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1.

Samenvatting.

1e

2e

3e

4e

De effekten van elektrolyt-concentraties op de zuurstof-

binding aan het haemoglobine van Arenicola marina L.

werden bestudeerd.

De zuurstofaffiniteit van Arenicola-Hb neemt toe bij
toenemnende elektrolyt-concentratie; tweewaardige kationen
(Caz+, Mg2+) verhogen de O,-affiniteit meer dan éénwaar~
dige kationen (KT, Na+);of het anion nu Cl1l~ of 8042" is,
lijkt geen verschil in Oz—affiniteit te veroorzaken.
Toename van de elektrolyt-concentratie veroorzaakt
bovendien een toename van de haem-haem interactie;
éénwaardige kationen hebben een geringer effekt op
HILL's interactie constante n, dan tweewaardige kationen.
Het tweewaardig anion SO42— heeft, vergeleken met het
éénwaardig anion Cl~, een dempend effekt op de haem-haem
interactie.

De effekten van elektrolyten op de zuurstofbinding aan

het haemoglobine van Arenicola blijken te verschillen

van de zouteffekten op mens-Hb.

Het Bohr-effekt werd gemeten om pH-correcties toe te
kunnen passen op Hb ~02—evenwichten, bij verschillende

elektrolyt-concentraties.

Om de resultaten van het onderzoek te kunnen inter-

preteren in termen van de fysiologische betekenis van




de zouteffekten in vivo, zijn een aantal adaptatie-
experimenten gedaan. Hierbij werd de interne elektrolyt—
concentratie van Arenicola bij verschillenue saliniteiten

van het milieu gemeten. Arenicola marina vertoont geringe

elektrolytregulatie. De concentratie van elektrolyten
in het bloed is lager dan in het omringende water en

het Qerschil neemt toe bij toenemende saliniteit.

5e¢ De resultaten werden vergelijkend geinterpreteerd,
speciaal met betrekking tot de zouteffekten van mens-
haemoglobine, waaraan kwalitatief en kwantitatief

onderzoek is verricht.

Summary.

1e The effects of electrolytes on the Og—binding charac-

teristics of Arenicola marina haesioglobin is studied.

2e The oxygen affinity of the haemoglobin increases with
increasing electrolyte concentration. This facilitating

2+, I\,Ig2+)

effect is greater for divalent cations (Ca
than for monovalent ones (K+, Na+) irrespective of
whether the anion is 8042_ or Cl .

Tncrease in electrolyte concentration siuultaneously
cause an increase in the apparent haem-haem interaction.
Again the effect of monovalent cations is smaller than

that of divalent ones. The divalent anion 504 has an



2.

inhibiting effect compared to the monovalent Cl .
The effects of electrolyte on Arenicola haemoglobin

show radical differences than on the human pigment.

3e The Bohr effect is measured at different electrolyte
concentrations in order to apply pH corrections to

the salt effect data.

4e In order to interpret the above data physiologically
the electrolyte regulation is studied. The internal
concentrations are determined as a function of

environmental salinities. Arenicola marina shows

slight electrolyte regulation. The blood electrolyte
concentration is lower than in the surrounding water,

this difference increases with increasing salinity.
5e The results are discussed comparatively, with special

reference to salt effects of human haemoglobin for

which some qualitative and quantitative data are

available.

Inleiding.

2.1 Probleemstelling.

In een organisme vindt transport van zuurstof van het
respiratoire oppervlak naar de weefsels plaats, door

middel van e¢en bloedpigument. Kooldioxide wordt getrans-




porteerd als vrij HCO3’ of gebonden aan de NHz—groepen
van de peptide ketens van het bloedpigment, als
carbamaat.

De voornaamste ademhalingspigmenten zijn haemo-
globine(Hb ) en haemocyamine; het koperhoudende
haemocyamine komt alleen voor bij de evertebraten,
het ijzerhoudende hacmoglobine bij evertebraten en
vertebraten.

Tussen individuen van dezelfde diersoort bestaat,
onder vergelijkbare omstandigheden van zuurgraad en
temperatuur, een grote variatie in de zuurstof-
bindende eigenschappen. et Hb -molecuul vertoont
geen variatie in molecule grootte tussen individuen
van een soort. Dit blijkt uit experimenten waarbij de
eigenschappen van Hb werden bepaald door middel van
ultracentrifugatie, gel-chromatografie, electroforese
en electrofocusing (ongepubl. geg./ pers. meded.).

Andere factoren dan verschil in molecuul-structuur,
temperatuur en zuurgraad, moeten dus mede invlocd
hebben op de oxygenatie van Hb.

ALLEN, WYIAN en SMITH (1953) konden aantonen dat, door
oplossingen van gelijke ionensamenstelling en ionsterkte
te gebruiken, verschillen tussen functionele eigen-
schappen van bloed van de mens en de menselijke foetus
berusten op het chemisch milieu, waarmee het Hb  in
kontakt was en niet op intrinsieke verschillen van

het molecuul.

Weber (1971) vond verschillen tussen de zuurstof -



affiniteit van coeloom-lb en bloedvat-Hb in vivo van

Wephtys hombergii, bij dezelfde pH en temperatuur, waardoor

cen duidelijk zuurstof-overdracht systeem aangetoond kon
worden. Fr werden cvenwel geen aanwijzingen gevonden voor
inherente verschillen in de O2 binding van deze bloed-
pigmenten wanneer gemeten werd in dezelfde ionische
samenstelling.

Uit het voorgaande bl jkt de noodzaak om tot ecn syste-
matisch onderzoek te komen, waarbij de invloed van alle
fysisch-chemische faktoren die de zuurstofbinding aan

Hb Dbeinvloeden.bestudeerd worden.

De bedoeling van dit onderzoek is om kwalitatieve en
kwantitatieve gegevens te verkrijgen over de invloed van
elektrolyten (”zouteffekt”) op de functionele eigen-
schappen van Hb.

Onderzock naar de invloed van elektrolyten op de¢ func-
tionele eigenschappen van Hb is van belang om, Op
moleculair niveau, inzicht te krijgen in het werkings-
mechanisme van ioncn op Hb -Oz—evenwichten en van
intersctie van ionen in oplossing met eiwitten; boven-
dien om na te gaan in hoeverre cr sprake 1s van aan-
passing van deze eiwitten aan verschillende salinitceiten
van het milieu.

Het zouteffekt op de Og—binding kan van biologische
betekenis zijn, in verband met de verspreiding van
rrcnicola en van organismen met Hb  als bloedpigment
in het alpgemeen. Afgezien van deze fysiologische

motivatics zijn kwantitatieve gegevens van belang om




literatuurgegevens, resultaten van onderzoek waarbij
veelal verschillende zoutconcentratics zijn gebruikt,

te vergelijken.

2.2 Functionele eigenschappen van haemoglobine.

Haemoglobine is ecn protcine opgebouwd uit cen
aantal pepbide ketens, die onderling door waterstotf-
bruggzen zijn verbonden, en ¢én of meer acticve of
prostctische groepen. Tlke peptide keten heeft een
haem als prosfetischc groep. De haem, ccn ijzer-
porphyrine ring, is aan de peptide keten verbonden
door histidine (vgl. PWRUTZ, 1960; wig.: 1).

De belangrijkste cigenschap van Hb 1is de reversibelc
reactie met zuurstof, die gebascerd is op de binding
van 1 molecuul O2 aan de zesde koOrdinatieplaats van
het ferro-ion van de haem-groep. Het ijzer-atoom
blijft hierbij tweewaardig (KARLSON, 1964).

