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Molekulare Aspekte der Sichelzellen-Krankheit

Von Michael R. Waterman und G. Larry Cottam("]

Sichelzell-Hamoglobin (Himoglobin S) enthilt in Position 6 der B-Kette Valin anstelle von
Glutaminséure. Die K onformationen von Hamoglobin S und normalem Erwachsenen-Hamoglo-
bin (Himoglobin A) unterscheiden sich nur wenig. Sauerstofffreies Himoglobin S bildet unter
Eigenassoziation eine fliissig-kristalline Phase, die die Erythrocyten zu einer sichelartigen Gestalt
verformt und somit die klinischen Symptome der Sichelzellandmie hervorruft. In diesem Gel
stehen Desoxyhimoglobin-S-Monomere und -Polymere im Gleichgewicht. Man weiB, daB der
PolymerisationsprozeB einen negativen Temperaturkoeffizienten hat und vom pH-Wert sowie
besonders stark von der Himoglobin-S-Konzentration abhangt. Die Triebkraft fiir die Polymeri-
sation von Desoxyhdmoglobin S ist anscheinend die Entropiezunahme. Die Reaktion lauft
in zwei kinetischen Phasen ab, einer Verzogerungsperiode und einem raschen Polymerisationspro-
zeB. Das Polymer besteht aus Rohrchen, die aus sechs oder acht nebeneinander liegenden,
helixformig gewundenen Stringen aus Desoxyhdmoglobin S aufgebaut sind. Der Windungsab-
stand (,,pitch“) betrigt 3000 A. Die genaue Natur der Kontakte zwischen den Hamoglobin-S-Mo-
lekiilen ist noch nicht bekannt. Die anschlieBende Ausrichtung der Rohrchen fiihrt zu den
in S/S-Erythrocyten beobachteten Tactoiden. Zwar sind noch viele Einzelheiten der Polymerbil-
dung und der Struktur nicht aufgeklirt worden, doch hat man bereits mehrere Versuche
zur chemischen Beeinflussung der Sichelbildung durchgefiihrt. Allerdings ist bisher noch keine
befriedigende chemische Behandlungsmethode gefunden worden.
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1. Einfiihrung

Uber die Sichelzellanimie wurde erstmals 1910 von Her-
rick) berichtet. Er beschrieb einen Patienten mit linglichen,
sichelférmigen roten Blutkérperchen. In einer ausgedehnten
Untersuchung zeigte Neel'?!, daB die Sichelzellen-K rankheit
nach den Mendelschen Gesetzen vererbt wird, wie es Huck!®!
zuvor schon angenommen hatte. Neel fiihrte die Existenz
klinisch gutartiger Formen (Sichelzell-Merkmal) darauf zu-
riick, daB die Individuen heterozygot beziiglich Himoglobin
S sind, wihrend Individuen mit Sichelzellanimie homozygot
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beziiglich Hamoglobin S sind. Bis zur ersten chemischen Be-
schreibung der Krankheit und der Erkenntnis, daB sie von
einem anomalen Himoglobin-Molekiil herriihrte, muBte man
jedoch die Entwicklung elektrophoretischer Techniken abwar-
ten, mit deren Hilfe es Pauling et al. 1949!%] gelgng, Sichelzell-
Himoglobin von normalem Hidmoglobin zu trennen.

1957 konnte Ingram durch Anwendung von Peptidkartie-
rungs-Techniken die genauen chemischen Unterschiede zwi-
schen Himoglobin A und Hémoglobin S bestimmen. Norma-
les Erwachsenen-Hdamoglobin (Himoglobin A) enthilt vier
Polypeptidketten: zwei gleiche «-Ketten aus 141 Aminosiure-
resten und zwei gleiche B-Ketten aus 146 Aminosiureresten
(22B2). Ingram gelang der Nachweis, daB sich Hamoglobin
S durch den Austausch einer Aminosdure von Himoglobin
A unterscheidet. In der B-Kette ist die Glutaminsiure in Posi-
tion 6 (vom Amino-Ende her) durch Valin ersetzt!l. Davon
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abgesehen stimmen alle Aminosduren in den a- und B-Ketten
von Hémoglobin S mit denen in Hédmoglobin A iiberein.
Das heifit, Himoglobin S enthilt neben zwei normalen a-Ket-
ten zwei anomale B-Ketten (o, 5™ ~¥Y). Individuen mit dem
Sichelzell-Merkmal haben Himoglobin S und Himoglobin
A, wihrend Individuen mit Sichelzellandmie nur Himoglobin
S aufweisen.

Die klinischen Symptome der Sichelzellanimie — Anidmie
und akute Ischdmie sowie Infarktbildung im Gewebe und
damit chronischer Ausfall der Organfunktion — sind eine Folge
der sichelartigen Verformung der Zellen. Dieses Phinomen
ist seinerseits auf die Polymerisation von Desoxyhidmoglobin-
S-Molekiilen"] innerhalb der Erythrocyten zuriickzufiihren.
Nach der Sauerstoffabgabe an das Gewebe vereinigen sich
die resultierenden Desoxyhdmoglobin-S-Molekiile zu langen
Fasern, die die Erythrocyten-Membran zu einer sichelartigen
Gestalt deformieren (Abb. 1). Die Polymerisation macht sich

Abb. 1. Mikroskopische Aufnahme von sichelférmigen Erythrocyten. Aus
diesen Erythrocyten wurde der Sauerstoff mit einer 1proz. Na,S;04-Losung
chemisch entfernt.

als Gelbildung bemerkbar. Im Gegensatz hierzu bleibt norma-
les Erwachsenen-Himoglobin unter diesen Bedingungen in
Losung. Sichelzellen sind weniger geschmeidig als normale
rote Blutkorperchen und werden leicht in Kapillarschichten
eingeschlossen. Dies fiihrt zu einer Verstopfung der Blutbahn
und schlieBlich zur Gewebsschiddigung. In den vergangenen
Jahren sind zahlreiche klinische Untersuchungen iiber die
Sichelzellanimie verdffentlicht worden, die nicht Gegenstand
dieses Aufsatzes sein kénnen. Auf einige neuere Ubersichtsauf-
sitzel®~ 19 sei hingewiesen.

[*] Die Bezeichnung Desoxyhimoglobin wird hier verwendet, wenn hervor-
gehoben werden soll, daB es sich um sauerstofffreies Hamoglobin handelt.
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Die Anzahl der Untersuchungen iiber die biochemischen
und biophysikalischen Aspekte der Sichelzellen-Krankheit ist
kiirzlich explosionsartig angestiegen, vor allem in den
Vereinigten Staaten. Hier soll ein Uberblick iiber die wichtig-
sten Aspekte dieser Arbeiten gegeben werden. Der Polymerisa-
tionsvorgang ist so komplex, daB ein groBer Teil dieser Arbei-
ten rein phinomenologischer Natur ist. Die mit verschiedenen
experimentellen Methoden gewonnenen Ergebnisse sind je-
doch konsistent, und man lernt nach und nach, die grundlegen-
den strukturellen, kinetischen und thermodynamischen Aspek-
te dieser komplizierten Wechselwirkung zwischen Protéinmo-
lekiilen zu verstehen. Es ist zu hoffen, daB sich daraus niitzliche
klinische Methoden zur Behandlung dieser molekularen
Krankheit ergeben werden.

