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The detailed structure of the CO, Hb binding curve is of considerable physiological interest,
because the carbamino derivates, which are formed by the reaction of CO, with Hb, are respon-
sible for the well known Haldane effect.

Under physiological conditions CO, binds to the four terminal NH,-groups of the protein
chains of Hb and it is generally assumed, that there exists no cooperativity between these groups.

To examine whether this assumption is correct or not, we have measured the CO, Hb binding
curve over a wide PCO,-range (from 0 kPa to about 70 kPa) by using *C-NMR spectrometry.
Morrow and coworkers (1976) have shown that carbamino-Hb causes a specific NMR signal. The
quantitative analysis of the NMR spectra were done according to the method of internal
standard. By analyzing mixtures of known composition, we were able to show that this method is
working. So we had to use the following equation:

(I/I'1w)

B (I/IHh)max '

Z is the CO, saturation of Hb, 7 is the intensity of the carbamino signal, and Iy, is the intensity
of the carbons of Hb, which are involved in the amide binding. (I/Iyy)max is (I/1yp) at high
PCO,. where Hb is completely saturated by CO,.

For our experiments we used solutions of human desoxygenated Hb, which were equilibrated
with a mixture of N, and CO,. The CO, contained 90% **C-isotope. The pH was adjusted by
titration to 7.2. The NMR measurements were mainly done with a Varian XL 100 NMR spec-
trometer.

The CO, Hb binding curve, we have measured, is S-shaped and has an average Hill value
(71) of 2.1. This result is quite striking with respect to the findings of other groups. A Hill value of
2.1 proves that CO, like O, binds to Hb in a cooperative manner. The discrepancy to the results
of other groups may be explained by the fact that these authors measured the CO, Hb binding

curve only at comparatively low PCO,. In our opinion one can only get reliable n-values from the
whole CO, Hb binding curve.

Einleitung Die theoretische Grundlage fiir die meisten Ar-
beiten zur CO,-Hb-Bindungskurve bildet ein einfa-
ches Reaktionsschema, wie es z. B. von Kilmartin
und Rossi-Bernardi [1] formuliert wurde. Unter
physiologischen Bedingungen werden im wesentli-
chen die folgenden Reaktionen beriicksichtigt:

CO, ist ein Abfallprodukt des Stoffwechsels und
wird durch das Blut vom Gewebe zur Lunge trans-
portiert und dort an die AuBenluft abgegeben. Ha-
moglobin iibt einen deutlichen EinfluB auf den
CO,-Transport des Blutes aus. Die Wechselwirkung

von Hamoglobin (Hb) mit CO, bildet weiterhin die CO, (g) = CO, (sol) (1)
Ursache dafir, ddB.der O,-Austausch in Lungeuund CO,+H,0 = H,CO, ()
Gewebe vom Partialdruck CO, (PCO,) abhingt. N _
: ) ) ) CO,+OH- = HCOj; (3)
Dieses Phanomen wird als Haldane-Effekt bezeich-
g 5 : o — - +
net. Die CO,-Hb-Bindungskurve spielt fiir das Ver- H,CO, = HCO3+H )
stindnis des CO,-Transportes und des Haldane-Ef- HbNH?# = HbNH,+ H* (@)
fektes eine entscheidende Rolle. HbNH, + CO, = HbNHCOO- + H*. (6)
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und CO, (sol) solvatisiertes CO,. Die Reaktionen
(2). (3), (4) und (5) beschreiben allgemein bekannte
Prozesse und bediirfen keiner weiteren Erlduterung.
Wie Reaktion (6) zeigt, reagiert CO, mit den freien
NH,-Gruppen von Hb unter Bildung eines Deriva-
tes der Carbaminsdure, sogenanntes Carbamino-Hb.
Kilmartin und Rossi-Barnardi [2] und spiter Mor-
row et al. [3] konnten zeigen, daBl sich CO, unter
physiologischen Bedingungen ausschlielich an die
terminalen NH,-Gruppen der a- und p-Ketten des
Hiamoglobins bindet. Erst bei hoheren pH-Werten
erfolgt auch eine Reaktion mit &-NH,-Gruppen.

