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Abb. 1:

Struktur des humanen
Hamoglobins: je zwei
Untereinheiten des
Hémoglobins, d.h. o-
und 3-Ketten, lagern
sich nicht-kovalent zu
einem Tetramer zusam-
men. Jede monomere
Einheit tragt eine Ham-
Funktion mit einem
komplexierten Eisen(ll)-
lon (rot).

[Quelle: Protein Data
Bank http://www.
resh.org/pdb Eintrag
1A3N].

Dopinganalytik

Die Suche nach kiinstlichen Sauerstofftriagern als Blutersatzstoffe fiir die Notfallmedizin ist seit langem
ein aktuelles Forschungsgebiet, da Blutkonserven héufig nicht in ausreichenden Mengen vorliegen, de-
ren Parameter beziiglich Blutgruppe, Rhesusfaktor und migliche Krankheitserreger bestimmt werden
miissen und Haltbarkeiten begrenzt sind. Neben Sauerstofftherapeutika auf der Basis von Perfluorkoh-
lenwasserstoffe (PFC) sind im Besonderen Hamoglobinderivate intensiv untersucht worden.

Zellfreies Hadmoglobin (Hb) dissoziiert in «,3-Dime-
re und verliert die Fahigkeit der reversiblen Sauer-
stoffbindung bedingt durch die Abwesenheit des
polyanionischen Effektors 2,3-Diphosphoglycerat,
das innerhalb von Erythrozyten dem Hb zur Verfii-
gung steht. Durch intra- und intermolekulare Quer-
vernetzung sind Hdmoglobine verschiedener Spe-
zies stabilisiert worden und das Rinderhdmoglo-
bin-Produkt Hemopure® der Firma Biopure wurde
fiir den therapeutischen Einsatz im Humanbereich
in Siidafrika bereits zugelassen. Humanhamoglo-
binprodukte befinden sich zum gegenwartigen
Zeitpunkt in Entwicklung bzw. in klinischen Test-
phasen und haben bislang keine medizinische
Freigabe erhalten.

Neben therapeutischen Indikationen kénnen
kiinstliche Sauerstofftrager wie das Hemopure®
auch zur Leistungssteigerung bei Athleten im Aus-
dauersportbereich verwendet werden. Daher sind
solche Substanzen durch das 10C und die WADA
(Welt-Antidoping Agentur) verboten und Nach-
weismethoden mittels verschiedener Techniken
gefordert worden. Eine Mdglichkeit ist die Auftren-
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nung im Plasma befindlicher Proteine {iber Gro-
Renausschluss-Chromatographie (SEC, size-exclu-
sion chromatography) und Detektion Ham-spezifi-
scher UV-Banden. Ein wesentlich spezifischer
Nachweis beruht auf der selektiven enzymati-
schen Degradierung des modifizierten Hdmoglo-
bins in Peptide, die daraufhin mittels Fliissigkeits-
chromatographie in Verbindung mit Massenspek-
trometrie bestimmt werden kdnnen, wie im Folgen-
den dargestellt wird.

Die primdre Aufgabe des Hdmoglobins in Erythro-
zyten ist die Versorgung der Mitochondrien mit
Sauerstoff und die Entsorgung entstehenden Koh-
lendioxids. Dazu wird Sauerstoff reversibel an
Ham-Einheiten gebunden und iiber den Blutkreis-
lauf in Zielgewebe transportiert, wo daraufhin
Kohlendioxid aufgenommen und nach Befdrde-
rung in die Lunge iiber Alveolen abgegeben wird.
Hadmoglobine bestehen prinzipiell aus - und B-
Ketten, zwei Untereinheiten, von denen jeweils
zwei fiir die Bildung des Hamoglobinmolekiils not-
wendig sind (Abb. 1). Aufgrund nicht-kovalenter
Wechselwirkungen sind Hdmoglobine innerhalb
roter Blutkdérperchen stabil und fungieren als
Transportmedium fiir Sauerstoff.

Trotz identischer Aufgaben der Hdmoglobine ver-
schiedener Spezies unterscheiden sich deren Pri-
marstrukturen, d.h. deren Aminoséduresequenzen.
In Abbildung 2 sind die Aminosduresequenzen der
a- und B-Ketten des humanen sowie des bovinen
Hamoglobins als konventionelle Ein-Buchstaben-
Abkiirzung dargestellt. Es liegt eine Sequenzhomo-
logie von ca. 85 Prozent vor, d.h. etwa jede 8. der
insgesamt 287 Aminosduren des humanen Hé-
moglohins ist im bovinen Pendant substituiert. Zu-
dem ist die B-Kette des Rinderhdmoglobins um
eine Aminoséaure verkiirzt. Diese signifikanten Un-
terschiede werden zum spezifischen Nachweis rin-
derh@moglobin-basierender Sauerstofftherapeu-



tika in der Dopinganalytik genutzt, da Medikamente
wie z.B. Hemopure aus diesen von humanem Hb
abweichenden Strukturen hergestellt werden.

Das Produkt Hemopure wird durch inter- und intra-
molekulare Vernetzung der Untereinheiten bovinen
Hamoglobins hergestellt. Dazu werden Verkniip-
fungen sowohl zwischen Lysin-99-Einheiten der a-
Ketten (intramolekular) als auch unspezifisch zwi-
schen Lysinen verschiedener Hamoglobinmolekiile
(intermolekular) eingefiigt, welche dem resultieren-
den Makromolekiil mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 250.000 u seine Stabilitat im
Blutkreislauf verleihen. Eine solche chemische
Vernetzung ist schematisch in Abb. 3 dargestellt.

