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0 HEMOGLOBINE (I)
KOTAZKE VAZBY AMINOKYSELIN NA KARBOXYLOVOM KONCI LYZINU
A ARGININU V POLYPEPTIDICKOM RETAZCI LUDSKEHO A KONSKEHO
HEMOGLOBINTU

PAVEL MASIAR
Biochemicky ustav Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Kosiciach

Jednou zo zakladnych otdzok stavby bielkovin je otdzka vzéjomnej vizby
aminokyselin v polypeptidickom retazei bielkovinovej molekuly. V jednej
z predchadzajicich prac [1] sme poukazali na relativnu podetnost vyskytu
daného typu vizby v polypeptidickom retazci celého radu rozmanitych biel-
kovin, kym iny typ vizby sa vyskytoval menej dasto alebo sa nevyskytoval
vObec. Je pochopitelné, Ze exaktné vyhodnotenie tejto otazky je v sidasnej
dobe este obmedzené malym poétom prac riesiacich Struktirne otazky pri roz-
liénych typoch bielkovin. Av8ak dostupny material zatial jednoznacne svedéi
pre uréitu zakoniti vyberovost vzajomnej vazby medzi jednotlivymi amino-
kyselinami v peptidickych retazcoch bielkovin. Pri hemoglobine kofia a svine
bola podrobne analyzovana otdzka vizieb v okoli argininu a histidinu [2, 3].
Zistilo sa, %e hoci v obidvoch pripadoch boli dané teoretické predpoklady
k vzdjomnej vizbe vietkych osemnéstich prirodzenych aminokyselin, z éias-
toéného hydrolyzatu obidvoch hemoglobinov bolo mozné izolovat len peptidy
uréditého typu. Vazby v okoli lyzinovych zvy$kov boli analyzované v hemoglobi-
ne svine [4]. Treba poznamenat, Ze za podmienok kyslej ¢iastoénej hydrolyzy
moZzno predpokladat tplni dekompoziciu peptidickych vézieb aj kratsich re-
tazcov, v dosledku éoho ¢ast peptidov je izolovatelns v takom malom mnozstve,
Ze nestaéi na exaktné stanovenie $truktiry. So zretelom na uvedent skutoé-
nost rozhodli sme sa v tejto praci doplnit vysledky ziskané analyzou kyslych
¢iastoénych hydrolyzatov o analyzu enzymatickych hydrolyzatov a sicéasne
porovnat vizby aminokyselin na karboxylovom konei lyzinu a argininu
v polypeptidickych retazcoch Iudského a konského hemoglobinu.

Experimentalna ¢ast

Materidal a metédy
Material
Konsky hemoglobin bol krystalicky preparét izolovany z &erstvej konskej krvi odo-
branej pri porézke. Ludsky hemoglobin bol izolovany z erytromasy ziskanej z transfiznej
stanice v Prahe.
Enzym

Na hydrolyzu sa pouZil kryStalicky preparat trypsinu fy. Biogena, n. p., Praha.
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Priprava substratu

Obidva hemoglobiny boli skryStalované a trikrat rekryStalované dialyzou proti nasy-
tenému roztoku siranu amoénneho podla F. Haurowitza [5]. Preparaty sa odsolili
dialyzou proti tedicej vode spésobom opisanym v jednej z predchadzajtcich prac [4].
Takto pripravené preparaty konského a Iudského hemoglobinu boli zbavené prostetickej
skupiny — hému — metdédou. ktorti opisali M. L. Anson a A. E. Mirsky [6].

Priprava enzymu

Raz kryStalovany obchodny preparit trypsinu sa preéistil trojndsobnou opakovanou
rekryStalizdciou podla J. H. Northropa [7] (obr. 1). Odsaté krystaly sa rozpustili

Obr. 1. Mikréskopicks snimka kry§talov trypsinu. KryStaly ziskané kryStalizdciou podla
J. H. Northropa [7].

v 0,1 ~-H,S0,. Roztok sa po kazdej kryStalizacii filtroval cez kremelinu. Po poslednej
kryStalizdcii sa roztok trypsinu dialyzoval proti okyslenej destilovanej vode o pH 4,0
a lyofilizoval sa. 50 mg lyofilizovaného preparatu sa rozpustilo v 5 ml 0,16 m-HCl a inku-
bovalo sa pri 37 °C v termostate 24 hodin, aby sa inaktivovali pripadné stopy primesi [8].

