspur (1) finden sich in den untersuchten SEC-Fraktionen
wieder. Die Hamolymphe von C. maenas enthalt geringe Mengen von grolkeren
Proteinaggregaten (wahrscheinlich HC). Dem folgt als Hauptbestandteil das 12-mere
Hamocyanin. Die unterste Bande entspricht dem hexameren NRP.
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Abb. 3.6-4: Hamolymphe aus Calappa granulata; SEC Fraktionen mit zugehdrigem
Elutionsprofil; NATIVE PAGE; pH 8.00; 7.5% bis 17.5% Acrylamidgradient.

Die in Spur 1 aufgetragene Hamolymphe zeigt alle Banden, die sich in den anschlielenden
SEC-Fraktionen wiederfinden. Die Hamolymphe von C. granulata enthalt geringe Mengen
von grélReren Proteinaggregaten (wahrscheinlich HC). Dem folgt als Hauptbestandteil der
Hamolymphe das 12-mere Hamocyanin. Dem Hamocyanin folgt das NRP. Das NRP ist in
zwei Banden aufgespalten. Die obere Bande kann nicht zweifelsfrei einer genauen
Aggregationshéhe zugeordnet werden, wogegen die untere Bande einem 6-mer Protein
entspricht.

3.7 Lipoproteine

Neben dem Hamocyanin als Hauptproteinbestandteil und dem NRP, finden sich weiterhin
Lipoproteine mit unterschiedlicher Dichte in der Hdmolymphe. Die Lipoproteine lassen sich
mit Hilfe der Dichtegradienten-Ultrazentrifugation isolieren. Diese Proteinklasse lasst sich
aufgrund ihrer gelb-orange Farbung gut im Dichtegradienten erkennen. Die Abbildungen auf
der nachsten Seite zeigen die Lipoproteinbandenverteilung nach einer 18 h Zentrifugation
mit 50.000 g in einem KBr-Dichtegradienten fir einige Arthropoden-Arten.

Die isolierten Lipoproteine koénnen als HDLs (High Density Lipoproteins) charakterisiert
werden. lhre Dichte liegt zwischen 1.12 g*ml'1 und 1.19 g*ml'1. Nur die Hdmolymphe von
P. potamios und E. californicum (Abb. 3.7-1) weist ein zusatzliches (VHDL) Lipoprotein mit
einer Dichte von 1.24 g*ml” bzw. 1.27 g*ml” auf. Bei den Crustaceen enthalt die blaue
Bande im unteren Teil des Zentrifugenréhrchens das Hamocyanin mit einer Dichte von
1.27 g*ml'1. Das Hamocyanin der Vogelspinne E. californicum hat mit einem Wert von
1.30 g*ml'1 eine etwas hohere Dichte [STRATAKIS et al., 1993]. Das NRP kann mit dieser
Methode nicht isoliert werden. Man findet es zusammen mit dem Hamocyanin in der
untersten blauen Bande.
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Abb. 3.7-1: Hamolymphe verschiedener Arthropoden nach einer 18 stindigen
Ultrazentrifugation mit 50.000g in einem KBr-Dichtegradienten bei 4°C.

Bei H. americanus befindet sich unterhalb des Hamocyanins eine weitere helle Bande mit
geronnener Matrix und ausgefallenen Hamolymphproteinen.

Die aus dem Dichtegradienten entnommenen Fraktionen wurden mit einem UV-VIS
Absorptionsphotometer Uber einen Wellenldngenbereich von 550 nm bis 250 nm untersucht.
Die Absorptionsspektren der isolierten Lipoprotein ergeben keine gro3en Unterschiede
zwischen den Species. Alle Lipoproteine zeigen eine gelb-orange Pigmentierung mit einem
Absorptionsmaximum um die 474 nm. Eine Ausnahme ist das Lipoprotein von A. astacus,
welches bei 474 nm keinen Absorptionspeak besitzt. Der Proteinanteil im Spektrum ist
unterhalb von 300 nm sichtbar. Die sogenannten Apoproteine der Lipoproteine zeigen ein flr
Proteine typisches Absorptionsspektrum mit einem Peak um die 274 nm fr das Tyrosin und
einer Schulter bei 282/283 nm fur Tryptophan. Die Lipoproteine von P. potamios, A. astacus,
C. maenas und C. granulata besitzen noch einen weiteren Absorptionspeak bei 320 nm. Die
folgende Abbildung zeigt die UV/VIS-Spektren isolierter Lipoproteine aus der Hamolymphe
verschiedener Crustaceen.
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Abb. 3.7-3: UV-VIS-Spektren einiger Crustaceen-Lipoproteine. Isoliert aus der
Hamolymphe mit Hilfe der Ultrazentrifugation (50.000g) in einem KBr
Dichtegradienten.

Die isolierten Lipoproteinfraktionen wurden mit einer SDS-PAGE naher charakterisiert. In der
SDS-PAGE zerfallen die Lipoproteine in ihre Lipid- und Proteinbestandteile. wobei letztere
als Apoproteinbanden zu sehen sind. Die vielen kleinen Nebenbanden sind
Verunreinigungen bedingt durch die Probenentnahme aus dem Dichtegradienten. Die
entnommenen  Fraktionen wurden nicht weiter aufgereinigt. Die ermittelten
Molekulargewichte der Hauptbanden zeigt folgende Tabelle:

Tier LP1 [kDa] LP2 [kDa]

C. granulata 132 132
. 122

P. potamios 85 122
H. americanus 125
. . 210
E. californicum 90.5

113 113

A. astacus 110 110

C. maenas 128 128

’ 125 125

Tab. 3.7-1: Molekulargewichte der einzelnen Apoproteine aus den untersuchten
Lipoproteinen. Bestimmt aus den jeweiligen Eichgeraden (s. Abb. 3.7-4, Mitte).
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Eichgeradengleichung:
log M=-0.1140%(%T)+3.1929
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Abb. 3.7-4: SDS-PAGE von Lipoproteinen aus der Hamolymphe verschiedener
Arthropoden. Fir jedes Gel wurde mittels der Eichproteine eine Eichgerade ermittelt
(Mitte). pH 8.8020°c) Gradienten-Gel 7.5-17.5%. Eine Mischung aus 6 Proteinen mit
einem Molekulargewicht von 29 kDa bis 205 kDa dienten als Markerproteine.

Von einigen der isolierten Lipoproteine ist die Lipidzusammensetzung bestimmt worden. Die
nachfolgende Tabelle gibt den Cholesterin- und Triglyceridgehalt an. Die Triglyceride wurden
nicht bei allen in der Tabelle aufgefiihrten Tiere bestimmt.

Lipidgehalt
Tierart Lipoprotein 1 Lipoprotein 2
Cholesterin TG Cholesterin TG
[mg*mI”] [mg*mI] [mg*mI] [mg*mI]
C. granulata 0.299 30.72 0.268 n.d.
A. astacus 0.020 n.d. 0.026 n.d.
C. pagurus 0.145 35.10 0.290 n.d.
P. potamios 1.169 18.00 0.017 n.d.
C. maenas 0.060 n.d. 0.040 n.d.

Tab. 3.7-2: Bestimmung des Cholesterin- und Triglyceridgehaltes mit Hilfe einer
enzymatischen Umsetzung (Cholesterinoxidase; Katalase) verbunden mit einer
Farbreaktion (Lutidinfarbstoff). Die untersuchten Lipoproteinfraktionen stammten aus

gepoolter Hamolymphe aus den jeweiligen Tieren und wurden mittels der
Dichtegradientenzentrifugation isoliert.

32



3 ERGEBNISSE

Die Bezeichnung Lipoprotein 1 u. 2 (LP1 u. LP2) bezieht sich auf die Reihenfolge der
isolierten Lipoproteinbanden im KBr-Dichtegradienten. Allgemein ist zu erkennen, dass das
im Dichtegradienten weiter oben zu findende LP1 einen hoheren Cholesterin und
Triglyceridgehalt aufweist, als das etwas dichtere und damit im Dichtegradienten weiter unter
liegende LP2. Eine Ausnahme ist das LP2 von C. pagurus mit einem fast doppelt so hohen
Cholesteringehalt wie gegenuber dem LP1. Auffallig ist, dass nur bei dem LP1 mit hohen
Cholesterinwerten Triglyceride nach zuweisen sind. Trotz der Unterscheidung der hier
beschriebenen Lipoproteine in LP1 und LP2 werden beide aufgrund ihrer Dichte als HDLs

definiert.

3.8 O,-Bindung der Hamocyanine

Um den synergistischen Effekt von Temperatur und pH auf das O,-Bindungsverhalten
gereinigter Hamocyanine zu untersuchen; wurden zwei verschiedene Versuchsprotokolle

durchgefuhrt:
» pH=pH(T): der pH-Wert variiert in Abhangigkeit von der Temperatur
» pH=const: der pH-Wert wird unabhangig von der Temperatur konstant gehalten

3.8.1 Relativer O,-Beladungsgrad einiger Hamocyanine in Abhangigkeit
von der Temperatur und pH

Bevor die Bindungskurven der jeweiligen Versuchsansatze aufgenommen wurden, wurde
Uberpruft inwieweit die O,-Beladung von der Temperatur abhangt. Der Grad der
Sauerstoffbeladung eines Hamocyaninmolekils lasst sich photometrisch gut mit einer
Wellenlange von 338 nm detektieren. Je mehr O,-Bindungsstellen (Cu-Reaktionszentren)
mit O, besetzt sind, um so hoher ist der OD335-Wert. Der O,-Beladungsgrad und OD33s-Wert
stehen dabei in einer linearen Beziehung zueinander [LOEWE, 1978].

3.8.2 Die Sauerstoffbeladung fur pH=pH(T)

Die Temperaturabhangigkeit der Sauerstoffbeladung wurde im Bereich von 5°C bis 75°C bei
atmospharischer Sauerstoffkonzentration untersucht. Der pH-Wert des 0.1M TRIS-HCI-
Puffers (pH 7.50; 20°C) wurde bei den gewahlten Temperaturen nicht nachkorrigiert.
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Abb. 3.8-1: Einfluss der Temperatur auf den OD;;3-Wert. Die Hdmocyaninkonzentration
betrug 1.20 mg*ml'1. Die Hc-Lésung befand sich in einer Quarzkuvette mit einer
optischen Weglange von 10 mm. Die Probenlésung wurde bei jeder gewahlten
Temperatur fir 5 Minuten aquilibriert. Bis 25°C wurde die Temperatur in
2°C-Schritten, Uber 25°C in 1°C Schritten erhoht.

Um die verschiedenen Hamocyanine leichter vergleichen zu kénnen, werden die ermittelten
ODg3g-Startwerte auf ,1.0“ und die Endwerte auf ,0.0“ gesetzt. Die so normierten Werte
werden als relative O,-Beladung bezeichnet.
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Die Hadmocyanine (12-mere) von C. granulata, H. americanus und P. camtschatica besitzen
in Bezug auf die relative O,-Beladung in Abhangigkeit von der Temperatur und pH ahnliche
Eigenschaften. Bei einer Temperatur von 35°C (pH 7.05) und 38°C (pH 6.96; flr
H. americanus) sind die Hamocyanine nur noch zu 50% beladen. Das Hamocyanin von
P. camtschatica verliert etwa 30% seiner O,-Molekiile in einem Temperaturbereich von 5°C
bis 30°C (pH 7.95 bis 7.20). Die Hdmocyanine von C. granulata und H. americanus verlieren
im gleichen Temperatur- und pH-Bereich nur 20% ihrer Sauerstoffmolekile. Bei einer
Temperatur von 40°C (pH=6.90) hat das Hamocyanin von P. camtschatica etwa 80% seiner
O2-Molekule verloren, die beiden anderen Hamocyaninmolekule dagegen schon 90%.
Oberhalb von 52°C (pH=6.84) fur P. camtschatica und 54°C (pH=6.78) fur H. americanus,
kommt es zur Denaturierung der Hamocyanine. Das Hamocyanin von C. granulata
denaturiert bei einer Temperatur von 59°C (pH 6.63). Die Denaturierung wird als weil3er,
flockiger Niederschlag in der Kivette sichtbar. Der Umschlag erfolgt innerhalb von 1.00°C.
Der Niederschlag verursacht eine erhéhte Streuung des Lichtstrahls, die Absorption (OD33s)
nimmt scheinbar zu. Das Hamocyanin ist ab diesem Punkt irreversibel geschadigt.

Eine vollstandige Entladung vor dem Beginn der Denaturierung (Verlust der Absorption bei
338 nm) wird bei anderen hier untersuchten Hamocyaninen nicht erreicht. Auch hier kommt
es zu einer Ausflockung in einem engen Temperaturbereich (+1.00°C). Die Hdmocyanine
dieser Arthropodenarten sind auch bei hohen Temperaturen und einem niedrigen pH-Wert
noch mit Sauerstoff beladen. Am Denaturierungspunkt, um die 60°C mit einem pH von 6.30,
sind die Hamocyanine von P. interruptus, A. leptodactylus und P. potamios zu 40%, 75%
bzw. 50% mit Sauerstoff beladen. Das stabilste der hier untersuchten Hamocyanine stammt
aus der Vogelspinne E. californicum und ist mit Einsetzen der Denaturierung noch zu 60%
mit O, beladen.
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Abb. 3.8-2: Anderung des ODs;s-Wertes iiber einen Temperaturbereich von 5°C bis 60°C.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 1.20 mg*ml'1. Gemessen wurde in einer
Quarzkuvette mit einer optischen Weglange von 10 mm. Die Probenlésung wurde bei
jeder gewahlten Temperatur fir 5 Minuten aquilibriert. Bis 25°C wurde die
Temperatur in 2°C-Schritten, tber 25°C in 1°C-Schritten erhoht.
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Um zu Uberprifen, bis zu welcher Temperatur die Anderung in der Beladung jeweils
reversibel ist, werden die Hdmocyaninproben in einem Wasserbad sukzessive von 21°C auf
50°C erwarmt. Nach jedem Temperaturschritt wird die Probe wieder auf Raumtemperatur
gebracht und mit einem UV-VIS Absorptionsphotometer ein Absorptionsspektrum
aufgenommen. Das Verhaltnis der OD 278nm / 337nm und der OD 278nm / 250nm zeigt, ob
eine Veranderung der O,-Beladung (Anderung der 337nm Absorptionsbande) bzw. der
Molekdilstruktur (Anderung der 250nm Absorptionsbande) erfolgt. Bleiben diese Parameter
konstant kann davon ausgegangen werden, dass das Hamocyanin durch die Erwarmung
keine strukturelle Modifikation erfahren hat. Die folgenden Abbildungen stellen die zuvor
genannten Parameter flir die Hdmocyanine der untersuchten Tiere graphisch dar.
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Abb. 3.8-3: Uberpriifung der Reversibilitit der O,-Entladung verschiedener
Hamocyanine mit zunehmender Temperatur. Die Proben wurden auf die auf der
X-Achse angegebenen Werte erwarmt, fur 5 Minuten &aquilibriert, dann auf 20°C
abgekuhlt und photometrisch vermessen. Die Proteinkonzentration betrug etwa
0.75 mg*ml” in 0.1M TRIS-HCI-Puffer bei pH 7.50 o-c).
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O, Entladung verschiedener

Hamocyanine mit zunehmender Temperatur. Die Proben wurden auf die an der X-
Achse angegebenen Werte erwarmt, fir 5 Minuten aquilibriert, dann auf 20°C
abgekihlt und photometrisch vermessen. Die Proteinkonzentration betrug etwa
0.5-1.1 mg*ml™” in 0.1M TRIS-HCI-Puffer bei pH 7.50 (20°C)-
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Abb. 3.8-5: Uberpriifung der Reversibilitit der O, Entladung verschiedener
Hamocyanine mit zunehmender Temperatur. Die Proben wurden auf die an der X-
Achse angegebenen Werte erwarmt, fir 5 Minuten &aquilibriert, dann auf 20°C
abgekihlt und photometrisch vermessen. Die Proteinkonzentration betrug etwa
1.2-2.2 mg*ml" in 0.1M TRIS-HCI-Puffer bei pH 7.5020°0).-

Die Abbildungen 3.8-3, 3.8-4 und 3.8-5 zeigen, nach einer schrittweisen Erwarmung auf
50°C mit jeweiliger Abkihlung zurlick auf 20°C, fur die verwendeten Hamocyanine keine
signifikante Anderung in ihrem Absorptionsspektrum; die Werte in den Graphen A bzw. B
bleiben konstant.

Die zu erkennenden Schwankungen (vor allen bei den OD,;s Werte) sind auf eine leichte
Anderungen der OD-Werte um +0.05 OD durch den Transfer der Kivette zwischen den
verschiedenen Kuvettenhalter zurtckzufuhren und nicht auf eine O,-Beladungszunahme.
Der Gesamtfehler der Messwerte liegt bei +7%. Der konstante OD,zg.m-Wert zeigt, dass es
wahrend der schrittweisen Erwarmung auf 50°C zu keiner Denaturierung der
Hamocyaninmolekiile kommt. Dies wird durch die Quotienten von OD 278/250 und 278/337
bestétigt, einer Auftragung mit sehr hoher Sensitivitat. Denaturierte Hamocyanine wirden
den Streulichtanteil in der Lésung deutlich erhdhen, weniger Licht erreicht den Detektor und
es kommt zu einer scheinbaren Absorptionszunahme, wodurch erhéhte OD-Werte
gemessen werden.
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Diese Zunahme des Streulichtanteils wird bei Betrachtung der Rayleigh-Gleichung deutlich:

2_2 2.2
Iy o'z sin” @,

s
I,  &rd
d.h. die Streuintensitat nimmt mit der vierten Potenz der Wellenlange A ab. Es bedeuten:

I; : gestreute Lichtintensitat

I, : einfallende primare Lichtintensitat

a : Elektronenpolarisierbarkeit des Molekls

¢. . Winkel mit der Z-Achse (senkrecht zur primar Achse)
& . elektrische Feldkonstante

r . Abstand vom Streuzentrum

A : Wellenlange des Lichts im Vakuum

3.8.3 Die Sauerstoffbeladung flr pH=const bei variabler Temperatur

Um den Temperatureffekt auf die O,-Bindung am Cu-Zentrum abschatzen zu kénnen, wird
in einen weiteren Versuchsansatz der pH-Wert bei der Crustaceen und Cheliceraten
Hamocyaninldsung auf 7.50 bzw. 7.80 eingestellt und Uber den Temperaturmessbereich
konstant gehalten. Die Erhéhung der Temperatur auf 45°C bei konstantem pH zeigt bei den
einzelnen Hamocyaninen einen unterschiedlichen Einfluss auf den Beladungsgrad. Ein
Vergleich der beiden Versuchsansatze ist in Tabelle 3.8-1 zusammengefasst.
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Abb. 3.8-6: Anderung der O,-Beladung verschiedener Himocyanine mit zunehmender

Temperatur bei einem konstanten pH-Wert (pH 7.50 fir die Crustaceen-Hamocyanin
und pH 7.80 fur das Spinnen-Hamocyanin).
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Tier-Art Aggre[?(it]iqzr;]shéhe Tem[gg]ratur Oo-Beladung [%]
pH=const | pH=pH(T)

A. leptodactylus 12 45 84 82
E. californicum 24 45 89 77
P. interruptus 6 45 73 84
C. granulata 12 45 67 5
H. americanus 12 45 78 9
P. camtschatica 12 45 58 10
P. potamios 12 45 87 60

Tab. 3.8-1: Temperatur- und pH-Einfluss auf den O,-Beladungsgrad von
Hamocyaninen aus sieben verschiedenen Arthropoden Species. Bei pH=const
wurde der pH-Wert in dem untersuchten Temperaturbereich konstant gehalten (pH
7.50 fur das Crustaceen-Hc und pH 7.80 fur das Spinnen-Hc). Bei pH=pH(T) variiert
der bei 20°C eingestellte pH-Wert mit der Temperatur.

Das Hamocyanin von A. leptodactylus, E. californicum und P. interruptus variierte kaum in
seinem O,-Beladungsgrad. Fur diese Hdmocyanine spielt es keine Rolle, ob sich der pH mit
der Temperatur andert oder ob er konstant gehalten wird. Die restlichen vier Hamocyanine
reagieren empfindlich auf einen sich mit steigender Temperatur andernden pH-Wert. Das
Hamocyanin von C. granulata hat bei einem fixierten pH-Wert 62% mehr O, gebunden. Fir
das Hamocyanin von H. americanus ergibt sich ein Wert von 69% mehr gebundenem O, im
Molekul, das Hamocyanin von P. camtschatica und P. potamios bindet 48% bzw. 19% mehr
Sauerstoffmolekile. Die Denaturierungstemperatur fir die Hamocyanine ist fir beide
Versuchsbedingungen gleich.
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3.9 Die Sauerstoffbindungseigenschaften verschiedener Hamocyanine

Es wurden zwei Versuchsansatze durchgeflihrt. Beim ersten Ansatz wurde der pH-Wert
konstant gehalten (pH=const), im zweiten Versuchsansatz war der pH abhangig von der
Temperatur (pH=pH(T)).

Die Sauerstoffbindungskurven wurden mit Hilfe der fluorometrisch-polarographischen
Methode nach LOEWE (1978) aufgenommen.

k, + Lk, _ k" + Lk,"

L), der Hill-Koeffizient (ny) und
1+L
der Halbsattungsdruck (pso) wurden mit Hilfe des Hill- bzw. des modifizierten Scatchard-Plots
bestimmt. Zur Beschreibung der Sauerstoffbindung durch das Hamocyaninmolekul wurde far
das 12- und 24-mer das Nesting-Modell und fur das 6-mer Hamocyanin das einfache MW C-
Modell angewandt.

Die Bindungskonstanten (4, = und £k,

3.9.1 I (pH=pH(T)) Astacus astacus Hamocyanin
¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-1 zeigt die O,-Bindung an das Hamocyanin bei verschiedenen Temperaturen.
Der pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variierte in Abhangigkeit von der
Temperatur.

i) der pso nimmt signifikant mit steigender Temperatur und sinkendem pH zu
ii) die Kooperativitat (ny) besitzt ein Optimum zwischen 15°C und 20°C

Der Wert flr den pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt von 5 Torr bei 5°C auf
22.5 Torr bei 30°C zu. Der pH-Wert in diesem Temperaturbereich fallt von 7.95 auf 7.20,
was einem ApH/°C von 0.03 pH-Einheiten entspricht. Der Bohr-Koeffizient Alogpso/ApH(T) ist
innerhalb des pH-Bereichs von 7.20 bis 7.95 mit einem Wert von -0.82 nahezu konstant. Der
ny als Maly fir die Kooperativitdt der O.-Bindung an das Hamocyaninmolekil erreicht
zwischen 5°C (pH 7.95) und 30°C (pH 7.20) einen Wert von 3.75+£0.60. Die Kooperativitat
durchlauft zwischen 15°C und 20°C ein Optimum. Die aus dem Hill-Plot graphisch
ermittelten Bindungskonstanten k; und ky werden mit zunehmender Erwarmung bzw.
sinkenden pH kleiner (Abb. 3.9-1, unten). Die Bindungskonstante k; fallt von 0.057 Torr" bei
5°C (pH 7.95) auf 0.009 Torr bei 30°C (pH 7.20). ky erreicht bei 5°C einen maximalen Wert
von 2.50 Torr”", mit fortschreitender Erwarmung bis 30°C fallt dieser auf 0.20 Torr™”.
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Abb. 3.9-1: O,-Bindungskurven und Bindungsparameter (pso, nso, kn, K1) von A. astacus
Hamocyanin in Abhédngigkeit von der Temperatur. Der pH der Hidmocyaninlésung
wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der Temperatur induzierte pH-Shift wurde nicht
korrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCls.
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. Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=pH(T)
i) kir, kir Und Kz sind abhangig von der Temperatur oder pH, wobei k. am
empfindlichsten reagiert.
i) ke ist gegeniber der Temperatur und pH unabhangig.

Neben der graphischen Bestimmung der Bindungskonstanten k; und ky wurden die
Bindungskurven mit Hilfe des Nesting-Modells analysiert. Mit einer auf diesem Modell
beruhenden Fit-Routine lassen sich die vier Bindungskonstanten kg, kir, kir und k¢, sowie
die drei allosterischen Gleichgewichtskonstanten Ig, I+ und Ly bestimmen. Wie die Abb. 3.9-2
zeigt, fallt die Bindungskonstante k. von 2.90 Torr” bei 5°C auf 1.90 Torr" bei 30°C. Der k.t
verringert sich in diesem Temperaturbereich von 4.00 Torr™" auf 2.50 Torr™. kir Nimmt leicht
von 0.075 Torr" bei 5°C auf 0.04 Torr" bei 30°C ab. Dagegen kann kg als konstant
betrachtet werden.

Beobachtet man den Verlauf der allosterischen Gleichgewichtskonstanten der Halbmolekdile
mit steigender Temperatur, so nehmen die Werte fir log Iz und log I+ von 6.20 auf 8.60 bzw.
von 8.00 auf 11.00 zu. Die Gleichgewichtskonstante L, fur das gesamte Hamocyaninmolekul
steigt im untersuchten Temperaturbereich von 0.50 auf 1.50. Die Werte flir log Ly sind im
Vergleich zu log Iz und log |+ sehr klein (Abb. 3.9-2).
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Abb. 3.9-2: O,-Bindungskonstanten und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir
das A. astacus Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem Nesting-Modell.
Der pH der Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit
der Temperatur wurde nicht Kkorrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug
0.15 mg*ml™" in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und

20 mM MgCl,.
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3.9.2 II (pH=const) Astacus astacus Hamocyanin

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C und 30°C
eingestellt. Die Abb. 3.9-3 zeigt die O,-Bindungskurven und Bindungsparameter des
A. astacus Hamocyanins bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.
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Abb. 3.9-3: O,-Bindungskurve, -parameter und Bohreffekt (pso, nuin und Alogpse/ApH)
von A. astacus Hamocyanin in Abhdngigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCls.
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¢ der pH ist unabhéngig von der Temperatur pH=const.

i) der pso nimmt mit steigender Temperatur zu. Bei pH 7.00 ist die Anderung des
pPso am groflten.

ii) der pso zeigt bei jeder Temperatur eine starke pH Abhangigkeit (Bohr-Effekt).
Vor allen bei den niedrigen pH-Werten.

Bei einem pH von 7.00 ist der Einfluss der Temperatur auf den psy des Hamocyanins
besonders stark ausgepragt. Von 10°C auf 20°C nimmt der O,-Halbsattigungsdruck von
15 Torr auf 25 Torr zu. Eine Erhéhung der Temperatur auf 30°C zeigt dagegen keinen
Einfluss mehr auf den pso-Wert. Bei den héheren pH-Werten ist dieser Temperatureffekt auf
den pso gar nicht oder nur schwach ausgepragt. Bei pH 7.50 steigt der psg nur leicht von
11 Torr bei 10°C auf 13 Torr bei 30°C an. Wird der pH auf 8.00 eingestellt, bleibt der pso mit
7 Torr bis 30°C nahezu konstant. Fir pH 8.50 wird bei 10°C ein pso von 4 Torr gemessen,
bei 20°C und 30°C erhdht sich dieser auf 6 Torr. Die pH-Empfindlichkeit (Bohreffekt) des pso
lasst diesen bei 10°C und pH 8.50 von 4 Torr auf 15 Torr bei pH 7.00 ansteigen. Bei 20°C
und 30°C nimmt der psq von 6 Torr (pH 8.50) auf 26 Torr (pH 7.00) zu.

Temperatur | Alogpsi/ApH

10°C -0.37
20°C -0.43
30°C -0.44

Tab. 3.9-1: Die Bohrkoeffizienten des Astacus astacus Hamocyanins. Ermittelt aus den
Regressionsgeraden (Abb. 3.9-3, unten). Der ApH-Wert betrug 1.50. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in einem 0.1 M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..

Der Einfluss des pH's auf den Hill-Koeffizient (ny) ist bei niedrigen Temperaturen am
grofiten. Die Temperaturempfindlichkeit der Kooperativitat ist nur gering ausgepragt. Bei
20°C und einem pH von 7.50, 8.00 und 8.50 erreicht der Hill-Koeffizient ein Maximum von
4.2 . Bei einem pH von 7.00 erreicht ny bei 20°C nur einen Wert von 3.2 und liegt auch bei
10°C deutlich niedriger als bei den héheren pH-Werten bei gleicher Temperatur. Wird das
A. astacus Hamocyanin auf 30°C erwarmt, verringert sich die Auswirkung des pH’s auf die
Kooperativitat signifikant. Die Werte fur ny liegen fur die untersuchten pH-Werte dicht
beisammen (ny~3.5).