Die signifikanten Unterschiede der Hdmoglohine
von Mensch und Rind werden fiir den Nachweis
dieser dopingrelevanten Verbindung genutzt. Auf-
grund der Tatsache, dass die Primérstrukturen,
d.h. die Aminoséduresequenzen der Hdmoglobine
bekannt sind und Proteine mit Hilfe spezifischer
Enzyme C-terminal an Lysinen und Argininen in
Peptide gespalten werden kdnnen, erlauben mo-
derne Datenbanken (z.B. SwissProt: http://www.
expasy.org/sprot/) eine theoretische Kalkulation
entstehender Peptide. In Tabelle 1 ist eine Aus-
wahl solcher Peptide von humanem und bovinem
Hédmoglobin gelistet. Hier wurden aus «- und B-
Ketten Bruchstiicke generiert, deren genaue Mas-
sen, entsprechende Positionen und Aminoséure-
sequenzen berechnet wurden. Zudem wurden kor-
respondierende Masse/Ladung-Verhéltnisse kal-
kuliert (m/z), da Peptide unter Elektrospray-lonisa-
tions-Bedingungen (ESI, dem folgenden prakti-
schen Messverfahren) durch Anlagerung von zwei
oder mehr Protonen verschiedene Ladungszustéan-
de annehmen.

Peptide, die ausschlieRlich aus Rinderhdmoglobin
stammen (in Tabelle 1 mit b gekennzeichnet), eig-
nen sich zum praktischen Nachweis dieses Prote-
ins in humanem Blut. Dazu wird ein Aliquot huma-
nen Plasmas (etwa 50 pl) mit Trypsin bei 37° C in-
kubiert, um Proteine spezifisch an Lysin- und Argi-
nin-Molekiilen zu spalten. Das resultierende Ge-
misch mit einer Vielzahl an Peptiden aus vielen
verschiedenen Plasmaproteinen wird mit Hilfe von
Fliissigkeitschromatographie (LC, liquid chromato-
graphy) liber Elektrospray-lonisation (ESI) in ein
Massenspektrometer (MS) befdrdert, welches zum
einen die Bestimmung der genauen Masse der
Peptide erlaubt und zum anderen Informationen
tiber die Aminoséduresequenz der Peptide bereit-
stellt. Dazu werden Peptide, welche aufgrund der
ESI zwei oder mehr Ladungen tragen, mit Stick-
stoffmolekiilen kollidiert, wodurch das Peptid zer-
bricht und sogenannte Produkt-lonen generiert.
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a-Ketie human {141 Aminosiuren, mittleres Molekulargewicht = 12126 up
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Abb. 2:
Aminoséuresequenzen der «- und 3-Ketten von humanem und
bovinem Hamoglobin. A Alanin, C Cystein, D Asparaginséaure,
E Glutaminsaure, F Phenylalanin, G Glycin, H Histidin, | Iso-
leucin, K Lysin, L Leucin, M Methionin, N Asparagin, P Prolin,
Q Glutamin, R Arginin, S Serin, T Threonin, V Valin, W Trypto-
phan, Y Tyrosin. Beispiele substituierter Aminosauren der
verschiedenen Spezies sind blau bzw. griin markiert.
Diese Bruchstiicke beschreiben teilweise oder
ganz die Komposition des Peptids und ermdglichen
somit dessen ldentifizierung. In Abbildung 4 ist ein
sogenanntes Produkt-lonen-Spektrum eines Pep-
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Abb. 3:

a) Quervernetzung von Lysinen mit Glutaraldehyd; b) stabili-
siertes Himoglobin-Monomer (links, ca. 64.000 Da) und
Polymer (rechts, mittleres Molekulargewicht ca. 250.000 Da).




Abb. 4:
ESI-Produkt-lonen-
Spektrum des Peptids
der Masse 2089.95 Da
(m/z 1045.98) nach Elek-
trospray-lonisation und
Kollision mit Stickstoff-
molekiilen (sog. kollisi-
ons-induzierte Dissozia-
tion). Der vergroBerte
Ausschnitt zeigt das
zweifach geladene Mo-
lekiil-lon, wéhrend die
Fragmente mit den Be-
zeichnungen b, und y,,
die jeweiligen Ab-
schnitte der Aminosau-
resequenz des Peptids
(oben rechts) reprasen-
tieren.
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Tab. 1:

Theoretisch bestimmte Massen von Peptiden aus humanem
und bovinem Hamoglobin nach enzymatischer Behandlung
mit Trypsin. Hier sind nur Peptide mit einer Masse > 1000 Da
aufgelistet.
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tids aus Rinderhd@moglobin abgebildet. Die Anwe-
senheit eines oder mehrerer Peptide des Rinder-
hdmoglobins in humanem Plasma bedeutet einen
DopingverstoB gegen die Regularien der Welt-An-
tidoping Agentur (WADA).

Eine vom Hersteller Biopure empfohlene intrave-
nose Dosis Hemopure besteht aus 30-45 g quer-
vernetzten Rinderhdmoglobins. Bei einem ange-
nommenen Blutvolumen von ca. 6 Litern kann
demnach eine Konzentration von mindestens 5 mg
Hemopure pro Milliliter Blut erwartet werden, und
die Halbwertzeit dieses Therapeutikums wurde mit
ca. 20 Stunden bestimmt. Das beschriebene Ver-
fahren zur Bestimmung Rinderhdmoglobin-spezifi-
scher Peptide erlaubt die Detektion von etwa 0.25
mg Hemopure je Milliliter Blut und kann somit
auch iiber mehrere Tage nach Applikation des
Medikaments dessen Anwesenheit bestétigen.

Literatur bei den Autoren.




