
Genetische Aspekte zur Hamoglobinsynthese 

Von Berthold Schmidt [*I 

Herrn Professor Fritz Strajmann zum 70. Geburtstag gewidmet 

Der Blutfarbstoff Hamoglobin (Hb) liegt in den roten Blutzellen in hoher Konzentration vor. 
Er eignet sich daher besonders gut fur die Erforschung genetisch bedingter hderungen an 
Proteinmolekulen. Im Gegensatz zum monomeren Myoglobin (Mb) des Muskels ist der Blut- 
farbstoff tetramer. Es gibt verschiedene Untereinheiten, die zu Hb-Typen unterschiedlicher 
Eigenschaften zusammentreten konnen. Wahrscheinlich stammt die Information fur alle 
Hamproteide von einem Urgen ab. Dubletten dieses Urgens haben sich unterschiedlich ent- 
wickelt und codieren heute verschiedene Proteinindividuen. Am Hb-Molekul 1aDt sich fest- 
stellen, welche Folgen eine Mutation fur Konformation und Funktion eines Proteinmolekiils 
haben kann. 

1. Einleitung 

Das Hamoglobin (Molekulargewicht 64 500) ist ein Chro- 
moproteid (mit Ham als prosthetischer Gruppe), das in 
einer Gesamtmenge von knapp 1 kg im menschlichen Orga- 
nismus den 0,-Transport zwischen Lunge und atmendem 
Gewebe und groDtenteils den C0,-Transport in umgekehr- 
ter Richtung besorgt. In reversibler Bindung tritt O2 an das 
Ham-Eisen (Fe’+-Protoporphyrin) heran, ohne daD im 
Schutz der koordinativen Fe-N(Histidin)-Bindung das 
Eisen oxidiert wird (Abb. 1). 

Das Hamoglobin (Hb) reprasentiert mit 2.8 x lo8 Mole- 
kulen in einer roten Blutzelle (Erythrocyt) etwa 95% der 
EiweiDtrockensubstanz dieser Zelle. Daher kann Hamo- 
globin ohne vorgeschaltete Reinigungsschritte, die immer 
mit einer Teildenaturierung verbunden sind, auf genetisch 
bedingte Mikroheterogenitaten oder Abnormitaten, die 
mit klinischen Symptomen einhergehen konnen, untersucht 
werden. Elektrophoretisch kann man Hamoglobintypen 

[*I Prof. Dr. Dr. B. Schmidt 
Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
65 Mainz, Postfach 3980 

84. Jahrgang 1972 
Heft 14 

Seite 649-688 

durch verschiedene Wanderungsgeschwindigkeiten unter- 
scheiden. Mit Hilfe des finger-print-Verfahrens lassen sich 
Sequenzunterschiede in einzelnen Peptidketten feststellen, 
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Abb. 1. Bindung des Ham-Eisens im Hamoglobin. Die Koordinations- 
zahl 6 wird durch vier Pyrrol-N und zwei Imidazol-N von Histidin- 
Resten der Glohinkette als Liganden erreicht. 
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wenn man nach einem tryptischen Abbau das Hydrolysat 
zweidimensional chromatographisch und elektrophoretisch 
entwickelt. Die genaueste Unterscheidung ist durch eine 
vergleichende Brutto- oder Sequenzanalyse der Amino- 
saurezusammensetzung der Peptidketten moglich. 

AuDerdem lassen sich durch eine vergleichende biochemi- 
sche Palaogenetik evolutionare Zusammenhange aufzei- 
gen : Man kann praktisch nie aus fossilem Material EiweiD- 
spuren isolieren. An Jebenden Fossilien" lassen sich jedoch 
Proteine untersuchen und durch Vergleich der Aminosaure- 
sequenz mit neuzeitlichen homologen, d. h. funktionsglei- 
chen Proteinen in Beziehung setzen. 

Die von der Natur angestellten genetischen ,,Experimente", 
die fur den Menschen je nach Erbgang zu pathologischen 
Erscheinungen (Hamoglobinopathien) unterschiedlichen 
AusmaDes fuhren, erzeugen beim Hamoglobin-Molekiil 
Veranderungen in Synthesegeschwindigkeit['] und Amino- 
sauresequenz[']. Dadurch sind Ruckschliisse moglich, 
welche Bedeutung einzelnen Aminosauren fur Konforma- 

tion, Quartarstruktur und fur die funktionelle Beeinflus- 
sung des erythrocyten-gebundenen Hb zukommt. 

Im Erythrocyten des Erwachsenen findet man neben der 
Hauptkomponente Hamoglobin A, noch 1.5 bis4% Hamo- 
globin A, (A = adult). Jeder Hamoglobin-Typ hat eine aus- 
gepragte Quartarstruktur und stellt ein Tetrameres dar. 
Der dreidimensionale Bau wurde von P e r ~ t z [ ~ - ' ]  am Pfer- 
dehamoglobin aufgeklart. Das kugelige Molekiil (64 x 55 
x 50 A3) besteht aus vier paarweise gleichen Peptidketten. 
Diese Globinuntereinheiten enthalten jeweils ein Ham und 
bilden durch nicht-kovalente Bindungen (schwache Wech- 
selwirkungen) das TetramereC3* 5 ,  'I. HbA, besteht aus zwei 
a- und zwei P-Ketten: aJ3,. Die Begleitkomponente HbAz 
ist durch a,&, zu beschreiben. Wahrend der Embryonal- 
entwicklung dominiert ein HbF : u2y2 (F = fetal), dem ein 
a,~,-Typ (im ersten Drittel) vorausgeht. Beginnend mit 
dem letzten Drittel der Embryogenese bis zum Ende des 
ersten Lebensjahres wird HbF allmahlich durch HbA , 
ersetzt (Abb. 2). 