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) ky ist Temperatur und pH empfindlich: ky ¥ wenn die Temperatur steigt; ky T
wenn der pH steigt

ii) die Temperaturempfindlichkeit von ky ist pH abhangig

iii) ks zeigt keine signifikante Temperatur- aber eine geringe pH-Empfindlichkeit

Die Abb. 3.9-4 zeigt den Verlauf der aus dem Hill-Plot bestimmten Bindungskonstanten ky
und k4 in Abhangigkeit von Temperatur und pH. Die Temperatur hat nur bei pH 7.50 und pH
7.00 einen signifikanten Einfluss auf ky. Wird die Hamocyaninlésung auf 8.00 oder 8.50
eingestellt, zeigt sich kein eindeutiger Temperatureffekt und ky kann in dem untersuchten
Temperaturbereich als konstant betrachtet werden. Der pH hat im Basischen einen deutlich
ausgepragten Effekt auf den letzten Bindungsschritt. k; zeigt keine Temperaturabhangigkeit,
weist aber eine gering ausgepragte pH-Empfindlichkeit auf. Fir ky und k; wurden folgende
Werte ermittelt:
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Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.68+0.50 1.8310.17 4.97+1.67 2.92+0.42
20°C 0.71+0.40 0.76+0.05 6.00+4.00 2.08+0.42
30°C 0.26+0.12 0.23+0.07 3.33+0.00 2.02+0.48
Temperatur pH
kq[Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.02040.015 0.021+0.003 0.012+0.011 0.026+0.011
20°C 0.003+0.001 0.0017+0.008 | 0.019+0.008 0.025+0.007
30°C 0.008+0.005 0.011+0.001 0.011+0.001 0.035+0.004

Tab. 3.9-2: O,-Bindungskonstanten fir die erste und letzte Bindungsstelle (k; und ky) des

A. astacus Hamocyanins bei verschiedenen pH- und Temperaturwerten. k4 und Ky
wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

1 1 Ky
8 8 & .
n O :
O : ,
_1 A!: ................ _1 B
2 2 g O pH7.00
-2 - -2 AG G BT TSR B pH7.50
O 8 N O) A pH8.00
; : ky , : ¢ pHB8.50
-3 x & w -3 = w w w
3.30 340 350 3.60 3.30 340 350 3.60
1/T (x10%) 1/T (x10)

Abb. 3.9-4: O,-Bindungskonstanten (ky, kq) fir A. astacus Hamocyanin. Der pH-Wert

der Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..

Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=const.

i) k,r nimmt zu wenn die Temperatur steigt; pH unabhangig

i) kit nimmt bei pH 7.00 u. 7.50 ab wenn die Temperatur steigt; pH abhangig
iii)) ki ist Temperatur unabhangig und leicht pH abhangig

iv) ket ist Temperatur und pH unabhagig

Die vier im Nesting-Modell angenommenen Konformationen (rR, tR, rT, tT) mit den
dazugehdrigen Bindungskonstanten, sind in der Abb. 3.9-5 fur den jeweiligen pH-Wert
gegenuber der Temperatur aufgetragen. Die Werte der jeweiligen Bindungskonstanten sind
tabellarisch aufgefuhrt.
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Abb. 3.9-5: O,-Bindungs- und die Allosterischen Gleichgewichtskonstanten fiir das
A. astacus Hamocyanin. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CacCl, und MgCl,. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Eine temperaturabhangige pH-Drift wurde dadurch verhindert.
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Temperatur pH
ke [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 1.71+£0.32 2.03+0.09 1.52+0.03 1.92+0.17
20°C 2.07+0.03 1.96+0.01 2.46+0.01 2.83+0.02
30°C 2.38+0.00 2.53+0.02 2.23+0.02 2.20+0.08
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.045+0.005 0.052+0.003 0.068+0.001 0.088+0.028
20°C 0.022+0.001 0.025+0.004 0.053+0.005 0.066+0.013
30°C 0.036+0.015 0.043+0.003 0.044+0.003 0.059+0.004

Tab. 3.9-3: O,-Bindungskonstanten k,rx und ki fur die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekiile der R-Konformation des A. astacus Hamocyanins bei verschiedenen
pH- und Temperaturwerten. Der Werte fur wurden aus jeweils zwei Bindungskurven

ermittelt.

Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.021+0.012 0.022+0.001 0.008+0.004 0.007+0.002
20°C 0.004+0.002 0.008+0.007 0.019+0.001 0.010+0.004
30°C 0.008+0.002 0.008+0.003 0.006+0.006 0.007+0.007
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 2.80+0.05 3.384+0.03 3.2310.04 3.57+0.18
20°C 2.66+0.17 2.91+0.09 3.59+0.01 3.76+0.16
30°C 2.50+0.30 2.93+0.03 3.294+0.03 3.34+0.04

Tab. 3.9-4: O,-Bindungskonstanten k,r und ki fir die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekule der T-Konformation des A. astacus Hamocyanins bei verschiedenen
pH- und Temperaturwerten. Der Werte fur wurden aus jeweils zwei Bindungskurven
ermittelt.

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten der Hdmocyaninhalbmolekiile (6-mere) I+ und
I sind fir einen temperaturunabhangigen pH als konstant zu betrachten. Wird die
Temperatur konstant gehalten, nehmen |+ und Iz des Astacus Hamocyanins mit steigendem
pH ab. Die Werte fir Iz fallen um jeweils eine GroéRenordnung, wenn der pH um 0.5
Einheiten erhoht wird (loglg: 9.30+0.40, 8.20+0.35, 7.25+0.25 bzw. 6.40+0.55 Ein ahnliches
Verhalten liegt fir I+ vor (logl: 10.85+0.80, 9.55+0.55, 8.20+0.15 bzw. 7.55+0.40 bei pH
7.00, 7.50, 8.00 und 8.50).

Die allosterische Gleichgewichtskonstante L, fur das Gesamtmolekil (2x6-mer) zeigt
dagegen keine signifikante Abhangikeit von pH und Temperatur, abgesehen von einem
Ausreil3er bei 30°C und pH 7.00 . Die Zahlenwerte fir L, sind gegenuber den Werten von Ir
und Ik um mindestens sechs Grdélkenordnungen kleiner und bewegen sich zwischen 5 und
15 bei 10°C, 5 und 25 bei 20°C und 2 und 20 bei 30°C.
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3.9.3 I (pH=pH(T)) Paralithodes camtschatica Hamocyanin

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

i) der pso nimmt signifikant mit steigender Temperatur und sinkendem pH zu

ii) die Kooperativitdt (ny) nimmt signifikant mit steigender Temperatur und
sinkendem pH ab

iii) k1 und ky sind unabhangig von der Temperatur und pH

Die Abb. 3.9-6 auf der nachsten Seite zeigt die Sauerstoffbindungskurven in einem
Temperaturbereich von 2.50°C bis 30°C. Der pH-Wert des verwendeten TRIS-Puffers wurde
bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variierte mit der Temperatur. Der ps, steigt von
19.45 £ 1.05 Torr (n=2) bei 2.50°C auf 63.25 + 7.00 Torr (n=2) bei 30°C. Der pH-Wert in
diesem Temperaturbereich fallt von 7.95 auf 7.20, dies entspricht einem ApH/°C von 0.03
pH-Einheiten. Wird der log pso in Abhangigkeit zur Temperatur mit dem jeweiligen pH-Wert
graphisch aufgetragen, lasst sich fur das native P.camtschatcae Hamocyanin ein
Bohrkoeffizient (Alogpso/ApH(T)) von -0.65 ermitteln. Die Kooperativitat, ausgedruckt durch
den Hill-Koeffizient (ny), nimmt in dem gleichen Temperatur- und pH-Intervall von 2.50 auf
1.50 ab (Abb. 3.9-6, Mitte). Durch die Ubertragung der Bindungskurven in einen Hill-Plot
lassen sich neben der Kooperativitat auch die beiden Bindungskonstanten ky und k; fur die
postulierte hochaffine und die niedrigaffine Konformation des Hamocyaninmolekils
graphisch  bestimmen. In dem untersuchten Temperaturbereich bleiben die
Bindungskonstanten k; und ky mit Werten von 0.0052 £ 0.0015 Torr' bzw. von
0.35+ 0.20 Torr" konstant (Abb. 3.9-6, unten).

* Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=pH(T):

i) kir und kg zeigen oberhalb von 10°C eine geringe Temperatur oder pH-
Abhangigkeit. Bis 10°C nehmen die Bindungskonstanten mit steigender
Temperatur und sinkendem pH signifikant ab.

ii) k.t besitzt bis 10°C eine deutliche Temperatur- oder pH-Empfindlichkeit.
Oberhalb von 10°C bleibt ks konstant.

iii) ket ist gegenuber der Temperatur und dem pH unempfindlich

ke und kg fallt von 0.45+0.05Torr" bzw. 0.040 +0.0025 Torr" bei 2.50°C auf
0.20 + 0.025 Torr" bzw. 0.020 + 0.003 Torr" bei 30°C. Die Bindungskonstante fiir die
rT-Konformation nimmt ebenfalls von 0.75 Torr” bei 2.50°C auf 0.40 + 0.05 Torr" bei 30°C
ab. Die kg Bindungskonstante bleibt dagegen in dem beobachteten Temperaturbereich
konstant. Die Bindungsaffinitit fir die tT-Konformation betragt 0.0059 + 0.0012 Torr”
(Abb. 3.9-7).

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten log Izr und log |+ steigen von 5.2 bzw. 7.4 bei
2.50°C auf 6.8 bzw. 8.2 bei 30°C an. Die allosterische Gleichgewichtskonstante log L, fur
das Gesamtmolekul ist mit 1.7+0.4 um 3 bis 4 GréRenordnungen kleiner und unabhangig
von Temperatur und pH.
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Abb. 3.9-6: O,-Bindungskurven und -parameter (pso, hu, ki, ky) von P. camtschatica
Hamocyanin in Abhédngigkeit von der Temperatur. Der pH der Hidmocyaninlésung
wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit der TemPeratur wurde nicht

korrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml’
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Abb. 3.9-7: 0O,-Bindungs- und Allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir
P. camtschatica Himocyanin ermittelt mit Hilfe des Nesting-Modells. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit der
Temperatur wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1
in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und MgCl,.
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3.9.4 1I (pH=const.) Paralithodes camtschatica Hamocyanin

¢ der pH ist unabhéngiq von der Temperatur pH=const.

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden bei 10°C, 20°C und 30° eingestellt. Die
Abb. 3.9-8 zeigt die O,-Bindungskurven des P.camtaschatica Hamocyanins bei den
verschiedenen pH- und Temperaturwerten.

i) der pso ist Temperatur unempfindlich
ii) nyy fallt mit steigender Temperatur; bei 10°C besitzt der pH den gréften
Einfluss (Faktor 2) auf die Kooperativitat (ngy;)

Wird der pH-Wert bei sich andernder Temperatur fixiert, so bleibt der psy mit steigender
Temperatur nahezu konstant (Abb. 3.9-8, Mitte links). Bei einem pH von 7.00 und einer
Temperatur von 10°C, 20°C und 30°C liegt der pso flr das native Hamocyanin bei 72.15 +
6.35 Torr. Fur die gleichen Temperaturwerte und einem pH von 7.50 wurde ein ps, von
37.20 £ 4.20 Torr gemessen. Wird der pH weiter auf 8.00 bzw. 8.50 erhéht, nimmt die
Affinitdt des Hamocyaninmolekils weiter zu und der pso sinkt auf 19.65 £ 2.85 Torr bzw. auf
8.50 + 3.30 Torr. Der Bohrkoeffizient (Alogpso/ApH) betragt zwischen pH 7.00 und 8.50 bei
10°C, 20°C und 30°C:

Temperatur | Alogpse/ApH

10°C -0.57
20°C -0.69
30°C -0.57

Tab. 3.9-5: Die Bohrkoeffizienten von Paralithodes camtschatica Hamocyanin. Ermittelt
aus den Regressionsgeraden (Abb. 3.9-8, unten). Der ApH-Wert betrug 1.50. Der pH
der Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem
0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCls.

Fir die Kooperativitat (ny) zeigt sich eine Temperaturabhangigkeit bei konstant gehaltenem
pH-Wert (Abb. 3.9-8, Mitte rechts). Generell ist eine Abnahme der Kooperativitat mit
steigender Temperatur festzustellen. Die hdchste Kooperativitat mit einem ny von 3.30 bzw.
3.50 wird bei 10°C und pH 8.00 bzw. 8.50 erreicht. Bei 30°C ist ny auf ein Wert von 2.30 bei
pH 7.50, 8.00 und 8.50 zuriick gegangen. Auffallig ist die niedrige Kooperativitat (ny=2.30)
bei 10°C und pH 7.50. Dies scheint eine Ausnahme zu sein und passt nicht zu dem
Kooperativitatsverlauf der restlichen pH 7.50 Werte. Bei pH 7.00 werden die niedrigsten
ny-Werte gemessen: ny=2.25 bei 10°C, ny=1.70 bei 20°C und ny=1.60 bei 30°C.
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Abb. 3.9-8: O,-Bindungskurven, -parameter und Bohreffekt (pso, ny und Alogpse/ApH)
von P. camtschatica Himocyanin in Abhéangigkeit von der Temperatur. Der pH
der Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCls.
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3 ERGEBNISSE

Paralithodes camtschatica

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) kv und k; sind invers temperaturempfindlich: k4 und k;T wenn die
Temperatur steigt
ii) die Temperaturempfindlichkeit von ky und k4 ist pH abhangig

Der Verlauf, der mit Hilfe des Hill-Plots bestimmten Bindungskonstanten, k; und ky fir die
postulierte hochaffine R- und die niedrigaffine T-Konformation des Hamocyaninmolekils ist
in der Abb. 3.9-9 dargestellt. In dem untersuchten Temperaturbereich zeigen die beiden
Bindungskonstanten eine gegenldufige Tendenz. Die Bindungskonstante ky wird mit
steigender Temperatur kleiner, wobei diese Verringerung der Bindungsaffinitadt in
Abhangigkeit vom pH-Wert unterschiedlich stark ausgepragt ist. Bei pH 7.00 ist ky

Temperatur unempfindlich.

Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.37+0.06 0.3110.01 0.40+0.10 0.84+0.07
20°C 0.17+0.07 0.30+£0.04 0.30+0.04 0.32
30°C 0.38+0.06 0.21+0.07 0.18+0.06 0.28+0.04
Temperatur pH
K [Torr ] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.002+0.001 0.005+0.003 0.008+0.002 0.019+0.004
20°C 0.004+0.002 0.005+0.001 0.007+0.002 0.017+0.005
30°C 0.007+0.001 0.009+0.003 0.023+0.002 0.032+0.007

Tab. 3.9-6: O,-Bindungskonstanten fir die letzte (ky) und erste (ki) Bindungsstelle des
P. camtschatica Hamocyanins bei verschiedenen pH- und Temperaturwerten. ky und
ks wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

ks nimmt mit steigender Temperatur zu. Auch hier hatte der jeweils eingestellte pH-Wert der
Hamocyaninldsung einen Einfluss auf den Grad der Affinitdtszunahme. Bei pH 8.50 war
diese am deutlichsten ausgepragt. Dagegen sind die k-Werte in bei pH 7.50 und 7.00
Temperatur unempfindlich.

1

kn ky

s B
g g

325 335 345 355 325 335 345 355
1/T (x10%) 1/T (x10%)

log k

D PIGO

Abb. 3.9-9: O,- Bindungskonstanten (ky, k) fir das P. camtschatica Hamocyanin. Der
pH-Wert der Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils
10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch
ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.
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Paralithodes camtschatica

3 ERGEBNISSE

* Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=const:

i) kg und k.t sind Temperatur sensitiv, wobei k,r am empfindlichsten reagiert
i) kir und k¢t sind Temperatur unempfindlich

Die Analyse der O.-Bindungskurven des nativen P. camtschatica ergibt fur die einzelnen
Bindungs- und allosterischen Gleichgewichtskonstanten folgenden Verlauf (Abb. 3.9-10).
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Abb. 3.9-10: O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiur das
P. camtschaticae Hamocyanin ermittelt mit Hilfe des Nesting-Modells. Der pH
der Hadmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Eine temperaturabhangige pH-Drift war dadurch
ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.
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3 ERGEBNISSE Paralithodes camtschatica

Die Bindungskonstanten kg ks kir und kit sind im Folgenden tabellarisch aufgefihrt.

Temperatur pH
K [Torr"] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.68+0.03 0.68 0.52+0.01 0.65+0.01
20°C 0.75+0.01 0.58+0.05 0.5040.01 0.31
30°C 0.23+0.01 0.25+0.01 0.27+0.02 0.24+0.01
Temperatur pH
K [Torr"] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0098+0.0005 0.025 0.023+0.003 0.031+£0.006
20°C 0.013+0.001 0.017+0.003 0.027+0.001 0.032
30°C 0.012+0.001 0.020+0.003 0.030+0.001 0.028+0.007

Tab. 3.9-7: O,-Bindungskonstanten k,r und ki fur die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekile der T-Konformation des P.camtschatica Hamocyanins bei
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr k. und ki wurden aus
jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0014+0.0009 0.0050 0.0010 0.019+0.002
20°C 0.0053+0.0006 | 0.0039+0.0012 | 0.0066+0.0016 0.069
30°C 0.0056+0.0005 | 0.0066+0.0014 | 0.019+0.003 0.034+0.02
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.81+0.01 0.80 0.65+0.05 0.75+0.01
20°C 0.86+0.01 1.30+0.09 0.81+0.06 1.19
30°C 0.38+0.02 0.17+0.15 0.45+0.00 0.62+0.25

Tab. 3.9-8: O,-Bindungskonstanten k,;r und ki fir die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekile der T-Konformation des P.camtschatica Hamocyanins bei
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr k. und ki wurden aus
jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten | und Iz zeigen gegenidber dem pH eine
gréRere Empfindlichkeit als gegeniiber der Temperatur. Desto gréRer die H*-Konzentration
(niedriger pH), um so groRer die Werte fir log I+ und log Iz. In dem untersuchten
Temperaturbereich und einem pH von 7.00 haben log It und log Ir Werte von 10.0 £ 1.5 bzw.
10 £ 2.0. Wird der pH auf 8.50 erhéht, so verringern sich log |+ und log Iz auf 5.0 £ 1.0 bzw.
3.75 £ 1.60. Eine pH-Abhangigkeit und relative Temperaturunempfindlichkeit ergibt die
Analyse auch bei der allosterischen Gleichgewichtskonstanten fir das Gesamtmolekll L.
Der Verlauf zeigt tendenziell fir niedrige pH-Werte groflere und flr héhere pH-Werte
kleinere Lo-Werte (Abb. 3.9-10; unten).
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3 ERGEBNISSE Eurypelma californicum

3.9.5 I (pH=pH(T)) Eurypelma californicum Hamocyanin

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-11 auf der nachsten Seite zeigt die O,-Bindungskurven und die dazugehdrigen
Bindungsparameter des Spinnenhamocyanins bei verschiedenen Temperaturen. Der
pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.80 eingestellt und variiert in Abhangigkeit von der
Temperatur.

i) der pso nimmt signifikant mit steigender Temperatur und sinkendem pH zu
ii) die Kooperativitat (ny) ist bis 15°C Temperatur und pH abhangig; oberhalb
von 15°C bleibt ny konstant

Der Wert fir den pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt von 2.45+0.175 Torr bei 5°C
auf 26.20+0.70 Torr bei 30°C zu. Der pH-Wert in diesem Temperaturbereich fallt von 8.25
auf 7.50, was einem ApH/°C von 0.03 pH-Einheiten entspricht. Der Bohr-Koeffizient
(Alogp50/ApH(T)) betragt —1.32 .

Der ny, als Mal} fur die Kooperativitat der O,-Bindung an das Hamocyaninmolekdl, erreicht
die héchsten Werte von 6.50 bei 20°C (pH 7.80) und bleibt mit weiter steigender Temperatur
bis auf 30°C (pH 7.50) nahezu unverandert.

Die aus dem Hill-Plot graphisch ermittelten Bindungskonstanten k; und ky werden mit
zunehmender Erwarmung und abnehmendem pH-Wert kleiner (Abb. 3.9-11, unten). Die
Bindungskonstante ky fur die R-Konformation fallt von einem maximalen Wert von
9.10+£3.48 Torr" bei 5°C (pH 8.25) auf 0.96+0.46 Torr" bei 30°C (pH 7.50). Die
T-Konformation erreicht bei 5°C ein maximales k; von 0.047+0.016 Torr', mit
fortschreitender Erwarmung bis 30°C fallt k; auf einen Wert von 0.015+0.01 Torr™,

* Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=pH(T)

i) kv, Kir UNd K7 sind unabhangig von der Temperatur und pH, wobei k;r bei 5°C
einen Ausreilder aufweist.
ii) k¢ ist gegenuber der Temperatur oder dem pH abhangig.

Neben der graphischen Bestimmung der Bindungskonstanten fir die R- und T-Konformation
wurden die Bindungskurven mit Hilfe des Nesting-Modells analysiert. Mit einer auf diesem
Modell beruhenden Fit-Routine lassen sich die vier postulierten Bindungskonstanten kg, kir,
ki und k¢, sowie die drei allosterischen Gleichgewichtskonstanten Iz, I+ und Lo bestimmen.
Wie die Abb. 3.9-12 zeigt ist die Bindungskonstante kg mit einem Wert von 2.62+0.41 Torr”
im untersuchten Temperaturintervall konstant. Der k. -Wert mit 3.38+0.86 Torr! kann in
diesem Temperatur- bzw. pH-Bereich (auBer bei 5°C) ebenfalls als konstant betrachtet
werden. Zu einer deutlichen Abweichung kommt es bei 5°C, hier besitzt k,; mit
8.57+0.74 Torr”" einen erheblich grolReren Wert. kg mit 0.008+0.005 Torr” zeigt keine
Temperatur oder pH Abhangigkeit. Nur ki reagiert signifikant empfindlich auf verschiedene
Temperatur- und pH-Werte. kg fallt von 0.046+0.010 Torr' bei 5°C und pH 8.25 auf
0.009+0.002 Torr”" bei 30°C und pH 7.50 .

Beobachtet man in der Abb. 3.9-12 den Verlauf der allosterischen Gleichgewichtskonstanten
der Halbmolekile mit steigender Temperatur, so nehmen die Werte fir log Iz und log I+ von
5.0 auf 10.5 bzw. von 7.70 auf 12.60 zu. Die Gleichgewichtskonstante log L, flr das
gesamte Hamocyaninmolekul kann in dem untersuchten Temperaturbereich mit 1.27+0.36
als konstant angesehen werden. Die Werte fir log Ly sind im Vergleich zu log Ir und log It
um bis zu 10 Grélenordnungen kleiner.

57



3 ERGEBNISSE Eurypelma californicum

1.0

"R

(@]
C
=}
©
L
(O] O 5°C
[a8] H 10°C
N vV 15°C
@) A 20°C
& 25°C
7 ® 30°C
00 L T T T T
0O 10 20 30 40 50
T[°C]
pH pH
825 810 7.95 7.80 7.65 7.50 825 810 7.95 7.80 7.65 7.50
20 1 1 1 1 1 1 10 1 1 1 1 L 1
1.5 1 8
3 O
o m o0 8§
o 1.0 = 6 -
o
O
0.5 4 4 |0
0-0 T T T T T T 2 T T T T T T
5 10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
7.50 7.65 7.80 7.95 8.10 8.25 7.50 7.65 7.80 7.95 8.10 8.2
_05 1 L L L L L 15 L 1 L L L |
1.0 |- - e 1.0 | <
9 Q¢
~ 15 ¢ A ¢ 0.5 1 S0
2 ‘ ¢ & O
= 20 ,‘ B 4 . R 0.0 ,<> <>
&
25 : e -0.5 1
K, Ky
'30 T T T T '10 T T T T
330 340 350 3.60 330 340 350 3.60
1/T x10%) 1/T (x107%)

Abb. 3.9-11: O,-Bindungskurven und -parameter (pso, nu, kn, ki) von E. californicum
Hamocyanin in Abhangigkeit von der Temperatur. Der pH der Hdmocyaninldsung
wurde auf 7.80 bei 20°C eingestellt. Der Temperatur induzierte pH-Shift wurde nicht
korrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 5 mM CaCl, und 5 mM MgCls,.
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Abb. 3.9-12: 0,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir das E.
californicum Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem Nesting-Modell.
Der pH der Hamocyaninlésung wurde auf 7.80 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit
der Temperatur wurde nicht Kkorrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug
0.15 mg*ml" in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 5 mM CaCl, und

5 mM MgCl,.
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3 ERGEBNISSE Eurypelma californicum

3.9.6 II (pH=const.) Eurypelma californicum Hamocyanin

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 (pH 7.80 bei 20°C) und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Die Abb. 3.9-13 zeigt die O,-Bindungskurven des E. californicum
Hamocyanins bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.
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Abb. 3.9-13: O,-Bindungskurven -parameter und Bohreffekt (pso, ny und Alogpso/ApH)
von E. californicum Hamocyanin in Abhangigkeit von der Temperatur. Der pH
der Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 (7.80 bei 20°C) und 8.50 bei
jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war
dadurch ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 5 mM CaCl, und 5 mM MgCls.
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3 ERGEBNISSE Eurypelma californicum

¢ der pH ist unabhéngig von der Temperatur pH=const.

i) der pso nimmt mit steigender Temperatur zu
ii) der pso nimmt mit zunehmenden pH ab
iii) die Kooperativitat (ny) ist bei 20°C und basischem pH am grofiten

Betrachtet man den Verlauf des pso (Abb. 3.9-13, Mitte, links), so wird deutlich, dass bei
einem pH von 7.00 der Einfluss der Temperatur auf die Affinitdt des Hamocyanins weniger
stark ausgepragt ist. Von 10°C auf 30°C nimmt der O,-Halbsattigungsdruck von
13.15+0.62 Torr auf 31.60 Torr zu (2.4 x fach). Mit zunehmend basischeren pH-Werten wird
dieser Temperatureffekt auf den pso starker. Bei pH 7.50 steigt der pso von 10.20+0.01 Torr
bei 10°C auf 23.50+0.60 Torr bei 30°C an (2.3 x fach). Wird der pH auf 8.00 eingestellt,
verandert sich der psg des E. californicum Hamocyanins von 5.331£0.28 Torr bei 10°C auf
14.56+1.95 Torr bei 30°C (2.7 x fach). Fur pH 8.50 wird bei 10°C ein psq von 2.55+0.05 Torr
gemessen, bei 30°C erhéht sich dieser auf 8.50+0.01 Torr (3.3 x fach). Die Berechnung des
Bohrkoeffizienten  (Alogpso¢/ApH)  fur die jeweilige Temperatur, zeigt keinen
Temperatureinfluss auf die Bindungseigenschaften des E. californicum Hamocyanins. Die
Tabelle 3.9-9 listet die ermittelten Bohrkoeffizienten bei den untersuchten Temperaturen auf.

Temperatur |Alogpse/ApH

10°C -0.47
20°C -0.54
30°C -0.49

Tab. 3.9-9: Der Bohreffekt von E. californicum Hamocyanin bei verschiedenen
Temperaturen. Der ApH-Wert betrug 1.50. Der pH der Hamocyaninlésung wurde auf
7.00, 7.50, 8.00 (7.80 bei 20°C) und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 5 mM CaCl, und 5 mM MgCls.

Der Hill-Koeffizient (ny) (Abb. 3.9-13, Mitte, rechts) als das Mal} fur die Kooperativitat der
O.-Bindung an das E. californicum Hamocyanin, hat bei 20°C und einem pH von 8.50 und
8.00 ein Optimum mit einem maximal Wert von 6.6 . Wird der pH auf 7.50 eingestellt, steigt
die Kooperativitat linear von 2.1 bei 10°C auf 6.5 bei 30°C an. Die niedrigsten
Kooperativitatswerte werden bei einem pH-Wert von 7.00 gemessen. Mit steigender
Temperatur nimmt hier, wenn auch weit aus geringer als bei pH 7.50, der Hill-Koeffizient zu.
Bei 10°C besitzt ny einen Wert von 2.1, bei 20°C von 2.5 und bei 30°C werden 3.5 erreicht.
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Eurypelma californicum

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) ky ist Temperatur und pH empfindlich: kyT wenn dieTemperatur sinkt oder der
pH steigt
ii) die Temperatur- und pH-Empfindlichkeit ist bei ki etwas schwacher

ausgepragt: kT wenn dieTemperatur sinkt oder der pH steigt

Die Abb. 3.9-14 zeigt den Verlauf der aus dem Hill-Plot bestimmten Bindungskonstanten ky
und k4 in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert. Wird die Hdmocyaninlésung auf pH
7.00 und 7.50 eingestellt, zeigt sich flr ky kein eindeutiger Temperatureffekt und ky kann mit
0.37£0.13 Torr" bzw. 0.72+0.35 Torr" bei pH 7.00 bzw. 7.50 in dem untersuchten
Temperaturbereich als konstant betrachtet werden. Bei pH 8.00 fallt ky von 2.61+0.55 Torr”
bei 10°C auf 0.72+0.08 Torr' bei 30°C. Bei pH 8.50 ist der Einfluss der Temperatur auf die
Bindungskonstante am starksten: ky verringert sich von 8.67+1.71 Torr" bei 10°C auf
2.02+0.48 bei 30°C.
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Abb. 3.9-14: O,-Bindungsparameter (ky, ki) fiir E. californicum Hamocyanin. Der
pH-Wert der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 (7.80 bei 20°C) und 8.50
bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war
dadurch ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 5 mM CaCl, und 5 mM MgCls.

