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0 HEMOGLOBINE (VI)
K OTAZKE POCTU A ZAKONCENIA POLYPEPTIDOVYCH RETAZCOV
HEMOGLOBINU MA(CKY

PAVEL MASIAR
Katedra biochémie Lekérskej fakulty Univerzity P. J. Saférika v KoSiciach

V jednej z predchédzajicich prac sme vykonali analyzu tryptického hydro-
lyzatu bielkovinovej zlozky hemoglobinu izolovaného z madacich erytrocytov
[1]. Ako sa ukézalo pri porovnani analyz tryptickych hydrolyzidtov inych
typov, cely rad trypsinom vystiepenych polypeptidovych fragmentov sa pri
vietkych typoch hemoglobinu chovi analogicky v elektrickom poli i pri
chromatografovani [1, 2]. Na druhej strane uZ tito metéda nidm umoznila
poukizat na rozdiely v Struktire Studovanych hemoglobinov. Vysledky
dosiahnuté elektrochromatograficky vSak nestadili na objasnenie presného
miesta v polypeptidovych refazcoch, v ktorom sa zistené diferencie vyskyto-
vali, preto sme sa rozhodli postupne sprestiovat a lokalizovat zistené rozdiely
v mikrostruktire hemoglobinov. V tejto praci sme podrobili Stidiu zakondéenie
polypeptidovych refazcov maéacieho hemoglobinu.

Experimentalna &ast

Materidl a metédy

Ako materidl sme pouzili kryStalicky prepardt (obr. 1) magacieho hemoglobinu pri-
praveny v najom laboratériu podla D. L. Drabkina [3]. Do pokusu sme brali bielkovi-
novia zlozku — globin, izolovany postupom, ktory vypracovali M. L. Anson a A. E.
Mirsky [4].

Obr. 1. Kry3tély madacieho hemoglobinu zfskané metédou D. L. Drabkina [3].
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Dinitrofenylaé¢nd technika

1 uM (66 mg) globinu sme substituovali dinitrofluérbenzénom za podmienok, ktoré
uvddza F. Sanger [5]. Ziskany dinitrofenylderivét globinu sme podrobili kyslej hydro-
lyze 6 N-HCl v zatavenej trubici pri 105 °C po dobu 18 hodin. Nato sme hydrolyzaénd
zmes zriedili destilovanou vodou 1 : 1 a dinitrofenylderivity aminokyselin sme extraho-
vali éterom (v éteri rozpustné) a butanolom (kvéli extrakeii dinitrofenylaminokyselin
rozpustnych vo vode). Etericky extrakt sme zahustili pradom suchého vzduchu a dosusili
v exsikdtore nad koncentrovanou kyselinou sirovou a tuhym ldhom. Odparky obidvoch
extraktov sme pouzili na kvalitativnu analyzu DNP-aminokyselin a na izoldciu N-kon-
cového peptidu. V nezdvislom pokuse sme vysSie opisanym spdsobom substituovali
dvakrit 0,2 uM globinu dinitrofluérbenzénom. Dinitrofenylderivat globinu sme hydro-
lyzovali 10 N-HCI pri 105 °C po dobu 48 hodin. Eterické extrakty zfskané opisanym
sposobom sme pouzili na kvalitativnu analyzu. Pre stanovenie korekéného faktora sme
hydrolyzovali 2 x 0,2 uM DNP-valinu, DNP-metioninu a DNP-glycinu spolu s 0,2 uM
globfnu. Hydrolyzdty tychto Standardov sme podrobili tej istej procedure ako vyssie
uvedené hydrolyzédty dinitrofenylglobinov.

Fenyltiohydantoinovd technika

N-koncové aminokyseliny sme kvantitativne stanovili fenyltiohydantofnovou met6-
dou [6].