Unter der Bedingung, daB3 die Ionenstirke und
der pH-Wert konstant gehalten werden, 1aBt sich
das angegebene Reaktionsschema weiter verein-
fachen:

CO, + Hb = HbCO, (7)
mit: HbCO, = HBNHCOO~ und Hb = HbNH,
+ HbNH?.

Fir die Reaktion (7) kann man eine effektive
Gleichgewichtskonstante (4) definieren, die von der
H+-Konzentration abhidngt und sich aus den Gleich-
gewichtskonstanten fiir die Reaktion (5) und (6) be-
rechnen 1aBt:

1= Crpcos
"~ Cm - Ceos

Ceoo, bedeutet die Konzentration von CO,. Ana-
log sind auch die GroBen Cypco, und Cyy, definiert.
Fir die CO,-Sittigung des Hamoglobins (7) folgt
somit:

®)

7= CHbco, 7. Cco,

Cibco. + Cupy 1+ 4 Ceo,

©)

Wenn diese Vorstellungen zutreffen, wie allge-
mein angenommen wird, dann mufl man bei der
Auftragung von 1/Z gegen 1/CO, eine Gerade er-
halten, deren Steigung den Wert 1/4 und deren
Achsenabschnitt den Wert 1 annimmt. Der Hill-
sche Parameter (n) muf3 in diesem Fall im ganzen
Sattigungsbereich den Wert 1 annehmen:

]—1+l ! (10)
Z A Ceo’
dlog (Z/(1-Z

. 1wl ) Y (1)
d]OgP(‘()Z

Die Auswertung der MeBergebnisse nach Glei-
chung (10) und (11) ermoglicht es, das obige Modell
zu iiberpriifen.
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MeBmethoden der Vorginger

In mit CO, begasten Himoglobinldsungen befin-
den sich CO,, HCO3; und HbCO,. Die Gesamtkon-
zentration an CO, (Cg&o,), die sich z B. mit der van
Slyke-Methode erfassen 1dBt, kann nach Gleichung
(12) berechnet werden:

Céo,= Cco, + Crco; + Cubcos-

(12)

Zur Messung der CO,-Hb-Bindungskurve muf3
man jedoch ein Verfahren benutzen, welches die di-
rekte Bestimmung der GroB3e Cypco. gestattet. Von
Ferguson und Roughton ist dieses Problem zuerst
gelost worden [4, 5]. Die Methode von Ferguson und
Roughton hat spiter einige wesentliche Modifika-
tionen erfahren (vgl. Perella et al. [6, 7]).

Perella et al. [6] berichteten weiterhin iiber eine
andere Methode zur Bestimmung der CO,-Hb-Bin-
dungskurve, die auf kinetischen Messungen beruht.
Die Grundlage fiir dieses Verfahren bilden die Ar-
beiten von Forster et al. [8], die die Kinetik der
Anlagerung von CO, an Hamoglobin untersucht
haben.

Beide Methoden haben den schwerwiegenden
Nachteil, dal wihrend der Messung das Gleichge-
wicht drastisch gestort ist. Zudem wird Cypeo, als
Differenz gemessen (sieche Gleichung (12)). Weiter-
hin ist es mit beiden Methoden nur schwer moglich,
auch bei hohen CO,-Sittigungen zu messen. Die
Messung der CO,-Hb-Bindungskurve iiber den gan-
zen Sattigungsbereich wire jedoch gerade fir die
Uberpriifung von Modellen interessant, denn die
CO,-Hb-Bindungskurve charakterisiert in modell-
freier Darstellung den molekularen Mechanismus
der CO,-Hb-Reaktion, ganz in Analogie zur O,-
Hb-Bindungskurve.