Temperatur pH
k¢ [Torr™"] 7.00 7.50 8.00,7 50 bei 20°C) 8.50
10°C 0.031+0.005 0.037+0.004 0.032+0.013 0.044+0.003
20°C 0.011+0.001 0.009+0.003 0.010+0.004 0.015+0.002
30°C 0.009 0.010+£0.001 0.017+0.007 0.021+0.002
Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 (7 50 bei 20°C) 8.50
10°C 0.3840.13 0.43+0.16 2.61+0.55 8.67+1.71
20°C 0.4310.05 0.98+0.27 2.58+0.92 2.91+£1.09
30°C 0.27+0.00 0.62+0.10 0.72+0.08 2.02+0.48

Tab. 3.9-10: O,-Bindungskonstanten fiir den ersten und letzten Bindungsschritt (k,
und ky) an das E. californicum Hamocyanin bei verschiedenen pH- und
Temperaturwerten. ky und ky wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Die Bindungskonstante k; (Abb. 3.9-14, rechts) zeigt bei 10°C, 20°C und 30°C eine
signifikante pH-Empfindlichkeit: k; nimmt mit abnehmender H*-Konzentration zu. Der
Temperatureinfluss ist weniger deutlich ausgepragt: ki wird mit steigender Temperatur
tendenziell kleiner.
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Eurypelma californicum

. Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=const.

i) kg ist Temperatur empfindlich, zeigt aber keine signifikante pH-Empfindlichkeit
ii) ke ist Temperatur und pH unabhéangig

ii)

zu erkennen

kizx nimmt bis 20°C ab und bleibt dann konstant; keine signifikante pH-Abhangigkeit

iv) k. nimmt bis 20°C ab und bleibt dann konstant; k.t ist pH abhangig
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und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir das

E. californicum Hamocyanin. Der pH der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50,
8.00 (7.80 bei 20°C) und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Eine

Temperatur

abhangige

pH-Drift

war

dadurch

ausgeschlossen.

Die

Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 5 mM CaCl, und 5 mM MgCl..
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Temperatur pH
ke [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 1.87+0.16 2.09+0.35 2.07+0.08 2.37+0.26
20°C 1.59+0.05 1.371£0.05 2.45+0.04 2.20+0.01
30°C 1.09+0.06 1.04+0.01 1.15+£0.05 2.22+0.02
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.062+0.009 0.085+0.025 0.074+0.015 0.075+0.029
20°C 0.025+0.001 4x10°+2x107 0.009+0.003 0.018+0.016
30°C 0.017+0.017 0.001+0.001 0.016+0.007 0.002+0.002

Tab. 3.9-11: O,-Bindungskonstanten kg und ki flr die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekile der R-Konformation des E. californicum Hamocyanins bei
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte fir ki und kg wurden aus

jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.027+0.008 0.034+0.007 0.016+0.007 0.014+0.001
20°C 0.009+0.001 0.0104£0.002 0.020+0.005 0.010£0.003
30°C 0.011+£0.003 0.008+0.001 0.0124+0.012 0.030+0.011
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 3.52+0.21 3.78+0.18 5.32+0.42 5.43+0.24
20°C 2.35+0.15 2.22+0.08 3.34+0.54 2.87+0.45
30°C 2.38+0.13 2.56+0.31 3.30+0.10 2.70+0.35

Tab. 3.9-12: O,-Bindungskonstanten k,; und ki flir die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekile der T-Konformation des E.californicum Hamocyanins bei
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr k. und ki wurden aus
jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Die allosterischen Bindungskonstanten It und Iz zeigen gegeniber dem pH eine groRere
Empfindlichkeit als gegeniiber der Temperatur. Je héher die H'-Konzentration (niedriger
pH), desto grofRer die Werte fir log Iz und log Ir. Eine Ausnahme sind die Werte fir log Ir bei
30°C und pH 7.00 und 7.50.

In dem untersuchten Temperaturbereich und einem pH von 7.00 hatten log g und log It
Werte von 8.00 £ 0.70 bzw. 10.60 + 0.40 . Wird der pH auf 8.50 erhdht, so verringern sich
die Werte flr log Ir und log | auf 5.55 + 0.35 bzw. 7.45 + 0.60 (Abb. 3.9-15, unten). Die
Analyse der allosterischen Bindungskonstanten flr das Gesamtmolekll L, zeigt eine
Temperatur- und pH-Unempfindlichkeit. Fir die untersuchten Bedingungen (pH und
Temperatur) liegt der ermittelte Wert fir log Lo bei 1.30 £ 0.50. (Abb. 3.9-15, unten).
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3 ERGEBNISSE Homarus americanus

3.9.7 1 (pH=pH(T)) Homarus americanus Hamocyanin

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-16 zeigt die O,-Bindung an das Hamocyanin bei verschiedenen Temperaturen.
Der pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variiert in Abhangigkeit von der
Temperatur.

i) der pso nimmt signifikant mit steigender Temperatur bis 25°C und sinkendem
pH zu und bleibt dann bis 30°C konstant

ii) die Kooperativitat (ny) ist bis 20°C Temperatur und pH unabhangig; bei einer
Erhéhung der Temperatur auf 30°C nimmt ny ab

Der pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt von 17.49+0.94 Torr bei 5°C auf
78.4813.48 Torr bei 30°C zu. Der pH-Wert in diesem Temperaturbereich fallt von 7.95 auf
7.20, was einem ApH/°C von 0.03 pH-Einheiten entspricht. Der Bohrkoeffizient
Alogpso/ApH(T) betragt —0.94 .

Die Kooperativitat (ny) der O,-Bindung an das Hamocyaninmolekul bleibt zwischen 5°C und
20°C, mit n4j=4.05£0.35 konstant. Steigt die Temperatur auf 30°C geht die Kooperativitat auf
2.65+0.12 zurlck.

Die aus dem Hill-Plot graphisch ermittelten Bindungskonstanten k; und ky werden mit
zunehmender Erwarmung kleiner (Abb. 3.9-16, unten). Die Bindungskonstante fur die
R-Konformation fallt von einem maximalen Wert von 0.38 Torr" bei 5°C (pH 7.95) auf
0.088+0.034 Torr" bei 30°C (pH 7.20). Die T-Konformation erreicht bei 5°C eine maximale
Bindungskonstante von 0.010+0.003 Torr™", mit fortschreitender Erwarmung bis auf 30°C fallt
diese auf einen Wert von 0.0044+0.0002 Torr".

* Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=pH(T)

i) kg und ki sind unabhangig von der Temperatur und pH.
i) ks und k¢ zeigen eine geringe Empfindlichkeit gegentuber Temperatur und pH.

Neben der graphischen Bestimmung der Bindungskonstanten fir die R- und T-Konformation
wurden die Bindungskurven mit Hilfe des Nesting-Modells analysiert. Mit einer auf diesem
Modell beruhenden Fit-Routine lassen sich die vier Bindungskonstanten kg, kg, kit und ki,
sowie die drei allosterischen Gleichgewichtskonstanten Iz, It und L, bestimmen. Die
Bindungskonstante k,r mit 0.24+0.05 Torr™ ist in dem untersuchten Temperaturintervall von
5°C bis 30°C konstant (Abb. 3.9-17). ke ist mit 0.007+0.002 Torr" bei 5°C bis 30°C ebenfalls
konstant. k,r verringert sich zwischen 5°C und 30°C von 0.5410.07 Torr'  auf
0.32+0.00 Torr". Die Bindungskonstante kg verringert sich 0.013+0.003 Torr" bei 5°C auf
0.003+0.001 Torr " bei 30°C.

Beobachtet man in der Abb. 3.9-17 den Verlauf der allosterischen Gleichgewichtskonstanten
der Halbmolekile mit steigender Temperatur bis 25°C und dem korrespondierenden
pH-Wert, so nehmen die Werte fir log Iz und log I+ von 4.31£0.18 auf 7.44+0.12 bzw. von
5.35+0.21 auf 9.27+0.18 zu. Wird die Temperatur auf 30°C erhoht, so verringern sich beide
allosterischen  Gleichgewichtskonstanten auf 6.50+0.30 bzw. 8.11+£0.04. Die
Gleichgewichtskonstante log L, flir das gesamte Hamocyaninmolekul nimmt von 0.74+0.03
bei 5°C auf 1.44+0.01 bei 25°C zu. Eine weitere Erhéhung der Temperatur auf 30°C flhrt zu
einer Abnahme von log L, auf 0.75+£0.00. Die Werte fir log L, sind im Vergleich zu log Iz und
log I+ bis zu zehn GréRenordnungen kleiner.
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Homarus americanus

log p50

Abb. 3.9-16: 0O,-Bindungskurven und Bindungsparameter (pso,
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H. americanus Hamocyanin in Abhangigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der Temperatur induzierte
pH-Shift wurde nicht korrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.
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Abb. 3.9-17: O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiur das
H. americanus Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem Nesting-Modell.
Der pH der Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit
der Temperatur wurde nicht Kkorrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug
0.15 mg*ml™" in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und
20 mM MgCl,.
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Homarus americanus

3 ERGEBNISSE

3.9.8 II (pH=const.) Homarus americanus Hamocyanin

¢ der pH ist unabhéngiq von der Temperatur pH=const.

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C und 30°C
eingestellt. Die Abb. 3.9-18 zeigt die O,-Bindungskurven des H. americanus Hamocyanins

bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.

0O2-Beladung
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Abb. 3.9-18: O,-Bindungskurven, -parameter und der Bohreffekt (pso, ny und

Alogpso/ApH) von H. americanus Hamocyanin in Abhangigkeit von der
Temperatur. Der pH der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei
jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war
dadurch ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..
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3 ERGEBNISSE Homarus americanus

Der pso (Abb. 3.9-18, Mitte links) ist bei pH 7.00 und 7.50 Temperatur unempfindlich. Im
Temperaturbereich von 10°C bis 30°C liegt der Os-Halbsattigungsdruck bei
139.00+£22.55 Torr bei pH 7.00 und 56.351+4.30 Torr bei pH 7.50. Bei pH 8.00 und 8.50 zeigt
sich beim pso eine Temperatursensitivitat des H. americanus Hamocyanins. Der ps, steigt
von 14.95+1.65 Torr (pH 8.00) bzw. 7.60+0.60 Torr (pH 8.50) bei 10°C auf 35.251£2.60 Torr
fur pH 8.00 und pH 8.50 bei 30°C. Die Bohrkoeffizienten fur die jeweilige Temperatur sind in
der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Temperatur |Alogpso/ApH

10°C -0.86
20°C -0.68
30°C -0.39

Tab. 3.9-13: Der Bohreffekt von H. americanus Hamocyanin bei verschiedenen
Temperaturen. Der ApH-Wert betrug 1.50 . Der pH der Hamocyaninlésung wurde
auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10 C, 20°C und 30°C eingestellt. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™” in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CacCl, und 20 mM MgCl,.

Der Hill-Koeffizient (ny) (Abb. 3.9-18, Mitte rechts) als ein Mal} fur die Kooperativitat der
O.-Bindung an das H. americanus Hamocyanin, hat bei 20°C und einem pH von 7.50, 8.00
und 8.50 ein Optimum wobei ein maximaler Wert von 4.30£0.10 bei pH 7.50 erreicht wird.
Bei 10°C und 30°C ist die Kooperativitat verringert. Die niedrigsten Kooperativitatswerte
werden bei einem pH-Wert von 7.00 gemessen. Mit steigender Temperatur nimmt pH 7.00
der Hill-Koeffizient zu. Bei 10°C besitzt ny einen Wert von 2.10+£0.10, bei 20°C werden
2.50+0.30 und bei 30°C erreicht ny 3.10+0.50 .

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) ky ist Temperatur und pH empfindlich: kyT wenn die Temperatur sinkt oder
der pH steigt

ii) die Temperatur- und pH-Empfindlichkeit ist bei k; schwéacher ausgepragt: kT
wenn dieTemperatur sinkt oder der pH steigt

Die Abb. 3.9-19 zeigt den Verlauf der aus dem Hill-Plot bestimmten Bindungskonstanten ky
und k4 in Abhangigkeit von Temperatur und pH- Wert Wird die Hdmocyaninlésung auf pH
7.00 eingestellt verringert sich ky von 0.17+0. 01 Torr” bei 10°C auf 0.076+0.013 Torr™" bei
30°C. Bei pH 7.50 zeigt ky mit O. 16+0 01 Torr" keine Temperatursen3|t|V|tat Bei einem pH
von 8.00 fallt ky von 0.40+0.13 Torr" bei 10°C auf 0.26+0.08 Torr' bei 30°C. Bei pH 8.50 ist
der Einfluss der Temperatur auf die Bindungskonstante am starksten: ky verringert sich von
1.00+0.00 Torr ' bei 10°C auf 0.21+0.03 bei 30°C.

Die Bindungskonstante k; zeigt bei pH 7.00 keine Temperaturempflndllchkelt Zwischen
10°C und 30°C besitzt ks einen Wert von 0.0038+0.0005 Torr. Wird der pH basischer, so
entwickelt k; eine zunehmende Empflndllchkelt gegenuber der Temperatur Bei pH 8.50
verringert sich ks von 0.028+0.004 Torr bei 10°C auf 0.011+0.002 Torr" bei 30°C.
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Temperatur pH
k¢ [Torr] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0045+0.0011 | 0.0079+0.0008 | 0.013+0.001 0.028+0.004
20°C 0.0035+0.0007 | 0.0041+0.0000 | 0.0092+0.0005 | 0.012+0.002
30°C 0.0035+0.0002 | 0.0045+0.0014 | 0.0033+0.0018 | 0.011+0.002
Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.17+0.01 0.16+0.01 0.40+0.13 1.00£0.00
20°C 0.13+0.05 0.15+0.05 0.26+0.08 0.39+0.14
30°C 0.076+£0.013 0.171+0.04 0.26+0.08 0.21+0.03

Tab. 3.9-14: O,-Bindungskonstanten fiir den ersten und letzten Bindungsschritt (k,

und ky) an das H. americanus Hamocyanin bei verschiedenen pH- und

Temperaturwerten. k; und ky wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

1 -0.5
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0 - : ’ 1.5 - . .
X . S A
: 4 3 & u
- | O pH7.00
T 8 2.5 I 8 O B pH7.50
: : /A pH8.00
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Abb. 3.9-19: O,-Bindungskonstanten (ky, k;) fiir das H. americanus Hamocyanin. Der

i)
ii)

pH-Wert der Hamocyaninldsung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils
10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch
ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in einem 0.1 M
TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..

Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=const.

ki, kv und kg sind bei niedriger Temperatur (10°C) pH empfindlich: die
Bindungskonstanten nehmen mit sinkender H*-Konzentration zu

kir ist Temperatur und pH unempfindlich

K, ki, und ki sind mit sinkender H'-Konzentration zunehmend Temperatur sensitiv:
die Bindungskonstanten nehmen ab
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Abb. 3.9-20: O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiur das
H. americanus Hamocyanin. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und MgCl,. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Eine temperaturabhangige pH-Drift wurde dadurch verhindert.

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten |t und Iz zeigen gegeniber dem pH eine
gréRere Empfindlichkeit als gegeniiber der Temperatur. Je gréRer die H'-Konzentration
(niedriger pH), desto hoher die Werte fur log Iz und log It. Eine Ausnahme ist der Wert far
log Ir bei 10°C und pH 8.50, dieser Wert kann als Ausreil’er gewertet werden. In dem
untersuchten Temperaturbereich und einem pH von 7.00 hat log Izr und log I+ Werte von
8.22 + 1.10 bzw. 9.87 + 0.84 . Wird der pH auf 8.50 erhoht, so verringern sich die Werte fur
log Iz und log I+ auf 4.02 + 0.35 bzw. 6.05 £ 1.40 (Abb. 3.9-20, unten).

Die Analyse der allosterischen Gleichgewichtskonstanten fir das Gesamtmolekul L, zeigt
eine Temperatur- und pH-Unempfindlichkeit. log Lo ist mit 1.08 £ 0.56 um bis zu neun
GroRenordnungen kleiner, als die allosterischen Gleichgewichtskonstanten fir die
Halbmolekdule (Abb. 3.9-20, unten).
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Aus den folgenden Tabellen kénnen die ermittelten Zahlenwerte der

Bindungskonstanten, in Abhangigkeit von Temperatur und pH, entnommen werden.

Temperatur pH
ke [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.35+0.08 0.27+0.01 0.27+0.01 0.14+0.04
20°C 0.19+0.01 0.23+0.03 0.26+0.03 0.22+0.01
30°C 0.20+0.01 0.25+0.01 0.19+0.02 0.17+0.01
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0049+0.0001 | 0.0051+£0.0021 | 0.027+0.000 0.13+0.04
20°C 0.0053+0.0010 | 0.0068+0.0018 | 0.0073+0.0021 | 0.021+0.004
30°C 0.0052+0.0005 | 0.0094+0.0013 | 0.013+0.003 0.015+0.002

Tab. 3.9-15: O,-Bindungskonstanten kg und ki flr die im Nesting-Modell postulierten
R-Konformation
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte fir kg und ki wurden aus

Halbmolekdule

der

des

jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

H .americanus

Hamocyanins

Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0032+0.0018 | 0.0075+0.0012 | 0.017+0.001 0.030+0.006
20°C 0.0029+0.0008 | 0.0039+0.0010 | 0.0099+0.0028 | 0.0021+0.0019
30°C 0.0038+0.0005 | 0.0060+0.0005 | 0.0049+0.0001 | 0.0078+0.0015
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.49+0.13 0.48+0.03 0.55+0.01 0.94+0.18
20°C 0.25+0.03 0.41+0.02 0.28+0.12 0.46+0.02
30°C 0.37+0.07 0.304£0.03 0.34+0.01 0.64+0.01

Tab. 3.9-16: O,-Bindungskonstanten k,; und ki flir die im Nesting-Modell postulierten
T-Konformation
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr k. und ki wurden aus

Halbmolekdule

der

des

jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.
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3 ERGEBNISSE Potamon potamios

3.9.9 I (pH=pH(T)) Potamon potamios Hamocyanin

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-21 zeigt die O,-Bindungsparameter bei verschiedenen Temperaturen. Der
pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variiert in Abhangigkeit von der
Temperatur. Der pH andert sich von 7.95 auf 7.20, was einem ApH/°C von
0.03 pH-Einheiten entspricht.
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Abb. 3.9-21: O,-Bindungskurven und Bindungsparameter (pso, nu, kn, ki) von
P. potamios Hamocyanin in Abhangigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der temperaturinduzierte
pH-Shift wurde nicht korrigiert. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.
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3 ERGEBNISSE Potamon potamios

Die Abb. 3.9-21 gibt den Verlauf des pso und ny mit steigender Temperatur und
zunehmender H*-Konzentration wieder. Der pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt
von 1.98+0.03 Torr bei 5°C auf 12.30+0.30 Torr bei 30°C zu. Der Bohr-Koeffizient
(Alogpso/ApH(T)) ist innerhalb des pH-Bereichs von 7.95 (bei 5°C) bis 7.20 (bei 30°C) mit
einem Wert von —1.09 konstant.

Der ny als Mal} fur die Kooperativitat der O,-Bindung an das Hamocyaninmolekul zeigt eine
geringe Temperaturempfindlichkeit. Im untersuchten pH- und Temperaturbereich besitzt ny
bei 20°C ein Optimum mit einem Wert von 3.15+0.25 .

Die aus dem Hill-Plot graphisch ermittelten Bindungskonstanten k; und ky werden mit
steigender Temperatur kleiner (Abb 3.9-21, unten). Die Blndungskonstante der
R-Konformation ky fallt von 5.25 Torr” bei 5°C (pH 7.95) auf 0.39+0.01 Torr” bel 30°C (pH
7.20). Die Bmdungskonstante der T-Konformation k; fallt von 0.080+0.003 Torr" bei 5°C auf
0.02+0.00 Torr” bei 30°C.

* Analyse nach dem NESTING-Modell fiir pH=pH(T)

i) kg und k¢ sind unabhangig von der Temperatur und pH

i) kg ist bis 20°C Temperatur und pH abhangig (ki {); oberhalb von 20°C keine
Temperatur- und pH-sensitivitdt mehr

i) ks ist bis 15°C Temperatur unabhangig; ab 15°C zeigt sich eine Temperatur- und
pH-Abhangigkeit (k.1¥)

Neben der graphischen Bestimmung der Bindungskonstanten fir die R- und T-Konformation
wurden die Bindungskurven mit Hilfe des Nesting-Modells anaIyS|ert (Abb. 3.9-22). Die
Bindungskonstante ki bleibt mit einem Wert von 2.04+0.26 Torr" in dem untersuchten
Temperaturintervall (5°C bis 30°C) konstant. Der k.-Wert mit 4.15+0.25 Torr zeigt bis 15°C
keine Anderung und verringert sich ab 15 C auf 2.36+0.08 Torr' bei 30°C. Dle
Bindungskonstante ki fallt von 0.341£0.12 Torr" bei 5°C und pH 7.95 auf 0.058+0.011 Torr™
bei 20°C und pH 7.50. Eine Erhdhung der Temperatur auf 30°C (pH 7.20) hat keinen
weiteren Einfluss auf kiz. Bei 5° bis 10°C und pH 7.95 bis pH 7.80 besitzt ki einen Wert von
0.074+0.007 Torr". Eine Zunahme der Temperatur auf 15°C bewirkt eine Verringerung von
ker auf 0.021+0.008 Torr™". Dieser Wert bleibt bis 30°C (pH 7.20) konstant.

Beobachtet man in der Abb. 3.9-22 den Verlauf der allosterischen Gleichgewichtskonstanten
der Halbmolekile zwischen 5°C und 30°C, so nehmen die Werte fur log Ir und log I+ von
4.00+0.00 auf 7.42+0.15 bzw. von 5.40+0.20 auf 9.29+0.11 zu. Die Gleichgewichtskonstante
log L, fur das Gesamtmolekul besitzt im untersuchten Temperaturbereich einen konstanten
Wert von 1.00+0.67. Die Werte fur log Ly sind im Vergleich zu log Iz und log |+ um bis zu
neun GroRenordnungen kleiner.
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Abb. 3.9-22: O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiur das
P. potamios Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem Nesting-Modell. Der
pH der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit der
Temperatur wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1
in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.

75



3 ERGEBNISSE

Potamon potamios

3.9.10 II (pH=const.) Potamon potamios Hamocyanin

¢ der pH ist unabhéngiq von der Temperatur pH=const.

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C und 30°C
eingestellt. Die Abb. 3.9-23 zeigt die O,-Bindungskurven und Parameter des P. potamios
Hamocyanins bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.
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Abb. 3.9-23: O,-Bindungskurven, -parameter und Bohreffekt (pso, Ny und Alog pso/ApH)
von P. potamios Hamocyanin in Abhdngigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™” in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CacCl, und 20 mM MgCl,.
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Der pso (Abb. 3.9-23, Mitte links) nimmt von 8.65%0.45 Torr bei pH 7.00 bzw. von
6.90£0.45 Torr bei pH 7.50 auf 17.45+0.95 Torr (pH 7.00) bzw. auf 12.00 Torr (pH 7.50) zu.
Wird der pH auf 8.00 bzw. 8.50 eingestellt verandert sich der pso des P. potamios
Hamocyanins von 2.25+0.15 Torr bzw. 1.40+0.00 Torr bei 10°C auf 5.95+0.35 Torr bei pH
8.00 und auf 4.50£0.00 Torr pH 8.50 bei 30°C. Die grote pH-Sensitivitat (Bohreffekt) besitzt
der pso bei 10°C. Die Bohrkoeffizienten fir die jeweilige Temperatur sind in der folgenden
Tabelle aufgefuhrt.

Temperatur Alogpse/ApH

10°C -0.58
20°C -0.41
30°C -0.42

Tab. 3.9-17: Der Bohreffekt von P. potamios Hamocyanin bei verschiedenen
Temperaturen. Der ApH-Wert betrug 1.50 . Der pH der Hdmocyaninlésung wurde
auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™" in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.

Der Hill-Koeffizient (ny) (Abb. 3.9-23, Mitte rechts) als Mal fur die Kooperativitat der
O.-Bindung an das P. potamios Hamocyanin, hat bei 20°C und pH 7.50 ein Maximum von
4.50+0.40 . Die niedrigsten Kooperativitdtswerte werden bei einem pH-Wert von 7.00
gemessen. Bei 10°C und pH 7.00 besitzt ny einen Wert von 2.35+0.05, bei 20°C von
3.20+0.00 und bei 30°C wird ein Hill-Koeffizient von 3.10+0.25 erreicht.

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) ky ist temperatur- und pH-empfindlich: kyT wenn dieTemperatur sinkt oder der
pH steigt
ii) die Temperatur- und pH-Empfindlichkeit ist bei k; etwas schwacher

ausgepragt: k;T wenn dieTemperatur sinkt oder der pH steigt

Die folgende Abb. 3.9-24 zeigt den Verlauf der aus dem Hill-Plot bestimmten
Bindungskonstanten ky und k4 in Abhangigkeit von Temperatur und pH-Wert. Wird die
Hamocyaninlésung auf pH 7.00 und 7.50 eingestellt, fallt ky von 0.71+0.29 Torr” bzw. von
1.09£0.37 Torr™" bei 10°C auf 0.26+0.08 Torr" bzw. auf 0.30 Torr" bei 30°C. Bei einem
pH-Wert von 8.00 und 8.50 ist die Temperatursensitivitat von ky starker ausgepragt: ky fallt
von 4.50£0.50 Torr" bzw. von 9.93+4.93 Torr”" bei 10°C auf 0.77+0.00 Torr" bzw. auf
2.67+0.67 bei 30°C. Auch die Bindungskonstante k; verringert sich mit steigender
Temperatur. Diese Abnahme von k; féllt um so starker aus, je basischer die
Hémocyaninlésung ist. Bei pH 7.00 geht k; von 0.039+0.007 Torr" bei 10°C auf
0.017+0.006 Torr bei 30°C zurlck. Bei pH 8.50 verringert sich k; von 0.12+0.01 Torr" bei
10°C auf 0.058+0.009 Torr™" bei 30°C .
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Abb. 3.9-24: O,-Bindungskonstanten (ky, ki) fiir P. potamios Hamocyanin. Der pH-Wert
der Hadmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CacCl, und 20 mM MgCl,.

Die folgende Tabelle enthdlt die zur

Bindungskonstanten k4 und ky.

Abb. 3.9-24 zugehdrigen Zahlenwerte der

Temperatur pH
kq[Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.039+0.007 | 0.027+0.004 | 0.093+0.017 0.12+0.01
20°C 0.020+0.003 | 0.027+0.020 | 0.046+0.018 | 0.073+0.006
30°C 0.017+0.006 0.020 0.047+0.008 | 0.058+0.009
Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.71+0.29 1.09+0.37 4.50+0.50 9.93+4.93
20°C 0.71+0.29 1.88+0.33 2.43+0.90 3.92+0.08
30°C 0.26+0.08 0.30 0.77+0.00 2.67+0.67

Tab. 3.9-18: O,-Bindungskonstanten fur den ersten und letzten Bindungsschritt (k,
und ky) an das P. potamios Hamocyanin bei verschiedenen pH- und
Temperaturwerten. Der k4 und ky wurde aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.
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. Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=const.

i) k¢ ist temperatur- und pH-unempfindlich

i) kg ist temperaturempfindlich aber indifferent gegeniiber pH: mit steigender

Temperatur nimmt kg zu

i) ke st

temperatur-
basischerem pH nimmt k,r zu
iv) ki ist pH-empfindlich; kir zeigt keine Temperaturabhangigkeit

und pH-empfindlich:

mit

steigender

Temperatur

Temperatur pH
ke [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.37+0.09 0.16+0.05 2.06+0.21 1.35
20°C 1.49+0.02 2.05+0.12 1.80+£0.33 2.18+0.03
30°C 1.09+0.11 1.87 1.90+£0.48 2.64+0.21
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.044+0.023 0.089+0.004 0.18+0.02 0.18+0.05
20°C 0.051+0.001 0.064+0.007 0.097+0.014 0.12+0.01
30°C 0.079+0.054 0.071 0.053 0.11+0.00

Tab. 3.9-19: O,-Bindungskonstanten kg und ki flr die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekiile der R-Konformation des P. potamios Hamocyanins bei verschiedenen
pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr kg und kg wurden aus jeweils zwei

Bindungskurven ermittelt.

Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.044+0.020 0.023+0.004 0.079+0.002 0.067+0.021
20°C 0.014+0.000 0.015+0.002 0.075 0.024+0.004
30°C 0.014+0.011 0.023 0.035+0.002 0.036+0.017
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 1.14+0.09 1.04+0.30 3.69+0.04 3.80+0.26
20°C 3.03+0.17 3.331£0.31 3.37+0.59 4.09+0.01
30°C 3.61+£0.59 3.25 4.00+0.25 6.36+0.21

Tab. 3.9-20: O,-Bindungskonstanten k,; und ki flir die im Nesting-Modell postulierten
Halbmolekiile der T-Konformation des P. potamios Hamocyanins bei verschiedenen
pH- und Temperaturwerten. Die Werte fir ki und kg wurden aus jeweils zwei

Bindungskurven ermittelt.
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Abb. 3.9-25: 0O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir

P. potamios Hamocyanin. Ermittelt mit Hilfe des Nesting-Modells. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und MgCl,. Der pH der Hamocyaninldsung wurde auf
7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Eine
temperaturabhangige pH-Drift wird dadurch verhindert.

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten I+ und Iz zeigen keine pH-Abhéangigkeit. log Ir
nimmt von 3.84 + 1.41 bei 10°C auf 5.89 + 1.37 bei 30°C zu. Die Gleichgewichtskonstante
log I+ steigt im gleichen Temperaturbereich von 4.70 + 0.87 auf 10.13 + 2.66 (Abb. 3.9-25,
unten). Die Analyse der allosterischen Gleichgewichtskonstanten flr das Gesamtmolekil
log Ly zeigt eine Temperatur- und pH-Unempfindlichkeit. Fir die untersuchten Bedingungen
(pH und Temperatur) liegt log Ly bei 0.72 + 0.60 . (Abb. 3.9-25, unten). Lo ist um bis zu
vierzehn GroéRRenordnungen kleiner als Iz und I+.
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Calappa granulata

3.9.11 1 (pH=pH(T)) Calappa granulata Hamocyanin

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-26 zeigt die O,-Bindungsparameter bei verschiedenen Temperaturen. Der
pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variiert in Abhangigkeit von der

Temperatur. Der

0.03 pH-Einheiten entspricht.
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Abb. 3.9-26: 0O,-Bindungskurven und
C. granulata Hamocyanin in Abhdngigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der Temperatur induzierte
pH-Shift wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..
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3 ERGEBNISSE Calappa granulata

Der pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt von 6.53+0.23 Torr bei 5°C auf
103.90+5.80 Torr bei 30°C zu. Der Bohr-Koeffizient (Alogpso/ApH(T)) ist innerhalb des
pH-Bereichs von 7.95 (bei 5°C) bis 7.20 (bei 30°C) mit einem Wert von —1.62 konstant.

Die Kooperativitat (ny) der O,-Bindung an das Hamocyaninmolekdl steigt von 1.75+0.05 bei
5°C auf 2.50+0.20 bei 20°C und bleibt konstant bis 30°C.

Die aus dem Hill-Plot ermittelten Bindungskonstanten ki und ky werden mit zunehmender
Erwarmung und gleichzeitig abnehmenden pH-Wert kleiner (Abb. 3.9-26, unten). Die
Bindungskonstante der R-Konformation fallt von 0.50+0.08 Torr”" bei 5°C (pH 7.95) auf
0.12+0.04 Torr” bei 30°C (pH 7.20). Die T-Konformation erreicht bei 5°C eine maximale
Bindungskonstante von 0.039+0.010 Torr”, mit fortschreitender Erwarmung verringert sich
diese auf 0.0036+0.0003 Torr ™ bei 30°C.

e Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=pH(T)

i) kg und k.t weisen eine sehr geringe Empfindlichkeit gegentiber Temperatur und pH
auf

i) ki ist sehr Temperatur und pH sensitiv

iii) ke ist bis 15°C Temperatur und pH empfindlich

Mit einer auf Nesting-Modell beruhenden Fit-Routine lassen sich die vier
Bindungskonstanten kg, kg, kg und kg, sowie die drei allosterischen
Gleichgewichtskonstanten Ig, I+ und Lo bestimmen. Die Bindungskonstante kg verringert
sich von 1.79+0.14 Torr" bei 5°C auf 1.43%0.05 Torr" bei 30°C. kg reagiert deutlich
empfindlicher und fallt von 0.14+0.01 Torr” bei 5°C auf 0.0074+0.0008 Torr" bei 30°C. Die
Bindungskonstante k.t fallt geringfiigig von 2.85+0.05 Torr" bei 5°C auf 2.37+0.03 Torr™ bei
30°C. kg fallt von 0.037+0.006 Torr ' bei 5°C auf 0.0064+0.0006 Torr” bei 15°C. Bei 30°C
hat sich ki auf 0.0030+0.0007 Torr” verringert (Abb. 3.9-27, oben).

Beobachtet man in der Abb.3.9-27 (unten) den Verlauf der allosterischen
Gleichgewichtskonstanten der Halbmolekile mit steigender Temperatur bis 30°C und dem
korrespondierenden pH-Wert, so nehmen die Werte fir log Iz und log I+ von 5.77+0.31 auf
12.22+0.09 bzw. von 7.60£0.10 auf 14.08+0.04 zu. Die Gleichgewichtskonstante flir das
gesamte Hamocyaninmolekiil log L, liegt im untersuchten Bereich bei konstant 1.32+0.21 .
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Abb. 3.9-27: 0O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiur das
C. granulata Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem Nesting-Modell. Der
pH der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit der
Temperatur wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1
in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.
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3.9.12 1I (pH=const.) Calappa granulata Hamocyanin

e der pH ist unabhéngiq von der Temperatur pH=const.

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C und 30°C
eingestellt. Die Abb. 3.9-28 (oben) zeigt die O,-Bindungskurven des C.granulata
Hamocyanins bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.
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Abb. 3.9-28: O,-Bindungskurven, -parameter und Bohreffekt (pso, Ny und Alogpse/ApH)
von C. granulata Hamocyanin in Abhédngigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und
30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCls.
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3 ERGEBNISSE Calappa granulata

i) der psg nimmt mit steigender Temperatur zu

ii) der psg nimmt mit steigendem pH ab.

i) die Kooperativitdt (ny) nimmt mit steigender Temperatur leicht zu und ist pH-
unempfindlich

Der psy (Abb. 3.9-28, Mitte links) steigt bei pH 7.00 von 25.00+0.50 Torr bei 10°C auf
101.38+7.62 Torr bei 30°C. Bei pH 7.50 andert sich der ps, im gleichen Temperaturintervall
von 20.75%1.25 Torr auf 75.404£8.10 Torr. Bei pH 8.00 und 8.50 nimmt der pso zwischen
10°C und 30°C von 8.65+0.45 Torr bzw. 3.23+0.43 Torr auf 17.98+0.38 Torr bzw.
7.9510.15 Torr zu. Die Bohrkoeffizienten fur die jeweilige Temperatur sind in der folgenden
Tabelle aufgefuhrt.

Temperatur Alogpse/ApH

10°C -0.61
20°C -0.81
30°C -0.79

Tab. 3.9-21: Der Bohreffekt von C. granulata Hamocyanin bei verschiedenen
Temperaturen. Der ApH-Wert betrug 1.50 . Der pH der Hamocyaninlésung wurde
auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™” in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.

Der Hill-Koeffizient (ny) (Abb. 3.9-28, Mitte rechts) als ein Mal} fur die Kooperativitat der
O.-Bindung an das C. granulata Hamocyanin, steigt von 2.311£0.17 bei 10°C auf 2.80 bei
30°C. Der pH hat keinen signifikanten Einfluss auf die Kooperativitat (ny).
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3 ERGEBNISSE Calappa granulata

* Die Bindungskonstanten ky und k; aus dem Hill-Plot:

i) ky und ks nehmen mit steigender Temperatur ab; die Temperaturempfindlichkeit
ist schwach ausgepragt
i) ky und ks nehmen mit steigendem pH zu

Die Abb. 3.9-29 zeigt die aus dem Hill-Plot bestimmten Bindungskonstanten ky und k4 in
Abhangigkeit von Temperatur und pH. Die zugehdrigen Zahlenwerte sind aus der Tabelle
3.9-22 zu entnehmen.

Temperatur pH
k¢ [Torr] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0056+0.0000 | 0.0063+0.0007 | 0.026+0.003 0.099+0.015
20°C 0.0026+0.0002 | 0.0050+£0.0021 | 0.017+0.006 0.040+0.009
30°C 0.0027+0.0012 | 0.0044+0.0013 | 0.019+0.002 0.035+0.004
Temperatur pH
kn [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.34+0.04 0.75+0.25 0.96+0.05 2.92+0.42
20°C 0.14+0.00 0.394£0.19 0.83+0.17 1.71+£0.80
30°C 0.13+0.04 0.13+0.03 0.49+0.10 1.22+0.45

Tab. 3.9-22: O,-Bindungskonstanten fiir den ersten und letzten Bindungsschritt (k,
und ky) an das P.potamios Hamocyanin bei verschiedenen pH- und
Temperaturwerten. ky und ky wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

KN

;o 80

1 | 1 X O pH7.00
8 B pH750
2 ] 1 % ™ A pH8.00
B - <@ pH850
-3

3.30 340 350 3.60 3.30 3.40 3.50 3.60
1T (x109) 1T (x10%)

Abb. 3.9-29: O,-Bindungskonstanten (ky, ki) fiir C. granulata Haimocyanin. Der pH-Wert
der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C
und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war dadurch ausgeschlossen.
Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™ in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CacCl, und 20 mM MgCl,.
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3 ERGEBNISSE Calappa granulata

. Analyse nach dem Nesting-Modell fiir pH=const.

i) ke ist Temperatur und pH unabhangig

i) kr bei 10°C und 20°C etwas pH empfindlich (k&Y wenn pHY), bei 30°C keine pH-
Empfindlichkeit; k. ist temperaturempfindlich (kd wenn TT)

iii) kg und k. bei 10°C und 20°C sehr pH empfindlich (kgd & k- wenn pH{); bei 30°C
keine pH Empfindlichkeit; kg und k. sind temperaturempfindlich (ktRJf & kol wenn
)

Die Abb.3.9-30 zeigt die vier errechneten Bindungs- und allosterischen
Gleichgewichtskonstanten in Abhangigkeit von Temperatur und pH. Die zugehdrigen
Zahlenwerte flr die jeweiligen Konstanten sind aus den folgender Tabellen zu entnehmen.

Temperatur pH
ke [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 2.28+0.12 2.12+0.11 2.93+0.07 3.91+0.28
20°C 2.33+0.00 1.81+0.08 2.36+0.01 3.38+0.39
30°C 1.741£0.14 1.87+0.07 1.94+0.08 1.77+0.08
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.027+0.002 0.028+0.005 0.082+0.008 0.24+0.05
20°C 0.010+£0.000 0.017+0.002 0.058+0.005 0.13+0.00
30°C 0.0065+0.0003 | 0.010+0.002 0.032+0.007 0.065+0.010
Temperatur pH
Ker [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.0044+0.0005 | 0.0052+0.0020 | 0.011+0.002 0.046+0.034
20°C 0.0026+0.0008 | 0.0049+0.0010 0.0099 0.017+0.007
30°C 0.0021+0.0002 | 0.0033+0.0014 | 0.0086+0.0027 0.013
Temperatur pH
K [Torr™] 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 2.63+0.13 2.75+£0.11 4.47+0.27 5.73+0.59
20°C 2.92+0.06 2.57+0.24 3.31+0.08 3.87+0.42
30°C 2.88+0.11 2.71£0.12 2.71+£0.20 2.81+0.20

Tab. 3.9-23: O,-Bindungskonstanten kg, ki, ki und k¢ fUr die im Nesting-Modell
postulierten Halbmolekile der T-Konformation des C. granulata Hamocyanins bei
verschiedenen pH- und Temperaturwerten. Die Werte flr kg, kir, kv und ke wurden
aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.

Die allosterischen Gleichgewichtskonstanten Iz und I+ sind pH abhangig. Bei pH 7.00 und
7.50 zeigen beide eine Temperaturempfindlichkeit. Wird der pH auf 7.00 bzw. 7.50
eingestellt, so nimmt |g von 9.98+0.18 bzw. 9.78+0.21 bei 10°C auf 13.46+0.21 bzw.
12.18+0.36 bei 30°C zu und |; steigt von 11.78+0.03 bzw. 11.32+0.34 auf 14.43+0.26 bzw.
13.75+0.33 . Bei pH 8.00 (Ig=8.30£0.38; 11=9.84+0.23 ) u. 8.50 (Ir=6.48+0.26; |1=7.83+0.38 )
besteht keine Temperaturempfindlichkeit. Die allosterische Gleichgewichtskonstante fir das
Gesamtmolekul L, ist pH- und temperaturunempfindlich. Fur das Hamocyanin (12-mer)
betragt L, 1.18+0.36 unabhangig von pH und Temperatur.

87



3 ERGEBNISSE

Calappa granulata
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Abb. 3.9-30: 0O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstanten fiir
C. granulata Hamocyanin ermittelt mit Hilfe des Nesting-Modells. Die

Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und MgCl,. Der pH der Hamocyaninldsung wurde auf
7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein
temperaturabhangiger pH-Drift wurde dadurch verhindert.
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3 ERGEBNISSE Panulirus interruptus

3.9.13 I (pH=pH(T)) Panulirus interruptus Hamocyanin

Die O.-Bindungskurven des 6-meren Panulirus Hamocyanins wurden mit dem einfachen
MW C-Modell analysiert.

¢ der pH ist abhéngig von der Temperatur pH=pH(T)

Die Abb. 3.9-31 zeigt die O,-Bindungsparameter bei verschiedenen Temperaturen. Der
pH-Wert wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt und variiert in Abhangigkeit von der
Temperatur. Der pH andert sich von 7.95 auf 7.20, was einem ApH/°C von
0.03 pH-Einheiten entspricht.
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Abb. 3.9-31: 0O,-Bindungskurven und Bindungsparameter (ps;, nu, ky, ki) von
P. interruptus Hamocyanin in Abhangigkeit von der Temperatur. Der pH der
Hamocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der Temperatur |ndu2|erte
pH-Shift wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg *ml”
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.

Der pso, d.h. der pO,-Halbsattigungsdruck, nimmt von 5.68+0.63 Torr bei 5°C auf
20.30+0.23 Torr bei 30°C zu. Der Bohr-Koeffizient (Alogpso/ApH(T)) ist innerhalb des
pH-Bereichs von 7.95 (bei 5°C) bis 7.20 (bei 30°C) mit einem Wert von —0.67 konstant
(Abb. 3.9-31, oben links).

Die Kooperativitdt (ny) der O,-Bindung an das Hamocyaninmolekul ist temperatur-
unempfindlich. Im untersuchten pH- und Temperaturbereich besitzt ny ein Wert von
2.17+0.23 . (Abb. 3.9-31, oben rechts)

Die aus dem Hill-Plot ermittelten Bindungskonstanten Kjgiy und kygiy werden mit
zunehmender Erwarmung und gleichzeitig abnehmenden pH-Wert kleiner (Abb 3.9-31,
unten). Die Blndungskonstante der R-Konformation (kngin) fallt von 0.66+0.25 Torr bei 5°C
(pH 7.95) auf 0.17+0.04 Torr” bei 30°C (pH 7.20). Die T- Konformatlon (k1miny) erreicht bei
5°C eine maximale Bindungskonstante von O. 060+0 003 Torr", mit fortschreitender
Erwarmung verringert sich diese auf 0.033+0.002 Torr™" bei 30°C.
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3 ERGEBNISSE Panulirus interruptus

. Analyse nach dem MWC-Modell fiir pH=pH(T)

Mit einer auf dem MWC-Modell beruhenden Fit-Routine lassen sich die zwei
Bindungskonstanten ky und k;, sowie die allosterische Gleichgewichtskonstante des
Gesamtmolekuls (Lo) bestimmen.

pH pH pH
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Abb. 3.9-32: O,-Bindungs- und allosterische Gleichgewichtskonstante fur das
P. interruptus Hamocyanin. Die Datenanalyse erfolgte nach dem MWC-Modell. Der
pH der Hdmocyaninlésung wurde auf 7.50 bei 20°C eingestellt. Der pH-Shift mit der
Temperatur wurde nicht korrigiert. Die Hdmocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1
in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl,.

Die Bindungskonstanten kiwwcy und knmwc) werden mit zunehmender Erwarmung und
gleichzeitig abnehmenden pH-Wert kleiner (Abb. 3.9-32). Die Bindungskonstante der
R-Konformation (knmwc)) fallt von 0.68+0.12 Torr” bei 5°C (pH 7.95) auf 0.39+0.14 Torr bei
30°C (pH 7.20). Die T-Konformation (kiwwc) erreicht bei 5°C eine maximale
Bindungskonstante von 0.082+0.012 Torr”, mit fortschreitender Erwarmung verringert sich
diese auf 0.027+0.004 Torr" bei 30°C.

Beobachtet man in der Abb. 3.9-32 den Verlauf der allosterischen Gleichgewichtskonstante
(Lo) des Hamocyaninmolekils zwischen 5°C und 30°C, so nehmen die Werte fir von
4.00£0.00 auf 7.42+0.15 bzw. von 5.40+0.20 auf 9.29+0.11 zu. L, zeigt keine signifikante
Abhangigkeit und besitzt im untersuchten Temperaturbereich einen konstanten Wert von
3.831£0.85 .
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3 ERGEBNISSE Panulirus interruptus

3.9.14 1I (pH=const.) Panulirus interruptus Hamocyanin

¢ der pH ist unabhéngiq von der Temperatur pH=const.

Vier pH-Werte (7.00, 7.50, 8.00 und 8.50) wurden jeweils bei 10°C, 20°C und 30°C
eingestellt. Die Abb. 3.9-33 zeigt die O,-Bindungskurven und Parameter des P. interruptus
Hamocyanins bei den verschiedenen pH- und Temperaturwerten.
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Abb. 3.9-33: 0O,-Bindungskurven, -parameter und Bohreffekt (pso, ny ky, ki, und
Alog pso/ApH) von P. interruptus Hamocyanin in Abhangigkeit von der
Temperatur. Der pH der Hamocyaninldsung wurde auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei
jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Ein pH-Shift mit der Temperatur war
dadurch ausgeschlossen. Die Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml” in
einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in Gegenwart von 20 mM CaCl, und 20 mM MgCl..

91



3 ERGEBNISSE

Panulirus interruptus

i) der psp nimmt mit steigender Temperatur zu
ii) der psg nimmt mit steigendem pH ab.
ii) die Kooperativitat (ny) ist pH und Temperatur unempfindlich

Der pso (Abb. 3.9-33; Mitte links) steigt bei pH 7.00 von 21.10+0.60 Torr bei 10°C auf
29.25+2.35 Torr bei 30°C. Bei pH 7.50 andert sich der pso im gleichen Temperaturintervall
von 9.92+0.83 Torr auf 17.95+0.45 Torr. Bei pH 8.00 und 8.50 nimmt der psq zwischen 10°C
und 30°C von 6.65+0.35 Torr bzw. 4.65+0.15 Torr auf 9.93+0.28 Torr bzw. 7.65+0.15 Torr
zu. Die Bohrkoeffizienten fur die jeweilige Temperatur sind in der folgenden Tabelle
aufgefihrt.

Temperatur Alogpse/ApH
10°C -0.44
20°C -0.41
30°C -0.40

Tab. 3.9-24: Der Bohreffekt von P. interruptus Hamocyanin bei verschiedenen
Temperaturen. Der ApH-Wert betrug 1.50 . Der pH der Hamocyaninlésung wurde
auf 7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Die
Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml™” in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CacCl, und 20 mM MgCl,.

Der Hill-Koeffizient (ny) (Abb. 3.9-33; Mitte Mitte) als das Mal} fur die Kooperativitat der
O.-Bindung an das P.interruptus Hamocyanin, zeigt bei pH 7.00 und 7.50 eine
Temperaturempfindlichkeit: ny verringert sich von 2.70+0.30 (pH 7.00) bzw. 2.73+0.13 (pH

7.50) bei 10°C auf 2.10£0.30 bzw. 2.55+0.15 bei 30°C. Diese signifikante
Temperatursensitivitat geht bei pH 8.00 (ny=2.35+0.11) und 8.50 (ny=2.34+0.16) verloren.
Temperatur pH
ke [Torr™] ) 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.014+0.002 0.018+0.001 0.049+0.000 0.077+0.002
20°C 0.023+0.008 0.014+0.009 0.037+0.002 0.056+0.015
30°C 0.087+0.070 0.012+0.002 0.037+0.012 0.060+0.000
Temperatur pH
kn [TOrr™"] my 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.26+0.14 0.99+0.68 0.83+0.17 0.98+0.27
20°C 0.17+0.08 0.23+0.01 0.34+0.08 1.104£0.33
30°C 0.20+0.09 0.30+0.12 0.22+0.00 0.28+0.02

Tab. 3.9-25: O,-Bindungskonstanten (aus dem Hill-Plot) fiir den ersten und letzten
Bindungsschritt (k; und ky) an das P. potamios Hamocyanin bei verschiedenen pH-
und Temperaturwerten. k; und ky wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.
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3 ERGEBNISSE

Panulirus interruptus

. Analyse nach dem MWC-Modell ftir pH=const.
Mit einer auf dem MWC-Modell beruhenden Fit-Routine lassen sich die zwei
Bindungskonstanten ky und k;, sowie die allosterische Gleichgewichtskonstante L,
bestimmen.
Temperatur pH
k¢ [Torr"] (MWC) 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.023+0.007 0.032+0.001 0.059+0.001 0.094+0.006
20°C 0.021+£0.005 0.024+0.001 0.045+0.002 0.085+0.006
30°C 0.018+0.001 0.048+0.022 0.053+0.001 0.065+0.008
Temperatur pH
kn [Torr] (MWC) 7.00 7.50 8.00 8.50
10°C 0.52+0.09 0.75+0.06 0.79+0.01 1.131£0.15
20°C 0.33+0.06 0.4040.10 0.62+0.10 0.98+0.06
30°C 0.27+0.13 0.89+0.22 0.78+0.13 1.17+0.28

Tab. 3.9-26: O,-Bindungskonstanten (aus dem MWC-Modell) fiir den ersten und letzten
Bindungsschritt (k; und ky) an das P. potamios Hamocyanin bei verschiedenen pH-
und Temperaturwerten. k; und ky wurden aus jeweils zwei Bindungskurven ermittelt.
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Abb. 3.9-34: O,-Bindungs-
P. interruptus Hamocyanin ermittelt
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und allosterische Gleichgewichtskonstante fir das
Hilfe des MWC-Modells.

Die

Hamocyaninkonzentration betrug 0.15 mg*ml'1 in einem 0.1 M TRIS-HCI Puffer in
Gegenwart von 20 mM CaCl, und MgCl,. Der pH der Hamocyaninldsung wurde auf
7.00, 7.50, 8.00 und 8.50 bei jeweils 10°C, 20°C und 30°C eingestellt. Eine
temperaturabhangige pH-Drift wurde dadurch verhindert.

Die allosterische Gleichgewichtskonstante zeigt eine geringe pH-Empfindlichkeit. Bei pH
7.00 und 7.50 wird fur log Ly ein Wert von 5.12+1.02 ermittelt. Bei pH 8.00 und 8.50
verringert sich log Lo auf 4.02+0.49 .
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4 DISKUSSION

4 Diskussion

Untersucht wurden Hamocyanine aus sieben verschiedenen Arthropodenarten (sechs
Crustaceenarten und eine Arachnidenart). Verglichen wurde der Einfluss der Temperatur
und des pHs auf die Sauerstoffbindungseigenschaften. Neben den relativ gut
charakterisierten Hamocyaninmolekllen aus Eurypelma californicum, Astacus astacus,
Homarus americanus und Panulirus interruptus [DECKER & STERNER, 1990; DECKER,
1981; KUIPER et al, 1980], wurden drei relativ unbekannte Hamocyanine aus
Calappa granulata, Potamon potamios und Paralithodes camtschatica naher analysiert.
Neben der phdnomenologischen Betrachtung der Bindungsparameter, erfolgte eine Analyse
der molekularen Wechselwirkungen an Hand von theoretischen Modellen (Nesting- und
MWC-Modell). Ziel war es eine mogliche Beziehung zwischen der Funktion von
Hamocyaninmolekilen und dem Biotop des jeweiligen Tieres zu finden.

4.1 Die Hamolymph-Zusammensetzung

Das Hauptprotein in der Hamolymphe von Crustaceen und Cheliceren ist mit mehr als 80%
das respiratorische Protein Hdmocyanin. Neben diesem respiratorischen Protein lasst sich
aus der Hamolymphe auch ein Nicht-Respiratorisches-Protein, das sogenannte ,NRP¥,
isolieren. Weiterhin finden sich je nach Geschlecht, Entwicklungsphase und
Ernahrungszustand der Tiere verschiedene Lipoproteine in der Hamolymphe.

4.1.1 Die Lipoproteine

In der Hdmolymphe von Crustaceen und Cheliceren fanden sich artspezifische Lipoproteine
in unterschiedlicher Anzahl, Farbe und Dichte (Abb. 3.7-1). Die mit der Ultrazentrifuge in
einem Dichtegradienten aufgetrennten Lipoproteine zeigten ahnliche Absorptionsspektren
mit einem Hauptpeak im UV-Bereich zwischen 273 nm und 277 nm, sowie einen weiteren
Peak im VIS-Bereich zwischen 460 nm und 490 nm (Abb. 3.7-3). Die Absorptionsbanden im
UV-Bereich kénnen dem Proteinanteil (Apolipoprotein) des Lipoproteins zugeordnet werden.
Die mit den Lipoproteinen assozierten Carotenoide (Astaxanthin; 3-Carotin), sorgen fir die
im VIS-Bereich liegenden Banden [PATERAKI & STRATAKIS, 1997; WALLACE et al, 1967].
Die mit Hilfe einer SDS-PAGE durchgeflhrte Molekulargewichtsabschatzung (Abb. 3.7-4)
der Apolipoproteine, ergab eine gute Uberstimmung mit den Literaturwerten aus friiheren
Arbeiten [PATERAKI & STRATAKIS, 1997; STRATAKIS et al.,, 1993; STRATAKIS et al.,
1992]. Eine erste Untersuchung einiger Lipoproteine zeigte, dass der Gehalt an Cholesterin
und Triglyceriden unterschiedlich war, wobei in der Untersuchung nicht auf das Geschlecht,
Erndhrung und Entwicklungsstufe der Tiere eingegangen wurde. Der Cholesterin- und
Triglyceridgehalt ist vergleichbar mit Lipoproteinen aus anderen Arthropodenarten
[LUBZENS et al., 1997].

Ein modglicher Einfluss von Lipoproteinen auf die Sauerstoffbindungseigenschaften der
Hamocyanine wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Allerdings ist dieser
nicht von der Hand zu weisen, da bei Hamocyaninen eine Lipidbindungskapazitat
beschrieben worden ist [CUNNINGHAM et al., 1999; ZATTA, 1980] und diese kbénnte die
Affinitdt zum Sauerstoff beeinflussen.
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4.1.2 Das Nicht-Respiratorische-Protein (NRP)

Drei NRPs von E. californicum, A. astacus und C. maenas wurden naher charakterisiert. Das
NRP von E. californicum wies zu den beiden Crustaceen NRPs deutliche strukturelle
Unterschiede auf. Das M, der beiden Untereinheiten der Vogelspinne liegt mit 126 kDa und
102 kDa betrachtlich tber dem der beiden Crustaceenarten. Im EM Bild besitzt das NRP von
E. californicum eine linsenformige Gestalt, wogegen die Crustaceen ein NRP mit einer
hexameren Struktur zeigen (Abb. 3.6-2). Das NRP der Vogelspinne wird in friheren Arbeiten
[MARKL et al., 1976] als ein 16S Tetramer beschrieben. In der Arbeit von STRATAKIS et al.
(1993) wird ein aus der HL von E. californicum isoliertes Lipoprotein mit einer Dichte von
1.27 g*ml (VHDL) als das mogliche NRP diskutiert. Fir ein Lipoprotein sprechen das
SDS-PAGE Bandenmuster, welches dem eines Apolipoproteins gleicht (Abb. 3.6-1) und die
im EM erkennbare Linsenform des NRPs. Aufnahmen von Insekten-Lipoproteinen zeigen
eine im EM dem NRP aus E. californicum sehr ahnlichen Form [BLACKLOCK &
RYAN,1994]. Eine genauere Charakterisierung erfolgte nicht im Rahmen dieser Arbeit.