Analyza dinitrofenylderivitov

Dinitrofenylderivéty aminokyselin sme analyzovali dvojrozmernou chromatografiou
v systéme tercidrny butanol—izoamylalkohol —1 9 hydroxyd aménny (1:1:2) a 1,56 M
fosfatovy tlmivy roztok o pH 6,0 v druhom smere. Analyzu fenyltiohydantoinov prislus-
nych aminokyselin sme vykonali jednorozmernou zostupnou chromatografiou v systé-
moch A4) heptdn—pyridin (7 : 3), B) heptdn-—n-butanol—kyselina mravdia (4:4:2)
podla J. Sjéquista [7]. Pre chromatografiu sme pouzili chromatograficky papier What-
man 1. Jedine na kvantitativne stanovenie DNT-aminokyselin sme upotrebili chromato-
graficky papier Whatman 3.

Vysledky a diskusia
Vysledky kvalitativnej analyzy kyslych hydrolyzatov dinitrofenylglobinu
ziskané 18 hodinovou hydrolyzou 6 n-HCI st zhrnuté v tab. 1 a znazornené

Tabulka 1
Uvoltiovanie dinitrofenyleminckyselin v zdvislesti od trvania hydrolyzy

Vzorka 6 N-HC1 6 N-HC1 10 N-HC1 C-koncové
105 °C, 18 hodin | 105 °C, 24 hodin | 105 °C, 48 hodin aminokyseliny
i
[ .
DNP-globin DNP-val DNP-val DNP-val neboli

DNP-met DNP-met DNP-met analyzované
DNP-gly DNP-gly DNP-gly

DNP-val.leu DNP-val.leu —

- DNP-val - DNP-val leu

DNP-val.leu — DXNP-val.leu — leu
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na obr. 2 a 3. Ako je zrejmé z obr. 2, chromatografickou analyzou odparku
éterickej fazy kyslého hydrolyzatu dinitrofenylglobinu sa zistili DNP-glycin,
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Obr. 2. Preparativny jednorozmerny zo-
stupny chromatogram éterickej frakecie
kyslého hydrolyzatu dinitrofenylglobinu.
Chromatografovalo sa v systéme tercidrny
butanol—izoamylalkohol —1 9, hydroxyd
aménny (1 1:2). Fotografovalo sa v ultra-

Obr. 3. Dvojrozmerny chromatogram éte-
rickej frakeie kyslého hydrolyzdtu, DNP-
globinu (hydrolyza 10 N-HCl pri 105 °C
pocas 48 hodin). Chromatografovalo sa v
systéme tercidrny butanol—izoamylalkohol
—1 9% hydroxyd aménny (1 1:2) v jed-

fialovom svetle. Neoznac¢ené skvrny pred-

stavuju artefakty vzniknuté rozpadom

bielkovinovej molekuly a absorbujice v

ultrafialovom svetle. Oznacené skvrny

predstavuji dinitrofenylderiviaty amino-
kyselin a peptidov.

nom smere (I) a 1,5 M fosfat o pH 6 v dru-
hom smere. Plné Skvrny znadia referencéné
aminokyseliny.