Tabelle 1. Abnormitaten im Hb-Aufbau [2]. 
~ ~~ 

Nr. Name [a] Aminosaure-Wechsel [b] auftretende Storung 
~ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

I 
8 

Hb Sabine 
Hb Santa Ana 
Hb Genova 
Hb Leiden 
Hb Freiburg 
Hb Boris 

Hb Sydney 
Hb Koln 

p9' (F 7) Leu - Pro 
ps8 (F 4) Leu -+ Pro 
pZ8 (B 10) Leu + Pro 
p60dcr' (A 3) Glu-Ausfall 
pZ3 (B 5 )  Val-Ausfall 
pas (F 4) Leu -+ Arg 

p6' (E 11) Val 4 Ala 
p9' (FG 5) Val + Met 

Brucb der F-Helix 
Bruch der F-Helix 
Bruch der B-Helix 
Bruch der A-Helix 
Bruch der B-Helix 
oberflachlicher 
Ladungsverlust 
,,Fehlstelle" 
,,Uberfullung" 

Konformations- 

Globinuntereinheit 
. storung der 

9 HbToulouse p66 (E 10) Lys -t Glu Ladungsumkehrung, Storung 
des u1 p'-Kontakts 

~~ 

1 10 Hb Philly p3s (C 1) Tyr - Phe Verlust eines H-Donators 
(Wasserstoffbrucke) 

~ 

11 Hb Rainier (HC 2) Tyr + His Donator/Akzeptor-Umkeh- 
rung einer Wasserstoffbriicke 
festere 0,-Bindung 

Bindung 
12 HbYakima p99 (G 1) Asp -t His Umladung, festere 0,- 

J 13 Hb Kansas pi'* (G 4) Asn -t Thr Ladungsverlust, schwachere 
0,-Bindung 

Storung des 
cxl DZ-Kontaktes 

~ ~~ 

14 HbS p6 (A 3) Glu + Val Entladung an der Oberflache 
15 HbC p" (A 3) Glu -+ Lys Entladung an der Oberflache 

16 Hb Bristol p6' (E 11) Val -t Asp p63 His _..___. HO,C (Asp) 

17 HbM Milwaukee p6' (E 11) Val + Glu 

18 HbMIwate us' (F  8) His (prox.) -t Tyr 

19 HbM Boston ass  (E 7) His (dist.) -+ Tyr 

20 

21 HbM Saskatoon p63 (E 7) His (dist.) -P Tyr 

HbM Hyde Park p" (F 8) His (prox.) + Tyr 

negative Ladung in Ham- 
Nahe stabilisiert Fe3+ 
Durch das Fehlen 
des einsamen 
Elektronenpaars 
(Imidazol-N) kann 
Fe3+ leicht 
gebildet werden 

Auftreten von 
Methamoglobin 
(HbM) oder 
Hamiglobin 

22 Hb Zurich p63 (E 7) His + Arg Imidazol-N durch Guanidyl-N ersetzt : Gefahr 
einer medikamentosen Methamoglobinamie 

fiir saure Effektoren fehlt basischer Angriffsort : 
festere 0,-Bindung 

23 Hb Hiroshima p'43 (H 21) His -t Asp 

[a] Anomale Hamoglobine werden gewohnlich mit einem Orts- oder Personennamen gekennzeichnet, 'der mit 
ihrem erstmaligen Nachweis in Zusammenhang steht. 
[b] Eine Kennzeichnung der Art P9l besagt, daD es sich um die Aminosaureposition 91 der P-Kette handelt, 
wahrend F7 die siebente Position des Helixabschnittes F kennzeichnet. 
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Abb. 2. Synthese der Hb-Untereinheiten wahrend der Embryonalent- 
wicklung (A-B) und nach der Geburt (B) [4]. 

Fehler im Aufbau des Hamoglobins machen sich meist 
durch Funktionsausfalle und klinische Symptome bemerk- 
bar, die in wechselnder Auspragung einzeln oder neben- 
einander auftreten konnen (Tabelle 1). 

Unbestandigkeit des Hb gegen Oxidation. Es entsteht aus 
Hamoglobin (Fez+), Hamiglobin oder Methamoglobin 
(Fe3 '), das nicht mehr in der Lage ist, Sauerstoff zu trans- 
portieren. 

Erhohte oder erniedrigte 0,-Bindungskapazitat. Es ist 
eine wesentliche Eigenschaft des Hb, daD ein 0,-Transport 
moglich ist, d. h. 0,-Aufnahme unter den Bedingungen 
des 0,-Partialdruckes in der Lunge und 0,-Abgabe an 
andere Hamproteide (0,-Depot) im Gewebe. Durch Ver- 
anderung im Hb-Molekul kann sich die Festigkeit der 02- 
Bindung erhohen (Tabelle 1, Nr. 11,12), so daD am Bedarfs- 
ort keine 0,-Abgabe moglich ist. Umgekehrt wird bei einer 
zu lockeren 0,-Bindung (Tabelle 1, Nr. 13) nur ungeniigend 
0, gebunden und transportiert. 

Instabilitat des Hb kann die mittlere Lebensdauer (120 
Tage) des Erythrocyten als Hb-Trager erheblich verkiirzen : 
hamolytische Anamie. Dabei findet eine vermehrte Aus- 
schleusung unreifer Erythrocyten (= Reticulocyten) aus 
dem roten Knochenmark, dem Bildungsort der Hb-tra- 
genden Blutzellen, statt. AuDerdem tritt eine Gelbfarbung 
der Haut (Ikterus) durch die Gallenfarbstoffe auf, die beim 
erhohten Hb-Abbau vermehrt anfallen. 

2. Genetische Information 

Man nirnmt an[9*101, daD sich die Information fur die heu- 
tigen Varianten der Hamproteide, d. h. von Substanzen, 
die 0, binden (Myoglobin) oder transportieren (a-, TJ-, y-, 
6-Untereinheiten des Hamoglobins) konnen, von einem 
phylogenetisch alten Gen herleitet. Aus Aminosaurever- 
gleichen zwischen heute zuganglichen Hamproteiden 
schlieDt man, daB dieses Urgen ein Protein rnit 154 Amino- 
sauren (oder mehr) codiert haben konnte. 