Die Messung der CO,-Hb-Bindungskurve mit
Hilfe der "“C-NMR-Spektrometrie erdffnet neue
Moglichkeiten. Denn bei dieser Methode erhilt
man fiir HbCO,, CO, und HCO7 je ein eigenes Si-
gnal. Damit tiberhaupt ein HbCO,-Peak beobachtet
werden kann, muB3 man jedoch die Losung mit CO,
begasen, das angereichertes *C-Isotop enthalt. Es ist
dann sehr einfach moglich, im Gleichgewicht die
Konzentration von HbCO, zu bestimmen. Weiter-
hin gestattet es die NMR-Spektrometrie auch, im
Bereich hoher Sittigungen die CO,-Hb-Bindungs-
kurve zu erfassen.

Die ersten qualitativen *C-NMR-Spektren an
Hb-Losungen unter Verwendung von 'CO,-Gas
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wurden von Matwigoff und Needham [9] veroffent-
licht. Von Morrow et al. wurde dann in einigen Pu-
blikationen die qualitative Interpretation der *C-
NMR-Spektren eingehend diskutiert [10, 11, 3].
Matthew ef al. [12] haben bereits iiber die quantita-
tive Analyse der *C-NMR-Spektren berichtet. Die-
se Autoren gingen jedoch von dem oben angegebe-
nen Modell aus und bestimmten durch Anpassung
der theoretischen Kurve an die MeBwerte mit Hilfe
eines Computers die Modellparameter (z. B. 1). Sie
haben nicht den ersten Schritt getan und die Giil-
tigkeit des Modells Giberpriift.

Eigene Methodik

Prdparation der Losung:

Zur Priparation der Hb-Losung wurde einem ge-
sunden Nichtraucher jeweils etwa 10 ml Venenblut
entnommen, mit Heparin ungerinnbar gemacht und
etwa 24 h bei 37 °C inkubiert. Die gepackten Ery-
throcyten wurden kryolysiert, 4 ml Kryolysat wur-
den fiir je ein Experiment genommen. AnschlieBend
wurde die Hb-Losung mit 4 ml einer sogenannten
Verdiinnungslosung und mit etwa 1 ml einer Chlor-
amphenicol-Losung (~ 3,4 mmol™') versetzt. Die
Verdlinnungslosung wurde durch Losen verschiede-
ner Salze in D,O hergestellt. Sie war so beschaffen,
daB3 das ionale Milieu im Inneren des Erythrocyten
weitgehend simuliert ist (Na*: 12 mmol 17!, Mg?*:
3,28 mmol 17%; K*: 76,0 mmol 17%; Cl—: 78,9 mmol
17 HPO;~: 5,7 mmol 17*; HCO3: 12 mmol 17!). Um
Membranbestandteile aus der Losung zu entfernen,
wurde bei 17000 U/min™ (= 18400 g) zentrifugiert
und der Uberstand iiber Millipore Filter (Poren-
weite 0,22 um) filtriert.

Die so priparierte Hb-Losung wurde dann in ein
spezielles Tonometer gegeben. Dieses wurde an-
schlieBend etwa 20mal evakuiert und wieder mit N,
begast. Durch diesen ProzeB gelang es, die Hb-Lo-
sung sowohl von CO, als auch von O, zu befreien.
Dann wurde die gewiinschte Menge an *CO, zuge-
geben und mit N, auf Barometerdruck aufgefiillt.
Das verwendete *CO, wurde von der Fa. Sharp
und Dohme geliefert und enthielt zu 90% das Koh-
lenstoffisotop **C.

Das Tonometer besitzt einen Ansatz, der mit
einer Silikon-Membran verschlossen ist. Diese
Membran kann man mit Kaniilen durchstechen, um
durch Titration den pH-Wert der Hb-Losung zu
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korrigieren oder um Proben fiir die Blutgasanalyse
zu entnehmen. Durch Zusatz von Na,S,0, wurden
letzte Spuren von O, beseitigt. Die Aquilibrierung
mit dem *CO,/N,-Gasgemisch erfolgte bei 37 °C.

