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l. Einleitung

Das 1878 von Léon Fredericg [1] mit dem Namen "Hamocyanin" (blaues Blut) benannte
Kupferprotein ist nur in Arthropoden und den Mollusken als respiratorisches Pigment verbreitet.
Obwohl es durch die Bezeichnung impliziert werden konnte, tragt dieses Protein kein HAm. In den
dreiBiger Jahren fuihrte Svedberg [2, 3] systematische Untersuchungen mit Ultrazentrifugation
durch und beschrieb die enorme Grél3e vor allem der Gastropodenhamocyanine. Ebenfalls sehr friih
wurde erkannt, dal3 KCN Hamocyanine entfarbt (Kobert 1903), aber erst Kubowitz beschrieb 1938
diese Beobachtung richtig als die reversible Entfernung der Kupferatome aus dem Protein durch
Komplexierung [4]. Untersuchungen der Hamocyanine mit Zirkulardichroismus ergaben eine
komplexe Absorption des Kupferchromophors mit insgesamt vier Ubergangen zwischen 300 und
800 nm [5], die bei Deoxygenierung vollstandig verschwinden. Die Aminosaurezusammensetzung,
die Kohlenhydratzusammensetzung und die Bindungsverhaltnisse um das Aktivzentrum wurden
eingehend untersucht und Vergleiche zwischen Arthropoden und Mollusken gezogen [6].
Fortschritte in der praparativen (Polyacrylgelelektrophorese [7]) und apparativen Technik
(Elektronenmikroskopie, Gasphasen-Sequenator) fuhrten zu weiteren grundlegenden Erkennt-
nissen tber den Aufbau und die Zusammensetzung von Hamocyaninen [8]. Die Installierung einer
effektiven Methode zur N-terminalen Sequenzierung von Proteinen brachte vor allem seit den
achtziger Jahren einen raschen Aufschwung in der Kenntnis von Primarstrukturen [9 - 11]. Schon
1984 verdffentlichte Gaykema [12] die durch Rodntgenstrukturanalyse erhaltene Tertiarstruktur
eines Arthropodenhamocyanins. Mit der Funktionellen Einheit Hipdér Weinbergschneckdelix
pomatia wurde 1987 erstmals die vollstdndige Sequenz einer Funktionellen Einheit eines
Mollusken [13] verdffentlicht. Zwischen 1990 und 1997 wurde durch die Veroffentlichung einer
weiteren FE vonHelix pomatia [14], den partiellen Sequenzen voBepia officinalis
(Cephalopode) [15, 16] und von drei C-terminalen FE @atopus dofleinCephalopode) [17,

18], sowie mit der Sequenz der N-terminalen Funktionellen Einheit "a"Rapana thomasiana
Grosse (Gastropde) [19] das Spektrum an Primarstrukturen von Mollusken erheblich erweitert.
1998 wurde mit der Primarstruktur vactopus dofleinierstmals die komplette Sequenz eines
Molluskenhamocyanins mit 7 Funktionellen Einheiten und die Tertiartruktur der C-terminalen FE

"g" dieses Hamocyanins verdffentlicht [20, 21].



2 lI. Allgemeiner Teil

ll. Allgemeiner Teil

2.1 Metalloproteine

In der Natur finden sich sowohl in der Flora als auch in der Fauna Proteine, die Metallatome in
einem aktiven Zentrum enthalten. Diese Metalloproteine sind in wichtige lebenserhaltende
Vorgange involviert. Das Chlorophyll, der griine Blattfarbstoff der Pflanzen mit Magnesium-lonen
im aktiven Zentrum, absorbiert Licht und liefert damit die Energie zur Durchfiihrung der
Photosynthese, bei der G O, umgewandelt wird. Ein anderes weitverbreitetes Metalloprotein
ist die Superoxiddismutase, von der es Spezies mit Mangan-, Eisen-lonen oder mit einem
gemischten Metallionenpaar, Kupfer und Zink, im aktiven Zentrum gibt [22]. Ihre Aufgabe ist es,
die giftigen Superoxidionen in ungefahrliches mzuwandeln. Superoxiddismutasen kommen in
hohen Konzentrationen in den Erythrozyten, der Leber und im Gehirn héherer Organismen vor,
und wurden im Falle des Kupfer-Zink-Proteins lange bevor ihre enzymatische Aktivitdt erkannt
wurde isoliert und beschrieben. Inzwischen wurden Superoxiddismutasen in vielen Bakterien,
Hefen und Pilzen nachgewiesen. Ein sehr weiter Bereich, in dem Metalloproteine eine Funktion

ausuben, ist der des Sauerstofftransportes und der -speicherung.

2.1.1 Respiratorische Proteine

Viele physiologische Vorgange benétigen zu ihrem Ablauf Sauerstoff. Die einfachste Form, des

Sauerstofftransportes ist die Diffusion. Diese Transportart ist jedoch viel zu langsam, als dal} sie
wirksam sein kénnte. Zudem werden nur Bereiche, die nicht weit vom Atmungsepithel entfernt

sind, erreicht. In den Kdrpern vieler groRerer Insekten sind deshalb Luftkanale, die Tracheen,
ausgebildet, Gber die der Sauerstoff im Korper verteilt wird. Uber langere Distanzen hinweg

verlangsamt sich der Sauerstofftransport in diesen Rdhren jedoch rapide. Deshalb bleibt der
Gastransport trotz der Erhdéhung der Transportgeschwindigkeit durch Ventilationstracheen
begrenzt, so dal3 Tracheenatmer nur Kérpergréf3en von wenigen Zentimetern erreichen.

Viele hohere Lebewesen verwenden als Sauerstofftransporter Flissigkeiten (Blut, Hamolymphe),
die mechanisch in zirkulierende Strémung versetzt werden. Dadurch wird der Sauerstoff zwar sehr
schnell Uber weite Distanzen transportiert, allerdings nehmen Flissigkeiten etwa 20mal weniger
Sauerstoff auf als Luft. Rein physikalisch in der Transportfliissigkeit gelost liegt Sauerstoff deshalb

nur in einigen wenigen Invertebraten (z. B. Nematoden) und einer Gruppe arktischer
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Knochenfische (Chaenichthys) vor (max. 10 mk:I0"). Diese geringe Léslichkeit von Sauerstoff

wird dadurch erhoht, dal3 Organismen der Fauna, in denen "Blut" zirkuliert, respiratorische
Pigmente ausgebildet haben, die eine héhere Bindungsaffinitat (bis zu 200,4tt) Qegeniiber
Sauerstoff aufweisen als reine Flissigkeiten, und die den Sauerstoff transportieren oder auch
speichern [23]. In den meisten Féllen handelt es sich hierbei um Proteine, die den Sauerstoff mittels
eines aktiven Zentrums aus Metallatomen binden, wobei es sich abhangig von der Spezies um
verschiedenartige Metalle handeln kann. Eine in den Blutzellen der Vertebraten und auch einiger
Invertebraten weit verbreitete Gruppe von sauerstofftransportierenden Pigmenten enthalten ein aus
einem Porphyrinring bestehendes aktives Zentrum, das Ham. Dieses enthaft*donFevelches
kovalent sowohl an den Porphyrinring als auch an ein Histidin der Proteinkette gebunden ist. Das
menschliche Hamoglobin besteht aus zwei (141 AS) und zweip-Ketten (146 AS), die
untereinander Uber eine Cysteinbriicke reversibel miteinander verbunden sind und jeweils ein
Protoporphyrin mit einem aktiven Zentrum besitzen. Ein Hamoglobin kann also 4 Molekile
Sauerstoff binden. Jede Kette hat ein Molekulargewicht von etwa 16000 Da, das gesamte
Hamoglobin also eine Molekllmasse von 64000 Da. Dem Hamoglobin verwandt ist das in den
Muskelzellen vieler Wirbelloser und Wirbeltiere vorkommende Myoglobin, ein Sauerstofftrager
und -speicher, das jedoch nur aus einer, 153 Aminosauren enthaltenden, Polypeptidkette besteht.
Ein weiteres hamtragendes respiratorisches Protein ist das Chlorocruorin, bei dem jedoch der
Porphyrinring geringflgige Unterschiede in den Seitenketten aufweist, und welches extrazellular im
Blut einiger Polychaeten vorkommt. In einigeSerpulaArten treten Hamoglobin und
Chlorocruorin gleichzeitig auf.

Ein ebenfalls eisenhaltiger Blutfarbstoff ist das Hamerythrin, bei welchem jedoch zwei Eisenatome
direkt Uber Histidinreste an die Polypeptidkette gebunden sind. Hamerythrin tritt im allgemeinen als
Oktamer auf, es werden jedoch verschiedentlich auch Trimere oder Monomere gefunden. Um die
Erhdhung des osmotischen Wertes der Transportfliissigkeit durch die Transportproteine moglichst
gering zu halten, sind diese zu grol3en Molekilaggregaten vereinigt oder in speziellen
Transportzellen (Erythrocyten, Coelomocyten) eingelagert. Die Molekulargewichte der frei in der
Hamolymphe geldsten Transportproteine sind wesentlich hdher als die der zellular gebundenen, die

allerdings extrem hohe Packungsdichten aufweisen [24].



4 lI. Allgemeiner Teil

Tabelle 1. Sauerstofftransportproteine (respiratorische Pigmente) nach [23]. oxy: oxygenigrtes (O

reiches) Blut, desoxy: desoxygeniertes-@mes) Blut. Grau unterlegt: In der Transportflissigkeit

frei gelost.
Molekular- Farbe Vorkommen
gewicht [kDa]
OXy
desoxy
Hamoglobin 17 - 68 hellrot Vertebraten
(Fe-Porphyrin- dunkelrot einige Invertebraten:
Protein) NemertinenCucumaria(Echinodermen)
1500 - 3000 hellrot Invertebraten, z.B.
dunkelrot Ascaris(Nematoden)

Lumbricus Arenicola(Anneliden)

Planorbis(Mollusken)
Chlorocruorin 2750 gelbgriin  einige wenige Anneliden:
(Fe-Porphyrin- blaBgriin Serpuliden, Sabelliden
Protein)
Hamerythrin 108 violett einige Brachiopoden, Pripuliden
(Fe-Protein) farblos Sipunculiden und Anneliden
Hamocyanin 400 - 9000 blau Mollusken: Prosobranchier, Pulmonaten,
(Cu-Protein) farblos Gastropoden, Cephalopoden

Arthropoden: Xiphosuren, Cheliceraten,
Crustaceen

2.1.2 Hamocyanine

Das als Hamocyanin bezeichnete blaue Kupferprotein ist in Weichtieren (Mollusken) und
Gliederfulzern (Arthropoden) weit verbreitet. Hamocyanine sind extrazellulare Proteine, die frei in
der Hamolymphe flottieren und in Spezies wie Tintenfischen (Cephalopoden), Kaferschnecken

(Chitonen), vielen Schneckenarten (Gastropoden) sowie einer Gruppe von Muscheln (Bivalva)
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vorkommen. Bei den GliederfiiRern (Arthropoden) findet man Hamocyanin bei vielen Spinnentieren
(Arachniden), bei Skorpionen, den altertimlichen Pfeilschwanzen (Xiphosuren), htheren Krebsen
(Crustaceen) oder TausendfliBern der Gattung Scutigera. Die beiden Kupferatome des aktiven
Zentrums sind jeweils Uber drei Histidinreste direkt an das Protein gebunden. Die blaue Farbe des
Hamocyanins verliert sich stets bei Sauerstoffentzug und kann in einigen Fallen auch durch andere
Blutpigmente Uberdeckt sein. Insgesamt findet man ca. 50000 Arten blaublutiger Mollusken und
etwa ebenso viele Arthropoden. Die weitaus grofite Arthropodenklasse, die Insekten, besitzen
meist kein respiratorisches Protein, sondern Tracheen, durch die der Sauerstoff direkt zu den
Zielorganen diffundiert. Jedoch findet man in einigen in sauerstoffarmer Umgebung lebenden
Wasserinsekten rotes Hamoglobin und in der Hamolymphe anderer Insekten finden sich dem
Hamocyanin stukturverwandte Proteine. Auffallig ist, da es keine dem Myoglobin oder
Myoh&merythrin verwandte Struktur eines Myocyanins gibt. Wird eSPeicherprotein benotigt,

wie es in den Muskeln der Radula (Raspelzunge) von Gastropoden der Fall ist, so wird dafir
Myoglobin verwendet. Dies ist insofern bemerkenswert als es zeigt, dal3 auch Organismen, die
Hamocyanine zum @Transport verwenden, Globinproteingene tragen und somit prinzipiell in der

Lage gewesen waren, hamtragendel@nsportproteine zu entwickeln [25].

2.1.2.1 Arthropoden (Gliederfui3er)

Die Molekulargewichte der Hamocyanine von Arthropoden sind aul3erordentlich grol3. Sie setzen
sich aus zahlreichen Polypeptiden, den Strukturellen Untereinheiten, zusammen und erreichen mit
einer GroRe von etwa 25 nm die GrofRe von Ribosomen [26]. Eine SU des Arthropoden-
Hamocyanins hat ein Molekulargewicht von 75000 Da, und ist damit groRer als das gesamte
menschliche Hamoglobin. Sie besteht aus 620 Aminosaureresten bei den Cheliceraten und aus
ungefahr 660 Aminosaureresten bei den Crustaceen und besitzt im Aktivzentrum zwei
Kupferionen, die ein Sauerstoffmolekll reversibel binden kdnnen. Die Strukturelle Untereinheit
erscheint bohnenférmig und enthalt drei aufgrund ihrer unterschiedlichen Sekundéarstrukturen klar
voneinander unterscheidbare Strukturelle Doméanen. SD "1" besteht vorwiegemeHalises, SD

"2" enthalt in ungefahr gleicher Anzahhi-Helices und B-Faltblattstrukturen, SD "3" ist

Uberwiegend auB-Faltblattstrukturen aufgebaut und Gberdeckt grol3e Teile der SD "1". In der
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Abb. 1. Der Aufbau der Strukturellen Untereinheit eines Arthropodenhamocyanins (nach [26]). a)
Ventral- und Dorsalansicht der Untereinheit; Kreise und schwarze Punkte: Kupferatome;
gestrichelte Linien: Grenzen zwischen den Strukturellen Domanen - @:helixreiche Region;

[3: B-faltblattreiche Region; die vergro3erte Darstellung des Aktivzentr@ms2.2, 2.5,2.6. die 4
antiparallelen, an der Kupferbindung beteiligerHelices; | - lll: eingeschlossenes Wasser. b) die
Sekundarstrukturen der Strukturellen Domanestielices ©), B-Faltblatt @), kupferbindende
a-Helices ¢3), die siebenfache antiparallefieFaltblattstruktur W). c¢) Das aus 6 Strukturellen
Untereinheiten (A -F) zusammengesetzte Hamocyanin. d) Ansicht des Hexamers in Richtung der
dreizahligen Drehachse; "lockere" Kontaktregionen zwischen den Strukturellen Untereinheiten:
schwarze Kreise®) und Rechteckel]; die Strukturelle Doméne "2" ist in Richtung des zentralen
Kanals orientiert und wird von den Strukturellen Domanen "1" und "3" nach aul3en abgeschirmt. e)
Ansicht des Hexamers senkrecht zur dreizédhligen Drehachse; "enge" Kontaktregionen zwischen

den Funktionellen Untereinheit: schwarze Rechtecke (
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zweiten SD, zwischen 4 antiparallelen-Helices, sind die beiden Kupferatome des
Aktivzentrums lokalisiert [27, 28] (Abb. 1). Innerhalb der Untereinheit kann eine "alpha"- und eine
"beta"-Region unterschieden werden. Jewelils sechs solcher Untereinheiten vereinigen sich zu einem
Hexamer, wobei sie die Ecken eines trigonalen Antiprismas besetzen. Jeweils drei Untereinheiten
aggregieren mit der aus den Strukturellen Untereinheiten "1" und "2" gebildeten konvexen Seite
und generieren eine dreizahlige Drehachse. Zwei solcher Trimeren sind spiegelbildlich, jedoch
entlang der Drehachse um 60° gegeneinander verdreht, zusammengelagert. Die sechs Doménen "2"
sind in dieser Anordnung im Zentrum des Hexameren um einen Kanal angeordnet, der sich entlang
der Drehachse durch das Aggregat zieht, wahrend die Strukturellen Untereinheiten "1" und "3" die
aktiven Zentren nach auf3en hin abschirmen (Abb. 1). Der Kontakt zwischen zwei aufeinander-
liegenden Strukturellen Untereinheiten ist dabei enger als der zwischen den Untereinheiten der
Trimeren, so dal3 das Hexamer eher als ein "Trimeres von Dimeren" als ein "Dimeres von
Trimeren" angesehen werden kann [29]. Von der Seite betrachtet erscheint das Hexamer als
Kubus, in Richtung der Drehachse als Hexagon [30]. Das Hamocyanin einer ganzen Anzahl von
Crustaceen, wie z. B. Shrimps, iKrLangusten, Krabben oder vielen Isopoden besteht aus solchen
solitaren Hexameren [12, 27]. In anderen Hamocyaninen bilden sie die Grundlage fur hdhere
Aggregate. So findet man Dimere von Hexameren neben 1x6 Molekilen in einigen FluRkrebsen
[31], wobei die 2x6 Molekile um 90° gegeneinander verdreht und an einer Stelle tber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind [32]. Das Hamocyanin €opiennius salgieiner
Spinnenart [33], wird von zwei Ubereinander gestapelten 2x6 Molekilen gebildet, und beim
HeuschreckenkrebSquilla mantissind die 2x6-Aggregate so Ubereinander geschoben, daf3 die
hexagonalen Oberflachen sich zu 60% Uberlappen [34]. 4x6 Moleklle werden im Hamocyanin von
Calliannassa californiensigls tetraederformige, aus zwei 2x6 Molekllen aufgebaute Aggregate
gefunden [35, 36]. Beim SkorpioAndroctonus australisund der VogelspinneEurypelma
californicum bilden jeweils zwei 2x6 Molekille quadratisch-planare Aggregate [37-39]. Grblere
Aggregate wurden bebScutigera coleoptratgdrei 2x6 Molekile, oktaedrisch [40]) oder bei
Limulus polyphemusgvier 2x6 Molekule, antiparallel quadratisch-planar [41-43]) nachgewiesen.
Auch wenn es zu Uberlappungen und Unscharfen kommt, so konnen doch die kleineren Aggregate
von Hexameren den Cheliceraten (Spinnenartigen) und die gré3eren den Crustaceen (Krebsartigen)

zugeordnet werden.
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2.1.2.2 Mollusken (Weichtiere)

Ein noch héheres Molekulargewicht als die-Transportpigmente der Arthropoden haben die
Molluskenhdmocyanine. Mit einem Durchmesser von ca. 35 nm erreichen sie die Dimensionen
eines mittelgrof3en Virus. Der Aufbau ist bei allen Molluskenhdmocyaninen gleich: Eine hohle
zylindrische Struktur [44, 45] mit ungefahr 30 nm Durchmesser, einer Hohe von ca. 15 nm und
einer funf- oder zehnzahligen Symmetrie in der Zylinderachse. Dabei kbnnen kleinere Variationen
in der GréRRe und anderen Details auftreten. Alle diese Hamocyanine weisen Sedimentations-
koeffizienten von 48S - 61S auf [46], was einem Molekulargewicht zwischen 3.5 und 4.5x10
g-mol* entspricht [6, 47]. Es werden auch Strukturen mit Sedimentationskoeffizienten von 100S
gefunden, die sich jedoch als dimere Form der 65S-Strukturen herausgestellt haben, in die sie durch
Erhdhen des pH-Wertes und/oder durch die Entfernung von zweiwertigen Kationen dissoziiert
werden kénnen. Aggregate mit Sedimantationskoeffizienten von 69S, 105S, 131S, 153S und 175S
wurden erstmals bei der Untersuchung des Hamocyanins des Sedbalsdella auricularia
(Hinterkiemer, Gastropode) gefunden [48]. Solche Aggregate wurden danach bei weiteren
Gastropoden, wie z. B. dem Seehag®plysia limacina[49], der Grol3en Schlissellochnapf-
schneckeMegathura crenulatd50], oder beiMarisa cornuarietisLinné und anderen Spezies aus

den Familien der Melongenidae und Naticidae [51-53] gefunden und als Multimere der 61S-
Einheiten identifiziert. In Anbetracht dessen, dal3 Hadmocyanine in bedeutenden Konzentrationen in
der Hamolymphe vorliegen, wurde untersucht inwieweit das Assoziationsverhalten mit der
Konzentration zusammenhangt [44]. Die Experimente ergaben, dal3 z.B. das Hamocyanin von
Pleuroploca giganteaauch bei hoheren Konzentrationen keine grof3eren Aggregate als 100S
bildet, wéahrend bei anderen mit Erhéhung der Konzentration eine schrittweise Aggregation sogar
Uber 100S hinaus erfolgt und bei Cephalopodenhdmocyanin Uberhaupt keine Tendenz zur
Aggregation festgestellt werden konnte [54]. Diese Phanomene lieRen sich mit zunehmender
Kenntnis des genauen Aufbaus der Hamocyanine leicht erklaren. Seit es gelang, in Losungen von
6M Harnstoff die Hamocyaninmolekdile in ihre Untereinheiten zu zerlegen [55, 56] und verbesserte
Untersuchungsmethoden sogar erlaubten die Zahl der Funktionellen Einheiten (FE) der
Untereinheiten zu ermitteln [13, 17, 57], herrscht tber den Aufbau des Molluskenhamocyanins
weitgehende Klarheit. Demnach setzen sich die Strukturellen Untereinheiten aus Ketten von je 7
(z.B. Octopus doflein[58]) oder 8 (z.B.Sepia officinalis(Gemeiner Tintenfisch, Cephalopode)
[59]), Helix pomatia 3-Kette (Weinbergschnecke, Pulmonate [60Rapana thomasian&UL
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(Gastropode [61, 62]), durch kurze Verbindungszonen (Linker) miteinander verbundenen
Funktionellen Einheiten zusammen. In jeder FE befindet sich ein aus zwei Kupferionen gebildetes
Aktivzentrum. Die FE besitzen ein Molekulargewicht von ungefahr 50 kDa und bestehen aus 400
bis 500 Aminoséaureresten was ein Molekulargewicht zwischen 350 und 450 kDa pro Struktureller
Untereinheit ergibt. Je 10 Untereinheiten bilden ein zylindrisches Dekamer, wobei ein Dimer der
Funktionellen Einheiten als Aggregationskeim wirkt [63, 64]. Die Strukturellen Untereinheiten sind
dabei so gefaltet, da? 6 FE in drei Lagen die Zylinderwand bilden und eine oder zwei FE in den
inneren Hohlraum des Zylinders weisen und einen sogenannten "Kragen" bilden. Ist das eben
beschriebene Baumuster sowohl bei Cephalopoden als auch bei Gastropoden dasselbe, so gibt es
dennoch signifikante Unterschiede in der Anordnung der den "Kragen" bildenden FE und damit des
Aggregationsverhaltens. Untersuchungen&nofficinalis (Cephalopode) ergaben, dafld es sich
sowohl bei der N-terminalen FE So#dals auch der C-terminalen FE SdHum kragenbildende

FE handelt [59], was zu einem Kragen aus 10 FE auf beiden Seiten des Hamocyaninmolekils und
einer somit zu einer 10-zahligen Rotationssymmetrie fuhrt. Baopus dofleini(Cephalopode)

wurde eine antiparallele Zusammenlagerung der SU gefunden, wodurch ein aus jeweils finf FE
gebildeter Kragen auf beiden Seiten des Molekuls mit einer 5-zéhligen Symmetrie entsteht [65, 66].
Beide Hamocyanine sind also senkrecht zur Zylinderachse symmetrischHd&ig pomatia
(Gastropode) sind die Funktionellen Einheiten so angeordnet, daf3 die kragenbildenden FE alle auf
einer Seite des Dekamers konzentriert sind und eine offene und eine Kragenseite bilden [67]. Durch
diese Anordnung der Untereinheiten ist das Gesamtmolekll unsymmetrisch senkrecht zur
Zylinderachse. Bdtlelix pomatia wie auch bei einigen anderen Gastropoden, werden Didekamere,
aber auch tubulare Strukturen mit Sedimentationskoeffizienten gréf3er als 100S gefunden.
Zusammenfassend ergibt sich, dal der Aufbau des Hamocyanins von Cephalopoden keine
Aggregation groRer als 60S (Monodekamer) zulal3t [8, 68], wahrend beim Hamocyanin von
Gastropoden Multidekamere mit Sedimentationskoeffizienten gréf3er 100S mdglich sind. Die
Aggregation hangt dabei sehr stark von der Konzentration an divalenten Kationen ab [69 - 72].
Beispielhaft wurde dies am Hamocyanin vBasycon canaliculaturdemonstriert [53], wo neben

dem Didekamer mit 106S noch Tridekamere (133S, 1340 kDa) und Tetradekamere (160S, 1740
kDa) gefunden wurden. Erste Hinweise auf das Vorhandensein zweier unterschiedlicher Spezies
von Strukturellen Untereinheiten im selben Tier lieferten die Untersuchungetelx pomatia

[73] und O. dofleini [17, 18, 57]. Dies wurde auch bei der kalifornischen Schlisselloch-
napfschneckéviegathura crenulatapei Rapana thomasianf/4] und Haliotis tuberculata[75]

gefundenAuch hier existieren jeweils zwei Untereinheiten, die immunologisch klar unterscheidbar
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sind. Wie das Hamocyanin vdthelix pomatia,enthalten z. B. KLH1 und KLH2 [76, 77] 8 FE, von
denen jeweils zwei in den Hohlraum ragen und einen doppelten Kragen aus 20 FE bilden. Hier
besteht die Strukturelle Untereinheit also aus einer offenen und einer durch einen "Kragen"
geschlossenen Seite. Bei beiden Untereinheiten lagern sich die Dekameren mit der offenen Seite
zusammen und bilden Doppelmolekile (Didekamere), die der zuvor beschriebenen 100S-Einheit
entsprechen. Wurde in friiheren Vero6ffentlichungen beschrieben, dal3 bei KLH1 damit der hochste
Aggregationsgrad erreicht wéare, wahrend KLH2 durch Anlagerung von weiteren Dekameren
Makrostrukturen (Multidekamere) ausbildet [25], ist heute unstrittig, dafld beide Strukturellen

Untereinheiten Multimere ausbilden [78].

COOH

Abb. 2. Aufbau einer Strukturellen Untereinheit eines Molluskenhdmocyanins am Beispiel von
KLH2 des Hamocyanins der Kalifornischen Schliissellochnapfschidekmthura crenulataDie
Strukturelle Untereinheit besteht aus 8 Funktionellen Einheiten (a - h) [77], die Uber kurze
Peptidabschnitte (Linker) miteinander verbunden sind. Jede FE tragt in ihrem Aktivzentrum zwei
Kupferionen (schwarze Kreise), an die je ein Sauerstoffmolektl gebunden wird NNHerminus;
COOH: C-Terminus; KLH2:: Diese Funktionelle Einheit ist Gegenstand der Untersuchungen in
Kapitel 4.1.2 dieser Arbeit. UN-Glykane;p: O-Glykane; Die grau unterlegten FE g und h bilden

den Kragen im Dekamer.
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Weitgehende Unkenntnis herrscht tiber die Faktoren, die zu einer Polymerisation des Hadmocyanins
fihren, bzw. diese erlauben. Diskutiert werden z. B. das Vorhandensein von Regionen bevorzugter
Wechselwirkung oder Bindungsregionen fur divalente Kationen an den Nahtstellen der Didekamere
und der addierten Dekameren, die sonst in der Kragen- bzw. Schwanzregion der Dekameren
fehlen, eine Modifizierung der Kontaktregion durch begrenzte Proteolyse, oder eine
Komplementaritdt der Domé&nen an den Nahtstellen, durch die eine Polymerisation bevorzugt
ermdglicht wirde [46]. Von Interesse ist hierbei die Feststellung der immunologischen
Unterscheidbarkeit der einzelnen Domanen beim KLH2 [76]. W&hrend neuere Erkenntnisse das
Vorhandensein zweier unterschiedlicher Hamocyanine Miégathura bestatigen [78], ist man

heute der Auffassung, dal3 die l§8i dofleini gefundenen korrespondierenden mRNA vor allem

geringe Unterschiede in den Verbindungszonen der Untereinheiten bewirken [47].

2.1.2.3 Kohlenhydratgehalt der Hamocyanine von Arthropoden und Mollusken

Ein weiterer Aspekt, der nicht unbeachtet bleiben darf, ist der Kohlenhydratgehalt der
Hamocyanine. Fur die Arthropoden wurden sehr geringe Zuckergehalte festgestellt. Sie bewegen
sich zwischen 0.8 und 2% der Gesamtmasse des Proteins. Der hdochste Zuckergehalt mit 4.9%
wurde bei Scutigera coleoptratg79] nachgewiesen, wéhrend das Hamocyanin wamulus
Uberhaupt keine Kohlenhydrate besitzt [80]. Bei Arthropodenhamocyaninen, die Kohlenhydrat-
seitenketten tragen, sind diese durchweg N-glykosyliert, an Asparagin gebunden und setzen sich
ausN-Acetylglucosamin- und Mannoseresten zusammen. Ob Hamocyanine glykosyliert sind oder
nicht, hangt wohl vom Ort der Biosynthese ab [26].

Die Kohlenhydratgehalte der Mollusken sind signifikant hoher als die der Arthropoden. Sie
schwanken bei den untersuchten Spezies zwischen Z28%us vulgarisCephalopode) und 9%

(Helix pomatia Gastropode, Pulmonate). Auch die Zusammensetzung der Zucker ist
variantenreicher als bei den Arthropoden. So wurde nébdéwcetylgalactose und Mannose auch
N-Acetylglucose, Galactose und Fucose (nicht ®etopu$ gefunden. Zusatzlich fanden sich bei
einigen Spezies noch ungewo6hnliche Monosaccharide. So emtbiif-Hamocyanin zuséatzlich

noch 3O-Methyl-D-galactose und die Hamocyanine des Gastropddgnnea stagnalisder

Bivalve Acila castrensissowie des ChitoniderStenoplax conspicua&nthalten 39-Methyl-D-
mannose [80]. Bei den beiden letztgenannten Spezies wird weder Xylose rodileBhyl-D-
galactose gefunden. Als besonders variantenreich, was die Zusammensetzung der Kohlenhydrat-

seitenketten betrifft, hat sich das Hamocyanin der Meeresschriggk@ea stagnalierwiesen
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[81]. Lommerseet al. [82] haben 1997 insgesamt 21 N-glykosylierte Kohlenhydratseitenketten am

op-Hamocyanin vorHelix pomatiabeschrieben.

2.1.2.4 Das kupferbindende Zentrum, Beziehungen zwischen Arthropoden, Mollusken
und Tyrosinasen

Die beiden Kupferatome in den Hamocyaninen von Arthropoden und Mollusken werden mit den
Indizes "A" und "B" bezeichnet. Das kupferbindende Zentrum "A" befindet sich in der
N-terminalen Region, das Kupferatom "B" in einem zentralen Bereich des Proteins. Betrachtet man
die kupferbindenden Aktivzentren von Arthropoden und Mollusken, so féallt auf, dal3 zwischen den
Primarstrukturen, die das sogenannte "B-Zentrum" §Cumgeben, groRe Ubereinstimmung in

der Aminosaurezusammensetzung herrscht. In allen bisher bekannten Primarstrukturen findet sich
bei "Cw" das Motiv (FxxxHxxxD/E), wobei der Histidinrest als Kupferligand fungiert. In
Arthropodenhamocyaninen wurden zwei weitere Histidine in deg™®egion als Kupferliganden
identifiziert, die das Motiv (HxxxH) aufweisen und das auch bei Molluskenh&dmocyaninen gefunden
wird. Im Gegensatz zu dieser groRen Ubereinstimmung des "Kupfer-B-Zentrums" unterscheiden
sich die "Kupfer-A-Regionen" von Arthropoden und Mollusken grundlegend. Wahrend bei den
Arthropoden das Motiv (HxxxH) von "Ggl wiederholt wird und mit "Cy" bezeichnet wird,
erscheint bei den Mollusken als Motiv (HxXxxxxxXWHRxxxxxXXE) sowie ein Motiv (AxxH) und das
"Kupfer-A-Zentrum" der Mollusken wird mit "Cu' bezeichnet. Beide Motive werden auch in
Tyrosinasen gefunden, und es wird heute als gesichert angesehen, dal3 Molluskenhamocyanine und
Tyrosinasen sich aus einem gemeinsamen Vorlauferprotein entwickelt haben [26, 83]. Uber die
Bindung der Kupferatome und die Funktionsweise der Sauerstoffbindung wurde in der Vergangen-
heit sehr viel diskutiert [6, 8, 55]. Schon sehr bald wurde dabei festgestellt, dal3 sich die
Bindungsarten und die Oxidationsstufen der Kupferatome in Arthropoden und Mollusken stark
unterscheiden. Felsenfeld und Printz [84] stellten fest, dal} die Kupferatome im Arthropoden-
hamocyanin von KD, irreversibel oxidiert werden, wéhrend Molluskenhamocyanine den Prozel3
bis zur Entstehung von QJortzusetzen in der Lage sind. Auf3erdem wurde in mehreren Studien
festgestellt, dal3 bei Behandlung mit CHei Arthropodenhamocyaninen beide Kupferatome

unmittelbar aufeinanderfolgend entfernt werden, und nur das apo-Protein detektiert werden kann.
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Abb. 3. Hypothetische Darstellung der Zusammenhange zwischen den Blutfarbstoffen Hamoglobin,
Hamerythrin und Ha&mocyanin, sowie der Entwicklung der unterschiedlichen Kupferzentren bei

Arthropoden- und Molluskenhamocyaninen und deren Verwandtschaft zu den Tyrosinasen [54].

Bei Molluskenhamocyaninen erfolgt die Entfernung des zweiten Kupferatoms weitaus langsamer,
so daf’ eine halbapo-Form des Proteins dargestellt werden kann [85]. Die Bindung des Kupfers
erfolgt Uiber einen :n*Komplex, wie dies schon frither von Freedman [86] angenommen und

spater durch Rontgenstrukturanalysen [87] und ramanspektroskopische Studien [88] bestatigt

wurde.