Die meisten Gene liegen in den Chromosomen einer Zelle 
in mehrfacher ,J\usfertigung" vor. Dadurch kann die Zelle 
einen Proteintyp rnit Hilfe ihres Syntheseapparates schnell 
vermehren. Ursache dieser Vielfalt sind Genverdoppelun- 
gen, die sich im Lauf der Zeit gebildet haben. 

Aus diesen Gendubletten konnen durch Mutationen, die 
einzelne Genloci getrennt treffen, veranderte Gene hervor- 
gehen, die eine veranderte Information fur die Proteinsyn- 
these enthalten. Durch weiter fortschreitende Eigenstan- 
digkeit (Wanderung abgespaltener Genabschnitte, Verlust 
von Basentripletts) konnen Gene entstehen, die die Infor- 
mation fur homologe Proteine anstelle identischer Indivi- 
duen enthalten. 

Das alteste Hamproteid aus der homologen Mb/Hb- 
Gruppe ist das Myoglobin (Mb). Dieser ,,Muskelfarbstoff' 
ist ein monomeres Hamproteid. Seine Peptidkette besteht 
aus 153 Aminosauren (Molekulargewicht 17000). Vom Mb 
des Pottwals wurde die Sequenz aufgeklart" 'I. Die drei- 
dimensionale Struktur wurde am Mb des Pferdes von 
Kendrewr", 1 3 j  ermittelt. 

Vergleicht man die Aminosauresequenz der Globinunter- 
einheiten des Hb mit der des Mb, so findet man an 120+ 5 
Positionen Unter~chiede"~]. Nur in rund 30 Positionen 
stimmen die Aminosauren iiberein. Die Variation f 5 er- 
gibt sich, wenn man Pottwal-Mb rnit den Untereinheiten 
aller bisher untersuchten Wirbeltier-Hb-Typen vergleicht. 
Sie besagt, daD sich Speciesunterschiede wie eine Fehler- 
breite gegeniiber der Aussage ausnehmen, daD sich die Mb- 
Kette von der Hb-Untereinheit in 120 Aminosaurepositio- 
nen unterscheidet. 

P~ul ing[ '~]  hat versucht, aus diesen Aminosaure-Unter- 
schieden zu berechnen, welche Zeitraume in der Evolution 
fur solche Anderungen benotigt werden. Voraussetzung 
seiner oberlegungen ist folgende : Vergleicht man die 
Aminosauresequenz der Globinuntereinheiten von Sauger- 
Hb (Pferd, Schwein, Rind, Kaninchen), so ergeben sich 
zwischen a- und TJ-Kette Unterschiede an 22 Positionen. 
Wenn sich jede Kette eigenstandig entwickelt hat, so sind 
das 11 AnderungenjKette. Geht man davon aus, daD die 
Entwicklung der hoheren Sauger vor etwa 80 Millionen 
fahren ihren Ursprung nahm, so ergibt sich fur jede Muta- 
tion (d. h. fur jede Anderung) ein Zeitraum von 7 Millionen 
Jahren. Fur sehr weit zuriickliegende Ereignisse empfiehlt 
es sich, rnit der nachsthoheren GroBenordnung zu rechnen, 
also rnit 10 Millionen Jahren pro Aminosauredifferenz. 

Wendet man den IO'-Jahre-Wert auf die Myoglobin/ 
Globin-Differenz an, so ergibt sich, daD die Mb/Hb-Auf- 
spaltung (120/2) x lo7 = 600+50 Millionen Jahre zuruck- 
liegt. ,,Momentaufnahmen" in dieser Entwicklung liefern 
Tierspecies, die sich seit ihrem ersten Auftreten nur wenig 
entwickelt haben. Die altesten Hb-Formen lassen sich an 
solchen Jebenden Fossilien" studieren. Aus Rundmaulern[*l 
(Inger, Neunauge) sind monomere Hb-Typen mit 146 
Aminosauren isoliert worden116. 17]. 

Aus dem Urgenpool hat sich zunachst die Information fur 
das Myoglobin (Mb) entwickelt, gekennzeichnet durch den 
Verlust eines Basentripletts, der bei spateren Gendubletten 
erhalten blieb. Die genetische Information fur die Synthese 
alter Hiimproteide vom Hb-Typ zeigt die gleiche Deletion 
wie beim Mb, zusatzlich aber noch einen weiteren Verlust, 
der vielleicht durch eine Genverschiebung eingetreten ist : 
Die fruhen monomeren Hb-Typen weisen gegeniiber dem 

[*] Rundmauler (Cyclostomata) sind die altesten Wirbeltiere (noch 
ohne Unterkiefer). Sie entstanden vor 450 Millionen Jahren. 
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Mb am C-terminalen Kettenende ein Minus von sieben 
Aminosauren auf. Das primitive Wirbeltier-Hb zeigt im 
oxygenierten Zustand wie das Mb monomeren Charakter. 

Aus dem Genpool fur die nur schwach aggregationsfahige 
Urform des monomeren Hb hat sich wahrscheinlich die 
Information der a-Kette entwickelt, die ebenfalls keine 
Neigung zur Aggregation mit ihresgleichen zeigt. Durch 
Vergleich der Aminosauresequenzen erkennt man, da5 im 
a-Hb wie beim Mb und Ur-Hb eine Deletion innerhalb der 
Kette eingetreten ist und C-terminal eine Verkurzung um 
sechs Aminosauren. Fur die a-Untereinheit charakteri- 
stisch sind zwei weitere ,,Auslassungen“ von zusammen 
sechs Aminosauren, was die fur die a-Kette typische Zahl 
von 141 Aminosauren ergibt. 