4.1.3 Die Hamocyanine

Die strukturell gut charakterisieten Hamocyanine [van HOLDE, 1998, 1995] aus
P. interruptus (6-mer) und E. californicum (24-mer) werden im weiteren als Referenz
verwendet. Alle Crustaceen (aulRer P. interruptus (6-mer)) Hamocyanine erscheinen im EM
als 2x6-mer (Abb. 3.5-1) und weisen gelchromatographisch ein sehr dhnliches Elutionsprofil
auf. An Hand der Elutionsvolumina lasst sich grob ein M, von etwa 950 kD flr die 2x6-mere
ermitteln (Tab. 3.3-1). Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den M, Werten von anderen
Crustaceen Hamocyaninen [ELLERTON et al., 1983; van HOLDE & MILLER, 1995; MARKL
& DECKER, 1992]. Das langere Aufbewahren bei —18°C fuhrt bei dem Hamocyanin aus
P. potamios zur teilweisen, und beim Hamocyanin aus C. granulata zu einer vollstandigen
Dissoziation in 6-mere (Abb. 3.4-2). In alkalischer PAGE zerféllt das 2x6-mer Hamocyanin
von H. americanus vollstandig in 6-mere, wahrend die anderen Hadmocyanine intakt bleiben.
Die sehr ahnlichen 2x6-mer Quartarstrukturen der Crustaceen werden aus unterschiedlichen
Untereinheiten zusammengesetzt, die sich hinsichtlich GréRe und elektrischer Mobilitat in
der SDS-PAGE deutlich unterscheiden (Abb. 3.4-1). Die Heterogenitat der Untereinheiten ist
artspezifisch und unterschiedlich stark ausgepragt. Wahrend bei P. potamios nur ein Typ
von Untereinheit erkannt wird, sind beim Hamocyanin aus C. granulata vier verschiedene
Typen zu unterscheiden. Die mit Hilfe der SDS-PAGE bestimmten relativen
Molekulargewichte (M,) der Untereinheiten (Tab. 3.4-1) sind in guter Ubereintimmung mit
Ergebnissen aus friiheren Arbeiten [ELLERTON et al., 1983; van HOLDE & MILLER, 1995].

4.2 Vergleich der Hamocyanine hinsichtlich Funktion, Biotop, Struktur
und Stabilitat

Die Hamocyanine aus den untersuchten Tieren, lassen sich an Hand ihres Lebensraumes in
zwei Gruppen gliedern. Die Gruppe (1) umfasst den Flusskrebs Astacus astacus, die semi-
terrestrisch lebende SuRwasserkrabbe Potamon potamios, sowie die Vogelspinnenart
Eurypelma californicum. Der zweiten Gruppe (2) werden die ozeanischen Crustaceen
Paralithodes camtschatica (sehr kalte Gewasser), Panulirus interruptus (kalte Gewasser)
Homarus americanus (gemaligte Gewasser) und Calappa granulata (warme Gewasser)
zugeordnet. Die Korpertemperatur dieser poikilothermen Tiere und damit die
Hamolymphtemperatur und der Hamolymph-pH, sind von der Umgebungstemperatur
abhangig. In vivo ergibt sich daher ein synergistischer Effekt durch eine temperaturbedingte
pH Verschiebung und durch eine metabolisch bedingte pH-Veranderung auf die Funktion
des frei in der Hamolymphe vorkommenden Hamocyanins,. Durch die beiden
Versuchsansatze pH=pH(T) und pH=const. konnte der reine Temperatur- und pH-Effekt auf
das Hamocyanin getrennt betrachtet werden.
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4.2.1 Gruppe (1): Astacus astacus (leptodactylus), Potamon potamios
und Eurypelma californicum

i) Die Hamocyaninfunktion bei pH=pH(T)

Der Vergleich der O,-Bindungsparameter zeigt bei diesen Tieren ein Hdmocyanin mit einer
sehr hohen O,-Affinitat und einem sehr guten Sauerstoff-Freisetzungspotential. Fir die hohe
Affinitdt im Temperaturbereich von 5°C bis 30°C sprechen die niedrigen pso-Werte. Das
Hamocyanin der SuRwasserkrabbe P. potamios weist hier die niedrigsten Werte auf. Die
deutlich ausgepragte Kooperativitat der drei untersuchten Hamocyanine sorgt fir eine gute
Mobilisierung des gebundenen Sauerstoffs am Ort des O,-Bedarfs, d.h. auf Ebene der
stoffwechselaktiven Zellen. Eine geringe Abnahme der O,-Konzentration in der Hamolymphe
fuhrt zu einer schnellen Freisetzung des am Hamocyanin gebundenen Sauerstoffs. Das 4x6-
mer Hamocyanin der Vogelspinne hat aufgrund der héheren Anzahl von O,-Bindungsstellen
eine gut doppelt so groRe Kooperativitat, wie die 2x6-mer Hamocyanine der beiden
Crustaceen. Die stark kooperative O,-Bindung ermdglicht es der Vogelspinne in ihren kurzen
aktiven Phasen, den an das Hamocyanin gebundenen Sauerstoff rasch zu mobilisieren. Die
Hamolymphzirkulation bei einer aktiven Spinne kommt vollstandig zum Erliegen und wird an
den Buchlungen nicht mehr mit Sauerstoff angreichert [PAUL et al. 1991]. Durch den
erhohten Stoffwechsel in der Aktivitdtsphase reicht der in der Hamolymphe physikalisch
geléste Sauerstoff fur einen aeroben Stoffwechsel nicht mehr aus. Die freie
O2-Konzentration nimmt am Ort des Verbrauchs rasch ab, der gebundene Sauerstoff wird
jetzt aufgrund der ausgepragten Kooperativitat des Hamocyaninmolekils rasch freigesetzt.
In der anschlieRenden Erholungsphase setzt die Hamolymphzirkulation wieder ein. Die
Hamolymphe wird an den Buchlungen wieder mit O, angereichert und die
Hamocyaninmolekile werden erneut beladen. Das Hamocyanin von A. astacus und
P. potamios hat physiologisch die gleiche Funktion, nur dass bei den Crustaceen die
Zirkulation der Hamolymphe nicht unterbrochen wird, sondern auch in der Bewegungsphase
stéandig aufrecht erhalten und an den Kiemen mit O, versorgt wird. Das Bewegungsmuster
der Krebse unterscheidet sich sehr von dem der Vogelspinne. Die Spinne bewegt sich nur
sehr selten, kurz und schnell (Jagd; Flucht), mit anschlieBender Erholungsphase zur
Reoxygenierung der Hamolymphe. Die Crustaceen bewegen sich langsamer, o6fter und
langer (Nahrungssuche) und brauchen eine kontinuierliche O,-Versorgung Uber die Kiemen.
Alle drei Hamocyanine dieser Gruppe (1) besitzen eine ausgepragte Empfindlichkeit
gegeniiber pH-Anderungen. Ist diese temperaturbedingt, so wirken der Temperatur- und pH-
Effekt (Bohr-Effekt) synergistisch auf die Sauerstoffaffinitdt des Hc-Molekils: die Affinitat
nimmt ab und der ps, steigt an. Bei dem E. californicum Hamocyanin ist der gleichzeitige
Einfluss von pH und Temperatur mit (Alogpso/ApH+Alogpse/AT)=-1.32 am starksten
ausgepragt. Etwas schwacher mit -1.09 fallt dieser bei P. potamios, so wie mit —0.82 bei
A. astacus aus. Beim Vergleich der Biotope dieser drei Tiere fallt auf, dass A. astacus eine
rein aquatische Lebensweise im SuRwasser fuhrt, wogegen die ebenfalls aus dem
SiRwasser kommende Krabbe P.potamios zu einer amphibischen Lebensweise
Ubergegangen ist. Ganzlich terrestrisch ist die in ariden Gebieten Nordamerikas lebende
Vogelspinne E. californicum. Der im Wasser lebende SuRwasserkrebs A. astacus ist
Temperaturschwankungen zwischen 5°C und 20°C ausgesetzt. P. potamios trifft in seinem
Lebensraum auf eine Temperaturspanne von 5°C im Januar und bis zu uber 25°C im
August. Den grofdten Temperaturbereich von 5°C bis zu Uber 35°C hat die Vogelspinne
E. californicum in Ihrem wustenahnlichen Lebensraum zu bewaltigen.

Die Hamocyanine dieser drei Tiere zeigen in vitro keine signifikante funktionelle
Biotopanpassung. Die pso-Werte von A. astacus und E. californicum Hamocyanin liegen trotz
der deutlich verschiedenen Lebensraume im gleichen Groéflenbereich. Die amphibisch
lebende SiRwasserkrabbe P. potamios nimmt hinsichtlich ihres Biotops eine Mittelstellung
zwischen A. astacus und E. californicum ein, das Hamocyanin von P. potamios hat aber eine
doppelt so grofie Affinitat zum Sauerstoff, wie die beiden anderen Tiere. Bei allen drei Tieren
besitzt das Hamocyanin bei einer hohen Temperatur (30°C) und niedrigem pH (7.20 bzw.
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7.50) eine hohe O -Affinitdt und ist daher in der Lage genigend Sauerstoff in der
Hamolymphe zu transportieren.

Die aus dem Hill-Plot graphisch ermittelten Bindungskonstanten k; und ky sind mit einem
relativ gro3en Fehler behaftet, so dass sie nur eine geringe Aussagekraft hinsichtlich eines
Vergleichs zwischen den Tieren haben. Beide Konstanten werden mit steigender
Temperatur und sinkendem pH kleiner. Am empfindlichsten reagiert die Bindungskonstante
fur das letzte O,-Molekul (ky) auf die kombinierte Temperaturzu- und pH-Abnahme: ky
verringert sich bei 30°C auf ein Zehntel (ein Flnftel bei E. californicum) des Wertes bei 5°C.
Die Bindung des ersten Sauerstoffmolekiils (k;) an das Hamocyanin von A. astacus,
P. potamios und E. californicum wird durch einen Temperaturanstieg mit gleichzeitiger
pH-Abnahme etwas weniger beeinflusst. Die schon bei 5°C sehr kleinen
Bindungskonstanten der drei Hamocyaninspecies verringern sich bei 30°C bis auf ein Funftel
des Ausgangswertes.

Tier-Art Tys (PH) Tso (pH) Tp (pH) Hamocyanin
A. leptodactylus 45°C (7.32) - 59°C (6.33) 12-mer
P. potamios 38°C (6.96) 59°C (6.33) 61°C (6.27) 12-mer
E. californicum 35°C (7.35) - 70°C (6.30) 24-mer

Tab. 4.2-1: Charakteristische Parameter zur Beurteilung des Einflusses der
Temperatur und pH auf die O,-Beladung verschiedener Hamocyanine. Bestimmt
aus der Abb. 3.8-2; Es bedeuten: Tys die Temperatur bis der noch Vollsattigung (rel.
O,-Beladung >0.90) vorliegt; Tso die Temperatur ab der Halbsattigung erreicht ist; Tp
die Temperatur ab der eine irreversible Denaturierung eintritt

Gemeinsam ist den drei Hdmocyaninen eine hohe Temperaturstabilitat. Das Hamocyanin
von A. leptodactylus und P. potamios denaturiert (Tp) bei 59°C (pH 6.33) bzw. 61°C (pH
6.27) (Abb. 3.8-2). Bis 70°C (pH 6.30) bleibt das Hamocyaninmolekul von E. californicum
stabil. FUr das Spinnenhamocyanin ist bei DSC-Versuchen eine Hitzestabilitat von tber 85°C
beschrieben worden [STERNER & DECKER, 1995; HUBLER, 2001]. Eine Schadingung
konnte durch ein Kontrollgel (NATIVE-PAGE) ausgeschlossen werden, so dass diese
Diskrepanz bei der thermischen Denaturierung auf die unterschiedliche Versuchsanordnung
(DSC vs. temperierte Absorptionsspektroskopie) zurickzufiuhren ist.

Die hohe Temperaturstabilitat fir das Hdmocyanin aus P. potamios und E. californicum lasst
sich gut mit den moglichen hohen Temperaturen im Biotop in Beziehung setzen. Bei
A. leptodactylus scheitert dieser Erklarungsversuch jedoch. Der Grund flr diese
ausgepragte Temperaturstabilitit muss hier eher in der Quartarstruktur der
Hamocyaninmolekile gesucht werden. Fur das 2x6-mer A. astacus Hamocyanin ist eine
Disulfidbriicke zwischen den Hexameren fir die ausgepragte Stabilitdt verantwortlich
[MARKL et al. 1992]. Wogegen bei E. californicum das 4x6mer Hamocyanin durch eine
grofRe Anzahl von nichtkovalenten Bindungen und zweiwertigen Kationen (Ca2+; Mg”) auch
bei sehr hohen Temperaturen stabilisiert wird [STERNER & DECKER, 1995]. Fir das
P. potamios Hamocyanin ist die genaue Quartarstruktur nicht bekannt, so dass Uber
mogliche kovalente Bindungen zur Stabilisierung des Molekuls als Ursache fur die
Warmestabilitat nur spekuliert werden kann.

Wenn die Uberlegung stimmt, dass das Hamocyanin aus E. californicum und P. potamios
die Aufgabe hat bei hohen Temperaturen moglichst viel Sauerstoff zu binden, um den
Verlust an physikalisch geldéstem Sauerstoff in der Hdmolymphe auszugleichen, dann sollte
das Hamocyanin dieser Tiere auch bei hohen Temperaturen fast vollstandig mit O, beladen
sein. Das Hamocyanin aus A. leptodactylus sollte aus dieser Uberlegung heraus einen
deutlich niedrigeren Beladungsgrad aufweisen, da der Flusskrebs gemaRigte Temperatur-
bedingungen in seinem Biotop vorfindet. Diese Hypothese lasst sich experimentell aber nicht
bestatigen. Das Hamocyanin aus A. leptodactylus hat mit 45°C sogar den héchsten Tys-
Wert, demgegeniber haben die Hamocyanine aus der Vogelspinne und der
SuRwasserkrabbe einen Tys-Wert von 35°C bzw. 38°C (Tab. 4.2-1). Eine vom Biotop
abhangige Temperaturanpassung der O,-Beladung, ist daher bei den Gruppe (1)
Hamocyaninen nicht festzustellen.
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» Thermodynamische Analysen fur pH=pH(T)

* Der Hill-Plot

Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

An Hand der Bindungskonstanten k, flir das erste und ky fir das letzte O,-Molekdl l1asst sich

mlt A(;1 bzw. N

—RTn(k,,, ,/x) die freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die T-

bzw. R-Form des Hamocyaninmolekils berechnen. Das AG; .. v ist bei allen drei Tieren
Temperatur und pH unabhangig (Tab. 4.2-2 und Abb. 4.2-1).

Tier AG; [kJ*mol™] AGy [kJ*mol™]
P. potamios -23.65+0.63 -31.77+1.34
A. astacus -20.74+1.29 -30.72+1.53
E. californicum -21.65+0.83 -33.00+£1.23

Tab. 4.2-2: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die niedrig-affine T- und die
hoch-affine R-Konformation der Gruppe (1) Hamocyanine. Der Temperaturbereich
lag zwischen 5°C und 30°C. Der temperaturbedingte pH-Shift wurde nicht korrigiert

Die Differenz der freien Gibbschen Energie (5AG), mit 5AG:—RT1n(kN/k,), liefert die

Information Uber die freie Energie, die dem Konformationsibergang von T nach R
innewohnt. Diese bleibt fur die Hamocyanine der Gruppe (1) im gewahlten
Temperaturbereich konstant. (Tab. 4.2-3 und Abb. 4.2-1).

Tier SAG [kJ*mol™]
P. potamios -8.12+1.53
A. astacus -9.99+1.12
E. californicum -11.35%£1.23

Tab. 4.2-3: Differenz der freien Gibbschen Energie (6AG) beim Konformationsiibergang
von der niedrig affinen T-Form in die hoch affine R-Form der Gruppe (1)
Hamocyanine. Der Temperaturbereich lag zwischen 5°C wund 30°C. Der
temperaturbedingte pH-Shift wurde nicht korrigiert
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Abb. 4.2-1: Thermodynamische Parameter (AG;, dAG, AGy) der O,-Bindung an die
Gruppe (1) Hadmocyanine. Der pH shiftet mit der Temperatur und wurde nicht nach
korrigiert.
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Die Betrage der freien Energie der Bindung von Sauerstoff an die drei Hamocyanine in der
T- oder R-Konformation sind gering. Sie liegen in der Groflenordnung einiger lonen- und
Wasserstoffbriickenbindungen (10-30 kJ*mol™”). Die Energiedifferenz zwischen der T- und
der R-Konformation fallt noch niedriger aus, so dass diese im Bereich von einigen van-der-
Waals Wechselwirkungsenergien(<10 kJ*moI'1) liegt. Diese niedrigen AG-Werte besitzen
dennoch einen sehr grolRen Einfluss auf die Bindungskonstanten k; und ky. Dieses wird

deutlich, wenn die Formel AG =—RT(k . ,/x) nach (k. v/x)=e" "

1 bzw. N
umgestellt wird. Durch den exponentiellen Zusammenhang zwischen der Kq p,y, v Und dem
AG, bewirkt eine kleine Anderung der freien Energie eine groRe Anderung der
Bindungskonstante.

Die zugehorigen Oxygenierungsenthalpien (AH) fir k; und ky sind bei allen drei

Hamocyaninen unabhangig von der Temperatur, die Bindungskonstanten k;, und ky werden

daher mit zunehmender Temperatur kleiner. Aus dem linearen Verlauf des van't Hoff Plots
AH 1 AS

(Ink =- R ?+?) lassen sich fur die einzelnen Hamocyanine folgende AH-Werte
bestimmen:
. AHy (sec.30°c) AHN (sec-30°c)
Tier [kJ*mol ] [kJ*mol ']
P. potamios -38.20 -74.85
A. astacus -52.40 -72.10
E. californicum -30.20 -59.35

Tab. 4.2-4: Bindungsenthalpien (AH) fiir O, an die T- und R-Konformation der
Gruppe (1) Hamocyanine. Der Loéslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
bertcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde auf 7.50 bzw. 7.80 fir E. californicum eingestellt, der
Temperatur bedingte pH-Shift wurde nicht korrigiert.

Bei P. potamios und E. californicum erfolgt die Bindung des letzten O,-Molekiils unter
Freisetzung von doppelt soviel Energie (AHy), wie bei der Bindung des ersten Molekiils
(AH4). Bei A. astacus ist AHy nur ein Drittel groRer als AHy. Die verschiedenen AH-Werte
haben ihre Ursache in den unterschiedlichen Warmekapazitaten (AC,) der Hamocyanine.
Denn es gilt fir die Temperaturabhangigkeit von AH:

AH(T) = AH(T,) + AC (T - T,)
und Ubertragen auf die Bindungskonstante bedeutet dies:

—Ink :E:L(ﬂ_&g) mit AIL](T):NL](TO)+AC (1_3)
RT R T T T P T

Vier Hauptterme bestimmen die Warmekapazitat eines nativen Proteins in Losung, a) die
Primarstruktur mit den kovalenten Bindungen, b) die Sekundar-und Tertiarstruktur mit den
nichtkovalenten Bindungen, c) der Hydratationsgrad und d) der Protonierungsgrad des
Proteins. Die Anderung der Warmekapazitat bei einem Konformationsiibergang, wie im
vorliegenden Fall von T nach R, wird durch die Terme b), c) und d) beeinflusst [GOMEZ et
al.1995].

Die GroRenordnung der ermittelten AH-Werte zeigen eine gute Ubereinstimmung mit
Bindungsenthalpien aus friheren Arbeiten [PARODY-MORREALE et al. 1986]. Auch die
Bindung von Sauerstoff an verschiednen Saugetier-, Mollusken- und Fischhamoglobinen
zeigt ahnlich groRe Enthalpiewerte [PELLEGRINI et al. 1999; BUGGE & WEBER 1999;
VORGER 1999; Di PRISCO et al. 1991].
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Die Analyse der

Das Nesting-Modell fir pH=pH(T)
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Bindungskonstanten

aus

dem Nesting-Modell

hinsichtlich der

Oxygenierungsenthalpien (AH), zeigt bei den beiden Krebsarten und der Vogelspinne flr alle
vier Bindungskonstanten ki, kir, kit und kit €inen linearen Verlauf des van’t Hoff Plots.

Bindungs AH(5°C-30°C) [kJ*moI'1]
konstante A. astacus P. potamios | E. californicum
kr -4.85 +2.20 +4.36
-85.60 | +7.00
kir -18.30 5°0.90°C | 20°C.30°C -63.50
+4.66 -30.75
Kir -6.75 5°C-15°C | 15°C-30°C +5.05
Ker +1.35 -33.90 -41.65

Tab. 4.2-5: Bindungsenthalpien (AH) fiir die Sauerstoffbindung an die im Nesting-
Modell postulierten Konformationen. Der O,-Léslichkeitskoeffizient wurde
berlcksichtigt. Untersucht wurde im Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde bei 20°C auf 7.50 bzw. 7.80 fur E. californicum
eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift von 0.03 pH-Einheiten pro °C wurde
nicht korrigiert.

Im Temperaturbereich bis ca. 20°C besitzen das Hamocyanin der StulRwasserkrabe und das
Hamocyanin der Vogelspinne ahnliche Bindungsenthalpien. Bei P. potamios zeigen AHr
und AH,;r eine Temperaturabhangigkeit. Die O,-Bindung wird um die 20°C an die tR-
Konformation endotherm und an die rT-Konformation exotherm.

Im Vergleich zu P. potamios und E. californicum sind die O,-Bindungsenthalpien der
einzelnen Konformationen fur das A. astacus Hamocyanin nur schwach exotherm bis
endotherm. Durch die kovalenten Di-Sulfidbriickenbindungen zwischen den Halbmolekilen
sind die Freiheitsgerade des Hamocyaninmolekiils reduziert. Dies beeinflusst die Anderung
der inneren Energie des Moleklls mit der Temperatur. Die Warmekapzitat ist dadurch
verringert und AH ist weniger stark von der Temperatur abhangig.

An Hand der vier Bindungskonstanten kg, kir, kit und kit l8sst sich mit AG = —RTh’l(k/K')

die freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die vier im Nesting-Modell postulierten
Konformationen des Hamocyaninmolekils berechnen. Bei allen drei Tieren zeigt das
AGrpis it €ine schwach ausgepragte Temperatur- und/oder pH-Abhangigkeit (Abb. 4.2-2).
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Abb. 4.2-2: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung fir die Gruppe (1) Hdmocyanine
an die im Nesting-Modell postulierten Konformationen (rR, tR, rT & tT).

Eurypelma californicum

100



4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

Die Betrage der freien Energie (AG) der Bindung von Sauerstoff an die vier im Nesting-
Modell postulierten Hamocyaninkonformationen sind wie zuvor bei den Hill-Konstanten
gering. Sie liegen ebenfalls in der GréRenordnung einiger lonen- bzw.
Wasserstoffbrickenbindungen (10-30 kJ*moI'1) und auch die Energiedifferenz zwischen den
Konformationen liegt im Bereich von einigen van-der-Waals Wechselwirkungsenergien
(<10 kJ*moI'1). Aber auch hier gilt, eine kleine Anderung beim AG, hat einen grofRen Einfluss
auf die Bindungskonstante.

Einen Zusammenhang zwischen dem ps, und den Bindungsenthalpien bzw. den AG-Werten
Iasst sich nicht herleiten. So haben das A. astacus und E. californicum Hamocyanin trotz der
sehr unterschiedlichen Lebensrdume a&hnliche ps,-Werte, besitzen aber deutlich
verschiedene O,-Bindungsenthalpien. Die AG-Werte fur die drei Hamocyanine liegen
unabhangig von Tierart, Biotop und Funktion (pso) im gleichen GréRenbereich. Die sehr hohe
Bindungsaffinitdt des P. potamios Hamocyanins findet bei den thermodynamischen
Bindungsparameter keine Entsprechung.

ii) Die Hamocyaninfunktion bei pH=const

Die getrennte Betrachtung des Einflusses der Temperatur und des pH-Wertes auf die
Bindungseigenschaften  zeigt, dass der Bohr-Effekt (Alogpso/ApH) auf die
Hamocyaninmolekiile von A. astacus, P. potamios und E. californicum groler ist, als der
Temperatureffekt (Alogpso/AT) (sieche Abb. 4.2-4). Allerdings kommt der reine
Temperatureffekt in vivo so nicht vor. Die Tiere sind nicht in der Lage den pH-Wert in der
Hamolymphe aktiv zu kontrollieren. Eine geringe Pufferwirkung haben die Proteine in der
Hamolymphe, oder die mogliche Mobilisierung von CaCO; aus dem Exoskelett kann einer
pH-Abnahme entgegen wirken [ADAMCZEWSKA & MORRIS 1994]. Trotz dieser moglichen
Puffersysteme in der Hamolymphe ist eine Temperaturdnderung immer verbunden mit einer
gleichzeitigen pH-Anderung. Dagegen ist eine pH-Abnahme der Hamolymphe bei konstanter
Temperatur aufgrund einer metabolischen und respiratorischen Azidose bei aktiven Tieren in
vivo zu beobachten. Durch eine metabolische (Bildung von D-Lactat) und einer
respiratorischen (H'+HCO3') Azidose kommt es zu einer Abnahme des pH-Wertes um bis zu
0.50 Einheiten bei Arachniden [PAUL et al. 1994] und 0.80 Einheiten bei Crustaceen
[ADAMCZEWSKA & MORRIS 1994]. Der Bohreffekt bewirkt eine Freisetzung des
gebundenen Sauerstoffs aus den Hamocyaninmolekilen und vergroRBert so den
Sauerstoffgradienten zwischen der Hamolymphe und dem stoffwechselaktiven Gewebe.

Der psg vom A. astacus Hamocyanin wird im Vergleich zu dem Hamocyanin aus P. potamios
und E. californicum von der Temperatur am wenigsten beeinflusst. Der T-Koeffizient
(Alogpse/AT) ist bei pH 7.00 und zwischen 10°C und 20°C am ausgepragtesten. Bei pH 8.00
und 8.50 ist der pso vom A. astacus Hamocyanin nahezu temperaturunempfindlich (Abb. 4.2-
4). Die amphibisch lebende Krabbe P. potamios besitzt ein Hamocyanin, welches eine
deutliche Temperaturempfindlichkeit aufweist. Bei diesem Tier ist zwischen 20°C und 30°C
der T-Koeffizient bei pH 8.00 und 8.50 am gréRten. Bei pH 7.00 und 7.50 nimmt der Einfluss
der Temperatur auf die O,-Bindungsaffinitdt des P. potamios Hamocyanins leicht ab
(Abb. 4.2-4). Das 4x6-mere Hamocyanin aus der Vogelspinne E. californicum besitzt einen
deutlichen, aber pH-unabhangigen T-Koeffizienten.

Die Hamocyanine aller drei Tiere zeigen im gesamten untersuchten pH-Bereich (7.00-8.50)
einen von der Temperatur unabhangigen und in etwa gleich groRen Bohrkoeffizienten
(A. astacus = -0.41£0.03; P. potamios = -0.47+0.07; E. californicum = -0.50+0.03). Erfolgt
eine Unterteilung des gesamten pH-Bereichs in 0.50 pH-Schritten, so wird bei P. potamios
und E. californicum eine Temperaturabhangigkeit des Bohrkoeffizients erkennbar. Bei einer
stufenweisen Berechnung des Bohrkoeffizients besitzt das Hdmocyanin von P. potamios die
groften Werte bei 20°C. Dies bedeutet, der Einfluss der Protonenkonzentration auf die
O,-Bindungsaffinitdt des Hamocyanins ist bei 20°C am starksten. Der temperatur-
empfindlichste pH-Bereich bei P. potamios ist zwischen 7.00 und 7.50 (Abb. 4.2-3, Mitte).
Das Hamocyanin von E. californicum zeigt bei konstanter Temperatur fir jeden pH-Schritt
einen nahezu konstanten Bohrkoeffizienten.
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4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

Der Einfluss der Protonenkonzentration auf die O,-Affinitat des Spinnen-Hamocyanins nimmt
mit steigender Temperatur zu, d.h. der Bohrkoeffizient wird gréRer (Abb. 4.2-3, rechts). Das
A. astacus Hamocyanin weist keine signifikante Abhangigkeit des Bohrkoeffizienten
gegenuber der Temperatur und dem pH auf (Abb. 4.2-3, links).
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Abb. 4.2-3: Nach pH-Stufen aufgeloster Bohr-Koeffizient (Alogpsi/ApH). von
Hamocyanin aus drei verschiedenen Tieren, in Abhangigkeit von pH und Temperatur.

Die Abb. 4.2-4 (links) zeigt den reinen Temperatureffekt (T-Koeffizient) in Abhangigkeit vom
pH auf den psy der drei untersuchten Hamocyanine. Dieser ist im Vergleich zum Bohr-
Koeffizienten im Betrag bis zu dreildigfach geringer, ist aber bei Beriicksichtigung des
absoluten Wertebereiches nur noch um einen Faktor 2 bis 2.5 kleiner. Die rechte Grafik gibt
den Bohr-Koeffizient fir den gesamten hier untersuchten pH-Bereich wieder. Eine erhdhte
Temperaturempfindlichkeit bringt fur das A. astacus Hamocyanin keinen Vorteil, da das Tier
Uberwiegend aquatisch lebt und es im Wasser selten zu starken Temperaturschwankungen
kommt. Im Gegensatz dazu stehen P. potamios und E. californicum, die beide aufgrund ihrer
amphibischen bzw. terrestrischen Lebensweise einen breiten Temperaturbereich ausgesetzt
sind. Der Vorteil eines groReren Temperatureffektes auf das Hamocyaninmolekil dieser
beiden Tiere, liegt in der vermehrten Freisetzung von gebundenen Sauerstoff in die
Hamolymphe bei einem Temperaturanstieg. Durch die gleichzeitige Abnahme des pH-
Wertes und den dadurch eintretenden Bohreffekt, kommt es zu einer Addition von T- und
Bohr-Effekt (Alogpso/ApH+Alogpso/AT), die O,-Bindungsaffinitat des Hadmocyanins sinkt.