2. Frithe Untersuchungen der Gelbildung

Im AnschluBl an die Aufkldrung der Primirsequenz von
Hémoglobin S wurden bis zu diesem Jahrzehnt relativ wenige
biochemische Untersuchungen zur Bestimmung der Natur
des Aggregationsprozesses durchgefithrt. Seit 1970 ist der Ag-
gregationsprozeB mit einer Vielzahl von physikalischen Me-
thoden gepriift worden, um seine komplexe Natur zu entrit-
seln. Die Grundlage fiir die jiingsten Experimente bilden je-
doch einige entscheidende Beobachtungen aus den Jahren
zwischen 1950 und 1970.

Die erste dieser Beobachtungen stammt von Harris. Er
fand, daB die Viskositdt von lysierten roten Blutkérperchen
aus Individuen mit Sichelzellandmie bei der Desoxygenierung
betrichtlich zunimmt. Bei der Lyse der Erythrocyten konnte
er eine mit der Sauerstoffabgabe einhergehende konzentra-
tionsabhingige Viskositidtsinderung nachweisen. Bei hohen "
Himoglobin-S-Konzentrationen (235 mg/ml) beobachtete er
einen halbfesten, geldhnlichen Zustand, dessen optische Dop-
pelbrechung derjenigen von Erythrocyten ihnelte!!]. Diese
Gelbildung, die durch Wiederanlagerung von Sauerstoff riick-
gingig gemacht werden kann!!Z), tritt sogar in Gegenwart
anderer Hiamoglobine wie Himoglobin A ein!**. Eine Min-
destmenge an Hamoglobin S mubB allerdings vorhanden sein
(vgl. auch Tabelle 5). Man hat auch auf die diagnostische
Bedeutung der Gelbildung fiir die Identifizierung von Hidmo-
globin S hingewiesen.

Eine weitere wichtige Beobachtung machte Itano. Er zeigte,
dafB} sich Desoxyhdmoglobin S in 2.24 M Phosphatpuffer bei
pH=7.0 wesentlich schlechter als Desoxyhdmoglobin A
16st1'4). Die verminderte Lslichkeit von Desoxyhidmoglobin
S in konzentrierter Salzlosung ist von mehreren Wissenschaft-
lern bei der Untersuchung der Parameter des Polymerisations-
prozesses ausgenutzt worden!!>~!7). Dariiber hinaus wurde
auf dieser Basis eine Loslichkeitsmethode zum Nachweis von
Hiamoglobin S in Massen-Screening-Programmen entwickelt,

1957 untersuchte Allison emeut die Viskosititsinderungen
und zeigte, daB die Oxyhdmoglobine S und A sowie Desoxyhi-
moglobin A iiber einen Konzentrationsbereich von 5 bis
250 mg/ml und einen Temperaturbereich von 0 bis 40°C die
gleichen Viskositdtscharakteristiken besitzen. Dagegen ver-
hielt sich Desoxyhdmoglobin S véllig anders. Losungen mit
Konzentrationen iiber 120 mg/ml zeigten beim Erwidrmen auf
iiber ca. 15°C einen steilen Viskositétsanstieg. Beim Abkiihlen
ging die Viskositit wieder zuriick!'®), Die Umkehrung dieses
Vorganges durch Temperaturerniedrigung ist eine auferor-
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dentlich wichtige Eigenschaft, auf die seitdem in praktisch
jeder Untersuchung zuriickgegriffen wurde. Andererseits fand
man bei jeder oberhalb ca. 15°C liegenden Temperatur einen
steilen Viskositdatsanstieg bei Erhohung der Hamoglobin-S-
Konzentration (siche Tabelle 1).

Tabelle 1. Spezifische Viskosititen 1, von wiiBrigen Losungen der Desoxyhi-
moglobine A und $ als Funktion der Konzentration ¢ bei 37°C [18].

Desoxyhimoglobin A Desoxyhiimoglobin S

¢ [mg/mi] Mo ¢ [mg/ml] e
50 15 50 1.5
110 5 100 45
200 20 1s 5.7
275 41 125 85
130 435

150 Gel

Einen wertvollen Beitrag lieferte Murayama mit der Vorstel-
lung, daB der negative Temperaturkoeffizient der Gelbildung
ein MaB fiir die Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkun-
gen bei der Polymerisation ist'*®!, Dies steht im Einklang
mit dem Austausch der Aminosidure Glutaminsiure gegen
Valin; mehrere Versuche, Arzneimitte! gegen die Sichelzellen-
Krankheit zu entwerfen, beruhten auf diesem Gedanken. Zu-
sammenfassend ergaben diese friihen Untersuchungen, dafB
die Gelbildung ein stark konzertierter ProzeB ist, der von
der Temperatur, der Hamoglobin-Konzentration und dem
Sauerstoffdruck abhingt.

3. Unterschiede zwischen Hamoglobin S und A

Der vielleicht enttduschendste Aspekt bei der Untersuchung
der Aggregation von Desoxyhdmoglobin S ist die Tatsache,
daf} sich die Himoglobin-S-Molekiile im Polymer und in
Losung in ihren physikalischen Eigenschaften anscheinend
nicht unterscheiden. Sorgfaltige Untersuchungen auch mit Hil-
fe der polarisierten Absorptions-Spektroskopie!2°! ergaben,
daB sich die optischen Eigenschaften der Hamgruppe bei der
Polymerisation nicht andern. Andere Teile des Molekiils sind
durch Spinmarkierungs-Experimente mit Nitroxiden erforscht
worden; Konformationsénderungen aufgrund der Polymerisa-
tion konnten nicht festgestellt werden. Himoglobin A wurde
an den Cystein-Resten in Position 93 der B-Kette mit Nitroxi-
den substituiert, um die Konformationsanderungen wahrend

@
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32356
Abb. 2. Elektronenspinresonanz-Spektrum von Desoxyhidmoglobin S, das
an den Boy-Cystein-Resten mit 3-(2-1od-acetamido)-2,2,5,5-tetramethyl-1-pyr-
rolidinyloxyl (1 ) spinmarkiert ist. a) Probe mit 53 mg/ml (kein Gel), b) Probe
mit 283 mg/ml (Gel). Die Spektren wurden bei 23°C aufgenommen.
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der reversiblen Bindung eines Liganden durch Elektronenspin-
Resonanz verfolgen zu konnen!?!- 22! An entsprechend substi-
tuiertem Hamoglobin S konnte man den gleichen Oxy-Des-
oxy-Ubergang wie an HimoglobinA beobachten ; die Spektren
einer Desoxyhimoglobin-Losung niedriger Konzentration
und eines in konzentrierter Losung entstandenen Gels sind
dagegen gleich!?%), Abbildung 2 veranschaulicht dieses Ergeb-
nis. Daraus folgt, daB die Polymerisation die Region um die
Bo3-Cystein-Reste in Desoxyhdmoglobin S nicht beeinflufit;
Teile der Proteinoberfldche bleiben also unverdndert. Vorlaufi-
ge Untersuchungen mit 3-{[2-(2-Isothiocyanatoethoxy)ethyl]-
carbamoyl}-2,2,5 5-tetramethyl-1-pyrrolidinyloxyl (2) zur

NH~CO-CH,l CO-NH~(CHy),
H,C CH, H,C CH, o
HyC™ N" CHy HC' N CHy  (CHy),
oO* o NCS
1 (2)

Spinmarkierung deuten darauf hin, daB die N-terminalen Reste
der B-Ketten von Hamoglobin S ebenfalls unempfindlich ge-
geniiber Anderungen sind, die mit der Aggregation einherge-
hen kénnen!?%., Fiir die Enthalpie-Anderung bei der Polymeri-
sation wurde ein relativ kleiner Wert geschatzt. Auch dies
spricht gegen eine groBe Konformationsidnderung der Desoxy-
hidmoglobin-S-Molekiile wihrend der Gelbildung!?%:2¢1, Es
versteht sich von selbst, dafy die vergebliche Suche nach einer
Eigenschaft der Himoglobin-S-Molekiile, die sich mit der
Polymerisation andert, die Untersuchung dieses Prozesses
kompliziert.