Einstellung und Messung der Parameter

Der Partialdruck von CO, und O, wurde mit dem
Blutgasanalysator der Fa. Instrumentation Labora-
tory (Modell IL 213) oder der Fa. Radiometer Co-
penhagen (Modell BMS 3 MK 2) gemessen.

Zur Messung der CO,-Hb-Bindungskurve muf
die Ionenstirke, der pH-Wert und die Hb-Konzen-
tration konstant gehalten werden. Der pH-Wert
wurde durch Titration mit 0,5 N KOH auf pH =~ 7,2
eingestellt. Hierbei mufBiten zwangsldaufig Variatio-
nen beziiglich der Ionenstirke in Kauf genommen
werden. Bei niedrigen CO,-Partialdrucken betrugen
diese Anderungen weniger als 10%. Bei hohen CO,-
Partialdrucken (PCO, > 27 kPa) ist das Himoglobin
bereits weitgehend mit CO, aufgesittigt. Hier wird
die Sittigung durch Anderung der Ionenstirke nur
geringgradig beeinfluBt.

Messung und Auswertung der NM R-Spektren

Die “C-NMR-Messungen wurden vorwiegend an
einem NMR-Gerit der Fa. Varian (Typ XL 100)
bei der Fa. Ch. Boehringer/Ingelheim durchgefiihrt.
Die *C-Resonanz lag bei 25,2 MHz, das Magnetfeld
betrug 23,4 KG (2 2,34 Testa). Es wurden 30000
bis 80000 Pulse summiert. Die Messung erfolgte bei
37°C.

Ein typisches NMR-Spektrum ist in Abb. 1 dar-
gestellt, wobei nur ein Teil des Spektrums gezeigt
1st.

Die Zuordnung der einzelnen Peaks 148t sich
leicht mit Hilfe der Daten von Morrow et al. [3]
durchfithren. Peak a entspricht den C-Atomen des
Hiamoglobins, die in einer Amid-Bindung involviert
sind. Die Intensitdt dieses breiten Peaks ist also ein
MaB fiir die Hb-Konzentration. Peak b entspricht
dem Carbamino-Hb. Peak ¢ wird durch HCOj3-
Ionen verursacht.

Bei der quantitativen Auswertung der *C-NMR-
Spektren miissen einige Faktoren beriicksichtigt
werden. Die Intensitit des NMR-Signals wird nim-
lich durch NOE (Nuclear Overhauser Effekt) und
durch apparative Parameter merklich beeinfluf3t.
Um derartige Storungen moglichst zu vermeiden,
wurden alle Spektren unter gleichen Bedingungen
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Abb. 1. Typisches "*C-NMR- = 5 = - . 1
Spektrum einer desoxygenier- T T T T =T
ten Hb-Losung, welche mit
3CO, begast wurde.
b
C

aufgenommen. In diesem Fall gilt fiir die Intensitdt
des Signals einer bestimmten Kernspezies (/) die
Gleichung (13):

Ix = fx fu Ck. (13)

fx ist ein fiir die Kernspezies spezifischer Faktor
und f, ein Faktor der den Einflu8 von Geritepara-
metern berticksichtigt und der von Messung zu Mes-
sung variieren kann. Cg ist die Konzentration der
Kernspezies K. Fiir die Auswertung der Resultate
eignet sich im vorliegenden Fall besonders die Me-
thode des inneren Standards. Bei diesem Verfahren
wird das Signal der zu analysierenden Verbindung
auf das Signal einer in der Probe in bekannter Kon-
zentration vorhandenen Referenzsubstanz (I..t) be-
zogen:

1 k C C
= A br g e, (14)
]ref ,/ref Cref

Cref

Iret, frer und Crer haben die gleiche Bedeutung
wie die GroBen Ik, fx und Ck und gelten fur die
Referenzsubstanz. Wichtig ist, daf3 bei der Auswer-
tung nach Gleichung (14) der Faktor f, verschwin-
det. k ist ein Proportionalitatsfaktor. Als Maf3 fir
die Intensitit eines Signals wurde das Integral iiber
dieses Signal genommen.