Hydrolyza

Pre hydrolyzu sme brali 0,5 % roztok (suspenzia) denaturovanej bielkoviny. Na do-
konald homogenizdciu denaturovanej bielkoviny sme pouZili homogenizator podla
V. R. Pottera a C. A. Elvehjema [9]. Takto ziskant jemnu suspenziu sme za stéleho
mieSania preinkubovali vo vodnom kupeli, a% teplota vnutri roztoku dosiahla 30 °C;
pH roztoku sme upravili na hodnotu 7,5. Enzym upraveny vysSie opisanym spdsobom
sme pridali k substratu v 0,025 9; koncentréacii. Hydrolyza za tychto podmienok a sté-



0 hemoglobine (I) 715

leho mieSania prebiehala 24 hodin. pH roztoku sme v pravidelnych polhodinovych inter-
valoch kontrolovali a upravovali na hodnotu 7,5. Obidva preparaty globinov sme hydro-
lyzovali za tych istych podmienok. Priebeh realkcie sme pri konskom a Iudskom hemo-
globine sledovali papierovou elektroforézou, a to v 2—4—8—16—24 hodinovych inter-
valoch. Hydrolyzu sme zastavili kyselinou trichléroctovou, ktortt sme pridali k zmesi
v mnoZstve odpovedajiicom 1 %, vyslednej koncentracie. Vzniknutu zrazeninu sme z hyd-
rolyzatu odstranili filtraciou. Kyselinu trichléroctovii sme z filtratu odstrénili vytrepanim
do éteru. Takto ziskany hydrolyzat sme v 0,5 cm vrstve naliali na Petriho misky o prie-
mere 10—15 cm, zmrazili a v zmrazenom stave valkuove odparili nad tuhym hydroxy-
dom sodnym a koncentrovanou kyselinou sirovou.

Dinitrofenyléacia

Hydrolyzou uvolnené aminoskupiny s argininom a lyzinom susediacich aminokyselin
vyslednych hydrolyzatov sme substituovali dinitrofluérbenzénom. Alikvotnn d&ast
odpovedajiicu 15 mg poévodnej bielkoviny sme rozpustili v 1 ml 0,5 9 roztoku tri-
metylaminu. K tomu sme pridali 1,5 ml 0,6 % roztoku dinitrofluérbenzénu v absolut-
nom etanole. Zmes sme tri hodiny inkubovali pri 37 °C. Po tejto dobe sme vzorky od-
parili vo véakuu nad kyselinou sirovou. Odparky sme opét rozpustili v 1 ml 0,25 9, tri-
metylaminu a nadbytok dinitrofluérbenzénu sme vytrepali do éteru. Vytrepavali sme tak
dlho, aZ éterickd faza bola bezfarebna, najmenej vSak trikrdt. Vodnt fazu sme opéit
odparili vo vakuu nad kyselinou sirovou. Takto substituované vzorky enzymatickych
hydrolyzatov sme podrobili tiplnej hydrolyze 12 x-HCI 8 hodin pri 105 °C. Dinitrofeny -
lované aminokyseliny sme po predchadzajicom zriedeni hydrolyzétu redestilovanou
vodou (1 : 1) oddelili adsorpciou na kolénku Zerolytu H 2 ¢, podla B. Keila [10].