2.1.3 Die Grol3e Kalifornische Schliissellochnapfschneck®lggathura crenulatg

Die Grol3e Kalifornische Schliissellochnapfschnecke (Keyhole Limpet) gehoért im Tierstamm der
Mollusken (Weichtiere) zur Klasse der Gastropoden (Schnecken, Unterklasse: Prosobranchia) und
ist an den Kusten Kaliforniens von Monterey bis Mexiko zu finden. Die Tiere leben in der

Brandungszone und bis in Tiefen von 40 m. Mit ihrem breiten Ful saugen sie sich auf Steinen fest,
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die sie abweiden. Sie ernahren sich von Algen und Tunik&egathuraist eine Meeresschnecke

von sehr ursprunglicher Form, d. h. von bilateralem Kérperbau und mit einem flachen Rickenschild
ausgestattet, das eine Grol3e von bis zu 12,5 cm erreichen kann. Im Zentrum des Rickenschildes,
das deutlich sichtbare Wachstumsringe aufweist, befindet sich das "Schliisselloch”, eine ovale
Kdrperoffnung die als Atmungsoffnung dient und in der gleichzeitig auch der Verdauungstrakt und
die Fortpflanzungsorgane als pallialer Organkomplex minden. Das auffalligste Merkmal ist bei
Megathura crenulatader Uberdimensional ausgebildete Mantel, der den Ruckenschild fast
vollstandig bedeckt. Die Farbung des Mantels reicht von Schwarz tber Braun bis zu einem hellen
Grau und ist meistens getigert [89] (Abb. S.15).

2.1.4 Der Amerikanische Hummer Homarus americanuy

Der Amerikanische Hummer zahlt in der Klasse der Arthropoden (Gliederflf3er) zu den Crustaceen
(Krebse) und hier zur Ordnung der Decapoden (Zehnful3krebse). Der Amerikanische Hummer ist
mit bis zu 60 cm Lange etwas grol3er als der europaische und bewohnt die felsigen Atlantikkiisten
Nordamerikas von Labrador bis Cape Hatteras, wo er in Tiefen zwischen 30 m und 700 m zu
finden ist. Wie alle Krebse besitzt er eine symmetrische Carapax und einen breiten Schwanzfacher.
Kennzeichen der Hummer sind die grof3en Scheren am ersten Schreitbeinpaar, von denen (meist die
linke) als Schneide- oder Greifschere mit Zahnen besetzt ist, wahrend die andere, etwas dickere,
mit Hockern bedeckt ist und zum Offnen von Muscheln und kleinen Krebsen dient, von welchen
sich Hummer hauptsachlich erndhren. Tagsuber halten sich die Hummer in Felsspalten oder Hohlen
auf, die sie nachts zur Jagd verlassen. Auch wahrend der H&autung verbleiben die Tiere Uber
mehrere Tage in ihren Unterschlupfen, bis der neue Panzer ausgehartet ist. Die mannlichen Tiere
hauten sich jahrlich und wachsen deshalb schneller als die Weibchen, die sich in einem
Zweijahresrhytmus hauten und auch nur bis zu 40 cm grol3 werden Das Fleisch der Hummer,
besonders das der Scheren, gilt als Delikatesse [90] (Abb. S. 16).
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Abb. 4. Megathura crenulata a) Auf dem Bild ist sehr gut der Rand des vom Mantel
Uberwachsenen Rickenschildes zu erkennen. b) Ein getigertes Exemplar (Abb. mit freundlicher

Genehmigung der Fa. Biosyn, Fellbach).
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Abb. 5.Homarus americanus®) Ein Prachtexemplar in seiner nattrlichen Umgebung [91]. b) Eine

Schemazeichnung auf der alle wichtigen Merkmale zu erkennen sind [92].
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Abb. 6. Maja squinado a) Ein &lteres, ungetarntes Exemplar [93]. Auf Abb. b) ist sehr gut der

dreieckige Korpergrundriss zu erkennen; das Tier tragt Seeanemonen als Tarnung [94].
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2.1.4 Die Grol3e MeerspinneNlaja squinadg

Die bis zu 11 cm lange Grol3e Meerspinne (Abb. S. 17) lebt an den europdaischen Atlantikklisten
und im Mittelmeer und gehdrt zur Familie der Krabben (Brachyura), einer Unterordnung der
Zehnfulzkrebse. Von den Seespinnen oder Dreieckskrabben sind ungefahr 800 Arten bekannt. Ihr
auffalligstes Merkmal ist die zwischen 13 und 25 cm lange, sich nach vorn verjingende Carapax,
die den Tieren ihr dreieckiges Aussehen verleiht. Neben orange-braun gefarbten wurden jedoch
auch blau gefarbte Tiere gefunden [94]. Die Beine sind spinnenartig dinn und lang, ein Merkmal
das beiMaja squinadonicht so sehr ausgepragt ist. Carapax und Beine sind mit Angelhaaren
besetzt, an denen die Tiere Algen, Hydrozoen oder Schwammstlicke befestigen. Diese lebenden
Organismen bedecken so mit der Zeit den gesamten Koérper und die Beine der Seespinnen und
gewahrleisten dem Tier eine hervorragende Tarnung. Maja squinadoist allerdings bekannt,

dal3 erwachsene Tiere keinerlei Tarnung mehr anlegen [95].

2.2 Das Immunsystem

Vertebraten - und in Ansatzen auch Invertebraten - verfiigen zur Aufrechterhaltung ihrer Integritat
tber ein komplexes, aber sehr wirkungsvolles Immunsystem. Dieses erfillt Uberwachungs- und
Abwehraufgaben gegenuber Pathogenen, d. h. krankheitserregende Mikroorganismen wie
Bakterien oder Viren. Andererseits dient es auch der Erkennung und Beseitigung krankhaft
veranderten koérpereigenen Zellmaterials. Um seiner Aufgabe gerecht zu werden, benétigt das
Immunsystem einerseits Erkennungsmechanismen, die "eigen" und "fremd" zu unterscheiden
vermogen, andererseits Abwehrmechanismen, durch die eingedrungenen Pathogene neutralisiert
oder eliminiert werden kénnen. Ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung von Immunreaktionen ist

das Erinnerungsvermdgen des Immunsystems.

2.2.1 Funktionsweise des Immunsystems

Die Oberflachen aller Korperzellen besitzen ein spezielles Proteinmuster, das fur die jeweiligen
Individuen charakteristisch ist. Codiert werden diese Proteine vom Haupt-Histokompatibilitats-
komplex (MHC) durch sogenannte MHC-Proteine. Deren Prasentation auf Zelloberflachen bewirkt

die Erkennung als "kdrpereigen” [96]. Zur Unterscheidung von "eigen" und "fremd" dienen als
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Antikorper bezeichnete Rezeptoren, welche pathogene Fremdsignale (Antigene) erkennen und mit
ihnen Antikorper-Antigen-Komplexe eingehen (Immunkomplexe). Antigene Stoffe sind sowohl
korperfremde als auch denaturierte korpereigene Glyko-, Nucleo- oder Lipoproteine in einer
GréRenordnung von M= 5000 Da. Alle Substanzen mit kleineren Molektlgewichten wirken erst
antigen, wenn sie als Haptene an grof3ere Proteine gebunden prasentiert werden [97].

Fur die Immunitat bei Wirbeltieren sind die Lymphozyten verantwortlich, weil3e Blutzellen, die aus
den Stammzellen im Knochenmark gebildet werden und, im Gegensatz zu den roten Blutzellen, das
Blutgefal3system verlassen kdnnen, um in den Interzellularraumen nach Fremdkérpern zu suchen.
Es werden zwei Arten von Lymphozyten unterschieden - die direkt im hamatopoietischen Gewebe
gebildeten B-Zellen und die in der Thymusdriise aus Vorlauferzellen heranreifenden T-Zellen. B-
Lymphozyten sind fur die humorale, d. h. gegen Bakterieninfektionen und die extrazellulare Phase
von Virusinfektionen gerichtete Immunitat verantwortlich und produzieren eine enorme Vielfalt
von Proteinen, die als Antikdrper oder Immunoglobuline bezeichnet und in finf Klassen eingeteilt
werden. Die zellvermittelte Immunit&t wird von den T-Lymphozyten bewerkstelligt und richtet sich
gegen Parasiten, Pilze oder Fremdgewebe. Einen weiteren wichtigen Zelltyp des Immunsystems
stellen die Makrophagen, die grof3en Frel3zellen, dar. Sie endocytieren eingedrungene Antigene und
prasentieren diese anschlieRend an ihrer Oberfliche den Lymphozyten zur Erkennung. Vielfach
besitzen Antigene mehrere verschiedene Bereiche, sogenannte Determinanten oder Epitope, die zu
ganz unterschiedlichen Immunantworten fihren kdnnen [98].

Antikorper werden stets spezifisch gegen ein Antigen gebildet und sind Glycoproteine
(Immunoglobuline). Mit Hilfe der membranstandigen Antikérper bindet eine B-Zelle ein Antigen,
endocytiert es und prasentiert es in Assoziation mit MHC-Molekilen auf seiner Membran. An
dieses Assoziat aus Antigen und MHC-Molekil bindet der Rezeptor einer Helfer-T-Zelle. Die auf
diese Weise aktivierte T-Zelle bildet Lymphokine, die aktivierte B-Zelle Lymphokinrezeptoren.
Unter dem Einflul rezeptorgebundener Lymphokine differenziert die B-Zelle sich zu einer
antikorperproduzierenden Plasmazelle. Die sezernierten Antikorper binden alle vorhandenen
Antigene und markieren diese fur den Abbau durch Phagozyten. Dieser Vorgang ist die sogenannte
"Primarantwort" auf ein Antigen und erfolgt innerhalb weniger Tage. Durch langlebige B- und T-
Zellen ist der Organismus jedoch in der Lage ein "Immunologisches Gedachtnis" aufzubauen.
Treffen solche Zellen auf ihr spezifisches Antigen, so wird eine erneute Proliferation induziert.
Diese sogenannte "Sekundarantwort" oder erworbene Immunitat erfolgt sehr viel schneller und
starker als die Primarreaktion und fuhrt zu einem langfristigen Schutz gegen bestimmte Antigene
[99].
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2.3 Krebs

2.3.1 Ursachen der Tumorbildung

Gegenwartig sind etwa 100 Krebsarten bekannt, die meist nach dem Organ oder dem Zelltyp
benannt werden, in dem sie urspringlich entstanden sind. Unterschieden werden Karzinome, deren
Ursprung in epithelialen Zellen liegt, und Sarkome die aus Bindegewebszellen entstehen. Unter
Krebs versteht man die Ausbildung bésartiger (maligner) Tumoren, die durch ungeregeltes
Wachstum von Zellen hervorgerufen werden. Verursacht werden solche Wucherungen durch
genetische Veradnderungen wie Mutationen, Deletionen oder Gentranslokationen in somatischen
Zellen. Durch jede dieser Veranderungen kann es zu einer Aktivierung oder einer Fehlregulierung
eines Onkogens kommen. Onkogene sind fur die Steuerung des geregelten Wachstums der Zellen
zustandig. Man geht heute davon aus, dal3 die Mehrzahl der Krebsarten durch Umwelteinflti3e
generiert wird. Dazu gehodren Strahlen (UV-Licht, ionisierende Strahlung), die berufsbedingte
Exposition gegentber bestimmten Substanzen (z. B. Kohlenstaub, Asbestpartikel) aber auch
Genulmittel (Tabakinhaltsstoffe) und bestimmte Viren.

Schon 1914 hat Boveri auf die anomale Morphologie der Chromosomen in Krebszellen
hingewiesen und es wird heute davon ausgegangen, daf} die meisten krebsauslésenden
Risikofaktoren einen schadigenden Effekt auf die aus DNA bestehende Erbsubstanz austben.
Inzwischen konnte durch ausfihrliche Untersuchungen der RNA-Tumorviren auch die von Hubner
und Todaro [100] formulierte Hypothese von der Existenz spezieller Krebsgene belegt werden.
Demnach stellen sogenannte Protoonkogene kritische Wirkungsorte in der zellularen DNA dar.
Heute sind etwa 40 verschiedene Typen von Onkogenen bekannt, die als Protoonkogene in allen
Kdrperzellen vorhanden sind und z. B. eine wichtige Rolle bei Wundheilungsprozessen spielen. Es
scheint hierbei entscheidend zu sein, dal3 sie zur rechten Zeit ein- und nach Erfullung ihrer Aufgabe
auch wieder ausgeschaltet werden. Geschieht dies nicht, kann eine Tumorzelle entstehen. Eine
andere Gruppe von Genen, die bei der Entstehung von Krebs eine Rolle spielen, sind die Tumor-
Suppressor-Gene. Hierbei handelt es sich um Wildtypallele von Genen, die wichtige regulatorische
Funktionen z. B. bei der Zellproliferation, Differenzierung oder der Signaltransduktion haben. Im
Gegensatz zur aktiven Beeinflussung der Karzinogenese durch Onkogene fihrt bei den Tumor-
Suppressor-Genen eine verminderte Expression zum Krebswachstum. Sowohl Onkogene als auch
Tumor-Suppressor-Gene beeinflussen also das Zellwachstum und dessen Regulation. Krebszellen

jedoch unterliegen allem Anschein nach nicht mehr diesen Regulatonsmechanismen, und so kann es
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dazu kommen, daf3 sich ein Teil oder alle Nachkommen einer Krebszelle unkontrolliert vermehren
kénnen, wobei es indirekte Evidenzen gibt, dal3 viele Tumore klonalen Ursprungs sind, sich also
von einer Zelle ableiten lassen. Kilinisch sichtbar wird eine Geschwulst erst, wenn sie ungéfahr 10
Zellen umfal3t, was einem Gewicht von 1 g entspricht. Bis zu dieser Grol3e hat eine transformierte
Zelle etwa 30 Zellteilungen durchlaufen. Nach weiteren 10 VerdoppelungéhZélien) erreicht

die Geschwulst ein Gewicht von 1 kg, was der fir den Organismus maximal ertragbaren
TumorgréRe entspricht. Bis also ein Tumor klinisch festgestellt werden kann, kdnnen unter

Umsté&nden schon Sekundartumore an anderen Orten des Organismus entstanden sein [100].

2.3.2 Metastasierung

Das ungeregelte Wachstum von Zellen und die Bildung eines Tumors sind primér nur insoweit
lebensbedrohlich, als die Geschwulst etwa lebenswichtige Organe in ihrer Funktion beeintrachtigt.
Als bésartig oder maligne wird ein Tumor dann bezeichnet, wenn er in das normale umgebende
Gewebe eindringt oder seine Zellen sich tUber den Organismus ausbreiten und Tochtergeschwulste
(Metastasen) bilden. Diese Metastasierung findet vor allem Uber das Blutgefal3system statt, in
welches Tumorzellen sowohl primar nach Uberwindung der Basalmembranen und der
extrazellularen Matrixkomponente eindringen als auch sekundar Uber das Lymphgefaf3system
gelangen kénnen. Von den Systemflissigkeiten werden die Krebszellen dann tber weite Strecken
in andere Regionen des Koérpers transportiert. Auch wenn die Tumorzellen im Blutgefal3system
vielfaltigen Interaktionen mit Blutkomponenten oder dem Immunsystem (z. B. natirliche
Killerzellen) ausgesetzt sind, kdnnen sich doch die wenigen uberlebenden Zellen in engen
Kapillargefal3en ablagern und von dort aus in umgekehrter Richtung in extravaskulare Gewebe-
schichten eindringen. Hiervon sind besonders Organe wie Lunge und Leber betroffen, die von sehr
vielen KapillargefaRen durchzogen sind. Auffallig ist die Fahigkeit von Krebszellen die
Metastasierung zu vererben. Obwohl der klonale Ursprung von Metastasen als gesichert gilt,
kommt es im Laufe des Tumorwachstums wiederum zu einer Heterogenisierung und
Diversifikation der Zellen, die erneut Metastasen bilden. Tumore durchlaufen in ihrem Wachstum
verschieden Versorgungsstadien. Bis zu einer Grof3e von etwa 1 mm nimmt ein Tumor N&hrstoffe
durch Diffusion aus der interzellularen Fliissigkeit des umgebenden Gewebes auf. Uberschreitet der
Tumor diese kritische GrofRe, induziert er durch Freisetzen von Angiogenesefaktoren das
Auswachsen von Blutkapillaren und baut sich damit ein Versorgungssystem auf. Da die

Basalmembran an den Spitzen dieser Blutgefal3e fragmentiert ist, konnen Tumorzellen auf diesem
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Wege sehr leicht in die Zirkulation gelangen, was einer weiteren Metastasierung Vorschub leistet
[101].

2.3.3 Tumorantigene und Immuntherapie

Die Oberflache von Tumoren ist im Gegensatz zu normalen Zellen in vielen Fallen verandert. Zum
einen kann es zu einem Verlust von Oberflachenstrukturen kommen, zum anderen kdnnen aber
auch tumorspezifische antigene Epitope neu exprimiert werden, die auf herkdmmlichen Zellen
selten oder gar nicht vorhanden sind. Oft werden Antigene exprimiert, die normalerweise nur auf
fotalem Gewebe erscheinen und als onkofttale Antigene bezeichnet werden. Alle diese Antigene
sind jedoch korpereigen und I6sen deshalb nur untergeordnete Immunreaktionen aus. Etwas anders
verhalt es sich mit viralen Proteinen, die auf Tumorzellen exprimiert werden, die durch eine
Infektion mit einem Tumorvirus entartet sind. Bei diesen Epitopen handelt es sich meist um sterisch
veranderte Eiweil3molekile, Kohlenhydratdeterminanten oder Glykolipidstrukturen. Diese kdnnen
von Antikérpern und von anitkdrperproduzierenden B-Zellen erkannt werden. Mutierte Peptide,
die von MHC-Molektlen auf der Tumoroberflache prasentiert werden, kénnen von T-Zellen tber
deren Rezeptor erkannt werden. Trotz veranderter Oberflachenstrukturen, und sogar wenn sie ein
antigenes Epitop tragen, l6sen Tumore meist keine umfassende Antitumor-Immunantwort aus. Es
kommt also offensichtlich darauf an, daf3 mehr als eine antigene Determinante auf der Oberflache
eines Tumors erkannt wird. Fur die Immuntherapie werden zwei Strategien angewandt. Zum einen
wird versucht durch die Gabe bestimmter bakterieller Praparate oder immunmodulatorisch
wirksamer biologischer Substanzen eine unspezifische Immunantwort gegen den Tumor
auszulésen. Die andere, sogenannte aktiv-spezifische Immuntherapie, arbeitet mit Impfstoffen aus
inaktivierten - moglichst korpereigenen - Tumorzellen die, zusammen mit Hilfsstoffen
(Adjuvantien), welche die Immunantwort noch zusatzlich verstarken sollen, das Immunsystem
gezielt gegen Antigene des Tumors mobilisieren sollen. Alle in Richtung Tumorxenogenisation
durchgefuihrten Untersuchungen liefern Hinweise darauf, dal3 eine Immunogenisierung durch
Lysate von Tumorzellen allein nicht mdglich ist. Im Gegensatz dazu stellen Onkolysate - durch
virale Einfli3e zerstérte Tumorzellen - starke Immunogene dar, die z. B. durch Infektion mit einem
Virus noch immunogener gemacht werden, wobei das infizierende Virus eine wichtige Rolle als
Adjuvans spielt [101]. Die Tatsache, dal3 eine spezifische Immuntherapie vor allem bei

metastasierenden Tumoren jedoch sehr oft fehlschlagt, &Rt sich mit der Diversifizierung der



[I. Allgemeiner Teil 23

Metastasezellen erklaren, die dadurch bestimmte antigene Epitope verlieren oder hinzugewinnen

und daraufhin vom Immunsystem nicht mehr erkannt werden ("Immune-Escape"-Mechanismus).

Tabelle 2. Verschieden Formen der Immuntherapie.

Therapie Wirkungsweise

Aktive Immuntherapie Immunsystem wird spezifisch mit Tumorvakzjnen
stimuliert

Adoptive Immuntherapie Immunkapazitat wird durch Tranfer von immunen| und

aktivierten Lymphozyten erweitert

Restaurative/immunmodulierende |Einsatz von BRM oder Cyclophosphamid tm
Immuntherapie Deffizienzen auszugleichen und suppressorisch wirkende

Einflisse zu inhibieren

Passive Immuntherapie Transfer von Antiseren und (monoklonalen) Antikgrpern

bzw. Antikdrper-Toxin-Konjugaten (Immunotoxine)

Zur Immuntherapierung stehen heute Verfahren zur Verfliigung, die in vier Gruppen eingeteilt
werden konnen (Tabelle 2). Obwohl bei dieser grol3en Vielfalt von Verfahren ein enormes Potential
fir Therapiemdglichkeiten geboten ist, gibt es bis heute fur keine bedeutende Krebserkrankung
eine adaquate Immuntherapie. GrofRe Fortschritte auf den Gebieten der Immunologie und
Molekularbiolgie ermdglichen heute die Herstellung von Wirkstoffen wie Lymphokinen,
Wachstumsfaktoren oder monoklonalen Antikdrpern in reiner Form und grof3en Mengen. Dies laf3t
hoffen, dald in Zukunft die nattrlich gegeben Wirkungen des Immunsystems auch klinisch nutzbar
gemacht werden und die Diagnose und Therapiemdglichkeiten von Krebserkrankungen wesentlich

verbessert werden kénnen.

2.3.4 KLH als Antigen und Haptentrager

Das Hamocyanin der Kalifornischen Schliissellochnapfschndti&gathura crenulata(keyhole
limpet hemocyanin, KLH) wurdd 967 erstmals zur Uberpriifung des Immunstatus am Menschen

eingesetzt [102]. Das Hadmocyanin schien hierflr besonders geeignet, da es sich bei ihm um ein
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starkes immunogenes Glykoprotein einer nicht zum Verzehr geeigneten Meeresschnecke handelt.
Dadurch konnte ein unkontrollierter Kontakt nahezu ausgeschlossen werden und zudem wies das
Hamocyanin ein geringes Allergie- und Anaphylaxerisiko auf. Der amerikanische Urologe Olsson
verwendete 1974 ebenfalls KLH zummunodiagnostischen Zwecken bei Patienten mit
oberflachlichem Harnblasenkarzinom [103]. In der Folgezeit wurde festgestellt, dal3 die Uber-
priften Tumorpatienten weniger Rezidive entwickelten als die nichtgetesteten Patienten. Wéahrend
das Harnblasenkarzinom in den ersten beiden Jahren nach der Primaroperation bei 50 bis 90% der
Patienten rezidiviert, sinkt diese Rezidivrate nach einer prophylaktischen Immunocyaninbehandlung
auf etwa 30%. Als Immucothgl ist Immunocyanin seit 1997 in den Niederlanden als
Theraputikum zur Behandlung von Harnblasenkarzinom zugelassen. Lange Zeit war der klinische
Einsatz von KLH durch seine mangelhafte Stabilitdt in Losung eingeschr@fki und erst die
Aufspaltung in die Untereinheiten, die als Lyophilisat Gber mehrere Jahre hinweg stabil bleiben
(Immunocyanin), und deren Reassoziation unter physiologischen Bedingungen [105], fihrten zu
einem klinisch verwertbaren Produkt. Dimmunmodulatorische und antitumorale Wirkung des
Hamocyanins lalt sich zum Teil mit der Feinstruktur und den antigenen Determinanten auf der
Oberflache der Hamocyaninproteine erklaren. Es wurden Sekundarstrukturen aufgeklart, die in
verbluffender Weise der Grundstruktur von Immunglobulinen, Histokompatibilitatsmolektlen oder
Bence-Jones-Proteinen gleichen [106]. Immunocyanin gehort als Immunmodulator zur Gruppe der
BRM-Substanzen (biological response modifier), der T-Lymphozyten aktiviert und das T4/T8-
Verhaltnis zugunsten der Helfer-T-Zellen verschiebt, wodurch es am Ort der Applikation zu einer
Invasion von Makrophagen kommt.

Neben dieser direkten therapeutischen Bedeutung wird KLH bzw. Immunocyanin verstarkt als
Haptentrager verwendet. Nachdem zunehmend Resistenzphdnomene von Erregern gegenuber
Antibiotika beobachtet wurden, wurde nach neuen Wegen auf dem Gebiet der Impfstoff-
entwicklung gesucht. Fortschritte in der Biochemie und der Mikrobiologie ermdglichen heute die
Isolierung von Bestandteilen der Zellmembran von Bakterien oder Viren und deren vollstandige
strukturelle Aufklarung. Diese fur den Erreger spezifischen Molekile kbnnen dann synthetisiert
und als Impfstoff eingesetzt werden. Nun besitzen solche Bruchstiicke jedoch oft geringere
Molekllmassen als sie fir die Erkennung durch das Immunsystem notwendig waren (siehe Kap.
2.3.1) und somit auch eine geringere Antigenitat. Diese kann erhdht werden, indem das
niedermolekulare Erregerbruchstiick als Hapten an einen entsprechend grof3en, stark antigen
wirkenden Trager gebunden und auf diese Weise dem Immunsystem prasentiert wird. Als Trager

werden verschiedene Albumine, Globuline oder Toxine verwendet. Wegen seiner starken antigenen
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Wirkung wird jedoch immer haufiger KLH bzw. Immunocyanin als Haptentrager eingesetzt. In der
Form des Immunocyanins ist es aufgrund der vergré3erten Oberflache maoglich, die Antigene in
hoher Anzahl zu prasentieren, was zu einer ausgepragten Antihapten-Antwort fihrt. Diese
Strategie wird neuerdings auch verstéarkt in der Tumorbekdmpfung eingesetzt. Nach der
Identifizierung von Strukturen, die auf der Tumorzelloberflache exprimiert werden und vom
Immunsystem toleriert werden, sollen diese mit Hilfe von Haptentragern oder Adjuvanzien
antigenisiert werden, um eine gezielte Immunreaktion gegen den gesamten Tumor auszulésen
[104]. Wenn es also in Zukunft gelingen wirde, ein umfassendes Reservoir an tumorspezifischen
Strukturen zu identifizieren und zu synthetisieren, kénnten mit KLH als stark antigen wirkendem

Haptentrager weitreichende Erfolge in der Bekdmpfung von friihen Tumorstadien erzielt werden.

2.4 Ausgewahlte, eingesetzte Untersuchungsmethoden

2.4.1 Matrixunterstitzte Laser-Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie

Die Matrixunterstitzte Laser-Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS) ist eine
attraktive Methode mit der unter sehr geringen Aufwand an Probenvorbereitung exakte und
reproduzierbare Massenbestimmungen durchgefiihrt werden kénnen.

1985 entwickelten Henkamp und Karas J07] die matrixunterstitzte Laser-Desorptions/loni-
sations-Massenspektrometrie von Biomolekilen und deren Massenbestimmung Uber Flugzeit-
analyse (TOF, time-of-flight). Hierbei erfolgt die lonisation unter vermindertem Druck, wobei eine
wesentliche Voraussetzung fir das Gelingen der Messungen ist, dal3 die Probe sich unzersetzt
verdampfen l1a3t. Die Probe wird mit einem intensiven Impuls kurzwelliger Laserstrahlung (337
nm, ca. 3 ns Pulsbreite) beschossen, wobei die Laserstrahlung durch eine Quarzlinse fokussiert
wird. Die entstehenden lonen bewegen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen
unterschiedlich schnell und werden mit einem linearen oder einem Reflektron-Flugzeitanalysator
getrennt und analysiert. Es ist zu beachten, dal3 Reflektron-Flugzeitanalysatoren eine hohere
Massenauflosung gewéhrleisten, jedoch im detektierbaren Massenbereich eingeschrankt sind.

Fir die Messungen werden Proben in einer Konzentration zwischeud® 10* M eingesetzt

[108]. Auf einen Probentrager wird Matrixlosung aufgetragen und angetrocknet. Auf diese erste
Matrixschicht werden 0.1 bis 0.5 pL Probenlésung aufgetragen und nach dem Trocknen von einer
weiteren Schicht Matrixlosung bedeckt (Sandwich-Verfahren). Die Matrix liegt somit in einem

1000- bis 10000-fachen UberschuR vor. Abhangig von der Substanzklasse und dem
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Wellenlangenbereich des benutzten Lasers werden unterschiedliche Substanzen als Matrix
verwendet. Fur Peptide, Proteine und Glycoproteine hatcsiClyano-4-hydroxyzimtsaure als am
geeignetsten erwiesen. Die Matrixmolekile absorbieren die Laserenergie und I6sen sich von der
Oberflache des Probentragers, wobei sie die Probenmolekile in die Gasphase transportieren.
Angeregte, ionisierte Matrixmolekdle tbertragen ein Proton auf die Probenmolekiile. Au3erdem
verhindert die Matrix eine Assoziation der Probenmolekiile und deren Zerfal, da sie den
Hauptanteil der Laserenergie absorbiert. Die ionisierten Molekile werden mit einer Spannung von
20 keV in ein Hochvakuum beschleunigt. Da die lonen somit alle die selbe kinetische Energie
besitzen, wirkt nur ihre Masse entscheidend auf die Geschwindigkeit, mit der sie sich bewegen.
Durch die Aufnahme des Detektorsignals als Funktion der Zeit werden Spektren mit nach den

Massen gestaffelten Peaks erhalten.

Laser

Linse

‘ ‘H ‘ Linearer Flugzeitanalysator Detektor

...
R UL LLLLL

wy
| | | | | -
Proben ' T

Linse PPt 11 1T
e Reflektron T—
Detektor Flugzeitanalysator

Abb. 7. Prinzip der Matrixunterstitzten Laserdesorptions/lonisations-Massenspektrometrie.

Ein klarer Vorteil der MALDI-MS liegt in der Mdglichkeit, unfragmentierte Proben zu vermessen,
die Uberwiegend die Massen z = [MHjund [MH]*? aufweisen. Die Verwendung eines internen

Standards erlaubt die Bestimmung der Molekllmasse mit einer Genauigkeit von bis zu 0,01%. Da
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die Massenpeaks, wie schon erwéhnt, nach ihrer Masse Uber eine Zeitachse verteilt im Spektrum
erscheinen, ist es auch moglich, Peptidgemische, wie sie beispielsweise bei einem enzymatischen
Verdau auftreten, direkt zu vermessen. Aul3erdem ist die LD-MS gegentber Puffersalzen und

Detergentien unempfindlich und erlaubt die Erfassung eines Massenbereiches von 100 bis

100000 D mit einer Empfindlichkeit von weniger als 1 pmol. Mit'Nand K'-lonen, die in Spuren

immer in einer Probe vorliegen, konnerddukte gebildet werden, die mit den Massen [MNa]

oder [MK]" die jeweiligen Probenpeaks begleiten oder sogar tiberlagern.

2.4.2 Sequenzanalyse

Die Kenntnis der Struktur von Proteinen als den Tragern biologischer Funktionen ist nach wie vor
von hochstem Interesse. Struktur und Funktion eines Proteins werden bestimmt und beeinfluf3t von
der Abfolge der das Protein aufbauenden Aminosauren, der Aminosauresequenz. Zur Aufklarung
solcher Sequenzen, welche die Primarstruktur eines Proteins darstellen, wurden vielfaltige
Anstrengungen unternommen. Mit der Entschlisselung der vollstdndigen Sequenz des Insulins,
eines aus zwei, Uber zwei Disulfidbricken miteinander verbundenen Peptidketten von je 21 bzw. 30
Aminoséaureresten bestehenden Proteins durch Sastgal [109] war erstmals der Nachweis
erbracht, dal3 spezifische Proteine genau definierte Aminosauresequenzen besitzen. Sanger
benutzte flr die Identifizierung der Aminosauren die von ihm entwickelte Endgruppenmarkierung,
bei der die N-terminale Aminosaure mit 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol umgesetzt wird. Durch
Hydrolyse wird die so markierte AS freigesetzt und kann identifiziert werden. Der grof3e Nachteil
dieser Methode ist es allerdings, dal3 durch die Hydrolyse alle Peptidbindungen zerstort werden,
und deshalb nicht sequentiell analysiert werden konnte. Dieses Problem wurde von Edman [110]
insofern gel6st, als er zur Umsetzung der N-terminalen AS Phenylisothiocyanat verwendete. In
Anwesenheit von Saure erfolgt eine Umlagerung des Phenylisocabamyl-Derivates (PTC) wobei das
Schwefelatom die Peptidbindung nucleophil angreift und hydrolisiert. Neben einer
Anilinothiozolinon(ATZ)-Aminosdure entsteht wieder ein neuer N-Terminus. Nach Abtrennung
des ATZ-Derivates kann ein neuer Abbauzyklus ablaufen. Das ATZ-Derivat wird unter dem
Einflud wasseriger Saure in das stabile, UV-absorbierende 3-Phenyl-2-thiohydantoin(PTH)-Derivat
der Aminosaure konvertiert das in einer Verteilungschromatographie identifiziert werden kann. Mit
der Methode von Edman war es somit moglich eine Sequenz vom N-Terminus her zu bestimmen.
Die Edman-Technologie fand ihren Niederschlag in der Entwicklung des Spinning-Cup-

Proteinsequenators [111], eines Flussigphasensequenators, den die Firma Beckmann Instruments



28 Il. Allgemeiner Teill

1969 auf den Markt brachte und mit dem ein rasanter Aufschwung im Bereich der Protein-
sequenzierung maoglich wurde. Ein wesentliches Problem war, dal3 wahrend der verschiedenen
Reinigungsschritte das Protein nach und nach ausgewaschen wurde, ein Umstand der stark
limitierend auf die Effizienz der Sequenzierung wirkte. Weitere Verbesserungen (Festphasen-
sequenator [112]) fuhrten schlie3lich zur Entwicklung der adsorptiven Sequenzierungsstrategie, bei
der das Reaktionsgefald mit polyquarternaren Amin-Polybrenen vorbehandelt wird, die das Protein
Uber hydrophobe und ionische Wechselwirkungen binden. Mit dem Einsatz von Polybren wurde
das Auswaschverhalten ginstig beeinflul3t, was zu einer weiteren Verminderung der zu einer

Sequenzierung benotigten Probenmenge in den Nanomolbereich flhrte.