Bij deze reactie van 02 met Hb  treden confor-
matie veranderingen op in het gchele molecuul
(vgl. BPNDSCH & BENESCH, 1964), wat intcractie
tussen haem-groepen veroorzaakt; cen sigmoidalce
vorm van cen zuurstofbindingskurve duidt op haem-
hacm interactie (MANWFLL, 196%; WEBFR, 1965. Zie 2.2.1).
Andere functionele eigenschappen van hacmoglobine
zijn het Bohr-effekt (2.2.2) en het zouteffekt (2.2.3).
De reacties van hacm-proteinen met "ligands" (stoffen

die reversibicl gebonden worden door het ijzer-atoom



van de haem-groep) omvatten belangrijke "linked functions!
(vgl. ROSST-FANELLI et al., 1964 ). "Linked functions"
ontstaan door de onderlinge afhankelijkheid van de reactie-
constantes van twee of mecr specifieke bindingsplaatsen
voor "ligand" op het ciwit-molecuul (WYIMAN, 1948) .
70 is het Bohr-effeckt een nlinked function'";
veranderingen in de affiniteit van Hb voor "licands"
bij pH-veranderingen worden veroorzaakt door inter-
actie tussen de hacm-groepen cn die protonbindende
groepen van het proteine die kunnen ionizeren.
Haoem—haem interacties éen het zouteffekt zin ook
voorbeelden van "linkcd functions" en worden waar-
schijnlijk veroorzaakt door hetzelfde mechanisme van
conformatie-verandering.
PERUTZ (1970) onderscheidt in dit mechanisme van
conformatie-veranueringen drie stappen: de binding
van de "ligand" (02) aan de subeenheden van het
molecuul; als gevolg daarvan de configuratieveran-
deringen van de subeenheden, waarna cen verandering
in de totaal structuur van het hele molecuul optreedt.
Welke faktoren de conformatie-veranderingen
nganzet" is niet met sekerheid te zeggen. Dat elektro-
magnetische interacties getén rol spelen komt doordat
de afstand tussen de¢ haem-groepern te groot is (25-37 2).
Het zal dus een stereochemische "trigger" mocten zijn
die de conformatie-veranderingen aanzet; of de verande-
ringen geaktiveerd worden door een verandering van de

haem-grocp door suurstofbinding of door de "ligand" 1is




niet te zeggen (vgl. PLRUTZ, 1970).

2.2.1 De haem-haem interactie.

De zuurstofbindingskurven van haemoglobine van
Cyclostomata en van myoglobine, bloedpigmentcn met &én
haem-grocep, 2zijn hyperbolisch. Bij moleculen met meer
dan &¢én hacm-groep bestaat de mogelijkheid van staps-
gewijze oxygenatie, zd dat de vrije energie om zuurstof
te binden van de haem-groepen die nog geen O2 gebondcn
hebben, beinﬁloed wordt door andere haem-groepen die

wel 0, gebonden hebben (vgl. WEBER, 1965). Dit ver-

2
schijnsel wordt haem-haem interactie genoend .
Het Hh —02—evenwicht kan worden gekaraktiseerd met
behulp van de vergelijking van HILL (1910),
% OxyHb. = K.p"/1+K.p", waarin p de partiéle zuur-
stofspanning is, K de Hb —02—affiniteits constante
en n een maat voor de haem-haem interactie (HILL's
interactie constante).

n is de richtingscoéfficient van de 1lijn die
wordt verkregen wanneer het saturatiepercentage van
het Hb (OxyHb /Hb ) dubbellogaritmisch wordt uit-
gezet tegen de zuurstofspanning (pOZ).
Fen waarde van n=1, bij een hyperbolische kurve, geeft
aan dat er geen haem-haem interactic optreedt. Wanncer
n:>1 is er interactie tussen de haem-groepen; de¢ aisso-
ciatiekurven zijn sigmoidaal.

WYMAN (1948) geeft aan dat bij een n-waarde van 2.8, voor
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zoogdicren-Hb , tenminste drie haem-groepen interactie

vertonen.,

2.2,2 Het Bohr-effekt.

Bohr et al. (1907; vgl. WOLVEKAMP, 1961) vonden
dat een toename van de kooldioxide spanning een afnaume
van de zuurstofaffiniteit veroorzaakt. Dit verschijnsel,
het Bohr-effekt, berust op de verandcring van de zuur-
graad (pH) bij verandering van pCO,; bij toename van pCOo,
in de weefsels'nuemt de pH af

(CO,+H,0 = H,C0 = HY+HCO;™ en 'l = k., [H,C04

formule van HASSELBALCH-HENDERSON).

BENESCH en BENESCH (1961) concluderen dat het mecha-
nisme van het Bohr-effekt berust op reversibele disso-
ciatie van protonen tijdens het oxygenatieproces., Het
is een interactie tussen het zuurstof dissociatie-
evenwicht en de protondissociatie.

De grootte van het Bohr-efiekt kan gedefiniderd worden
als de verandering van P5() (de zuurstofspanning, waar-
bij het bloed voor 50% geoxygeneerd is) per pH-eenheid.
De Bohr-effekt index, 7 = A log p5o/£\pH (vgl. PROSSIR

en BROWN, 1962).

2.2.3 Het zouteffekt.

Het zouteffekt kan gedefiniéerd worden als de invloed
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van het totaal aan opgeloste elektrolyten eén van de
jonen in oplossing afzonderlijk op de zuurstofaffi-
niteit (~ ligging van de Oz-bindingskurve) en de
haem-haem interactie (-~ sigmoidale vorm van de
02—bindingskurve).

Het mcchanisme van het zouteffekt op de oxygenatie
zal waarschijnlijk berusten op reciproke interactie
tussen de in oplossing zijnde ionen en het proteine.
De grootte van het zouteffekt zullen wij karakteri-
seren door de coéfficicnten & en c ;~5 is een maat
voor de verandering van p50 per concentratie-
eenheid (. log pso/zxi) en ¢ geeft een relatieve
waarde voor het effekt van verschillende kationen

op de zuurstofaffiniteit (zie onder 4.6).
7zuurstof-dissociatieckurven van gedialyseerde oplos-
singen van mens-Hb vertoonden een nauwelijks sigmoi-
dale vorm, terwijl oplossingen van Hb met zouten

een S-vormige dissociatiekurve te zicn gaven ( BAR-
CROFT et al. 1909; vgl. WOLVEKAIP, 1961). Dit duidt

op de invloed van elektrolyten op het oxygenatie-

proces.

2.3 Parameters voor de zuurstofbindende eigenschappen

van haemoglobine.

Als parameters voor de zuurstofbindende eigenschappen
van alle bloedpigmenten worden de log Pso en de

n-waarden gebruikt.
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De waarde van log Pso als maat voor de zuurstofaffi-

niteit en de n-waarden als maat voor de haem-haem

interactie.

2.4 Haemoglobine van Arenicola marina L. (Annelida-

Polychaeta).

Vergeleken met het uitgebreide onderzock naar de
relatie tussen de structuur en functie van het hacmo-
globine bij vertebraten, is hieraan bi] evertcbraten en
in het bizondér bij Anneliden, nog weinig gedaan.

Voor dit onderzoek werd gebruik gemaakt van bloed

van Arenicola marina, vanwege de aanwezigheid van

basische gegevens over de reactie van het Hb met
zuurstof (WOLVEKAMP en VREEDE, 1941; WEBER, 1970, 1971).
Het macromoleculaire pigment van Arenicola (mol.
gew. 3.106, + 180 haem-groepen - SVEDBERG) is niet
aanwezig in bloedlichaampjes, maar vrij opgelost in
de bloedvloeistof. Het Hb -molecuul heceft een zeer
complexe structuur (LEVIN, 1963) en is opgebouwd uit
12 subeenheden, die icder bestaan uit + 15 peptide
ketens, met c¢lk ecn haem als prostetische groep
(WEBER, 1970).
De zuurstofbindingskurve van Arenicola-Hb heeft ecn
sterkce sigmoidale vorm. De zuurstofaffinitcit van het
Hb 1is hoog en de P50 bedraagt 1.6-2.0 mm p02 (WOLVL-
KAITP en VRDEDE, 1941).