Beziiglich der Unterschiede zwischen Hamoglobin S und
Himoglobin A sind kiirzlich zwei interessante Beobachtungen
gemacht worden. Asakura et al. stellten fest, daB Oxyhédmoglo-
bin S bei mechanischem Schiitteln sehr viel weniger stabil
als Oxyhimoglobin A ist!2”). Da diese Instabilitidt nur die
oxygenierte Form betrifft, ist sie ein starker Hinweis auf Kon-
formationsunterschiede zwischen Oxyhémoglobin S und Oxy-
hdmoglobin A. Ho et al. entdeckten durch hochauflosende
'H-NMR-Spektroskopie, daB sich die pK-Werte von drei
Oberflachen-Histidylresten in Desoxyhdmoglobin S von den
pK-Werten der entsprechenden Reste in Desoxyhdmoglobin
A geringfiigig unterscheiden!?8). Die grofte Differenz betrug
0.2 pK-Einheiten. Zwar ist die Zuordnung dieser Reste nicht
vollstiandig gelungen, doch spiegeln die Ergebnisse lokale Kon-
formationsunterschiede an der Oberflache von Desoxyhdmo-
globin S und Desoxyhdmoglobin A wider. Man muf3 daher
folgern, daf} es Strukturunterschiede zwischen gelostem Hamo-
globin S und Hémoglobin A gibt, die aber sehr klein sind
und deshalb bisher nicht zum Studium des Polymerisations-
prozesses herangezogen werden konnten. Bis jetzt mul man
die Polymerisation anhand der Anderungen von physikali-
schen Eigenschaften der Losung untersuchen.

Auch die Techniken der Immunologie konnen zum besseren
Verstidndnis der feinen Konformationsunterschiede zwischen
Hamoglobin S und Himoglobin A fiihren. Kiirzlich wurde
die B-Kette von Hamoglobin S benutzt, um die Bildung von
Antikorpern anzuregen!??!. Man konnte dann durch Affinitits-
chromatographie eine fir den N-terminalen Bereich dieser
B-Kette spezifische Antikorper-Population isolieren. Kreuz-
Reaktivitdt mit der p-Kette von Himoglobin A oder mit
der a-Kette wurde nicht beobachtet!*3!. Diese Methode konnte
fir die Entdeckung und Quantifizierung von Himoglobin
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S und fiir das Studium von Konformationsunterschieden zwi-
schen Himoglobin A und Hidmoglobin S von Nutzen sein.
Da die Funktion des Himoglobins stark von seiner Konfor-
mation abhingt, sollte man durch Messung der Funktion
kleine Konformationsunterschiede zwischen den beiden Hi-
moglobinen feststellen konnen. Die Sauerstoff-Bindungspara-
meter in verdiinnten Losungen von Hiamoglobin S und Himo-
globin A lieBen sich allerdings nicht unterscheiden!*°!. Unter-
schiedliche Sauerstoff-Bindungsparameter von Himoglobin
S und Himoglobin A wurden in Vollblut beobachtet!>® 31,
Himoglobin S enthaltendes Blut hat eine signifikant niedrigere
Sauerstoffaffinitit ; dies ist hochstwahrscheinlich auf die Aggre-
gation von Desoxyhdmoglobin S zuriickzufiihren, die zur
Stabilisierung der T-(Desoxy-)Konfiguration beitragt und die
Gleichgewichtskurve nach rechts verschiebt. Die klinischen
Folgen der Beziehung zwischen dem Ausmaf dieser Verschie-
bung und Parametern der roten Blutkorperchen wie etwa
Volumen, Himoglobin-Konzentration und 2,3-Diphospho-
glycerat-Konzentration sind nicht vollig klar. Die Verschie-
bung der Gleichgewichtskurve kann sehr wohl bedeutende
Auswirkungen auf die Schwere der Krankheit haben.

4. Kinetische und thermodynamische Untersuchungen

Die Kinetik des Sol-Gel-Ubergangs ist vor kurzem mit
zahlreichen Methoden untersucht worden. Stark verschiedene
Techniken wie Viskosititsmessung!®*# 3% Kalorimetrie!®],
Messungen der Doppelbrechung!>¢!, der Triibung!®”), der Li-
nienbreite im NMR-Spektrum des Losungsmittels Wasser!>®)
und der transversalen Relaxationszeiten der Wasserproto-
nen!**) haben iibereinstimmend gezeigt, daB die Polymerisa-
tion in einer Desoxyhdmoglobin-S-Losung beim Erwarmen
von 4°C auf Raumtemperatur oder dariiber nicht sofort, son-
dern erst nach einigen Minuten einsetzt. Die Gelbildung nach
dieser Verzogerungsperiode lauft schnell ab. Die Linge der
Verzogerungsperiode hingt von der Himoglobin-Konzentra-
tion und der Temperatur ab, auf die das System erwidrmt
wird. Die Verzogerungszeit t4 fiir den Polymerisationsproze8
14t sich ausdriicken durch

1/td=’YS"

Darin ist S das Ubersittigungsverhiltnis (gesamte Himoglo-

bin-S-Konzentration dividiert durch die minimale, fiir die Gel-

bildung erforderliche Konzentration}; n und v sind von den
experimentellen Bedingungen unabhiingige Parameter!*¢). Die

Tabelle 2. Uberblick iiber die mit verschiedenen Methoden gemessenen
Verzogerungszeiten ty bei der Polymerisation von Desoxyhdamoglobin S.

Methode oder Temperatur- Himoglobin-S-  t4 Lit.
gemessene sprung K onzentration [min]
Eigenschaft ra [mg/ml}

Kalorimetrie 0-20 233 50 [36]
Optische Doppel-

brechung 0-20 233 50 [36]
Triibung 2-30 200 5 [37]
Viskositit 225 176 36 [34]
Viskositit 2421 208 12 [35]
NMR-Linienbreite

von Wasserprotonen 0—21.5 267 10 [38]
Transversale

Relaxationszeit

von Wasserprotonen 4-»37 170 20 [39]
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Konstante y hat den Wert 10~ ¢s. Der Betrag von n entspricht
der Anzahl der Monomere in der keimbildenden Spezies und
ist hoch, mindestens 30. In Tabelle 2 sind nach verschiedenen
Methoden und unter verschiedenen Bedingungen beobachtete
Verzogerungszeiten zusammengestellt.

Obwohl die angewendeten Techniken moglicherweise ver-
schiedene Aspekte des Polymerisationsvorganges erfassen,
wird eine signifikante Verzogerungszeit in allen Fillen gefun-
den. Die Dauer der Verzogerungsperiode ist temperaturabhin-
gig, und offensichtlich nimmt die reziproke Verzdgerungszeit
logarithmisch mit steigender Temperatur zu'®), Vergleicht
man die Temperaturabhingigkeit der Verzégerungszeit, wie
sie aus der optischen Doppelbrechung, der Triibung und der
reziproken Amplitude des Kernresonanzsignals des Wassers
ermittelt wurde, so zeigt sich, dal alle drei Techniken dhnliche
Resultate ergeben!®8). Die Verzogerungszeit steht auch in rezi-
proker Beziehung zu einer sehr hohen Potenz (=~ 30) der Himo-
globin-Konzentration. Eaton et al. schlugen deswegen ein Mo-
dell vor, in dem der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die
Bildung von thermodynamisch instabilen Keimen aus unge-
fihr 30 Desoxyhéimoglobin-S-Molekiilen ist!??l. Die Verzige-
rungszeit hat wichtige klinische Auswirkungen, die in Ab-
schnitt 7 erértert werden.

