
1EinleitungBiologis
he Makromoleküle können ho
hspezi�s
h mit kleinen wie groÿen Molekülen inter-agieren. Sol
he Interaktionen spielen bei der Enzymkatalyse, Antikörperbindung und wei-terer Protein-Liganden-Beziehungen eine essentielle Rolle. Eine der bekanntesten Protein-Liganden-We
hselwirkungen ist die zwis
hen einem Atmungspigment und Sauersto�. DerTransport von Sauersto� zu den Organen und seine Aufnahme in den Zellen ist substan-tiell für den aeroben Metabolismus der Tiere. Folgli
h haben si
h im Laufe der Evolutionvers
hiedene Proteine entwi
kelt, um Sauersto� im Organismus zu transportieren. IhreHauptvertreter sind die Hämoglobine, die im Stamm der Vertebraten, aber au
h in den un-ters
hiedli
hsten Invertebraten-Stämmen (z. B. Anelliden, Arthropoden, Mollusken) weitverbreitet sind. Zu der Gruppe der Hämoglobine gehören ebenfalls die Chloro
ruorineund Erythro
ruorine der Anneliden, die extrazellulär vorliegen. Neben dem Hämoglobi-nen existieren jedo
h no
h weitere Sauersto�transportproteine, wie Hämerythrine (z. B.Sipun
uliden, Bra
hipoden) und Hämo
yanine (z. B. Arthopoden, Mollusken) (Hardison,1996; van Holde und Miller, 1995; Lamy et al., 1996).Die Gruppe der Hämo
yanine gehört zu den Typ-3-Kupferproteinen, zu denen au
hdie Phenoloxidasen, Tyrosinasen, Cate
holoxidasen, Pseudo-Hämo
yanine und Hexameri-ne zählen. Sie alle entstammen vermutli
h einem ursprüngli
hen Typ-3-Kupferprotein, vonwel
hem si
h primitive Kupfer-3a-Proteine (Tyrosinasen) sowie Kupfer-3b-Proteine (Phe-noloxidasen) in getrennten Ästen abzweigten. Als si
h vor etwa 700-800 Millionen Jahrendie groÿen Stämme der Metazoen zu entwi
keln begannen, entstanden au
h die Vorläuferder Hämo
yanine der Mollusken (3a-Kupferprotein) und Arthropoden (3b-Kupferprotein)(van Holde et al., 2001; Burmester, 1999; Linzen et al., 1985).Die Pigmente beider Stämme binden Sauersto� zwis
hen zwei Kupferatome, die infol-gedessen aus dem reduzierten Cu(I)-Zustand in den oxidierten Cu(II)-Zustand überführtwerden. Dur
h die Oxidation ändern die Hämo
yanine ihre Farbe von farblos zu blau.Die Kupferbindedomäne, die nahe am N-Terminus des Moleküls zu �nden ist, bezei
hnetman als die sogenannte A-Seite (CuA), die nahe am C-Terminus des Moleküls liegt als dieB-Seite (CuB). Die Kupferatome werden über drei Histidine koordiniert (Magnus et al.,1