Abb. 4.2-4: T- und Bohr-Koeffizient (Alogpsi/AT; Alogpsi/ApH) von Hamocyanin aus drei
verschiedenen Tieren. Das AT betragt 20°C (von 10°C bis 30°C) und das ApH
betragt 1.50 pH-Einheiten (pH 7.00 bis 8.50).
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4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

Die Kooperativitat der O,-Bindung bei 10°C, 20°C und 30°C, ausgedriickt durch den
Hill-Koeffizienten (ny), =zeigt nur bei dem Spinnen-Hamocyanin eine signifikante
pH-Abhangigkeit. Der Sauerstoff wird bei einer hdéheren Protonenkonzentration weniger
stark kooperativ gebunden und bei einer gleichzeitigen Temperaturerniedrigung verringert
sich die Kooperativitdt des E. californicum Hamocyanins zusatzlich (Abb. 4.2-5, links). Die
beiden Crustaceen-Hamocyanine zeigen nur eine leichte Beeinflussung der Kooperativitat
durch pH und Temperatur. Die Kooperativitat des A. astacus Hamocyanins zeigt bei 10°C
und 20°C eine gewisse pH-Empfindlichkeit: der Hill-Koeffizient wird mit niedrigeren
pH-Werten kleiner. Bei 30°C hat die kooperative O,-Bindung ihre pH-Empfindlichkeit
verloren (Abb. 4.2-5, rechts).

10°C 20°C 30°C
Abb. 4.2-5: Die Kooperativitit (ny) der O,-Bindung an das Hamocyanin aus
E. californicum, A. astacus und P. potamios, in Abhangigkeit von pH und Temperatur.

Das Hamocyanin von P. potamios zeigt nur bei 10°C eine gering pH-empfindliche
Kooperativitat. Sie nimmt mit steigendem pH leicht zu (Abb. 4.2-5, links). Bei 20°C und 30°C
bindet das P. potamios Hamocyanin den Sauerstoff unabhéngig vom eingestellten pH mit
einer konstanten Kooperativitdt (Abb. 4.2-5, rechts). Es zeigt sich, dass das 4x6-mere
Hamocyanin gegentber den beiden 2x6-meren empfindlicher auf pH- und
Temperaturanderungen reagiert.
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Abb. 4.2-6: Die Kooperativitat (ny) der O,-Bindung an das Hamocyanin aus A. astacus,
P. potamios und E. californicum in Abhangigkeit von pH und Temperatur als
Hohenliniendarstellung. Die Bereiche mit der hdchsten Kooperativitat sind rot.

Die drei Hamocyaninspezies besitzen hinsichtlich der Kooperativitdt ihr Optimum bei
verschiedenen Temperatur- und pH-Werten.

Das Hamocyanin des Flusskrebses A. astacus hat seine maximalen ny-Werte bei 20°C ab
pH 7.50 (Abb. 4.2-6, links). Hier spiegelt sich das Biotop in der Funktion des Hamocyanins
wieder, Temperaturen oberhalb von 20°C sind fur A. astacus in seinem Frischwasserbiotop
sehr selten. Fur eine Adaption der Funktion des Hamocyanins an eine Temperatur oberhalb
von 20°C besteht daher keine Notwendigkeit. Die hohe Kooperativitat bei 20°C Uber einen
grolen pH-Bereich (pH 7.50-8.50), garantiert den gerade bei ,warmen‘ Temperaturen
aktiven Tieren eine gute Sauerstoffversorgung.

Das P. potamios Hamocyanin hat sein Kooperativitdtsoptimum zwischen 15°C und 25°C,
und in einem pH-Bereich von 7.25 bis 7.75 (Abb. 4.2-6, Mitte). Der genannte Temperatur-
und pH-Bereich entspricht dem, den die nachtaktiven Tiere bzw. das Hamocyanin in ihrem
Biotop bzw. in der Hamolymphe in der Nacht vorfinden. Die erhdhte Stoffwechselaktivitat
wahrend den Aktivitdtsphasen, flihrt zu einer Abnahme des pHs in der Hdmolymphe auf
einen Wert unter 7.50 . Auch hier finden die Umweltbedingungen des Biotops eine
Entsprechung bei der Funktion (Kooperativitat) des Hdmocyanins.

Bei dem E. californicum Hamocyanin ist der Bereich hoher Kooperativitat sehr grof3. Dieser
reicht von 10°C und pH 8.50 bis 30°C und pH 7.25 (Abb. 4.2-6, rechts). Dieser Bereich
stimmt gut mit den Temperatur- und pH-Bedingungen Uberein, mit denen das Hamocyanin
im Biotop der Vogelspinne konfrontiert wird. Temperaturen von unter 10°C in der Nacht und
von Uber 30°C im Schatten am Tage sind in dem ariden Biotop keine Seltenheit. Dies
bedeutet fir das Hamocyanin, bei diesen Temperaturen und den damit verbundenden pH-
Werten, eine schnelle Sauerstoffaufnahme und —abgabe zu gewahrleisten. Die Funktion
(Kooperativitat) hat sich an die Umweltbedingungen im Biotop adaptiert.
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4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

» Thermodynamische Analysen fiir pH=const

. Der Hill-Plot
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Bei den AG-Werten besteht zwischen den beiden Versuchsansatzen pH=pH(T) und
pH=const. kein signifikanter Unterschied. Die bei pH=const. aus dem Hill-Plot bestimmten
AG-Werte fur die T- bzw. R-Konformation der drei Hdmocyaninspezies haben ebenfalls die
GroRenordnung einiger lonen- und Wasserstoffbriickenbindungen (15-35 kJ*mol™). Auch die
mit ca. 10kJ geringe Energiedifferenz zwischen den beiden Konformationen findet sich bei
pH=const. sowie bei pH=pH(T). Es gilt auch hier, das die niedrigen AG-Werte durch den

exponentiellen Zusammenhang (k,,,. /x)=e"?*" einen sehr groRen Einfluss auf die
Bindungskonstanten k4 und ky besitzen.

T

]
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Abb. 4.2-7: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die niedrigaffine T- (AG;)
und hochaffine R-Form (AGy) dreier Hdmocyanine aus drei verschiedenen Spezies.
Die Werte fir AG4 bilden die obere, die Werte fir AGy bilden die untere Flache.

Die Oxygenierungsenthalpien (AH) fur pH=const., sind fiur das E. californicum und
A. astacus Hamocyanin nicht bei allen pH-Werten temperaturunabhangig. Bei diesen beiden
Tieren bleiben die Bindungskonstanten ks und ky bei pH 8.50 (k;, AST), 8.00 (kn, AST) und
7.50 (kn, EURY) mit zunehmender Temperatur konstant, die Steigung des van’t Hoff Plots
geht gegen Null und damit auch das AH.

Aus dem linearen Verlauf des van’'t Hoff Plots (lnk=-%%+A—;) lassen sich fir die

einzelnen Hamocyanine die folgenden AH-Werte bestimmen:

Abb. 4.2-8: Bindungsenthalpien fiir O, an die T- und R-Konformation drei
verschiedener Hamocyanine. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
berlcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers war konstant. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde
dadurch korrigiert.
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4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

Bei allen drei Tieren ist die pH-Empfindlichkeit von AH bei der Bindung des letzten O,-
Moleklls (ky) an das Hamocyanin deutlich ausgepragter, als es bei der Bindung des ersten
O,-Molekills (k1) der Fall ist (Abb. 4.2-8, rechts).

. Das Nesting-Modell fir pH=const
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Fur die Hdmocyanine der drei untersuchten Spezies gelten folgende Feststellungen:

Die freie Gibbsche Energie (AG) der Sauerstoffbindung fiir die vier im Nesting-Modell
postulierten (Unter-)Konformationen rR, tR, rT und tT hat die gleiche Grélzenordnung, wie
die zuvor aus dem Hill-Plot fur die R- und T-Konformation berechneten AG-Werte. Das 6AG
fur die jeweils zwei moéglichen Unterkonformationen innerhalb der R- oder T-Konformation
des Gesamtmolekiils betragt ~10kJ*mol™. Dies entspricht der im Hill-Plot bestimmten AG-
Differenz zwischen der R- und T-Konformation (MWC-Modell) fur das Gesamtmolekul (vergl.
Abb. 4.2-7). Auf der Ebene der Unterkonformationen sind die AG-Werte zwischen rR und rT
bzw. tR und tT gleich grol3.

Das AG der O,-Bindung an die hochaffine rR- und rT-Konformation zeigt sich bei dem
A. astacus und dem E. californicum Hamocyanin als pH und Temperatur unempfindlich. Die
blauen AG-Flachen weisen keine andersfarbigen Maxima und Minima auf (Abb. 4.2-9 & 4.2-
11, oben). Bei dem P. potamios Hamocyanin zeigt das AG fur die rR- und rT-Konformation
im neutralen pH-Bereich eine Temperaturempfindlichkeit, das AG hat hier bei 10°C ein
Minimum. In der 3-D-Grafik hat die blaue AG-Flache dort ein grinliches Maximum (Abb. 4.2-
10, oben). Bei den niedrigaffinen Konformationen tR und tT besteht bei allen drei
Hamocyaninspezies flir das AG eine gewisse pH- und Temperaturempfindlichkeit. Die
grinlichen AG-Flachen besitzen fir diese Unterkonformationen Maxima und Minima
(Abb. 4.2-9, 4.2-10 & 4.2-11, unten).

Das AG-Flachenrelief der tR- und vor allem der tT-Konformation finden sich bei den AG-
Flachen fur die T-Konformation des Gesamthamocyanins aus dem Hill-Plot wieder (vergl.

Abb. 4.2-7). Am deutlichsten ist dies beim A. astacus und P. potamios Hamocyanin zu
erkennen.

AG [kJ*mol ]

AG [kJ*mol™]

Abb. 4.2-9: Freie Gibbsche Energie AG der O,-Bindung an das A. astacus Hamocyanin
fur die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT und tT. Der
Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde berlcksichtigt. Untersucht wurde der
Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant
gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.
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Abb. 4.2-10: Freie Gibbsche Energie AG der O,-Bindung an das P. potamios Hamocyanin
far die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT und tT. Der
Laslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde beriicksichtigt. Untersucht wurde der
Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant
gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.

AG [kJ*mol™]
AG [kJ*mol™]
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Abb. 4.2-11: Freie Gibbsche Energie AG der O,-Bindung an das E. californicum
Hamocyanin fur die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT
und tT. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde berlcksichtigt. Untersucht
wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers

wurde konstant gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch
korrigiert.
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4 DISKUSSION [A. astacus, P. potamios, E. californicum)

Die Betrachtung der Oxygenierungsenthalpien fur die vier Konformationen des Nesting-
Modells, zeigt flr das A. astacus Hamocyanin bei der tT-Konformation eine signifikante pH-
Abhangigkeit. Mit der Abnahme der H'-Konzentration kommt es zu einer verstarkt
exothermen Sauerstoffbindung an die tT-Konformation. Die drei restlichen Unter-
Konformationen des A. astacus Hamocyanins binden den Sauerstoff pH-unabhangig und mit

einer sehr schwachen exothermen bis schwach endothermen Bindungsreaktion
(Abb. 4.2-12).

Im untersuchten pH-Bereich bindet das P. potamios Hamocyanin den Sauerstoff nur in der
tT-Konformation exotherm. Bei den Ubrigen Konformationen erfolgt die O,-Bindung
Uberwiegend endotherm. Die grofite endotherme Oxygenierungsenthalpie besitzen die sehr
affinen rR- und rT-Konformationen bei pH 7.0 und 7.5 (Abb. 4.2-12, links).

Die tR-Konformation des E. californicum Hamocyanins besitzt im Alkalischen die héchsten
Oxygenierungsenthalpien. Die berechneten k-Werte flr die tR-Konformation sind sehr klein
und lassen sich im Alkalischen aufgrund ihres geringen Anteils nur schwer bestimmen. Bei
héheren pH-Werten ist der relative Anteil dieser niedrig-affinen tR-Konformation am
Gesamtpool der vier Konformationen sehr gering [STERNER, 1990], so dass diese trotz der
hohen Enthalpiewerte keinen groRen Einfluss auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des
Vogelspinnen Hamocyanins hat. Bei der tT-Konformation kommt es, beim Ubergang vom
Neutralen hin zum Alkalischen, bei den Enthalpiewerten zu einem Vorzeichenwechsel
(Abb. 4.2-12, unten rechts). Die O,-Bindung an die affine rR- und rT-Konformation erfolgt im
untersuchten pH-Bereich exotherm. Dabei ist fur die rT-Konformation eine pH-Abhangigkeit
festzustellen: Die AH-Werte werden groRer mit abnehmender H*-Konzentration.

AH [kJ*mol™]
AH [kJ*mol™]

AH [kJ*mol']
AH (kJ*mol ]

Abb. 4.2-12: Bindungsenthalpien (AH) von O, an Hamocyanin aus drei verschiedenen
Tierarten fir die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT und tT.
Der Léslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde bertcksichtigt. Untersucht wurde der
Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant
gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.

108



4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata, P. interruptus)

4.2.2 Gruppe (2): Paralithodes camtschatica, Homarus americanus,
Calappa granulata und Panulirus interruptus

i) Die Hamocyaninfunktion bei pH=pH(T)

Das 12-mere Hamocyanin der Steinkrabbe P. camtschatica und des Hummers
H. americanus zeigen hinsichtlich des ps, ahnliche Eigenschaften. Beide Hamocyanine
besitzen bei 5°C einen, im Vergleich zu den anderen untersuchten Arthropoden-
Hamocyaninen, deutlich hoéheren ps,. Beide Tiere leben in kalten und O,-reichen
Gewassern, so dass die Konzentration an physikalisch geléstem Sauerstoff in der
Hamolymphe hoch ist. Ein Hdmocyanin mit einem hohen ps, ist daher auch in Gegenwart
von relativ hohen O,-Konzentrationen in der Lage zusatzlichen Sauerstoff im Bedarfsfall
(Flucht, Angriff, Jagd) abzugeben, ein zu affines Hamocyanin mit einem kleinen pso-Wert
ware dazu nicht fahig. Es kann davon ausgegangen werden, dass das Hamocyanin bei
Tieren in O,-reichen Gewassern eine untergeordnete Rolle beim Sauerstofftransport spielt.
Wie schon in friiheren Arbeiten [LALLIER, F. & TRUCHOT, J.P. 1989] beschrieben, wird
unter norm-oxischen Bedingungen der O,-Bedarf zu 80% von dem in der Hdmolymphe
physikalisch geldstem Sauerstoff gedeckt. Erst bei hypo-oxischen Bedingungen wird die O,-
Lieferung zu uber 90% von dem Hamocyanin uUbernommen. Die unterschiedlichen
Aktivitatsmuster von P. camtschatica und H. americanus spiegeln sich in der Kooperativitat
und dem Brutto-Bohreffekt (Alogpso/ApH + Alogpso/AT) des jeweiligen Hamocyanins wieder.
Mit einem Brutto-Bohreffekt von -0.94 und einer Kooperativitdt von 4.05 bei 5°C ist das
Hummer-Hamocyanin in der Lage den gebunden Sauerstoff wahrend den starken
Aktivitatsphasen des Hummers schnell abzugeben. Das Hamocyanin der tragen und
langsamen Steinkrabbe mit einem Brutto-Bohreffekt von —0.65 und einer Kooperativitat von
2.50 bei 5°C ist fur Aktivitdtsspitzen mit einem stark erhéhten Sauerstoffbedarf nicht
optimiert.

Von den hier untersuchten Tieren besitzt die im Mittelmeer lebende Schamkrabbe
Calappa granulata das Temperatur/pH empfindlichste Hamocyanin. Die O, -Affinitat ist bei
5°C und basischen pH mit einem pso von 6.50 Torr am héchsten, wird die Temperatur auf
30°C (pH 7.20) erhéht kommt es zu einer dramatischen Abnahme der O.-Bindungsaffinitat,
der pso steigt auf Gber 100 Torr. Da C. granulata in Tiefen von 30 bis 150m lebt, sind grof3e
Temperaturdifferenzen fur dieses Tier unbekannt. Im europdischen Mittelmeer sind in
grofdten Tiefen nie weniger als 12°C gemessen worden [TARDENT, P. 1979], so dass flr
den Lebensraum von C. granulata ein Temperaturbereich von 15°C bis 20°C angenommen
werden kann. Das Hamocyanin der Schamkrabbe besitzt fur diesen Temperaturbereich
einen psg zwischen 20 und 30 Torr, dies entspricht einer O,-Konzentration von ca. 26 bis
36 uM*I". Im Oberflachenwasser des Meeres sind im Mittel (abhangig von der Salinitat) bei
einem Luftdruck von 1013 mbar 280 pM*I'1 O, geldst. In der Oberflachenschicht halt sich die
Produktion und der Verbrauch von O, durch die Organismen die Waage, die
Sauerstoffkonzentration bleibt konstant. Mit zunehmender Tiefe Uberwiegen in tropischen
und subtropischen Meeren die O, konsumierenden Prozesse, die Sauerstoffkonzentration
nimmt ab. In einer Tiefe von 150 m verringert sich der O,-Gehalt auf ca. 240 pM*I'1, dies
bedeutet ein Hadmocyanin mit einem ps, von umgerechnet 36 pM*I’1 ist aber immer noch zu
100% mit Sauerstoff beladen. Die Sauerstoffkonzentration im Litoral und Sublitoral warmer
und kalter Meere kann daher kein limitierender Faktor fur die Verbreitung der dort lebenden
Crustaceen sein. Interessant bei dem Hamocyanin der Schamkrabbe ist der ungewdhnlich
stark ausgepragte Brutto-Bohreffekt von —1.62; dies ist der héchste Wert unter den in dieser
Arbeit untersuchten Hamocyaninen. Auch bei der Kooperativitdt zeigt das C. granulata
Hamocyanin eine Anpassung an das warmere Biotop. Die héchsten Kooperativitatswerte
werden im oberen Temperaturbereich erreicht. Hohere Temperaturen steigern die
Stoffwechselrate, wodurch eine metabolische Azidose der Hamolymphe eintritt. Der
ausgepragte Brutto-Bohreffekt des Hamocyanins ermdglicht daher eine schnelle Freisetzung
des gebunden Sauerstoffs. Die héhere Kooperativitat wiederum gewahrleistet eine schnelle
Reoxygenierung des Hamocyanins an den Kiemen.
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Die Temperatur- bzw. pH-Empfindlichkeit des pso-Wertes des 6-mer Hamocyanins aus
P. interruptus ist im Vergleich zu den zuvor betrachteten Crustaceenarten deutlich geringer.
Der Brutto-Bohreffekt und der Hill-Koeffizient sind fast identisch mit dem 12-mer
Hamocyanin der Steinkrabbe P. camtschatica. Der geringe pso-Wert passt eher zu den
Gruppe (1) Hdmocyaninen. Eine Notwendigkeit fir solch ein affines Hdmocyanin besteht flr
P. interruptus eigentlich nicht, denn das kalte und O,-reiche Wasser seines Biotopes
gewahrleistet immer eine sehr gute Sauerstoffversorgung.

Wahrend der Winter-Migration von P. interruptus in warmere Gewasser kommt es zu einem
erhdhten Stoffwechsel und O,-Bedarf, um diesen decken zu kénnen muss die Herzfrequenz
und damit die Hamolymphzirkulation an den Kiemen erhdht werden. Jetzt ist das sehr affine
Hamocyanin von Vorteil, denn es ermoglicht auch bei einem schnellen Durchgang der
Hamolymphe durch die Kiemen eine effektive Sauerstoffbindung. Die beladenen
Hamocyaninmolekile dienen in Zeiten maximaler Aktivitat (z.B. Winter-Migration) und fur
den Fall, dass der physikalisch geléste Sauerstoff den Bedarf nicht decken kann, als O,-
Reservoir.

Hinsichtlich ihrer Sauerstoffbeladung in Abhangigkeit von Temperatur und pH (pH=pH(T))
zeigen zwei 12-mer Hamocyanine ahnliche Eigenschaften. Eine Ausnahme ist das
P. camtschatica Hamocyanin mit einem deutlich niedrigeren Tys-Wert.

Tier-Art Tvs (PH) Tso (pH) Tp (pH) Hamocyanin
C. granulata 26°C (7.32) 35°C (7.05) 59°C (6.33) 12-mer
H. americanus 26°C (7.32) 38°C (6.96) 54°C (6.48) 12-mer
P. camtschatica 20°C (7.50) 35°C (7.05) 52°C (6.54) 12-mer
P. interruptus 35°C (7.05) 59°C (6.33) 65°C (6.15) 6-mer

Tab. 4.2-6: Charakteristische Parameter zur Beurteilung des Einflusses der
Temperatur und pH auf die O,-Beladung verschiedener Hamocyanine. Bestimmt
aus der Abb. 3.8-1 u. 3.8-2 ; Es bedeuten: Tys die Temperatur bis der noch
Vollsattigung (rel. O,-Beladung >0.90) vorliegt; Tso die Temperatur ab der
Halbsattigung erreicht ist; Tp die Temperatur ab der eine irreversible Denaturierung
eintritt

Das Hamocyanin der Steinkrabbe ist hinsichtlich der O,-Vollsattigung, deutlich temperatur-/
pH-empfindlicher, als die restlichen Gruppe (2) Hamocyanine. Dieser niedrige Tys-Wert
scheint eine Kaltwasseradaptation dieser Krabbenart zu sein. Der Vorteil ist eine gewisse
Regulierbarkeit der O,-Beladung bei niedriger Temperatur und basischem pH, auch bei
hohen Sauerstoffpartialdriicken.

Es ist interessant, dass das Hamocyanin aus P. interruptus diese Kaltwasseradaptation nicht
aufweist, sondern im Gegenteil, dass es bis 35°C (pH 7.05) eine O,-Vollsattigung besitzt und
erst bei 59°C (pH 6.33) die Halfte seiner O,-Molekdle verliert. Auch die Denaturierung erfolgt
im Vergleich zu den Uubrigen Gruppe (2) Hamocyaninen bei einer deutlich hdéheren
Temperatur. In einer friiheren Arbeit [HRISTOVA, R. et al. 1997] wird ein Tp von 67°C fur ein
Panulirus Hdmocyanin in der apo-Form beschrieben.

Es muss unterschieden werden zwischen der Uberwiegend pH-abhangigen
Sauerstoffbeladung und der temperatur-/pH-abhangigen Molekilstabilitat, charakterisiert
durch die Denaturierungstemperatur (Tp). Die O,-Beladung wird hauptsachlich durch den
Bohrkoeffizienten beeinflusst, wogegen flur die Stabilitdt der oligomeren Hamocyanine die
chemisch-physikalischen Eigenschaften der Untereinheiten entscheidend sind. Ein 12-mer
Hamocyanin sollte daher aufgrund der groferen Anzahl von Untereinheiten und den damit
verbundenen Wechselwirkungen deutlich stabiler sein als ein 6-mer Hamocyanin. Diese
Annahme lasst sich fir das P. interruptus Hamocyanin aber nicht bestatigen. Die Art der
Wechselwirkungen spielt bei der Temperaturstabilitat ebenfalls eine grof3e Rolle.
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So werden z.B. die hydrophoben Wechselwirkungen mit zunehmender Temperatur starker
und auch der pH wirkt sich je nach Aminosaurensequenz der Untereinheiten stabilisierend
oder destabilisierend auf das Hamocyanin aus. So kann die hohe Temperaturstabilitat des
P. interruptus Hamocyanins durchaus auf hydrophobe Wechselwirkungen der $ und y
Untereinheiten zurickzufihren sein. Immunologisch lassen sich fir Crustaceen-
Hamocyanine drei Untereinheitentypen o, B und y unterscheiden [MARKL, J. et al. 1986].
Unterschiedliche Kombinationen dieser Untereinheiten ergeben Hamocyanine mit
unterschiedlichen chemisch-physikalischen und funktionellen Eigenschaften; unabhangig
von der Aggregationshohe.

Der synergistische Effekt von pH und Temperatur auf den Sauerstoffbeladungsgrad ist beim
C. granulata, H. americanus und P. camtschatica Hamocyanin von allen hier untersuchten
Hamocyaninen am starksten ausgepragt. Das P. interruptus Hamocyanin zeigt dagegen nur
eine reine Temperaturempfindlichkeit; die gleichzeitige pH-Abnahme hat einen geringen bis
gar keinen Effekt auf die O,-Beladung (s. Tab. 3.8-1, S.39). Am temperaturempfindlichsten
erweist sich das P. camtschatica Hdmocyanin, diese Eigenschaft passt wiederum gut zu der
schon zuvor vermuteten Kaltwasseradaptation.

» Thermodynamische Analysen fur pH(T)
* Der Hill-Plot

Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

An Hand der Bindungskonstanten k, flir das erste und ky fiir das letzte O,-Molekdl 1asst sich
mit AG,,,, v =—RTIn(k,,, v/x) die freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die T-

bzw. R-Form des Hamocyaninmolekils berechnen. Das AG;p.w. n ist bei allen vier Tieren
temperatur- und pH-unabhangig (Tab. 4.2-7 und Abb. 4.2-13). Das 6-mer Hamocyanin von
P. interruptus besitzt signifikant hohere AG-Werte fur die Bindung des ersten
Sauerstoffmolekiils. Der Aggregationsgrad der Hamocyanine scheint hier eine Rolle zu
spielen.

Tier AG; [kJ*mol™] AGy [kJ*mol™]
P. camtschatica -18.64+£1.12 -28.50£1.99
H. americanus -18.78+0.92 -27.70+0.82
C. granulata -20.02+1.34 -28.09£1.15
P. interruptus -23.3411.01 -29.28+2.06

Tab. 4.2-7: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die niedrigaffine T- und
hochaffine R-Form vier Hamocyanine aus verschiedenen Tierarten. Der O,-
Loslichkeitskoeffizient (k) wurde bericksichtigt. Untersucht wurde im Temperatur-
bereich von 5°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde bei 20°C auf 7.50
eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift von 0.03 pH-Einheiten pro °C wurde
nicht korrigiert.

Die Differenz der freien Gibbschen Energie (SAG), mit 5AG:—RT1n(kN/k1), liefert wie
schon zuvor die Information Uber die freie Energie, die dem Konformationsuibergang von T
nach R innewohnt. Diese bleibt fur die Hamocyanine der Gruppe (2) im gewahlten
Temperaturbereich konstant. (Tab. 4.2-8 und Abb. 4.2-13). Die Energiedifferenz 6AG
zwischen der affinen R-Konformation und der weniger affinen T-Konformation ist fur das 6-
mer Hamocyanin aus P. interruptus deutlich geringer, als fir die 12-mer Hdmocyanine.
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Tier SAG, [kJ*mol™]
P. camtschatica -9.79+1.76
H. americanus -8.92+1.14
C. granulata -8.07+£2.04
P. interruptus -5.94+2.20

Tab. 4.2-8: Differenz der freien Gibbschen Energie (6AG) beim Konformationsiibergang
von der niedrigaffinen T-Form in die hochaffine R-Form bei vier Hdmocyaninen aus
verschiedenen Tierarten.
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Abb. 4.2-13: Thermodynamische Parameter (AG,, 8AG, AGy) der O;-Bindung an

Hamocyanine aus vier verschiedenen Tieren. Die Parameter wurden mit Hilfe des
Hill-Plots ermittelt. Der pH shiftet mit der Temperatur und wurde nicht korrigiert.

Die Betrage der freien Energie der Bindung von Sauerstoff an die vier Hamocyanine in der
T- oder R-Konformation sind auch hier gering. Sie liegen in der GrélRenordnung einiger
lonen- und Wasserstoffbriickenbindungen (10-30 kJ*mol™). Die Energiedifferenz zwischen
der T- und der R-Konformation fallt noch niedriger aus, so dass diese im Bereich von einigen
van-der-Waals Wechselwirkungsenergien(<10 kJ*moI'1) liegt. Diese niedrigen AG-Werte
besitzen dennoch einen sehr grof3en Einfluss auf die Bindungskonstanten k; und ky. Dieses

wird deutlich wenn die Formel AG,,, y=-RTIn(k . ,/x) nach (k. y/x)=e*7 "

umgestellt  wird. Durch den exponentiellen Zusammenhang zwischen der
Bindungskonstanten und dem AG, bewirkt eine kleine Anderung in der freien Energie eine
grofRe Anderung bei der Bindungskonstante.
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AH1 A
Aus dem linearen Verlauf des van't Hoff Plots (lnk=-?? +?S) lassen sich fir die

einzelnen Hamocyanine folgende AH-Werte bestimmen:

Ter | et | ot
P. camtschatica -3.95 +5.25
H. americanus -25.75 -45.40
C. granulata -67.60 -36.35
P. interruptus -22.90 -46.30

Tab. 4.2-9: Bindungsenthalpien fiir Sauerstoff an die T- und R-Konformation vier
verschiedener Hamocyanine. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
berlcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde auf 7.50 eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift
wurde nicht korrigiert.