Kinetisch gesehen hingt die Polymerisation der Desoxyha-
moglobin-S-Molekiile stark von ihrer Konzentration, der
Temperatur und wahrscheinlich auch von anderen Parame-
tern, z. B. dem pH-Wert, ab. Die Konzentrationsabhingigkeit
scheint auf zweierlei Weise zum Ausdruck zu kommen: zum
einen durch die Verzégerungszeit vor dem Beginn der Polyme-
risation, zum anderen durch die Geschwindigkeit, mit der

400 »/kx_x\
T 3001 8 a\

)

L2007 "~

Ko

\x\
o D e
100 O\o—o—o-—o—Yo 172 mg /m!
208 mg/mi
Il 1 1 " 1 1 . . 1
0 20 40 60 80 100 120
t(min)— :

Abb. 3. Transversale Wasserprotonen-Relaxationszeiten (T,) als Funktion
der Zeit bei zwei Himoglobin-S-Konzentrationen (a: 172mg/ml, b:
208 mg/ml). Die T,-Werte zur Zeit Null wurden bei 4°C gemessen, alle
anderen T,-Werte bei 37°C. Der pH-Wert betrug in beiden Proben 7.0;
Himoglobin § wurde durch Zugabe von Na,S$,04 in der Desoxy-Form
gehalten [39].

die Polymerbildung fortschreitet. In Abbildung 3 sind die
Wasserprotonen-Relaxationszeiten (T;) als Funktion der Zeit
bei der Polymerisation von Desoxyhdmoglobin S aufgetragen.
Wie man sieht, geht die Verzdgerungszeit ty mit steigender
Himoglobin-Konzentration stark zuriick (172 mg/ml: 20 min,
208 mg/1: 5 min), und die Geschwindigkeit der Polymerbildung
nimmt zu. Selbstverstandlich ist diese Konzentrationsabhin-
gigkeit nicht spezifisch fiir Himoglobin S. Aus Abbildung
4 erkennt man, daBl bei Zugabe von 40 mg/ml Hamoglobin
A zu einer Losung von {70 mg/ml Hamoglobin S die Verzoge-
rungszeit auf dhnliche Weise abnimmt und die Polymerisa-
tionsgeschwindigkeit ansteigt. Die Ergebnisse dhneln denen,

Angew. Chem. | 88. Jahrg. 1976 | Nr. 24



1

1
0 20 L0 60
t [min] —
Abb. 4. Transversale Wasserprotonen-Relaxationszeiten (T,) als Funktion

der Zeit in einer Losung aus 170 mg/ml Himoglobin § + 40 mg/ml Hiamoglo-
bin A. Die anderen Bedingungen entsprachen den in Abb. 3 beschriebenen

[39].

die man mit einer Losung von 208 mg/ml Hamoglobin S
erhilt (Abb. 3b)i*%). Die feineren Aspekte der Kinetik der
Himoglobin-S-Polymerisation miissen noch erforscht werden.
Insbesondere hat man bisher noch keine Losungen untersucht,
in denen Himoglobin S in der gleichen Konzentration wie
in Erythrocyten vorlag.

Wie oben bereits erwihnt, schdtzt man, da die keimbilden-
de Spezies mindestens 30 Hamoglobin-Molekiile enthlt!?9!,
Untersuchungen der Gleichgewichtseigenschaften des Desoxy-
hamoglobin-S-Systems befaBten sich groBtenteils mit der Fra-
ge, ob kleine Aggregate aus einigen Himoglobin-S-Molekiilen
am Sol-Gel-Ubergang beteiligt sind. Durch Gleichgewichts-
zentrifugation erhielt man widerspriichliche Daten. Beobach-
tungen mit einer Schlierenoptik zeigten vor der Gelbildung
eine Ubergangszone (Pri-Gel), die Zwischenstufen zugeschrie-
ben werden konnte!*%!, Beobachtungen mit einem Rayleigh-In-
terferometer ergaben dagegen keine Hinweise auf Aggregate
mit weniger als 20 Himoglobin-Molekiilen; man kann daraus
schlieBen, daB der PolymerisationsprozeB stark konzertiert
ablauft!*!, Lichtstreuungsexperimente sprachen fiir die Exi-
stenz von Pri-Gel-Aggregaten in Losung und eher fiir einen
linearen als fiir einen konzertierten PolymerisationsprozeB!*2),

Aus Messungen der Spin-Gitter-Relaxationsgeschwindig-
keiten der Protonen des Losungsmittels Wasser wurde abge-
schitzt,daB bei 10°C 90 % der Desoxyhidmoglobin-S-Molekii-
le in Losung bleiben, wihrend sie bei 35°C praktisch alle
in das Gel eingebaut werden*¥). Zentrifugationsversuche deu-
ten darauf hin, daB das Gel aus Desoxyhdmoglobin-S-Mono-
meren im Gleichgewicht mit einer festen polymeren Phase
besteht!26-44], Die Messung der longitudinalen Relaxationszei-
ten (T,) der Wasserprotonen ldBt darauf schlieBen, daB inner-
halb der Erythrocyten Wechselwirkungen zwischen den Oxy-
hdmoglobin-S-Molekiilen auftreten!*>!.

Die Bestimmung der transversalen Relaxationszeiten (T;)
der Wasserprotonen hat sich beim Studium des Aggregations-
prozesses von Desoxyhdmoglobin S bewdhrt und vor kurzem
die Widerspriiche um die Pri-Gel-Aggregate etwas aufge-
hellt!*® 4% Bei diesem Verfahren wird die Anderung des
T,-Wertes als Funktion der Zeit verfolgt (siche Abb. 3 und
4). Die Technik eignet sich sowohl fiir intakte Erythrocyten
als auch fiir Lésungen von isoliertem Himoglobin!*®. Sie
wurde angewendet, um z.B. den EinfluB des pH-Wertes!*®!
und potenticller Mittel gegen die Sichelzellen-Krankheit!*®!
aufden Polymerisationsproze zu untersuchen. Zur Erkldrung
der beobachteten Abnahme von T, wurde das Modell der
drei Wasserbereiche vorgeschlagen!*”!: Freies Wasser, Hydra-
tationswasser und ,,wirbelfrei“ gebundenes Wasser. In Tabelle
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3sind neben den Molenbriichen von Wasser in jedem Bereich
die charakteristischen K orrelationszeiten 1. angegeben. Durch
die Polymerisation nimmt die Korrelationszeit des ,,wirbelfrei*
gebundenen Wassers zu, was zur beobachteten Verringerung
der Relaxationszeit T fiihrt. Somit ist der verkleinerte T,-Wert
eine Funktion des Polymerisationsgrades in der Desoxyhdmo-
globin-S-Lésung.

Tabelle 3. Die drei Wasserbereiche innerhalb intakter Erythrocyten [47].