EDNP-lyzin, DNP-metionin, DNP-valin a latka s REr podobnym DNP-
leucinu. Vietky zény uvedené na obr. 2 sme eluovali a opét podrobili hydrolyze
6 N-HCl pri 105 °C po dobu 24 hodin. Chromatografickou analyzou DNP-
aminokyselin ziskanych po opédtovnej hydrolyze sme zistili DNP-glycin, DNP-
metionin a DNP-valin. Hydrolyzou rychlo postupujtcej latky sme ziskali
DNP-valin ako -N-koncovii aminokyselinu a leucin ako C-koncovi amino-
kyselinu. Kvalitativnou analyzou kyslého hydrolyzdtu dinitrofenylglobinu
#iskaného 48 hodinovou hydrolyzou 10 n-HCI pri 105 °C sme zistili DNP-valin,
DNP-metionin a DNP-glycin (obr. 3). Tieto zistenia nasvedéovali tomu, ze
polypeptidové retazce madacieho hemoglobinu st zakondené glycinom, vali-
nom a metioninom. PretoZe takéto zakondenie predstavuje urditd kuriozitu
vzhladom na doteraz zndme N-terminalne zakonéenia hemoglobinov [6, 8—10],
najmé pokial ide o N-koncovy glycin, podrobili sme zakondenie polypeptido-
vych retazcov madacieho globinu analyze fenyltiohydantoinovou metédou.
Kvalitativnou analyzou I. stupfia postupnej degradicie $tudovaného hemo-
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globinu papierovou chromatografiou v systéme A a C podla J. Sjéquista
[7] sme zistili PTH-glycin, PTH-metionin a PTH-valin (obr. 4). Tymto sme
pokladali existenciu glycinu, metioninu a valinu ako N-terminalnych amino-
kyselin madacieho hemoglobinu za potvrdeni. Kvantitativne hodnotenie
dinitrofenylderivatov zistenych N-koncovych aminokyselin sme robili len
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Obr. 4. Jednorozmerny chromatogram tenyltiohydantoinov aminokyselin ziskanych
v I. stupni postupnej degradédcie polypeptidovych retazcov. Chromatografovalo sa
v systéme A podla J. Sjoquista [7]. Cisla 1, 2 a 4 oznacuju syntetické fenyltiohydan-
toiny chromatografované ako referenéné vzorky, ¢islo 3 oznaduje pévodnu vzorku fenyl-
tiohydantoinov ziskanych degraddciou macacieho hemoglobinu.
1. PTH-metionin, 2. PTH-valin, 3. vzorka, £. PTH-glycin. Fotografovalo sa kontaktnou
fotografiou na dokumentacnej kopirke.

orientalne, pretoze podmienky hydrolyzy potrebné na uplné uvolnenie DNP-
valinu vedd k silnej de$trukeii metioninu a glycinu. Za tychto okolnosti sme
stanovili poéet zvyskov valinu a metioninu dohromady. Zistili sme, Ze na 1 uM
DNP-globinu pripadd 4,33 uM DNP-valinu a metioninu, t. j. ca 2 pM pri-
padaji na valin a 2 pM na metionin. Hodnotu glycinu nebolo mozZné za uve-
denych podmienok kvantitativne stanovit. Na objasnenie poétu N-termindl-
nych zvyskov sme pouzili modifikovani metddu [6] pomocou fenyltiohydan-
toinov aminokyselin. Vysledky uvddzame v tab. 2.
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Tabulka 2

Fotometrické vyhodnotenie PTH-aminokyselin maéacieho hemoglobinu

8 | ¥:8 | ¥id | py i globiton

145 17 16
l
I

Ako vidief, na 1 uyM globinu macky pripadaju 2 pM PTH-valinu, 2 uM
PTH-metioninu a 2 pM PTH-glycinu, ¢o odpoveds 2 zvy$kom valinu, 2 zvys-
kom metioninu a 2 zvySkom glycinu na 1 molekulu hemoglobinu.

Pokial ide o sekvenciu v okoli N-terminalnych aminokyselin, moZno na
zaklade uvedenych vysledkov uzatvarat len na sekvenciu «-retazca, ktord je
reprezentovand zoskupenim H.valyl.leucyl.

Sekvencie v okoli ostatnych retazcov nebolo mozné tymito metédami stano-
vit s ohladom na podet N-termindlnych aminokyselin.

Posudzujic uvedené vysledky z hladiska vSeobecnych zakonitosti v Struk-
tire hemoglobinov izolovanych z rozliénych druhov cicavcov, dochiddzame
k zaveru, Ze N-termindlne zakondenie «-retazca predstavuje styény bod pre
vetky dosial Studované hemoglobiny, kym v ostatnych retazcoch st jasne
oddiferencované zmeny v terminalnom zakondéeni.