Die Bindungsungsenthalpien (AHpw n) fUr ki bzw. ky sind bei drei Hamocyaninen
unabhangig von der Temperatur, d.h. die Auftragung von In(kqpw. n) VS. 1/T im van’t Hoff
Plott ergibt eine Gerade mit einer positiven Steigung. Eine Ausnahme bildet das
P. camtschatica Hdmocyanin mit seinen temperaturunabhangigen Bindungskonstanten. Die
im van’t Hoff Plott bestimmten Bindungsenthalpien AH; und AHy liegen nahe bei Null. Die
Bindung des Sauerstoffs an das Hamocyanin der Steinkrabbe bendtigt daher weder Energie
(endotherme Bindung), noch wird Energie freigesetzt (exotherme Bindung). Diese
besondere thermodynamische Eigenschaft kann als eine Funktionsanpassung des
P. camtschatica Hamocyanins an das subpolare Biotop interpretiert werden. Der Vorteil von
kleinen AH-Werten besteht fur dieses Hamocyanin darin, dass es fiur die Bindung von O; in
den Kiemen und bei der Abgabe im Gewebe kaum Energie (Warme) bendtigt. Diese Art von
thermodynamischer Anpassung wurde zuvor schon bei Hamoglobinen aus Tieren im
arktischen und antarktischen Lebensraum beschrieben [PRISCO et al. 1991].

Eine Auffalligkeit findet sich bei dem Hamocyanin aus der in warmen Gewassern lebenden
Krabbe C. granulata: die Sauerstoffbindung des ersten O,-Molekiils ist hier fast doppelt so
exotherm wie die Bindung des letzten O,-Molekils. Bei allen anderen in dieser Arbeit
untersuchten Hamocyaninen verhalt es sich genau umgekehrt. Was ist der Vorteil einer
thermodynamisch begunstigten Bindung des ersten Sauerstoffmolekiils an die niedrig affine
T-Konformation? Hoéhere Wassertemperaturen bewirken eine Zunahme der H'-
Konzentration (pH-Abnahme) in der Hdmolymphe. Die Protonen wiederum stabilisieren als
Effektoren die T-Konformation des Hamocyanins, welches zu einer Verschiebung des
allosterischen Gleichgewichtes zu Gunsten der T-Konformation fuhrt. Deutlich wird dies bei
C. granulata durch einen hohen ps-Wert zwischen 20°C und 30°C (s. Abb. 3.9-26).
Gleichzeitig ist in wameren Gewassern der Sauerstoffgradient an den Kiemen durch die
reduzierte Konzentration an gelésten Sauerstoff kleiner und das Hamocyanin kann im Falle
einer erhdhten Aktivitat der Krabbe nicht mehr vollstandig beladen werden. Wenn keine
Sattigung vorliegt befinden sich nicht alle Hdmocyaninmolekile in der R-Konformation und
die O,-Versorgung muss auch mit den weniger affinen T-Konformationen gewahrleistet sein.
Eine exotherme Bindung des Sauerstoff an die T-Konformation ist daher von Vorteil.

Die geringen Unterschiede in den Bindungsenthalpien zwischen dem H. americanus und
P. inferruptus  Hamocyanin zeigen, dass ahnliche Biotopbedingungen &hnliche
thermodynamische Bindungseigenschaften bewirken. Die Aggregationshéhe hat auf die
Enthalpie keinen Einfluss.

Im Allgemeinen sind die Unterschiede in den Bindungsenthalpien zwischen der T- und R-
Konformation auf die unterschiedlichen Warmekapazitaten (AC,) der Hamocyaninmolekile
zurlckzufuhren (s. auch S. 99).
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¢ Das Nesting-Modell flir pH=pH(T)
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Die Analyse der Bindungskonstanten (kr, kir, kit und kir) aus dem Nesting-Modell, zeigt
hinsichtlich der Oxygenierungsenthalpie (AH) fur die 12-mer H&mocyanine aus
P. camtschatica, H. americanus und C. granulata einen linearen Verlauf des van’t Hoff Plots.

Fir das hexamere Hamocyanin aus P. interruptus erfolgt die Analyse nach dem MWC-
Modell in Kapitel 4.2.3 in der hier vorliegenden Arbeit.

Bindungs AH [kJ*mol™]
konstante | p, camtschatica | H. americanus | C. granulata
Kr -18.35 +2.10 -8.55
kir -21.30 -5.65 -84.32
Kt -10.85 -15.80 -6.75
Kt +3.40 -38.85 -78.75

Tab. 4.2-10: Bindungsenthalpien fiir Sauerstoff an die im Nesting-Modell postulierten
Konformationen rR, tR, rT und {T. Der O,Ldslichkeitskoeffizient wurde
bertcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde bei 20°C auf 7.50 eingestellt, der Temperatur bedingte
pH-Shift von 0.03 pH-Einheiten pro °C wurde nicht korrigiert.

Beim C. granulata Hamocyanin zeigt der Vergleich der Bindungsenthalpien auch fir das
Nesting-Modell eine Besonderheit. Wie zuvor bei dem Hill-Plot ist hier die Bindungsenthalpie
der weniger affinen Konformationen tR und tT deutlich starker exotherm als fur die affinen
Konformationen rR und rT. Auch dies kann als eine Adaption an das Warmwasser-Biotop
von C. granulata interpretiert werden. Die aus dem Hill-Plot flr ki und ky errechneten
Bindungsenthalpien finden im Nesting-Modell als Bindungsenthalpien fur ki und ki bzw. kg
und k.t ihre Entsprechung. Bei dem P. camtschatica und H. americanus Hamocyanin lasst
sich dieser Zusammenhang zwischen den Bindungsenthalpien aus dem Hill-Plot und dem
Nesting-Modell nicht herstellen.

An Hand der vier Bindungskonstanten kg, ki, Kt und kit lasst sich mit AG = —RTln(k//c)

die freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die vier im Nesting-Modell postulierten
Konformationen des Hamocyaninmolekiils berechnen. Bei zwei Tieren zeigt das AGrpistr
eine schwach ausgepragte Temperatur- und/oder pH-Abhangigkeit (Abb. 4.2-14, links u.
Mitte). Eine deutlichere Temperatur- und/oder pH-Abhangigkeit ist fir das AGrpistr beim
C. granulata Hamocyanin festzustellen.
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Abb. 4.2-14: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung, fur drei Hamocyanine
verschiedener Tierarten, an die im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR,
tR, rT und tT. Der O,-L&slichkeitskoeffizient wurde bertcksichtigt. Untersucht wurde
im Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde bei
20°C auf 7.50 eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift von 0.03 pH-Einheiten
pro°C wurde nicht korrigiert.

Mit zunehmender Temperatur und steigender Protonenkonzentration wird das AG fur die O,-
Bindung an die weniger affinen Konformationen tR und tT signifikant kleiner. Das AG fir die
affinen Konformationen rR und rT wird dagegen etwas groRer. Dies bedeutet, beim
C. granulata Hamocyanin nimmt die Energiedifferenz zwischen den weniger affinen und
affinen Konformationen mit steigender Temperatur und Protonenkonzentration zu (Abb. 4.2-
14, rechts). Durch diese Zunahme der freien Gibbschen Energie wird die O,-Bindung an die
affinen Hamocyaninkonformationen begunstigt. Die Sauerstoffaufnahme an den Kiemen
wird somit im warmeren Gewasser effektiver. Auch im Vergleich zu dem P. camtschatica
und H. americanus Hamocyanin ist das AG des C. granulata Hamocyanins deutlich
negativer, d.h. groler.

Die Betrage der freien Energie (AG) an die vier im Nesting-Modell postulierten
Hamocyaninkonformationen sind, wie zuvor bei den Hill-Konstanten, gering. Sie liegen wie
bei den zuvor untersuchten Hamocyaninen in der Groélenordnung einiger lonen- bzw.
Wasserstoffbriickenbindungen (10-30 kJ*mol™") und auch die Energiedifferenz zwischen den
Konformationen liegt im Bereich von einigen van-der-Waals Wechselwirkungsenergien
(<10 kJ*mol™"). Eine Ausnahme ist das C. granulata Hamocyanin mit SAG > 10 kJ*mol”
zwischen 20°C und 30°C. Auch hier gilt, eine kleine Anderung beim AG, hat einen groRen
Einfluss auf die Bindungskonstante.

Einen eindeutigen Zusammenhang zwischen dem ps;, und den thermodynamischen
Parametern lasst sich nicht herleiten. So haben das P. camtschatica und H. americanus
Hamocyanin trotz der unterschiedlichen Lebensraume ahnliche pso-Werte, besitzen aber
deutlich verschiedene O,-Bindungsenthalpien. Die AG-Werte liegen fir P. camtschatica und
H. americanus unabhangig von Biotop und Funktion (psy) im gleichen Groflenbereich.
Demgegeniiber besitz das C. granulata Hc bei affinen Konformationen ein um die 5 kJ*mol”
negativeres AG.
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ii) Die Hamocyanin-Funktion bei pH=const.

Die getrennte Betrachtung des Einflusses der Temperatur und des pH-Wertes auf die
Bindungseigenschaften zeigt auch bei den Gruppe (2) Hdmocyaninen, dass der Bohr-Effekt
(Alogpso/ApH) groRer ist als der Temperatureffekt (Alogpso/AT) (siehe Abb. 4.2-15). Der reine
Temperatureffekt kommt in vivo so nicht vor. Die Tiere sind nicht in der Lage den pH-Wert in
der Hamolymphe aktiv zu kontrollieren. Die Proteine in der Hamolymphe, oder die
Mobilisierung von CaCOj; aus dem Exoskelett bewirken eine mogliche Pufferung
[ADAMCZEWSKA & MORRIS, 1994]. Trotz dieser moglichen Puffersysteme in der
Hamolymphe ist eine Temperaturanderung immer verbunden mit einer gleichzeitigen
pH-Anderung. Dagegen ist eine pH-Abnahme der Hamolymphe bei konstanter Temperatur
aufgrund einer metabolischen und respiratorischen Azidose bei aktiven Tieren in vivo zu
beobachten. Durch eine metabolische (Bildung von D-Laktat) und einer respiratorischen
(H*+HCO;) Azidose kommt es zu einer Abnahme des pH-Wertes um bis zu 0.50 Einheiten
bei Arachniden [PAUL et al., 1994] und 0.80 Einheiten bei Crustaceen [ADAMCZEWSKA &
MORRIS, 1994]. Der Bohreffekt bewirkt dann eine Freisetzung des gebundenen Sauerstoffs
aus den Hamocyaninmolekilen und vergréRert so den Sauerstoffgradienten zwischen der
Hamolymphe und dem stoffwechselaktivem Gewebe.

Der psg vom P. camtschatica Hamocyanin ist im Vergleich zu den anderen Gruppe (2)
Hamocyaninen im untersuchten pH-Bereich nahezu temperaturunempfindlich. Der ps, des
hexameren Hamocyanins aus der Languste P. interruptus zeigt eine, wenn auch nur sehr
schwache Temperaturempfindlichkeit. Der T-Koeffizient ist auch hier im untersuchten pH-
Bereich nahezu konstant. Das H. americanus Hamocyanin besitzt einen pH-abhangigen T-
Koeffizient. Im neutralen pH-Bereich hat die Temperatur keinen Einfluss auf den pso, im
Basischen ist der Temperatureinfluss deutlich ausgepragt und der pso wird mit steigender
Temperatur groRer. Die Temperaturempfindlichkeit des pso-Wertes im gesamten hier
untersuchten pH-Bereich ist flr das C. granulata Hdmocyanin am groften. Zusatzlich lasst
sich noch eine leichte pH-Abhangigkeit erkennen. Im Neutralen ist der Einfluss der
Temperatur auf den pso am ausgepragtesten und der T-Koeffizent am groften (Abb. 4.2-15,
links).

Alog pso/AT

Abb .4.2-15: T- und Bohr-Koeffizient (Alogpso/AT; Alogpso/ApH) von Hamocyanin aus
vier verschiedenen Tieren. Das AT betragt 20°C (von 10°C bis 30°C) und das ApH
betragt 1.50 pH-Einheiten (pH 7.00 bis 8.50).

Die Hamocyanine aus drei Tieren zeigen im gesamten untersuchten pH-Bereich (7.00-8.50)
einen von der Temperatur unabhangigen Bohrkoeffizienten: C. granulata = -0.74+0.09;
P. camtschatica = -0.61+0.06; P. interruptus = -0.42+0.02. Dem gegenlber besitzt das
H. americanus Hamocyanin einen Temperatur abhangigen Bohrkoeffizienten, dieser sinkt
von —0.86 bei 10°C auf —0.39 bei 30°C.
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4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata, P. interruptus)

Erfolgt eine Unterteilung des untersuchten pH-Bereichs in 0.50 pH-Schritten, so wird bei
C. granulata und H. americanus eine Temperaturabhangigkeit des Bohrkoeffizienten
erkennbar. Bei einer stufenweisen Berechnung des Bohrkoeffizienten besitzt das
Hamocyanin von C. granulata die gré3ten Werte bei 20°C und 30°C. Der Einfluss der
Protonenkonzentration auf die O,-Bindungsaffinitdt des Hamocyanins ist bei 20°C am
starksten. Der temperaturempfindlichste pH-Bereich bei C. granulata liegt zwischen 8.00 und
8.50 (Abb. 4.2-16, oben links). Diese Hamocyanineigenschaft eines grofden Bohrkoeffizients
bei hoéherer Temperatur, passt gut zum subtropischen Biotop der Schamkrabbe
C. granulata. Das Hamocyanin von H. americanus besitzt bei 10°C und 20°C die hochsten
Bohrkoeffizienten. Bei 20°C ist der Einfluss der Protonenkonzentration auf die Oj,-Affinitat
des Hummer-Hamocyanins am ausgepragtesten, d.h. der Bohrkoeffizient wird mit
zunehmender H'-Konzentration groRer (Abb. 4.2-16, oben rechts). Bei 20°C ist die
Stoffwechselrate des Tieres in der Ruhephase, wie auch in der aktiven Phase erhoht. Es
kommt zu einer schnelleren metabolischen Azidose, d.h. die H*-Konzentration in der
Hamolymphe steigt und durch die Verstarkung des Bohreffekts wird die O,-Freisetzung am
Hamocyanin erhéht. Auch hier passt die Hamocyanineigenschaft gut zu den
Temperaturbedingungen des Hummer Biotops.

Das P. camtschatica und das P. interruptus Hamocyanin weisen keine signifikante
Abhangigkeit des Bohrkoeffizienten gegentber der Temperatur und dem pH auf
(Abb. 4.2-16, unten). Eine Anpassung der Funktion hinsichtlich des Bohrkoeffizients an das
Biotop kann fiir diese beiden Hamocaynine nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 4.2-16: Nach pH-Stufen aufgeléster Bohr-Koeffizient (Alogpsi/ApH) von
Hamocyanin aus vier verschiedenen Tieren, in Abhangigkeit von pH und Temperatur.
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4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata, P. interruptus)

Die Kooperativitat der O,-Bindung bei 10°C, 20°C und 30°C, ausgedriickt durch den
Hill-Koeffizienten (ny), zeigt bei 10°C nur flr das P. camtschatica Hamocyanin eine
signifikante pH-Abhangigkeit. Der Sauerstoff wird bei einer hdheren Protonenkonzentration
weniger kooperativ gebunden. Diese pH-Abhangigkeit nimmt mit steigender Temperatur ab.
Die héchsten Kooperativitatswerte erreicht das P. camtschatica Hamocyanin bei 10°C.

Das H. americanus Hamocyanin hat seine héchste Kooperativitat bei 20°C, eine eindeutige
pH-Abhangigkeit ist aber nicht festzustellen. Die Languste P. interruptus hat ein relatives pH-
und temperaturunempfindliches Hamocyanin und nur bei 10°C ist die Kooperativitat
unabhangig vom pH-Wert leicht erhdht. Das Hamocyanin der Schamkrabbe C. granulata
zeigt keine pH-abhangige Kooperativitat, aber eine schwache Temperaturabhangigkeit, so
dass bei 30°C die hdchsten Kooperativitdten gemessen werden (Abb. 4.2-17).

8.50

N

10°C 20°C 30°C
Abb. 4.2-17: Die Kooperativitat (ny) der O,-Bindung an das Hamocyanin aus

H. americanus, P. camtschatica, P. interruptus und C. granulata in Abhangigkeit von
pH und Temperatur.

Die zuvor bei den Gruppe (1) Hamocyaninen auf Seite 103 gemachte Feststellung, dass die
héher aggregierten Hamocyanine temperatur- und pH-empfindlicher sind, Iasst sich hier nur
teilweise bestatigen. Beim Vergleich des 6-meren Hadmocyanins aus P. interruptus mit dem
12-mer Hamocyanin aus H. americanus und P. camtschatica trifft die zuvor gemachte
Annahme zu, nicht aber bei dem 12-mer Hdmocyanin aus C. granulata.
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Abb. 4.2-18: Die Kooperativitat (n,) der O,-Bindung an Hamocyanin aus P. camtschatica,
H. americanus, C. granulata und P. interruptus in Abhangigkeit von pH und
Temperatur als Hohenliniendarstellung. Die Bereiche mit der hdchsten Kooperativitat
sind rot.

Die vier Hamocyaninspezies besitzen bei verschiedenen Temperatur- und pH-Werten
unterschiedliche Kooperativitatsoptima. Das Hamocyanin des Hummers H. americanus hat
seine maximalen ny-Werte zwischen 15°C bis 25°C und pH 7.50 bis 8.00 (Abb. 4.2-18, oben
rechts). Der Temperaturbereich im Biotop des Hummers liegt zwischen 10°C und 20°C, wird
also vom Kooperativitatsoptimum im unteren Bereich nicht ganz abgedeckt. Bei niedrigeren
Temperaturen reicht der in der Hamolymphe physikalisch geléste Sauerstoff in der Regel zur
Versorgung der stoffwechselaktiven Zellen aus. Eine zusatzliche schnelle Mobilisierung von
Sauerstoff Uber eine Erhéhung der Kooperativitdt des Hamocyanins ist nicht nétig. Hier
spiegelt sich das Biotop in der Funktion des Hadmocyanins wieder. Die hohe Kooperativitat
bei 20°C Uber einen groRen pH-Bereich (pH 7.50-8.50), garantiert den gerade bei hdheren
Temperaturen aktiveren Tieren eine gute Sauerstoffversorgung.

Ganz anders ist das Bild bei dem P.camitschatica Hamocyanin, hier reicht das
Kooperativitatsoptimum von unter 10°C bis 15°C und in einem pH-Bereich von 8.00 bis 8.50
(Abb. 4.2-18, oben links). Dies deckt sich mit den Umweltbedingungen, die die Tiere bzw.
das Hamocyanin in ihrem Biotop bzw. in der Hdmolymphe vorfinden. Das Biotop hat auch
hier die Funktion des Hamocyanins mitbestimmt.

Bei dem C. granulata Hamocyanin liegt das Kooperativitatsoptimum bei tGber 30°C und in
einem pH-Bereich von 7.00 bis 7.50 (Abb. 4.2-18, unten links). Dieser Bereich stimmt gut mit
den Temperatur- und pH-Bedingungen Uberein, mit denen das Hamocyanin im Biotop der
Schamkrabbe konfrontiert wird. Denn Temperaturen von dber 25°C sind in subtropischen
Gewassern keine Seltenheit.
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4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata, P. interruptus)

Bei diesen Temperaturen und den damit in der Hamolymphe verbundenden pH-Werten
(zwischen 7.00 und 7.50), bedeutet dies fur das Hamocyanin eine schnelle
Sauerstoffaufnahme und —abgabe zu gewahrleisten. Also auch in diesem Fall bestimmen die
Umweltbedingungen im Biotop die Funktion (Kooperativitat) des Hdmocyanins.

Das hexamere Hamocyanin aus der Languste P. interruptus besitzt kein eindeutiges
Kooperativitatsoptimum. Allerdings ist bei Temperaturen von unter 20°C eine leichte
Tendenz zu hdheren Kooperativitatswerten zu erkennen (Abb. 4.2-18, unten rechts). Das
Biotop scheint auch bei der Languste, wenn auch nicht sehr ausgepragt, die Funktion des
Hamocyanins zu beeinflussen. Ein moglicher Grund fir das Fehlen eines
Kooperativitdtoptimums  kdnnte die geringere Aggregationshéhe des Panulirus
Hamocyaninmolekiils, und die deshalb fehlende Méoglichkeit einer Feinabstimmung der
Sauerstoffbindung sein.

> Thermodynamische Analysen fur pH=const

. Der Hill-Plot
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Bei den AG-Werten (Abb. 4.2-19) besteht auch bei den Gruppe (2) Hdmocyaninen zwischen
den beiden Versuchsansatzen pH=pH(T) und pH=const. kein signifikanter Unterschied. Die
bei pH=const. aus dem Hill-Plot bestimmten AG-Werte fur die T- bzw. R-Konformation der
vier Hamocyaninspezies haben die GréRenordnung einiger lonen- und Wasserstoff-
briickenbindungen (15-30 kJ*moI'1). Auch die mit ca. 10 kJ*mol” (5 kJ*mol”  bei
P. interruptus) geringe Energiedifferenz zwischen den beiden Konformationen findet sich bei
beiden Versuchsansatzen. Es qilt auch hier, das die niedrigen AG-Werte durch den

exponentiellen Zusammenhang (k,,,. /x)=e"?*" einen sehr groRen Einfluss auf die
Bindungskonstanten k4 und ky besitzen.

AG [kJ*mol”]

AG [kJ*mol™"]
AG [kJ"mol™"]

Abb. 4.2-19: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an die niedrig-affine T- (AG)
und hoch-affine R-Form (AGy) vier Hdmocyanine aus vier verschiedenen Spezies.
Die Werte fir AG4 bilden die obere und die Werte fir AGy bilden die untere Flache.
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4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata, P. interruptus)

Im Vergleich zu den Gruppe (1) Hadmocyaninen (s.S. 105) sind die AG-Werte hier deutlich
kleiner, dies gilt besonders fir die O.-Bindung an die hochaffine R-Konformation. Der
Unterschied liegt bei einer GréBenordnung von 5 kJ*mol™.

Aus dem linearen Verlauf des van’'t Hoff Plots (Ink = -%%+%) lassen sich flr die vier

Hamocyanine die folgenden AH-Werte bestimmen:

AH [kJ*mol']

Q

= i
o
T S

PAN

PARA

Abb. 4.2-20: Bindungsenthalpien fur Sauerstoff an die T- und R-Konformation vier
verschiedener Hamocyanine. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
berlcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der
jeweils eingestellte pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant gehalten. Der
Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.

Bei P. interruptus und P. camtschatica ist die pH-Empfindlichkeit von AH bei der Bindung
des letzten O,-Molekiils (ky) an das Hamocyanin deutlich ausgepragt. Fiur C. granulata und
H. americanus lasst sich fur AHy keine pH-Abhangigkeit erkennen. Die O,-Bindung an das
Hamocyanin erfolgt fur das letzte O,-Molekll bei allen vier Tieren und fur fast alle
untersuchten pH-Werte exotherm (Abb. 4.2-20, rechts).

Die Bindung des ersten O,-Moleklls (ki) an das P. camtschatica Hamocyanin erfolgt im
untersuchten pH-Bereich ausschlief3lich endotherm. Beim P. interruptus Hamocyanin ist die
Bindung des ersten O,-Molekils nur bei pH 7.00 endotherm, ansonsten schwach exotherm
und unabhangig vom pH-Wert. Beide Kaltwassertiere besitzen ein Hamocyanin mit
ahnlichen Bindungsenthalpien fir das erste und letzte O,-Molekdil.

Die Hamocyanine aus C. granulata und H. americanus binden das erste O,-Molekil
zwischen pH 7.00 und 8.50 exotherm. Eine signifikante Abhangigkeit der Bindungsenthalpie
vom pH-Wert lasst sich aber nicht erkennen.
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4 DISKUSSION [P. camtschatica, H. americanus, C. granulata]

» Das Nesting-Modell pH=const.
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Bei dem H. americanus, P. camtschatica und C. granulata Hamocyanin ist, im Gegensatz zu
den Gruppe (1) Hdmocyaninen, die freie Gibbsche Energie (AG) der Sauerstoffbindung an
die rR-, tR-, rT- und tT- Konformationen um 5 bis 10 kJ*mol™” kleiner, als an die R- und T-
Konformation des Gesamtmolekdls (s. Abb. 4.2-19). Das 6AG fur das MWC-Modell (Hill-Plot)
und das Nesting-Modell betragt wie zuvor bei den Gruppe (1) Hdmocyaninen ca. 10kJ*mol ™.

Das AG der O,-Bindung an die affine rR- und rT-Konformation zeigt sich bei dem
H. americanus, P. camtschatica und C. granulata Hamocyanin als pH- und temperatur-
unempfindlich. Die grunen bzw. blaugrinen AG-Flachen weisen keine andersfarbigen
Maxima und Minima auf (Abb. 4.2-21 bis 4.2-23, oben). Bei den niedrigaffinen tR- und tT-
Konformationen besteht bei allen drei Himocyaninspezies flir das AG eine geringe pH- und
Temperaturempfindlichkeit. Die gelben AG-Flachen besitzen fur diese Unterkonformationen
Maxima und Minima (Abb. 4.2-21 bis 4.2-23, unten).

Das AG-Flachenrelief der tR- und vor allem der tT-Konformation finden sich bei den AG-
Flachen fir die T-Konformation des Gesamthamocyanins aus dem Hill-Plot wieder (s.
Abb. 4.2-19). Am deutlichsten ist dies beim C. granulata Hamocyanin zu erkennen.

Auffallig sind die signifikant negativeren AG-Werte der Sauerstoffbindung an die rR- und rT-
Konformation des Hamocyanins aus der Schamkrabbe C. granulata (Abb. 4.2-23). Der
Vergleich mit den Hadmocyaninen aus P. camtschatica und H. americanus zeigt ein um 5kJ
kleineres AG. Auf Grund des subtropischen Lebensraums von C. granulata mit einer
hdéheren Wassertemperatur (=Hamolymphtemperatur), liegt die rR- und rT-Konformation in
verringerter Konzentration vor. Ein negativeres AG bewirkt eine vergrofRerte Triebkraft der
O,-Bindungsreaktion und bewirkt eine effektivere O,-Bindung an die rR- und rT-
Konformation.
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AG [kJ*mol™']

AG [kJ*mol™]

Abb. 4.2-21: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an das H. americanus
Hamocyanin fur die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT
und tT. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde berlcksichtigt. Untersucht
wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers

wurde konstant gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch
korrigiert.

AG [kJ*mol™]
AG [kJ*mol™']

~

aiormm®

AG [kJ*mol™']

Abb. 4.2-22: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an das P. camtschatica
Hamocyanin fur die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT

und tT. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde bericksichtigt. Weitere
Bedingungen siehe Abb. 4.2-21.
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AG [kJ*mol™"]

AG [kJ*mol™]

Abb. 4.2-23: Freie Gibbsche Energie (AG) der O,-Bindung an das C. granulata
Hamocyanin fur die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT
und tT. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde berlcksichtigt. Untersucht
wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers
wurde konstant gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch
korrigiert.

Bei der Betrachtung der Oxygenierungsenthalpien (AH) fur die vier Unterkonformationen des
Nesting-Modells, zeigt keines der in diesem Abschnitt betrachteten Hamocyanine eine
signifikante pH-Abhangigkeit.

Eine schwache pH-Empfindlichkeit ist beim H. americanus Hamocyanin fur die tR- und tT-
Konformation zu erkennen. Im Basischen kommt es hier zu einer verstarkt exothermen
Sauerstoffbindung, wogegen im neutralen pH-Bereich der Sauerstoff nur sehr schwach
exotherm oder schwach endotherm gebunden wird. Vom pH unabhéngig und schwach
exotherm erfolgt die Sauerstoffbindung an die affinen rR- und rT-Konformationen des
Nesting-Modells.

Das Hamocyanin der Konigskrabbe P. camtschatica ist das Einzige in dieser Dreiergruppe,
welches den Sauerstoff an die niedrigaffinen Konformationen (tR und tT) endotherm bindet.
An die affine rR- und rT-Konformation erfolgt die O,-Bindung dagegen ausschlie3lich
exotherm.