R" 0 R® 0
©—N=c=s + HzN—(!JH—g—NH—(I:H—g—NH—Peptid
Phenylisothiocyanat l pH> 8
55°C
S R" 0 R® 0
NH—g—NH—(I:H—g—NH—cle—g—NH—Peptid
Thioharnstoff-Derivat
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‘ R® 0

N R |l
@—NH—(’ + H,N—CH—C—NH— Peptid
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verkurztes Peptid,
zum weiteren Abbau

2-Anilino-4H-thiazol-5-on-Derivat

l

S
»\NH 3-Phenyl-2-thiohydantoin-Derivat
O_N R (PTH-Aminosaure)

Abb. 8. Der Edman-Abbau.
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Im Jahre 1981 veréffentlichten Hewick und Hunkligp ein vollig neues Konzept fur einen
Proteinsequenator [113]. Wesentliches Merkmal dieser sogenannten Gasphasensequenzierung war
die gasformige Zufihrung der die Kupplung des PITC Kkatalysierenden Base und der die
Abspaltungsreaktion katalysierenden Saure. Dies ermoglichte das Auftragen des Proteins auf eine
Matrix (Glasfaserfilter, das zuvor mit Polybren behandelt wurde) an die es nicht mehr kovalent
gebunden werden muf3te. Die zur Sequenzierung bendtigte Probenmenge konnte auf Mengen
zwischen 100 pmol und 1 nmol reduziert werden. Der Einsatz flissiger TFA zur Abspaltung der
ATZ-Aminosaure konnte zur Extraktion des Aminosdurederivates genutzt werden. Um eine
Auswaschung des Proteins zu verhindern werden jetzt spezielle Membranen aus Fluorpolymer
(PVDF) benutzt. Die Zufuihrung der Reagentien und des Schutzgases erfolgt totvolumenfrei Gber
spezielle Ventilblocke. Eine bikonische Reaktionskammer mit einem Volumen von 150 pL wird
von zwei Glasblécken gebildet, die thermostatisierbar sind. Nach der Abspaltung der ATZ-
Aminosaure wird diese direkt in eine ebenfalls thermostatisierte Glasflasche tberfihrt und in das
PTH-Derivat konvertiert. Aus dieser "Conversion flask" wird die PTH-Aminosaure in ein HPLC-
System eingetragen und mittels einer Verteilungschromatographie identifiziert. Der in Abb. 6
dargestelite Edman-Abbau verlauft in drei Schritten: Kupplung, Spaltung, Umlagerung. Jeder
Reaktionsschritt erfordert andere chemische Bedingungen. Unter milden alkalischen Bedingungen
(TMA in Wasser oder N-Methylpiperidin in Wasser/Methanol) wird PITC mit der N-terminalen
Aminogruppe des Proteins verknipft und bildet das PTC-Addukt. Dieser Schritt wird von zwei
Nebenreaktionen begleitet, deren Produkte fur prominente Peaks im HPLC-Chromatogramm
verantwortlich sind, die auch zur Kontrolle der Reagenzverfiigbarkeit herangezogen werden
kénnen. TMA bildet DMA, welches mit PITC zu Dimethylphenylthioharnstoff (DMPTU) reagiert.
Durch Hydrolyse von PITC entsteht Diphenylhioharnstoff (DPTU). DMPTU, DPTU,
Uberschissiges PITC und tberschiissige Base werden mit Ethylacetat aus dem System entfernt. Im
nachsten Schritt erfolgt mit wasserfreier TFA die Spaltung des PTC-Proteins in das cyclische ATZ-
Derivat und das nun um eine Aminosaure verkirzte Peptid mit einer neuen freien Aminogruppe.
Die ATZ-Aminoséure wird mit Ethylacetat in die ‘Conversion flask’ Uberfihrt und durch
Behandlung mit TFA und Wasser in die stabilere PTH-Aminosaure umgelagert. Die PTH-
Aminoséaure wird in Acetonitril gelést, in ein Umkehrphasen-HPLC-System Uberfiihrt. Das UV-

absorbierende PTH-Derivat wird bei 269 nm detektiert und Uber seine Retentionszeit identifiziert.
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2.4.3 Zirkulardichroismus

Eine linear polarisierte Welle 1aR3t sich in zwei zirkular polarisierte Komponenten zerlegen, bei
denen die E-Feldvektoren um die Ausbreitungsrichtung rotieren. Es werden rechts- und
linkspolarisierte Vektoren unterschieden. Unterscheiden sich die beiden Wellen in ihrer Amplitude,
so ensteht elliptisch polarisiertes Licht. Linear polarisiertes Licht wird durch Polarisationsfilter
erzeugt, Materialien, die vorwiegend fur eine bestimmte Richtung des Lichts durchlassig sind.
Meist werden Folien mit einer speziellen Kristallanordnung verwendet oder aber Polarisatoren
deren Wirkung auf Doppelbrechung, Streuung oder Reflexion beruht. Zirkular polarisiertes Licht
wird dadurch erzeugt, dal3 zwei linear polarisierte Wellen um eine viertel Wellenlange
gegeneinander verschoben werden. Der resultierende Summenvektor durchlauft dabei eine
Spiralbahn um die Ausbreitungsrichtung des Lichtes. Der Gangunterschied von 90° wird durch
sogenannteA/4-Plattchen, die aus doppelbrechenden Kristallen in geeigneter Schichtdicke
bestehen, erzeugt. Durch Neigung der Polarisationsebene um 45° bzw. 315° (= -45°) gegen die
optische Achse entsteht rechts- bzw. linkszirkular polarisiertes Licht. Um beide Komponenten
messen zu koénnen mul3 dag4-Plattchen um 90° gedreht werden. Die Drehung des
Viertelwellenlangenplattchens wird durch Ausnutzung des piezoelektrischen Effektes im Kristall
erreicht (CD-Modulator). Nach dem Durchstrahlen der Probe mif3t ein Photomultiplier abhangig im
Takt des CD-Modulators die Lichtintensitatenund Iz. Durchlauft nun linear polarisiertes Licht

eine optisch aktive Substanz, so kdnnen nicht nur die Lichtgeschwindigkeiten der beiden zirkular
polarisierten Komponenten, sondern auch die Extinktionskoeffiziefiteimd & verschieden sein.

Die starkere Absorption einer Komponente macht sich durch die Verkirzung des entsprechenden
Vektors bemerkbar, was zu elliptisch polarisiertem Licht fuhrt. Der resultierende Untergkhied

& - & Ist die eigentliche MelRgroé3e der CD-Spektroskopie [114]. Der Zirkulardichroismus kann

aulRerdem durch die Elliptizitat quantifiziert werden

O = konst-€ - £r)-c-d [Grad] (1)

mit der Schichtdickel in cm, der Konzentration in g-cm® und dem Extinktionskoeffizientea in
cnt-g*. Der Vorfaktor konst = In10-180-(@" hat einen Betrag von ungefahr 33. Die molare
Elliptizat wird mit

[O]) = M,-Op-(10c-d) *[grad-cm-mol’] (2)
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angegeben, mit der Molekiilmasse iklg-mot*. Wird der molare Extinktionskoeffizient verwendet
erhalt man @], = 33004¢. Die Abhangigkeit der Elliptizitat des Lichts ergibt das CD-Spektrum in
Form einer Absorptionsbande, wobei wieder ein positiver bzw. negativer Zirkulardichroismus

unterschieden wird, je nachdem, ob die rechts- oder die linkszirkular polarisierte Komponente

starker absorbiert wird.
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Abb. 9. a) Die ein CD-Spektrum generierenden Banden des parallel ( ) und senkirgcht (
polarisierterm— 1*-Uberganges bei 190 bzw. 204 nm und desmt-Uberganges bei 220 nm am
Beispiel dera-Helix-Form des Poly-L-Alanins [115]. b) Die in der CD-Spektroskopie auftretenden
Cotton-Effekte fura-Helix-, B-Faltblatt- und Random Coll-Strukturen [116].

Optische Aktivitat kann sowohl durch chirale C-Atome als auch durch eine chirale Kristallstruktur

verursacht werden. Asymmetrische Sekundarstrukturen in Proteinen, wie z. Bo-éiftaix,
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erzeugen optisch aktive Chromophore durch Bildung gekoppelter Oszillatoren ohne
Symmetrieebene oder -zentrum. Hier resultiert die Chiralitat also aus der Struktur eines
Makromolekiils. Typische Sekundéarstrukturen sind neberoedelix, die B-Faltblattstruktur und
Bereiche ungeordneter Zufallsknauel (random-coil). Neben diesen Strukturen, deren Cotton-
Effekte zu typischen Absorptionsbanden fiilhren (Abb. 8b), werden im Absorptionsspektrum in
einem Bereich von 180 bis 240 nm aukh. - und n- 1* -Ubergénge aufgenommen (Abb. 8a)

[115]. Die Uberlagerung aller Banden fiihrt zu einem typischen Spektrum (Abb. 9), aus dem durch
Vergleich mit Standardsubstanzen dann die unterschiedlichen Sekundarstrukturanteile berechnet

werden kénnen [116].
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Abb. 10. CD-Spektrum der Funktionellen Einheit KLH2-c glegathura crenulataDie Ordinate
wurde unter Zugrundelegung von 420 AS-Resten und der Molekilmasse von 56126 Da kalibriert.

Proteinkonzentration: 0.22 mg-miPuffer: Natriumhydrogenphosphat (pH 7.0).

2.4.4 Fluoreszenzspektroskopie

Die Absorption elektromagnetischer Strahlung mit einer Frequenz im ultravioletten oder sichtbaren
Bereich fuhrt zu einem elektronisch angeregten, energiereicheren Zustand eines Molekiils. Die
aufgenommene Energie kann sowohl strahlungslos als auch unter Emission von Strahlung
(Luminiszenz) wieder abgegeben werden. Die Luminiszenz wird in Fluoreszenz und

Phosphoreszenz unterschieden. Fluoreszenz und Phosphoreszenz wird vor allem bei aromatischen
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oder heterocyclischen Molekilen beobachtet, insbesondere wenn zwei oder mehr kondensierte
Ringe vorhanden sind. Durch Absorption eines Photons kénnerr-Biektronen von bindenden
1-Orbitalen in nichtbindende*-Orbitale hoherer Energie Uberfiihrt werden. Je nach Orientierung
des Spins entstehen angeregte Singulett- (S = 0) oder Triplettzustande (S = 1), wobei die Energie
der Triplettzustdnde niedriger ist als die der entsprechenden Singulettzustande [117].

Die Fluoreszenz einer Substanz kann stark von ihrer Umgebung beeinflu3t werden. So kann z. B.
durch Loschermolekile (Quencher) die Fluoreszenzquantenausbeute eines Fluorophors herab-
gesetzt werden. Hierbei wird der Absorptionsprozel3 des Fluorophors nicht gestort, sondern die
Energie des angeregten Zustandes wird strahlungslos auf die Léschermolekiile Gbertragen. Fur die
dynamische Fluoreszenz-L6schung gilt, dal3 bei konstanter Konzentration des Fluorophors die
Ubergangsrateky fiir die Fluoreszenzloschung proportional zur Konzentratiop der

Loschermolekiile ist:

ko = Ksv * Cq (3)

Die Proportionalitatskonstantésy wird als Loscherkonstante bezeichnet. Unter Beriicksichtigung
der Proportionalitdt von Quantenausbeute und Fluoreszenzbanden-Intensitat ergibt sich die Stern-

Volmer-Gleichung:

(Fo-FY)-1=Ksy-Co- o (4)

mit F, und F als der Fluoreszenzintensitat ohne bzw. mit Léschermolekilen. WirdF{)-1 in

einem Diagramm gegen verschiedene Konzentratiegean Léschermolekilen aufgetragen, kann

bei bekannter Lebensdaues aus der Steigung der Geraden die Ldscherkonstante bestimmt
werden.

Durch die Verwendung von spezifisch geladenen lonen ist es moglich, Rickschlisse auf die
Mikroumgebung von aromatischen Resten in Proteinen zu ziehen, weil durch die geladenen
Ldschermoleklle eine zusatzliche Verstarkung oder Abschwéchung der Fluoreszenzléschung
beobachtet werden kann. Auch hier ist die Kenntnis woumnabdingbar. Um ohne die Kenntnis der
Lebensdauer, arbeiten zu kénnen, wird durch die Verwendung zweier entgegengesetzt geladener
lonen mit ungefahr gleichem lonenradius, z. B."@sd [ ein elektrostatischer Parameter E

eingefuhrt, der in folgendem Zusammenhang steht

E=Ks - K&)*! )
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mit Ksy = Loscherkonstante eines positiv geladenen Loschermolekiil&guvd Loscherkonstante

eines negativ geladenen Léschermolekuls [118].

Fur die statische Fluoreszenzléschung gelangt man trotz anderer Voraussetzungen zu demselben
Ergebnis jedoch ohne die zusatzliche Abhangigkeit von der Lebensdauer des angeregten

Fluorophors, was eine Unterscheidung der beiden Prozesse ermdglicht.

(Fo-F?) -1 =k Go 6)

In beiden Prozessen findet man eine lineare Abhangigkeit des Intensitatsverhalfjsses) (von

der Konzentration der Loschermolekile.

Die Fluoreszenzstrahlung eines Molekuls ist auf3er durch die Wellenlange bzw. Frequenz auch
durch ihre Polarisationsrichtung, d. h. durch die Richtung des elektrischen Feldstarkevektors,
charakterisiert. Die Emission von Fluoreszenz wird durch das Emissions-Ubergangsdipolmoment
Mg beschrieben. In einem molekularen Achsensystem haben Absorptions- und Emissions-
Ubergangsdipolmoment eine definierte Orientierung und sind deshalb von der Bewegung der
Molekile abhangig. Aus der Analyse der Polarisation von Fluoreszenzstrahlung kdnnen Aussagen
Uber die Rotationsbeweglichkeit, die Orientierung, sowie tber die Viskositat in der Umgebung der
betrachteten Molekiile getroffen werden. Das polarisierte Licht wird in der x-Richtung eines
Molekils eingestrahlt und in y-Richtung werden die Komponenten der Fluoreszenzintensitat
parallel &) und senkrechtR) zur einfallenden Strahlung detektiert. Als quantitatives Malf3 fur die

Polarisation werden der PolarisationsgRadzw. die AnisotropieA definiert.

Fyi- Fo
P= Fy+ Fo (7
a= Do Fo (8)
F” + 2

Far P - O ist die Strahlung nicht polarisierE( U Fp), fur P = 1 ist die Strahlung vollstandig
polarisiert. Die Polarisation kann auf zwei Arten gemessen werden. Mit kontinuierlich
eingestrahltem Licht, werden gemittelte Intensitatswertd-fiimd F; gemessen, was zu zeitlichen
Mittelwerten furP und A fihrt. Zur Messung der zeitaufgelosten Fluoreszenz-Polarisation wird die
Probe mit einem kurzen Laserpuls angeregt und der zeitliche Verlauf der Intensfig)eand

Fo(t) gemessen. Beide Fluoreszenz-Intensitdten klingen exponentiell mit der Zeit ab. In
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unmittelbarem Anschlu? an den Laserpuls ist die Polarisation der Fluoreszenz durch die
Anisotropie der Absorption gegeben. Molekiile, die zu einem spateren Zeitpunkt fluoreszieren,
haben dagegen schon eine mehr oder weniger starke Rotationsbewegung ausgefiihrt. Die Messung
der Fluoreszenz-Polarisierung in Abhangigkeit der Zeit nach dem Puls zeigt daher eine Abnahme
von Py, bzw. A, auf einen Endwert, der durch Fluoreszenz-Lebensdauer und Rotations-
korrelationszeit bestimmt ist. Kugelférmige Molekile zeigen eine exponetielle Abnahme der
Polarisation. Die Zeit in der der Polarisationsgrad bzw. die Anisotropie gerade auf den Bruchtell
1-e' ihres urspriinglichen Wertes zuriickgegangen sind, entspricht der Rotationskorrelatinnszeit

die direkt aus dem Experiment bestimmt werden kann.
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[ll. Themenstellung

Seit bei Untersuchungen zur Immunstabilitdt von Karzinompatienten festgestellt wurde, dald die
Applikation des Hamocyanins der kalifornischen Schltissellochnapfschivdegathura crenulata
(Keyhole Limpet Hemocyanin - KLH) eine Uberaus starke Immunantwort auslost [102], rlckte
dieses Makroprotein immer mehr in den Mittelpunkt des medizinischen Interesses, besonders im
Bereich der Immunologie. Noch weiter gesteigert wurde das wissenschatftliche Interesse an KLH,
als beobachtet wurde, dal3 bei Patienten mit oberflachlichem Harnblasenkrebs nach Verabreichung
von KLH-Préparaten die Rezidivrate des Karzinoms um bis zu 90% reduziert wurde [103, 119].
Grzych et al. [120] berichteten Uber eine spezifische Immunantwort auf KLH bei
Schistosomias(Bilharziose)-Patienten, was z. B. zur Entwicklung eines Detektionsverfahrens fir
Bilharziose mit KLH fuhrte [121].

Als problematisch gestaltet sich allerdings immer mehr die Gewinnung des Proteins aus lebenden
Tieren, die zunehmend von restriktiven Artenschutzgesetzen eingeschrankt wird. Da KLH in
groRen Mengen zur Antikdrpergewinnung medizinisch eingesetzt wird, ware die Synthese von
immunologisch relvanten Fragmenten von Interesse. Hierzu mufl3 jedoch die genaue Struktur von
KLH bekannt sein. Ein erster Schritt dazu ist die Aufklarung der Primarsequenz der beiden
strukturellen Untereinheiten KLH1 und KLH2.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mittels geeigneter enzymatischer und chemischer
Fragmentierungen und anschlieRender Sequenzierung durch Edman-Abbau die Primarstruktur der
Funktionellen Einheit KLHZ: aufzuklaren. Zur Ermittlung verschiedener proteinchemischer
Eigenschaften sollen das native KLH, seine beiden Untereinheiten KLH1 und KLH2, und die
Funktionelle Einheit KLH2e mit spektroskopischen Methoden auf ihr Verhalten gegenlber
denaturierenden EinflilRen wie Temperatur, pH-Wert, Guanidinhydrochlorid und Harnstoff
untersucht werden. Die fur das Molluskenhamocyanin gewonnenen Erkenntnisse sollen mit Hamo-
cyaninen der Arthropodedomarus americanusnd Maja squinadoverglichen werden.

Mit der Arbeit soll durch die Strukturaufklarung von KLHZ2-nicht nur ein Beitrag zur
medizinischen Anwendung von KLH geleistet, sondern durch vergleichende Betrachtung von
Mollusken- und Arthropodenhamocyaninen sollen auch weitere Erkenntnisse Uber den phylo-

genetischen Zusammenhang zwischen beiden Proteinspezies gewonnen werden.
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IV. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Isolierung und physikalisch-chemische Untersuchungen der Strukturellen
Untereinheiten KLH1 und KLH2 und die Aufklarung der Priméarstruktur der

Funktionellen Einheit KLH2- ¢ des Hamocyanins vorMegathura crenulata

4.1.1. Isolierung und physikalisch-chemische Untersuchungen der Strukturellen

Untereinheiten KLH1 und KLH2 des Hamocyanins vonMegathura crenulata

4.1.1.1 Isolierung von KLH1 und KLH2 aus IMMUCOTHEL O

Aufbauend auf friheren Verdffentlichungen [122] und unter Verwendung einer neuartigen
Anionenaustauscher-Trennsaule wurden die beiden Untereinheiten KLH1 und KLH2 direkt aus
IMMUCOTHELUD isoliert. Die Eluierung der KLH enthaltende L6ésung auf einer POROS HQ/M
Saule ergab zwei scharf getrennte Fraktionen (Abb. 11) deren Reinheit und vollstdndige Trennung

mittels PAGE bestétigt wurde (Abb. 12).

” Abb. 11. Trennung von IMMUCOTHEL
nach 24 h Dialyse gegen 0.1 M Tris-HCI,
(pH 6.5) mit 1 mM CaCGlund 0.5 mM MgC}.
Bedingungen: Saule: POROS HQ/M-Anionen-
austauschersaule (3.6 x 100 mm); Elutions-
mittel: Puffer A: 0.1 M Tris-HCI (pH 6.5) mit 1
mM CaCh und 0.5 mM MgC}; Puffer B:
Puffer A mit 1 M NaCl; Gradient: 10 min
100% Puffer A, 0% -100% Puffer B in 70 min;

FlieRgeschwindigkeit: 1 mL-mi injizierte

Absorption 280 nm

Menge: 0.3 mg Protein in 500 pL Ldésung;
T T T T T T T T T T Detektion beiA = 214 nm. Fraktion I: KLHZ2,
O 10 20 30 40 50 60 _
t[min] Fraktion Il: KLH1.
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Die in Fraktion | enthaltenen Proteine wurden als KLH2 (380 kDa), die in Fraktion Il enthaltenen
als KLH1 (420 kDa) identifiziert. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit frither veroffentlichten
Arbeiten, in denen beschrieben wurde, daR KLH in zwei elektrophoretisch trennbare
Polypeptidketten dissoziiert werden kann. Wie auf den Abbildungen 11 und 12 zu sehen ist, gelang
unter Verwendung der POROS-Saule eine ausgezeichnete Trennung der beiden Strukturellen
Untereinheiten des KLH, die unter Anwendung von HPLC-Bedingungen aul3erdem hocheffizient

und unter geringem Zeitaufwand durchzuflhren war.

Abb. 12. PAGE von KLH, KLH1
und KLHZ2; (Gel 7.5%). 1: Standard:
Ferritin (M = 440 kDa); 2:
dissoziiertes KLH; Das Hamocyanin

nach der Trennung auf der POROS

HQ/M-Anionenaustauschersaule: 3:
1 2 3 4 KLH1; 4: KLH2.

4.1.1.2 Bestimmung der Konformationsstabilitdt von KLH, KLH1 und KLH2 unter dem

Einfluz von Temperatur und Guanidinhydrochlorid

Thermostabilitat und die Stabilitat gegen chemischen Denaturierung spielen bei Biomolekilen eine
grol3e Rolle, auch im Hinblick auf ihre praktische Verwendbarkeit. Die Thermostabilitat wurde an den
apo-Formen von KLH und seinen Untereinheiten untersucht. Hierzu wurden die Proteine schrittweise

von 20°C auf 95°C erhitzt und die CD-Spektren im Bereich zwischen 200 und 260 nm aufgenommen,
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in welchem die fur die Sekundarstruktur typischen Cottoneffekte auftreten. Zur Feststellung der
Konformationsdnderung wurden die Werte der Elliptizitat bei 222 nm gegen die Temperatur
aufgetragen (Abb. 13). Aus den Wendepunkten der sigmoidalen Kurven wurde die jeweilige
Denaturierungstemperatur der Proteine bestimmt. Das native KLH (KLH1 + KLH2) war bis 68°C

stabil, KLH1 entfaltete bei 63°C und KLH2 verlor seine Struktur bei 54°C.

Mittlere molare Elliptizitat
[O],,, - 107 [deg-cm2-dmol™]
]

Temperatur [°C]

Abb. 13. Temperaturabhangigkeit der Elliptizitd][bei 222 nm von KLH @-@®) und seinen

strukturellen Untereinheiten KLHI0-0) und KLH2 (#-#). 0.2 mg-mL Protein in einem Puffer-
medium aus 0.05 M Tris-HCI (pH 8) mit 10 mM CaGhurden 10 min bei der gewahlten

Temperatur equillibriert.

Fur die Faltung eines Proteins, seinen Transport durch Membranen oder auch fir die Proteolyse
sind denaturierte Zustdnde von grof3er Bedeutung. Die Entfaltung von KLH und seinen
Untereinheiten unter dem Einflul3 verschiedener Konzentrationen von Guanidinhydrochlorid wurde

ebenfalls durch Zirkulardichroismus beobachtet. Hierzu wurde die Anderung der Elliptizitat bei
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222 nm gegen die Konzentration von Gdn-HCI aufgetragen (Abb. 14, untere Graphik) und aus den
Wendepunkten der erhaltenen Kurven die Konzentration von Gdn-HCI bestimmt bei der das
Molekul denaturiert. Bei Gdn-HCI-Konzentrationen zwischen 0 und 2.0 M &andert sich die
Elliptizitat nur geringfligig. Konzentrationen zwischen 2.0 M und 5.0 M Gdn-HCI fuhren jedoch zu
einer starken Abnahme der Elliptizitat, wodurch die mit der Denaturierung einhergehenden
Konformationsdnderungen zum Ausdruck kommen. Fur Konzentrationen zwischen 6.0 M und 8.0

M Gdn-HCIl wurden CD-Spektren erhalten, die fur denaturierte Proteine typisch sind.

AGy -1 0> [calomol'1]
= O =N WA~ o O N

Abb. 14. Die Anderung der Freien
Energie AGp, (obere Graphik) und
der Elliptizitat [©] bei 222 nm

(unten) als Funktion der Gdn-HCI-

Konzentration flr oxy-KLH @-@)
und seine Strukturellen Unterein-

heiten KLH1 ©-0) und KLH2

Mittlere molare Elliptizitat
-[0],,, *1 0? [deg~cm2~dmol'1]

(#-4).0.2 mg-mL* Protein in einem
Puffermedium aus 0.05 M Tris-HCI
: : . L (pH 8) mit 10 mM CaC] wurden 10

min bei der gewahlten Temperatur
Gdn-HCI [M] equillibriert.
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Fernerhin wurde die Denaturierung von KLH und seinen Strukturellen Untereinheiten KLH1 und
KLH2 durch Harnstoff untersucht. Von Proteinproben, die mit Konzentrationen von 1 M bis 8 M
Harnstoff inkubiert worden waren, wurden CD-Spektren aufgenommen. In Abb. 15 ist das
Spektrum des unbehandelten KLH dem des mit 8 M Harnstoff inkubierten Proteins gegentber-
gestellt. Wie aus der Abbildung zu ersehen ist, verschwinden dieafiitelices typischen
Cottoneffekte bei 210 nm und 220 nm und es tritt ein negativer Cottoneffekt bei 215 nm auf,
welcher firp-Faltblattstrukturen typisch ist. Dies bedeutet, dal’3 in Gegenwart von Harnstoff vor
allema-helikale Strukturen zerstdrt werden, wahrend[li€altblattstrukturen weitgehend erhalten
bleiben. Fur die Strukturellen Untereinheiten KLH1 und KLH2 wurden &hnliche, wie die in Abb.

15 dargestellten Spektren erhalten.

10000 4
» 8000 A
(©
S .— 60001
S 2 4000-
W o©
o NE 2000
8 o 0 &
e o
GE) i -2000 -
1;; E -4000 -+
= -6000 4
-8000 -
-10000 -

I v I v I v I v I v I
200 210 220 230 240 250
Wellenlange A [nm]

Abb. 15. Der Einflu? von Harnstoff auf die Sekundarstruktur von KLM-M) Natives Hamo-
cyanin KLH; (0—0) das Hamocyanin nach 24-stundiger Einwirkung von 8 M Harnstoff).
Probenkonzentration: 0.2 mg-fhilPuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) mit 10 mM Cagl
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4.1.1.3 Bestimmung der freien Stabilisierungsenergie in WasseﬂGg20 von KLH, KLH1 und
KLH2

Ein wichtiger Parameter zur Beschreibung der Stabilitdt von Hamocyaninen in wassrigen Lésungen
ist die Freie Stabilisierungsenergie in Wasz‘.l@gzo , die durch Gleichung (9) beschrieben wird.
AGSZO kann aus CD-Experimenten durch die Messung der Intensitat der Cottoneffekte bei 222 nm
(a-Helix-Bande) in Gegenwart steigender Konzentrationen von Guanidiniumhydrochlorid bestimmt

werden.

Tabelle 3. Freie Stabilisierungsenergie in Wassé}gzo, die Aktivierungsenergie Fund die

Denaturierungstemperaturen. Taus den Fluoereszenzexperimenten ung dus den CD-

Messungen.
Protein AGp®° Ea Fluoreszenz CD
[kcal-mol'] [kJ-mol] T.[°C] T [°C]
KLH OXy- 6.2
KLH apo- 24.36 63 68
KLH1 oXxy- 4.2
KLH1 apo- 16.80 57 63
KLH2 oXxy- 54
KLH2 apo- 18.90 52 54
Rapana OXYy- 5.4
Rapana apo- 21.4 70 68
RHSS1 OXy- 3.9
RHSS1 apo- 14.8 46 53
RHSS2 OXy- 4.4
RHSS2 apo- 15.3 57 59

In Tabelle 3 sind die Werte der Freien Stabilisierungsenergie in Wasser fiir verschiedene
Hamocyanine zusammengefal3t. Die gefundenen Werte bestétigen, dal3 das native KLH gegeniber
einer Denaturierung durch Gdn-HCI etwa 1.5-mal stabiler als KLH1 und etwa 1.1-mal stabiler als
KLH2 ist. Dieses Ergebnis steht auch mit den Resultaten der thermischen Denaturierung im

Einklang, da es bei Proteinen, die gegen chemische Denaturierung stabiler sind, erst bei htheren
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Temperaturen zu einem Verlust der Tertiarstruktur kommt. Vergleiche der Stabilitat gegeniber
Harnstoff zeigen, dal3 z.B. die Sekundarstruktur des HamocyaninOetopus vulgarisweit
weniger verandert wird, als etwa die der Arthropod@arcinus maenasoder Lymnulus
polyphemug123]. Diese hdohere StditAt der Molluskenhdmocyanine kann unter Umstanden auf
die hbhere Anzahl von Disulfidbriicken zurtickgefiuihrt werden, aber auch ein zusatzlicher Einfluf3
der Kohlenhydratseitenketten auf die Erhaltung der Konformation kann nicht ausgeschlossen
werden [124].

4.1.1.4 Fluoreszenzléschung mit Acrylamid, Csund I

Bei Bestrahlung mit Licht der Wellenldnge 280 nm, bei der Phenol- und Indolgruppen absorbieren,
bzw. mit Licht der Wellenlange 295 nm, bei der etwa 93% des eingestrahlten Lichtes von
Tryptophylgruppen absorbiert wird, wies das Spektrum des oxy-Hamocyanins ein Maximgn (

bei 330.51 nm fir das Gemisch aus KLH1 und KLH2 auf. Fir die Untereinheiten ergaben sich
Maxima bei 3361 nm KLH1 und bei 3351 fir KLH2. Diese Werte erscheinen typisch fur tief im
Inneren des Proteins positionierte Tryptophylseitenketten in einer unpolaren Umgebung [125].
Verglichen mit den oxy-Hc verschob sich das Absorptionsmaximum der apo-Formen um etwa 1 bis
2 nm zu héheren Wellenlangen. Die Fluoreszenzquantenausbeute stieg fur alle drei untersuchten
Formen des KLH sehr stark an (Tabelle 10). Die Fluoreszenzldschungsexperimente wurden in
50mM Tris-HCI-Puffer (pH 8) mit 10 mM Caglund verschiedenen Konzentrationen von
Acrylamid durchgefihrt. Acrylamid ist ein effektiver neutraler Fluoreszenzldscher fur die
Tryptophanfluoreszenz der in das Innere der Tertiarstruktur vordringen kann. Stern-Volmer-Plots
ergeben eine lineare Beziehung zwischen der Konzentration der L&schermolekile und der
Fluorezenzbandenintensitat, aus denen die Léscherkong&tgnbestimmt werden kann (Abb. 16).

Die Werte der Léscherkonstankg, erlauben Rickschliisse darauf, ob die geléschte Fluoreszenz
von Tryptophylresten auf der Oberflache oder im Inneren des Proteins stammt. Im Gegensatz zu
Acrylamid sind C$ und I geladene, hydratisierte Teilchen, die nur mit Tryptophylgruppen in
Wechselwirkung treten konnen, die sich an der Oberflache des Proteins befinden. Die
Fluoreszenzléschungsexperimente mit diesen lonen ergaben, verglichen mit freien Tryptophanen,
sehr niedrige Loschkonstanten (Tabelle 4), ein Hinweis darauf, dal3 auf der Oberflache der KLH-
Proteine keine oder nur sehr wenige Tryptophylreste exponiert sind. Die Emissionswerte zwischen
330 nm und 335 nm fur das KLH und die Untereinheiten KLH1 und KLH2 stimmen in etwa mit

denen vorRapana thomasianéberein, flr dieAyax in einem Bereich zwischen 329 und 331 nm
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gemessen wurden [126]. Die Rotverschiebung der Maxima um 1-2 nm bei den apo-Formen liefert
einen Hinweis darauf, daf3 durch die Entfernung der Kupferatome und des Peroxids eine geringe

Veranderung der Umgebung der Tryptophylreste stattfindet.

4 4

0.00 0.12 0.24 0.36 0.48
Co[M]

Abb. 16. Stern-Volmer-Plot der Fluoreszenzléschung mit Acrylamid. KeH€), KLH1 (0-0),
KLH2 (e—). Proteinkonzentration: ca. 0.5 mg-thlPuffer: 50 mM Tris-HCI mit 10 mM Cagl
(pH 8.0).

Zusatzlich wurde ein sehr starker Anstieg der Fluoreszenzquantenausbeute festgegfefit (Q
0.036 / Qpo = 0.068 fiir KLH, Q,, = 0.043 / Qpo = 0.070 filr KLH1 und Qy = 0.060 / Qpo =

0.074 far KLH2). Derselbe Effekt wurde auch beim Hamocyanin \Rapana thomasiana
beobachtet [125]. Die Ergebnisse erlauben die Schluf3folgerung, dal3 durch die Dissoziation der
Hamocyaninaggregate einige Indolringe von einem hydrophoben in ein mehr polares Umfeld
Ubergehen. Dieser Effekt ist deutlicher sichtbar im Falle der oxy-Formen des Hamocyanins, weil
maoglicherweise der Kupfer-Peroxid-Komplex die Fluoreszenz der im Inneren des Proteins
positionierten Tryptophylreste selektiv [dscht. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, daf3
die Fluoreszenz sowohl bei den oxy- als auch bei den apo-Formen von Tryptophylresten dominiert

werden, die in inneren Bereichen der Domanen plaziert sind. Die Werte der Loschungskonstanten,
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die fir KLH (Ksy = 2.28 M%) und die strukturellen Untereinheiten KLHK4y, = 3.39 M%) und

KLH2 (Ksy = 3.01 M%) bei den L&schexperimenten mit Acrylamid gefunden wurden, sind,
verglichen mit der Fluoreszenzlschung von freien, in wassriger Losung vorliegenden, Tryptophan-
resten Ksy = 16.33 M%), sehr niedrig. Auch dies ist ein sehr starker Hinweis darauf, daR die im
Hamocyanin vorhandenen Tryptophane sich tief im Innern des Proteins in einer hydrophoben
Umgebung befinden. Wie bei dem Gastropoapana thomasianfl25] unterscheiden sich die
Werte der Léschkonstanten von Gesamthadmocyanin und den SU nichtrsgBegensatz hierzu
steigen die Werte der Loscherkonstanten der Strukturellen Untereinheiten von Arthropoden nach
der Dissoziation drastisch an (6- bis 7-facher Anstieg), wie das BeispieCatlimectes sapidus

zeigt [127]. Einen &hnlichen Anstieg findet man aber auch bei dem Mollu€latapus vulgaris

[128]. Zur Erklarung dieser Unterschiede im Fluoreszenzverhalten kdnnen zwei Arten von
Fluorophoren herangezogen werden: Zum einen Tryptophylreste, die sich in der Umgebung der
Aktivzentren befinden, zum anderen Tryptophane die auf den Oberflachen der Proteine positioniert

sind.