Wesentlich spater als die Information fur die a-Unterein- 
heit entstand aus dem Genpool die Information fur die 
Synthese von Nicht-a-Ketten. Der spatere Zeitpunkt ist 
anzunehmen, weil sich die Nicht-a-Ketten von der a-Kette 
nur in 85 10 P~sitionen[’~] unterscheiden. Pauling nimmt 
an, da5 sich a-Gen und Nicht-a-Gen vor 380 Millionen 
Jahren getrennt haben. 

Alle Nicht-a-Ketten zeigen die fur die Globinuntereinheiten 
typische C-terminale Verkurzung um 6 Aminosauren ge- 
geniiber dem Mb. Es fehlt ihnen die ,,alte“ Triplettdeletion, 
wie sie beim Mb und Ur-Hb auftritt. Statt dessen tritt eine 
fur die Nicht-a-Ketten typische Deletion von zwei Tripletts 
auf. Die charakteristische Lange der Nicht-a-Ketten ergibt 
sich damit zu 154 (Urgen) - 6 - 2 = 146 Aminosauren. 

Das alteste Nicht-a-Gen ist das P-Gen, das die Information 
fur die Synthese der a-Kette tragt. Weitere Nicht-a-Globin- 
typen haben sich wahrscheinlich aus Dubletten des 0-Gens 
entwickelt, denn sie weisen eine gro5ere Ahnlichkeit mit 
der P-Kette auf. 

Aus Dubletten des P-Gens bildete sich zunachst die Infor- 
mation fur die Synthese der y-Untereinheiten. Aus 42+6 
Aminosaure-Differenzen zwischen P- und y-Kette ergibt 
sich nach den uberlegungen von Puuling, da5 die Abspal- 
tung des y-Gens aus dem P-Genpool vor etwa 150 Millionen 
Jahren stattgefunden hat. Das y-Gen blieb in unmittelbarer 
Nachbarschaft zum P-Gen. Aus dem P-y-Genverband spal- 
tete sich vor 35 Millionen Jahren das 6-Gen abfgl. Auch hier 
ergibt sich die Zeitangabe durch die Anwendung der 
Paulingschen uberlegungen auf die Differenz von 10 
Aminosauren zwischen 6- und P-Kette. 

Die enge Nachbarschaft der P-Genfamilie im G e n ~ m [ ’ ~ ]  
ergibt sich aus experimentellen Befunden. Zwischen der 
Transkription von P- und y-Gen mu5 ein Zusammenhang 
bestehen, dergestalt, da13 y-Globin die Synthese von (3- 
Globin unterdruckt. Wenn die Synthese der y-Ketten lang- 
Sam erlischt, fallt auch die Hemmung der P-Globinsynthese 
fort, und diese nimmt zu in dem MaD, wie die y-Globin- 
synthese abnimmt (vgl. Abb. 2)[’01. Die Nachbarschaft 
zwischen P- und 6-Gen ist noch enger. Untersucht man die 
hormonelle Beeinflussung (durch Erythropoetin”’]) der 
Hb-Synthese, so stellt man fest, da13 die Synthesegeschwin- 
digkeiten von p- und 6-Kette im konstanten Verhaltnis 
40 : 1 [221 wachsen. Die gro5ere Synthesegeschwindigkeit 
der P-Kette kann verschiedene Ursachen haben: 1. Der 
Transport der gleichen Aminosaure kann durch verschie- 

dene tRNS erf~lgen[’~, 241. Ein Minus an einem tRNS-Typ 
kann zu einem Minus in der Synthese eines Proteins fuhren. 
2. Es ist denkbar, daB bei der jungeren 6-Kette Komplika- 
tionen bei der Faltung auftreten. 3. Die mRNS oder ihre 
ribosomalen Addukte konnen fur die einzelnen Globin- 
untereinheiten verschieden stabil seid‘]. Welche dieser 
Ursachen tatsachlich vorliegt, ist noch unbekannt. 

Fur die enge Nachbarschaft von p- und 6-Gen spricht auch 
das Auftreten von hybriden Globinuntereinheiten, die in 
der Nicht-a-Kette N-terminal 6-Struktur und C-terminal 
P-Struktur haben. Drei solcher Hybride sind bisher be- 
kannt [”, 261. 

Von einem ~-Typ, der im ersten Drittel der embryonalen 
Hb-Synthese auftritt (Abb. 2 )  ist nur wenig bekannt. Er 
verschwindet, wenn die Synthese der y-Ketten einsetzt, wie 
spater die Synthese der y-Ketten erlischt, sobald P-Ketten 
synthetisiert werden. 

Wenn auch bis zu 120 Positionen in der Sequenz der homo- 
logen Hamproteide je nach phylogenetischem Alter ver- 
schieden besetzt sein konnen, so sind doch 11 Positionen 
in allen bisher untersuchten Peptidketten immer identisch 
besetzt[”I, darunter die beiden Histidin-Reste, die eine 
Ham-Bindung garantieren, und in deren Nahe ein Prolin, 
das verhindert, daD sich in der Nahe des Ham-Bindungs- 
ortes eine storende Helixformation bildet. 

Die Globinuntereinheiten vom Nicht-a-Typ zeigen auch 
im oxygenierten Zustand die Eigenschaft der Aggregation. 
Es konnen sich Homo- und Heterotetramere bilden. Homo- 
tetramere vom Typ P4 treten unter pathologischen Be- 
dingungen auf und sind zum 0,-Transport wesentlich un- 
geeigneter als das Heterotetramere a2P2, das in der Phylo- 
genie der Vertebraten erstmals mit der Bildung des Unter- 
kiefers auftritt. Untersucht wurde ein solches altes Hb beim 
Karpfen, einem Knochenfisch[’81. 