Voor mensclijk hacnoglobine varicert de waarde van
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de P50 tussen de 25.6 en 28.2 mm pO2 (DILL, 1931).
Het pH-cffeckt op de zuurstofbinding wordt door WOLVI-
KAMP en VREEDE (1941) als gering en door MANWELL (1960)
als niet-aanwezig omschreven.
Voor de Bohr-effekt index van Arecnicola-Hb. geven
PROSSER en BROWN (1962) een waarde van nul.

annecr de zuurstofbindingskurve grafisch dubbcel
logaritmisch wordt weergcegeven blijkt er cen twece-
fasige lincaire correlatie tussen de zuurstofspanning
en het oxygenatiepercentage te bestaan (Fig. 2).
Dit difﬂsische‘karakter van de dissociatiekurve geeft
aan dat cr cen geringerc haem-haem interactie optrcoedt
tot ongeveer 40% verzadiging (n1 varieert van 2.2-2.7)
en een sterkere haem-haem interactie bij een hoger
verzadigings percentage, van 40-90% (n2 varieert
van 4.2-4.6). In de cerste fase vindt dus interactic
plaats tussen tenminste drie haem-groepen en tijdens
de tweede fase zijn de interacties veel gec ompli-
ceerder en betreffen tcrnminste vijf hacm-grocpen.
De plotselinge overgang tussen de intensiteit van de
haem-haem interacties bij 40% verzadiging duidt op een
verschuiving in de conformatie van het molccuul als

gcheel (WEBER, 1970).

Materiaal en Methoden.

Individuen van de¢ soort Arenicola marina L.

(Annclida -Polychaectu ) werden verzameld van het

wad aan de noordoost-kust van Texel. Van de dieren
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werd de lichaamswand aan anterior-dorsale zijde over
vier segnenten opengeknipt. Hierbij stulpten de inge-
wanden naar buiten, werden afgespoeld en gedroogd.

De over het intestinum lopende blbedvaten werden open-
geknipt en het bloed opgevangen in een ijs gekoelde
centrifugebuis. Gesuspendecrd materiaal werd afgecen-
trifugeerd (MSE "minor" centrifuge; RCF waarde=2300»g).
Eventuele grote individuele variaties in de zuurstof-
bindende eigenschappen van het Hb werden opgeheven,
door bloed van ecen groot aantal individuen te verza-
melen waardoor.een gemiddclde waarde voor de para-
meters van het oxygenatieproces werden verkregen.

Om de effekten van de pH en c¢lektrolyten op de
02-binding te onderzocken is ultgegaan van gedia-
lyseerd bloed. Het bloed werd gedialyseerd bij 4°¢.
gedurende 24 uur in Visking-dialyse slang (gem.
poriéngrootte 24 X) tegen gedestilleerd water en
later gedurende 96 uur tegen aqua dest. waaraan een
ionenwisscelaar werd tocgevoegd (Permutit Bioueminrolit)
(PATEL en SPENCER, 1962).

De dialysevloeistof werd drie keer ververst, tot
geen halogenen (voornamelijk C17) meer. konden aange-
toond worden met de zilvernitraat-reaktie.

Van het gedialyscerde bloea werden series monsters
gemaakt van verschillende zuurgraad cn elektrolyt
(zout) concentratics. Steeds werd ook van cen onire—
dialyscerd bloedmonster en van ecen gedialyscerd

monster cen zuurstofbindings kurve gemaockt.
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Om het Bohr-effekt te kwantificeren (om cven-
tueel ecn pH-verloop te corrigeren) werden twee
series experimenten gedaan, waarbi fosfaatbuffers

(Na2HPO + KH,PO, - pH range 5.82-7.3%4) en tris-

4
buffers (TrisHCl - pH range 7.30-8.52) met ecn ion-

sterkte van 0.2 aan de monsters werden toegevoegd.
Van natriumchloride (NaCl), kaliumchloride (Kcl),
calciumchloride (CaClg), kaliumsulfaat (KQSO4) en
magnesiumsulfaat (MgSO4) werden de effekten op de
zuurstofbinding onderzocht. Alle gebruikte chemi-
calién warcn pfo—analyse.

De zoutconcentraties in de monsters varieerden van
0.005-%.1 molair. Bventucle dissociatic van het
hacmoglobine bij hoge zoutconcentratics werd gecon-
troleerd door bloedmonsters op een sucrose-gradient
in centrifugebuizen te brengen. De monsters werden in
de ultracentrifuge (MSE 65 Superspeed centrifuge -
RCF + 261.000) geplaatst en gedurende 1% uur bij
50.000 r.p.m. gececntrifugeerd.

Aan de kleur van het monster kon gezien worden
of autoxidatie was opgetreden (Hb -helderrood en
MetHb —-bruin). De bloedmonsters werden bewaard bij
4OC., waardoor denaturatic van het Hb. werd voorkomen.
Van alle bloedmonsters is de haemoglobine-concentratie
(met behulp van de "Lovibond 1000 comparator') en de
zuurgraad ("Radiomcter" pH meter model 27 met glas-
kalomel microeclektrode) gemeten.

De concoentratic van het hacmoglobine van de monsters
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varicerde van 23-27% (~ 3.8-4.5 gr. Hb/100 ml.) en
45-48% (~7.2-8.0 gr. Hb/100 ml.) op de "Lovibond
comparator". De kleurschijven van de Lovibond compa-
rator waren vooraf geijkt, met behulp van WONG's
ijzerbepaling en de cyaan—methaemoglobine—mcthode van
2TJLSTRA (vgl. VEBER, 1965).
De molariteit van de monsters werd bepaald door
geleidbaarheidmetingen met de Philips geleidbaar-
heidmeter PW 9501/01 met microgeleidbaarheidcel
PR 9513, Van alle zouten waarvan de invloed op de
zuurstofbinding is onderzocht, zijn ijkkurves gemaakt
zodat de geleidbaarheid (mmho/cm.) direkt uitge-
drukt kon worden in molariteit (gmol/l.) resp. ionen-
sterkte (gion/l.) (Fig. %) (WOLF, 1968). Allc
metingen werden gedaan bij een temperatuur van 20°¢.
7uurstofbindingskurven werden geregistreerd
met behulp van de "zuurstofdiffusie kamer" volgens
NIESEL en THEWS (1961). Het apparaat is geschikt
gemankt voor het gebruik van 02/N2—gasmengsels
voor diffusie- en ijkgassen.
Oxygenatie wordt als volgt gemeten: Van ecn bloed-
monster wordt een uitstrijkje op ccn microscoop-
glaansje gemaakt en in de 02—diffusie kamer geschoven,
2 dat het in de lichtweg van een fotometer valt
(Eppendorf 1101 fotometer met kwiklamp cn filter
van 4%6 nm.).
Achtcreenvolgens worden Nz—gus (voor deoxygenatie),
diffusicgas (160, 100.2 of 50.9 mm pO, - voor oOXy-

genatie), O,-gas (om bloed volledig mct O, te
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verzadigen), ijkgas I en II (resp. 0.20 en 0.54% 0,
in Ng) ¢cn dan weer Nz—gas over het blocdmonstoer
geleid.

Zuurstofbinding aan het hacemoglobine wordt met behulp
van een fotoreceptorcel gemeten als vcerandering van
lichtadsorptie door het monstcer en weergegeven als
extinctie-verandering. Via e¢en elektronische trans-
missie-extinctie-omvormer wordt deze extinctie-
verandering weergegeven op een Servogor-schrijver.
Stikstofgas wordt geleid door gaswasflessen, gevuld
met PIESER's oplossing (PIESER en FIESER, 1924) en
zilvernitraat om spoortjes zuurstof er uit te halen,
Om de eventueel aanwezige kooldioxideverontreiniging
uit de diffusie- en ijkgassen te verwijderen worden
deze gassen gewassen in een 6 normaal KOH-oplossing.
Alle gassen worden verzadigd met waterdamp om uit-
drogen van de bloedmonsters tegen te gaan.

Tijdens de oxygenatie van het Hb  bestaat er een
verband tusscn de zuurstofspanning van het diffusie-
gas en de tijd, die met minder dan 1% van een linenir
_verband afwijkt, als de zuurstofspanning van hect
diffusiegas 20 & 30 keer zo hoog is als de Py van

het Hb. (NIESEL en THEWS, 1961; SICK en GERSONDE, 1968).
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4. Nesultaten, conclusics en diskussie.

4.1 Onderzoek naar de dissociatie van Arcnicola-HbD

bij hoge elektrolytconcentraties.