Wasserbereich

Molenbruch Korrelationszeit
T [s]
Freies Wasser 0.98 Ixt1Q 1t
Hydratationswasser 0.013 bis 0.015 2x107° bis 4x10°°
~Wirbelfrei* gebundenes Wasser  0.002 >1077

Es fragt sich nun, wie hoch der Polymerisationsgrad sein
muB, damit sich die beobachteten Anderungen von T, ergeben.
Dazu berechnete man die Korrelationszeit fiir ein lineares
Modell-Polymer und verglich sie mit den bei Desoxyhdmo-
globin-S-Losungen beobachteten Werten!*®l, Die Korrela-
tionszeit von Oxyhamoglobin S betrigt 2.23 x 10~ #s; fiir poly-
merisiertes Desoxyhamoglobin S wurden 2.64 x 10”7 s gefun-
den'*®!. Aus Tabelle 4 kann man entnehmen, daB eine lineare

Tabelle 4. Berechnete Korrelationszeiten t, unter Annahme einer linearen
Polymerisation von Desoxyhimoglobin S [49]. Der Berechnung wurde
kugelférmiges Himoglobin mit 64 A Durchmesser zugrundegelegt. Der Asso-
ziationsgrad gibt die Zahl der Molekiile im linearen Polymer an und ist
auch gleich dem Achsenverhiltnis.

Assoziationsgrad T [s]

223x1078
520x 1078
9.14x10°®
1.35x 1077
1.81x10°7
227x1077
2.75x 107

N W R W N -

Assoziation von einem bis sieben Hiamoglobin-S-Molekiilen
zur beobachteten Spanne der Korrelationszeiten fiihren kann.
Demnach wirken sich Ereignisse in der Anfangsphase .der
Polymerisation auf die gemessenen transversalen Relaxations-
geschwindigkeiten der Wasserprotonen aus. Gestiitzt wird die-
ses Ergebnis durch den Befund, daB man fiir S/S-Erythrocyten
einen n-Wert von 2.5 erhilt, wenn man die Anderung von
T, als Funktion der Oxyhdmoglobin-K onzentration mif}t und
in einem Hill-Diagramm auftrigt. Deshalb 148t sich in diesem
speziellen Fall die Desoxygenierung von Himoglobin mit Hilfe
dieser Technik messen!**). Da Beginn und Geschwindigkeit
der Polymerisation stark konzentrationsabhingig sind, darf
man auf die Existenz von Zwischenstufen schlieBen. Das Ver-
stindnis ihrer Bildung und ihres Verschwindens ist fir das
Gesamtverstindnis des Polymerisationsvorganges unentbehr-
lich.

Thermodynamische Messungen schlieBen die Existenz klei-
ner Polymere nicht aus. Die Enthalpie der Polymerisation
betriigt 2 bis 4 kcal/mol!?%:2¢; man nimmt an, da8 die bei
20°C um etwa 25cal K ! mol ™! zunechmende Entropie die
treibende Kraft fiir die Reaktion ist!2®!, Diese Entropieinde-
rung ist kleiner als bei anderen biologischen Polymerisations-
prozessen und ldBt sich mit der Existenz von stabilen, kleinen
Polymeren vereinbaren!26).
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Minton hat fiir die Gelbildung von Hamoglobin S ein ther-
modynamisches Zwei-Stufen-Modell vorgeschlagen!®! =34 In
diesem Modell liegt monomeres Desoxyhiamoglobin S vor,
bis eine kritische Konzentration erreicht wird. Oberhalb dieser
Konzentration bilden sich durch einen der Fillung thermody-
namisch dquivalenten ProzeB3 stibchenidhnliche Mikrorohr-
chen. Diestibchenartigen Aggregate richten sich dann spontan
aus und bilden das Gel, sobald ihr Volumenanteil einen kriti-
schen Wert iiberschreitet. Der kritische Volumenanteil hidngt
von der Lidnge der stabchenartigen Formen in Losung ab;
je langer sie sind, desto niedriger ist der fur die Ausrichtung
notwendige Volumenanteil. Dieses Modell soll mit den experi-
mentellen Beobachtungen im Einklang stehen und ist sowohl
auf die chemische Inhibierung der Gelbildung als auch auf
den EinfluB von Oxyhdmoglobin S auf die Gelbildung ange-
wendet worden.

Zusammenfassend kann man sagen, da8 die Aggregation
von Desoxyhdmoglobin S ein konzentrations- und tempera-
turabhédngiger Vorgang ist, der aus mehreren unterscheidbaren
Schritten besteht und dessen Triebkraft die Entropiezunahme
ist. Die Polymerisation setzt erst nach einer Verzogerungspe-
riode ein. Wihrend dieser Verzogerungsperiode scheinen sich
keine stabilen niedermolekularen Polymere zu bilden. Dagegen
entstehen sie offensichtlich wahrend der Aggregationsphase
des Gesamtvorgangs und dienen als Vorldufer der aus mehr
als 30 Hamoglobin-Molekiilen aufgebauten keimbildenden
Spezies. Angesichts dessen, was man iiber die im néchsten
Abschnitt beschriebene Struktur des Polymers weiB, muf} es

kinetische Prozesse geben, wie etwa die Ausrichtung der R6hr-
chen, die vom GesamtprozeB getrennt betrachtet werden miis-
sen.

5. Die Struktur der Kristalle und Fasern

Die Struktur des Desoxyhdmoglobin-S-Polymers hat erheb-
liches Interesse gefunden, denn man erwartet, daB sich bei
Kenntnis der Faserstruktur und insbesondere der intermoleku-
laren Kontakte der Aminosduren moglicherweise eine spezifi-
sche Substanz gegen die Sichelzellenbildung entwerfen 14t
Zahlreiche Einzelheiten der Faserstruktur sind elektronenmi-
kroskopischen Aufnahmen (Abb. 5) zu entnehmen. Aus den
Aufnahmen geht hervor, daBl Desoxyhdmoglobin S in Erythro-
cyten und in Losung Rohrchen mit einem duBleren Durchmes-
ser von ungefihr 170 A bildet!!?-35-36) Dje Untersuchungen
zeigen, daB die Fasern durch Ausrichten und Zusammenlagern
der Rohrchen zustandekommen. Finch et al.\*" sowie Edelstein
et al.l%8! fanden Hinweise dafiir, daB in den Rohrchen Ringe
aus sechs Hamoglobin-Molekiilen helixformig aufeinanderge-
stapelt sind. Die beiden Untersuchungen hatten zwar beziiglich
der helicalen Anordnung und der Ausrichtung der Réhrchen
nicht genau das gleiche Ergebnis, doch zeigt das aus diesen
Studien abgeleitete Modell, daB es drei Arten von intermoleku-
laren Himoglobin-Kontakten gibt, die zur Faserbildung fiih-
ren, Die Kontaktstellen befinden sich a) oben und unten an
den Himoglobin-Einheiten, wo sie fiir die Zusammenlagerung

Abb. 5. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines zellfreien Lysats von S/S-Erythrocyten wihrend
der Desoxygenierung. Man sieht sowohl die Fasern als auch ihre Querschnitte (aus [69]).
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in Richtung der Lingsachse sorgen, b) an den Seiten der
Hamoglobin-Einheiten, wo sie die Ringbildung bewirken, und
schlieBlich gibt es ¢} Kontakte zwischen den Rohrchen, wo-
durch es zur Ausrichtung und damit zur Faserbildung kommt.
Neuere elektronenmikroskopische Untersuchungen ergaben,
dafl die Rohrchen nicht sechs-, sondern achtstringig sind
(Abb. 6) und daB die benachbarten Strange in der Rohrchen-
Léngsachse um eine halbe Identitatsperiode versetzt gegenein-
ander angeordnet sind!%%,

Abb. 6. Modell der achtstringigen Desoxyhimoglobin-S-Faser. wie es aus
Rontgen- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen abgeleitet wurde.
Jeder Kreis stellt ein Desoxyhimoglobin-S-Molekiil dar.