3. Veranderungen in der Synthesegeschwindigkeit 

Die Hb-Synthese erfolgt nach der Embryonalentwicklung 
unter physiologischen Bedingungen nur in einem Zelltyp 
des roten Knochenmarks, in den (Pro)Eiythroblasten. In 
diesen kernhaltigen Vorstufen des (im Sauger) spater kern- 
losen Erythrocyten kann die zur Hb-Synthese erforderliche 
Information aus dem Genom vollstandig abgerufen werden, 
d. h. nur hier konnen fur alle Teilschritte der Hb-Synthese 
die Voraussetzungen geschaffen werden. Unklar ist, wie 
die zellulare Hb-Synthese beendet wird. Wahrscheinlich 
reprimiert Hb nach seiner Synthese entsprechende Genom- 
abschnitte, so da5 die weitere Transkription unterbunden 
wird. Die Globinsynthese lauft noch so lange weiter, wie 
intakte messenger-RNS fur alle Peptidtypen[”] vorhanden 
ist und ein funktionierender ribosomaler Apparat zur Ver- 
fugung steht (vgl. Abb. 3). 

Wahrend der Transkription werden von der DNS im 
Genom die fur die Synthese der Globinuntereinheiten not- 
wendigen Teilkopien in Form von messenger-RNS ange- 
fertigt. Jeder Genabschnitt, der eine Peptidkette codiert, 
liefert eine besondere mRNS (Cistron). Die verschiedenen 
unicistronalen mRNS fur die Synthese von Globinunter- 
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einheiten besitzen eine bemerkenswert lange Lebensdauer 
in der GroBenordnung von Tagen. Man kann sie aus 
Reticulocyten isolieren, die langst keinen Kern mehr be- 
sitzen, und kann mit ihnen in eiweihynthetisierenden in- 
vitro-Systemen Hb (N-terminal beginnend) synthetisie- 
ren[’*]. 

Bei der Translation der mRNS-Information in a-Unter- 
einheiten stellt man unter den Polysomen (= Funktions- 
aggregate der Ribosomen fur die Translation einer mRNS) 
meist Pentamere fest, wahrend sich bei der Synthese von 
P-Untereinheiten Hexamere nachweisen lassen. Vielleicht 
bietet die um 15 Nucleotide langere P-mRNS den Platz fur 
ein zusatzliches Ribosom. 

Die stochiometrische Aggregation von a- und P-Ketten 
zum fertigen Tetrameren erfolgt auf ribosomalem Ni- 
yeau[29-311 . w i  e bei der Myoglobin-Synthese, losen sich 
die fertigen a-Ketten von den Ribosomen ab und werden 
ins Cytosol entlassen. Sie bilden keine Tetramere, konnen 
aber bei pathologischer Uberfullung verklumpen (P-Tha- 
lassamie). Unter physiologischen Bedingungen treten die 
freien a-Ketten mit den langeren, noch wachsenden Globin- 
untereinheiten der P-Familie in Wechselwirkung, worauf 
sich $-Dimere von den Polysomen ablosenrZ9- 331 . M an 
glaubt heute nicht mehr, daD sich die 0-Untereinheiten 
selbstandig ablosen und die Termination der a-Unterein- 
heiten beeinfl~ssen[~~- 361. Die Up-Dirneren treten dann 
mit dem Ham-Poo1137-391 des CytosoIs in WechseIwir- 
k ~ n g ~ ~ ’ ] .  Obgleich monomeres a-Globin kein Ham bin- 
detI3’1, ist die Ham-Amnitat zum a-Globin groBer als zur 
~-Untereinheit[41*42], so daD sich zuerst die a- und dann 
die p-Untereinheiten mit dem Ham beladen. 

Eine unterschiedliche Bereitstellung der Globinunterein- 
heiten ergibt sich meist durch Verminderung der Synthese- 
geschwindigkeit einer Untereinheit. I n  der a-Thalassamie 
wird ein UnterschuD an a-Ketten synthetisiert I” .  Da das 
a-Gen isoliert im Genom ~or l i eg t ’~~] ,  ist die Bereitstellung 
der Nicht-a-Ketten nicht gehemmt. Die Synthesegeschwin- 
digkeit der 0-Ketten liegt dann um den Faktor 1.5 bis 3 
hoher. Unter diesen Bedingungen bilden die Nicht-a-Ket- 
ten H~rnote t ramere~~~] ,  und in den Erythrocyten 1aBt sich 
ein HbH (P4) nachwei~en[~~,  461. Diese funktionell minder- 
wertige Hb-Form ist instabil und neigt zu Verklumpungen, 
die man als Heinzsche EinschluBkorperchen (in den Ery- 
throcyten) nachweisen kann. Da die Synthesestorung schon 
wahrend der Embryonalentwicklung auftritt, erfolgt hier 
auch eine Autoaggregation der y-Ketten und es erscheint 
ein Hb-Bart (y4)[,’1. 

Bei der P-Thalassamie ist die Synthesegeschwindigkeit der 
P-Ketten vermindert. a-Ketten werden in ausreichender 
Menge synthetisiert und ins Cytosol entlassen. Es bilden 
sich aber keine a,-Tetramere, doch treten Verklumpungen 
a ~ f ~ ~ ~ ] .  Durch die enge Nachbarschaft der P-Familie im 
Genom ist es moglich, daB eine teilweise Auffullung des 
0-Pools erfolgen kann, wenn beispielsweise das y-Gen nicht 
abgeschaltet wird. Es ergibt sich eine Persistenz von HbF, 
indem die y-Ketten auch nach der Geburt den a-Ketten 
fur eine Tetramerenbildung zur Verfugung stehen. Auch 
die Synthese von 6-Ketten ist unter diesen Bedingungen 
erhoht, so daD bei einem Minus an HhA, vermehrt HbF 
und HbA, angetroffen werden. 