Hydrazinolyza

Alikvotna éast hydrolyzatu odpovedajiicu 5 mg pdévodnej bielkoviny sme podrobili
hydrazinolyze za ielom stanovenia C-koncovych aminokyselin hydrolyzatu. K suchému
odparku hydrolyzitu sme pridali 150 ul bezvodého hydrazinu a 8 hodin zahrievali pri
110 °C v zatavene]j kapilare. Nadbytoény hydrazin sme odparili vo vadkuu nad kyselinou
sirovou. K odparku sme pridali 80 ul vody a 80 ul bezvodého benzaldehydu. Zmes sme
opit nasali do kapildry a zatavili. Po pretrepani sme zmes v zatavenej kapildre centri-
fugovali. Na rozhrani obidvoch faz sme kapilaru rozlomili a vodnt vrstvu naniesli na
chromatograficky papier Whatman 1.

Chromatografia dinitrofenylovanych aminokyselin

Na identifikdciu hydrolyzou uvolnenych. dinitrofenylovanych aminokyselin sa pouzila
jednorozmernd a dvojrozmerné papierové chromatografia.
Jednorozmernd chromatografia sa uskutoénila v systémoch:

a) fenol-—izoamylalkohol—voda (1:1:1) — atmosféra v kamere nasytend parami
amoniaku;
b) tercidrny butanol—izoamylalkohol—3 ¢, hydroxyd aménny (1:1:2) — atmo-

sféra v kamere nasytend parami spodnej fazy.

Dvojrozmerna papierovéa chromatografia sa vykonala v systémoch:

A. prvy smer: toluén—etylénchlérhydrin—pyridin—0,8 ~-NH,OH (5:3:1,5: 3)
vzostupne; druhy smer: 1,5 a fosfat zostupne tak, ako to opisuje A. L. Levy [11].

B. Lepsie sa ndm osvedg&ila naSa modifikdcia. Prvy smer: tercidrny butanol—izoamyl-
allsohol—3 % NH,OH (1 : 1 : 2) zostupne 60 hodin pri 20 °C po dlhSej strane Whatma-
novho papiera (46X 57). Atmosféra v kamere nasytend parami spodnej amoniakdlnej



716

Pavel Misiar

fazy; druhy smer: 1.5 » fosfat zostupne 12 hodin pri 20 °C po kratsej strane Whatma-
novho papiera (obr. 2). Ako nosi¢ sa v obidvoch pripadoch pouzil chromatograficky papier

ferc. butanol : izoamylalkoho! . 3 % NH,OH (1-1:2)
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Obr. 2. Dvojrozmerny chromatogram zmesi dinitrofenylderivatov aminokyselin.
Chromatografia na papieri Whatman 1.

Cisla pri jednotlivych Skvrnach oznaduju dinitrofenylderivaty tychto aminokyselin:
1. DNP CySO;H, Asp, Glu; 2. DNP AspNH,; 3. DNP Ser; 4. DNP Gly; 5. DNP His;
6. DNP Thr; 7. DNP Pro; §. DNP Arg; 9. DNP Ala; 70. DNP-OH; 17. DNP Try; 12. DNP
Val; 13. DNP Met; 14. DNP Phe; 715 DNP Leu; 16 DNP Ileu; 17. DNP-NH,; 18. DNP

e-Lys; 19. DNP Tyr; 20. DiDNP Lys.

Whatman 1. Chromatografia aminokyselin uvolnenych hydrazinolyzou sa uskuto¢nila
v systéme m-krezol—voda (1 : 1) na papieri Whatman 1 zostupne.

ferc. butanor: 1zoamylalkohol 3 % NHsOH (1:1:2)
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Obr. 3. Dvojrozmerny chromatogram dinitrofenylderivatov aminokyselin ziskanych
kyslou hydrolyzou dinitrofenylovaného tryptického hydrolyzatu konského hemoglobinu.
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ferc butanoi. 1zogmylalkohol: 3% NH,OH (1:1:2)
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Obr. 4. Dvojrozmerny chromatogram dinitrofenylderivatov aminokyselin ziskanych
kyslou hydrolyzou dinitrofenylovaného tryptického hydrolyzatu Iudského hemoglobinu.