Es ist noch nicht bekannt, welche Aminosiuren an diesen
Wechselwirkungen beteiligt sind; dagegen gibt es bereits einige
Informationen iiber die Kontaktstellen zwischen Desoxyhi-
moglobin-S-Molekiilen. Von Desoxyhimogiobin-S-Gelen
konnten Rontgenbeugungsmuster erhalten werden!®®, und
kiirzlich wurde die Struktur von kristallinem Desoxyhdmoglo-
bin S bei 5 A und bei 3 A Auflésung bestimmt!®*- 2, [nteressan-
terweise stimmen viele Daten aus der 3 A-Réntgenstrukturana-
lyse gut mit elektronenmikroskopischen Daten und anderen
Informationen iiber die Faserstruktur iiberein. So ermittelten
z.B. Hofrichter et al. 1973 durch Messung der Absorption
von polarisiertem Licht den maximalen Winkel (23°), der zwi-
schen der Réhrchenachse und der x-Achse der Molekiile beste-
hen kann!?°L Im Kristall betrigt dieser Winkel weniger als
10°. Dariiber hinaus fand man, daB mehrere der bekannten
Stellen des Molekiils, die den Gelbildungsprozef beeinflussen,
intermolekulare Kontaktstellen im Kristall sind. Zum Beispiel
isteiner der B¢-Reste an den Seiten-Kontakten beteiligt, ebenso
einer der B,,-Reste. Im Hamoglobin Cy, . gibl es neben
dem Glu— Val-Austausch in Position 6 der B-Kette auch einen
Asp—Asn-Austausch an f75. Dies fithrt zu einer Erhohung
der fiir die Gelbildung erforderlichen Konzentration!®*. Meh-
rere andere Stellen, die - wie Untersuchungen an anomalen
Hiamoglobinen schlieBen lassen — an intermolekularen Kon-
takten beteiligt sein konnten, zeichnen sich ebenfalls durch
ihre kristallographischen Daten aus. Ferner unterscheiden sich
die Strukturen von Desoxyhidmoglobin S und Desoxyhdmo-
globin A in der B¢-Region nicht wesentlich voneinander. Aus
den kristallographischen Daten 148t sich ein Modellréhrchen
konstruieren, das viele Ahnlichkeiten mit dem oben beschrie-
benen achtstrangigen Modell aufweist. Man nimmt aulerdem
an, daB das Rohrchen aus Doppelstringen besteht, in denen
die Molekiile um die halbe Identititsperiode versetzt angeord-
net sind(%21,

Weitere Untersuchungen zur Kartierung der intermolekula-
ren Kontaktstellen wurden mit Hybridhamoglobinen durchge-
fuhrt, die aus mutierten a-Ketten und Himoglobin-S-B-Ketten
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bestanden!'”!. Dabei wurde die Loslichkeit der Hybridhimo-
globine bestimmt, um den EinfluB der anomalen a-Kette auf
den PolymerisationsprozeB beurteilen zu konnen. Die Ergeb-
nisse dieser Studien scheinen mit den durch Rontgenstruk-
turanalyse und Elektronenmikroskopie gewonnenen Daten
im Einklang zu stehen. Zudem sind die Resultate zum Teil
mit denen der Computer-Niherung konsistent, die an einem
Modell zur Bestimmung der intermolekularen K ontaktstellen
ausgefiihrt wurde!®*/,

Zwar miissen noch viele Einzelheiten der Desoxyhdmoglo-
bin-S-Faser bestimmt werden, doch steht fest, daB die Faser
aus Rohrchen besteht, die aus Stringen aus Desoxyhimoglo-
bin-S-Molekiilen aufgebaut sind. An den Kontakten zwischen
den Molekiilen und zwischen den Striangen sind wahrschein-
lich nicht viele Aminosduren beteiligt, so dal} ein GroBteil
der Oberflache des Himoglobin-Molekiils vom Losungsmittel
umgeben ist. Die Krifte, die die Réhrchenbildung bedingen,
dndern die meBbaren Eigenschaften der Himoglobin-Molek -
le nicht. Die tubuldren Fasern sind thermodynamisch dennoch
stabil genug, um der Erythrocyten-Membran eine sichelf6rmi-
ge Gestalt aufzuzwingen.

6. Nicht-gelierende Himoglobine

Wihrend Homozygotie beziiglich Himoglobin S (Sichel-
zellanamie) oft mit schweren klinischen Symptomen verbun-
den ist, handelt es sich bei der Heterozygotie beziiglich Hamo-
globin S (Sichelzell-Merkmal) um einen klinisch gutartigen
Zustand. Daher wurde der Einfluf nicht-gelierender Hamoglo-
bine, z.B. Himoglobin A und F (fotales Hamoglobin), auf
den PolymerisationsprozeB eingehend untersucht!!?-63-¢¢]

In Erweiterung der Arbeit von Singer und Singer!'*) haben
Bookchin und Nagel'®®-°®! fiir diese Art der Untersuchung
eine seither hdufig angewendete Technik entwickelt. Bei diesen
Experimenten wird die minimale Gelierungskonzentration
(MGC) unter spezifischen Bedingungen (0.15 M Phosphatpuf-
fer, pH =7.35, 25 °C) gemessen. Unter der MGC versteht man
die Himoglobin-Konzentration, unterhalb der keine Gelbil-
dung stattfindet. Bei Anwendung festgelegter Bedingungen
ist es moglich, auBer dem Einflufl von nicht-gelierenden Himo-
globinen auf die MGC auch potentielle Substanzen mit Anti-
Sichelzell-Aktivitiat und Mutationen im Hidmoglobin-S-Mole-
kil an anderen Positionen als B¢ zu studieren.

Tabelle 5. Einflub von nicht-gelierenden Hiimoglobinen (Hb) auf die miimale
Gelierungskonzentration (MGC) [60, 61] von Desoxyhimoglobin S. Die
normale Himoglobin-Konzentration in den Erythrocyten betrigt 320 bis
340 mg/ml.

Himoglobin-Zusammensetzung MGC [mg/ml}
100 % HbS 235 bis 248
50 % HbS + 50 % HbA 301
S0 % HbS + 50" HbF 353 bis 366
100 % HbCpuem [a] 362
50% HbS + S0 "% Hb Korle-Bu [b] 355 bis 361

[2] HbChuricm enthidlt zwei Substitutionen in der B-Kette (B§™™"* und
By
[b] Hb Korle-Bu enthilt eine Substitution in der B-Kette (BAY ™A™,

Tabelle 5 zeigt den EinfluB von nicht-gelierenden Hiamoglo-
binen auf die MGC von Hamoglobin S. Die beiden Hiamoglo-
bine A und F erhohen die MGC erheblich, wobei Himoglobin
F wirksamer ist als Himoglobin A. AuBerdem fiihrt auch
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der Asp— Asn-Austausch an B,3 (Hb Korle-Bu, Hb Cyariem)
zu einer deutlichen Zunahme der MGC. Bei gleichen Anteilen
Hémoglobin S und Hamoglobin A entspricht die MGC unge-
fahr der Hiamoglobin-Konzentration in den Erythrocyten,
wihrend Hamoglobin F diese Konzentration iiber die in den
Erythrocyten gefundene hinaus steigert. So ist es zu erkliren,
daB Zellen, die etwa gleiche Mengen an Hamoglobin A und
Himoglobin S enthalten und bei vollstindiger Desoxygenie-
rung in vitro eine sichelférmige Gestalt annehmen, in vivo
wahrscheinlich deswegen keine Sichelbildung erleiden, weil
die Sauerstoff-K onzentration hierfiir noch zu hoch ist. Deshalb
ist die tibliche Himoglobin-Zusammensetzung beim Sichel-
zell-Merkmal (45 % Himoglobin S und 55 % Himoglobin
A) eine klinisch gutartige Bedingung. — AuBlerdem kann man
Tabelle 5 entnehmen, daB} ein Aminosidure-Austausch an einer
von der Be-Position weit entfernten Stelle die MGC erheblich
beeinflussen kann. Dies ist auf die zahlreichen Aminosduren-
Kontakte, die fir die Faserbildung nétig sind, zuriickzufiihren.