Um experimentell zu zeigen, daf3 die Auswertung
der NMR-Daten gemdf3 Gleichung (14) zulassig ist,

wurden Losungen vermessen, die gleichzeitig Di-
oxan, Kaliumacetat, Methanol, Glycerin und Ace-
ton in bekannten Konzentrationen enthielten. D,O
diente als Losungsmittel. Dioxan wurde als Refe-
renzsubstanz gewdhlt. Fir die Auswertung dieser
Experimente wurden die folgenden Abkiirzungen
eingefithrt: I = Ix; Ip = Irer; C = Ck; Cp = Cres.

In den Abb. 2, 3 und 4 ist (//1p) gegen den Quo-
tienten (C/Cp) aufgetragen. Nach Gleichung (14)
muf} eine Gerade resultieren, die durch den Koor-
dinatenursprung verlauft.

Die experimentellen Befunde zeigen eindeutig,
daB Gleichung (14) im Rahmen der Reproduzier-
barkeit erfullt ist. Die Methode des inneren Stan-
dards eignet sich also sehr gut fiir die quantitative
Auswertung von *C-NMR-Spektren. Der MeBfeh-
ler betragt 5 — 10%. Die Einwaagekonzentration der
einzelnen Verbindungen betrug grofenordnungsma-
Big etwa 400 mmol 17, die Konzentration der ein-
zelnen *C-Kernspezies somit etwa 4 mmol 7. Dies
entspricht auch ungefihr der GroBenordnung der
Konzentration des *C-Carbamino-Hdmoglobins.

Bei der Messung der CO,-Hb-Bindungskurve
wurden die C-Atome des Hamoglobins als innerer
Standard gewihlt, die in einer Amid-Bindung invol-
viert sind. Iyg bedeutet also die Intensitit der Ban-
dea von Abb.2 (d.h. das Integral iber diese
Bande). 7 ist die Intensitdat des Carbamino-Signals,
also die Intensitdt des Peak b. Unter Verwendung
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Abb. 2. Abhingigkeit von (//Ip) von (C/Cp) fir Metha-
nol. / = Intensitat der CH,-*C-Atome des Methanols; Ip =
Intensitat der CH,-'*C-Atome des Dioxans; C = Konzen-
tration des Methanols; Cp = Konzentration des Dioxans.
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Abb. 3. Abhingigkeit von (//Ip) von (C/Cp) fir die bei-

den Kernspezies von Glycerin. ®@® = CH, — OH-Grup-
pen; xxx = CHOH-Gruppe. / = Intensitit der CH,OH-"*C-
Atome bzw. der CHOH-"C-Atome des Glycerins; Ip=
Intensitit der CH,-"*C-Atome des Dioxans; C = Konzen-
tration des Glycerins; Cp, = Konzentration des Dioxans.
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Abb. 4. Abhingigkeit von (I/Ip) von (C/Cp) fiir Aceton
und Acetat. /= Intensitit der CH,-"*C-Atome des Ace-
tons bzw. des Acetats; Ip = Intensitat der CH,-"*C-Atome
des Dioxans; C = Konzentration des Acetons bzw. Acetats;
Cp = Konzentration des Dioxans.

von Gleichung (14) folgt nun direkt fiir die CO,-
Séttigung von Hb:

1 C}IbCOZ

=k =kZ.

Ty Cibco, + Crp

Fir hohe CO,-Partialdrucke muf3 die CO,-Sitti-
gung des Himoglobins den Wert 1 annehmen, d. h.
I/Iy, muBl dann einen maximalen und konstanten
Wert haben. Aus (//11b)max 148t sich die Konstante
k bestimmen. Hierbei bedeutet (///yp)max den Wert
von (//Iyy) bei hohen CO,-Partialdrucken. Es gilt
also:

(15)

__ W/ 1ww)
([/IHb)max.
Die Co,-Sittigung des Hamoglobins wurde ge-
maf Gleichung (16) berechnet.

(16)

Ergebnis der Messungen

Abb. 5 zeigt die gemessene CO,-Hb-Bindungs-
kurve. Die Untersuchungen haben sich iiber einen
groBen PCO,-Bereich erstreckt. Fir CO,-Partial-
drucke groBer als 30 kPa (= 220 mmHg) ist Hamo-
globin praktisch vollstindig mit CO, gesattigt. Der



O. Burkhard und W. K. R. Barnikol - Kooperativitit der CO,-Hb-Bindung

Abb. 5. CO,-Hb-Bindungskurve. pH=719+ 0,02
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Abb. 6. 1/Z in Abhingigkeit von 1/PCO,.