4. Ersatz einzelner Aminosauren 

Wahrend Anderungen in der Synthesegeschwindigkeit der 
Globinuntereinheiten wahrscheinlich auf ribosomalem 
Niveau stattfinden, greifen Punktmutationen, die den Er- 
satz einzelner Aminosauren zur Folge haben konnen, im 
Genom an. Hier ist (Abb. 3) jede Aminosaure durch ein 

ci 

mRNS’ 

Codon 

(Translation1 

Genabschnitt 
der 
ONS 

Abb. 3. Schema der Protein-Synthese: rechts oben wird an einem frei- 
gelegten Genabschnitt der DNS enzymatisch die mobile mRNS syn- 
thetisiert (Transkription). Die mRNS wandert zum Ribosorn, d. h. zurn 
eiweihynthetisierenden Apparat (Translokation). In einem Passungs- 
vorgang (nach dem Gesetz der Basenpaarung) gelangt das Anticodon 
der mit Aminosauren beladenen Transfer-RNS (tRNS) zum Codon 
der mRNS (Translation). Die neu herangebrachte Arninosaure (hier 
Phenylalanin durch tRNS,,) wird an den schon synthetisierten Peptid- 
rest (hier Valin-Lysin) angeheftet. 

Basentriplett codiert. Die meisten Aminosauren sind nur 
durch die ersten beiden Basen ,,ihrer“ Tripletts festgelegt. 
Bei einigen ist die Wahl der dritten Position vollig frei, 
meistens kann eine von zwei Basen erscheinen, ohne daB 
dadurch die Codierung unsicher wird. 

So wird beispielsweise die Aminosaure Glycin (Gly) durch 
das mRNS-Codon GGX reprasentiert, wobei X=A, G, C 
oder U sein kann. Nur eine Aminosaure, das Methionin 
(Met), wird eindeutig (durch das Codon AUA) codiert. 

Daraus ergibt sich, daB nicht jede Punktmutation, d. h. 
jeder Basenaustausch, im Gen zu einem Aminosaure-Wech- 
sel in der Proteinkette fuhren mu& Wenn es in der dritten 
Position des Codon zu einem tolerierten Basenwechsel 
(whobbling) kommt, andert sich an der Art der Aminosaure 
nichts. Dagegen tritt ein Aminosaure-Wechsel fast immer 
bei Basenfehlern in den beiden ersten Positionen des Co- 
dons ein: GA$ -+ G U t  bewirkt einen Ubergang Gluta- 
minsaure + Valin (Glu + Val), der zum Auftreten von 
HbS (Sichelzellenanamie) fuhrt, wenn er in Position 6 der 
P-Kette erfolgt. 
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Bisher wurden in Globinuntereinheiten mehr als 100 
Aminosaure-Wechsel gefunden, davon mehr in den 8- 
Ketten'". 501 als in den a-Ketten, wahrscheinlich weil die 
Oxygenierung des Hb durch eine Konformationsanderung 
der P-Untereinheit gefordert wird und Veranderungen in 
der P-Kette daher klinisch eher manifest werden. Damit ist 
nicht gesagt, daB die am haufigsten gefundenen Mutationen 
mit den am haufigsten aufretenden Mutationen identisch 
sind, da man nach molekularen Veranderungen nur sucht, 
wenn pathologische Symptome auftreten. In tolerierten 
Mutationen konnen andere Typen des Basenaustausches 
haufiger v ~ r k o m m e n ~ ~ ~ ~ .  

Am haufigsten wird im Codon A gegen G ausgetauscht. Ein 
Beispiel ist AA; (Lys) -+ G g  (Glu). Fur die Wechselwir- 
kungen zwischen den Seitenketten bedeutet dieser Aus- 
tausch eine Umladung (Lys = -NHl,  Glu = -CO;). Der 
umgekehrte Austausch (G gegen A) ist ebenso haufig: 
GG,U (Gly) + GAF (Asp). Aus einer neutralen Aminosaure 
mit geringstem Raumbedarf (Glycin) wird dabei eine polare 
(Asparaginssure), die ionische Beziehungen eingehen oder 
Wasserstoffbriicken bilden und durch diese Eigenschaften 
Storungen bewirken kann. 

Projiziert man diesen Austausch zweier Purinbasen (A und 
G) des Codons ins Genom, so entspricht er dort einer ,,Ver- 
wechslung" zwischen den Pyrimidinbasen Cytosin und 
Thymin, die ihre Ursache auch in einer Storung der Uber- 
tragung von Amino- und Methylgruppen im Zellkern ha- 
ben kann (Abb. 4). 

Cytosin U r a c i l  Thymin 

Abb. 4. Die beiden wichtigsten Pyrimidinbasen der Nucleinduren. Sie 
sind verkniipf: durch enzymatische Aminierung und Methylierung. 

Der Ersatz einer polaren Seitenkette, die ionische Bezie- 
hungen aufbaut, wird immer zu einer Konformationsande- 
rung fuhren, besonders dam, wenn eine Ladungsumkeh- 
rung eintritt (Tabelle 1, Nr. 9). 

Auch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Peptidstruk- 
turen oder zwischen den Seitenketten einzelner Amino- 
sauren, z. B. zwischen phenolischem Hydroxyl (Tyr) und 
einem Heteroatom (Carboxyl-0, Ring-N), werden bei Weg- 
fall eines Partners zusammenbrechen. 

5. Die Globinuntereinheit 

Die Globinuntereinheiten des Hb haben eine charakteristi- 
sche Konformation, die der des Mb sehr ahnlich ist[12J. 
75 % der Sekundarstruktur bestehen aus Helixstrukturen, 
die sich in acht AbschnitteA bis H (siehe Abb. 5)gliedern1"6! 

Im Inneren der Struktur herrschen hydrophobe Kontakte 
vor, besonders zwischen den Aminosauren Leucin, Iso- 
leucin, Valin und Phenylalanin[', ''3 521. Der Ersatz solcher 

Aminosauren durch andere mit polaren Seitenketten kann 
zur Auflosung der Konformation fuhren. Findet der gleiche 
Austausch an der Molekiiloberflache statt, so wird die 
Konformation nur wenig beeinfluRt (Tabelle 1, Nr. 6). 
Beim Ersatz einer Aminosaure durch eine andere kann 
schon der unterschiedliche Raumbedarf geniigen, um die 
Konformation zu labilisieren (Tabelle 1, Nr. 7, S), oder die 
fur einen Konformationsabschnitt typische a-Helix kann 
unterbrochen werden (auch durch den Ausfall einer Amino- 
saure), was gleichfalls zu instabilen Hb-Typen fuhrt (Ta- 
belle 1, Nr. 1-3, 4, 5). 