Auf welche Weise nicht-gelierende Himoglobine die MGC
andern, ist unbekannt. Man hat allerdings in Mischungen
aus Hiamoglobin A und Himoglobin S Hybride (a,[,[;) beob-
achtet’®”), und es wurde experimentell gezeigt, dal die MGC
unter den Entstehungsbedingungen der Hybride ansteigt, je-
doch nicht bis zu dem Wert, der in Abwesenheit der Hybride
beobachtet wird!®®l. Nicht-gelierende Himoglobine knnten
demnach als solche und als Hybride in die Faserstruktur
eingebaut werden; die letztgenannte Kombination fiihrt zu
einer Erhohung der MGC, erlaubt aber noch die Gelbil-
dung!®®). Natiirlich muB der mégliche EinfluB von Hybriden
auf die Gelbildung in Himoglobin-Mischungen noch weiter
untersucht werden.

Die Steigerung der MGC durch nicht-gelierende Hamoglo-
bine reicht jedoch nicht zur Erkldrung der klinischen Unter-
schiede zwischen Sichelzellandmie und Sichelzell-Merkmal
aus. Die Himoglobin-K onzentration in normalen Erythrocy-
ten liegt zwischen 320 und 340 mg/ml. Aus Tabelle 5 ergibt
sich, daB 50 % Himoglobin F anstelle von 50 % Himoglobin
A sehr giinstig wiren, da die MGC iiber die normale Himoglo-
bin-Konzentration der roten Blutkorperchen hinaus gesteigert
wiirde. 50 % Hamoglobin F kommen jedoch HuBerst selten
vor. Andererseits erhohen auch 50 7% Hiamoglobin A die MGC,
aber nicht iiber die normale Himoglobin-Konzentration der
Erythrocyten hinaus. Man schétzt, da zwischen 8 und 10 %
der schwarzen Bevolkerung in den Vereinigten Staaten unge-
fihr 45 % Himoglobin S und 55% Himoglobin A haben
(Sichelzell-Merkmal), und man weiB,, da die Erythrocyten
dieser Personen nach vollstindigem Sauerstoffentzug sichelfor-
mig werden. Daher mul3 Himoglobin A auBler der Steigerung
der MGC noch eine andere Funktion haben.

Kiirzlich wurde aus den gemessenen Relaxationszeiten der
Wasserprotonen abgeleitet, dafi die Polymerisation in S/S-
Erythrocyten sofort und gleichzeitig mit der Desoxygenierung
einsetzt!*?), In heterozygoten Erythrocyten (A/S oder C/S)
verzogert sich der Beginn der Polymerisation, bis ein kritischer
Desoxyhdamoglobin-Spiegel erreicht ist. Die Hohe des kriti-
schen Desoxyhamoglobin-Spiegels hangt von der Hamoglo-
bin-S-Menge in den Erythrocyten ab; je groBer sie ist, desto
niedriger ist der zum Start der Polymerisation notwendige
Desoxyhdmoglobin-Spiegel.

Man kann daraus schliefen, da3 nicht-gelierende Himoglo-
bine mindestenszwei wichtige Funktionen im Polymerisations-
prozef3 haben, die zum Teil dafiir verantwortlich sein miissen,
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daf das Sichelzell-Merkmal eine klinisch gutartige Bedingung
ist. Die nicht-gelierenden Hamoglobine erhdhen die MGC
und sie erhéhen den Desoxyhdmoglobin-Spiegel, der vor Be-
ginn des Polymerisationsvorgangs erreicht werden muf3. Man
erhoflt sich von nicht-gelierenden Hamoglobinen auch, daB3
sie die Kinetik des Polymerisationsprozesses giinstig beeinflus-
sen, d. h. ihn verlangsamen.

7. Chemische Beeinflussung der Gelbildung

Ein wichtiges Ziel des Studiums der molekularen Aspekte
der Desoxyhdmoglobin-S-Polymerisation ist es, eine chemi-
sche Behandlungsmoglichkeit dieser schweren und weit ver-
breiteten Krankheit zu finden. Im Hinblick auf das, was man
iiber die Polymerisation weifl, wurden mehrere Verbindungen
aufihre Anti-Sichelzell-Aktivitit hin studiert. Die untersuchten
Substanzen lassen sich in zwei Klassen einteilen: die einen
bilden mit Himoglobin S eine kovalente Bindung, die anderen
beeinflussen den Polymerisationsvorgang ohne eine solche
Bindung. Beispiele fiir nicht-kovalent eingreifende Substanzen
sind Harnstoff!’®!, organische Losungsmittel!”!!, Alkylharn-
stoffe! 7?1, Aminosiuren wie Lysin, Arginin und Asparaginsiu-
re!731 sowie 2,2-Dimethyl-3,4-dihydro-2H-benzo[ ¢,d|pyren-6-
buttersiure (3)!"*. Obwohl diese Verbindungen, die keine
kovalenten Hidmoglobin-S-Derivate bilden, in vitro unter-
schiedlich starke Aktivitdten gegen Sichelzellen entfalten, gibt
es keinen schliissigen Beweis, daf3 eine von ihnen die klinischen
Symptome dieser Krankheit mildert. Bei mehreren dieser Ver-
bindungen muf} die Toxizitdt noch festgestellt werden.

Die am griindlichsten untersuchten kovalent eingreifenden
Substanzen sind Cyanat!”® =771, Carbamylphosphat!"® und die
bifunktionelle vernetzende Verbindung Dimethyladipimidat
(4 )71, Wihrend die Toxizitit der Verbindung {4) noch nicht

CH,

CH, NH NH

= =
= Il I
OO - HyCO-C—(CH,)—C—OCH,
{CH,);—COOH (4)
(3)

eindeutig geklirt ist, hat man Cyanat umfassend untersucht
und an diesem Beispiel die beiden Hauptprobleme der kovalen-
ten Modifikation erkannt: Es ist schwierig, in vivo ausschlief3-
lich Himoglobin kovalent zu modifizieren, und zwar so, dal
die Sauerstoffiransport-Funktion nicht beeintrichtigt wird.
Man wird daher versuchen, von den Aminosiuren einer Art
nur einige zu modifizieren. Zum Beispiel hat man festgestellt.
dafl Cyanat bei der Behandlung von Erythrocyten zum grof3en
Teil in das Himoglobin eingebaut wird, und zwar vorwiegend
in die Valinreste am Amino-Ende. Eine kleine Menge Cyanat
wird aber auch an andere Proteine gebunden. Dies hat schad-
liche klinische Nebenwirkungen zur Folge, besonders am Ner-
vensystem und am Auge. Aus Untersuchungen iiber die Carb-
amylierung von Hamoglobin S sind viele Prinzipien abgeleitet
worden, die kiirzlich von Manning'®®1 diskutiert wurden und
die auch auf andere Untersuchungen, in denen die kovalente
Modifizierung von Himoglobin versucht wird, anwendbar
sein sollten. Himoglobin S wird in erster Linie an den Valinre-
sten am Amino-Ende carbamyliert, wobei die Valinreste der
a-Kette schneller reagieren als die der B-Kette. Die Anti-Sichel-
zell-Wirkung von Cyanat scheint von zwei Effekten herzuriih-
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ren. Durch Modifizierung der a-Kette in der Nihe des Amino-
Endes entsteht ein Himoglobin S mit einer hoheren Sauerstoff-
affinitdt, das nur bei niedrigeren Sauerstoffdriicken polymeri-
siert!®!1, Carbamyliert man andererseits die Reste der p-Kette
inder Nihe des Amino-Endes, so nimmt die MGC von Hiamo-
globin S deutlich zu!®'l. Eine kovalente Modifikation kann
demnach vielfache Auswirkungen auf den Polymerisationsvor-
gang haben.