Tabelle 4. Fluoreszenzparameter von KLH und seinen Strukturellen Untereinheiten KLH1 und
KLH2. Die Anregung der Proben erfolgte mit Licht von 295 nm. Proteinkonzentration: ca.
0.5 mg-mL*; Puffer: 50 mM Tris-HCI mit 10 mM CaGlpH 8.0).

Protein Emission | Fluoreszenz{ Tyr-Trp- | Acrylamid- Kl- CsCl- E
A [nm] |quantenaus-| Energie-| loschung | Loschung L6schung K-
Anregung | beute [Q] transfer | Ksy [M™] | Kev [M™Y] | K& [M™] Kfv
bei 295 nm [%] S
KLH oxy- 330t1 0.036
apo- 332:1 0.068 0.65 2.28 1.30 0.88 1.47
KLH1 oxy- 336t1 0.042
apo- 338t1 0.070 0.25 3.39 1.25 0.71 1.76
KLH2 oxy- 335t1 0.060
apo- 3361 0.074 0.40 3.01 1.10 0.50 2.2(
Ac-Trp-NH, | 350t1 0.130 1.25 16.33 8.80 2.00 4.4(
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Die letzteren befinden sich bei den Arthropodenhamocyaninen in den Kontaktbereichen der
Funktionellen Untereinheiten und werden nach der Dissoziation exponiert, was zu den zuvor
erwahnten grof3en Unterschieden der Loscherkonstanten des Hamocyanins in undissoziierter und
dissoziierter Form fuhrt. Die Werte vo@. dofleini lassen den Schluf3 zu, daf3 auch in diesem
Hamocyanin mehrere Tryptophane so gelagert sind, dal3 sie in undissoziierter Form in
Kontaktbereichen zwischen den Doménen ihren Platz finden und nach der Dissoziation
Ldschermolekilen frei zuganglich sind. Die Resultate der Untersuchungen mit KLHRapana
Hamocyanin zeigen, dal3 bei beiden Spezies der grofdte Teil der vorhandenen Tryptophanreste in
inneren Bereichen der Proteine positioniert ist. Diese Ergebnisse werden durch die Experimente mit
ionischen Loschermolekilen, die wegen ihrer Hydrathdlle nicht in das Innere von globularen
Proteinen vordringen kdnnen, gestltzt. Durch diese Molekile kann also nur die Fluoreszenz von an
der Oberflache von Proteinen befindlichen Tryptophylresten beeinflu3t werden. Die fur das
Gesamthamocyanin gefundenen Loschkonstanten fiir udgl I sind im Vergleich zu den
Modellwerten (2.0 M bzw. 8.8 M") extrem niedrig (0.88 M fiir Cs" und 1.3 M* firr I” (Tabelle

4)) und weisen darauf hin, daf3 sich nahezu keine Tryptophylreste auf den Oberflachen des Proteins
befinden. Fir die Strukturellen Untereinheiten KLH1 und KLH2 wurden geringftigig hohere Werte
fur die Loscherkonstantengik gefunden, die jedoch wesentlich niedriger sind als die vergleichbaren
Werte von Arthropodenhamocyaninen, was die zuvor gezogenen Schliisse in Bezug auf die
Positionierung der Tryptophylreste im Innern der Proteinmatrix bei KLH Radana bzw. in den
Kontaktregionen der Arthropoden-SU unterstiitzt. Der aus dem VerhKEnis (K&)™ definierte
Elektrostatische Parameter E [118] ist mit 1.47 fur KLH etwas geringer als fur die beiden
Strukturellen Untereinheiten (g4 = 1.76, &, = 2.20) und la3t ein eher negativ geladenes

Mikroumfeld der Tryptophylreste vermuten.

4.1.1.5 Die Temperaturabhéngigkeit der Tryptophylfluoreszenz

Die Temperaturstabilitdt wurde ebenfalls fluoreszenzspektroskopisch untersucht. Die in einem
Puffer aus 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) und 10 mM Ca@keldsten Proben (0.5 mg-mLwurden
schrittweise von 20°C bis 95°C erhitzt. Fir die Messungen wurden die apo-Formen der Proteine
verwendet, da die Sauerstoffsattigung temperaturabhangig ist und somit die Messungen beeinfluf3t
hatte. Aus der Arrhenius-Gleichung Inf€l) = - E, (RT + In k)* wurden E-Werte von

24.36 kJ-mot fiir KLH bzw. 16.80 kJ-mol fir KLH1 und 18.90 kJ-mdl fiir KLH2 berechnet
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(Tabelle 3). Die Aktivierungsenergie,Eer temperaturabhéngigen Deaktivierung von angeregten
Fluorophoren der Proteine ist also flr das native KLH um etwa 1.5 bis 2 mal hoher als fiir die
dissoziierten Strukturellen Untereinheiten. Aus der Anderung der Steigung der Arrhenius-Plots
kann die kritische Ubergangstemperatur bestimmt werden. Diese betrug fir das KLH 63°C,
wohingegen KLH1 bis 53°C stabil blieb und bei KLH2 schon bei 51°C eine Anderung der

Konformation eintrat.

14}
12}
e 10}
4k
I I I I I ] I I
2.6 2.8 3.0 3.2 3.4

1T x 10° [°K"']

Abb. 17. Arrhenius-Plot der Temperaturabhangigkeit der Tryptophylfluoreszenz von ®&t®) (
KLH1 (0—0) und KLH2 (#—). Proteinkonzentration: 0.5 mg-miPuffer: 50 mM Tris-HCI,

10 mM CaC}, pH 8. Zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeuten wurde N-Ac-T#p-NH

als Standard verwendet.

4.1.1.6 Tyrosin-Tryptophan-Energietibertragung

Die Abwesenheit einer Tyrosylfluoreszenz, deren Bande bei 303 nm erwartet werden kann [129],
kann durch Energie-Ubergangsprozesse zwischen Phenol- (Energiedonoren) und Indolgruppen
(Energieakzeptoren) erklart werden [130]. Die Rontgenstrukturmodelle von Funktionellen
Einheiten von Octopus dofleini[21] und Panulirus interruptus [28] verweisen auf viele

Madoglichkeiten fiir einen Tyrosin-Tryptophan-Energielbergang. Dies wurde darauf zurtickgefthrt,
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dal das von Tyrosinseitenketten absorbierte Licht strahlungslos auf benachbarte
Tryptophanseitenketten tbertragen wurde. Die effektive Energietibertragung fir KLH, KLH1 und
KLH2 wurde mit Gleichung 11 (Kap. 5.2.13) berechnet und ist in Abb. 18. graphisch dargestellt.
Die beste Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit den theoretischen Kurven wurde fiir
KLH mit e = 0.65, fur KLH1 mit e = 0.25 und fur KLH2 mit e = 0.40 erreicht. Dies bedeutet, daf3

im nativen KLH 65% und bei den Strukturellen Untereinheiten zwischen 25% und 40% des von
den Tyrosylresten absorbierten Lichtes auf Indolringe Ubertragen und als Tryptophanfluoreszenz
emittiert wurde. Die Werte fur die Strukturellen Untereinheiten sind verglichen mit dem nativen
Hamocyanin um etwa 30% bis 40% niedriger, was den Schlul3 zulaf3t, dal3 sich durch die

Dissoziation die relative Orientierung mancher Tyrosyl- oder Tryptophylreste andert.
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Abb. 18. Effektive Tyrosin-Tryptophan-Energietibertragung der apo-Formen von Ka+®)
KLH1 (0—0) und KLH2 (#—e). Die Kurven @—m) reprasentieren die Werte fir e = 0 bzw. e = 1.

4.1.1.7 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer

Die Abnahme der Fluoreszenz des bei 295 nm angeregten KLH, KLH1, KLH2 und N-Acetyl-
tryptophanamids kann durch zwei Exponente‘?‘l@l@ und &Y ausgedruckt werden. Die

Funktion (12) wurde zur Bestimmung herangezogen. Die Analyse der Daten in Bezug auf ein
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monoexponentielles Modell ergab eine gute Ubereinstimmung zwischen den experimentellen und
theoretischen Kurven. Die charakteristischen Parameter sind in Tabelle 5 zusammengefal3t, Abb. 19

zeigt die Zerfallskurve von KLH.

Tabelle 5. Relative Amplituden und Fluoreszenzlebensdaven KLH, KLH1 und KLH2.

Protein A [%] T, [nS] A; [%0] T2 [nS]
KLH oxy- 0.50 0.17 0.05 2.56
KLH apo- 3.70 0.24 0.10 2.90
KLH1 oxy- 2.90 0.30 0.10 2.59
KLH2 oxy- 2.70 0.43 0.12 2.88

Intensitat

I 101 201 301 401 501
3 -
I ‘ . Abb. 19. Die Zerfallskurve von
2 B Il b LI i ]
A R R S KLH bei pH 6.0. Bedingungen:
) b TR t )
# 4 byt #
B g ' Aot .
1 [ o ‘% N ‘:':.ﬁ"q' m ! W 1 “‘u Anregungswellenlange: 297 nm;
! m{“”"” T NI BN RN
0 Lo Hm'o“‘;‘*:" Ay *.:;.’;;:.,*;m.”f. +”:h1.‘ Aufnahmewellenlange: 340 nm;
[ ph, et R T AL R
L) AN [ . .
Ar R ' TR ,+,'I*‘:++ '*;‘: * Zeitauflosung: 0.1 ns/Kanal;
LR * oy g b
+ [ # P .
2r woty ok Temperatur: 20°C; Protein-
3+ konzentration: Ok, = 0.3.
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Die Fluoreszenzlebensdauer fur die Proteine wurde fur eine durchschnittiche Anzahl von 7

Tryptophylresten pro Protein bestimmt. Die erhaltenen Werte zeigen, dal3 die Umgebung der
Chromophore deren Fluoreszenzemission signifikant I6scht. Wie aus Tabelle 5 zu entnehmen ist, ist
die Lebensdauer sowohl fur das native Hamocyanin als auch fir die Strukturellen Untereinheiten
sehr kurz. Die Entfernung der die Tryptophanemission loéschenden Kupferionen aus dem

Aktivzentrum des Gesamthdmocyanins fiihrt zu einem 1.5-fachen Anstieg, vBies unterstitzt

die Annahme, dal3 die Kupferionen von vornherein an der Fluoreszenzldschung von

Tryptophylresten beteiligt sind, und dal3 sich diese Aminoséuren in einer hydrophoben Umgebung
im Inneren des Proteins befinden. Fur das Gesamtmolekil und die Strukturellen Untereinheiten
wurden sehr differenzierte Unterschiede festgestellt, was damit erklart werden kann, daf3 die
entsprechenden Tryptophylreste durch die lokale Tertiarstruktur unterschiedlich beeinfluf3t werden.
Durch das spezifische Umfeld der Indolgruppen im KLH wird die Lebensdauer des angeregten

Zustandes im Vergleich zu dem der SU um den Faktor 0.5 verkirzt, was zu einer etwa zwei- bis

dreimal kiirzeren Lebensdaugrfuhrt.

4.1.2 Die Aufklarung der Priméarstruktur der Funktionellen Einheit KLH2- ¢ des Hadmocyanins

von Megathura crenulata

4.1.2.1 N-Terminale Sequenzierung

Nach Aufreinigung der Proben (Abb. 20) wurde die KLE2nthaltende Probe N-terminal tiber 68
Aminoséaurereste ansequenziert. Wie bei der veroffentlichten Sequenz [131], konnte Aminosaure
19 nicht eindeutig identifiziert werden. Im Laufe der weiteren Sequenzierungen wurde diese
Sequenz im grof3en und ganzen bestatigt und es mufldten nur noch einige wenige Zuordnungen

korrigiert werden.
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Absorption 214 nm

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
t [min]

O -

Abb. 20. Aufreinigung der nach [131] erhaltenen Fraktion von KlLddZBedingungen: Saule:
Nucleosil 7 Gg; Elutionsmittel: Puffer A: 0.16% TFA in Wasser; Puffer B: 0.1% TFA, 80%
CH;CN in Wasser; Gradient: 2 min 20% Puffer B, 20% - 80% Puffer B in 48 min;
FlieRgeschwindigkeit: 1.2 mL-miinjizierte Menge: 0.45 mg-mb Detektion beh = 214 nm.

Tabelle 6. N-Terminale Sequenz von KLH2-

Position Sequenz 10 20 30
1-30 DFGHSKKIRKNVHSLTAEXQNSLRRAMADL
Position Sequenz 40 50 60
31-60 QDDKTRGGFQXIAAFHGEPKWCPRPGAEKK
Position Sequenz 70

61 -68 FACCVHGM.........
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4.1.2.2 Verdau mit Endoproteinase Lys-C

Das Verdaugemisch wurde in zwei gleiche Volumenteile geteilt. Die Aufreinigung der ersten Halfte

ergab 20 Peaks, die gesammelt und mittels MALDI-MS vermessen wurden.

111 115116 1.19

1.17

1.18

Absorption 214 nm

! !
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
t [min]

Abb. 21. HPLC-Trennung der 1. Halfte des Lys-C-Verdaus. Bedingungen: Saule: Nucleggil 7 C
Elutionsmittel: Puffer A: 0.16% TFA in Wasser; Puffer B: 0.1% TFA, 80%:CN in Wasser;
Gradient: 5 min 0% Puffer B, 0% - 100% Puffer B in 110 min; FlieRgeschwindigkeit: 1.2 mLt:min
injizierte Menge: 1.5 mg-mt; Detektion bei = 214 nm.

Zur Sequenzierung wurden die Fraktionen ausgewahlt, aus deren Massenspektren auf lange
Bruchstiicke und eindeutige Sequenzen geschlossen werden konnte, die auch aus den meisten
Fragmenten erhalten wurden. In der Fraktion heB%.46 (LC 1.11) wurde ein Gemisch aus drei
Sequenzen gefunden, aus dem die Cysteinbriicke zwischéh Wby Cy$® identifiziert werden

konnte. Das Massenspektrum (Abb. 22) zeigte sowohl die Massen der einzelnen Fragmente
(1115.8 Da und 1897.2 Da) als auch die Masse des Gesamtfragmentes (3013.4 Bajukge

durch die Endoproteinase aus der Sequenz herausgeschnitten und ging dadurch verloren. Das
Auftreten aller drei Fragmentbruchsticke beweist, daf} bei der nicht reduzierten Probe
Teilfragmente durch den Bruch der Disulfidbriicke wahrend des Laserbeschusses entstanden sein
mussen. In Fraktion LC 1.16 konnten vier Sequenzen (Index a, b, ¢, d) nachgewiesen werden,
darunter der C-Terminus (LC 1.16d), der jedoch bei AS 417 abbrach und dem der Massenpeak
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3824.0 Da zugeordnet wurde. Die Fragmente LC 1.16b (C-terminal an Arginin) und LC 1.16c
(C-terminal an Phenylalanin) wiesen jeweils eine unspezifische Schnittstelle auf, konnten aber im
Massenspektrum eindeutig nachgewiesen werden. Fragment LC 1.16¢c wurde durch die Sequenz
des in Fraktion LC 1.19 enthaltenen Fragmentes bestatigt, welches eine um 4 weitere Aminosauren
verlangerte Sequenz lieferte. In Fraktion LC 1.15 wurde ebenfalls ein Fragment mit einer fir Lys-C
unspezifische Schnittstelle gefunden; dieses Fragment endet mit einem Prolinrest, der durch die

Sequenz bei LC 1.12 jedoch bestatigt wurde.

Tabelle 7. Peptidfragmente aus der 1. Trennung des Lys-C-Verdaus von &2 Da).

Fraktion | Tz [min] | Position | Sequenz [MI'{Iexp M per

LC1.3 51.60 1-6 DFGHSK n.d 698|7

LC 1.6a 68.74 11-24 NVHSLTAEEQNSLR 1757.8 1757.8

LC15 63.66 26-34 AMDDLQDDK 1058.5 1051.1

LC1.8 78.45 35-49 TRGGFQQIAAFHGEPK 1744.6 1743.9

LC1.11a] 85.46 51-59 WCPRPEAEK 1115 1115.3

LC1.11b| 85.46 61-76¢ FACCVHGMAVFPHWHR 1897.2 1898.2

LC1.11c| 85.46 51 - 76 CPRPEAEK 3013.4 3013.%
FACCVHGMAVFPHWHR

LC 1.7 74.60 77-8§ LLTVQGENALRK 1342.4 1341.6

LC1.16a] 100.19| 89-104 HGFTGGLPYWDWTRPM 1922)5 1921.2

LC1.15 97.43| 89-11%9 HGFTGGLPYWDWTRP M S|A853.8 2841.2
LP

LC1.12 88.42| 105-130 SALPHFVADPTYDDSVS S12993.2 2993.2
EEDNPYSH

LC1.9 81.98| 144-163 AVRDDLYQSPGFGHYTD|I12256.5 2253.%

LC1.16b| 100.19| 253-276 PLQPFGLDSVINPDDETRE712.3 2718.9
HSVPR

LC 1.6b 68.74| 277-282 DVFNYK 785.2 784.9

LC1.16¢| 100.19| 311-33L SHDRVFAGLLHEIGQSAL{W327.0 2325.1
KF

LC1.19 | 111.21| 311-33¢ SHDRVFAGLLHEIGQSALM2714.3 2705.%
KFYVCK

LC1.16d] 100.19| 389-41f YEAFNLGGSGGVDLSQPSY 3824.0 3205.4
VIFEPAAG...
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KLH 2¢c

CN Sandwich 85,46 | Lys-C

Data: <none>.10 9 May 96 8:15 Cal: Cyanolnsulin 15 Jan 96 12:08
Kratos Kompact MALDI 1 VV4.0.0: + Linear High Power: 43

%Int. 100% = 60 mV [sum = 6021 mV] Shots 1 - 100 Smooth Av 5 - Baseline

[M*H73013.4
100
90
» WCPRPEAEK My 1115.3
FACCVHGMAVFPHWHR M2, 18983
70 WCPRPEAEK 3
$s M3,: 30136
60 FACCVHGMAVFPHWHR
50
40
30
20
M'HT  [MPHZ] [MH']
109 MH111158 4507 1 1897.2 2520 2
950.2 : :
0 AA‘AI.J.A-.M IA«,th _f\.l IA A T AI t I’ﬂ
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Mass / Charge

Abb. 22. LD-MS der HPLC-Fraktion LC 1.11 des Lys-C-Verdaus von KL&i2Aufnahme-
bedingungen: Anzahl der Pulse: 100; Laserenergie: 43; Matr@yano-4-hydroxyzimtsaure.

KLH2 c/Lys-C

CN/ 51,50 (19)

Data: <none>.20 24 Jul 96 14:49 Cal: CyanoSP 15 Jan 96 12:16
Kratos Kompact MALDI 1 V4.0.0: + Linear High Power: 62

%Int. 100% = 59 mV [sum= 5915 mV] Shots 1-100 Smooth Av 5

13415
100

%07 LLTVGGENALRK  Mg: 13416
80
70

60

50 -]

Abb. 23. LD-MS der HPLC-

305 Fraktion LC 1.7 des Lys-C-

20—§ Verdaus von KLHZe. Aufnahme-

10-5 bedingungen: Anzahl der Pulse:

0— e 1. et o o 100; Laserenergie: 62. Matria-
Mass / Charge

Cyano-4-hydroxyzimtsaure.
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Die 2. Halfte des Lys-C-Verdaus wurde unter leicht veranderten Bedingungen getrennt (Abb. 24
und Kap. 5.2.6.4). Es wurden 37 Peaks gesammelt. Oberhalb der Retentionszeit von 50 min waren
die Fragmente aufgrund der engen Peakfolge mehr oder weniger stark mit anderen Fragmentbruch-
sticken kontaminiert. Dies machte sich sowohl in den Massenspektren als auch wéhrend der
Sequenzierung durch Parallelsequenzen bemerkbar. Es ist aulBerdem auffallig, dal3 sehr viele
Sequenzen durch unspezifische Schnitte gebildet wurden. So folgte AS 77 auf einen Argininrest,
AS 105 auf einen Methioninrest. AS 136 folgte auf einen Asparagin- und AS 181 auf einen
Glutaminrest. Neben dem schon als weitere moégliche unspezifische Schnittstelle identifizierten
Arginin (AS 25, 76, 276, 308) wurde als C-terminale AS fur die Sequenz des Fragmentes LC 2.29
ein Methionin (AS 104), fur das Fragment LC 2.34 ein Tyrosin (AS 198) gefunden. Bis auf die mit
n.d. bezeichneten Fragmente waren die Sequenzen aufgrund der Massenpeaks eindeutig zu
identifizieren. Die Fragmente LC 2.22a und LC 2.32 konnten nicht bis zum Ende sequenziert

werden, da die Proben ausgewaschen worden waren.

233
2.34
—2.35
2.36
237

Absorption 214 nm
_—

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
t [min]

Abb. 24. HPLC-Trennung der 2. Halfte des Lys-C-Verdaus. Bedingungen: Saule: Nucleggil 7 C
Elutionsmittel: Puffer A: 0.16% TFA in Wasser; Puffer B: 0.1% TFA, 60%:CN in Wasser;
Gradient: 5 min 0% Puffer B, 0% - 100% Puffer B in 65 min; FlieRgeschwindigkeit: 1.2 mL:min
injizierte Menge: 1.5 mg-mt; Detektion bei = 214 nm.
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Tabelle 8. Fragmente aus der 2. HPLC-Trennung des Lys-C-Verdaus von K[lM2n Da).

Fragment & [min] Sequenz [MH]exp M per

LC 2.16 48.60| 11-25 NVHSLTAEEQNSLRR 1751.4 | 1753.8
LC 2.19 51.50 77 -88 LLTVQGENALRK 13415 | 1341.6
LC 2.29 58.97| 89-104| HGFTGGLPYWDWTRPM 1922)5  1921.2

LC2.22a] 5467 105-133 SALPHFVADPTYDDSVSSL nd. | 3187.5
EEDNPYSHGH....
LC2.22h| 54.67| 136-163 SVGHDTTRAVRDDLYQS|P nd. | 3107.4
GFGHYTDIAK
LC2.34| 6534/ 181-198 FEIAHNSIHALVGGNEPY | 1908.7| 1907.]
LC231| 63.85 282-308 DDFNYEYSLNFNGLSIAQ|.3109.4| 3150.4
DRELQR
LC2.32 | 6472 311-353 SHDRVFAGLLHEIGQSALN nd.| 6626.5
KFYVCKHHVSDCDHYAGE
FYILG....

Aus den Lys-C-Fragmenten LC 1.6a und LC 2.16 sowie LC 1.16a und LC 2.29 wurden dieselben
Sequenzen erhalten. LC 1.9 und LC 2.22b, LC 1.12 und LC 2.22a sowie LC 1.19 und LC 2.32
lieferten Sequenzen im selben Bereich, allerdings zum Teil mit unterschiedlichen N-Termini und
auch unterschiedlichen Langen. In dieser Gruppe befinden sich die Fragmente die nicht bis zum

Ende sequenziert werden konnten.

4.1.2.3 Chymotryptischer Verdau

Die fur den chymotryptischen Verdau vorgesehene Probe wurde zuer§-Mutrcaptoethanol
reduziert und mit 4-Vinylpyridin umgesetzt. Aus der Trennung der Probe nach dem Verdau mit
Chymotrypsin wurden 47 Fragmente gesammelt (Abb. 25). In den Sequenzen wurden nicht nur
Spaltungen C-terminal an Tyrosin und Phenylalanin, sondern auch C-terminal an anderen
hydrophoben Aminoséuren gefunden, etwa an Tryptophan (AS 74, 223, 226) oder an Leucin (AS
23). Ebenso wie Endoproteinase Lys-C, hydrolysierte auch Chymotrypsin die Methionin-Serin-
Bindung zwischen AS 104 und 105. Durch Schnitte an unterschiedlichen Stellen wurden aus
diesem Verdau zahlreiche Uberlappungssequenzen gewonnen. In Tabelle 9 sind nur die zur
Verifizierung der Primarstruktur notwendigen Sequenzen aus dem CT-Verdau angegeben. Nach

Auswertung aller erhaltenen CT-Sequenzen waren etwa 90% der Primarstruktur aufgeklart.
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Abb. 25. Chromatogramm des chymotryptischen Verdaus von KtH2aule: Nucleosil 7 ¢
(250x10 mm); Elutionsmittel: Puffer A: 0.1% TFA in Wasser; Puffer B: 0.1% TFA, 80%;CN

in Wasser; Gradient: 5 min 0% Puffer B, 0% - 100% Puffer B in 110 min; FlieRgeschwindigkeit:
1.2 mL-min’; injizierte Menge: 1 mg-mt; Detektion bei = 214 nm.

Tabelle 9. Peptidfragmente aus der HPLC-Trennung des chymotryptischen Verdaus vorcKLH2-
nach der Umsetzung mit 4-Vinylpyridin (M in Da).

Fragment | [min] [Position | Sequenz [MI'{Iexp M per
CT 29 79.30| 1-31 |[DFGHSKKIRKNVHSLTAEE| 4392.7| 4389.4
QNSLRRAMDDLQDDKTRG
GF
CT 24 7385 24-45 |[RRAMDDLQDDKTRGGFQQ 2541.0| 2539.8
|AAF
CT 12 62.50| 46-61 |[HGEPKWCPRPEAEKKF 2046.5| 2044.2
CT 34 86.16| 62-74 |[ACCVHGMAVFPHW 1565.5| 1562.8
CT 15 64.05| 79-91 | GENALRKHGF ndl 11245
CT 31 81.83 79-97 |[TVQGENALRKHGFTGGLP 2048.2| 2045.3
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Tabelle 9. Fortsetzung

Fragment | [min] [Position | Sequenz [MI'{Iexp M per

CT 22 72.24| 105-129SALPHFVADPTYKDGVLSL| 20535| 2056.3
EEDNPY

CT 44 104.33| 130-198 BEGHIDSVGHDTTRAVRD|7982.4 | 7698.4
DLYQSPGFGHYTDIAKQVL
LALEQDDFCDFEVQFEIAH

CT 13 62.96| 151-158 QSPGFGHY 897.9 892.3

CT 22 72.23| 159-174 TDIAKQVLLALEQDDF n.d.|1819.2

CT 18 66.59| 188-20%5 IHALVGGNEPYGMSTLEY| 19525 | 1951.2

CT 39 92.51| 199-226GMSTLEYFLYDPIFFLHHS| 3476.9 | 3474.0
NTDRLWAIW

CT 20 69.42| 214-223 LHHSNTDRLW 1278.5 1278.4

CT 33 84.95| 214-226) LHHSNTDRLWAIW 1650.2 1648.9

CT 27 77.26| 224-232 AIWQALQKY 1201.5| 1120.9

CT6 56.52| 227-237 QALQKYRGKPY 1354.5 1351.6

CT1 48.00| 233-237 RGKPY 622.9 619.7

CT3 54.22| 238-250 NTANCAIVRHDTY 1586.7| 1582.6

CT 19 67.23| 251-257 RKPLQPF 887.6 885.1

CT 24 73.85| 258-279 GLDSVINPDDETREHSVPR 25038 2497.7

CT 23 72.87| 280-294 NYKDDFNYEYESLNF 2503.4 1961.0

CT 36 89.45| 295-332NGLSIAQLDRELQRIKSHD| 43228 | 4312.8
RVFAGFLLHEIGQSALVKF

CT 37 90.61| 295-319NGLSIAQLDRELQRIKSHD]| 4519.2 | 2871.8
RVFAGF

CT 26 75.53| 321-333 LHEIGQSALVKFY 1505.2 1504.8

CT 35 88.46| 346-360 AGEFYILGDEAEMPF 1687.2 16889

CT7 57.86| 361-366 AYDRVY 785.7| 784.6

CT 27 77.26| 367-38% KYEISQALHDLDLHVGNID2295.6 | 2214.4
F

CT 30 79.95| 390-408 EAFNLNGGSLGGVDLSQPS648.7 | 3042.3

CT 17 65.65| 405-420 SQPSVIFEPAAGSHTA 15995 1594.9

Die Fragmente CT 23, CT 30, CT 37 und CT 44 wiesen sehr grof3e Unterschiede zwischen den

gemessenen und den experimentell bestimmtessktan auf. Alle Fragmente enthielten einen oder



IV. Ergebnisse und Diskussiorb9

mehrere Serin- oder Threoninreste, also potentielle Bindungsstelled-diliykosidische Kohlen-
hydratseitenketten und es ist anzunehmen, dal3 diese Fragmente glykosiliert waren. Eine genauere

Verfikation war jedoch aufgrund der geringen Substanzmenge nicht moglich.

4.1.2.4 Spaltung mit Bromcyan

Die Trennung der Bromcyanreaktion ergab 25 Fraktionen, die zum Teil sehr eng hintereinander
eluiert wurden und dementsprechende Verunreinigungen durch verschleppte Peptide aufwiesen.
Aus der Umsetzung mit Bromcyan wurden nicht nur Schnittstellen C-terminal an Methioninresten
erhalten. Es wurden auch Fragmente mit einem C-terminalen Arginin (CB 6, CB 16) gefunden,
Fragment CB 6 folgte auf einen Tyrosinrest, CB 11 folgte auf ein Histidin't®lisnd endete mit

einem Serin, CB 16 folgte auf ein Phenylalanin (Pheund CB 21 folgte auf ein Asparagin
(Asp*®). Ebenso wie Lys-C schnitt Bromcyan die A¥pSer**-Bindung.
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Abb. 26. HPLC-Trennung des nach der Bromcyanspaltung von KtHhaltenen Peptid-
gemisches. Saule: Nucleosil 7225010 mm); Elutionsmittel: Puffer A: 0.1% TFA in Wasser;
Puffer B: 0.1% TFA, 80% CECN in Wasser; Gradient: 10 min 10% Puffer B, 10% - 100% Puffer
B in 100 min; FlieRgeschwindigkeit: 1.0 mL-rininjizierte Menge: 1.5 mg-mt: Detektion bei
A =214 nm.
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Tabelle 10. Aus der HPLC-Trennung der Umsetzung von KldH2it Bromcyan identifizierte
Peptidfragmente (M in Da).

Fragment TFkmiy |Position | Sequenz [MEIexp M per

CB3 41.97| 1-27 |DFGHSKKIRKNVHSLTAEE n.d.| 2964.3
ONSLRRAM

CB 13 4733 28-68 | DDLQDDKTRGGFQQIAAF 4649.8| 4648.3
HGEPKWCPRPEAEKKFACQC

CB 11 44.07| 111-120 FVADPTYDDSVS 1317.0| 1315.5

CB6 130-143| SHGHIDSVGHDTTR n.d. 1518.8

CB 21a 64.84 136-200SVGHDTTRAVRDDLYQSP| 7403.7| 7345.4
GFGHYTDIAKQVLLALEQ

DDFCDFEVQFEIAHNSIHA

CB 21b 64.84| 201 -273STLEYFLYDPIFFLHHSNT n.d. | 18774.0
DRLWAIWQALQKYRGKPY

NTANCAIVRHDTYRKPLQP
FGLDSVINPDDETREHSVR

CB 16 52.57| 258-273GLDSVINPDDETRKHSVPR| 2137.0| 21354
CB 19 55.79| 359-420PFAYDRVYKYEISQALHDL nd.| 8612.9
DLHVGDNFHLKYEAFNLN

GGSLGGVDLSQPSVIFEPA
AGSHTA

4.1.2.5 Die Primarstruktur von KLH2- ¢

Abb. 27 zeigt die gesamte Primarsequenz mit den aus den drei Spaltungsreaktionen erhaltenen
Uberlappungsfragmenten und Abb. 28 eine vergleichende Ubersicht der Funktionellen Einheit
KLH2-c mit allen bisher veréffentlichten Sequenzen von FE der Weinbergschirkepomatia
(HpHB-d [13], HpHPB-g [14]), der Meeresschneckgapana thomasianéRtH2-a [19]), sowie den
KopffulRernOctopus doflein(OdH-a bis OdHg [20]) und Sepia officinalis(SoH-h [16], SoH{

und SoHg [15, 16], die beiden letzteren nicht komplett). Konservierte und isofunktionelle

Aminoséauren sind grau unterlegt.
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Abb. 27. Aminosauresequenz von KLH2-c mit Sequenzierungsstrategie. Abgebildet sind nur die
zur zweifelsfreien Identifikation der Aminosduren notwendigen, aus den Verdaus mit Endo-
proteinase Lys-C (LC) und Chymotrypsin (CT), sowie aus der Spaltung mit Bromcyan (CB)

erhaltenen Peptidfragmente. Nicht bis zum Ende durchsequenzierte Fraktionen singl mit

gekennzeichnet.