2 1. EINLEITUNG1994; Bonaventura und Bonaventura, 1980).Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropodenhämo
yanins ist das Hexamer, dasaus se
hs Polypeptidketten mit einem apparenten Molekulargewi
ht von 
a. 75 kDa zu-sammengesetzt ist. Abhängig von der Art gibt es unters
hiedli
he Assoziationsstufendes Hämo
yanins, vom Hexamer bis zum Oligohexamer (Magnus et al., 1994; Linzenet al., 1985). Die Untereinheiten assoziieren über ni
ht kovalente Bindungen als au
h überDisul�d-Brü
ken (van Holde und Miller, 1995). Zum Zusammens
hluss der Untereinhei-ten sind zweiwertige Kationen wie Mg2+ und/oder Ca2+ erforderli
h (Mangum, 1983). ImVerglei
h dazu besteht das Molluskenhämo
yanin aus funktionellen Untereinheiten von
a. 50 kDa, die si
h zu linearen Sequenzen von 7-8 Polypeptidketten zusammens
hlieÿenund so ein Polypeptid mit einem Molekulargewi
ht von 350 bis zu 450 kDa bilden (Liebet al., 1999). Die multimere Struktur der Hämo
yanine erlaubt sowohl eine kooperativeBindung als au
h eine allosteris
he Regulation der bindenden Liganden. Die Sauersto�bin-dung an das Atmungspigment erfolgt ho
hgradig kooperativ mit Hill-Koe�zienten (Hill,1910) von 2 bis zu 11 (Bonaventura und Bonaventura, 1980; Robert et al., 1987).Die Sauersto�bindung an das Hämo
yanin der Arthropden wird dur
h zahlrei
he allos-teris
he E�ektoren und Modulatoren beein�usst. So reagiert das Sauersto�bindungsver-halten des Hämo
yanins ho
hsensitiv auf einen veränderten pH-Wert. Das Hämo
yaninunterliegt dabei dem klassis
hen Bohr-E�ekt: Mit steigender Protonenkonzentration sinktdie Sauersto�a�nität des Hämo
yanins (Mangum, 1983; Tru
hot, 1975). Werden Crusta-
een einer veränderten Salinität ausgesetzt, so beein�usst diese ebenfalls die Sauersto�af-�nität des Hämo
yanins. In Abhängigkeit von den Ca2+, Mg2+ und Cl−-Konzentrationenändert si
h die A�nität für Sauersto� (Tru
hot, 1975). Zudem können niedrige Salini-tätsniveaus die Zusammensetzung der Hämo
yanin-Untereinheiten ändern, woraus eineErniedrigung der Sauersto�a�nität resultiert (Mason et al., 1982; Mangum, 1983). Ins
hwefelwassersto�rei
hen Habitaten kommt es häu�g zu Thiosulfatbildung. Taylor et al.(1999) konnte für die S
hlammkrabbe Calo
aris ma
andreae Bell zeigen, dass die Sauer-sto�a�nität dur
h groÿe Mengen an Thiosulfat reduziert wird. Im Falle des Hämo
yaninsvon Crangon 
rangon konnte jedo
h kein Ein�uss des Thiosulfats auf die Sauersto�a�-nität na
hgewiesen werden (Hagerman und Vismann, 1999). S
hlieÿli
h führt au
h eineErhöhung der Temperatur zu einer Erniedrigung der Sauersto�a�nität des Hämo
yanins(Tru
hot, 1975).Neben den hier aufgeführten anorganis
hen Modulatoren der Sauersto�a�nität desHämo
yanins der Crusta
een gibt es organis
he Moleküle, die einen Ein�uss auf die Sau-ersto�a�nität nehmen können. Als metabolis
he E�ektoren konnten Morris und M
Ma-hon (1989) zahlrei
he Neurohormone 
harakterisieren. Dopamin zeigte dabei den gröÿtenpositiven E�ekt auf die Sauersto�bindung von Can
er magister. L-Laktat akkumuliert alsglykolytis
hes Endprodukt unter Anaerobiose in der Hämolymphe von Can
er magister,Calline
tes sapidus, Homarus vulgaris und weiterer dekapoder Krebse. Tru
hot (1980)



3konnte an den Krabben Car
inus maenas und Can
er pagurus zeigen, dass L-Laktateinen positiven konzentrationsabhängigen E�ekt auf die Sauersto�bindung hat. Es ernied-rigt den Halbsättigungswert und die Kooperativität der Sauersto�bindung (Lallier et al.,1987; Tru
hot, 1980; Bou
het und Tru
hot, 1985). L-Laktat bindet dabei stereospezi�s
h,was auf das 
hirale C-Atom zurü
kzuführen ist. D-Laktat zeigt eine deutli
h geringereBindungsa�nität an das Hämo
yanin als L-Laktat (Graham et al., 1983; Graham, 1985).Urat akkumuliert ebenfalls unter hypoxis
hen Bedingungen in der Hämolymphe deka-poder Krebse. Im Purinsto�we
hsel werden Purinnukleotide über mehrere S
hritte zumXanthin abgebaut, das dur
h die Xanthin-Oxidase zur Harnsäure oxidiert wird. Ans
hlie-ÿend ö�net die Uri
ase den Purinring und es bildet si
h Allantoin. Da die Uri
ase jedo
hSauersto� als Co-Substrat benötigt, ist sie in Sauersto�mangelsituationen ni
ht aktiv undUrat sammelt si
h in der Hämolymphe an (Dykens, 1991). Morris et al. (1985) zeigten amDohlenkrebs Austropotamobius pallipes, dass Urat die Sauersto�a�nität des Krebshämo-
yanins erhöht. Zusätzli
h wurde der Ein�uss von Purinanaloga auf die Sauersto�bindunguntersu
ht, und es konnte au
h dur
h Ko�ein und Theobromin eine erhöhte Sauersto�a�-nität na
hgewiesen werden. Weitere Untersu
hungen an diversen Crusta
eenarten folgten(Lallier et al., 1987; Bridges, 1990).Zeis et al. (1992) konnte am Europäis
hen Hummer (Homarus vulgaris) zeigen, dassdie Bindung von Urat mit einer Verringerung der Kooperativität der Sauersto�bindungeinhergeht. Verdrängungsexperimente mit vers
hiedenen Purinanaloga, wie Ko�ein, Theo-phyllin, Hypoxanthin, Adenin und Allantoin zeigten, dass der Purinring eine Vorausset-zung für die Bindung an das Hämo
yanin des Europäis
hen Hummers ist. Zudem konnteein additiver E�ekt von L-Laktat und Urat auf die Sauersto�bindung beoba
htet werden.Es wurden zunä
hst 2 Bindungsplätze mit eventuell vorhandenen unspezi�s
hen Bindun-gen postuliert (Nies et al., 1992). Menze et al. (2000) konnte mittels isothermaler Titra-tionskalorimetrie die Bindung des Urats an das Hämo
yanin des Europäis
hen Hummersin Abhängigkeit des pH-Wertes bei Messungen unter hypoxis
hen wie normoxis
hen Be-dingungen dur
h zwei Bindungsplätze 
harakterisieren. S
hlieÿli
h konnten Menze et al.(2005) ein Modell mit zwei vers
hiedenen Bindungsplatztypen formuliert werden.Die von Menze et al. (2000) verwendete isothermale Titrationskalorimetrie ist eineMethode zur thermodynamis
hen Charakterisierung von Makromolekül-Liganden-Inter-aktionen. Sie gewährt neue Einbli
ke in das thermodynamis
he Bindungsverhalten derLiganden an das Hämo
yanin und wurde daher au
h in dieser Arbeit verwendet. Währenddes Experiments wird die Wärmetönung der jeweiligen Reaktion aufgezei
hnet, integriertund über eine ni
ht-lineare Regressionanalyse ausgewertet, so dass die Bindungskonstante
K, die Reaktionsenthalpie ∆H0 und die Anzahl der Bindungsstellen n identi�ziert werdenkönnen. Basierend auf der Gibbs-Helmholtz-Glei
hung

