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In alkaline aqueous solution, the sedimentation coefficients of DeoxyHb, HbO2 and HbCO of Lampetra fluviatilis L.
are 1.9 £0.1 S. This value corresponds to a molecular weight of about 17,000, i.e. the value of a single haem poly-
peptide chain. In weak acidic conditions, both the non-liganded DeoxyHb and the liganded forms, HbO 2 and HbCO, as-
sociate to form dimers and oligomers. The monomer-oligomer transitions of these compounds take place at different
pH values: DeoxyHb pHg 5 ™ 6.7; HbO2 and HbCO pHg 5 "V 5.9. With respect to the association modus, the equi-

librium: 4 Hb = 2 Hb)<=*Hb4 may be preferred.

1. Einleitung

Das DesoxyHb der Seeneunaugen (Petromyzon
marinus) liegt im alkalischen Milieu in Form singulirer
Himpolypeptidketten vor, mit zunehmender H*-Kon-
zentration assoziieren die Protomeren zu dimeren und
oligomeren Einheiten. Durch Oxygenierung des Deso-
xyHb im pH-Bereich zwischen 6—7 wird eine Spaltung
in die Monomeren hervorgerufen {1]. Das DesoxyHb
der Fluneunaugen (Lampetra fluviatilis) assoziiert
im schwach sauren Milieu gleichfalls, wihrend die
MetHb-Form selbst bis pH 4,5 stets monomer vorliegt
[2, 3] . Um zu priifen, inwieweit Oxydation bzw.
Ligandierung des zentralen Fe-Atoms des DesoxyHb
das Assozijations-Dissoziations-Gleichgewicht der Pro-
tomeren in gleicher Weise und gleichen Ausmaf} bee-
einflussen, studierten wir den Effekt von O, bzw. CO
auf das Sedimentationsverhalten von Flufineunaugen-
DesoxyHb in Abhingigkeit vom pH.

2. Methodik

Aus dem Blut frisch gefangener Lampreten wurde
HbO, nach einer frither beschriebenen Methode pri-
pariert [2]. Durch Begasen mit CO wurde HbCO er-
halten. Sedimentationsuntersuchungen fithrten wir mit
einer analytischen Ultrazentrifuge G 110, MOM Buda-
pest, durch [4] . Die Sedimentationskoeffizienten,
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Sy0,w» Wurden in Abhingigkeit von der Proteinkon-
zentration bzw. in Abhingigkeit vom pH studiert. Als
Puffer dienten O, 13 M Borax-Phosphat-bzw. 0,1 M
Azetat-Puffer. Theoretische Sedimentationskoeffizien-
ten eines assoziierten Hb (8,,) lassen sich fiir eine defi-
nierte Zahl assoziierter Einheiten () aus der Sedimen-
tationskonstanten der monomeren Einheit (S;) gemif}
folgender Beziehung errechnen [5]: S, =S; X n?/3.

3. Ergebnisse und Diskussion

1. DeoxyHb, HbO, und HbCO von Lampetra flu-
viatilis besitzen im alkalischen Milieu identische Sedi-
mentationskoeffizienten. Sie betragen 1,9 £ 0.1 S
(Abb. 1). Das entspricht einem Molekulargewicht von
etwa 17 000. Das aus der Aminosdurenzusammen-
setzung zu errechnende Molekulargewicht liegt bei
16 450 [6] . Unter diesen Bedingungen liegen alle
Formen des FluBneunaugen-Hb, einschlieBlich der
MetHb- und der MetHb-Liganden-Formen [3] mono-
mer vor.

2. Im schwach sauren Milieu assoziieren sowohl
DesoxyHb, HbO, und HbCO, nich aber MetHb (Abb.
1). Die Lage des Assoziationsgleichgewichtes ist stark
pH-abhiingig. Die Assoziation des DesoxyHb setzt be-
reits bei pH<7,5, die von HbO, und HbCO erst bei
pH <6,5 stirker sein. Die Assoziationsreaktion ist eine
Hiam-gekoppelte Funktion. Offensichtlich wird sie vom
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Abb. 1. pH-Funktion der Sedimentationskoeffizienten von

Neunaugen-DesoxyHb(e), -HbCO(a), -HbO2(c) und -MetHb

(gestrichelte Linie entsprechend [3]). Hb-Konzentration fir

die einzelnen Derivate: DesoxyHb 2,5-5,0 g/l, HbO3

2,5-17,5 g/l und HbCO 2,5-14,5 g/1. Puffer: 0,13 M Borax-
Phosphat bzw. 0.1 M Azetat.