62 IV. Ergebnisse und Diskussion
155 160 165 170
Q SPGFGHYTDI AKQVLLALETGQDTDTEFTC 175
e - -CT12-- L, - - - - - -CT2--- - - -
- - - - - - - - - - -CT 44 - - - - - - - - - - - -
- - - -LC 222 b- - - - - 4
- - - - - - - - - - -CB6 - - - - - - - - - - - -
180 185 190 195
DFEVQFEI AHNSI HALVGGNEVPYGM 200
- CT11-- - o - - - - - - - - CT 18 - -
- - - - - -CT4-- - - - - - - — - - - - - L _CT?39
- - - - - - - - - -CB6 - - - - - - - - - - - -
205 210 215 220
S TLEYFLYDPI FFLHHSNTDRLWA./I 225
- Cr 18- - - - e - - - - -CT3-- - -
e - - -CT20- - - L - CT 27
- - - - - - - - - -CT3-- - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -CB7 - - - - - - - - - -
230 235 240 245
WQALQKYRGKPYNTANCAI VRHDTY 250
CT 33 -
- Ccr27r-- - . -CTL - . - - - - -CT3-- - -
CT3 ., .-- - -CT6 - - - _
- - - - - - - - - - - - -CB7- - - - - - - - - -
255 260 265 270
RKPLQPFGLDSVI NPDDETREHSUVEP 275
e -CT19- - L o - - - - = -CT24- - - - - - - - -
e - - - - - - - - - -1C16b-- - - - - - - -
- - - - - - - - - - -CB7 - - - - - = - - - - - +
280 285 290 295
R DVFNY DDFNYEVYESLNFNGLS I A 300
-Ccr24 ., o - - - - -CT23-- - - - - L .- -CTa3r7-
LC 1.16b - - LC 16b - « - - - = = - - - - -1C 231 -- - - -
305 310 315 320
QLDRELQRI KSHDRVFAGTFTLLHEI G 325
- - - - -CT 37 - - - = = = = = = = - - = - - -
-~ - CT 26 -
LC 231 -- - - - . - - - - - - - - - - -lC 232 --

Abb. 27. Fortsetzung
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Abb. 27. Fortsetzung

Wie der Vergleich zeigt, befinden sich die Regionen mit der hochsten Anzahl an Austauschen im
N- und im C-Terminus, wahrend im zentralen Bereich eine sehr hochkonservierte Struktur sichtbar
wird. Am interessantesten war hierbei der Vergleich mit der entsprechenden Funktionellen Einheit
des OctopusHamocyanins, die, obwolMegathuraund Octopuszu verschiedenen Familien der
Mollusken gehoren, eine hohe Ubereinstimmung an konservierten Aminosauren zeigt. Vor allem
die sechs Histidinreste, die mit den beiden Kupferatomen koordiniert sind, und die Positionen 41,
61 und 70 fur das "A"-Zentrum sowie 182, 186 und 213 fur das "B"-Zentrum, aber auch die das
Aktivzentrum umgebenden Bereiche zeigen einen hohen Grad an Ubereinstimmung. Das Motif
FxxxH, dessen Histidin der dritte Ligand im Triplett dieupferbindenen Liganden ist, und das
sowohl bei Arthropoden als auch bei Mollusken und Tyrosinasen im "A"- und im "B"-
Kupferzentrum konserviert ist, erscheint auch in der Sequenz des KLM&Ze aus dem Vergleich

mit den anderen Primarsequenzen hervorgeht, kann in dieses Motif das Glutamat in Position 13 des
Cua-Zentrums (FxxxHxxxxxxXE) und ein Asparaginsaure- bzw. Glutamatrest in Position 9 des
Cus-Zentrums (FxxxHxxxD/E) mit einbezogen werden, die sowohl in allen Hamocyaninen und
Tyrosinasen als auch in KLH2konserviert sind [21, 47, 132, 133]. Ebenso findet man in KLd42-
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64

die Reste P& Phé® und Led™ die, wie man der Kristallstruktur von Od#l{21] entnehmen

kann, innerhalb von 5 A um den Mittelpunkt des Cu-Cu-Abstandes lokalisiert sind, und von denen

man annimmt, dafd sie mit zur Stabilisierung des Aktivzentrums beitragen. Die Kristallstruktur

macht auch deutlich, daf} der gro3te Teil der streng konservierten Aminosauren entweeer in
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Abb. 28. Vergleich der Primarsequenz von KLid2rit Sequenzen von FE der Weinbergschnecke

Helix pomatia(HpHB-d [13], HpHB-g [14]), der Meeresschneck@apana thomasianéRtH2-a
[19]), sowie den KopffuRerrOctopus dofleini(OdH-a bis OdH{g [20]) und Sepia officinalis

(SoH+ [16], SoHf und SoHg [15, 16], die beiden letzteren nicht komplett).
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Abb. 28. Fortsetzung

Es existieren auch drei Regionen, die streng konserviert sind, jedoch in Ubereinstimmung mit Cuff
et al [21] jeglicher reguldren Sekundarstruktur entbehren. Es sind die Bereiche zwischen den
Positionen 58 bis 63 (CCxHGM), 91 bis 95 (PYWDW) und 357 bis 364 (EMXW/FxFxR). Die
beiden erstgenannten Bereiche, von denen angenommen wird, dal3 sie an der Aufrechterhaltung
einer fur die reversible Sauerstoffbindung notwendigen Konformation der Kupferatome beteiligt
sind, sind in KLH2¢ vollstandig konserviert. In dem Bereich zwischen AS 357 und 364 wird dem
Trp***-Rest eine wichtige Rolle in der Strukturstabilisierung zugeschrieben, die auf
Wasserstofforiickenbindungen und van-der-Waals-Kraften zu anderen konservierten Aminosauren
(GIy***, GIU**") zuriickzufilhren ist. Es ist auffallig, daR &%sowohl bei KLH2¢ (Gly - Asp) als

auch bei OdHe (Gly— Ser) substituiert sind, TP’ jedoch nur bei KLH2e gegen Phe
ausgetauscht ist, welches damit an dieser Stelle den gleichen Aminosaurerest wgedHpH
aufweist. Moglicherweise stehen jedoch auch die Seitenketten voit*ASer>* und Phé® in

ahnlichen Wechselwirkungen wie die der durch sie ersetzten Aminosauren. Die Sequenz von
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KLH2-c enthalt 7 Cysteinreste, die drei Disulfidbriicken zwischen Resteff Ggd Cys’, Cys "

und Cy$*® sowie Cy&* und Cy$* bilden sollten, wie sie auch bei Od#i{Cepalopode) [20, 21]

und HpH3-d und g [134] gefunden werden. Wie aus der Rontgenstruktur von Qdk4
entnehmen ist, stabilisieren die beiden erstgenannten Disulfidbriicken die Zentralregion der FE,
wahrend die dritte in einds-Faltblatt-Region lokalisiert ist. Es fallt auf, daf? diese Disulfidbriicke in
allen in Abb. 18 dargestellten Sequenzen vorhanden ist, aul3er becQdeéiOdHb, bei denen die
betreffenden Cysteinreste nicht vorhanden sind. Da bis jetzt allerdings nur die Struktur der FE "c"
eines CaphalopodenO¢topus) und eines GastropoderMégathurg bekannt sind, laft sich
abschlielRend keine Aussage dariber treffen, ob diese Disulfidbriicke bei anderen Spezies ebenfalls
fehlt oder nicht. Mdglicherweise ist ihr Vorhandensein jedoch nur von untergeordneter Bedeutung
fir die Gesamtstabilitat der jeweiligen Funktionellen Einheit. Der siebte Cysteinrest i€lyin

allen Molluskenhdmocyaninen streng konserviert. Die bei Gieletnsal. [134] beschriebene
Thioetherbriicke zu HiS wurde wéhrend der Sequenzierung festgestellt und ist durch die
Roéntgenstruktur von OdH-g bestétigt worden [21]. Die Disulfidbriicke zwischefY Qgpsl Cys’

konnte aus dem ersten, unreduzierten Lys-C-Verdau nachgewiesen werden (Fragmemt LC 1.11),
fur die beiden anderen konnten keine adaquaten Fragmente gefunden werden.

Zwischen der fur KLH2e aus CD-Spektren ermittelten Sekundarstruktur (29%elix und 31%
[-Faltblatt) und der Kristallstruktur von OdH-g (348eHelix und 18%[3-Faltblatt) besteht eine

gute Ubereinstimmung. Sekundarstrukturvorhersagen nach Chou und Faks3bhrsgwie nach
Garnier et al. [136] zeigen in beiden Funktionellen Einheiten eine vergleichbare Anzahl von
Ubereinstimmenden sekundaren Strukturelementen fur die gleichen Positionen mit einem

hochkonservierten Aminosauremuster (Kap. 4.1.2.9, Abb. 31).

4.1.2.6 Homologie der Sequenz von KLHZ zu anderen Funktionellen Einheiten von

Molluskenhdmocyaninen

Um die phylogenetische Verwandschaft der Mollusken untereinander zu untermauern, wurde die
Ubereinstimmung der Sequenzen aller bis jetzt bekannten Funktionellen Einheiten berechnet und
miteinander verglichen (Tabelle 11). Es wurden dabei nur streng homologe Aminosauren
beriicksichtigt. Zwischen nicht aquivalenten FE bestehen im allgemeinen Ubereinstimmungen
zwischen 41% und 49%. KLH2-fligt sich in diesen Bereich sehr gut ein. Mit der Sequenz der
aquivalenten Funktionellen Einheit Odtbesteht eine Ubereinstimmung von 55%, die eine engere

Verwandschaft dieser FE bestatigt, obwohl beide Hadmocyanine von Tieren aus unterschiedlichen
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Familien stammen. Eine &hnlich hohe Ubereinstimmung der Sequenzen von Gastropoden und
Cephalopoden findet man beim Vergleich von His#l und OdHd (53%), von HpHB-g und

OdH-g (53%) oder von Hpli-g und SoHh (55%). Weiterhin stimmen SoH-und OdHg zu 70%
tiberein. Die zuletzt angesprochene hohe Ubereinstimmung nichtaquivalenter FE wird verstandlich,
wenn man beachtet, dall es sich bei diesen FE um die Kragendomanen didigejewe
Hamocyaninproteine handelt und SdiHttieselbe Position in der Polypeptidkette einnimmt wie die
Funktionelle Einheit §" in anderen Molluskenhdmocyaninen [54]. Zum anderen kann die hohe
Ubereinstimmung von 70% damit erklart werden, daR sov@dtibpusals auchSepiaderselben
Familie (Cephalopoden) angehtren. Zusammenfassend gesagt, zeigen bishengjvenGon FE

starke Ubereinstimmung (FE-FE-d, FE-g) und es kann daraus geschlossen werden, dal FE, die
korrespondierende Positionen innerhalb der Untereinheit einnehmen, vergleichbare Eigenschaften

beim Aufbau der Quartarstruktur zugesprochen werden kénnen.

Tabelle 11. Identitat zwischen den Sequenzen von KcH2xd den FE von anderen Mollusken-
hamocyaninen. RtHRapana thomasian&lamocyanin; HpH Helix pomatiaHamocyanin; OdH,

Octopus dofleinHamocyanin; SoHSepia officinalifHamocyanin. *: Werte aus [20].

OdH< RtH-a OdH-a OdH-+b OdH-d OdH-e OdH+f OdH-g SoH-h HpH-g HpH-d
KLH2-c| 55 49 42 46 43 41 42 49 44 49 4!
OdH<c| 42 41* 44* | 42* 41* 42* 41* | 42* 45* | 44*
RtH-a| 43 41 41 46 47 50 51 55 49

OdH-a| 43*| 43* 41* 42* 42* | 43* 44* 42*

OdH-b| 43* 44* 43* 45* | 45* 46* 44*

OdHd| 44* 42* 43* | 44* 47* 53*

OdH-e| 41* 40* | 44* 45* | 45*

OdHf| 43* | 45* 44* | 43*

OdHg| 70* 53* | 42*

SoHh| 55* | 44*

HpH-g| 45*

T

Als Konsequenz daraus ergibt sich, daf3 das Arrangement der 10 Untereinheiten innerhalb des

Dekamers in Gastropoden und Cephalopoden moglicherweise eine groRere Ahnlichkeit aufweist,
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als man bei der Betrachtung der angesprochenen Unterschiede der Gesamtquartarstruktur auf den
ersten Blick fir mdglich halten wirde (siehe Kap. 2.1.2.2). In diesem Zusammenhang ist die
Feststellung interessant und Uberraschend, dal3 die erste N-terminale FE eines Gastropoden,
Rapana thomasianf9, 137], mit der FE OdHa nur zu 43% Ubereinstimmt, wahrend sie mit den
Kragendomanen SoH; OdH-g und HpH3-g Ubereinstimmungen zwischen 50% und 55%
aufweist. Die Antwort darauf, ob dies bedeutet, dal3 im HamocyaninRapanaeine Kopie der

FE "g" den Platz der FE &' eingenommen hat, muf3 zuklnftigen Untersuchungen Uberlassen
bleiben. Es gibt auBerdem Hinweise, dal3 bei dem Cephalop®epia der im Gegensatz zu
Octopus eine FE mehr besitzt, ebendiese FE den N-Terminus der Untereinheit des

Atmungsproteins verlangert (Abb. 28).

Q-O-O)ODOOOD@  seaotiena

175% 162% I 75%

OOOOOO@ owomsoman

150% I 53%

ololololololo o

Abb. 29. Vergleich der Anordnung der Funktionellen Einheiten verschiedener Mollusken-
hamocyanine. Die grau unterlegten FE bilden den Kragen, homologe Funktionelle Einheiten sind

durch Doppelpfeile gekennzeichnet (in Anlehnung an [54]).

Dennoch wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt, dal3 die Insertion einer FE zwischen
den Funktionellen Einheiten "d" und "e" stattgefunden haben muf3 [54, 138, 139]. Dies wird auch
durch die Tatsache bestarkt, daR eine weitgehende Ubereinstimmung der bis jetzt bekannten Teile
der Sequenzen von SoHxit OdH-e und SoHg mit Odh{ besteht (die Werte wurden aufgrund

der unvolistandigen Sequenzen nicht in Tabelle 8 aufgenommen). Am Beispiel des Féaadtrs
tuberculatawurde erneut ein Gastropodenhamocyanin mit einer weiteren FE gefunden, welche den
C-Terminus verlangert (FEh") aber keinerlei erkennbare Homologie zu bisher bekannten
Domanen besitzt [75]. Dennoch wird durch den Vergleich der Sequenzen der verschiedenen FE die

Hypothese unterstitzt, dald es zur Divergenz der Molluskenh&dmocyanine nach der Entstehung der
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Multidomanen gekommen sein muf3, und es kann als gesichert gelten, dal? nach der Trennung in
jeder Molluskenklasse spezifische Ereignisse vonstatten gingen, bei denen Funktionelle Einheiten
entweder hinzugefligt oder entfernt wurden. Im Hinblick auf eine derartige Variabilitat ist die
Tatsache, dafR sich KLH2ganz klar als strukturelles Aquivalent zu OdHerwiesen hat von nicht

zu unterschéatzender Bedeutung fur das hochste Ziel der Erforschung der Quartarstruktur von
Molluskenhamocyaninen: die Art der Anlagerung der Untereinheiten innerhalb der Zylinderwand

und des Kragens der Dekameren aufzuzeigen.

4.1.2.7 Bestimmung der Moleklilmasse

Fur die vollstandige Aminosauresequenz von KL&lxrde eine Masse von 48226 Da bewstt,
wobei angenommen wurde, dald von 6 Cysteinresten 3 Disulfidbriicken gebildet werden. Die Masse
des nativen Proteins wurde mittels MALDI-MS bestimmt. Das Spektrum zeigt einfach™ (MH

56126 Da) und doppelt (MH 28177 Da) geladene Molekiilionen, die einer Molekiilmasse von
56126150 Da entsprechen (Abb. 29).

o
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Abb. 30. MALDI-MS-Analyse von
KLH2-c. Das Spektrum zeigt
56126.4 einfach (MH: 56126 Da) und
doppelt (MH*: 28117 Da) proto-
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Diese Molekiilmasse steht in einer exzellenten Ubereinstimmung mit dem bisher veroffentlichen
Wert von 55 kDa, der aus einem SDS-PAGE-Experiment ermittelt wurde [122]. Die Differenz von
7900 Da (14.1%) zwischen dem direkt gemessenen Wert und der aus der Sequenz ermittelten
Masse konnte der Masse der Kohlenhydratseitenketten von KildBtsprechen. Da in der
Aminosauresequenz keine Asparagin-Bindungsstelle fur Migé/cosylierung (NxS/T) gefunden

wurde, muf3 fir die Funktionelle Einheit KLH2eine O-Glykosilierung angenommen werden.

4.1.2.8 Kohlenhydratbestimmung

Gaschromatographisch konnten sowohl bei KLH2 als auch bei der anderen Untereinheit des KLH,
KLH1, Mannose, Galaktose\-AcetygalaktosaminN-Acetylglukosamin nachgewiesen werden.
Zusétzlich wurde in KLH2 noch Fukose gefunden. Zur genauen Bestimmung der Kohlenhydrat-
seitenketten wurden drei verschiedene Lektine eingesetzt: ConA, das speziftséfiaamose, den
Hauptbestandteil vorN-gebundenen Kohlenhydraten, bindet; PNA, das an das Disaccharid
Gal(31-3)-GalNAc, den Kernkomplex i©-gebundenen Kohlenhydraten, bindet, und ACA, das
speziell dasa-Anomer von Galpl-3)-GalNAc bindet. Die Experimente wurden mit allen
elektrophoretisch getrennten (SDS-PAGE) und anschlielRend geblotteten Funktionellen Einheiten
von KLH2 durchgefiihrt. Durch ConA-Bindung wurden bei allen FE des KLH2, aul3er bei
KLH2-c, N-glykosidische Kohlenhydrate nachgewiesen. KL&iBeagierte als einziges Fragment

mit PAN, nicht jedoch mit ACA, was darauf hindeutet, dal3 es sich bei dem Kernkomplex der
O-gebundenen Kohlenhydratseitenkette um @asnomer von GalBl-3)-GalNAc handelt. Auch
KLH1 bzw. die Fragmente aus dem tryptischen Verdau reagierten mit ConA. KlLidagierte

aber weder mit PNA noch mit ACA, was darauf schliel3en 1a3t dal3 diese FE WMederch O-
glykosyliert ist. Diese Feststellung stimmt auch mit der Tatsache Uberein, daf} fiur &Iidé&r
SDS-PAGE eine erheblich kleinere Molekularmasse (45 kDa) als fir KEKB5 kDa) gefunden

wird [122, 140].

Wie schon in Kap. 4.1.2.7 erwéhnt, wurde in der Primarstruktur der Funktionellen Einheit KLH2-
keine potentielle Verknupfungsstelle (Asn-X-Ser/Thr) KkGlykane gefunden. Dies ist insofern
bemerkenswert, weil alle bisher aufgeklarten Priméarstrukturen von Mollusken, mit Ausnahme von
OdH-c und SoHg, die jedoch unvollstandig ist, solche Verknlupfungsstellen aufweisen: Bei den
Positionen 27 (RtHz), 29 (HpH3-g), 52 (OdHg, SoHh), 53 (HpH3-g), 118 (OdH¥), 253
(OdH-d), 261 (RtH2a, HpHR-d), 401 (OdHa, OdH-b, OdH-d, OdH-e, HpHR-d, HpHP-g) (Abb.

27). Die meisten, wenn nicht alle dieser Verkniupfungsstellen sollten Kohlenhydratseitenketten
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tragen, wie dies aus Untersuchungen verschiedenster Autoren [19, 78-81, 137, 141-145] zu
schlie3en ist. Interessanterweise berichten Wetaal. [146], dal3 die FE "c" vordelix pomatiaf3.
Uberhaupt keine Kohlenhydratketten besitzt. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Experimente mit Lectinen lassen, mit Ausnahme von Kldddnd KLH2-c, auf die Prasenz von
N-gebundenen Zuckern bei allen FE von KLH1 und KLH2 schlieBen Fir KcHdennte
Uberhaupt kein Kohlenhydratgehalt festgestellt werden (wie dies auch be-Eidschrieben
wurde) wahrend KLHZ: O-glykosyliert ist, und zwar mit demB-Anomeren des Gdl-3)-
GalNAc-Komplexes. Wirguiret al. [147] zeigten, dal} die Immunisierung von Ratten mit einem
kommerziell erhaltlichen Praparat des nativen KLH die Produktion von Antikbrpern induziert, die
sowohl auf dasr- als auch dag-Anomere des Gdil-3)-GalNAc-Komplexes reagierten. Beide
Anomere dieses Disaccharids sind als T-Antigene (Thomsen-Friedenreich-Antigene) bekannt, die
auf der Oberflache verschiedener Tumorzellen, einschlie3lich der Karzinomzellen der Harnblase,
auftreten. Wirguinet al. schlossen hieraus, dald dies der Grund fur die effiziente Immuntherapie
von oberflachlichem Harnblasenkrebs mit KLH sein kdnnte (siehe auch [119]). Aul3erdem zeigten
Wirguin et al., daf3 die Immunisierung mitrAntikdrper produziert, die ebensogut die als auch

die #Konfiguration von GalBl-3)-GalNAc binden, und sie fanden immunologische Hinweise
darauf, dal3 KLH dagZ-Anomer und nicht dasr-Anomer enthalt. All dies steht in perfekter
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen, nur war es sehr
Uberraschend, dal3 dieses T-Antigen auf lediglich eine einzige von 16 Funktionellen Einheiten des
KLH beschrankt ist. Dies fiihrt zu der Uberzeugung, daR das T-Antigen nur eine von vielen

Facetten der immunstimmulierenden Wirkung des hochkomplexen Proteins KLH darstellt.

Uber die biologische Rolle de®-gebundenen Glykosids in KLHE2-und der totalen Absenz von
Kohlenhydraten in KLH1e kann nur spekuliert werden. In diesem Zusammenhang sollte auch die
Tatsache beachtet werden, dal3 sich wahrend einer langer andauernden Aquariumhaltung der Tiere
die Konzentration von KLH1 in der Hamolymphe mit der Zeit verringert, wahrend die von KLH2
unverdndert bleibt [74, 131]. Es wurde angenommen, dal} KLH1 in dieser Situation eine
Nachschubquelle fir Aminoséuren darstellt, wahrend KLH2 weiterhin dem Sauerstofftransport
dient, und daf3 mit dieser Rollenverteilung die Notwendigkeit von zwei unterschiedlichen
Hamocyaninen im selben Tier erklart werden kann. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden,
dal’R dagD-gebundene Glykosid in KLH2-ein Merkmal sein kdnnte, das spezielle Rezeptoren auf

der Oberflache von Zellen der Mitteldarmdrise in die Lage versetzt, zwischen den beiden
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Isoformen des Hamocyanins zu unterscheiden. Anhand der Differenz von 7900 Da zwischen der
gemessenen und der aus der Sequenz der Primarstruktur berechneten Molekularmasse kann flr die
Kohlenhydratseitenketten ein Anteil von 14.1% der Gesamtmasse des Polypeptids errechnet
werden. Verglichen mit anderen FE von Mollusken paf3t KLdd@it diesem Kohlenhydratantell

sehr gut in das bisher untersuchte Spektrum von Zuckergehalten, bewegt sich jedoch schon in
Richtung des oberen Grenzbereiches. Webdl. [146] fanden fur die FEJ" von Helix pomatia

[ einen Kohlenhydratgehalt von Uber 17%, der dem hdchsten Zuckergehalt von allen bisher

untersuchten FE der Mollusken entspricht.

4.1.2.9 Bestimmung der Sekundéarstruktur KLH2-c

Das CD-Spektrum von KLHZ2- zeigt die fur a-Helices typischen negativen Cottoneffekte bei
208 nm und 222 nm [116]. Der im Vergleich zuliigizitat bei 208 nm etwas positiver&®f-Wert

der Elliptizitat bei 222 nm verweist auf einen mindestens 40%igen Anteil an ungeordneter Struktur
und wenigstens 1898-Faltblattstruktur. Tatsachlich ergaben die nach der Methode von ¥ang

al. [148] durchgefuhrten Berechnungen fur die native Funktionelle Einlseitvdn KLH2 einen

Anteil an 3-Faltblattstruktur von 31% und einenHelix-Anteil von 29% (Abb. 31, N). Nach der
Behandlung mitB-Mercaptoethanol, d. h. der Reduktion der Disulfidbriicken wurde ein CD-
Spektrum erhalten, welches auf eine starke Entfaltung der urspriinglichen Struktur hinweist. Wie
der CD-Spektrenvergleich mit anderen Proteinen zeigt [116], werden insbesondere die
[-Faltblattstruktursegmente zum gré3ten Teil, wenn nicht sogar ganz entfaltet, wahrend geringe
Anteile dera-Helices erhalten bleiben. Diese Veranderung der Sekundarstruktur verweist darauf,
daf3 Disulfidbriicken ganz offensichtlich einen gro3en Einflul3 auf die Konformationsstabilitat der
Funktionellen Einheit KLHZ: haben (Abb. 31, R).
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Abb. 31. Zirkulardichroismusspektren von KLH2in 10 mM Natriumhydrogenphosphat-Puffer
(pH 7.0) in einer Konzentration von ca. 0.22 mg:miIN: natives, R: reduziertes KLH@- Das
Verhaltnis der unterschiedlichen Sekundarstrukturen wurde nach der Methode voretyahg
[148] berechnet.

Die Strukturvorhersagen nach der Methode von Chou und Fasman zeigen eine hdhere
Ubereinstimmung mit den Verhéltnissen der Kristallstruktur ¥@ctopusals die nach GOR
gefundenen, doch gibt es auch bei CF einige grundlegende Abweichungen. Vor allem tritt des
Ofteren der Fall ein, dal3 die Rontgenstruktur eielelixregion zeigt, die Strukturvorhersagen
jedoch eineB-Faltblattstruktur errechnen. Dennoch ist die grundséatzliche Ubereinstimmung der

Sekundarstrukturen von Odgl-und KLH2<c ein weiterer Hinweis auf den sehr &ahnlichen
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strukturellen Aufbau der Molluskenhdamocyanine, so dalR die Kristallstruktur von @OdH-

durchaus zum Vergleich mit KLH2-herangezogen werden kann.
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Abb. 32. Vergleichende Ubersicht tiber Sekundarstrukturvorhersagen fir KL(N@H-c) nach
Chou-Fasman (CF) und Garnier-Osguthorpe-Robson (GOR) und fur die Sekundarstruktur von
OdH-g nach Karen Miller (KM Odg) [21]
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Abb. 32. Fortsetzung

4.1.2.10 Bestimmung der Konformationsstabilitat von KLH2-c unter dem Einflu der

Temperatur

Die Stabilitéat der Tertiarstruktur der Funktionellen Einheit KLE2vurde ebenfalls anhand von
Untersuchungen des Zirkulardichroismus bestimmt. KldH2a einer Konzentration von

0.15 mg-mL* wurde schrittweise von 20°C auf 95°C erhitzt. Die CD-Spektren wurden im Bereich
von 195 bis 260 nm aufgezeichnet, in welchem die fur Proteine typischen Cotton-Effekte auftreten.
Die Werte der Elliptizitat bei 222 nm wurden gegen die Temperatur aufgetragen und ergaben die in
Abb. 33 abgebildete sigmoidale Kurve. Aus dem Wendepunkt wurde die Entfaltungstemperatur
von KLH2-c mit 52°C bestimmt (Tabelle 12). Diese Temperatur ist damit der Entfaltungs-
temperatur der Strukturellen Untereinheit KLH2 (54°C) sehr ahnlich.
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4.1.2.11 Fluoreszenzlbéschung mit Casiumchlorid

Bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 295 nm wurde im Spektrum der oxy-Form von KLH2-

ein Maximum bei 3291 nm festgestellt, das sich bei der apo-Form leicht nackB&in verschob.

Eine Emission in diesem Bereich ist typisch fur Tryptophylseitenketten im inneren Bereich eines
Proteins [125]. Um Aufschlu3 tber die Position der Tyrosyl- und Tryptophanseitenketten zu
erhalten, wurde die Fluoreszenzldschung mit Casiumchlorid untersucht. Mit CsCl kénnen im an der
Oberflache von Proteinen positionierte Tryptophanreste detektiert werden. Die Fluoreszenz-
[6schung wurden in 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8) mit 10 mM CaCind verschiedenen
Konzentrationen an Casiumchlorid durchgefuhrt. Der aus den Ergebnissen der Experimente
erstellte Stern-Volmer-Plot (Abb. 34) ergab eine lineare Abhangigkeit der Fluoreszenzléschung
von der CsCl-Konzentration. Die Stern-Vollmer-Konstante wurde mit einem Werk¥pr 0.65

fur KLH2-c berechnet. Dieser Wert ist somit etwas hdher als der fur die SU KLH2 gefundéne (

= 0.50), jedoch niedriger als die Werte fiir die SU KLHs¢ = 0.71) und das Gesamthamocyanin
(Ksv = 0.88). Da diese Werte, verglichen mit dem Wert des freien N-Acetyltryptophanamids, sehr
niedrig sind, bedeuted dies, dal3 auch in der FE die Tryptophanreste weniger an der Oberflache

sondern in inneren Bereichen des Proteins in einer hydrophoben Umgebung positioniert sind. Die
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Quantenausbeute Q der oxy-Form hatte einen Wert von 0.026, die Quantenausbeute der apo-Form
betrug 0.045. Beide Werte waren damit etwa halb so grol3 wie die entsprechenden Werte der SU

KLH2 (Qoxy =0.060, Qpo = 0.074). Dies laf3t den Schluf® zu, dal3 die Effekte im Gesamtprotein

kumulieren.

2

Ca [M]

Abb. 34. Stern-Volimer-Plot der Fluoreszenzldschung mit Casiumchlorid von Kdé.H2-otein-
konzentration: 0.18 mg-mi; Puffer: 50 mM Tris-HCL (pH 8), 10 mM CaglZur Bestimmung

der Fluoreszenzquantenausbeuten wurde N-Ac-Trp-&diStandard verwendet.

4.1.2.12 Bestimmung der Tryptophylfluoreszenz in Abhéangigkkeit der Temperatur

Durch Messungen der Fluoreszenz unter dem Einflul3 verschiedener Temperaturen wurden fur
KLH2-c die Aktivierungsenergie Eder temperaturabhdngigen Deaktivierung von angeregten
Fluorophoren, sowie die Temperaturabhéngigkeit der Tryptophylfluoreszenz untersucht. Aus dem
Arrhenis-Plot (Abb. 35) wurde fiir KLH2-eine Aktivierungsenergie von 6.5 kJ-mdlrabelle 12).

Die kritische Ubergangstemperatug Wurde aus der Anderung der Steigung des Arrhenius-Plots
mit 61°C bestimmt (Tabelle 12).
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Abb. 35. Arrhenius-Plot der Temperaturabhéngigkeit der Tryptophylifluoreszenz von KLH2-
Proteinkonzentration: 0.15 mg-mL Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM Cagl Zur

Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute wurde N-Ac-TgmaNIStandard verwendet.

Tabelle 12. Physikalisch-chemische Daten der Funktionellen Einheit Ki.H2-

Parameter KLHZ  oxy- KLH2-c  apo-
E. [kJ-mol'] 6.5
EmissionA [nm]; Anregung bei 295 nm 328 329
Fluoreszenzquantenausbeute 0.026 0.045
Tyr-Trp-Energietransfer e [%)] 43
Fluoreszenz J[°C] 65
Zirkulardichroismus T, [°C] 57
CsCl-Léschundg, [M™] 0.65
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4.1.2.13 Tyrosin-Tryptophan-Energietbertragung

Wie schon zuvor beim nativen Hamocyanin und bei den Strukturellen Untereinheiten KLH1 und
KLH2 konnte auch bei der Funktionellen Einheit KLH2keine Tyrosylfluoreszenz beobachtet
werden. Als Erklarung kann wiederum der strahlungslose Energielibergang zwischen benachbarten
Tyrosin- und Tryptophanseitenketten herangezogen werden. Die effektive Energielibertragung
wurde mit Gleichung 11 (Kap. 5.2.13) berechnet und ist in Abb. 36 graphisch dargestellt. Die beste
Ubereinstimmung zwischen den experimentell gefundenen Daten und den theoretischen Kurven
wurde mit e = 0.43 gefunden, was bedeutet, dal3 43% des von Tyrosinseitengruppen absorbierten

Lichtes auf Indolgruppen Ubertragen und als Tryptophylfluoreszenz emittiert werden.

1.0

04 |

02

Relative Quantenausbeute
o
o))
|

270 280 290 300
A [nm]

Abb. 36. Effektive Tyrosyl-Tryptophyl-Energielibertragung der apo-Form von KEH#-#).

Die Kurven @-m) reprasentieren die Werte fire=0und e = 1.
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4.2 Isolierung und physikalisch-chemische Untersuchungen der Struktur des Hamocyanins

von Homarus americanus

4.2.1 Isolierung der Strukturellen Untereinheiten vonHomarus americanus

In der Hamolymphe voiiHomarus americanuegen gewdhnlich 24S-Dimere (2x6-mere) vor die

zu 37S-Tetrameren (4x6-mere) aggregieren kénnen (Abb. 37). Diese 4x6-mere wurden unter
milden Bedingungen in Dimere zerlegt. SDS-PAGE (10%) mit nativer Hamolymphe ergab 6
Haupt- und zwei Nebenbanden mit einer durchschnittlichen Masse von 65 kDa bis 75 kDa, was in
Ubereinstimmung mit friiher veroffentlichten Ergebnissen st&#®] 150]. Um eine Reassoziation

zu unterbinden, wurde die Dissoziation unter Zugabe von 2 M Harnstoff durchgefuhrt, wobei nur
10% der Dodekamere undissoziiert blieben. Das dissoziierte Hamocyanin wurde via FPLC Uber
eine MonoQ HR 10/10-S&aule getrennt, wobei 6 Hauptfraktionen in ausreichenden Mengen erhalten
wurden (Abb. 38), die mit HaH- bis HaH6 bezeichnet wurden. In der Startfraktion wurden die

undissoziierten Bestandteile der Losung eluiert.

Abb. 37. Elektronenmikroskopaufnahme des Ha&mocyanins Homarus americanugus der
Dissoziationsphase. Zu sehen sind 4x6-mere und 2x6-mere Formen des H&amocyanains.
Konzentration des Proteins: 0.1 mg-mPuffer: 10 mM Tris-HCI (pH 7.0) mit 10 mM Cagund

10 mM MgCh; Kontrastmittel: 1% Uranylacetatlosung. VergrofRerung: 260 000.
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Abb. 38. FPL-Chromatogramm der
dissoziierten Untereinheiten. Beding-
ungen: Saule: MonoQ HR 10/10;
Elutionsmittel:  Puffer: 0.1 M
NaHCQG; mit 20 mM EDTA und 2 M
Harnstoff, pH 10.0; Gradient: linear
0- 1 M NacCl; Flie3geschwindigkeit:
2.0 mL-min*; Injizierte Menge:
2mg-mL*; Detektion bei A =
280 nm; Die Indizes 1 bis 6 be-
zeichnen die den 6 Funktionellen
Untereinheiten HaH-1 bis HaH-6 des
Hamocyanins vorH. americanuszu-

geordneten Fraktionen.