∆G0 = −RT lnK = ∆H0 − T∆S0 (1.1)



4 1. EINLEITUNGkönnen die abhängigen Parameter Entropie ∆S0 und freie Energie ∆G0 bestimmt wer-den. Hierbei ist R die allgemeine Gaskonstante und T die absolute Temperatur. DieBindungskonstante K 
harakterisiert die Stärke der Interaktion zwis
hen zwei Molekü-len. Der Verglei
h von konkurrierenden Bindungspartnern oder vers
hiedenen Zuständender Bindungspartner de�niert die Spezi�tät der We
hselwirkung der Interaktionspartnerund damit ihre physiologis
he Bedeutung. Darüber hinaus ermögli
hen die gemessenenEnthalpie- und bere
hneten Entropieänderungen Rü
ks
hlüsse auf die molekularen We
h-selwirkungen.Als weitere thermodynamis
he Gröÿe kann die Änderung der Wärmekapazität mittelsisothermaler Titrationskalorimetrie bestimmt werden. Die Wärmekapazität ∆C0
p

∆C0
p =

∂∆H0

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

c = nK[Mt] (1.3)das Produkt aus der mikroskopis
hen Bindungskonstante K, der Anzahl der Bindungs-plätze n und der Konzentration des Makromoleküls in der Versu
hskammer[Mt℄. Um dieBindungskonstante präzise zu bestimmen, sind moderate 
-Werte zwis
hen 1 und 1000erforderli
h; nur dann ist eine optimale Auswertung der Kurve gewährleistet (Wisemanet al., 1989). Neuere Untersu
hungen zeigen jedo
h, dass au
h in Fällen von niedrigen 
-Werten (0,1 � 1) die Bindungsisotherme mit einer korrekten Bestimmung von K ausgewer-tet werden können, wenn die Anzahl der Bindungsplätze konstant gesetzt wird (Turnbullund Daranas, 2003).Die Methode der isothermalen Titrationskalorimetrie wurde bereits in zahlrei
hen Ar-beiten angewendet. So konnten Inobe et al. (2001) zeigen, dass ATP an das molekulareChaperon GroEL kooperativ bindet. Kaspar et al. (1999) 
harakterisierten die Bindungs-eigens
haften der periplasmatis
hen Domäne der Histidinautokinase CitA aus Klebsiellapneumoniae und Arnaud und Bouteiller (2004) untersu
hten die Zusammenlagerung von