ROSST-PANELLI et al. (1961, 1964) en BENLSCII
et al. (1964) toonden aan dat bij mens-hacmnoglobine
bij hoge elcktrolytconcentraties (2 Molair) disso-
ciatie van het molccuul in subeenheden optrecdt.
WEBFR (1970) kon aantonen dat bij toenemende disso-
ciatie van Arehicola-Hb in drie componenten, die
konden worden onderscheiden na gradiént-centrifugatie
van het Hb in een sterk alkalisch milieu (pH=10.4),
cen toenamce van de zuurstofaffiniteit optrcecdt.

Om na te gaan of bij hoge elektrolytconcentratics
ook bij Arenicola-Hb dissociatie optreedt zijn ecen
aantal sedimentatie-analyses gedaan.

Het is noodzakelijk hierover kwalitetieve gegevens
te verkrijgen, in verband met de interpretatie van
de Pgo en n-waarden van Hb-oplossingen bij hoge
zoutconcentraties,

In Piguur 4 zin dc resultaten weergegeven van
drie sedimcentatie-analyses. Elke serie bestond uit
vier monsters, nl. ongedialyscerd-Hb (1), gedialy-
seerd—lb in een oplossing van 5 M. NaCcl (II),
cedinlysecrd-b (IIT) en ongedialyscerd-Hb in
fosfaatbuffer, pH=10.5 (IV).

Geconcludeerd kan worden dat bij hoge clektrolyt-
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concentraties (+ 2 Iolair NaCl) geen dissociatie val

Arenicola-Hb optreedt.

4.2 Over de reproduceerbaarheid van zuurstofbindings-

kurven, geregistreerd met de zuurstof-diffusie

kamer volgens NIESEL en THEWS.

Om de reproduceerbaarheid van de gebruikte
methoden voor het registrercn van Hb—02—evenwichts—
kurven van Arenicola-Hb na te gaan werden van één
blocdmonster zeven bloeduitstrijkjcs gemaakt, waarvan
dertien dissociatiekurven zin geregistrecerd.

De gemiddelde halfverzadigingsspanning (550) en de
standaard dcviatie, bij pH=7.40, bedroegen resp.
2.13%3 ¢cn 0.16 mm p02.

Met de gebruikte apparatuur voor het registreren
van de zuurstofbindingskurven kunnen goede duplo's
gemnaakt worden.

De resultaten van de registraties van Hb—Oz-even—
wichtskurven van verschillende bloedmonsters kunnen

dus goed met elkaar vergeleken worden.

4.% Effekt van de Hb-concentratie op de zuurstof-

binding van Arenicola-Hb.

Bij zoogdieren-Hb trecdt een duidelijk concentratie-
effekt op dc¢ zuurstofbinding op ; verdunde oplossingen

hebben ecn hogere affinitceit voor 02 dan geconcen-—
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treerde oplossingen (vgl. WOLVEKAMP, 1961).

Om na te gaan of ook bij Arenicola de concentratie van
het haemoglobine van invloed is op de oxygenatie,
werden een aantal proefsceries gedaan waarbij het
concentratie-effekt werd bestudeerd.

In Tabel II zijn de resultaten vermeld van zeven
proefseries, waarbij dc waarden voor Pso en de
n-waarden zijn gecorrigecerd voor pH=7.00. Er zijn aan-
wijzingen dat er een gering concentratic-effekt op-
treedt.

Verdunde oplossingen van Arenicola-Hb hebben een
icts hogere affiniteit voor zuurstof dan geconcen-
treerde oplossingen.

Het verschil in concentratie-cffekt op de OZ—affini—
teit tussen zoogdieren-Hb en Arenicola-Hb komt
overcen met een groot verschil in het aantal zuur-
stofbindende groepen per hacmoglobine-molecuul;

4 in zoogdieren-Hb en 180 in Arenicola-Hb.

Om mogelijke afwijkingen in de log Pgo €n n-waarden
als gevolg van een Hb-concentratieverschil te voor-
komen, werden bij de experimenten de Hb-concentraties

zovecl mogelijk gelijk gehouden.
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Tabel 1T

Effekt van Hb-concentratie en dialyse op de zuurstof-

binding bij Arenicola.

normaal-Hb gedialyseerd-Hb

mon- CHb'(Op Pso My n,  Cy,  Pso ny
= TLovibonad)

36 ©2.92 1.90 2.99 36 4.00 1.69 2.29

2 46 6.65 1.59 2.97 46 10.33 1.70 2.63
3a 44 8.52 1.90 3.14 44 12,11 - -
b - - - - 32 11.35 - -

c - - - - 24 13.06 - -
4 26 9.75 2.%32 2.84 24 12.40 2,03 2.50
5 - - - - 24 12.62 2.12 2.80
6 - - - 25  16.37 2.64 3.66
7 34 3.14 2.15 3.09 30 11.65 1.73 2.29
gem. : 6.20 1.97 3.01 11.54 1.99 2.71
st. dev.: 42.76 +0.25 +0.11 +3.10 +0.34  0.46

Op "Lovibond comparator" (schijf 5/8 A) komt schaal 24

overeen met 4.0 gr. Hb/100ml, %6 met 6.0 gr. Hb/100m1

en 48 met 8.0 gr. Hb/100ml.
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4.4 Effekt van dialyse Op de zuurstofbinding van

Arenicola-Hb.

Alvorens de zouteffexten op de oxygenatie van
Arenicola-Hb uitgebreid te onderzoeken, is het van
belang te weten hod en in welke mate elektrolyten
het oxygenatieproces kunnen beinvloeden. Om na te
gaan of elektrolyten een rol spelen bij de oxygenatie
zijn een aantal experimenten gedaan, waarin werd
onderzocht of de zuurstofbindende eigenschappen van
Hb in gedialeeerde oplossing verschillen van die
van Hb als zodanig.

De resultaten van de experimenten staan vermeld in
tabel II. De gemiddelde waarden voor p50, n, en n,
en hun standaarddeviaties zin berckend.
Geconcludeerd kan worden dat na dialyse de zuur-
stofaffiniteit is afgenomen; elektrolyten lijken
geen effekt te hebben op de haem-haem interactie
tot 40% zuurstofverzadiging van Hb (n1—waarde) en
bij hogere verzadigingspercentages leidt de aan-
wezigheid van elektrolyten tot een toename van de
haem-haem interactie (ng—waarden).

De resultaten van deze experimenten om het effekt
van dialyse op de oxygenatie te bepalen, kunnen als

uitgangspunt dienen voor het onderzoek naar de zout-—

effekten.
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4.5 Het Bohr-effekt bij Arcnicola marina.

Om na te gaan of de oxygenatie van Arenicola-Hb
wordt beinvloed door de zuurgraad zijn twee scries
experimenten gedaan, waarbij in het pH-gebied van
5.8 tot 8.5 zuurstofbindingskurven zijn geregistreerd.
Het Bohr-effckt werd gekwantificeerd om de waarden
van log pSO’ n, en n, van Hb—OZ-evenwichten bij ver-
scheidene elektrolyt-concentratiecs te kunnen corri-

geren voor pH=7.00.

In de Figﬁren 5 en 6, die gebruikt zullen worden
als ijkkurven bij het onderzoek naar het zouteffekt,
wordt het effekt van de zuurgraad op resp. de log Pso
en de n,- en n2—waarden grafisch wecergegeven.

Bij afnemende pH (toenemende HY-concentratie) neemt dco
zuurstofaffiniteit van het haemoglobine af ( Pso neemt
toe); de afname van de zuurstofaffiniteit is het
grootst in de pH-range van 7.6 tot 6.8. In de pH-range
van 7.6 tot 7.4 bereiken de n,- en n2—waarden een
maximum van resp. 2.4 en 4.0,

Geconcludeerd kan worden dat een toename van
het aantal protonen (lagere pH) een reductie van de
zuurstofaffiniteit veroorzaakt. Of de guurstofaffi-
niteit tevens beinvloed wordt door de aard van de in
oplogssing zijnde ionen kan niet zonder meer uit
Figuur 5 geconcludecrd worden.