5-  9 

Abb. 5. Schematische Darstellung helicaler (Doppellinien) und nicht- 
helicaler (einfache Linien) Abschnitte im Myoglobin [67]. Die Zahlen 
geben an, wieviele Aminosauren in den einzelnen Abschnitten stehen. 

5.1. Globin-Globin-Kontakte 

Neben den polaren und unpolaren Wechselwirkungen 
innerhalb einer Globinuntereinheit mussen in ihrer AuRen- 
zone Seitenketten von Aminosauren die Bildung von Kon- 
takten zwischen den Untereinheiten ermoglichen, damit 
sich die Quartarstruktur aus vier Untereinheiten bilden 
kann. Die Art der Wechselwirkung zwischen den vier 
Monomeren ist verschieden. Es existiert ein festerer Bin- 
dungstyp a'p' und azpz und ein lockerer Globin-Globin- 
Kontakta'p' und a2fJ'. Im Fall alp' nahern sich 110 
Atome aus Seitenketten von 34 Aminosauren auf einen 
Abstand < 4  A. Im Fall alp' ergeben sich Kontaktstellen 
(mit einem Abstand <4  A) zwischen 80 Atomen aus den 
Seitenketten von 19 Aminosauren. Die Dissoziation des 
Tetrameren in dimere Untereinheiten fuhrt zum ,,festeren" 
a'p'-Dimerer~''~] : azp,~2a 'P1.  Die unterschiedliche Bin- 
dungsfestigkeit zwischen den Untereinheiten ist Voraus- 
setzung fur Konformationsanderungen des Hb-Molekiils : 
die beiden a' PI-Dimeren konnen aufeinander gleiten. Diese 
Konformationsanderung ermoglicht eine allosterische Ak- 
tivierung der Oxygenierung (0,-Beladung) und mittelbar 
der Desoxygenierung (0,-Abgabe) des Hb im Erythro- 
cyten. Im desoxygenierten Zustand zeigt die Konformation 
der P-Kette ein lockeres, im oxygenierten ein dichteres 
Gefuge. Die Konformationskompressionlsl tritt ein, indem 
sich die Ham-Tasche aufweitet und eine koordinative 
Fe-N-Bindung reversibel durch eine Bindung Fe-02 er- 
setzt wird. 

Die optimal reversible 0,-Beladung ist nur dem Hetero- 
tetrameren azp2 moglich. Die Homotetrameren p4 und y4 
binden 0, fester und zeigen keine allosterische Forderung 
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der O,-Bind~ng[~~! HbF (a,y,) bindet 0, fester als HbA,, 
da zur Versorgung des fetalen Kreislaufs ein niedrigerer 
0,-Partialdruck zur Verfugung steht. 1st die 0,-Bindung 
zu fest, wie bei den Homotetrameren, so ist die 0,-Abgabe 
im Gewebe, z. B. an Mb, und damit ein 0,-Transport nicht 
moglich. 

Werden Aminosauren ersetzt, die fur die Bildung der Quar- 
tarstruktur wesentlich sind, so konnen die a'P'-Kontakte 
(Tabelle 1, Nr. 9) oder die a'P'-Kontakte (Tabelle 1, Nr. 
10-1 3) labilisiert werden. 

Statt zur Auflosung der Quartarstruktur kann ein Amino- 
saureersatz auch zu einer verstarkten Aggregationsneigung 
fuhren. Da bei den Nebenvalenzkraften, die den Zusam- 
menhalt des Tetrameren garantieren, die hydrophoben 
Wechselwirkungen bei weitem iiberwiegen['], kann ein 
Uberschu5 an unpolaren Seitenketten auch zu hoheren 
Aggregaten fuhren. Die Bildung von Hb-Polymeren hat 
makroskopisch eine Verklumpung dds Hb mit einem ent- 
sprechenden Funktionsausfall im 0,-Transport zur Folge. 
Die verstarkte Aggregationsneigung ist vor allem beim 
desoxygenierten Hb festzustellen, da hier eine lockere Kon- 
formation Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten 
erleichtert. Das bekannteste Beispiel eines pathologischen 
Hb-Typs rnit einem Aminosaureaustausch an der Molekul- 
oberflache ist das Sichelzellen-Hb (Tabelle 1, Nr. 14, 15): 
Der Ersatz der negativ geladenen Seitenkette des Glu durch 
das unpolare Val fuhrt zur Bildung eines uberschussigen 
hydrophoben Zentrums, das eine Polyaggregation ein- 
leiten kann. Die Hb-Verklumpung hat ein Schrumpfen des 
Zellvolumens zur Folge, und es bildet sich die charakteristi- 
sche Sichelzellfonn der Erythrocyten. 

5.2. Ham-Globin-Kontakt 

Am empfindlichsten fur die Funktion des Hb sind Storun- 
gen in der Aminosauresequenz, die sich in unmittelbarer 
Nahe zum Bindungsort des Ham befindet. Essentiell sind : 
1. Ein Prolin, das die Bildung einer helicalen Struktur in 
diesem Bereich unterbindet. 2. Zwei Histidine in diesem Be- 
reich, deren Imidazol-N der koordinativen Absattigung 
des Fez+ dient. 3. Die Seitenketten anderer Aminosauren, 
z. B. p"' p4' in der Nahe der Histidin-Reste. Sie 
leisten einen Beitrag zur Aufrechterhaltung eines hydro- 
phoben Milieus, in das das plane Ham eingebettet ist 
(Abb. 6). Wird dieses hydrophobe Milieu gestort (schon 
Storungen ohne Ladungseffekte genugen), so kann dadurch 
der Abbau des Hb eingeleitet werden (Tabelle 1, Nr. 7, 8). 
Auffalliger sind die labilisierenden Effekte beim Einbau von 
Aminosauren rnit polaren Gruppen. Taucht eine negative 
Ladung (Tabelle 1, Nr. 17) in der Ham-Tasche auf, so sind 
die Voraussetzungen geschaffen fur die Stabilisierung eines 
dreiwertigen Fe. Unter physiologischen Bedingungen tritt 
bei der Oxygenierung eine in der GroSenordnung einiger % 
liegende autokatalytische Oxidation des Fe2+ (Hamo- 
globin) zum Fe3+ (Hamiglobin, HbM) ein. Durch die 
Hamiglobinreduktase, die NADP-abhangig arbeitet, wird 
das Fe3+ wieder reduziert. Die Reduktionsaquivalente 
werden vom Kohlenhydratstoffwechsel des Erythrocyten 
bereitgestellt. Bietet sich eine negative Ladung zur Stabili- 