Abb. 39. HPL-Chromatogramm der
FPL-Fraktion HaH-1. Bedingungen:
Saule: Nucleosil 7 ¢; Elutions-
mittel: Puffer A: 0.16% TFA in
Wasser; Puffer B: 0.1% TFA, 80%
CHsCN in Wasser; Gradient: 10 min
10% Puffer B, 10% - 100% Puffer B
in 70 min; FlieBgeschwindigkeit:
1.0 mL-min*;  Injizierte Menge:
0.45 mg-mL*; Detektion bei A =
214 nm.
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4.2.2 N-terminale Sequenzen der Untereinheiten

Die einzelnen Fraktionen wurden durch HPLC weiter aufgereinigt (Abb. 39) und dann N-terminal
ansequenziert. In Abb. 40 sind die N-Termini der Untereinheiteniomarus americanudenen

von Astacus leptodactylugAlH-b [151]), Cherax destructor(CdH-M1, CdH-M3’' [152]),
Panulirus interruptugPiH-a, PiH-b, PiH-c [11, 152, 153]),Panulirus japonicugPjH-la, PjH-Ib,

PjH-II, PjH-II [154]) undCancer magiste(CmagH#®6 [155]) vergleichend gegeniibergestellt. Um

die Homologien etwas deutlicher werden zu lassen, wurden vor allem in den ersten 12 Positionen
einige Deletionen eingefiigt. Die Untereinheiten ydamarus americanugeigen sowohl unter-

einander als auch mit den Hamocyaninen der anderen Spezies eine grof3e Homologie.

1 5 10 _ 15 20 25 30
HaH-1 TTVVAHK—QQSVNRLLYVTSHIPDTFFSL
HaH-2 Gl- A pv[a|lH|K[-|Qle s VINfJHLL YLVTSHYPSLDYSLL
HaH-3 cvpPpsvsT Vv NV[alQlkl-|Q[H D VIN|F L L FIKIV Y 1
HaH-4 GAY—QGQﬂIG—QLFVNILIFLFY
HaH-5 GA—GEALNA—RQQDVNHLLDLIYDHLHY
HaH-6 sp A FQlalolkl-[ola k viNDV L DKL Y
AlH-b [OlA s[cl- A T L[A]l-[KIR[@lQ VIVI[NJHILL EHIYDH THFT D - -[L[KIN 1 A
CpH-4 A D L[A]lH - R[Q]Q SIVIN|RILL Y[K][I'Ys P I ssAY AELKIQS
CmagH-6 T A -[G[G] A F b|A|Q[K]-|Q[H D V|N|S ALW|K[VYED IQDPHLIQLSQ
CdH-M1 [0]c slelelav s plalQ|k[-|Q|H DiVIN[Y L L FIK[V YED VNDE NSP
CdH-M3' GVvGDV H DEQKIK|Q[@IHDIINJFLL FIKIVYE V LXD 1 x - -[L[K]X Vv A
PiH-a D|a L[G]T - & N[A]Q[K]-[Q]e o/ i[NJHL L D[K]JI YE P TKYP D - -[L[K]E I A
PiH-b plAa L|g|T - & N|A|N[K]-|Q[e D I|NJHL L D[K]I YEP TKYP D - -L|K[E I A
PHc ADCQAG|D|]sADK - L L|a|Q|k|-|eHD/VINlY LV YKILYGD IRDDH - -LIK|E LG
PH-la ADXQPG|D|s TDK - L L|a[Q|k|-|Q]DoDlV — —
PjH-b pls v[g]ls - T T|[A|Q[K|-|QINn N I[N]H[LL D[K
PjH-1i plvvAas - s T|A|lH|K|-|Qle D I'|N|H L L D|[K]
PiH- pla H[G]ls - & N[A|H[K]|-|Qle D I|NHL L D

Abb. 40. Vergleich deN-terminalen Sequenzen vétomarus americanugHaH-1 bis HaH-6) mit

denen vonAstacus leptodactylugAlH-b [151]), Cherax destructo(CdH-M1, CdH-M3’ [152]),

Cancer pagurug(CpH-4 [152]), Panulirus interruptus(PiH-a, PiH-b, PiH-c [11, 152, 153]),
Panulirus japonicus(PjH-la, PjH-Ib, PjH-II, PjH-lIl [154]) und Cancer magister(CmagH®é6

[155]). Streng konservierte Aminosauren sind grau unterlegt und eingerahmt, isofunktionelle
Aminoséauren sind grau unterlegt, Aminosauren die nicht in allen Sequenzen vorhanden sind, aber

signifikant auftreten, sind eingerahmt.

Streng konserviert sind die Aminosauren in Position 11 (Lys, mit Ausnahme vordidl2- (GIn)
und 16 (Asn). Die Positionen 4 (Gly), 9 (Ala), 15 (Val), 18 (Leu), 19 (Leu) und 23 (Tyr) sind
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weitgehend konserviert, doch treten hier bei den Untereinheiten verschiedener Spezies
Substitutionen mit strukturell &hnlichen Aminosauren oder aber komplette Austausche auf. Mit
Ausnahme von HaHs- wurde in allen Untereinheiten vormdomarus Gly als N-terminale
Aminoséaure gefunden. HaBl-und HaH5 zeigen beide ein N-terminales Motiv GAxxA, das in
HaH-5 als AxxAxxA verdoppelt auftritt. Ein ahnliches Motiv AxxAxxA findet sich bei Albl-Bei

HaH-4 fand in Position 11 ein Austausch statt, und bei Hatlie Insertion eines Arg zwischen AS

11 und AS 12. Vergleichbare Insertionen finden sich auch in den Sequenzen étid-CdHMS3’.

Der N-terminale Aminosaurerest von Halist ein Ser und ab Position 3 zeigt diese Strukturelle
Untereinheit ebenfalls das Muster AxxA. Von allen Untereinheiten weist Bahk-N-Terminus die
geringsten Homologien zu den anderen SU auf. Als ein Merkmal dieser geringen Ubereinstimmung
fallt besonders die Substitution des sonst in allen SU konservierten Lys-Restes in Position 11 durch

ein Glycin auf.

Tabelle 13. Homologievergleich der N-terminalen Sequenzen der UntereinheiteRloroarus
americanus mit den Sequenzen vorCherax destructqr Astacus leptodactylugAstacidea)
Palinurus interruptus Palinurus japonicus(Palinura), Cancer pagurusund Carcinus maenas

(Brachyura); Angaben in Prozent. Homologien von Uber 50% sind fett gedruckt.

HaH-1 HaH-2 HaH-3 HaH+4 HaH-5 HaH-6
CdH-M1 37 34 62 36 46 52
CdH-M3 34 25 60 38 38 30
CmagHé6 35 33 52 28 44 50
CpH4 57 50 44 29 a7 44
AlH-b 48 48 38 30 65 42
PiH-a 42 65 47 28 64 47
PiH-b 40 50 43 33 64 42
PiH-c 42 37 50 25 36 42
PiH-la 36 25 42 15 38 45
PiH-II 52 50 45 15 55 41
PiH-II 52 62 36 33 70 37
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Die in den ersten Positionen gré3te Homologie untereinander weisen mit Gber 66% tiadH-
HaH-2 auf, woraus auf eine sehr enge Verwandschaft dieser beiden Untereinheiten geschlossen
werden konnte. Ein Vergleich von HaBund HaH5 legt gewisse Beziehung zwischen diesen
beiden SU nahe, die mit einer Homologie von 54% jedoch nicht ganz so grol3 ist wie die zwischen
HaH-1 und HaH2. HaH-6 weist einige Ubereinstimmungen mit Hadauf (40%), kann aber
zusammen mit HaH-3 einer Gruppe von Untereinheiten zugeordnet werden, die sich von den SU
HaH-1, HaH-2 und HaH5 unterscheiden. Um dariber endgultige und genauere Aussagen treffen
zu kénnen, muften die vollstandigen Sequenzen aller sechs SU vorliegen. Die grof3ten Homologien
weist HaH4 zur Untereinheit CpHt von Cancer pagurug57%), zur Untereinheit AlH3 von
Astacus leptodactylug8%) und zu den SU voRalinurus japonicusPjH-II und PjHA1Il (jeweils

52%) auf. HaH5 ist mit AlH-b zu 65%, sowie mit PiHa und PiHb zu jeweils 64% homolog.
Grol3e Homologien weist HaB-auch mit den SU voanulirus japonicusauf (PjH4: 50%, PjH-

I1: 55%, PjH4Il: 70%). HaH6 und CdHM1 weisen eine Ubereinstimmung von 52% auf. Hierbei

fallt auch auf, daR HaH-2 groRe Ahnlichkeiten mit den Untereinheiten der verschiedenen Spezies
von Panulirus zeigt (PiH-a: 65%, PjHb: 50%, PjHil: 56%, PjHill: 62%). Folgt man den
Aussagen von Stoevet al. [156], gehoren die Untereinheiten Hakl-HaH-2 und HaH4 zum
sogenanntef3-Typ, die Untereinheiten HalB-und HaH6 zuma-Typ und HaH3 zuma/y-Typ.

4.2.3 Untersuchungen mit Zirkulardichroismus

4.2.3.1 Bestimmung der Konformationsstabilitdt desHomarus americanusHadmocyanins und
der Strukturellen Untereinheiten unter dem Einflu3 von pH-Wert, Temperatur und

verschiedenen Konzentrationen von Guanidinhydrochlorid

Die Abhangigkeit des Konformationsverlustes von der Temperatur wurde mittels Zirkular-
dichroismus untersucht. Im Bereich zwischen 200 nm und 250 nm kann an der Anderung der fiir
die Sekundarstruktur eines Proteins typischen Cottoneffekt die Veranderung der Konformation des
Polypeptids verfolgt werden. Die Messungen des nativen Hamocyanins und der Strukturellen
Untereinheiten ergaben, dal} alle untersuchten Proteine in einem breiten Bereich zwischen pH 5 und
pH 9 stabil sind. Denaturierungen treten jedoch sowohl im Sauren (pH 2 bis pH 4.5) als auch im
Alkalischen (pH > 9) auf. Als Beispiel zeigt Abb. 33 die pH-Abhangigkeit der Elliptizi} bei

222 nm der Funktionellen Untereinheit Hak-
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Abb. 41. pH-Abhangigkeit der
§ Elliptizitat [©] bei 222 nm der
. "; 7 apo-Form  der Strukturellen
E % ’ Untereinheit HaH4 von Homarus
u=g;~§ 6 americanus (ca. 0.2 mg-mb);
g §‘ I § Puffer: 50 mM Tris-HCl; pH-
2q 57 Werte: 2 - 11 (mit HCI und NaOH
;B: ‘Tﬁ . ] eingestellt); Inkubationszeit: 24 h;
= 5" 7 zur Kalibrierung der Ordinate
T wurden 75 kDa als durch-
0 ' 5 ' A ' ('5 ' ;3 ' 1'0 ' 12 schnittliche Molekulmasse fur eine
pH Strukturelle  Untereinheit ange-
nommen.

Die Untersuchungen zur Konformationsstabilitdt gegeniber der Temperatur ergaben sowohl fir
das native Hamocyanin als auch fur die einzelnen Untereinheiten sehr hohe Werte. Das native Hc
war bis 80°C stabil, wahrend die Untereinheiten bei Temperaturen zwischen 53°C4jHatd-

73°C (HaH5) denaturierten. Die hohe Stabiltat des nativen Hamocyanins kann durch
stabilisierende Effekte der Aggregierung der Strukturellen Untereinheiten erklart werden. Die
Werte sind in Tabelle 14 zusammengefal3t und denen aus den Fluoreszenzmessungen gegenuber

gestellt.

4.2.3.2 Bestimmung der freien Stabilisierungsenergie in WasseﬂGg20 des Hamocyanins von

Homarus americanusund seiner Strukturellen Untereinheiten

Die Entfaltung der Proteinaggregate unter dem EinfluR verschiedener Konzentrationen von
Guanidinhydrochlorid wurde ebenfalls anhand der Anderung des Wertes der Elliptizitat bei 222 nm
verfolgt. Dabei stellte sich heraus, daf3 die Stabilitdt des Hadmocyanin und seiner Untereinheiten sich
auf einen Konzentrationsbereich von 0.5 M bis héchstens 3 M Gdn-HCI erstreckt. Ab einer

Konzentration von 3.0 M Gdn-HCI kommt es zu einer starken Abnahme der Elliptizitat.
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Tabelle 14. Die Freie Stabilisierungsenergie in Wamgzo, die Aktivierungsenergie £und die
Denaturierungstemperaturen @ind T, des Hamocyanins vohRlomarus americanusind seiner

Strukturellen Untereinheiten.

Protein AGR?° Ea Fluoreszenz CD
[kcal-mol'] [kJ-mol'] T.[°C] Tn [°C]
Natives Hc 13.5 50.50 87 80
HaH-1 8.4 8.20 65 61
HaH-2 55 8.35 62 64
HaH-3 6.0 8.15 67 69
HaH-4 3.3 7.20 49 53
HaH-5 10.8 10.15 71 73
HaH-6 8.4 9.60 53 56

Die Ubergange der Konformation aus der geordneten in die ungeordnete Form fanden fiir die oxy-
Formen bei 2.0 - 2.5 M Gdn-HCI und fur die apo-Formen bei 1.5 - 2.0 M statt. Obwohl der
Konzentrationsunterschied der Ubergéange nur 0.5 M Gdn-HCI ausmacht, scheint doch der Kupfer-
Peroxid-Komplex im Aktiven Zentrum der Strukturellen Untereinheiten einen gewissen
stabilisierenden Effekt auszutben.

In Abb. 42a ist am Beispiel der apo-Form der SU Haldie Anderung der Elliptizitat bei 222 nm
sowie die Anderung der freien Stabilisierungsenergie in Abh&ngigkeit von der Gdn-HCI-
Konzentration dargestellt. Bei einer Konzentration von 5 M Gdn-HCI fand eine nahezu vdllige
Denaturierung der apo-Formen, bei 6 M Gdn-HCI die der oxy-Formen statt. Abb. 42b zeigt
typische CD-Spektren fir eine native und fir eine 24 h lang mit 6 M Gdn-HCI behandelte

Strukturelle Untereinheit (Hal3) von Homarus amricanus

Ein weiterer Parameter, der aus den CD-Experimenten berechnet werden kann, ist die Freie
Energie der Stabilisierung in Wasséﬁgzo. Mit ihr wird die Anderung der Freien Energie

beschrieben, die durch die Uberfiihrung der nativen in die ungeordnete Struktur freigesetzt wird.
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Abb. 42. a) Die Anderung der Freien Energl&, (oben) und der Elliptizitat bei 222 nm (unten)
als Funktion unterschiedlicher Gdn-HCI-Konzentrationen am Beispiel der SU SHabh H.
americanus b) Die CD-Spektren der nativen Form von H&H(l) und nach 24-stindiger
Inkubation mit 6 M Gdn-HCI derselben SU (2) (0.2 mg:hferotein in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0).

Zur Kalibrierung der Ordinate wurde ein durchschnittliches Molekulargewicht von 110 Da pro

Aminosaurerest angenommen.

Die EnergiewerteZIGgZO fur die unterschiedlichen Bestandteile des Hamocyanins Womarus
americanussind in Tabelle 14 zusammengefal3t. Wie man aus den Werten unschwer ersehen kann,
ist das Dodekamer des Hamocyanins um funf- bis sechsmal stabiler gegentiber der Denaturierung

durch Guanidiniumhydrochlorid als seine Strukturellen Untereinheiten. Dies steht auch in guter
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Ubereinstimmung mit den Experimenten zur temperaturabhangigen Denaturierung, da Proteine, die

eine hohe Stabilitat gegen Gdn-HCI aufweisen, auch erst bei hheren Temperaturen denaturieren.

4.2.4 Fluoreszenzeigenschaften dedomarus americanusHadmocyanins und seiner

Strukturellen Untereinheiten

4.2.4.1 Fluoreszenzléschung mit Acrylamid, Csund |

Die isolierten Untereinheiten lagen, wie Absorptionsmessungen ergaben, zu mehr als 90% in der
oxygenierten Form vor. Das Absorptionsverhéltnise#A;s" lag bei 0.19, ein Verhaltnis von 0.21
wurde fuir zu 100% in oxygeniertes Hamocyanin zugrunde gelegt. Die Experimente wurden sowohl
mit der oxy- als auch mit der apo-Form durchgefiihrt, um den Einflu3 des Kupfer-Peroxid-
Komplexes auf die Fluoreszenzeigenschaften des Proteins untersuchen zu kénnen. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 14 zusammengefal3t. Das Maximum der Fluoreszenzemission des nativen
Hamocyanins verschob sich von 324nm bei der oxy-Form nach 332 nm bei der apo-Form und

macht einen nicht geringen EinfluR des Kupfer-Peroxid-Komplexes auf die Fluoreszenzeigen-
schaften deutlich. Gleichzeitig erhdhte sich die Fluoreszenzquantenausbeute von 0.022 auf 0.085
um nahezu das Vierfache, ein Effekt, der auch bei anderen Hamocyaninen beobachtet werden
konnte (Kap. 4.1.4.1) und die Ergebnisse friiherer Arbeiten bestatigt [157]. Dieselbe Tendenz einer
Rotverschiebung wurde auch bei den isolierten Strukturellen Untereinheiten beobachtet, wobei
diese hier allerdings nicht so markant ausfiel wie beim nativen Hc. Insgesamt waren die
Emissionsmaxima der oxy-Formen der Untereinheiten im Vergleich zur oxy-Form des nativen
Hamocyanins jedoch um 10 bis 14 nm rotverschoben, wahrend die apo-Formen sowohl des nativen
Hc als auch seiner Untereinheiten in einem Bereich zwischen 332 nm und 338 nm lagen. Da die
CD-Spektren im fernen UV fir die Untereinheiten und das gesamte Aggregat keine signifikanten
Unterschiede aufwiesen, durften diese Unterschiede nicht auf die Dissoziation zurlickzufuhren sein.
Vielmehr kann angenommen werden, dal3 durch die Dissoziation einige Indolringe von einem
hydrophoben in ein polareres Umfeld tberflihrt werden. Dieser Effekt kommt bei den oxy-Formen
mehr zum Tragen, da der Kupfer-Peroxid-Komplex die Fluoreszenz der in der N&he des

Aktivzentrums und der tiefer im Inneren des Proteins liegenden Tryptophylreste selektiv I6scht.
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Tabelle 15. Fluoreszenzparameter des Hamocyanins Womarus americanusund seinen

Strukturellen Untereinheiten.

Protein Emission | Fluoreszenzr Tyr-Trp- | Acrylamid- Kl- CsCl- E
A [nm] | quantenaust Energie-| l6schung | L6schung Léschung K-
Anregung| beute [Q] | transfer| Ksy[M™] | Ksy [M7] | K&[M™] Kfv
bei 295 nm % S
Natives oxy{ 324tl 0.022
Hc apo-{ 332+1 0.085 0.65 1.1 0.1 0.25 0.40
HaH-1 oxy- 336t1 0.053
apo- 3381 0.120 0.40 6.8 1.00 1.90 0.59
HaH-2 oxy- 3351 0.058
apo- 3371 0.110 0.40 8.5 0.70 1.55 0.45
HaH-3 oxy- 3351 0.058
apo- 3361 0.100 0.42 9.1 0.75 1.45 0.5
HaH-4 oxy- 3341 0.056
apo- 338t1 0.110 0.31 8.1 1.35 1.60 0.84
HaH-5 oxy- 333t1 0.030
apo- 3361 0.100 0.40 3.01 1.10 1.80 0.61
HaH-6 oxy- 336t1 0.038
apo- 3381 0.110 0.40 3.01 0.90 0.50 0.6(
Ac-Trp-NH; 3501 0.130 1.25 16.33 8.80 2.00 4.40

Ein Vergleich der Fluoreszenzquantenausbeuten zwischen den apo-Formen des nativen
Hamocyanins (0.085) der Untereinheiten (0.100 - 0.120) und dem freien N-Acetyltryptophanamid
(0.130) lassen den Schlul3 zu, daf viele Tryptophylreste in den Kontaktregionen der Untereinheiten
angeordnet sind, die nach der Dissoziation an der Oberflache der Proteine exponiert werden. Dies
wird auch durch die Ergebnisse der Loschexperimente gestitzt. Die Loschkon&tarfite das

native oxy-Hc ist mit einem Wert von 1.1 duf3erst niedrig im Vergleich zu 16.33, der Konstanten

des freien N-Acetyltryptophanamids.
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Abb. 43. Stern-Volmer-Plots der Fluoreszenzléschung mit Acrylamid der apo-Formen von: Hc
(®-®), HaH-1 (O—0O), HaH2 ( — ), HaH-3 (*-%), HaH4 (e—e), HaH5 (E-W), HaH6

(0-0). Proteinkonzentrationen: 0.2 mg-tLPuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8.

Fur die freien SU wurden Loschungskonstanten in einem Bereich von 4.8 bis 9.1 gefunden. Diese
Werte sind zwar nur in etwa halb so grof3 wie der des freien N-Acetyltryptophanamids, aber mit
Faktoren von 4.5 bis 8.5 immerhin um soviel gré3er als der Wert fir das Dodekamer, um deutlich
werden zu lassen, dal3 nach der Dissoziation vermehrt Tryptophylreste exponiert werden. Zu
demselben Schluf3 fiihren die Resultate der mit ionischen Léschermolekilen durchgefiihrten
Experimente. Auch hier stiegen die Werte der Lo&schungskonstanten nach der Dissoziation
signifikant an. FUr den Elektrostatischen Parameter E wurden Werte zwischen 0.4 und 0.84
berechnet, die eindeutig ein, allerdings sehr heterogenes, negativ geladenes Umfeld fur die
Tryptophylreste ausweisen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die Hamocyanine der
ArthropodenCallinectes sapidufl27] und Carcinus maenagl58] gefunden. Die hohe effektive
Energietibertragung ist ein Hinweis darauf, da? sowohl im oxy- als auch im apo-Hamocyanin die
Tyrosinreste in einer charakteristischen Ausrichtung zu den Tryptophylresten stehen, und die
Hypothese, dal3 eine Tyrosylemission in oxy- oder apo-Hamocyaninen nicht zu beobachten ist, weil
der grofte Teil der Energie auf Tryptophylreste tbertragen wird, wird durch diese Ergebnisse

untermauert.
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4.2.4.2 Die Abhangigkeit der Tryptophylfluoreszenz vom pH-Wert und der Temperatur

Die Auswirkungen des pH-Wertes auf die relative Fluoreszenzquantenausbeute wurden an den
apo-Formen der Proteine untersucht. Dies deshalb, weil der Kupfer-Peroxid-Komplex die

Fluoreszenz beeinflul3t und es durch die pH-abhangige Sattigung des Hamocyanins mit Sauerstoff
zu einer BeeinfluBung der Fluoreszenzquantenausbeute kommen kann. Zwischen pH 5 und pH 6
steigt die Quantenausbeute sowohl im nativen Hc als auch bei den Untereinheiten an. Dabei war
der Anstieg beim nativen Hamocyanin besonders markant. Wie in Abb. 44 zu sehen ist, existiert ein

grofl3er Bereich (pH 6 bis 9), in dem die Fluoreszenzquantenausbeute stabil bleibt.
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Abb. 44. pH-Abhéangigkeit der Tryptophylfluoreszenz der apo-Formen des undissoziierten
Hamocyanins €—@) und der Untereinheiten Hal-(e¢—) und HaH5 (E—E) nach der
Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 295 nm. Proteinkonzentration: 0.2 mg-Rffer: 50 mM
Tris-HCI, pH 8.

Aus den Arrhenius-Plots (Abb. 45) wurde die Energig fi&r die thermische Desaktivierung

angeregter Proteinfluorophore berechnet, die filr die Untereinheiten Werte zwischen 7.5¢ kJ-mol
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und 10.15 kJ-mdl ergab, wahrend der Wert fir das Dodekamer ca. fiinfmal hoher bei 50.50
kJ-mof' lag (Tabelle 14). Aus der Auswertung der Arrhenius-Plots (Abb. 45) und der
Verschiebung des Emissionsmaximums der Tryptophylfluoreszenz (Abb. 46) ergab sich eine hohe
Themperaturstabilitdt sowohl des Hamocyanins als auch der Strukturellen Untereinheiten. Diese
Stabiliat gegentber thermaler Denaturierung ist mit 87°C fiir das native Hamocyanin extrem hoch.
Die Untereinheiten denaturieren in einem Bereich zwischen 60°C und 70 °C. Diese Werte sind
niedriger als der Wert fur das undissoziierte Hc, bewegen sich aber immer noch in Bereichen, die
bei anderen Spezies fur das undissoziierte HAmocyanin charakteristisch sind [160]. Dies bedeutet,

dal3 das Hamocyanin durch die Aggregation der Strukturellen Untereinheiten stabilisiert wird.
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Abb. 45. Arrhenius-Plot der temperaturabhangigen Tryptophylfluoreszenz fir die Funktionelle

Untereinheit HaHt (0.2 mg-mL") in einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI und 10 mM CaCl

(pH 8.0). Die Fluoreszenzquantenausbeute wurde mit Ac-Trp-didHStandard berechnet.

Dieselbe hohe Temperaturstabilitat wurde auch bei der Untersuchung der temperaturabhangigen
Verschiebung der Wellenlange des Maximums der Tryptophylemission gefunden, wo sich der Wert
fur das Dodekamer mit 77°C deutlich von den fur die Untereinheiten berechneten Werten von 45°C

bis 59°C abhebt. Diese Verschiebung vbr.x hangt mit der Veranderung der Konformation
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zusammen, die mit einer gleichzeitigen Exposition von tiefer in der Proteinmatrix liegenden

Tryptophylresten einhergeht.
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Abb. 46. Temperaturabhéngigkeit des Emissionsmaximums der Tryptophpylfluoreszenz des
Hamocyanins vorHomarus americanusic (®-®) und der Strukturellen Untereinheiten HdH-
(o-O), HaH-2 ( — ), HaH+5 (m—m), HaH-6 (0-0). Proteinkonzentration: 0.2 mg-miPuffer:

50 mM Tris-HCI (pH 8) mit 10 mM CagGl

4.2.4.3 Tyrosin-Tryptophan-Energietbertragung

Wie schon bei den Fluoreszenzuntersuchungen von KLH und seinen Strukturellen Untereinheiten
fallt auch beiHomarus americanudie Abwesenheit einer Tyrosylemission auf. So sollte also auch

hier ein relativ hoher von den Tyrosylgruppen aufgenommener Energiebetrag strahlungslos auf
benachbarte Tryptophylreste Ubertragen und als Tryptophanfluoreszenz emittiert werden. Dies
wurde durch die entsprechenden Berechnungen bestatigt, deren Ergebnisse in Abb. 47 graphisch

dargestellt sind.
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Abb. 47. Effektive Tyrosin-Tryptophan-Energietibertragung der apo-Formen des Dodekamers
(O-0), HaH-3 (0O-0), HaH4 (¢—4) und HaH5 (@—e). Die Kurven @—M) reprasentieren die
Werte fiir e =0 bzw. e = 1. Proteinkonzentartion: 0.2 mg*nRuffer: 50 mM Tris-HCI mit 10

mM CaCl (pH 8).

Die beste Ubereinstimmung zwischen den Messungen und den theoretischen Werten wurde fiir die
dodekamere Form des Hamocyanins mit e = 0.65 und fur die Strukturellen Untereinheiten in einem
Bereich von e = 0.25 bis 0.40 gefunden. Dies bedeutet, dal3 im Dodekamer 65%, und in den
Untereinheiten immer noch zwischen 25% und 40% des von Tyragpgn absorbierten Lichtes

auf Indolringe der Tryptophylreste tibertragen wird. Die um etwa 50% niedrigere Ubertragungsrate
bei den freien Untereinheiten kann damit erklart werden, daf® durch die Dissoziation die relativen

Orientierungen der Tyrosin- und Tryptophanreste zueinander verandert werden.
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4.3 Isolierung und physikalisch-chemische Untersuchungen der Struktur des Hamocyanins

von Maia squinado

4.3.1 Isolierung der Strukturellen Untereinheiten vonMaia squinado

Aus der Trennung des bei pH 10 dissoziierten Hadmocyanins mittels lonenaustausch-FPLC wurden
insgesamt sieben Komponenten erhalten. Die 5 Hauptfraktionen 1 bis 5 entsprechen im weiteren
den SU MsH1 bis MsHb5, die beiden Nebenkomponenten 6 und 7 den SU Msiiid MsH-7

(Abb. 48). Wie das UV-Spektrum der Untereinheiten und das aus den Spektren berechnete
Absorptionsverhaltnis von ¢ Axzs = 0.20 zeigte, lagen alle Untereinheiten zu mehr als 90% in
der oxygenierten Form vor. Die fur die Sequenzierung noch einmal Uber Umkehrphasen-HPLC
aufgereinigten Fraktionen zeigten, dal3 die Untereinheiten schon nach der FPLC-Trennung in reiner
Form vorlagen (Abb. 49).

Abb. 48. FPL-Chromatogramm des
dissoziierten Hamocyanins volMlaja
5 squinadg Dialysepuffer: 0.1 M
NaHCGQ; (pH 10), 20 mM EDTA, 2
M Harnstoff, Saule: MonoQ HR
10/10; Elutionsmittel: Puffer A: 0.1 M
ﬂ NaHCQO (pH 10), 20 mM EDTA,
/ 2 M Harnstoff; Puffer B: 1 M NaCl in
¢ \ﬂ U Puffer A; Gradient: 10 min 0% B, 0%
- 30% Puffer B in 10 min, 30% -
Uk 100% Puffer B in 50 min; FlielRge-

Absorption 280 nm

schwindigkeit: 2 mL miff; aufge-

Al
,J tragene Menge: 6 mg-riiLProtein in

0 10 20 30 40 500 pL Puffer A; Detektion bel =

Fraktionen 280 nm.
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Abb. 49. HPL-Chromatogramme der Strukturellen Untereinheiten MshHis MsH-®6.
Bedingungen: Saule: Nucleosil 7.4 Elutionsmittel: Puffer A: 0.1% TFA in KD, Puffer B:
0.17% TFA, 80% Acetonitril in KHO; Gradient: 10 min 10% Puffer B, 10% - 100% Puffer B in 70
min; FlieBgeschwindigkeit: 1 mL-mi injizierte Menge: 0.5 mg-mb Protein; Detektion bei

A =214 nm.

Anhand von PAG-Elektrophoresen mit und ohne SDS-Zusatz konnte die Trennung und
Aufreinigung der Proben verfolgt werden. Das urspriingliche Dissoziationsgemisch enthielt 7
Banden, die den entsprechenden Peaks des FPL-Chromatogramms zugeordnet wurden. In Abb. 50
sind unter A die Banden der Funktionellen Untereinheiten Msbls MsH-3 zu sehen. Abschnitt

B zeigt die Banden der Strukturellen Untereinheiten Misbls MsH-b.
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1 2 3 4 1 2 3 4 5 6

Abb. 50. PAG-Elektrophorese (10%, pH 8) der UntereinheitenMara squinado (A) Bande 1:

das Dissoziationsgemisch; Banden 2 - 4: Untereinheiten WsP-3 nach Auftrennung mit FPLC

Uber eine MonoQ 10/10-lonenaustauschersdule, (B) Bande 1: Standardproteine: a) Carbo-
anhydrase (M= 29 kDa), b) Ovalbumin (M= 45 kDa), c) Rinderserumalbumin (M 66 kDa), d)
Phosphorylase B (M= 97.4 kDa), e)3-Galaktosidase (M= 116 kDa), f) Myosin (M = 205 kDa);
Banden 2 - 6: die Uber eine Nucleosil 14&aule mittels HPLC aufgereinigten Untereinheiten
MsH-1/-2/-3/-4/-5.

4.3.2 N-Terminale Sequenzen der Untereinheiten des Hamocyanins vbfaja squinado

Zur ldentifizierung und zur Uberpriifung des Inhalts der erhaltenen FPLC-Fraktionen wurden die
Proteine N-terminal ansequenziert. Die Sequenzen der Strukturellen Untereinheitéviajzon
squinadosind in Abb. 51 schon zuvor veroffentlichten Sequenzen anderer Spezies aus der Familie
der Dekapoden vergleichend gegentbergestellt. Zur besseren Verdeutlichung der Homologie sind
Deletionen eingefiigt worden. Die Ahnlichkeiten dédaja-Sequenzen zu denen anderer

Brachyuren sind augenfallig (Abb. 51). Allen Polypeptidketten zu eigen sind die konservierten
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Aminoséaurereste in den Positionen 11 (Lys), 12 (GIn) und 16 (Asn) (grau unterlegt und
eingerahmt). Hohe Ubereinstimmung zeigen die aufgefiihrten Untereinheiten in den Positionen 15
(val), 18 (Leu) und 22 (lle) (grau unterlegt), bei denen es zum Teil zu Substitutionen durch
isofunktionelle Aminosauren kommt. Eine weitergehende Ubereinstimmung in Position 33 (Leu)
auf alle angegebenen Untereinheiten, ist - trotz der geringen Anzahl von bekannten Sequenzen,

welche die Aminoséure konserviert zeigen - wahrscheinlich.
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Abb. 51. N-Terminale Sequenzen vbtaia squinado(MsH-1 bis MsH-7) im Vergleich mit denen

von Homarus americanugHaH-1 bis HaH®6), Astacus leptodactylugAlH-b [151]), Cherax
destructor(CdH-M1, CdH-M3' [152]), Cancer pagurugCpH-4 [152]), Carcinus maenagCmH-

3, CmH+4 [152]), Panulirus interruptugPiH-a [11, 152, 153]),Panulirus japonicugPjH-la, Pj-

Ib, PjH-I, PjH-III [154]) und Cancer magister (CmagH6 [155]). Streng konservierte
Aminoséauren sind grau unterlegt und eingerahmt, isofunktionelle Aminosauren sind grau unterlegt,
Aminosauren die nicht in allen Sequenzen vorhanden sind, aber signifikant auftreten, sind

eingerahmt.
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Teilweise konserviert sind die AS in den Positionen 4 (Gly), 9 (Ala), 19 (Leu), und 21 (Lys)
(eingrahmt). Diese Positionen sind bei den unterschiedlichen Polypeptidketten nicht durch
isofunktionelle Aminoséuren substituiert. Mskl-MsH-4 und MsH5 beginnen N-terminal wie
Astacus CheraxM1, sowie P. japonicuslb; -l und 4Il und P. interruptusa mit einem
Asparaginrest, bzw. mit dem Motiv DxxG. Bei Ms#folgt das G direkt auf das D, und es konnte
diskutiert werden, ob sich das Motiv DxxG hieraus durch Insertion entwickelt hat oder es sich
andererseits um eine Deletion handelt. Die SU M&HAsH-4 und MsH-7 weisen als Beginn das

Motiv XxGPA (fetter schwarzer Rahmen) auf, welches bei Mshidf das Motiv XxGP reduziert ist,

da das Ala durch ein Lys substituiert wurde. Obwohl M3Hnd MsH6 das gleiche Startmotiv

GGP (fetter schwarzer Rahmen) zu eigen ist, besteht zwischen beiden Untereinheiten bis auf die
konservierten Aminosauren in Position 11, 12, 15, 16 und 23 keine weitere Ubereinstimmung.
MsH-3, MsH-4 und MsH< zeigen auch im weiteren Verlauf der Sequenz Ubereinstimmungen, so

in den Positionen 13 (Asn), und in den Positionen 17 bis 23 (QLLVLIY), was auf eine sehr enge
Verwandschatft dieser drei Untereinheiten schlie3en IaR3t. Interessant ist die Feststellung, dal3 sich
Ms-4 und Ms-7 innerhalb der ersten 20 Positionen lediglich durch zwei Aminosaure$asp

Trp*/Vval*®) unterscheiden.