Uit Piguur 6 blijkt dat er een verschil bestaat tussen

de n-waarden verkregen in fosfaatbuffer cn trisbuffer.
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De haem-haem interactie wordt dus niet alleen bein-
vloed door de specifieke aard van de in oplossing
zijnde elektrolyten.

In tegenstelling tot de gegevens uit de litera-

tuur (WOLVEKAMP en VRELDE, 1941; MANWELL, 1960; vgl.

2.4, blz. 13) blijkt uit de resultaten een uitgesproken

invloed van de zuurgraad op de zuurstofbinding aan
Arenicola-Hb.

De grootte van het Bohr-effekt, 57, bedraagt -0.74
(van pH 7.0 tot 8.0). Voor zoogdier-haemoglobinen
varieert deze index van -0.38 tot -0.96 (PROSSER en
BROWN, 1962). Het bloedpigment chlorocruorine van

Spirographis, vertoont ook een duidelijk Bohr-effekt

(5= -0.45). De overeenkomst tussen het pH-effekt op
chlorocruorine en zoogdier-Hb verondersteclt dat de
voor het effekt verantwoordelijke groepen in beide
pigmenten #dentiek zijn (ANTONINI et al., 1961).

Volgens ALLEN en WYMAN (1952) treedt bij Arenicola

cristata een pH-effekt op, vergelijkbaar met het

pH-effekt op mens-Hb.

BENESCH en BENESCH (1961) concluderen dat het
werkingsmechanisme van het Bohr-effekt berust op
reversibele dissociatie van protonen tijdens het oxy-
genatie proces. Aan het proteine zijn specifieke
plaatsen waar protonen gebonden kunnen worden. De
groepen die protonen reversibel binden, zouden
amino-groepen, sulfhydryl-groepen en imidazole-

groepen kunnen zin (RIGGS, 1952; BENESCH ¢n BENESCH,




S e o B e 1 £ 5 VA S S ARl o 0.5

S L A K o Otk e

25

1961, 1962).

RIGGS (1952) tooride een correlatie aan tussen de
grootte van het Bohr-effekt en het aantal sulfhydryl
groepen. BENESCH en BENESCH echter konden de -5H
groepen blokkeren zonder dat de grootte van het Bohr-
effekt veranderde; ook amino-groepen zouden niet bij
de ionizatie betrokken zijn vanwege de hoge dissociatie
constante, pK, en de hogec ionizatie-warmte. Volgens
hen zijn dus de imidazole groepen de proton-bindende
groepen aan het proteine.
MANWELL (1960) sﬁggereerde meer algemeen dat op die
plaats van het proteine waar tijdens de oxygecnatie
conformatie verandering optreedt, &lke groep met
proton-bindende capaciteiten geionizeerd kan worden
en dus bij kan dragen tot de grootte van het Bohr-
effekt.

De biologische betekenis van het Bohr-e¢ffekt
tenslotte, is de facilitatie van zuurstofafgifte in
de weefsels, by een lage zuurstofspanning en een

hoge kooldioxidespanning (WOLVEKAMP, 1961).

4.6 De invloed van elektrolyten ("zouteffekt") op de

suurstofbinding aan het haemoglobine van Arenicola

marina L.

Alleen de functionele eigenschappen van het
haemoglobine van de mens 2zign intcensiet onderzocht

(WYMAN, 1948; ANTONINIL en ROSST-FANELLI, 1961, 1962,



1965; BENESCH en BENLESCH, 1961, 1962, 1964 ¢n PERUTZ,
1970).

Uit onderzoek naar de effekten van elektrolyten bleek
dat zowel de ionsterkte als de specifieke aard van de
in oplossing zijnde ionen van invloed zijn op de zuur-

stofbinding.

Hoe de zouteffekten zich manifesteren tijdens de oxy-

genatie van de zcer gecomplicecrde haemoglobine mole-
culen van Arenicola is als uitgangspunt genomen voor

dit onderzoek.

Gedialyseerd bloed van Arenicola marina heeft con

geringere affiniteit voor zuurstof dan ongedialyseerd
bloed (zie 4.4). Een oriénterend experiment naar het
zouteffekt van Arenicola-Hb, waarvan de resultaten
vermeld staan in Tabel III, toonde aan dat toevoeging
van elektrolyten (natriumchloride-oplossing) aan gedia-
lyseerd bloed een verschuiving van de dissociatie-kurve
veroorzaakt, in de richting van lagere zuurstofspan-
ningen. Tevens neemt de sigmoidalc¢ vorm van de kurven
toe in aanwezigheid van ionen in oplossing. Na cor-
rectie van log Pgo voor pH=7.00, bleek het zouteffekt
nog duidelijker.

Voor natriumchloride, kaliumchloride, calcium-
chloride, kaliumsulfaat en magnesiumsulfaat in oplos-
sing zijn de effekten op het oxygenatie proces bestu-

deerd.
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Tabel 111

Invloed van natriumchloride op de zuurstofbinding.
Molariteit log P50

monster pH gmolNaCl/1 log pgy Ny n, v(pH=7.QO,
1 gedial.-Hb

+ NaCl-opl. 6.69 3.75 0.142 2.16  3.42 0.070

idem 6.77 2.50 0.301 2.9% 3.66 0.196

idem 6.85 1.25 0.363 2.38 3,06 0.288
4 ongedialy-

seerd-Hb 6.92 ? 0.480 1.86 2.91 0.445
5 gedialy-

seerd-Hb 7.06 - 0.565 1.71 2.36 0.600

De invloed van natriumchloride in oplossing in

het gebied van 0.2-3.0 molair, bij verschillende pH,

is weergegeven in de Figuren 7 en 8, waarin de mola-

riteit (gmol NaCl/1l) is uitgezet tegen resp. log P50

en n, en n,. Een toename van de concentratie NaCl
veroorzaakt een afname van de pSO’ dus een toename
van de zuurstofaffiniteit. De mate van afname van de
P5o is in de pH-range van 6.,20-7.50 ongeveer dezelfde.
Het niveauverschil tussen de vier kurven uit Piguur 7
geeft het Bohr-effekt weer,

De waarden n, en n, nemen toe bij toename van NaCl-
concentratie; dus een sterkere haem-haem interactie

bij een grotere ionensterkte. Ook in Figuur 8 is het

pH-effekt op de haecm-hacm interactie weergegeven.
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Het verloop van de grafieken voor log p50 en n, en u,
is niet lineair. In het lagere concentratie-gebied is
het zouteffekt op de zuurstofaffiniteit sterker dan
bij hogere concentraties.

In de volgende proefseries zijn de effektcn van
natrium-, kalium- en calciumchloride nagegaan.
Wanneer nu de anionconcentratie van de monsters wordt
uitgezet tegen de zuurstofaffiniteit (Figuur 9) en
tegen NILL's interactie constante (Figuur 10), dan
kunnen verschillen in effekten, veroorzaakt door de
verschillende kationen, uit de grafiek worden afge-
lezen.

NaCl, KC1l en CaCl2 veroorzaken een facilitatie van
het oxygenatie-proces bij toenemende concentratie.
Calciumchloride heeft een sterk effekt op de log P
en de n-waarden; ook in het hogere concentratie-
gebied van 0.5-3.0 molair neemt de log Pgp Nog sterk
af. Bij toenemende zoutconcentratie tot 0.5 molair
treedt een sterke toename van n, op, terwijl bij hogere
concentraties 03012 (0.5-3.0 M) een opvallend remmend
effekt op de haem-haem interactie optreedt (n-waarden
nemen sterk af).

Figuur 11 geeft het verband tussen de log P50 en
de zoutconcentratie in de range van 0.005-0.6 molair
voor kaliumchloride en -sulfaat, calciumchloride en
magnesiumsulfaat. De ionsterkte is als kationconcen-
tratie (gion./1) uitgezet, om zo behalve cventuele

verschillen tussen de effekten van kationen, ook
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verschillen tussen de effekten van 8042_ en C1~ op

de oxygenatie na te gaan,

Uit het niveauverschil tussen de kurven uit Figuur 11
kan geconcludeerd worden dat de tweewaardige ionen
Mg2+ en Ca2+ een sterkere faciliterende invloed op de
zuurstofbinding hebben dan de éénwaardige Nat en K-
ionen, over de gehele concentratie-range.