Detekecia

Detelkeiu dinitrofenylderivatov aminolkyselin sme robili v ultrafialovom svetle. Amino-
kyseliny uvolnené hydrazinolyzou sme detegovali pretiahnutim chromatogramu v 0,5 9,
roztoku ninhydrinu v aceténe.

/ ysledky
Vysledky analyz st zhrnuté v tab. 1—3.

Diskusia

Stiepenie polypeptidického retazca trypsinom mo#no vyjadrit schémou

NH,
C=NH
\NH CH,—NH,
| |
R R (CH,), R (CH,),
V 5! | ¥

- I l
HOOC—CH—NH—0C—CH—NH—0C—CH—NH—0C—CH—NH—0C—CH—NH—

Zo schémy je zrejmé, Ze trypsin Stiepi polypeptidicky retazec bielkovin
$pecificky na karboxylovom konci argininu a lyzinu [12]. Tato okolnost mozno
s vyhodou pouzit pri §tudiu §truktirnych otdzok vadsiny bielkovin, s vynim-
kou niektorych pankreatickych protedz, ktoré si nim aktivované aj po pred-
chadzajicej denaturacii.

Za predpokladu, Ze mame k dispozicii metédu umoziiujicu izolovat amino-
kyseliny, ktoré sa s argininom a lyzinom viaZu svojou aminoskupinou, mozno
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tryptickou hydrolyzou stanovit vizby na karboxylovom konci argininu
a lyzinu v molekule §tudovanej bielkoviny. Tento predpoklad je dobre splni-
telny substiticiou volnych aminoskupin pomocou dinitrofluérbenzénu podla
F. Sangera [13] s naslednou chromatografickou analyzou dinitrofenylderi-
vatov aminokyselin uvolnenych kyslou hydrolyzou. V diskutovanej praci sa
vyuzili obidva spominané principy. Ako vyplyva z tab. 1, karboxylovy koniec

Tabulka 1

N-koncové aminokyseliny uvolnené 24 hodinovou tryptickou hydrolyzou Iudského
a konského hemoglobinu

;___” o N-koncové aminokyseliny * |
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* Aminokyseliny oznadené znamienkom (+) boli izolované ako DNP-derivaty z tryp-
tického hydrolyzatu obidvoch hemoglobinov.

lyzinu a argininu je v hemoglobine viazany s aminoskupinou histidinu, lyzinu,
argininu, alaninu, glyeinu, valinu, tyrozinu, kyseliny asparagovej, serinu,
leucinu, fenylalaninu a prolinu. Specifické §tiepenie bielkovin prirodzene silne
zavisi od Gistoty enzymatického preparatu. Tato okolnost je obzvlast dolezita
preto, Ze pankreatické protedzy uz v minimalnej koncentracii si schopné
odburavat bielkovinu. Najmé délezita je tu pritomnost primesi chymotryp-
sinu, ktoré pri nedokonalej &istote prepardtu umoziiuji vznik artefaktov.
Tomuto sme sa vyhli predistenim preparatu opakovanou krystalizaciou a inak-
tivaciou pripadnych zvy$kov inych protedz vysSie opisanym sposobom. Ako
vidiet z tab. 2, hydrazinolyzou sa ako C-koncové aminokyseliny uvolnili len
arginin a lyzin, z ¢oho je zrejmé, Ze preparat pouzity v nasej praci predstavoval
tisty Specificky S$tiepiaci enzym. V naSich predchadzajtcich pricach [2—4]
boli izolované peptidy odvodené od béazickych aminokyselin z kyslého ¢&ias-
to¢ného hydrolyzatu uréitych typov hemoglobinov. Na zéklade tychto udajov,
bertc do Gvahy uréitu vyberovost vézieb, moino pre nami zistené N-koncové
aminokyseliny tryptického hydrolyzatu navrhnut urdité rozdelenie. Podla
toho by s lyzinom vstupovali do vézieb aminokyseliny ako histidin, alanin,
glycin, leucin, valin, lyzin, kyselina aspardgovd, treonin a serin; s argininom
aminokyseliny ako alanin, leucin, fenylalanin, lyzin, serin a tyrozin. Tento