Tabelle 16. Homologien der Strukturellen Untereinheiten \Maia squinado (Angaben in

Prozent). Homologien von Uber 50% sind fett gedruckt.

MsH-2 MsH-3 MsH-4 MsH-5 MsH-6 MsH-7
MsH-1 40.0 43.8 37.5 52.4 27.8 35.3
MsH-2 52.2 52.6 47.6 36.8 45.5
MsH-3 76.2 38.1 47.4 66.7
MsH-4 33.3 42.1 90.5
MsH-5 52.4 33.3
MsH-6 42.1

Diese enge Beziehung zwischen Ms-3, Ms-4 und Ms-7 wird auch durch die prozentuale
GréRenordnung der Homologie zwischen diesen Untereinheiten bestarkt, wie sie sich in Tabelle 16

darstellt. Eine Homologie von Uber 50% weisen auf3erdem noch die Paarunged/MsHH5,
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MsH-2/MsH-3, MsH-2/MsH-4 und MsH&/MsH-6 auf. Zwischen allen anderen Untereinheiten
existieren in dem betrachteten N-terminalen Bereich nur Homologien zwischen 27% und 47%.
Eine interessante Feststellung ergibt der Vergleich zwischen Wakhd HaH6, die ja
unterschiedlichen Unterordnungen der Crustaceen angehdren. Diese beiden Untereinheiten sind die
einzigen einem c-terminalen Serin und weisen - mit entsprechenden Deletionen oder Insertionen im
Anfangsbereich - ein Motiv S-P-A-Q-K-Q-xx-V-N-xx-L-xxx-Y auf. Auch zwischen anderen
Untereinheiten von Maia und Homarus wurden groRere Ubereinstimmungen beobachtet. So
besteht etwa zwischen MsBlund HaH4 eine Homologie von 52%, MsB-und HaH3 stimmen

zu 54% und MsH6 und HaH6 zu 50% Uberein. Ebenfalls eine Homologie von 50% wurde

zwischen MsH5 und PjH{I sowie zwischen MsH>und PiH-a gefunden.

4.3.3 Untersuchungen mit Zirkulardichroismus

4.3.3.1 Bestimmung der Konformationsstabilitat dedMaia squinadeH&mocyanins und der

SU unter dem Einflu3 von pH-Wert, Temperatur und Guanidinhydrochlorid

Das CD-Spektrum des undissoziierten HAmocyanins zeigte einen ausgepragten negativen Cotton-
Effekt bei 210 nm und eine etwas schwécher ausgepréagte Schulter bei 222 nm (Abb. 52,
durchgezogene Linie). Die Berechnungen der Sekundéarstrukturen nacheYahg[148] ergab

einen Anteil von 15%u-Helix und 38%3-Faltblattstruktur. Die Entfernung der Kupferionen aus

dem Aktivzentrum sowie die Dissoziation in die Untereinheiten zeigte bei den CD-Spektren keine
signifikanten Anderungen (Abb. 52, gestrichelte Linie: apo-M&HDie CD-Spektren fiir die
unterschiedlichen Formen des Hamocyanins Weja squinadozeigen, dal3 die Konformation

durch die Kupferionen im Aktivzentrum nicht wesentlich beeinfluf3t werden.

Hinsichtlich der Stabilitdt des Hamocyanins bzw. der Strukturellen Untereinheiten gegenitber dem
pH-Wert wurde ein relativ breiter Bereich (pH 6 bis 9) gefunden, bei dem sich der Wert der
Elliptizitat bei 222 nm nicht anderte, die Konformation der Proteine sich also in diesem Bereich
kaum andert (Abb. 53).
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Mittlere molare Elliptizitat
[6],,, 10 [deg-cm?®dmol ]

200 210 220 230 240 250 260
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Abb. 52. CD-Spektren des undissoziierten HamocyaninsMaja squinado(l] ), der apo-Form
der FU MsH3 (- -) und der apo-Form von MsH-3 nach 24stindiger Inkubation mit 6 M
Gdn-HCl ¢ —« -). Proteinkonzentration: 0.4 mg-fhLPuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8.2.

Die Temperaturabhangigkeit der Konformationsstabilitat wurde im Bereich zwischen 20°C und
95°C untersucht. Die Werte der Elliptizitat bei 222 nm wurden gegen die Temperatur aufgetragen
und aus den Wendepunkten der Kurven die Denaturierungstemperatur bestimmt. Mit einer
Entfaltungstemperatur von 72°C (oxy-Form) zeigt das Dodekamer eine relativ hohe Stabilitat
gegenuber thermischer Denaturierung, wie dies auch scholHdmarus americanugestgestellt

worden war.
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Abb. 53. Anderung der Elliptizitat bei 222 nm bei pH-Werten von 2 bis 11. Natives Hamocyanin
(e-@), MsH-1 ( — ), MsH-2 (O0-O), MsH-3 (m—®), MsH4 (¢-#), MsH-5 (0-0). Protein-
konzentration: 0.4 mg-mt Puffer: 50 mM Tris-HCI mit 10 mM CaGl Zur Kalibrierung der
Ordinate wurde flr eine Strukturelle Untereinheit eine durchschnittliche Molekilmasse von 75 kDa

angenommen.

Die Denaturierungstemperaturen der Strukturellen Untereinheiten bewegten sich in einem Bereich
zwischen 49°C und 60°C. Die entsprechenden Temperaturen der apo-Formen der Proteine (Abb.
54, rechts) lagen um etwa 4 bis 6 °C niedriger als die der oxy-Formen (Abb. 54, links). Der
Vergleich der Denaturierungstemperaturen der oxy- und der apo-Formen (Tabelle 17) zeigt, dal3
der Kupfer-Peroxid-Komplex im Aktivzentrum einen gewissen Einfluld auf die Temperaturstabilitat

des Proteins austibt.
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Abb. 54. Die Temperaturabhangigkeiten der Elliptizitaten bei 222 nm der oxy-Formen (links) und
der apo-Formen (rechts) des Hamocyanins &eja squinado(e-e) und seinen Strukturellen
Untereinheiten MsHt ( — ), MsH-2 (O0-0), MsH-3 (m—H®), MsH-4 (¢-#), MsH-5 (0-0).
Proteinkonzentration: 0.4 mg-m{Puffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8.2. Fir die Kalibrierung der

Ordinate wurde eine durchschnittliche Molekilmasse von 75 kDa pro Struktureller Untereinheit

zugrunde gelegt.

Der Einflud von Guanidinhydrochlorid auf die Stabilitdt der Proteine wurde ebenfalls anhand der
Anderungen der Elliptizitat bei 222 nm untersucht. Die Denaturierung setzt bei den Strukturellen
Untereinheiten bei einer Konzentration von 1 M Gdn HCI ein, wahrend das Aggregat bis zu einer
Konzentration von 2 M Gdn-HCI stabil bleibt. Die vollstandige Denaturierung tritt bei den SU bei
Konzentrationen zwischen 4 M und 6 M Gdn-HCI, beim Aggregat bei 7 M Gdn-HCI ein. Abb. 52
zeigt das CD-Spektrum der FU MsH-3 in 6 M Gdn-HCI nach einer Einwirkungszeit von 24 h als
Beispiel fur ein weitgehend denaturiertes Protein. Wie auch schon bei den Temperaturversuchen
festgestellt werden konnte, weist das Aggregat eine hohere Stabilitdt gegentiber denaturierenden
Einflissen auf als die einzelnen Untereinheiten. Dies fiihrt wieder zum Schluf3, dal3 die Aggregation
der Untereinheiten als ein entscheidender Beitrag zur Stabilisierung des Hamocyanins angesehen

werden muf3.
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Abb. 55. Die Anderung der Freien

AGy -1 0°[cal-mol™|

Energie 4Gy (oben) und der Elliptizitat
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bei 222 nm (unten) als Funktion der
Konzentration von Guanidinhydrochlorid
der oxy-Formen des undissoziierten
Hamocyanins ¢-@®), sowie SU MsH1
( - ), MsH-2 (O0-0O), MsH-3 (m-m),
MsH-4 (¢-#), MsH-5 (0-0). Protein-
konzentrationen: 0.4 mg-rit Puffer-
[6sung: 50 mM Tris-HCI, pH 8.2. Zur

Mittlere molare Elliptizitat
-[0],,, 107 [deg cm? dmol'1]

Kalibrierung der Ordinate wurde fir eine

, . . , Strukturelle Untereinheit eine durch-

2 4 6 8 schnittliche Molekilmasse von 75 kDa

Gdn-HCI [M] angenommen.

4.3.3.2 Bestimmung der freien Stabilisierungsenergie in WasseﬂGg20 des Hamocyanins von
Maia squinadound seiner Strukturellen Untereinheiten

Die Anderung der Freien Stabilisierungsenergie in Wazmizo, wurde fur die verschiedenen
Proteine durch Extrapolation der aus der Auftragungder Freien End@&pgegegen verschiedene
Konzentrationen von Gdn-HCI erhaltenen Geraden auf die Konzentratiome= 0O bestimmt. In

Abb. 55 sind die Geraden fur das native Hamocyanin und verschiedene Strukturelle Untereinheiten

dargestellt. Die Werte voﬁngofUr die untersuchten Proteine sind in Tabelle 17 zusammengefalt.
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Die Ergebnisse zeigen, dal3 das Dodekamer etwa eineinhalb bis zweimal stabiler gegeniber der

Denaturierung durch Guanidinhydrochlorid ist als die einzelnen Strukturellen Untereinheiten. Dies

steht mit den Ergebnissen der Temperaturversuche in Einklang und kann damit erklart werden, dafl3

durch die Aggregation der SU ein nicht zu unterschatzender Beitrag zur Stabilisierung des

Dodekamers geleistet wird.

Tabelle 17. Die Werte der Freien Stabilisierungsenergie in Wak3g#°, der Aktivierungsenergie

E. und der Denaturierungstemperatur aus den Fluoreszenzexperimegtamd@Taus den CD-

Messungen (i) des Hamocyanins vodaja squinadaund seiner Strukturellen Untereinheiten.

Protein AGp° Ea Fluoreszenz CD
[kcal-mof'] [kJ-mol'] Te [°C] Tm[°C]

oxy- apo-
Natives Hc 12.60 48.30 76 72 67
MsH-1 5.46 6.23 50 49 45
MsH-2 7.35 6.71 54 56 50
MsH-3 8.80 7.56 60 58 53
MsH-4 6.72 5.70 58 60 55
MsH-5 5.30 6.10 55 51 47

4.3.4 Fluoreszenzeigenschaften d&4aia squinadeHamocyanins und seiner Strukturellen
Untereinheiten

Das mit Licht von 295 nm bestrahlte native Hamocyanin \Maia squinadoemittiert eine
Fluoreszenzbande mit einem Maximum bei 323 nm. Dieser Bereich um 320 nm ist typisch fir die
von Tryptophylseitenketten emittierte Strahlung [125, 160]. Ein Vergleich der Emissionseigen-
schaften von oxy- und apo-Formen unter denselben Bedingungen zeigte ein starkes Ansteigen der
Fluoreszenzquantenausbeute, (@& 0.021; Qy, = 0.079) nach der Entfernung des Kupfers und
somit auch des Sauerstoffmolekils aus dem Aktivzentrum. Gleichzeitig konnte eine Rotver-

schiebung des Emissionsmaximums um 3 nm von 323 nm (oxy-Form) nach 326 nm (apo-Form)
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festgestellt werden. Fur die oxy-Formen der einzelnen Untereinheiten wurden, verglichen mit der
oxy-Form des undissoziierten Hamocyanins, eine um etwa 20% bis 40% hdhere Quantenausbeute
erhalten, wahrend die Quantenausbeute der entsprechenden apo-Formen nur um etwa 10% hdher
lag. AuRerdem lag die Rotverschiebung der Emissionsmaxima der apo-Formen der Untereinheiten

zwischen 1 und 4 nm.

4.3.4.1 Fluoreszenzléschung mit Acrylamid, Csund I

Fluoreszenzlbscher wie Acrylamid (neutral) sowie CsCl oder Kl (geladen) geben dariber
Auskunft, in welchen Bereichen Fluoreszenzemittenten - hier Tryptophylseitenketten - innerhalb
eines Proteins positioniert sind. Dadurch, dal3 Acrylamid in die Proteinmatrix eindringen kann, ist
es in der Lage die Strahlung tiefliegender Tryptophylreste lI6schen, wahrend durch CsCl und Kl nur
die Fluoreszenz von auf der Oberflache des Proteins sich befindenden Tryptophanresten geldscht
wird. Die Werte der Stern-Volmer-Konstant€sy geben Aufschlul3 dariber, wie stark die
Tryptophanreste mit den einzelnen Loéschermolekilen in Wechselwirkung treten. Die
Ldschexperimente wurden wieder mit den apo-Formen des undissoziierten Hamocyanins und der
einzelnen Strukturellen Untereinheiten durchgefiihrt, um Stéreffekte durch selektive der
Fluoreszenzléschung der um das Aktivzentrum gruppierten Fluorophore durch den Kupfer-
Peroxid-Komplex zu vermeiden. Fur alle untersuchten Polypeptide wurden lineare Stern-Volmer-
Plots gefunden (Abb. 56), die die Bestimmung einer Konstante fur jedes Protein ermdéglichten
(Tabelle 18). Wie schon bei KLH undHomarus americanublamocyanin wurden fur das
undissoziierte Hamocyanin sehr kleine Wertés( = 2.4 M) fiir die Fluoreszenzldschung
gefunden, die bei frei in Lésung vorliegenden Tryptophanen bei 16.38dgen. Die Werte fiir die

SU liegen in einer GréRenordnung von 3.5 Mis 9.8 M! und damit zum Teil sehr nahe an den
Werten (9 - 12 M) die fiir die an der Oberflache von Proteinen lokalisierten Tryptophylreste
berichtet wurden [161].

Die mit den ionischen Loschermolekilen gefundenen Ergebnisse stitzen diese Beobachtungen.
Diese kénnen aufgrund ihrer Hydrathulle und ihrer lonengréf3e nicht in das Protein eindringen und
I6schen daher selektiv die Fluoreszenz von oberflachenpositionierten Tryptophanen. Die Stern-
Volmer-Konstanten sind fur das undissoziierte Hc im Vergleich zu den Standardwerten
(fir Cs: 0.78 M* / 2.0 M™; fiir I 1.0 M* / 8.8 M%) wieder sehr klein und nehmen nach der

Dissoziation etwas zu, allerdings in geringerem Mal3e als bei der Acrylamidléschung, was auf
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Abschirmeffekte durch geladenen Reste, die in elektrostatische Wechselwirkung mit den
Loschermolekdlen treten konnen, zurtckzufihren ist. Gemessen an den Standardwerten fallen die
Ksv-Werte fiir die I-Léschung sehr viel geringer aus (1.6'M2.7 M* / 8.8 M%) als die der Cs
Léschung (0.7 M - 1.1 M* / 2.0 M"), deren Stern-Volmer-Konstanten auch einen héheren

Anstieg nach der Dissoziation verzeichnen als die deé$chung.
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Abb. 56. Stern-Volmer-Plots der Fluoreszenzléschung der apo-Formen des Hamocyanins von

Maia squinadound seiner Strukturellen Untereinheiten mit Acrylamid nach der Anregung der

Proben mit Licht der Wellenlange 295 nm: He-@), MsH-1 ( — ), MsH-2 (B-0), MsH-3 (-

W), MsH-4 (¢-#), MsH-5 (0-0). Proteinkonzentration: 0.4 mg-miLPuffer: 50 mM Tris-HCI,
pH 8.2.

Fur den Elektrostatischen Parameter E wurden Werte berechnet, die fiir eine negative
Mikroumgebungen der Tryptophylreste sprechen. Wie bei KLH und dem H&amocyanin von
Homarus americanusst E fir das Dodekamer mit 1.3 etwas niedriger als fur die freien
Strukturellen Untereinheiten, deren E-Werte sich Gber einen Bereich von 1.9 bis 2.4 erstrecken
(Tabelle 18). Aus den unterschiedlichen E-Werten fur die SU kann auf eine sehr differenzierte und

heterogene Ladungsverteilung auf den Oberflachen der einzelnen SU geschlossen werden.
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Tabelle 18. Fluoreszenzparameter des Hamocyanindaia squinadound seinen Strukturellen

Untereinheiten.

Protein Emission | Fluoreszenz{ Tyr-Trp- | Acrylamid- Kl- CsCl- E
A [nm] | quantenaus-| Energie-| loschung | Loschung L6schung K-
(Anregung | beute [Q] transfer | Ksy[M™] |Ksy [M7] | K& [M7] Kfv
bei 295 nm % S
Natives oxy{ 323tl 0.021
Hc apo-{ 326+1 0.079 0.52 2.40 0.1 0.78 1.3
MsH-1 oxy- 3361 0.028
apo- 3371 0.082 0.25 8.69 1.00 1.90 2.4
MsH-2 oxy- 3331 0.030
apo- 3371 0.080 0.35 7.84 0.70 1.55 2.0
MsH-3 oxy- 3361 0.026
apo- 338t1 0.085 0.31 9.90 0.75 1.45 2.2
MsH-4 oxy- 334t1 0.024
apo- 3361 0.087 0.23 3.48 1.35 1.60 2.3
MsH-5 oxy- 3331 0.025
apo- 3351 0.085 0.27 4.90 1.10 1.80 1.9
Ac-Trp-NH; 3501 0.130 1.25 16.33 8.80 2.00 4.40

4.3.4.2 Die Abhangigkeit der Tryptophylfluoreszenz vom pH-Wert und der Temperatur

Die pH-Abhangigkeit der Quantenausbeute des Hc und der SU wurde anhand der apo-Formen
untersucht, um Probleme mit der pH-abhangigen Sauerstoffsattigung des Aktivzentrums und den
sich daraus ergebenden Fehlern bei der Berechnung der Quantenausbeute zu vermeiden. Wie in
Abb. 57 zu sehen ist, steigt die Fluoreszenzquantenausbeute im Bereich von pH 4 bis pH 5
kontinuierlich an, um bei etwa pH 5.5 in ein Plateau tberzugehen. Dieser stabile Bereich erstreckt
sich von pH 5.5 bis pH 10, was bedeutet, dal3 die Proteine hier keiner wesentlichen konformativen

Veranderung unterworfen sind.
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Abb. 57. pH-Abhangigkeit der Fluoreszenzquantenausbeute des Hamocyaninglayan
squinado und seine Strukturellen Untereinheiten nach der Anregung mit Licht der Wellenlange

295 nm: Hc @-@), MsH-1 (0—-0). Proteinkonzentration: 0.4 mg-mi Puffer: 50 mM
Tris-HCI.

Die Temperaturabhéngigkeit der Strahlungsintensitat wurde in einem Temperaturbereich von 20°C
bis 95°C untersucht. Es wurden fur diese Messungen nur die apo-Formen der Proteine verwendet,
da die Beladung des Aktivzentrums mit Sauerstoff temperaturabhangig ist und die Fluoreszenz-
emission beeinflussen kann. Mit den erhaltenen Daten wurden Arrhenius-Plots (Abb. 58) erstellt,
aus denen die 'Schmelztemperaturen' der verschiedenen Proteine bestimmt wurden (Tabelle 17).
Fur das undissoziierte Hamocyanin wurde fir die Aktivierungsenergieeie Wert von

48.3 kJ-mot gefunden. Mit 5.7 kJ-mdl bis 7.6 kJ-mot sind die Werte der Strukturellen
Untereinheiten zwischen fuinf- und neunmal niedriger als die Aktivierungsenergie des Hamocyanins.
Dieselbe Tendenz zeigen auch die DenaturierungstemperatyréasTHamocyanins und seiner

Strukturellen Untereinheiten.
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Abb. 58. Arrhenius-Plot der temperaturabhdngigen Tryptophylfluoreszenz fir die Strukturellen
Untereinheiten MsHEt ( — ), MsH-2 (O0-0O), MsH-3 (H—®), MsH-4 (¢-¢) und MsHb5 (0-0).
Proteinkonzentration: 0.4 mg-m_Puffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8.2). Die Fluoreszenzquanten-

ausbeute wurde mit Ac-Trp-Nthals Standard berechnet.

Die temperaturbedingte Denaturierung ist irreversibel und wird von einer Rotverschiebung der
EmissionsmaximaNyay begleitet. Diese Rotverschiebung resultiert aus der durch den Einflul3 der
hoheren Temperatur verminderten Kompaktheit der Tertiarstruktur und den damit verbundenen
Anderungen der Mikroumgebung der Tryptophylreste, die etwas polarer wird. Werden die
Wellenlangen der Emissionsmaxima gegen die Temperatur aufgetragen, so kann am Ort der
Diskontinuitat die entsprechende kritische Temperatur der Denaturierung fur das jeweilige Protein
abgelesen werden (Abb. 59). Fur die Untereinheiten betragen diese kritischen Temperaturen
zwischen 50°C und 60°C und sind damit um 16 bis 26°C niedriger als die kritische Temperatur des
Dodekamers, flr das 76°C bestimmt wurden (Tabelle 17). Die aus den Fluoreszenzexperimenten
ermittelten Denaturierungstemperaturen flr das undissoziierte HamocyaniMaj@ansquinado

und seinen Strukturellen Untereinheiten liegen alle etwas hoher als die aus den CD-Messungen
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erhaltenen, liegen sich jedoch im selben Bereich und bekraftigen die relativ hohe

Temperaturstabilitdt des Hamocyanins Waja squinado
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Abb. 59. Temperaturabhéangigkeit des Emissionsmaximums der Tryptophpylifluoreszenz des

Hamocyanins vorMaja squinado(e-e) und seiner Strukturellen Untereinheiten M&H- — )

und MsH5 (0-0). Proteinkonzentration: 0.4 mg-miPuffer: 50 mM Tris-HCI (pH 8.2).

4.3.4.3 Tyrosin-Tryptophan-Energietibertragung

Da auch beiMaia squinado keine Tyrosylemission beobachtet werden konnte, wurde die

Energietibertragungsrate von Tyrosyl- auf Tryptophanreste bestimmt. In Tabelle 18 sind die Werte
zusammengefalt und in Abb. 60 mit einigen Beispielen graphisch dargestellt. Die beste Uberein-
stimmunng der experimentellen mit den theoretischen Daten wurde fir das Dodekamer mit
e =0.52 und fur die SU in einem Bereich zwischen e = 0.23 und 0.35 gefunden. Aus diesen
Ergebnissen ist zu ersehen, dal3 im nativen Hamocyanin 52% und in den Strukturellen
Untereinheiten zwischen 23% und 35% der von Tyrosylresten aufgenommenen Strahlung auf

Tryptophylreste Ubertragen wird und als Tryptophylfluoreszenz emittiert wird.
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Abb. 60. Energielbertragung von Tyrosin- auf Tryptophanseitenketten bei den apo-Formen des
Hamocyanins vorMaia squinado(®-®) und seinen Strukturellen Untereinheiten M&8HE-0),

MsH-4 (¢-¢) und MsHb5 (0-0). (B—H) reprasentieren die theoretischen Werte fir e = 0 und

e = 1. Proteinkonzentration: 0.4 mg-mLPuffer: 50 mM Tris-HCI, (pH 8.2).
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V. Experimenteller Teil
5.1 Materialien

5.1.1 Chemikalien

Acetonitril p.a.

Acetonitril s.g.

Acetonitril (20% in Wasser) s.g.
Acrylamid

Agarose M

Amarantus claudatuggglutinin
Bioprené“Plus
Bromphenolblau

Concanavalin A

Coomassie BB R250
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
N,N’-Dimethylformamid

EDTA

Eisessig

Erdnuf3-Agglutinin

Essigsaure

Ethylacetat s.g.

Glycin

Harnstoff, Merck
[3-Mercaptoethanol

Methanol p.a
N,N’-Methylenbisacrylamid
N-Methylpiperidin in HO/MeOH
Magnesiumchlorid
Natriumacetat

3 M Natriumacetat-Puffer pH 3.8 s.g
3 M Natriumacetat-Puffer pH 4.6 s.g

Merck, Darmstadt
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Serva, Heidelberg
Pharmacia, Uppsala (Schweden)
Boehringer, Mannheim
Applied Biosystems
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Merck, Darmstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
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Natriumazid
N-Acetyltryptophanamid

PITC (5% in n-Heptan) s.g.
PTH-Standard (in Acetonitril) s.g.
Saccharose

SDS

TMED

Trifluoressigsaure (TFA) p.a.
TFA (mit 0.002 % DTT) s.g.

TFA (25% in Wasser mit 0.01% DTT) s.g.

THF (5% in Wasser) s.g.
TMA (12% in Wasser) s.g.
Tris

Veronalpuffer

4-Vinylpyridin

5.1.2 Enzyme und Proteine

Endoproteinase Asp-N
Chymotrypsin

Bromcyanid

KLH

KLH2-c

Homarus americanusldmoyanin
Maia squinadeHamocyanin
Lactoglobulin
Carboanhydrase
[3-Galaktosidase

Myosin

Ovalbumin

Phosphorylase B

Rinderserumalbumin

Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Uppsala (Schweden)

Sigma, Minchen

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Biosyn, Fellbach
Universitat Mainz
Universitat Padova (Italien)
Universitat Padova (Italien)
Applied Biosystems, Weiterstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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5.1.3 Verbrauchsmaterial

Dialyseschlauche Servapor

Nitrocellulosemembranen

5.1.4 Geréate

5.1.4.1 Gelchromatographie

Sephadex G-25

Multirac 2111

Uvicord SlI 2238

2-Channel Recorder 2210
Microperpex Peristaltic Punfi2132

5.1.4.2 Polyacrylgelelektrophorese

Power Pack 35/75

5.1.4.3 HPLC/FPLC

KonstantfluRpumpe BT 8100
UV/Vis-Detektor BT 8200
Niederdruckgradientenmischer
Rheodyne 7125, 6-Weg
Integrator C-R6A Chromatopac
Nucleosil 7Gg (250x10 mm)
Mono-Q-HR 10/10 (100%x3.6 mm)
POROS HQ/M

Aquapore RP-300 (30%x2.1 mm)

5.1.4.4 Gefriertrocknung

LOC-1-Lyophilisator

Serva, Heidelberg

Sartorius, Gottingen

Pharmacia, Freiburg
LKB, Bromma (Schweden)
LKB, Bromma (Schweden)
LKB, Bromma (Schweden)
LKB, Bromma (Schweden)

Phase, Deeside, Clwyd (Grol3britannien)

Biotronik, Maintal
Biotronik, Maintal
Knauer, Berlin
Rheodyne, Berkley (USA)
Shimadzu, Duisburg
Macherey-Nagel, Diren
Pharmacia, Uppsala (Schweden)
PerSeptive Biosystems, Wiesbaden

Applied Biosystems, Weiterstadt

Christ, Osterode/Harz
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5.1.4.5 Laser-Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie

Kratos Kompact MALDI | Shimadzu Europe, Duisburg

Voyager PerSeptive Biosystems, Wiesbaden

5.1.4.5 Sequenzanalyse

473A Protein Sequencing System Applied Biosystems, Weiterstadt
PTH C-18, 5 1 (2.1%x220 mm) Applied Biosystems, Weiterstadt

5.1.4.6 Zirkulardichroismus

Jasco J-720 Dichrograph Jasco Deutschland, Gro3-Umstadt
Thermostat RTE-110 Neslab, Newington (USA)

Digitale Steuereinheit Neslab, Newington (USA)

IBM PC-AT PS/2 IBM, New York (USA)

Multiscan CMS-3436 Miro Computer Products AG, Braunschweig
Desk-Jet 820 Cxi Professional Series Hewlett-Packard, Palo Alto (USA)

5.1.4.7 UV-Spektroskopie

Uvicon 930 Kontron Instruments, Eching

5.1.4.8 Fluoreszenzspekroskopie

Fluoreszenzspektrometer LS 50 Perkin Elmer, Uberlingen

5.1.4.9 Elektronenmikroskopie

Philips CM 10 Transmissionselektronenmikroskop  Philips, Eindhoven (Niederlande)

5.1.4.10 Sonstige Gerate

Biofuge 13 Heraeus, Hanau
Digital pH-Meter 646 Bachofer, Reutlingen
Magnetrihrer Combimag Rct IKA Labortechnik, Staufen
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Lyophilisationsanlage Leybod-Heraeus, Stuttgart
Trockenschrank Memmert, Schwabach

Ultraschallbad Sonorex RK 100 Bandelin, Berlin

Zentrifuge ECONOSPIN Sorvall Instruments DuPont, Dusseldorf

5.2 Methoden

5.2.1 Isolierung von KLH2-c aus nativem Hamocyanin

KLH wurde aus der Hamolymphe vdviegathura crenaulatasoliert und wie bei Gebauest. al.

[128] beschrieben in die Untereinheiten dissoziiert. 6 mL der isolierten Strukturellen Untereinheit
KLH2 wurden 24 h gegen 300 mL Glycin (pH 9.6) dialysiert, wobei der Puffer dreimal
ausgetauscht wurde. Nach Abschluf3 der Dialyse lag das Protein in einer Konzentration von
4.7 mg-mL* in 12 mL Flissigkeit vor. Jeweils 1 mL dieser Lésung wurde mit 10 pL Trypsinlésung
(10 pg-plh) versetzt, was einem Substrat-Enzym-Verhéltnis von 2% entsprach, und 5 h bei 37°C
inkubiert. Aus 10 Verdauanséatzen wurden jeweils 20 pL Lésung entnommen und vereinigt. Das
Fragmentgemisch wurde mittels HPLC Uber eine Q-Sepharose-HP-Saule innerhalb von 200 min
mit einem Gradienten von 0% bis 50% Puffer B bei einer FlieRgeschwindigkeit von 0.5 ni'L-min
getrennt. Als Puffer A wurde 0.04 M Tris-HCI (pH 8.0) als Puffer B 0.04 M Tris-HCI mit 1 M
NaCl (pH 8) verwendet. Die KLH2-c enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt und lyophilisiert.
Uber eine Umkehrphasen-HPLC mit einer NucleosilgSaule (250x10 mm) wurde die KLH2-c-
Fraktion aufgereinigt. Das Puffersystem bestand aus einem Puffer A (0.16% TFA in Wasser) und
einem Puffer B (80% Acetonitril in A) und wurde mit folgendem Gradienten gefahren: nach 2 min
bei 20% Puffer B wurde die Konzentration von B innerhalb von 48 min auf 80% erhoht. Die
FlieRgeschwindigkeit betrug 1.2 mL-rlirund die Absorption des Eluates wurde bei 214 nm
gemessen. Die isolierte Funktionelle Einheit KLH2-c wurde mittels SDS-PAGE (Abb. 61)
gekreuzter Immunoelektrophorese (Abb. 62), N-terminaler Ansequenzierung und MALDI-MS

identifiziert und auf ihre Reinheit geprift.
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Abb. 61. SDS-PAGE zur Identi-
fizierung von KLH2-c. Banden 1 und
7. Standardproteine: a) Carboan-
hydrase (M = 29 kDa) b) Ovalbumin
(M, = 45 kDa) ¢) Rinderserumalbumin
(M, = 66 kDa) d) Phosphorylase B (M
= 97 kDa) e)[-Galaktosidase (M=
116 kDa) f) Myosin (M = 205 kDa);
Banden 2 und 5: Fragmentgemisch der
tryptischen Spaltung von KLH2; Bande
3: KLH2-b; Bande 4: KLH2-c; Bande
6: natives KLH. Bedingungen: Gel
7.5%; Proteinkonzentration: 3 - 6J.g.

Abb. 62. Gekreuzte Immunelektro-
phorese des aus dem tryptischen
Verdau von KLHZ2 erhaltenen
Fragmentgemisches gegen Anti-KLH2.
Der Pfeil kennzeichnet die Bande von
KLH2-c. Gel: 1% Agarose M in

Veronalpuffer;  Proteinkonzentration:

6 ug.
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5.2.2 Isolierung von KLH2 aus IMMUCOTHEL®

Die Immucothel-Proben (Biosyn, Fellbach) enthielten KLH in einer Konzentration von 6.9 rig-mL
in Tris-HCI-Puffer (pH 7.4). 6 mL L6ésung wurden 24 h gegen eine Pufferlosung aus 0.1 M
Tris-HCI, (pH 6.5) mit 1 mM CaGlund 0.5 mM MgC} dialysiert und in Portionen von je 50 pL
(ca. 0.3 mg-:ml Protein) auf eine POROS HQ/M-Anionentauscherséule (3.6x100 mm)
aufgetragen. Dialysepuffer wurde als Puffer A und 1 M NaCl in A als Puffer B verwendet. Bei
einer FlieBgeschwindigkeit von 1 mL-rinvurde die Konzentration von Puffer B nach 10 min bei
0% innerhalb von 70 min auf 100% erhoht. Die Absorption des Eluates wurde bei 214 nm

detektiert.