2

0f de anionen nu Cl~ of SO4 zijn, 1lijkt geen verschil

te maken op het oxygenatie proces. Op de haem-haem inter-
actie hebben de kationen Ca2+ en Mg2+ eveneens een
sterkere facilitérende invloed dan de éénwaardige
kationen en heeft 8042_ een remmend effekt vergeleken
met €1~ (Figuur 12),

De resultaten van de experimenten welke gedaan
zijn om de effekten van elektrolyten op het Hb—Oz—

evenwicht na te gaan, kunnen als volgt samengevat

worden:

1, FElektrolyten verocorzaken een afname van de Pg0i in
het concentratie-gebied tot 0.5 molair is de in-
vloed sterker dan in het concentratie-gebied van
0.5-%.0 molair.

De grootte van het zouteffekt is een summatie van
de invloed van de ionsterkte en het effekt van de
specificke aard van de in oplossing zijnde ionen.

De ooéfficiéntf}, cen maat voor het effekt van de
ionsterkte op de oxygenatic, wordt gemetcn als de¢
richtingscoéfficiént van de raaklijn aan de "zout-

effekt-kurven" (Fig. 9 en 11), over een bepaald
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Tabel TV

De waarden van de coéfficiénten 8 en ¢ voor de effekten

van verschillende elektrolyten in oplossing op de oxy-

genatie van Arenicola-Hb,

Proefseries
concentr.
gebied: II ITT
o1
(gion/1) Natc1l” xtel ca®te1,”
-5 c - c - c
Uit Fig. 9:
0-0.5 1.95 0.92 1.95 0.97 2.88 0.85
0.5-1.0 0.41 0.7% 0.50 0.81 1.08 0.73
1.0-2.0 0.33 0.68 0.35 0.73 0.88 0.66
2.0-3.0 0.24 0.60 0.25 0.64 - -
IV v VI VII
K,"50,°" Mg2+SO42° xto1 032*012'
-5 c -§ c - & c -5 c
Tit Pig. 171
0-0.1 1.87 1.10 2,10 0.81 2,09 1.05 2.07 0.79
0.1-0.2 1.08 1,00 0.78 0.68 0.85 0.95 0.81 0.66
0.2-0.3 0.54 0.87 0.43 0.60 0.47 0.84 0.50 0.59
0.3-0.4 0.38 0.82 0.30 0.55 - - - ~
0.4-0.5 0.26 0.76 0.24 0.52 - - - -

concentratie-gebied (a4 i).

De coéfficiént c,

een relatieve maat om het effekt van

de specifieke aard van de ionen te kwantificeren, is het

Y-intercept van deze raaklijn.

v
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In Tabel IV zijn de coéfficiénten » en ¢ voor de
effekten van verschillende elektrolyten in op-
lossing weergegeven.

Dus de zuurstofaffiniteit van het hacmoglobine
neemt toe bij toenemende zoutconcentraties; twee-
waardige kationen verhogen de affiniteit meer dan
éénwaardige kationen en of het énion nu Cl- of

S0 2= is, 1lijkt geen verschil in Og—afliniteit te

4

veroorzaken.

Toename van de zoutconcentratie veroorzaakt een
toename in de n,- en n2—waarden. Bij lagere concen-
traties (tot 0.5 M voor de chloorzouten en tot

0.2 M voor de sulfaten; zie Figs. 10 en 12) is de
toename in de n-waarden groter dan bij hogere con-
centraties. Eénwaardige kationen hebben een ge-
ringere invloed op de haem-haem interactie dan
tweewaardige kationen (vgl. Fig. 11). Van O tot
0.2 M NaCl, KC1l en KQSO4 nemen de n2—waarden toe
van 2.2 tof 3.2 en voor CaCl2 en MgSO4 van 2.6 tot
4.1, Het sulfaat-ion hecft een dempend effekt op
de haem-haem interactie. Bij toenemende concentratie
tot 0,5 M NaCl en KCl neemt de n2—waurde toe van
2.2 tot 3.8, voor KQSO4 van 2.2 tot 3.2, voor
03012 van 2.8 tot 4.8 en voor MgSO4 van 2.6 tot
3.8 (vgl. Figs. 10 en 12).

Bij concentraties groter dan 0.5 M nemen de n-
waarden nog weinig toej;voor NaCl en KC1 tot 4.0

bij 3.0 molair. Het is cchter opvallcnd dat, bij
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nda

hogere concentraties,.CaClleen sterk remmend effekt
op de haem-haem interactie heeft (afname van n,

van 4.8 bij 0.5 M tot 2.9 bij 2.0 M).

Deze resultaten leiden tot een aantal algemenc con-

clusies:

= Een toename van de ionsterkte veroorzaakt een fa-
cilitatie van de zuurstofbinding aan het haemo-

globine, wat leidt tot verhoging van de zuurstof-

affiniteit.

= De mate waarin dc zuurstofbinding gefaciliteerd

Ry

wordt is niet allecen afhankelijk van de ionsterkte, }
maar ook van de aard van de eclektrolyten (kationen!).
= Fen toename van clektronen-aktiviteit, bij toene-

mende ionsterkte, verhoogt de intensiteit van de ¢

haem-haem interactie.

= De haem-haem interacties worden zowel door de ion-
sterkte als de aard van de ionen beinvloed (katio-

nen &n anionent).

Het zouteffekt op de oxygenatie van Arenicola-Hb
komt overeen met het zoutcffekt op de zuurstofbinding

aan chlorocruorine van Spirographis (ANTONINI, 1962).

Andere bloedpigmenten en haemoglobine van andere dier- , ;
soorten vertonen ecn tegengestelde reactie op de aanwe- |
zigheid van zouten. Bij mens-Hb hebben zouten cen inhi-
berend effekt op de oxygenatie (SIDWELL, 1938).
ROSSI-FANELLI en ANTONINI (1961) vonden voor mens-Hb,

bij toenemende zoutconcentratices cen toenemende sig-
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moidale vorm van de dissociatie-kurve; voor een tra-
ject van hogere soutconcentraties (0.%3-4.0 M) necmt
de zuurstofaffiniteit Dbij toenemende zoutconcentratie
toe, terwijl in de concentratie-range van 0.0002-0.2 M
ecn omgekeerd effekt optrecdt.

Wanneer natrium is toegevocgd aan mens-Hb vertoont dco
dissociatie-kurve een sterkere sigmoidale vorm dan bij
toevoeging van kalium (vgl. WOLVEKAMP, 1961). Ook
SIDWELL (193%8) constatecrde dat de aard van de in op-
lossing zijnde elektrolyten van invloed is op het oxy-
genatie-proces. |

Voor haemocyanine van Crustaccae is een ncgatieve cor-
relatie aangetoond tussecn de zoutconcentratie en de
zuurstofaffiniteit, behalve voor bivalente kationcn
(Mg, cret en srot), waarbij de Oy-affiniteit toe-

neemt bij toenemende concentratie (REDIIOND, 1955).

Over het algemeen bestaat er een positieve correlatic
tussen de zoutconcentratie en de szuurstofaffiniteit;

cen toename van zoutconccntratie veroorzaakt ecn tou-
nemende Oz—affiniteit (vgl. PROSSER en BROWN, 1962) .

Het is nict mogelijk om uit deze verschillende ondcerzocken
tot een algemecen beeld te komen over de effekten van
clcktrolyten op het oxygenatic-proces. De zouteffekten
op de zuurstofbinding van haemoglobine van verschil-
lende diersoorten lopen sterk uiteen en kunnen atfhan-
kelijk zijn van de miliecuomstandigheden waarin de¢ dicr-
soorten voorkomen.

Alvorens nader in te gaan op het werkingsmecha-
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nisme van elektrolyten op zuurstofaffiniteit en haem-
haem interactie, zullen ecerst een aantal punten toe-
gelicht worden.