Ionisationsgrad eines Aminosiurerestes, der vom elek-
tronischen Zustand des Fe abhiingt, gesteuert. Der pK'-
Wert dieser ionisierenden Gruppe liegt im DesoxyHb
um 6,7, im HbO, und HbCO um 5.9. Die Lage dieses
pK'-Wertes spricht fiir die Beteiligung von Histidin-
Imidazol. Die Tendenz seiner Verschiebung zu nie-
drigeren Werten bei Bindung von O, und CO enspricht
dem bekannten alkalischen Bohreffekt bei der O)-bzw.
CO-Anlagerung an Siuger-Hb.

3. Zwischen dem Einflu von O, und CO auf die
Sedimentation des DesoxyHb besteht kein signifikan-
ter Unterschied. Die Erhohung der H*-Konzentration
beschleunigt die Autoxydation des HbO,, wihrend
das HbCO deutlich stabiler ist. Das entstehende MetHb
ist monomer [2, 3]. Durch den zunehmenden MetHb-
Gehalt fallen die SzO’W-Werte fir HbO, bei pH<S,8
wieder ab (vgl. Abb. 1).

4. Die Assoziation der Protomeren scheint eine kom-
plexe Reaktion zu sein. In Abhingigkeit von der Pro-
teinkonzentration steigt der mittlere Assoziationsgrad
auf etwa 3 (vgl. Abb. 2). Aus den bisherigen Unter-
suchungen a8t sich nicht zwischen den Moglichkeiten

a b
(1) 4 Hb =2 Hb, = Hb, oder
(2) n Hb = (Hb), mit n = 3 differenzieren. Beobach-
tungen iiber die Assoziation der MetHb-Liganden-Kom-
plexe von Lampetra fluviatilis sprechen fur Gleichung
(1); denn in jenem Fall erfolgt ausschlieBlich eine Di-
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Abb. 2. Konzentrationsabhingigkeit der Sedimentationsko-

effizienten von Neunaugen-HbO7(c) und -HbCO(s), pH 5,3~

5,8. Puffer: 0,1 M Azetat. Die theoretischen Werte fiir die Se-

dimentationskonstanten monomerer (81), dimerer (S2), tri-

merer (S3) und tetramerer Einheiten (S4) wurden als Hori-
zontalen eingezeichnet.

merisation entsprechend Teilgewicht (1a) [3]. Fiir den
Assoziationsmodus (1) spricht auch, daf} in den Kris-
tallen von DesoxyHb und HbO, der Seeneunaugen

4 oder 8 Protomere pro asymmetrische Einheit vor-
liegen [7] . Allerdings sind auch Kristallformen mit 6
(HbCO, MetHb.CN) bzw. 12 Protomeren (MetHb.CN)
pro Einheitszelle beschrieben worden [8].

5. Beim Vergleich der Assoziationstendenz von Lam-
preten-HbO,, HbCO und MetHb ist bemerkenwert, dafl
Oxydation und Ligandierung des Eisens im DesoxyHb
sich unterschiedlich auf die Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen der Protomeren auswirken. Die Elektronen-
dichteverteilung oberflichlicher Aminosiurenreste, die
den Protein-Protein-Kontakt herstellen, unterscheidet
sich somit bei Oxydation und Ligandierung des Zen-
tralatoms. Das spricht fiir leichte Konformationsunter-
schiede der Himpolypeptidketten in den verschiedenen
Lampreten-Hb-Formen. Unsere Befunde korrelieren
mit den Ergebnissen von Hendrickson, Love und Mur-
ray [8], die fir Seeneunaugen-Hb-Kristalle reproduzier-
bare Unterschiede im Beugungsdiagramm in Abhingig-
keit vom Oxydationszustand des Fe und dessen Li-
gandierung beschrieben.

Friulein I Nennmann und Frau I Wandt danken wir
fiir wertvolle technische Assistenz.
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