5.2.3 Isolierung der Strukturellen Untereinheiten des Hadmocyanins vonHomarus

americanus

Das Hamocyanin voilomarus americanusvurde von Prof. Dr. B. Salvato (Universitat Padua)

zur Verfugung gestellt. Zur Dissoziation in die Untereinheiten wurden 8 mL natives Hamocyanin
(ca. 2 mg-mL’) uber Nacht gegen einen Puffer aus 0.1 M NaH@®&d 20 mM EDTA (pH 10),

und anschliel3end weitere 24 h gegen den selben Puffer, der nun zusatzlich 2 M Harnstoff enthielt,
dialysiert. Das dissoziierte Material wurde aufgereinigt, indem es Uber eine DEAE-Sepharose-Cl-
6B-Saule (3.0x100 cm) mit einem linearen Gradienten aus Dissoziationspuffer und 0 - 0.4 M NacCl
eluiert wurde. Die gro3te Fraktion wurde nach dem Entsalzen tber FPLC mit einer Mono-Q HR
10/10- S&ule weiter aufgetrennt. Mit einer FluRrate von 2 mL*minrde Puffer B 10 min lang bei

0% belassen und dann innerhalb von 70 min auf 100% erh6ht. Als Puffer A wurde der
Dissoziationspuffer (0.1 M NaHC20 mM EDTA, pH 10 mit 2 M Harnstoff), als Puffer B der

mit 1 M NaCl versetzte Puffer A verwendet. Fur die Sequenzanalyse wurde ein Teil der aus dieser
Trennung erhaltenen Fraktionen abschlielRend mittels HPLC Uber eine RP Nucleqgibaule
aufgereinigt. Als Puffer wurden 0.1% TFA in Wasser (Puffer A) und 0.085% TFA, 80%
Acetonitril, 20% Wasser (Puffer B) verwendet. Die Probe wurde mit einem Gradienten von 10%
Puffer B fir 10 min und anschlieBender Erh6hung auf 100% B in 70 min und einer

FlieRgeschwindigkeit von 1 mL-mireluiert.
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5.2.4 Isolierung und Aufreinigung der Strukturellen Untereinheiten des Hamocyanins von

Maia squinado

Das nach Ricchelliet al. [150] aus der Hamolymphe isolierte und bei -20°C in einer 18%
Sucroseldsung gelagerte Hamocyanin wurde freundlicherweise von Prof. Dr. B. Salvato
(Universitat Padua) zur Verfugung gestellt. Zur Dissoziation in die Untereinheiten wurden 10 mL
natives Hamocyanin (ca. 3 mg-fiLilber 24 h gegen einen Puffer aus 0.1 M Natriumhydrogen-
carbonat (pH 10), der 20 mM EDTA und 2 M Harnstoff enthielt, dialysiert. Das Dialysat wurde
Uber eine lonenaustauscher-MonoQ HR 10/10-Saule mittels FPLC getrennt. Als Eluent A wurde
der Dialysepuffer, als Eluent B der mit 1 M NaCl versetzte Puffer A verwendet. Das Protein wurde
mit einem nichtlinearen Gradienten (10 min 0% Puffer B, in 10 min von 0 - 30% Puffer B, in 50
min von 30 - 100% Puffer B) mit einer FlieRgeschwindigkeit von 2 mL"meluiert. Zur
Reinheitskontrolle wurde ein Teil der Fraktionen mittels HPLC uber eine Nucleosil 7,RB&Dle
eluiert (Puffer A: 0.1% TFA in HO, Puffer B: 0.17% TFA, 80% Acetonitril in ¥D). Bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 mL-mirwurde die Ausgangskonzentration von 10 % Puffer B uiber
10 min gehalten und dann innerhalb von 70 min auf 100% Puffer B erhoht. Die durch die HPLC-

Trennung erhaltenen Fraktionen wurden zur Sequenzanalyse verwendet.

5.2.5 Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von apo-Hamocyanin

Zur Darstellung des apo-Hamocyanins wurde das native Protein 48 h lang bei 4°C gegen 50 mM
Tris-HCI (pH 8.0), der 20 mM EDTA und 20 mM KCN enthielt, dialysiert. Die vollstandige
Entfernung der Kupferatome aus dem Protein wurde spektrophotometrisch durch Vermessen des
Absorptionsverhaltnisses der Banden bei 340 und 278 nm Uberprift. Als Mal3 fur die vollstandig

oxygenierte Form wurde ein Verhaltnis voR4A,7s = 0.21 angenommen.

5.2.6 Enzymatische und chemische Spaltungen von KLH@-

5.2.6.1 Spaltung mit Endoproteinase Lys-C

Die Spaltung mit Endoproteinase Lys-C (schneidet C-terminal an Lysinresten) wurde in einem
Puffer aus 0.025 M Tris-HCI (pH 8.3) mit 0.001 M EDTA und 1 M Harnstoff durchgefiihrt. Das
Verhaltnis Enzym:Substrat betrug 1:250 (w/w). 3.65 mg Protein wurden in 3500 pL Verdaupuffer
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geldst und 24 h bei 37°C inkubiert. Insgesamt 150 pL Lys-C (7.5 pg) wurden in drei Portionen zu
je 50 pL am Beginn, nach 8 h und nach 16 h hinzugefugt. Nach beendeter Inkubation wurde der
pH-Wert auf 4.8 gesenkt und ausfallendes Peptid abzentrifugiert (8 min bei 3200')-Bia

Probe wurde lyophilisiert und bei -20°C eingefroren.

5.2.6.2 Chymotrypischer Verdau

Die Spaltung mit Chymotrypsin wurde in einem Puffer aus 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat
(pH 9) und 2 M Harnstoff mit einem Enzym-Substrat-Verhdltnis von 1:20 vorgenommen. Zu
24 mg in 2.2 mL Verdaupuffer geldstem Protein wurden 120 pg, in 1 mM HCI gel6stes
Chymotrypsin hinzugefiigt und 20 min bei 37°C inkubiert. Die Verdauldsung wurde lyophilisiert

und bei -20°C eingefroren.

5.2.6.3 Umsetzung mit Bromcyan

1.5 mg Protein wurden in 100ul 70%iger Ameisensaure geldst, mit 50 mg Bromcyan in 500 pL
TFA versetzt und unter Stickstoffatmophare 24 h im Dunkeln inkubiert. Die Umsetzung wurde
durch Zugabe des zehnfachen VolumengOHabgebrochen und 10 min bei 3200 U-tnin
zentrifugiert, um ausgefallene Substanz abzutrennen. AnschlieRend wurde die Probe lyophilisiert

und bei -20°C eingefroren.

5.2.6.4 Umkehrphasen-HPLC mit UV-Detektion

Die Spaltungsfraktionen werden tber eine Nucleosils7&&ule (25010 mm) eluiert. Das Puffer-
system bestand aus Puffer A: 0.16% TFA in Wasser und Puffer B: 80% Acetonitril in Puffer A.
Der Endo-Lys-C- und der chymotryptische Verdau wurden mit einem Gradientenprogramm von
5 min 0% B und von 0 bis 100% B in 110 min mit einer FlieBgeschwindigkeit von 1.2 mL-min
eluiert. Fur die Trennung eines weiteren Aliquots des Lys-C-Verdaus wurde der Gradient verkirzt
und nach 5 min bei 0% B innerhalb von 65 min auf 100% B erhdht und weitere 10 min bei 100% B
belassen. Puffer B bestand aus 60% Acetonitril in Puffer A. Im Falle der Bromcyan-Umsetzung
wurde 10 min bei einer Konzentration von 10% B eluiert. AnschlieRend wurde die Konzentration

von Puffer B innerhalb von 100 min von 10% auf 100% erh6ht. Die Fluf3rate betrug hier
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1.0 mL-min*. Bei allen HPLC-L&ufen erfolgte die Detektion im DurchfluBphotometer bei 214 nm.
Mit 4-Vinylpyridin umgesetzte Proben wurden {iber eine Umkehrphasensaule AqifagPe300

(30 x 2.1 mm) entsalzt. Als Puffer A wurde 0.1% TFA in Wasser, als Puffer B 80%
Acetonitril/0.085% TFA in Wasser eingesetzt.

5.2.7 Kohlenhydratanalyse von KLH2<¢

Die KLH-Untereinheiten wurden mit Trypsin in ihre Funktionellen Einheiten gespalten [131, 140],
mittels SDS-PAGE (10% Polyacrylamid) getrennt und nach der Methode von Kyhse-Andersen
[162] elektrophoretisch auf Nitrocellulosemembranen ulbertragen. Die Membranen wurden Uber
Nacht bei 4°C mit 1% (w/v) in Puffer A (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5) gelostem
Rinderserumalbumin blockiert. Nachdem die Membranen zweimal mit Puffer A und einmal mit
Puffer B (Puffer A mit 1. mM CaGlund 1 mM MnC}, pH 7.5) gewaschen worden waren, wurden

sie 2 h bei Raumtemperatur mit folgenden digoxigeninen Lektinen behandelt: Concanavalin A
(1/100 verdunnt in Puffer B), Erdnul3-Agglutinin (1/200 verdinnt in Puffer B) émdarantus
caudatusAgglutinin (1/500 verdinnt in Puffer B). Nach weiterem dreimaligen Waschen mit Puffer
A wurden die Membranen 1 h bei Raumtemperatur mit Anti-Digoxigenin-Fab-Fragmenten und
alkalischer Phosphatase (1/1000 verdinnt in Puffer A) inkubiert und anschliel3end erneut dreimal
mit Puffer A gewaschen. Die Proteine wurden in Puffer C (100 mM Tris, 50 mM Md®O0 mM

NaCl, pH 9.5) einige Minuten mit einer Mischung aus NitroBlueTetrazolium (0.33 mg)mhd
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (0.16 mg-ijLangefarbt. Die Reaktion wurde durch mehr-

maliges Spulen der Membranen mit destilliertem Wasser gestoppt.

5.2.8 Allgemeine Vorschrift fir die Reduktion und die S-Pyridylethylierung von Cystein-
Resten

Das zu modifizierende Protein wurde in einem Puffer aus 0.25 M Tris-HCI (pH 8.5) mit 6 M
Guanidinhydrochlorid und 1 mM EDTA gel6st. Unter Stickstoffatmosphare wurde eine Lésung
von frisch bereitetem 10%iger-Mercaptoethanol (v/iv in Wasser), was einem 100-fachen
UberschulR bezogen auf die Zahl der Cysteinreste entspricht, zugefiigt und bei Raumtemperatur 2 h
im Dunkeln inkubiert. 4-Vinylpyridin wurde in einem 100-fachen Uberschuf? in Bezug auf die Zahl
der Cysteinreste hinzugefligt und 2 h im Dunkeln stehen gelassen. Nach beendeter Reaktion wurde

die Reaktionsldsung zur Entsalzung Uber eine Aquapore RP-300-Saule mit einem Gradienten-
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programm von 5 min 100% A, einem anschlielienden linearen Gradienten von 0 auf 100% B
innerhalb von 10 min und einer 15 mindtigen Elutionsphase bei 100% B mit einer Fliel3-
geschwindigkeit von 200 pL-mireluiert. Die Detektion erfolgte bei 214 nfh63].

5.2.9 Polaycrylamidelektrophorese (PAGE)

5.2.9.1 Zur Herstellung der Elektrophoresegele verwendete Reagenzlésungen

Lésung A: 1 M Tris, pH 8.8

Loésung B: 1 M Tris, pH 6.8

Losung C: 30% Acrylamid, 0.8% Methylenacrylamid in 100 mL desOH

Lésung E: 10% SDS in dest..B

Losung F: 1.51g Tris; 20 mL Glycin, 4 g SDS in 100 mL desiO5 pH 6.8, fur reduzierende
Bedingungen 1 mM DTT.

5.2.9.2 Trennungsgel 7.5% (SDS-PAGE)

2.8 mL Lésung A, 1.9 mL Losung C, 0.075 mL Lésung E, 2.8 miOHlest., 0.005 mL TMED,
0.05 mL frisch bereitetes (NJLS;05 (10 mg in 500 pL HO) wurden in einer Saugflasche
vermischt und an der Wasserstrahlpumpe 5 min lang entgast. Fur PAG-Elektrophoresen unter

nativen Bedingungen wird die Gelmischung ohne Zugabe von Losung E angesetzt.

5.2.9.3 Trennungsgel 10% (SDS-PAGE)

2.8 mL Losung A, 2.5 mL Lésung C, 0.075 mL Lésung E, 2.15 miOHlest., 0.005 mL TMED,
0.05 mL frisch bereitetes (NJLS;05 (10 mg in 500 pL HO) wurden in einer Saugflasche
vermischt und an der Wasserstrahlpumpe 5 min lang entgast. Fur PAG-Elektrophoresen unter

nativen Bedingungen wird die Gelmischung ohne Zugabe von Losung E angesetzt.

5.2.9.4 Stapelgel 5% (SDS-PAGE)

0.625 mL Losung B, 0.85 mL Loésung C, 0.05 mL Losung E wurden in einer Saugflasche mit
3.65mL HO, 0.005 mL TEMED und 0.05 mL einer frisch bereiteten (W¥3,0,-L6sung
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vermischt und an der Wasserstrahlpumpe 5 min lang entgast. Fur Elektrophoresen unter nativen

Bedingungen wurde keine Losung E zugesetzt.

5.2.9.5 Denaturierungspuffer

Bevor die Proteinproben auf das Gel aufgetragen wurden, wurden sie mit einem Denaturierungs-
puffer aus 3.2 mL 0,25 M Tris-HCI, pH 6.8, 1.0 mL SDS-L6sung (20 g in 100 rpD)HO.02 mL
Mercaptoethanol oder DTT, 0.05 mL 2% Bromphenolblau igOHund 100 mg Saccharose
behandelt. Nichtreduzierender Puffer wurde ohne die Zugabe von Mercaptoethanol oder DTT

angesetzt.

5.2.9.6 L6sung zum Anfarben des Gels

Aus 2.5 mg Coomassie BB R250, 450 mL Methanol, 100 mL Essigsaure und 450 kitde

eine L6sung bereitet, mit der die Proben auf dem Gel markiert wurden.

5.2.9.7 L6sung zum Entfarben des Gels, Fixierldsung

50 mL Methanol und 75 mL Essigsaure wurden mit 1000 mL des© Mermischt. Um eine
optimale Entfarbung zu erreichen, wurde die Fixierlosung wahrend des Entfarbungsprozesses

mehrmals ausgetauscht.
5.2.9.8 Agarose-Gel fur die Immunelektrophorese

Aus 500 mL destilliertem Wasser, 10.3 g Natriumbarbiturat und 0.20 g Diethylbarbitursaure wurde
eine Stammldsung angesetzt. Zur weiteren Verwendung wurde diese Stammlosung auf 2.5 L
verdunnt. Fur die Immunelektrophorese wurde mit der verdinnten Losung und Agarose M ein

1%iges Gel hergestellt.

5.2.10 Massenspektrometrie

Fur die Vermessung der Proben wurde ein Shimadzu Kratos Kompact MALDI-Spektrometer
verwendet. Die zu vermessenden Proben wurden in 50 bis 60 pL 0.1% TFA gelost, was zu einer

Probenkonzentration zwischen @@nd 10* M fiihrt. Als Matrix wurden 10 mga-Cyano-4-
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hydroxyzimtsaure in einer Lésung von 1 mL 0.1% TFA in 70% Acetonitril verwendet. Fiur das
sogenannte "Sandwich-Verfahren" wurden auf einen Probentrdger zuerst 0.2 bis 0.3 pL Matrix
aufgetragen und getrocknet. AnschlieBend wurden 0.3 pL Probenldsung aufgetragen, die
getrocknet und von einer weiteren Matrixschicht bedeckt wurden. Die Messung erfolgte bei einer
Wellenlange von 337 nm mit einem fokussierten Laserstrahl mit einer Energiedichte Ybis 10°

W/cn? und einer um 30 bis 60% verminderten Intensitat des Laserstrahls, sowie einer
Beschleunigungsspannung von 20 keV. Mehrere Laser-"Pulse" unter gleichen Bedingungen
wurden akkumuliert. Zur Kalibrierung der Massenskala wurde Human Substance P (M =
1347.7 Da) und Rinderinsulin (M = 5733.6 Da) verwendet. Auch die von der Matrix generierten
Massenpeaks kdnnen als Standard herangezogen werden.

Die Massenbestimmung des nativen KLE2vurde mit einem MALDI-Spektrometer des Typs
"Voyager" der Firma PerSeptive durchgefihrt. Eine Probe von ca. 50 pM wurde in 0,1% TFA
(v/v) gelost, gegen Wasser dialysiert und in einer Matrix vatCyano-4-hydroxyzimtsaure
vermessen. Als externe Standards wurde Hihnereialboumin=(¥4400 Da) und Rinderserum-
albumin (M = 66430 Da) verwendet.

5.2.11 Sequenzanalyse

Die Sequenzanalysen wurden mit einem Protein-Sequenator 473A (Liquid-pulsed-Sequenator) der
Firma Applied Biosystems mit automatischem Edman-Abbau durchgefiihrt. Die lyophilisierten
Proben wurden in 30 bis 60 pL 0,1% TFA® geldst, auf einen mit BioPreR&lus
vorbehandelten, und mit 1 bis 3 Edman-Abbauzyklen von Verunreinigungen befreiten Filter
aufgetragen und mit Stickstoff getrocknet. Die Temperatur der Reaktionszelle betrug 45°C, die des
Umwandlungsgefalies 60°C. Trennung und Analyse der PTH-Aminosauren erfolgte tber eine auf
55°C thermostatisierte RP&£HPLC-Saule (5pum, 228 2.1 mm) mit UV-Detektion bei 269 nm.

Die Proben wurden in 27 min mit einem linearen Gradienten von 12% auf 39% Puffer B und einer
FlieRgeschwindigkeit von 0.2 mL-mineluiert. Als Puffer A wurde eine Lésung aus 9,0 mL
Natriumacetat (pH 3.8) und 2,1 mL Natriumacetat (pH 4.6) in 1000 mL 5% THF/Wasser, als
Puffer B Acetonitril verwendet. Die Funktionstiichtigkeit des Geréates wurdg+hactoglobulin

als Standard tberprft.
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5.2.12 Zirkulardichroismus

5.2.12.1 KLH, KLH1, KLH2

Das aufgereinigte Protein (0.2 mg-Hlwurde in einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI (pH 8.0), der

10 mM CaC} enthielt, gelést und der Zirkulardichroismus gemessen. Die Konzentration des
Proteins wurde bei 278 nm spektrophotometrisch unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten
€278 = 1.42 mL-mg-cm' bestimmt, wobei pro Struktureller Untereinheit ein durchschnittliches

Molekulargewicht von 50 kDa angenommen wurde.

5.2.12.2 KLH2¢

Das (ber HPL-Anionenaustauschchromatographie isolierte KtHRngefahr 0.22 mg-mb)
wurde Uber Nacht bei 4°C gegen 10 mM Natriumdihydrogenphosphat (pH 7.0) dialysiert. Zur
Reduktion der Disulfidbriicken wurden die Proben 30 min bei Raumtemperatur mit 2%igem

[3-Mercaptoethanol behandelt.

5.2.12.3Homarus americanusind Maja squinado

Das aufgereinigte Protein (0.2 bzw. 0.4 mg-Hlwurde in einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI
(pH 8.0), gelést und der Zirkulardichroismus gemessen. Die Konzentration wurde UV-
spektrometrisch unter Verwendung des Extinktionskoeffizierten = 1.34 mL-mg-cmi® bei

278 nm bestimmt. Zur Bestimmung der molaren Konzentration wurde pro Struktureller

Untereinheit eine Molekilmasse von 75 kDa zugrundgelegt.

5.2.12.4 Messungen zur Temperaturstabilitat

Fur die temperaturabhéangigen Messungen (25°C - 95°C) wurden die Proben (je nach verwendetem
Protein zwischen 0.2 und 0.5 mg-MLfiir jeweils 10 min bei der eingestellten Temperatur
equillibriert. Zur Feststellung der thermisch bedingten Entfaltung der Proteine wurden die Werte
der Elliptizitat des Minimums bei 222 nm als Funktion der Temperatur aufgetragen und der

Wendepunkt der erhaltenen Kurven bestimmt.
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5.2.12.5 Denaturierung mit Guanidinhydrochlorid

Die Entfaltung von KLH, seiner Untereinheiten KLH1 und KLH2, sowie der Strukturellen
Untereinheiten voiHomarus americanuand Maja squinadounter dem Einflul3 unterschiedlicher
Konzentrationen von Guanidiniumhydrochlorid wurden anhand der Anderung des Wertes der
Elliptizitat bei 222 nm bestimmt. Die Proben (0.2 mg-Hlwurden in einem Puffer aus 0.05 M
Tris-HCI (pH 8,0), der 10 mM Caglenthielt, gelost. Die Freie Energiﬂngowurde uber die
Gleichung

AGH2° = - RTInK (9)

mit K= ([O]peon - [O]n) / ([Olb - [Olweoy, berechnet, wobeid]y die Elliptizitat des gefalteten
Proteins, P]p die Elliptizitat des vollstandig entfalteten Proteins ur@l Lo, die Elliptizitat des

Proteins bei den verschiedenen Konzentrationen von Guanidinhydrochlorid bezeichnet [164].

5.2.12.6 Sekundarstrukturberechnungen

Jedes fur die Berechnung der Sekundarstrukturen verwendete Spektrum stellt einen Mittelwert aus
drei Messungen dar. Die Spektren wurden in einem Bereich von 195 bis 250 nm in 0.2 nm-
Intervallen, einer Bandweite von 0.5 nm und einer Integrationszeit von 4 s aufgenommen. Gegen
die Wellenlange ist die Molare Elliptizita€]] (deg-cm-dmol') aufgetragen, fiir deren Berechnung

fir KLH2-c pro Aminoséure eine durchschnittliche Molekiilmasse von 110 ¢ aajenommen
wurde. Die Berechnungen der Sekundarstrukturen folgten der Methode voneYaig[148].
Zusétzlich wurden Vorhersagen der Sekundarstruktur nach den Methoden von Chou und Fasman
[135] und Garnier-Osborne-Robson [136] durchgefthrt.

5.2.13 Fluoreszenzspektroskopie

Die Fluoreszenzmessungen wurden mit einer Anregungswellenlange von 295 nm durchgefiihrt. Die
ausgestrahlte Lichtintensitat wurde Uber eine Periode von 1 s integriert und in einem Wellen-
langenbereich zwischen 295 und 450 nm aufgenommen. Die Fluoreszenzquantenausbeuten wurden

unter Anwendung folgender Gleichung bestima®5%]:
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Qx = Qs (Fx'Ax-l) (Ast Fst-l)- (10)

Die mit dem Indexx bezeichneten Grof3en Q (Quantenausbeute), F (Strahlungsintensitat bei einer
bestimmten Wellenldngd) und A (Absorption der Anregungswellenl&nge) reprasentieren die
Werte des untersuchten Proteins, die mit dem Insiekezeicheten Grofien stellen die selben
Parameter fur die Standardsubstanz dar. Das als Standard eingesetzte N-Acetyltryptophanamid
besitzt eine Quantenausbeute von 0.13 [166].

Der Wirkungsgrade des Tyrosin-Tryptophan-Energieliberganges wurde unter Verwendung der

folgenden Beziehung berechnet [167]:

Q = Qrrplfrp(A) + efry(A)] (11)

Q stent fur die Fluoreszenzquantenausbeute der Proteinprobe bei der Anregungswellenfgnge, Q
fur die Quantenausbeute der Tryptophylreste des Proteins nach Anregung bei 2g(hynund

fry(A) reprasentieren die jeweiligen Absorptionen von Tryptophan und Tyrosin bei der
Anregungswellenlang@ und wurden aus dem molaren Verhéltnis der beiden Aminoséuren im

Protein berechnet.

5.2.13.1 Fluoreszenzpolarisation

Fur die Messungen zur zeitaufgelosten Fluoreszenzpolarisation wurde ein Nanosekunden
Photonenzahler-Spektrofluorimeter und eine Stickstoffblitzlampe mit ‘full width at half-maximum’
(FWHM) bei 2.5 ns verwendet. Die Messungen wurden bei 20°C durchgefiihrt. Die Daten wurden
durch Zusammenfassung der instrumentellen Antwortfunkt@t) mit einer angenommenen
ZerfallsfunktionP(t) analysiert:

t

R()= Y(t)P(t-t) dt (12)
0

Die erhaltenen Werte von.R) wurden mit der experimentellen Zeitabh&ngigkeii(tiR verglichen.
Die Genauigkeit bei der Bestimmung der Lebensdauer des angeregten Zustandes®2atnsy
Die Zerfallskurven enthalten 1@Pulse im Maximum. Das Zeitintervall fiir diese Kurven betrug

100 ps pro Kanal.
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Die theoretische Fluoreszenzintensitat zur Zeit t wird durch die Funktion
PM)=A e +A, . et (13)

gegeben, mit Aund A als den jeweiligen Amplituden. Mit dieser Funktion kann die Lebensdauer

der angeregten Zustande bestimmt werden.

5.2.13.2 Messungen zur Temperaturstabilitat

Fur die temperaturabhangigen Messungen (25°C - 95°C) wurden die Proben fir jeweils 10 min bei
der eingestellten Temperatur equillibriert. Die Ergebnisse wurden gemal der Arrheniusgleichung

analysiert:
In (Q*1) =- E.(RT + In k)™ (14)

in der Q die Ausbeute der emitierten Quanten, [EJ-mol'] die Aktivierungsenergie der
strahlungslosen Desaktivierung des angeregten Singlettzustandes, R die Allgemeine Gaskonstante

und k die Reaktionsgeschwindigkeit darstellen.

5.2.13.3 Fluoreszenzléschungsexperimente

Die Ergebnisse der Ausloschungsreaktion zwischen den angeregten Tryptophylseitenketten und

Acrylamid wurden gemaf dem Gesetz von Stern und Volmer [168] analysiert:
Fo-F'=1+Ksy: Cq (15)

Fo und F sind hierin die Fluoreszenzintensitaten bei einer geeigneten Wellenldnge ohne und mit
LoschermolekulenKsy ist die Loschungskonstante ung die Konzentration der Loschersubstanz.

Die durch das Acrylamid verursachten inneren Filtereffekte wurden mittels des Faktors Y = antilog
(AbSe,c + Absimis)-2' mit Abs,. als der Absorption bei der Anregungs- bzw Aks als der

Absorption bei der Strahlungswellenlange, korrigiert.
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Aus dem VerhaltnikKs,-K&,* der aus Fluoreszenzldschungsexperimenten mit ionischen Léscher-
molekilen erhaltenen Loschungskonstarifgn und Ks, wurde der Elektrostatische Parameter E
berechnet, mittels dessen sich Aussagen tber die Mikroumgebung von Fluorophoren treffen lassen.
Werte unter 2.6 indizieren eine negativ geladene, Werte zwischen 4.4 und 5.2 stehen fir eine

neutrale und Werte grof3er als 6.6 verweisen auf eine positiv geladene Umgebung.

5.2.14 Elektronenmikroskopie

Fur die Elektronenmikroskopaufnahmen wurden 2 pL des gereinigtamarusHamocyanins mit
einem Puffer aus 10 mM Tris-HCI (pH 7.0), der 10 mM Ga@id 10 mM MgC} enthielt, auf eine
Konzentration von 0.1 mg-niLverdiinnt. Das Proteinmaterial wurde auf beglimmte, hydrophile,
mit Pioloform beschichtete Tragerfilm aufgebracht und mit einer Losung aus 1% wassrigem

Uranylacetat negativ kontrastiert.
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VI. Zusammenfassung

Seit der ersten Beschreibung des kupferhaltigen Atmungsproteins Hamocyanin durch Frederiq
gewann diese Substanz immer grof3ere Bedeutung. Die Feststellung, da? Hamocyanine haupt-
sachlich bei zwei Gattungen des Tierreiches, den Arthropoden und den Mollusken als Blutfarbstoff
nachgewiesen wurden, war vor allem fir die Zoologen zur Erstellung phylogenetischer Zusammen-
hange von Interesse. Durch vielfaltige Untersuchungen hat man heute genauere Vorstellungen zur
Quartar- und Tertiarstruktur der Hamocyanine. Nur in einigen Fallen kennt man die Primarstruktur
dieser Riesenmolekiile. Am weitesten fortgeschritten sind die Erkenntnisse Uber die
Arthropodenhamocyanine, die sich aus Strukturellen Untereinheiten mit durchschnittlich 650
Aminoséaureresten zusammensetzen. Jede SU besitzt zwei Kupferionen in einem Aktivzentrum.

Die Hamocyanine der Mollusken setzen sich aus 7 oder 8 globularen Funktionellen Einheiten mit je
einem Paar Kupferionen im Aktivzentrum zusammen. Diese FE sind durch kurze Linkerregionen
miteinander verknUpft und bilden Proteinketten mit einem Molekulargewicht von 350 bis 450 kDa.
Das Hamocyanin der Kalifornischen Schlissellochnapfschnédkgathura crenulata(KLH)

wurde zur Uberpriifung des Immunstatus von Patienten mit Harnblasenkarzinom eingesetzt. Die
Feststellung, dal’3 die behandelten Patienten eine bis zu 80% niedrigere Rezidivrate aufwiesen als
nicht behandelte, riickte die Hamocyanine in das Blickfeld der pharmazeutischen Industrie. KLH
wird seit langem als Haptentrager zur spezifischen Antikdrperbildung gegen niedermolekulare
Antigene genutzt. Genaue Vorstellungen zu den Mechanismen, die fir die starke Antikorper-
bildung eine Rolle spielen, kbnnen auf molekularer Basis erst durch Kenntnis von Primér- und
Raumstruktur der Protein- und Kohlenhydratseitenketten erhalten werden. Mit dieser Kenntnis
kbnnten dann kirzere Glykopeptidfragmente mit starker antigener Wirkung synthetisiert und

pharmazeutisch eingesetzt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Primarstruktur der Funktionellen Einhelt der

Strukturellen Untereinheit KLH2 der Kalifornischen Schiisellochnapfschnecke ermittelt.

Gleichzeitig wurde damit zum ersten Mal die Aminosduresequenz einer FE "c" eines
Gastropodenhamocyanins bestimmt. Die Sequenz weist grof3e Segmente streng konservierter
Aminoséauren auf, die vor allem im Bereich der Bindungstellen der Kupferionen lokalisiert sind. Im

N- und C-Terminus wurden vielfaltige Austausche von Aminosauren gefunden. Bezogen auf streng

konservierte Aminosauren weist KLH2zur FE "c" des Cephalopode@ctopus dofleinieine
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Homologie von 55% auf. Da beide FE von Hamocyaninen von Tieren unterschiedlicher
Unterordnungen stammen, kann diese Ubereinstimmung als Hinweis auf dieselbe strukturelle
Funktion der Funktionellen Einheit "c" innerhalb des Gesamthamocyanins gewertet werden.

Es wurde weiterhin festgestellt, daf3 sich KLid2lurch eine ungewdhliche Kohlenhydratstruktur

von den anderen Funktionellen Einheiten des Hamocyanins unterscheidet. Bei den meisten bisher
bekannten Funktionellen Einheiten von Arthropoden und Mollusken wukdétykane gefunden.

Bei KLH2-c konnten keine Verknupfungsstellen fiN-glykosidische Zuckerketten gefunden
werden, Bindungsversuche mit verschiedenen Lektinen ergaben jedoch, daf3 cKLH2-
O-glykosidisch verkntpfte Zuckerstrukturen enthalt.

Die Strukturellen Untereinheiten KLH1 und KLH2 wurden mittels einer neuartigen lonenaus-
tauschersaule direkt aus Immucothedoliert. Sowohl das Gesamthdmocyanin als auch KLH1 und
KLH2 wurden auf ihre Stabilitdt gegeniber erhohter Temperatur und verschiedenen
Konzentrationen an Guanidinhydrochlorid und Harnstoff untersucht. Das native H&mocyanin
erwies sich hierbei als geringfiigig stabiler als die einzeln vorliegenden Strukturellen Untereinheiten
(SU), was darauf schlieRen la3t, dal? Aggregationen der SU einen stabilisierenden Einflul3 haben.
Harnstoff und Guanidinhydrochlorid beeinflussen vor allem dighelikalen Strukturen der
Proteine. Fluoreszenzmessungen ergaben, dal3 zwischen 25% und 65% der Energie des von
Tyrosin absorbierten Lichtes strahlungslos auf Tryptophan tbertragen wird. Au3erdem belegen die
Versuche, dal? die Tryptohanreste tief im Inneren der Proteinmatrix und in enger Nachbarschaft zu

Tyrosinresten lokalisiert sind.

Die Hamocyanine der ArthropodeHomarus americanusind Maja squinadowurden in ihre
Strukturellen Untereinheiten dissoziiert und deren Stabilitdt gegentiber denaturierenden Agenzien
und bei erhdhter Temperatur untersucht. Beide Hamocyanine wiesen mit 3@6@atus
americanuy und 72°C Maja squinadd eine hohe Temperaturstabilitat auf. Ahnlich hohe
Denaturierungstemperaturen wurden bisher nur Bbg@iypelma californicumfestgestellt, einer
Vogelspinnenart, deren Lebensraum sehr starken Temperaturschwankungen ausgesetzt ist.

Die Fluoreszenzmessungen fuihrten auch bei diesen beiden Hamocyaninen zu dem Ergebnis, daf3 die
vorhandenen Tryptophanreste in inneren Bereichen des Gesamtproteins lokalisiert sind. Nach
Dissoziation der nativen Molekile steigt die Fluoreszenzquantenausbeute stark an und Versuche
mit ionischen Fluoreszenzldschern ergaben, dald einige Tryptophanreste in den Beriihrungszonen

zwischen den Strukturellen Untereinheiten liegen und nach der Dissoziation auf deren Oberflache
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exponiert sind. Zur weiteren Charakterisierung wurden die Strukturellen Untereinheiten von
Homarus americanusind Maja squinadoN-terminal ansequenziert und mit den Strukturellen
Untereinheiten anderer Arthropoden sowie untereinander verglichen. Sie weisen mit SU von Tieren
der gleichen Gattung groRe Gemeinsamkeiten auf, sind aber auch untereinander sehr stark
homolog. Es wurden innerhalb der ersten 20 Aminosduren drei streng konservierte Bereiche
gefunden. Die Diversifizierung der FU innerhalb dieses Bereiches wird durch Deletionen,

Insertionen oder Austausche von Aminosauren bewerkstelligt.

Die hier prasentierten Ergebnisse tragen mit dazu bei, den Aufbau und die Wirkungsweise von
Hamocyaninen besser zu verstehen und die phylogenetische Entwicklung von Arthropoden und
Mollusken zu beleuchten. Im Falle der Strukturaufklarung der Funktionellen Untereinheit KLH2-

ist diese Arbeit auch ein Beitrag zur Entwicklung neuartiger Vakzine und Immunmodulatoren auf

dem Gebiet der Krebsforschung.
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