Of bij de toecname van de ionsterkte delzuurstofaffini—
teit toeneemt als gevolg van toename in positicve of
negatieve ionen, of beide, is uit de resultaten nict
te concluderen. Hiervoor zouden experimenten gedaan
moeten worden met stoffen die kunnen dissociéren in
een vorm waarbij één van de ionen een "geladen-groot-
molecuul" is (bv. zwitterionen van aminozuren, Na-
zouten van eiwitten) en het andere cen klein ion.
WYMAN (1964) constatecrt dat het zouteffekt op de
zuurstofaffiniteit van mens-Hb afhankelijk 1is van de
pH. Voor Arenicola-Hb blijkt dat de zuurgraad geen of
nauwelijks invloed heeft op het effekt van natrium-
chloride (Fig. 7) (richtingscoéfficiénten van de
helling van de kurven bedragen bij pH=6.20, 6.60 en
7.50 resp. -0.51, -0.53 en -0.43 bij 0.2-0.6 molair).
In hoeverre er een pH-beinvloeding op de effekten
van de andere gebruikte zouten optrcedt is niet na-
gegaan, Maar het is niet waarschijnlijk dat er een
interactie tussen protonen en ionen optreedt waar-
door het zouteffekt gemodifieerd zou worden, daar de
zuurgraad ook geen invloed heeft op de effekten van
natriumchloride, in het pH-gebied van 6.4-7.2.
HITL's interactie constante, n, is niet alleen cen
maat voor het aantal clkaar beinvloedende haem-

groepen, maar ook voor dc intensiteit van deze inter-—

e b
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acties. Zo kan een n-waarde van 4.2 aangeven dat er

cen intensitieve interactie bestaat tussen 5 haem-groe-

pen, maar ook dat er ecen minder sterke interactie be-
staat tussen meer dan 5 haem-groepen.

Dus de n-waarde geeft het netto-effekt van alle faci-
literende haem-haem interacties weer, zonder dat ge-
zegd kan worden hocveel haem-groepen of groepen van
haem-groepen aan de interacties declnemen; n geeft
dus het minimale aantal haem-groepen dat bij de inter-

acties betrokken is.

4.7 Over het werkingsmechanisme van de zouteffekten

op het Hb—Oz—evenwioht.

Het effekt van elektrolyten op de zuurstofaffi-
niteit wordt veroorzaakt door interacties tusscn het
proteine en de in oplossing =zijnde ionen. Deze inter-
acties zijn reversibel en kunncn plaats vinden tussen
specifieke plaatsen van de peptide ketens en de
ionen. Hoewel dit mechanisme op moleculair niveau
nog niet helemaal duidelijk 1s, worden de ionen door
di& specificke groepen van de peptide ketens gebonden,
waarvan de affiniteitsconstante afhankelijk zijn ("lin-
kcd") van het oxygenatie-proces (ROSSI-FANELLI en
ANTONINI, 1964). Een ander mechanisme, dat mede tot
facilitatie of inhibitie van dc¢ zuurstofbinding kan

leiden, zijn plaatselijke veranderingen van clektronen-
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verdeling die de bindingssterktc van waterstofbruggen
van de eiwit-ketens modificeren, waardoor cen verande-
ring in primaire structuur van het molecuul optrcedt
(versterking of verzwakking van proton-binding in het
proteine (vgl. IANWELL, 1964 ). Bij voldoende sterke
verandering van de primaire structuur kan er een modi-
ficatie optreden in de secundaire en tertiaire struc-
tuur van het molecuul, mits deze conformatie-verande-—
ring energetisch mogelijk is (verbreken 0f verzwakken
van proton-bindingen en andere niet-covalente bindingen
die de secundaire én tertiaire structuur bepalen)
(MANVELL, 1964).

Uit de resultaten van het onderzoek tenslotte,
kan, met betrekking tot het mechanisme van de zout-

effekten, het volgende geconcludeerd worden:

= Er bestaat interactie tussen ionen in oplossing
en de haem-groepen, diec facilitatie van de oxy-
genatie veroorzaakt.

= De bindingsplaatsen aan de peptide ketens voor
ionen zijn anders dan die voor protonen, gezien de
tegengestelde effekten van toenemende protoncon-
centratie en elektrolytconcentratie op dc¢ zuur-
stofaffiniteit (resp. verlaging en verhoging!), en
gezien het feit dat in aanwezigheid van verschil-
lende ionen het Bohr-effekt nog normaal optreedt.

= Dat ook elektrostatische verschijnselen een rol

spelen bij het mechanisme van conformatie-verandce-

ringen onder invloed van elektrolyten kan worden
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afgcleid uit het feit dat de aard van de ionen mede
de grootte van hct zoutcffekt bepalen, zowel op de
suurstofaffiniteit als op de haem-hacm interacties.
= De cxpressie van de haem-hacm interactie, d.w.2z.
het sigmoidale karaktcr van de dissociatic-kromme,
is afhankelijk van de molcculaire conformatic; dcze
wordt beinvloed door elcktrolyten, waarbij de ka-
tionen ecen faciliterend cffekt en de anionen cen

inhibercend effekt uitoefenen.

4.8 Adaptatie—experimenten mct Arenicola marina L.

Om de fysiologische betekenis van de zouteffekten
te kunnen interpreteren is het nodig te weten of ¢n
hoc de concentratie van elecktrolyten in het blocd van
Arenicola varieert met de zoutconcentratie in het
milieu. Hiervoor zijn vier serics van adaptatic-procven
gedaan, waardoor enig inzicht verkregcen kon wordcn
over de verhouding tusscn clektrolyt-concentratics in
het bloed en die in het milieu.

De dieren die gebruikt werden voor deze adaptatie-
cxperimenten werden 7 of 12 dagen in ecn aquariun
gchouden, dat gevuld was met ecn laag van 10 cm sclioon
zand en water van verschillende saliniteit, om in
vivo clektrolyt-concentratics te bopalen.

Deze werden bepaald door gelcidbaarheidmetingen; de
gcleidbaarheid werd omgerekend tot NaCl-concentratices

(VOLF, 1968).
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De temperatuur tijdens de adaptatic was TSOC; de sali-
‘niteitcn van het water waaraan de dieren geadapteerd
werden, bedroegen ongeveer 10, 17, 25, %2 c¢n 40°/00.
De resultaten van de procven waarbij de dicren in een
aquarium gevuld mct zecwater werden gehouden, zin als
referentie gebruikt.

Bloed werd van de individuen afgcetapt en de bloed-
monsters ondergingen verder, behalve verdunning met
aqua tridest, geen behandeling.

Figuur 13 geeft de correlatiec weer tussen de
saliniteit van het milieu en de eclektrolyt-concentratie
van het bloed, uitgedrukt in gmol NaCl/l. Bij tocne-
mende saliniteit van het milieu neemt de elektrolyt-
concentratic van het bloed toe. Er is echter duidelijk
sprake van hypo-regulatie van elcktrolyten in hct
bloed ten opzichte van het milieuf Bovendien treedt
er bij hogere saliniteit ecen grotere afwijking op van
de iso-conductieve correlatie dan bij lagcere saliniteit,
DUVAL (1925) constatecrt dat het bloed van Arcnicola
marina steeds iso-osmotisch is met het "milieu cxté-
ricur". De¢ osmotische concentratic van diversc opge-
loste stoffen in de lichaamsvlocistof (bloed) is
dezclfde als die in zecewater (dus geen osmo-regulatic),
terwijl Arenicola wel volume-regulatie vertoont (vel,
PROSSER en BROWN, 1962).

Geconcludeerd kan worden dat Arenicola elcktrolyt-
regulatie vertoont e¢n aangezien volgens de litcecratuur

geen osmo-regulatic optreedt, mocten c¢r in het blocd
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anderc stoffen aanwezig zijn die bij toenemende salini-
teit van het milicu in concentratie toenemen en dic
bijdragen tot de osmotische concentratie van het bloed.
Gezien de geringe elektrolyt-regulatie is duidelijk
dat het haemoglobine in het dier, ook onder natuur-
lijke omstandigheden, aan grote variaties in zout-

concentratie bloot gestcld wordt.