Halbsittigungsdruck (PCO,., ;) betrigt 16 kPa (=
120 mmHg). Es fallt auf, daB die Form der CO,-
Hb-Bindungskurve nicht eine Hyperbel ist, wie es
die einfache Theorie voraussagt, sondern eine S-
Form aufweist.

Wie eingangs erwahnt wurde, sollte die Auftra-
gung von 1/Z gegen 1/PCO, eine Gerade ergeben.
In Abb. 6 ist dieser Zusammenhang dargestellt. Ex-
perimentell resultiert ein Kurvenverlauf, der sich
keinesfalls durch eine Gerade approximieren laf3t.

Der Hillsche Parameter (n) bildet ein weiteres
Kriterium fiir die Giiltigkeit des einfachen Modells.

500 PCO,(mmHg)

08
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04

=21

=1

02

-02

-04

-06

-0.8 .
(PCO; in kPa)

14 18
24 28
(PCO, in mmHg)

Abb. 7. log (Z/(1— Z)) in Abhingigkeit von log PCO,.

—» 10g(PCO,)

In Abb. 7 ist die GroBe log (Z/(1—Z)) in Abhidn-
gigkeit von log PCO, aufgetragen. Die Steigung der
Ausgleichsgeraden liefert den mittleren Hillschen
Parameter (7). Es wurde fiir 7 ein Wert von 2,1 £
0,2 gefunden. Dieses Ergebnis weicht entscheidend
von den Resultaten anderer Autoren ab. So berich-
teten Perella et al. [6], daB 7 = 0,92 ist.

Diskussion der Resultate

Im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Auto-
ren wurde eine S-formige CO,-Hb-Bindungskurve
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ZH Abb. 8. 3C-NMR-Spek-
BE trum einer desoxygenierten

i : g : mit *CO, begasten Hb-Lo-

T sung bei voller CO,-Siitti-

gung und pH = 7,57.

e

gefunden. Dies bedeutet, daB bei der Reaktion von
CO, mit Hb homologe kooperative Wechselwirkun-
gen auftreten. Nur bei kooperativen Wechselwir-
kungen kann 7 >1 werden. Somit wird jede Bin-
dungsstelle des Hamoglobins fiir CO, durch die
tibrigen CO,-Bindungsstellen merklich beeinfluft.
Einfache Vorstellungen, wie sie eingangs diskutiert
wurden, stehen somit eindeutig im Widerspruch zu
den experimentellen Befunden.

Einwinde, daf3 apparative Parameter oder Fehler
in der Auswertung zu diesem Resultat fiihren, kon-
nen ausgeschlossen werden. Die Experimente mit
den Gemischen verschiedener Substanzen zeigen
eindeutig, daB die Auswertung nach Gleichung (15)
und somit auch nach Gleichung (16) zuverlissig ist.

Das Carbamino-Signal wird aber von zwei unter-
schiedlichen R—NH®*COO~-Gruppen verursacht.
Fir R kann man namlich die a-Kette oder die f-
Kette einsetzen. Es ist natiirlich nicht selbstver-
standlich, daB das Signal der a-NH®*COO~-Gruppen
(= a-*C-Signal) mit der gleichen Empfindlichkeit
gemessen wird, wie das Signal der f-NH®*COO~-
Gruppen (2 f-*C-Signal).