Vzor- Extinkeia pri 265 mpu
ka

PTH-gly | PTH-met | PTH-val | PTH-gly | PTH-met | PTH-val | gly

0,187 0,190 0,193 0,129 0,112 0,120 2,3
0,180 0,183 0,188 0,124 0,108 0,117 2,2
0,187 0,188 0,188 0,129 0,110 0,117 2,3
0,196 0,198 0,199 0,135 0,116 0,124 2,3
0,203 0,205 0,205 0,140 0,120 0,128 2,2

O WO DO

Dakujem s. 0. Gendovej za technicki spoluprdcu pri pokusnej Sasti.

Sahrn

Podrobilo sa §tidiu zakondenie aminového konca madacieho hemoglobinu.
Dinitrofenyla¢nou a fenyltiohydantoinovou technikou sa zistilo, Ze poly-
peptidové retazce madacieho hemoglobinu st zakonéené valinom, metioninom
& glycinom.

Kvantitativnou analyzou dinitrofenyl- a fenyltiohydantoinovych derivatov
N-termindlnych aminokyselin sa zistilo, Ze hemoglobin madky je zakondeny
2 zvy$kami valinu, 2 zvyS8kami metioninu a 2 zvyskami glycinu, poditané na
m. v. 66,000.

Zakon&enie o-refazcov macacieho hemoglobinu je tvorené sekvenciou
H.valyl-leucyl.
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O TEMOIJIOBUHE (VI)
K BOIPOCY KOJMYECTBA OKOHYAHUII
[IOJUNENTANNYECKUX [[EIEN TEMOIJIOBIHA KOIIKK

ITABE{ MECHAP

Kadgeyipa Guoxumum MemmpmBckoro QakyssTera YuuBepentera umennr I1. I1. Dadapuxa
B Kommuax

BriBojin

ABTOp 1OAPOOHIT M3YUEHHIO OKOHYANHE AMMHOBOTO KOHIA Kolavbero remornobuHa.
HusuTpoeHnI0BOH ¥ (JCHUITHOTHJAHTOMROBOM TeXHMKOH 0OHapy:KMJI, 4YTO NOJMNENTH-
JMUYCCKMC LIeNH KOMAYLCI0 reMoro0HHa OKaHUYMBAIOTCSI BaJMHOM, MCTHOHHIOM M I'VIHITUHOM.

KosmMvecTBCHABIM  aHAJM30M UMHHTPOQEHUT M (PEeHUITHOTHIAHTOMHOBLIX JepUBATOB
N-TepMUHAJILHBIX AMAHOKHUCIIOT OOHAPYKHUI, UTO TeMOTVIOONH KOIIKY OKAHUHBAETCSA 2 0CTAT-
KaMH BaJIMHA, 2 OCTATKAMHM METHOHMHA M 2 ocTaTkaMu ryminunaa Ha 66,000 M. B.

Owonuanue o-rnenei remorsiobuHa cosjaercs cexBennneil H.pasu-seiimu.

Hocrynuio B pejlakumio 22. 6. 1960 r.

ON HAEMOGLOBIN (VI)
TO THE QUESTION OF THE NUMBER AND TERMINATION
OF POLYPEPTIDIC CHAINS OF CAT HAEMOGLOBIN

PAVEL MASIAR
Department of Biochemistry Faculty of Medicine University of P. J. Safirik, Kosice

Summary

A termination of polypeptidic chains of cat haemoglobin has been studied. It was
found by dinitrofenylation’s and fenylthiohydatoin’s procedure valine, methionine and
glycine to be N-terminal aminoacids of cat haemoglobin.

Two residues of valine, methionine and glycine have been estimated by quantitative
analysis of dinitrofenyl and fenylthiohydantoin’s derivates isolated from cat haemoglobin,
calculated on m. w. of 66,000.

H.valyl-leucyl was deduced as N-terminal sequence of «-chains of cat haemoglobin.

Received 22. Juni 1960
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