Bis heute hat man keine den Polymerisationsprozel3 beein-
flussende Substanz gefunden, die sich zur allgemeinen kiini-
schen Behandlung der Sichelzellandmie eignete. Das bedeutet
jedoch nicht, dal es eine solche Verbindung nicht gibt, und
die Suche nach einem Mittel, das spezifisch die Gelbildung
unterbindet oder verlangsamt, wird fortgesetzt werden. Sie
wird umso rascher vor sich gehen, je mehr Kenntnisse man
iiber die biochemischen Aspekte dieses Prozesses gewinnt.

Die oben genannten Verbindungen wurden untersucht, weil
siedie Sichelbildung der Zellen unter vermindertem Sauerstoff-
druck verhindern konnen. Eaton et al. stellten kiirzlich die
interessante Hypothese auf, daB sich die klinischen Symptome
der Sichelzellanimie durch Beeinflussung der in kinetischen
Studien beobachteten Verzogerungszeit (siche Abschnitt 4) mil-
dern lieBen!®2] Moglicherweise konnte die Verzogerungszeit
durch irgendeine Behandlung soweit verldngert werden, daB
sie langer wiirde als die Zeit, die die roten Blutkdrperchen
fur den Durchgang durch den Blutkreislauf brauchen (= 15s).
Unter diesen Umstinden wire die Reoxygenierung von Hamo-
globin S der Vorgang, der die Sichelzellbildung verhinderte.
Diese Hypothese 6ffnet der klinischen Untersuchung und der
Grundlagenforschung fruchtbare Titigkeitsfelder: Welche
Rolle spielt die Verzogerungszeit fiir die Schwere der Krank-
heit, und welche Storungen in der Umgebung des Hamoglobins
vermogen die Verzégerungszeit zu verlangern?

Letzten Endes mag die Losung des Problems der Sichel-
zellandmie in der Aufklirung des Vorgangs liegen, die der
Umstellung von der Synthese des fotalen Himoglobins (Ha-
moglobin F) zur Synthese des Erwachsenen-Hamoglobins be-
wirkt. Da Erwachsene noch die Fahigkeit haben, fotales Ha-
moglobin zu synthetisieren, konnte es eines Tages moglich
sein, die Synthese dieses Himoglobins in Gang zu setzen
und dadurch homozygote S/S-Individuen in heterozygote S/F-
Individuen umzuwandeln. Da das Sichelzell-Merkmal eine
klinisch gutartige Bedingung ist, werden in den kommenden
Jahren in dieser Richtung besondere Anstrengungen gemacht
werden.

8. SchluBibetrachtung

Die Autoren hoffen, daB Chemiker durch diesen etwas aus-
wihlenden Ubersichtsaufsatz einen Einblick in die chemischen
Vorginge erhalten, die fiir die klinischen Symptome der Sichel-
zellaniamie verantwortlich sind. Dariiber hinaus wird der Leser
neben den noch zu l6senden Problemen hoffentlich auch erken-
nen, mit welcher Energie diese Probleme in zahlreichen Labo-
ratorien bearbeitet werden. Ohne iibermaBig optimistisch zu
sein, darf man erwarten, daf man gegen Ende dieses Jahrzehnts
die strukturellen, kinetischen und thermodynamischen Merk-
male der Eigenassoziation von Desoxyhimoglobin S viel bes-
ser verstehen wird und daB eine chemische Losung des Pro-
blems in Sicht sein wird. Wahrscheinlich wird die Behandlung
der Krankheit mehrere Phasen durchiaufen, die jeweils auf
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tieferen Erkenntnissen der biochemischen und biophysikali-
schen Aspekte von Himoglobin S basieren.

Die Autoren danken der Sickle Cell Disease Branch des Natio-
nal Heart and Lung Institute, National Institutes of Health,
fiir den Contract No. NO1-HB-2-2954. Einer von uns (M.
R. W.) dankt den National Institutes of Health dariiber hinaus
fiir den Research Grant RO1-AM16188. Herrn Dr. John F.
Bertles, der die elektronenmikroskopische Aufnahme fiir Abbil-
dung 5 zur Verfiigung stellte, sind die Autoren zu besonderem
Dank verpflichtet.
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Die im Titel dieses Fortschrittsberichts aufgeworfene Frage wird im folgenden Zug um
Zug mit einem klaren Ja beantwortet: Von kompaktem Gold, Clustern von Goldatomen
in niederen Valenzzustinden, den Verbindungen von Au', Au", Au™ und Au", Organogoldderiva-
ten, Ylid- und Carbenkomplexen bis hin zur katalytischen Aktivitdt des Golds erschlieit sich
ein lange Zeit vernachlissigtes Gebiet der Chemie, auf dem noch manche Entdeckung zu

machen ist.

1. Einleitung

1.1. Historisches

Metallisches Gold gilt von alters her als der Inbegriff mate-
riellen Wertes. Die nach wie vor ungebrochene Ubung, dieses
Metall fiir Miinzzwecke zu verwenden (wenn schon nicht fiir
den direkten Zahlungsverkehr, so doch zur wertbestindigen
und spekulativen Geldanlage), die wenigstens teilweise noch
giiltige Beziehung der echten Zahlungsmittel zu bestimmten
nationalen Goldriicklagen (Fort Knox!) und schlieBlich die
unangefochtene Bevorzugung des Golds als Grundelement
von Schmuckgegenstinden sind dafiir naheliegender Grund
und uniibersehbarer Ausdruck. Daraus erwuchs schon friih

[*] Prof. Dr. H. Schmidbaur
Anorganisch-chemisches Institut der Technischen Universitit
ArcisstraBe 21, D-8000 Miinchen 2
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nicht nur fiir den Laien, sondern auch fiir den Chemiker
die Vorstellung, daB dem Gold unter den Elementen eine
Sonderstellung einzurdumen sei. Nicht selten trifft man auf
das Vorurteil, daB die Beschiftigung mit der Gold-Chemie
mangelndes Einschdtzungsvermogen fiir die Realitédten erken-
nen lasse, da an eine Nutzbarmachung von Gold und seinen
Verbindungen fiir andere als die eingangs angefithrten Zwecke
nicht zu denken wire. Die Frage nach der ,Relevanz® miif3te
deshalb hier vorsorglich am besten ganz ausgeklammert wer-
den.

In diesem Sinne mag man auch durch eine allgemeine Uber-
sicht iiber die wichtigsten Elementkombinationen bestirkt
werden, die zeigt, daB3 in den meisten chemischen Systemen
das elementare Gold gegeniiber seinen Verbindungen thermo-
dynamisch deutlich bevorzugt ist'!]. Die Natur selbst hat Gold
also als Edelmetall im wahrsten Sinne des Wortes pradestiniert.
Mit Ausnahme der Kombinationen mit den stark oxidierenden
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