Morrow et al. [3] haben gezeigt, daf3 sich bei ho-
hen pH-Werten die a-"*C- und p-"*C-Signale auflo-
sen lassen. Es wurde daher bei einem pH-Wert von
7.58 und einem PCO, von 35kPa das *C-NMR-

Spektrum. einer mit *CO, begasten, desoxygenierten
Hb-Losung gemessen. Abb. 8 zeigt einen Ausschnitt
von dem erhaltenen NMR-Spektrum. Peak a ent-
spricht dem a-'*C- und Peak f dem f-*C-Signal.

Die Integration ergab, dafl im Rahmen der MeB3-
genauigkeit die Intensititen beider Signale gleich
sind. Da bei einem PCO, von 35 kPa Hb vollstindig
aufgesittigt ist, folgt zwangsldufig, dafl das a-"*C-
und p-*C-Signal mit gleicher Empfindlichkeit ge-
messen werden.

Weiterhin werden bei einem pH von 7,2 selbst
bei hohen CO,-Partialdrucken (> 27 kPa) nur vier
CO,-Molekiile an ein Hb-Molekiil gebunden. Die
ausgiebigen Untersuchungen von Morrow et al. [3]
zeigen namlich, daB erst bei einem pH 7,5 und mitt-
leren PCO,-Werten eine merkliche Reaktion von
CO, mit &NH,-Gruppen erfolgt. Da ein typisches
Sattigungsverhalten beobachtet wurde (d.h. die
CO,-Hb-Bindungskurve verlduft fiir PCO, > 30 kPa
parallel zur PCO,-Achse) ist bei pH=7,2 und
PCO, > 30 kPa die Bindung von CO, an &¢NH,-
Gruppen zumindest in dem beobachteten Bereich
vernachldssigbar. Das NMR-Signal der ¢-Carb-
amino-Gruppe sollte auch einen weiteren Peak er-
geben, der sich von dem Signal der vier terminalen
.Carbamino-Gruppen unterscheiden laBt. Ein sol-
cher Peak wurde unter den angegebenen Bedingun-
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Abb. 9. Abhingigkeit von log (Z/(1—Z)) von log PCO,.
000 = cigene Werte (77=2,1); xxx= Werte von Perella
et al. [6] (n=0,92).

gen nicht beobachtet. Die Annahme, daB Hb fiir
einen PCO, groBer als 27 kPa mit CO, voll aufge-
sattigt ist, ist somit gerechtfertigt.

Es wird auch von anderen Arbeitsgruppen berich-
tet, daBB die Anlagerung von CO, nicht nach dem
einfachen Modell erfolgt (vgl. [6, 7, 13]). Allerdings
lieB sich das Ergebnis dieser Autoren sehr leicht
durch die Annahme erklaren, daB CO, sich an die
a-Ketten mit einer anderen Bindungskonstanten an-
lagert als an die p-Ketten. Es wurden also zwei un-
abhédngige Bindungsstellen unterschiedlicher Affini-
tat angenommen. Es war jedoch nicht erforderlich,
kooperative Wechselwirkungen zu postulieren. In
diesem Fall muf3, wie sich auch theoretisch zeigen
14Bt, der Hillsche Parameter kleiner als 1 sein. Dies
konnte auch von diesen Autoren experimentell veri-
fiziert werden. Unser Ergebnis (n =2,1>1) muB als
Beweis dafiir gewertet werden, daf3 die Anlagerung
von CO, an Hb einem vollig anderen Mechanismus
folgt.

Nachdem gezeigt wurde, daB3 die *C-NMR-Me-
thode keinen systematischen Fehler aufweist, bleibt
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nun die Frage zu kldren, warum so grof3e Abwei-
chungen zu den Resultaten anderer Autoren auftre-
ten. Hierzu wurden in Abb. 9 die Daten von Pe-
rella et al. [6] in die Hill-Auftragung zusammen mit
eigenen Werten eingezeichnet. Perella ez al. [6] ha-
ben unter dhnlichen Bedingungen ihre Untersu-
chungen durchgefiihrt. Daher ist ein direkter Ver-
gleich der MeBergebnisse moglich.