5supramolekularen Polymeren mittels isothermaler Titrationskalorimetrie. Au
h insbeson-dere Interaktionen von Hämo
yaninen mit ihren Liganden wurden anhand dieser Methodebes
hrieben. So konnte Hellmann et al. (2001) die Urat- und Ko�einbindung an das Hä-mo
yanin von Asta
us leptoda
tylus 
harakterisieren.Die Charakterisierung der Bindung von Liganden und Modulatoren ist bedeutend fürdas Verständnis der Funktion des Moleküls und kann unter anderem Aufs
hluss über dieStrukturierung der Bindungsstelle geben. Daher interessierte man si
h s
hon frühzeitigfür Sauersto�bindungsproteine (Hill, 1910). Der Ausgangspunkt aller allosteris
her Sys-teme liegt in der homeotropen kooperativen Bindung von Sauersto� an das multimereMakromolekül Hämoglobin (Adair, 1925). Eine homeotrope Interaktion stellt dabei denEin�uss des Liganden auf seine Bindung dar, eine heterotrope Interaktion hingegen be-s
hreibt den E�ekt eines zweiten Liganden auf die Bindung des Anderen. Na
h weiterenUntersu
hungen konnte 1965 das allosteris
he System dur
h ein spezi�s
hes Modell vonMonod, Wyman und Changeux gefestigt werden. Das so genannte MWC-Modell (Monodet al., 1965) basiert auf einem Glei
hgewi
ht zwis
hen zwei Makromolekül-Formen, derR- und der T-Form, und beruht auf den strukturellen Veränderungen des untersu
htenMoleküls. Dabei stellt R die Referenzform dar.Ist die Struktur eines Makromoleküls bekannt, so erlei
htert dies die Charakterisierungdes allosteris
hen Systems. Das mens
hli
he Hämoglobin ist ein aus vier Untereinheitenbestehendes Tetramer, das in jeder Untereinheit mit einer Häm-Gruppe ausgestattet ist.Demna
h bindet jede Untereinheit ein Sauersto�molekül, na
h dem oben erwähnten allos-teris
hen Me
hanismus (MWC-Modell). Die kleinste funktionelle Einheit des Arthropo-denhämo
yanins ist ein Hexamer. 1986 konnten Gaykema et al. mit dem Hämo
yanin derKalifornis
hen Languste (Panulirus interruptus) die erste Struktur eines Arthropodenhä-mo
yanins analysieren. Jede Untereinheit besteht aus drei Polypeptid-Domänen, wobeinur eine der Domänen eine Sauersto�bindungsstelle besitzt. Derweil sind einige weitereDNA-Sequenzen von Arthropdenhämo
yaninen bekannt, u. a. von Homarus ameri
anus(Kus
he und Burmester, 2001), Palinurus elephas (Kus
he et al., 2003), Pa
ifasta
us le-nius
ulus (Lee et al., 2004). Die Erfors
hung von Sauersto�bindungsproteinen ermögli
htdie Entwi
klung von neuen komplexeren Bindungsmodellen wie z. B. das Nested-MWC-Modell (Wyman, 1972; Robert et al., 1987; siehe Kapitel 2.7.1) als au
h deren Anwendungauf weitere Systeme.Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Bindung des Urats an das dodekamereHämo
yanin des Europäis
hen Hummers (Homarus vulgaris) in Abhängigkeit von derTemperatur zu 
harakterisieren und die daraus resultierende Anpassung des Hummers andie Umgebungstemperatur zu analysieren. Ko�ein wurde als Modell-Ligand verwendet, daes na
h Zeis (1994) und Menze (2001) mit Urat um die Bindungsstellen konkurriert. Dabeiwurde zunä
hst der Ein�uss der E�ektoren auf die Sauersto�bindung in Zusammenhangmit Temperaturänderungen untersu
ht. Weiterhin wurde eine thermodynamis
he Cha-
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7rakterisierung der Bindungsparameter der E�ektoren unter normoxis
hen wie unter hy-poxis
hen Bedingungen vorgenommen, da unter Hypoxie andere Molekülkonformationendominieren als unter normoxis
hen Bedingungen (Menze et al., 2005). Die E�ektorbin-dung wurde thermodynamis
h über ein Temperaturspektrum von 10 bis 40◦C untersu
htund mit allosteris
hen Modellvorstellungen ausgewertet.Um zu prüfen, wel
he funktionellen Gruppen mit dem Hämo
yanin des Europäis
henHummers interagieren, wurden ebenfalls thermodynamis
he Bindungsstudien mit unter-s
hiedli
he Xanthinderivaten (siehe Abb. 1.1) dur
hgeführt. Zudem wurde der Ein�ussder einzelnen Xanthinderivate auf die Sauersto�bindung des Hämo
yanins untersu
ht.Die Bindung der Dimethylxanthine, Theobromin, Theophyllin und Paraxanthin wurdebei vers
hiedenen Temperaturen 
harakterisiert, um diese mit dem natürli
hen Modula-tor Urat und dem arti�ziellen E�ektor Ko�ein zu verglei
hen. Eine Temperaturänderungin der Makromolekülumgebung kann eine Umlagerung im Konformationsglei
hgewi
ht desMakromoleküls hervorrufen. Die Untersu
hungen der Sauersto�- und der E�ektorbindungunter hypoxis
hen wie normoxis
hen Bedingungen bei vers
hiedenen Temperaturen kön-nen über die Art der thermodynamis
hen We
hselwirkungen Aufs
hluss geben und obund in wel
her Form eine Umlagerung auf Grund der Ligandenbindung statt�ndet.