sierung des Fe3+ an, so kann keine enzymatische Reduktion 
erfolgen. Das Hamiglobin fallt fur den 0,-Transport aus. 

Tritt das Proton einer Carboxygruppe oder der H-Donator 
einer Wasserstoffbriicke rnit der Elektronenlucke des Harn- 
Fe in Konkurrenz um das Imidazol-N (His), so kommt die 

41Phe 

98Val.... 

..." ...' .... ."... 

.... ,....... 137Va1 

._.. .._.. .... ........., ,,,,Leu 

...>,,Phe 

6ZVa1 

. .  .._ '. '.. '. .. . . .  .. ..__._ ..:. ...: :\ 

Abb. 6. Ham-Globin-Kontakte [7]. Das Schema zeigt, welcbe Amino- 
saure-Seitenketten der 0-Kette mit dem in der P-Untereinheit gelegenen 
Porphinsystem des Ham in Wechselwirkung treten. Ausgezogene Li- 
nien fuhren zu oberhalb, punktierte Linien zu unterhalb der Ham- 
Ebene gelegenen Aminosauren. Die Zahlen geben die Stellungen der 
Aminosauren in der P-Kette an. 

Fe-N(His)-Bindung nicht zustande, und eine Oxidation 
ist moglich (Tabelle 1, Nr. 16). Ein Verlust der Fe-N- 
Bindung durch Ersatz des Histidins fuhrt immer zur 
Oxidation des Fe und zum Auftreten von HbM. Alle vier 
denkbaren Moglichkeiten eines His-Ersatzes ,,spielt" die 
Natur durch: In u- und P-Ketten kann jeweils das proxi- 
male oder das distale His ersetzt werden (Tabelle 1, Nr. 
18-21). Vertritt ein N-haltiger Ligand das Imidazol-N, 
z. B. Guanidyl-N (Arg) (Tabelle 1, Nr. 22), so ist das Fe 
anfalliger fur eine Oxidation als in Bindung rnit His. Unter 
Einwirkung von Nitroderivaten (Medikamente) kann es 
zu einer Methamoglobinamie kommen. 

6. Effektoren 

Allosterische Konformationsanderungen an Enzympro- 
teinen konnen die Aktivitat des Enzyms wesentlich ver- 
andern. Man nennt Stoffe, die solche Veranderungen an 
der Konforrnation eines Proteins bewirken, Effektoren. 

Auch die Funktion des Hb-Molekuls kann durch Effektoren 
beeinflu& werden : Eine beginnende Oxygenierung fordert 
die weitere 0,-Aufnahme im Sinne einer allosterischen 
Aktivierung (Abb. 7). Ebenso kann die Desoxygenierung 
gefdrdert werden : In einer Hohlung des Molekiils, die bei 
der Tetramerisierung frei bleibt, finden sich basische Seiten- 
gruppen His), die einen Angriff des CO, (Bohr-Effekt) 
durch die Bildung von Carbiminogruppierungen ermogli- 
then[''* 571. Fehlt ein solcher Angriffspunkt (Tabelle 1, 
Nr. 23), so ist eine Desoxygenierung e r sch~er t [~* '  60] .  

Durch Untersuchungen an erythrocyten-gebundenem und 
freiem Hb konnte man Unterschiede in der 0,-Bindungs- 
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festigkeit feststellen (siehe Abb. 7). Im Erythrocyten des 
Saugers findet sich ein GlykolysemetaboIit in hoher Kon- 
zentration, der in anderen glykolysierenden Geweben nur 
in katalytischer Menge vorkommt : das 2,3-Diphospho- 
glycerat (DPG). In einer 1 : I-Bindung an basischen Funk- 
tionen (His) des Heterotetrameren c12p2[621 leitet DPG 

Abb. 7. 0,-Bindungskurven. Bei dem im Gewebe herrschenden 0,- 
Partialdruck ( T )  ist das tetramere H b  nur wenig mit 0, beladen, wah- 
rend groDe Mengen an Mb gebunden sind - entsprechend den Funk- 
tionen von Hb (0,-Transport) und Mb (0,-Depot). Besonders vorteil- 
haft gestaltet sich die Dissoziation des 0, von Hb, wenn es im Erythro- 
cyten gebunden ist.(-e-), d. h. in Anwesenheit von 2,3-Diphosphogly- 
cerat (DPG) [62]. 

innerhalb des Erythrocyten eine Konformationsanderung 
ein, die die 0,-Bindung lockert und die Desoxygenierung 
fordert[63-651. Im Vogelerythrocyten wird die Funktion 
des DPG von einem Inosit-hexaphosphat[6z] wahrgenom- 
men. Diese allosterische Beeinflussung durch saure Effek- 
toren ist nur an den phylogenetisch jiingsten a2p2-(u2S2)- 
Tetrameren moglich'611 (beim HbF liegt anstelle von 

oder y'43 Ser vor). Auch die Homo- 
tetrameren p4 und y4 zeigen keinen Bohr-Effekt und keine 
0,-Lockerung durch DPG[541. 

p 1 4 3 H i s  ein &138 Ser 
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