O hemoglobine (I) 719

Tabulka 2

C-koncové aminokyseliny tryptického hydrolyza-
tu Tudského a konského hemoglobinu uvolnené
hydrazinolyzou

Hemoglobin !

i

Tudsky konsky i
|

|

arginin arginin i
lyzin lyzin I

nivrh je prirodzene obmedzeny len na molekulu hemoglobinu za pouzitia
tryptickej hydrolyzy. Ako vidiet z tohto rozdelenia, boli tu zahrnuté aj také
aminokyseliny, ktoré sme v predchidzajtcich pracach objavili v peptidoch
lyzinu, ale pre nedostatok materidlu nebolo im mozné stanovit Struktiru;
ide o histidin objaveny v peptide vedla lyzinu (lys. his) a o kyselinu asparagovi,
pri ktorej sa zistilo, Ze prichddza s lyzinom, ale nestanovilo sa ich poradie
v peptide. Nage vysledky ukazuji, Ze uvedené aminokyseliny sa v hemoglo-
bine vyskytuji vo vizbe: -lyzylhistidyl-., a-lyzylasparagyl-. Podobne bola
dokazana sekvencia -lyzyllyzyl-a-arginyllyzyl-. Spornou ostiva otazka pro-
linu, ktory sa zistil ako N-koncova aminokyselina v obidvoch hydrolyzatoch,
kedZe uvedend aminokyselina nebola v kyslych ¢&iastoénych hydrolyzatoch
objavend. Preto moZno o nej uvazovat len alternativne ako o vazbe lys. pro
alebo arg. pro. V stivislosti s vys$ie uvedenym navrhujeme pre ludsky a konsky
hemoglobin okrem argininu a lyzinu sekvencie uvedené v tab. 3.

Pri porovnavani vysledkov platnych pre obidva druhy hemoglobinov treba
kongtatovat, Ze sa ndm na karboxylovom koneci argininu a lyzinu v polypepti-
dickom retazci konského a ludského hemoglobinu nepodarilo zistit kvalita-
tivne rozdiely. MozZnost diferencii v mnoZstve jednotlivych vizieb v molekule
obidvoch hemoglobinov nemozno v§ak vylaéit.

V stivislosti s moznostou transpeptidaénych reakeii aj v roztokoch 6 n-HCI,
ako to tvrdia niektori autori [14], treba poznamenat, e vysledky nami usku-
toénenej hydrolyzy tplne potvrdzuji vysledky ziskané kyslou hydrolyzou,
¢o sved¢i proti priebehu transpeptidadnych reakeii v roztokoch 6 N-HCL.

Uvedené vysledky dovoluju sa dotknit i niektorych nezistenych sekvencii
tripeptidov, ktoré sa nasli v predchadzajtcich pracach [3, 4]. Zistilo sa, Ze
vysokobazicky tripeptid objaveny v konskom hemoglobine je zloZeny z ly-
zinu, argininu a histidinu. Vychaddzajic z teoretickych predpokladov, bolo by
mozné pre tento tripeptid odvodit Sest sekvencii: lys. arg. his; lys. his. arg;
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Tabulka 3

Viazby na karboxylovom konei lyzinu a argininu

v Tudskom a konskom hemoglobine navrhované

na zéklade analyzy dinitrofenylovanych tryptic-
kych hydrolyzatov

Viazby na karboxylovom konci

argininu: . arg. ala
lys. arg
arg. leu
arg. phe
arg. ser
arg. tyr

Viazby na karboxylovom koneci

lyzinu: lys. ala
lys. arg
lys. asp
lys. gly
lys. his
lys. leu
lys. lys
lys. ser
lys. val
lys. pro