Bei dem Hamocyanin der Schamkrabbe C. granulata verlauft die Sauerstoffbindung an die
niedrigaffinen Nesting-Konformationen deutlich exothermer, als es bei den hochaffinen
Konformationen der Fall ist (Abb. 4.2-24).
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AH [kJ*mol™]

AH [kJ*mol™]

Abb. 4.2-24: Bindungsenthalpien von O, an Hamocyanin aus drei verschiedenen
Tierarten fr die vier im Nesting-Modell postulierten Konformationen rR, tR, rT und {T.
Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde bertcksichtigt. Untersucht wurde der
Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant
gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.
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4.2.3 Das MWC-Modell fur Panulirus interruptus

Neben der graphischen Auswertung mit Hilfe des Hill-Plots wurden die Sauerstoff-
bindungskurven des hexameren Hamocyanins der Languste P. interruptus an Hand einer
auf dem MWC-Modell basierenden Fit-Routine analysiert. Die Bindungskurven lassen sich
nicht mit dem Nesting-Modell beschreiben und wie aus friheren Arbeiten bekannt
[CONNELLY et al. 1989; PERTON et al. 1997] lasst sich die Funktion von hexameren
Arthropoden-Hamocyaninen mit dem MWC-Modell hinreichend erklaren und darstellen.

*  pH=pH(T)
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AG und AH

Auch hier bei dem P. interruptus Hamocyanin sind die Betrage der freien Energie bei der
Bindung von Sauerstoff an die T- oder R-Konformation gering. Sie liegen wie zuvor bei den
anderen Hamocyaninen in der GroRenordnung einiger lonen- und
Wasserstoffbriickenbindungen (10-30 kJ*mol™). Die Energiedifferenz zwischen der T- und
der R-Konformation fallt noch niedriger aus, so dass diese im Bereich von einigen
van-der-Waals Wechselwirkungsenergien(<10 kJ*moI'1) liegt. Auch hier gilt wieder der
exponentielle Zusammenhang zwischen den Bindungskonstanten k4 bzw. ky und dem AG.

Dieses wird deutlich wenn die Formel AGleW'N:—RTln(kI bZW_N/K‘) nach

(K, o v /5) =€ umgestellt wird. Eine kleine Anderung der freien Energie AG bewirkt
eine groRe Anderung der Bindungskonstanten.
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Abb. 4.2-25: Thermodynamische Parameter (AG,;, 8AG, AGy) der O,-Bindung an das
Hamocyanin aus P. interruptus. Der Loslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
bertcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde auf 7.50 eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift
wurde nicht korrigiert. Die Parameter wurden mit Hilfe des MW C-Modells bestimmt.

Die Tabelle 4.2-11 (S. 127) zeigt deutlich, dass es fur die AG-Werte keinen Unterschied
macht ob die Bindungskonstanten k; und ky graphisch aus dem Hill-Plot oder mit Hilfe des
MWC-Modells am Rechner bestimmt werden. Beide Varianten liefern nahezu identische AG-
Werte.
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Abb. 4.2-26: Auftragung der O,-Bindungskonstanten k; und ky von Hamocyanin aus
P. interruptus im van’t Hoff Plot. Die Bindungskonstanten wurden einmal mit Hilfe
des MWC-Modells errechnet und einmal graphisch aus dem Hill-Plot bestimmt. Die
Steigung der Regressionsgeraden liefert die Bindungsenthalpie (AH). Untersucht
wurde im Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde
auf 7.50 eingestellt und der Temperatur bedingte pH-Shift wurde nicht korrigiert. Der
Léslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde bertcksichtigt.

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei den mit Hilfe der jeweiligen Bindungskonstanten
errechneten AH-Werten eine deutliche Diskrepanz zwischen den graphisch aus dem Hill-Plot
und den mit Hilfe der MWC-Fit-Routine ermittelten Bindungskonstanten. Die Ursache liegt
beim Hill-Plot in der Ungenauigkeit bei der Bestimmung der Asymptoten fir den ersten (k1)
bzw. letzten O,-Beladungsschritt (ky).

Panulirus interruptus [pH=pH(T)]
Bestimmt | AHKiecare) | AHiscarc) AGy AGin SAG
mit: [kJ*mol™] [kJ*mol™] [kJ*mol™] [kJ*mol™] [kJ*mol™]
MWC-Fit -32.35 -22.65 -23.6040.75 | -29.35+1.10 | -5.75+0.80
Hill-Plot -22.90 -46.30 -23.351£1.00 | 29.30+2.05 | -5.95+2.20

Tab. 4.2-11: Bindungsenthalpien (AH) und freie Gibbsche Energien (AG) fur die O,-
Bindung an die T- und R-Konformation des P. interruptus Hamocyanin. Der
Ldslichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde beriicksichtigt. Untersucht wurde der
Temperaturbereich von 5°C bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde auf 7.50
eingestellt, der Temperatur bedingte pH-Shift wurde nicht korrigiert.

Die mit Hilfe des MWC-Fit ermittelten AH-Werte finden eine Bestatigung in friheren Arbeiten
[ANTONINI et al. 1983]. Die aus dem Hill-Plot graphisch ermittelten AH-Werte weichen
erheblich von den Literaturwerten ab. Im Vergleich zu den nach dem MWC-Modell
berechneten Werten in der Tabelle 4.2-11, scheinen die aus dem Hill-Plot ermittelten Werte
fur AHx, und AHy\ vertauscht zu sein. Die Ungenauigkeit bei der graphischen kq- und ky-
Bestimmung wird bei den AG-Werten in Form eines, im Vergleich zum MWC-Fit, teilweise
doppelt so grofden Fehlers deutlich.
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4 DISKUSSION [P. interruptus]

e pH=const.
Die Betrachtung der thermodynamischen Parameter AH und AG

Panulirus interruptus
[pH=const]
pH AHyimwe) AHnmwe)
[kJ*mol™] [kJ*mol™]
7.00 -8.30 -16.95
7.50 +9.75 +4.70
8.00 -4.10 -1.15
8.50 -13.65 -1.40

Tab. 4.2-12: Bindungsenthalpien fiir Sauerstoff an die T- und R-Konformation des
P. interruptus Hamocyanins. Der Ld&slichkeitskoeffizient von Sauerstoff wurde
bertcksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 10°C bis 30°C, der pH
des TRIS-HCI Puffers wurde konstant gehalten. Der Temperatur bedingte pH-Shift
wurde dadurch korrigiert.

Die Bindungsenthalpie ist bei der héheren H'-Konzentration (pH 7.00), fir die R-
Konformation mit ky als Bindungskonstante am negativsten. Eine erhohte
Protonenkonzentration bewirkt eine vermehrte Stabilisierung der wenig Oj-affinen T-
Konformationen und damit einhergehend eine Erhéhung der allosterischen Gleichgewichts-
konstante L' (L=To/R,). Durch die energetisch begunstigte O,-Bindung an die R-
Konformation, tragt diese trotz der pH-bedingten geringen Molekilkonzentration zur O,-
Bindung und zum O,-Transport in der Hamolymphe bei.

Bei einer geringeren H'-Konzentration (pH 8.50) ist die Bindungsenthalpie fiir die T-
Konformation mit k; als Bindungskonstante am negativsten. Bei einer niedrigeren
Protonenkonzentration liegt die O,-affine R-Konformation im Uberschu vor, wodurch sich
die allosterische Gleichgewichtskonstante L' (L=Ty/R,) verringert. Durch die energetisch
beglnstigte O,-Bindung diesmal an die T-Konformation, tragt diese trotz der pH-bedingten
geringen Konzentration von T-Konformationen zur O,-Bindung und zum O,-Transport in der
Hamolymphe bei. Durch diese Beteiligung der T-Konformation wird auch unter sehr affinen
Bedingungen in der Hamolymphe eine O,-Abgabe gewahrleistet.

Bei den mittleren pH-Werten 7.50 und 8.00 zeigen sich hinsichtlich der Bindungsenthalpien
(AH) keine signifikanten Unterschiede zwischen k; und ky .
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[P. interruptus]

AG [kJ*mol ]

Abb. 4.2-27: Freie Gibbsche Energie (AG) fur die O,-Bindung an die T- und
R-Konformation des P. interruptus Hamocyanins. Der Loslichkeitskoeffizient von
Sauerstoff wurde berticksichtigt. Untersucht wurde der Temperaturbereich von 10°C
bis 30°C, der pH des TRIS-HCI Puffers wurde konstant gehalten. Der Temperatur
bedingte pH-Shift wurde dadurch korrigiert.

Die Berechnung der AG-Werte der O,-Bindung fir die mit Hilfe der MWC-Fit-Routine
errechneten Bindungskonstanten k; und ky, zeigt eine signifikante Temperatur- und pH-
Unempfindlichkeit der freien Gibbschen Energie. Das AG(kq) bzw. AG(ky) und 8AG liegen,
wie schon zuvor bei der rein graphischen Auswertung des Hill-Plots (s. Abb. 4.2-19, unten
rechts), bei ca. -25 bzw. -30kJ*mol™ und -5kJ*mol ™. Beide Aussagen gelten fiir den in dieser
Arbeit untersuchten Temperatur- und pH-Bereich.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

FUr diese Arbeit werden Hamocyanine aus der Hamolymphe sechs verschiedener
Crustaceenarten und einer Chelicerenart untersucht. Die hier untersuchten Hamocyanine
werden in Bezug auf ihre Funktion, Struktur und physikalischen/thermodynamischen
Eigenschaften naher charakterisiert. Es stellt sich die Frage, ob sich eine Korrelation
zwischen Funktion und Biotop des jeweiligen Spendertieres beschreiben Iasst.

5.1 Die Lipoproteine und das ,Nicht-Respiratorische-Protein’ (NRP) in
der Hamolymphe

Die aufgetrennten Lipoproteine finden sich in unterschiedlicher Anzahl, Farbe und Dichte in
der Hamolymphe. Hinsichtlich der Dichte kdnnen die zwei verschiedenen Klassen der HD-
und VHD-Lipoproteinen nachgewiesen werden. Das Apolipoprotein zeigt bei allen
Lipoproteinen einen ahnlichen Absorptionspeak zwischen 273nm und 277nm, die
assozierten Carotinoide haben ihren Absorptionspeak im VIS-Bereich zwischen 460nm und
490nm. Die Molekulargewichtsabschatzung ergibt fir einige der untersuchten Crustaceen
zwei Typen von Apolipoproteinen. Das Spinnen-Apolipoprotein unterscheidet sich
hinsichtlich des Molekulargewichts dabei deutlich von den Apolipoproteinen der Krebsarten.

Neben dem Hamocyanin und den Lipoproteinen wird das so genannte ,Nicht Respiratorische
Protein’ (NRP) aus der Hamolymphe von E. californicum, A. astacus und C. maenas naher
charakterisiert. Das NRP der Vogelspinne E. californicum zeigt im Vergleich zu den beiden
Crustaceen NRPs deutliche strukturelle Unterschiede. Das Bandenmuster in der SDS-PAGE
deutet auf ein Lipoprotein als NRP hin. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die
linsenférmige Gestalt im EM-Bild, die dem eines Insekten-Lipoproteins sehr nahe kommt.
Dem gegenuber prasentierten sich die NRPs der Crustaceen unter dem
Elektronenmikroskop als ein Molekul von hexamerer Struktur.

5.2 Die Eigenschaften der untersuchten Hamocyanine in Abhangigkeit
zum Biotop

Die untersuchten Hamocyanine werden in dieser Arbeit in zwei Gruppen unterteilt. Der
Gruppe (1) sind die Hamocyanine aus Astacus astacus, Potamon potamios und Eurypelma
californicum zugeordnet. Die Gruppe (2) umfasst die ozeanischen Crustaceen
Paralithodes camtschatica, Panulirus interruptus Homarus americanus & Calappa granulata.
Durch die beiden Versuchsansatze pH=pH(T) und pH=const konnte der reine Temperatur-
und pH-Effekt (Bohr-Effekt) auf die Sauerstoffbindungseigenschaften des Hamocyanins
getrennt betrachtet werden. Die mit Hilfe des MWC- und Nesting-Modells analysierten
Sauerstoffbindungskurven liefern die Bindungskonstanten fur die Berechnung der Parameter
AG, O0AG, und AH, dies ermdglicht eine thermodynamische Betrachtung der
Sauerstoffbindung.

5.2.1 Die Gruppe (1) Hamocyanine (A. astacus, E. californicum u. P. potamios)
i) Die Sauerstoffbindungseigenschaften bei pH=pH(T)

Die Sauerstoffbindungsparameter beschreiben fir alle drei untersuchten Tiere ein
Hamocyanin mit einer hohen bis sehr hohen Sauerstoffaffinitat (niedrige pso-Werte) und
Kooperativitat (hohe ns-Werte). Die hochste Sauerstoffaffinitat besitzt das Hdmocyanin aus
der SiuRwasserkrabbe P. potamios. Die hdchsten Kooperativitaten werden bei dem
E. californicum Hamocyanin erreicht.

Alle drei Hamocyanine dieser Gruppe besitzen eine ausgepragte Empfindlichkeit gegenuber
pH-Anderungen. Der Temperatur- und pH-Effekt (Bohr-Effekt) wirken synergistisch auf die
Sauerstoffaffinitdt des Hamocyaninmolekuls.

Hinsichtlich der Sauerstoffaffinitat zeigen die in dieser Gruppe untersuchten Hamocyanine
keine signifikante funktionelle Anpassung an das jeweilige Biotop der Spendertiere.

130



5 ZUSAMMENFASSUNG

Gemeinsam ist den drei Hdmocyaninen eine hohe Temperaturstabilitat. Aber auch in diesem
Punkt I&sst sich keine signifikant biotopabhangige Anpassung feststellen.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=pH(T) (MWC-Modell, Hill-Plot)

Die graphische Bestimmung der apparenten Bindungskonstanten k; und ky aus dem Hill-Plot
zeigt bei einer Temperaturzunahme eine Verringerung der Bindungskonstanten. Die
Bindung des letzten Sauerstoffmolekiils (ky) ist dabei temperaturempfindlicher, als die
Bindung des ersten Moleklls (k). Eine signifikant biotopabhangige Anpassung ist nicht
erkennbar.

Das AGypw. v ist bei allen drei Tieren Temperatur und pH unabhangig. Die Differenz der
freien Gibbschen Energie (8AG), bleibt flr die Hdmocyanine der Gruppe (1) im gewahlten
Temperaturbereich konstant.

Die Betrage von AG liegen in der GroRenordnung einiger lonen- und
Wasserstoffbrickenbindungen. Die Energiedifferenz (3AG) liegt im Bereich von einigen
van-der-Waals-Energien. Die niedrigen AG-Werte besitzen durch einen exponentiellen
Zusammenhang einen sehr grofen Einfluss auf die Bindungskonstanten k; und ky.

Die zugehoérigen Oxygenierungsenthalpien (AH) fir k; und ky sind bei allen drei
Hamocyaninen unabhangig von der Temperatur. Verschiedenen AH-Werte haben ihre
Ursache in den unterschiedlichen Warmekapazitaten (AC;) der Hamocyanine.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=pH(T) (Nesting-Modell)

Im Vergleich zu P. potamios und E. californicum sind die O,-Bindungsenthalpien der
einzelnen Konformationen flr das A. astacus Hamocyanin nur schwach exotherm bis
endotherm.

Die Betrage der freien Energie (AG) der Bindung von Sauerstoff an die vier im Nesting-
Modell postulierten Hamocyaninkonformationen liegen in der GréRenordnung einiger lonen-
bzw. Wasserstoffbriickenbindungen. Aber auch hier gilt, eine kleine Anderung beim AG, hat
einen grofRen Einfluss auf die Bindungskonstante. Die Energiedifferenz (8AG) zwischen den
Konformationen liegt ebenfalls im Bereich von einigen van-der-Waals Wechsel-
wirkungsenergien.

Einen Zusammenhang zwischen dem ps, und den Bindungsenthalpien bzw. den AG-Werten
I&sst sich nicht herleiten. Die AG-Werte fur die drei Hdmocyanine liegen unabhangig von
Tierart, Biotop und Funktion (psg) im gleichen Gréflkenbereich.

i) Die Sauerstoffbindungseigenschaften bei pH=const

Die getrennte Betrachtung des Einflusses der Temperatur und des pH-Wertes auf die
Bindungseigenschaften zeigt, dass der Bohr-Effekt auf die Hamocyaninmolekile von
A. astacus, P. potamios und E. californicum grofer ist als der Temperatureffekt.

Die Hamocyanine aller drei Tiere zeigen im gesamten untersuchten pH-Bereich einen von
der Temperatur unabhangigen und gleich groflen Bohrkoeffizienten. Erfolgt eine
Unterteilung des pH-Bereichs in 0.50 pH-Schritten, so wird bei P. potamios und
E. californicum eine Temperaturabhangigkeit des Bohrkoeffizienten erkennbar.

Der Einfluss des Biotops auf die Funktion des Hamocyanins wird bei den Parametern
Temperaturkoeffizient und Bohrkoeffizient deutlich sichtbar.

Auch bei der Kooperativitat lasst sich fur die drei untersuchten Hamocyanine einen
Optimumsbereich beschreiben, der sehr gut die Bedingungen im Biotop des jeweiligen
Spendertieres wiederspiegelt.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=const (MWC-Modell, Hill-Plot)
Bei den AG-Werten (einschlieBlich dem 5AG) besteht zwischen beiden Versuchsansatzen
pH=const. und pH=pH(T) kein signifikanter Unterschied. Bei allen drei Tieren ist die pH-
Empfindlichkeit von AH bei der Bindung des letzten O,-Molekils (ky) an das Hamocyanin
deutlich ausgepragter, als bei der Bindung des ersten O,-Molekiils (k).
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Thermodynamische Betrachtung fiir pH=const. (Nesting-Modell)

Die freie Gibbsche Energie (AG) und das 6AG der Sauerstoffbindung, an die vier im Nesting-
Modell postulierten Konformationen, haben die gleiche GréRenordnung, wie die zuvor aus
dem Hill-Plot fir die R- und T-Konformation berechneten Werte.

Bei der Betrachtung der Oxygenierungsenthalpien (AH) zeigt das A. astacus Hamocyanin
bei der tT-Konformation eine signifikante pH-Abhangigkeit. Das P. potamios Hamocyanin
bindet den Sauerstoff nur in der tT-Konformation exotherm und die tR-Konformation des
E. californicum Hamocyanins besitzt im Alkalischen die hochsten Oxygenierungsenthalpien.

5.2.2 Die Gruppe (2) Hdmocyanine

(P. camtschatica, H. americanus, C. granulata u. P. interruptus)

i)  Die Sauerstoffbindungseigenschaften bei pH=pH(T)

Die unterschiedlichen Aktivitatsmuster von P. camtschatica und H. americanus spiegeln sich
in der Kooperativitat und dem Brutto-Bohreffekt des jeweiligen Hdmocyanins wieder.

Calappa granulata besitzt das Temperatur/pH empfindlichste Hamocyanin mit einem sehr
ausgepragtem Brutto-Bohreffekt. Bei der Kooperativitat zeigt das C. granulata Hamocyanin
eine Anpassung an das subtropische Biotop.

Die Temperatur- bzw. pH-Empfindlichkeit des pso-Wertes fur das Hamocyanin aus
P. interruptus ist gering. Der niedrige pso-Wert ist eine Anpassung an die Winter-Migration.
Bei der Sauerstoffbeladung in Abhangigkeit von Temperatur und pH zeigen die
H. americanus, C. granulata Hamocyanine ahnliche Eigenschaften. Das P. camtschatica
Hamocyanin zeigt eine Kaltwasseradaptation. Das Hamocyanin aus P. interruptus besitzt
diese Kaltwasseradaptation dagegen nicht.

Der synergistische Effekt von pH und Temperatur auf den Sauerstoffbeladungsgrad ist beim
C. granulata, H. americanus und P. camtschatica Hdmocyanin am starksten ausgepragt.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=pH(T) (MWC-Modell, Hill-Plot)

Das Hamocyanin aus P. interruptus besitzt fir die Bindung des ersten Sauerstoffmolekiils
die hdchsten AG-Werte, aber eine deutlich geringere Energiedifferenz (5AG).

Das P. camtschatica Hadmocyanin besitzt als Funktionsanpassung an das subpolare Biotop
temperaturunabhangige Bindungskonstanten.

Das C. granulata Hamocyanin bindet das erste O,-Molekll doppelt so exotherm, wie das
letzte O,-Molekul (Funktionsanpassung an das subtropische Biotop).

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=pH(T) (Nesting-Modell)

Durch die Warmwasseradaption des C. granulata Hamocyanins ist die O»-Bindungs-
enthalpie der wenig affinen Konformationen am starksten exotherm. Die Energiedifferenz
(6AG) nimmt beim C. granulata Hamocyanin mit steigender Temperatur und
Protonenkonzentration zu.

i) Die Sauerstoffbindungseigenschaften bei pH=const.

Der psp vom P. camtschatica Hamocyanin ist nahezu temperaturunempfindlich. Der pso des
P. interruptus Hamocyanins zeigt eine schwache Temperaturempfindlichkeit und das
H. americanus Hamocyanin besitzt einen pH-abhangigen T-Koeffizient. Fir das C. granulata
Hamocyanin ist die Temperaturempfindlichkeit des pso-Wertes am ausgepragtesten.

Die Hamocyanine aus C. granulata, P. camtschatica und P. interruptus zeigen einen
temperaturunabhangigen Bohrkoeffizienten. Das H. americanus Hamocyanin besitzt einen
temperaturabhangigen Bohrkoeffizienten.
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Erfolgt eine Unterteilung des untersuchten pH-Bereichs, so wird bei C. granulata eine
positive Temperaturabhangigkeit des Bohrkoeffizienten erkennbar. Diese Hamocyanin-
eigenschaft passt gut zum subtropischen Biotop von C. granulata.

Auch fir das Hamocyanin aus H. americanus ist der Bohrkoeffizient gut auf das Biotop
abgestimmt.

Eine Anpassung der Funktion hinsichtlich des Bohrkoeffizienten fur das P. camtschatica und
das P. interruptus Hamocyanin an das Biotop kann nicht nachgewiesen werden.

Die Lage der Kooperativitdtsoptima der vier Hamocyaninspezies aus H. americanus,
P. camtschatica, C. granulata und P. interruptus stimmen, gut mit den modglichen
Temperaturbedingungen im jeweiligen Biotop des Tieres Uberein.

Das hexamere P. interruptus Hamocyanin besitzt aufgrund der geringeren Aggregations-
hohe kein eindeutiges Kooperativitatsoptimum.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=const. (MWC-Modell, Hill-Plot)
Im Vergleich zu den Gruppe (1) Hadmocyaninen sind die AG-Werte fur die vier Hamocyanine
aus H. americanus, P. camtschatica, C. granulata und P. interruptus deutlich kleiner.

Die Bindungsenthalpien in Abhangigkeit vom pH-Wert flir das erste (AH4) und das letzte
(AHN) Sauerstoffmoleklll an die vier verschiedenen Hamocyaninspezies zeigen keine
Biotopabhangigkeit.

Thermodynamische Betrachtung fiir pH=const. (Nesting-Modell; au3er P. interruptus)

Bei dem H. americanus, P. camtschatica und C. granulata Hamocyanin ist das AG der
Sauerstoffbindung an die Nesting-Modell-Konformationen kleiner, als an die R- und T-
Konformation des Gesamtmolekils. Das 6AG fur das MWC-Modell (Hill-Plot) und das
Nesting-Modell ist gleich.

Das AG fur die affinen Konformationen zeigt sich bei dem H. americanus, P. camtschatica
und C. granulata Hamocyanin als pH- und temperaturunempfindlich. Bei den niedrigaffinen
Konformationen besteht bei allen drei Hamocyaninspezies eine geringe pH- und
Temperaturempfindlichkeit.

Das AG-Flachenrelief der tR- und vor allem der tT-Konformation findet sich bei den AG-
Flachen fur die T-Konformation des Gesamthamocyaninmolekuls wieder.
Das C. granulata Hamocyanin besitzt als Anpassung an das subtropische Biotop signifikant
negativere AG-Werte fur die O,-Bindung an die rR- und rT-Konformation.

Keines der Gruppe (2) Hamocyanine zeigt eine signifikante pH-Abhangigkeit der
Oxygenierungsenthalpien fur die vier Unterkonformationen des Nesting-Modells.

P. interruptus: Thermodynamische Betrachtung fiir pH=pH(T) und pH=const. (MWC- Fit-
Routine)

Der Hill-Plot und das MWC-Modell liefern nahezu identische AG-Werte. Die AG-Werte fur
die Bindungskonstanten k; und ky, zeigen eine signifikante Temperatur- und pH-
Unempfindlichkeit.

Die Bindungsenthalpien (AH) zeigen eine deutliche Diskrepanz zwischen den graphisch aus
dem Hill-Plot und den mit Hilfe der MW C-Fit-Routine ermittelten Bindungskonstanten.

Durch deutlich negative AH-Werte fir die R- (k4) und T-Konformation (ky) bei pH 7.00 bzw.
pH 8.50, tragen beide Konformationen trotz der pH bedingten geringen Molekiilkonzentration
zur O,-Bindung und zum O,-Transport in der Hdmolymphe bei.

Bei pH 7.50 und 8.00 zeigen sich hinsichtlich der Bindungsenthalpien (AH) keine
signifikanten Unterschiede zwischen k; und ky .
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DSC
Ez7s (€273)
EM
ESR
EURY
FPLC
HC
HDL
HL

ki

Kn
kDa
KNF-Modell
L

MW C-Modell
M;
N
NRP
oD
Pso
PO
PAGE
PAN
PARA
POT
SDS
SEC
TEM
Torr
TRIS
uv
VHDL
VIS

7 AbkuUrzungsverzeichnis

Angstroem

Astacus astacus

Calappa granulata

Dalton

Differential-Scanning_Calorimetry

spez. Extinktionskoeffizient bei 278nm
Elektronen-Mikroskop(ie)
Elektronen-Spinresonanz-Spektroskopie
Eurypelma californicum

Fast Performance Liquid Chromatography
Hamocyanin

High Density Lipoprotein

Hamolymphe

Bindungskonstante flr das erste Molekdl
Bindungskonstante flr das letzte Molekdl
Kilo Dalton

Modell von Koshland, Némethy & Filmer
Gleichgewichtskonstante im MWC-Modell
Modell von Monod, Wyman & Changeux

Molekulargewicht

Hill-Koeffizient
Nicht-Respiratorisches-Protein
Optische Dichte

Partialdruck bei Halbsattigung
Sauerstoff-Partialdruck
Poly-Acylamid-Gel-Elektrophorese
Panulirus interruptus

Paralithodes Camtschatica
Potamon potamios
Natrium-Dodecyl-Sulfat
Size-Exclusion-Chromatography
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie
1Torr=133,322 Pa
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultra-Violett

Very High Density Lipoprotein
sichtbares Licht
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8 LEBENSLAUF

8 Lebenslauf

Zur Person

Ausbildung/Dienste

Schulausbildung

1970 - 1974
1974 - 1981

1981 - 1985

Wehrdienst
1985 — 1986

Berufsausbildung
1986 - 1988

Hochschulstudium
1988 - 1995

seit Juni 1995

Berufstatigkeit

BIOSCIENTIA GmbH, Ingelheim
17.07.89 — 30.09.91

DAHEIM GmbH, Mainz
17.06.93 — 30.06.95

MPI fir Chemie, Mainz
01.01.94 — 28.02.95

UNIVERSITAT MAINZ
01.06.1995 — 31.03.2000

TOSOH BIOSCIENCE GmbH, Stuttgart

seit dem 15.09.2000

Werner Conze

geb. am 26.04.1964 in Paderborn
Staatsangehodrigkeit: deutsch

Wohnort: 73765 Neuhausen auf den Fildern
verheiratet, 2 Kinder

Grundschule in Kassel
Realschule in Kassel
Abschluss: Mittlere Reife
Gymnasium in Kassel
Abschluss: Allg. Hochschulreife

in Weingarten (Internationale Fernspahschule),
Altenstadt (Luftlande- und Transportschule )
und Fritzlar (Fernspahkompanie)

Hohere Berufsfachschule fur Technische Assistenten
in Olsberg (NRW)
Abschluss: Biologisch Technischer Assistent

Biologie an der Universitat Mainz

Prufungsfacher: Biochemie, Mikrobiologie,
Pflanzenphysiologie, Geographie

Diplomarbeit am Max-Planck-Institut flir Chemie; Abt.

Biogeochemie bei Prof. Dr. Jirgen Kesselmeier

Abschluss: Diplom-Biologe

Promotion am Institut fir Molekulare Biophysik der Universitat
Mainz bei Prof. Dr. Heinz Decker
Schwerpunkt: Struktur-Funktionsbeziehungen grol3er Proteine

Laborassistent
im RIA-Labor

Zeitschriften Lieferservice

wiss. Mitarbeiter
Abt. Biogeochemie

wiss. Mitarbeiter
Institut fir Molekulare Biophysik

techn./wiss. Kundendienst, QM
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