Abb. 9 zeigt deutlich, daB3 Perella eral [6] die
CO,-Hb-Bindungskurve nur in einem relativ engen
Sattigungsbereich untersucht haben. Dies erscheint
der wesentliche Grund fiir die beobachteten Abwei-
chungen zu sein.

Zum besseren Verstindnis der Zusammenhinge
ist es angebracht, kurz die sogen. n (S)-Funktion zu
diskutieren, und zwar fir die O,-Hb-Bindung. Die
Ergebnisse sind auf CO, direkt iibertragbar. Die de-
taillierte Analyse der O,-Hb-Bindungskurve hat er-
geben, daBl der Hillsche Parameter (n), betrachtet
man den gesamten Bereich der Sittigung, nicht kon-
stant ist. Es wird noch nicht einmal im mittleren
Sattigungsbereich ein anndhernd konstanter n-Wert
gefunden, wie es von der Adair-Hypothese voraus-
gesagt wird (vgl. [14, 15]). Deshalb ist es richtiger
und sinnvoller, soweit es die MeBgenauigkeit zu-
laBt, nicht einen mittleren Hillschen Parameter 7
anzugeben, sondern den Hillschen Parameter in
Abhingigkeit von der O,-Sittigung des Hiamoglo-
bins (S) aufzutragen. Die Kurve, die hierbei erhal-
ten wird, wird als » (S)-Funktion bezeichnet. Typi-
sche n (S)-Funktionen sind deutlich asymmetrisch
und weisen 2 — 3 Maxima auf.

Der mittlere Hillsche Parameter () wird iibli-
cherweise als Mittelwert der n-Werte iiber einen
Sattigungsbereich von etwa 20% bis etwa 80% ange-
geben. Charakteristisch fiir die gemessene n (S)-
Kurve ist die Tatsache, daf3 die » (S)-Funktion ge-
rade bei niedrigen O,-Partialdrucken erheblich vom
mittleren Hillschen Parameter nach unten ab-
weicht. Auch durch theoretische Uberlegungen
kann gezeigt werden, daB3 besonders grofe Abwei-
chungen von 7 gerade bei sehr niedrigen oder sehr
hohen Sattigungen zu erwarten sind.

Fiir die CO,-Hb-Bindungskurve 148t sich in ana-
loger Weise eine n (Z)-Funktion definieren. Auf-
grund der geringen MeBgenauigkeit kann jedoch in
diesem Fall nur ein 7z angegeben werden. Qualitativ
wird sich jedoch die n (Z)-Kurve dhnlich wie die
n (S)-Kurve verhalten. Perella et al. [6] haben die
CO,-Hb-Bindungskurve gerade in einem ungiinsti-
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gen Bereich ausgewertet. Wahrscheinlich ist dies
die Ursache dafiir, da3 diese Autoren einen zu klei-
nen n-Wert gefunden haben.

Durch die Messung iiber einen groBen PCO,-Be-
reich war es erst moglich, neue Aspekte aufzudek-
ken. Die Angabe eines mittleren Hillschen Parame-
ters ist zudem nur dann sinnvoll, wenn man einen
Sattigungsbereich zwischen 20 und 80% auswerten
kann.

Wesentlich ist auch, daB in die Darstellung der
Ergebnisse primir kein Modell hineingetragen wur-
de. Diese modellfreie Betrachtungsweise hat erst die
Aufdeckung der positiven Kooperativitiat der CO,-
Hb-Bindung ermoglicht und unterscheidet sich in
dieser Beziehung entscheidend von der Analyse von
Matthew et al. [12].
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Die iiblichen Vorstellungen zur CO,-Hb-Bin-
dungskurve missen aufgrund der vorliegenden Be-
funde erheblich modifiziert werden. Im Grunde war
auch eine nichtkooperative CO,-Hb-Bindung nicht
zu erwarten, nachdem lange bekannt ist, da3 erstens
die O,-Hb-Bindung stark positiv kooperativ ist, und
dall zweitens zwischen CO,- und O,-Bindung eine
enge Wechselbeziehung besteht.
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