(pre konsky hemoglobin): arg. his. lys

his. lys. arg; his. arg. lys; arg. his. lys; arg. lys. his. Na zdklade vizby -lyzyl-
-histidyl- prichadzaji do uvahy len tieto dve: lys. his. arg alebo arg. his. lys.
Pravdepodobnej$ia sa nam zdé druhé alternativa, pretoze v kyslom ¢iastod-
nom hydrolyzate lysozymu bol peptid tejto sekvencie dokdzany. Ak berieme
do uvahy uréiti vyberovost vizieb v polypeptidickom retazci aminokyselin,
hovori to v zmysle navrhovanej alternativy. Je prirodzené, Ze presnd odpoved
na to daju ndm dalsie pokusy v tomto. smere.

Dakujem akademikovi F. Sormovi a kolektivu Biochemického oddelenia Chemického
dstavu Ceskoslovenskej akadémie vied v Prahe za nevdedny zdujem o prdcu a za veené pri-
pomienky. Sudasne dakujem O. Gendove] za technickit spoluprdcu.

Sthrn

Pomocou tryptickej hydrolyzy Studovala sa otdzka vézieb aminokyselin na
karboxylovom koneci lyzinu a argininu v polypeptidickych retazcoch Iudského
a konského hemoglobinu.

Dinitrofenylaénym postupom sa zistilo, Ze v peptidickej vézbe s argininovym
a lyzinovym karboxylom sa v retazcoch obidvoch bielkovin nachadzajui tieto
aminokyseliny: arginin, histidin, lyzin, alanin, glycin, leucin, fenylalanin,
prolin, serin, valin, tyrozin a kyselina asparagova.
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O TEMOTIJIOBUHE (I)

It BOITPOCY CBSI3W AMIHOKHCIJIOT HA KAPBOKCUJILHOM KOHITE

API'MHUHA W JU3NHA B NOJIUANENTUIHON LENN JIOJCKOTO
11 KOHCKOT'O TEMOTJIOBWHA

ITABEJI M3CHAP

Duoxummucckuii umHeTHTYT Mepunuuckoro (QakyipTeTa YHuBepcuTeTa MMEHM Homer-
¢ckoro B  Hommunax

BriBojinl

ITpu nmomomM TPHUNTHYCCKOIO THAPOJHM3a ObLT MCCIIEj[OBAaH BOIPOC CBA3M AMUHOKHCIIOT
Ha KapOOKCMJILHOM KOHIC JIM3MHA H APrUHMHA B IOJIMNENITHj\HLIX LEMsX JIOJACKOr0 M KOH-
CKOro remoryiobuHa.

JunanTpodeHNIauMoHHbIM coco60M Oblji0 OOHAPYMKEHO, UTO B IIOJIMICHTHIHON CBS3H
¢ arpMHUHOBBIM U JIN3UHOBBIM KapOOKCHIIOM B Ilensix o0oux OelKOB COJCpIKATCSI Cieny-
IOI{He AMHHOKHUCJIOTH: aprHHMH, I'MCTHIMH, JIM3UH, aJaHWH, IVIMOUH, JCHIMH, (eHHIana-
HMH, MPOJMH, CePUH, BaINH, THPO3UH, aclaparuHOBasy KUCJIOTA.

Moctymuiro B pegakumio 26. 4. 1958 r.

ON HAEMOGLOBIN (I)
TO THE QUESTION OF SEQUENCES OF AMINO ACIDS ON THE
CARBOXYL END OF LYSIN AND ARGININ OF HUMAN AND
HORSE HAEMOGLOBIN

PAVEL MASIAR
The institute of Biochemistry, Fakulty of Medicine Komensky University KoSice

Summary

The question of sequences on the carboxyl end of lysin and arginin in the polypeptide
chains of human and horse haemoglobin has been studied by means of tryptic hydrolysis.
It was found by DNP-method that arginin, histidin, lysin, alanin, glycin, leucin,
phenylalanin, prolin, serin, valin, tyrosin and aspartic acid forme the peptide-linkage

with arginin and lysin’s carboxyl in both studied proteins.
Received April 26, 1958
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