4.9 Over de biologische betckenis van de zouteffekton.,

Elk ciwit reagecrt op de¢ aanwczige clektrolyten,

Voor Arenicola marina reagecrt het Hb op de aanwezig-

heid van eclektrolyten door een verhoging van de zuur-
stofaffiniteit. Bij verdunning van zeewater ncemt deo
02—affiniteit van Arcnicola-Hb af, maar dcze afname
is betrekkelijk weinig in het saliniteit-berceik wanr-
in de dieren normaal voorkomen. De saliniteit van

het zeewater op het wad varicert maximaal van
22-32%/00 (REINECK, 1970); dit komt overcen met con
variatic van 0.4-0.6 gmol NaCl/l. LINKE (1939; vgl.
REINECK, 1970) voerde zoutmetingen uit in de bodem-
laag van het wad; in de salinitcitschommelingen van
22—320/00 treden geen afwijkingen op zolang het watcr
het wad bedckt. Bij het droogvallen van het wad treden
in dc¢ bodem, onder invloced van weersomstandigsheden
(wind, luchtvochtigheid, zonncestraling), verande-
ringen op van het zoutgcechalte; deze verandoeringen

P -0 .
variiren van 3-57/oo ondcr normalc omstandighedoen.,
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Bij extreme omstandigheden (zware regenval, intensieve
zonnestraling, strenge vorst) zijn saliniteit-afwijkingen
tot 25°/00 mogelijk. De meeste variatie in saliniteit
van de wadbodem treedt op tijdens het droogvallen van
het wad en onder normale omstandigheden is er cen
varintie van maximaal 0.3-0.7 gmol NaCl/l. *)

De reactie van Hb op de.aanwezigheid van c¢lck-
trolyten zou een adaptatie in eigenschappen van het
eiwit kunnen =zijn, waardoor ecn hogere 02-affiniteit
wordt gewaarborgd bm hogerc zoutconcentraties.

Of de afname van 02—1ffiniteit van het Hb, bij lage
zoutconcentraties, de¢ versprciding van de individuen
en de diersoort kan begrenzen, kan uit de bij dit
onderzoek verkregen gegevens niet afgeleid worden.

Dat de effekten van elektrolyten een direkt
adaptieve betekenis kunnen hebben wordt aannemelijk
wanncer men bedenkt dat de saliniteit van het water
op het wad vrij snel cn sterk wisselt. Dit verschijnsel
waaraan Arenicola regelmatig bloot staat c¢n waaraan
het zich sncl moet kunnen aanpasscn, en waardaoor het

zouteffekt biologische betekenis zou krijgen, zou ecn

*) De saliniteit van het zcewater is uitgedrukt in
gmol NaCl/1l. De belangrijkste ionen in het zecewater
zijn Nat (0.46 gion/1), k" (0.01 gion/1), Ca2+
(0.01 gion/1), Mg2+ (0.06 gion/1), C1~ (0.54 gion/1)
en S0,°7 (0,01 gion/1)(In: Chemical Oceanography

4
van J.P,RILEY cn G.SKIRKOW, 1965).
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direkt verlopend fysisch-chemisch proces kunnen zin
(bv. "salting-out cffect" - de hoeveelheid zuurstof
in oplossing neemt af bij toenemende elektrolyt-
concentratie).

Een andere biologische betekenis zou de volgende
kunnen zijn.
Het water in de U-vormige buis waarin Arenicola lceft,
stagncert bij het droogvallen van het wad. Dc zoutcon-
centratie neemt toe ¢n dic van zuurstof af (verdamping!).
Voor het dier is het nuttig dat ook onder deze cxtrome
omstandighecden makkclijk zuurstof gebonden kan wordcen.
Bovendien neemt het aantal cn de intensiteit van de
ademhalingsbewegingen af bij afncmend zuurstofgehalte
(VAN DAIM, 1938). Ook hier moet ¢en zo effektief mogu-
lijke zuurstofbinding door hct haemoglobinc tegenover
staan.
Deze mogelijke biologische betekenis van het zouteffekt
is vrij speculatief en berust op vrij zwakke grondcen.
Vooral ook omdat er bizonder weinig bekend is over de
fysisch-chemische faktoren van de levensomstandigheden
van Arenicola, is weinig te zeggen over de functionele

betekenis van de zouteffcekten,
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“Miguur 1.

boven:

midden:

onder:
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H20

cen model van het hacmoglobine-molecuul van de mens; twee haem—groepen
zi jn zichtbaar (grijgee schi jven ).

diagram van het Hb-molecuul van de mens; configuratie van twee subeen—
heden; haem—groepen door histidine (His) aan de peplide-keten verbonden.
( PERUTZ, M.F. et al., 1960, Nature, Lond. 185: 416 = 422 ).
structuurformule van de haem-groep; een i jzerporphyrine ring door lis
san het proteine verbonden. 07 wordt gebonden aan de 6° koordinatie-—
plaats; bij afgifte van O? wordt HQU gebonden. (KALILSON, 1964 )«
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Figuur 2.
Hb - 0. - evenwichtskurves van verschillende bloedmonsters van

Arenico6la marina L., logaritmisch uitgczet. De twee lineaire
correlaties tussen de zuurstofspanning en het oxygenatiepercentage
demonstreren het difasische karakter van de haem-haem interacties.

Tabel I. ( bij figuur 2. ).

monster molariteit/
elektrolyt/buffer: ionsterkte: pH: n,: n,

ae NaCl 3.1 7.02 2.26 3.35
be. NaCl 0.2 7.18 2.16 3.38
0.2

Ce KC1 . 7.18 2.60 3.52
d. trisHC1 0.2 8.11 2..8 3.02
€. trisHC1 0.2 7.30 2.11 3.62
f. fosfaat 0.2 T+34 1.75 3.18
£e fosfaat 0.2 632 1.62 2.15
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IJkkurven voor vijf zouten, waaruit de concentratie van elektrolyten,
bij geleidbaarheidmetingen, direkt afgelezen kan worden.
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Figuur 4. Hb - dissociatie bij Arenicola marina L.

Sedimentatie — patroon na resp. 30, 60 en 90 minuten
gradient-centrifugatie (gradient van 17.5, 20, 22.5, 25 en 30 4

sucrose-oplossing) in de ultracentrifuge bij 50.000 r.p.m., vani

I. ongedialyseerd-Hb , in een verdunning van 1 : 2 met gedestil-

leerd water.

IT. gedialyseerd-Hb , gedestilleerd water en een oplossing van
5 molair NaCl, ‘in gelijke volumina bi jeengevoegd.

III. gedialyseerd-Hb , in een verdunning van 1 : 2 met gedestil-

leerd water.
fosfaat-

.

IVv. ongedialyseerd-Hb , in een verdunning van 1 : 2 met
buffer ( pH = 10.5 ).
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De effekten van natrium-, kalium- en calciumchloride in oplossing
op de haem-haem interactie bij haemoglobine_van Arenicola marina,
in het concentratie-gebied tot 3.1 gion. Cl /l.
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Figuur n.

De effekten van kali
sulfaat in oplossing Op de zuurst
Arenicola marina, bij lage concen

um- en calciumchloride 2n kalium- en magnesium-

ofaffiniteit van haemoglobine van

traties ( tot 0.6 gion.

kation/1.).
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De effekten van kalium- en calciumchloride 2n kalium- en magnesium-—
sulfaat in oplossing op de haem—-haem interaotie bij haemoglobine van
Arenicola marina, bij lage concentraties (tot 0.6 gion.kation/l.).




Bloed
gmol NaCl/)

M I M T M T

o7 Monster

06 |-

04

03

1

Ol

1

A 1 A 1 o 1 A A

ol 02 03 04 05 06 07
Zeewater in

gmol NaCly,

Figuur 13. L

Correlatie tussen de elektrolyt-concentiratie in het bloed van
Arenicola marina L. en de saliniteit van het milieu, bij een temperatuur

van 20° C.
De onderbroken lijn geeft het theoretische verband weer tussen de elekiro-

lyt-concentratie in het milieu en het bloed, wanneer het dier geen elektro-

lyt-regulatie vertoont. }
De getrokken lijn is de regressie-lijn, berekend uit de resultaten van vier

proefseries.
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