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0 HEMOGLOBINE (XI)
STUDIUM ZAKONITOSTI V OKOLI ARGININU A LYZINU
V MOLEKULE OV(CIEHO A HOVADZIEHO HEMOGLOBINU

M. TELEHA, P. MASIAR
Katedra biochémie Lekdrskej fakulty Univerzity P. J. Safarika v KoSiciach

Vyskum chemickej stavby bielkovin je v sti¢asnej dobe v §tddiu hromadenia
faktov. Na jednej strane ide o fakty tykajice sa sekvencii celej molekuly
urditej bielkoviny, v stéasnej dobe dostupné prevazne pre molekuly niZsieho
radu, na druhej strane si vS8ak ekonomizécia prace vynucuje skiimanie dieldich
Struktar viacerych bielkovin daného typu, umoZiiujice §tidium vSeobecnych
zdkonitosti v chemickej stavbe bielkovinovych molekdl a tym vytvaranie
predpokladov pre poznanie stavby vyssich bielkovin.

Jednou z posledne uvazovanych ciest je Stidium okolia typickych amino-
kyselin a vyberovosti vézieb v ich blizkosti, aby bolo mozné na ziklade Sir-
Sieho materidlu najst uréité zovSeobecnenia, platné pre viési sibor bielkovin.

V pracach [1, 2] sme toto hladisko uplatnili na §tddium okolia karboxylo-
vého konca lyzinu a argininu v molekule ludského, konského a madacieho
hemoglobinu a hemoglobinu o$ipanej. Ulohou tejto prace bolo §tidium zdko-
nitosti v okoli lyzinu a argininu ako.typickych bézickych aminokyselin
v molekule ovéieho a hovidzieho hemoglobinu s cielom zistit vizby, ktoré
mozZno odakavat v okoli uvddzanych aminokyselin pri rieSeni Struktary
obidvoch hemoglobinov.

Experimentalna cast

Materidl a metédy

Material

Analyzovali sme bielkovinovt zlozku krystalickych prepardtov ovéieho a hovédzieho
hemoglobinu — globin. Krystalizéciu uvedenych hemoglobinov sme uskutoénili metd-
dou opisanou v predchddzajice] praci [3]. Prepardty ovéieho a hovddzieho hemoglobinu
sme zbavili prostetickej skupiny — hému — sp6sobom, ktory opisali M. L. Anson
a A. E. Mirsky [4].

Substrat

Na analyzu viizieb na karboxyle lyzinu sme pouzili normélny globin, na analyzu
viizieb na karboxyle argininu globin modifikovany substiticiou €-aminoskupin lyzinu
priamo v neporusenej bielkovinovej molekule.

Substitacia globinov

€-aminoskupiny lyzinu bielkovinovej zlozky ovéieho a hovddzieho hemoglobinu
sme substituovali 2,4-dinitrofluérbenzénom (DNFB) podla F. Sangera [5]. 200 ing
globinu a 800 mg kyslého uhliditanu sodného sme suspendovali v 4 ml destilovanej vody.
Do suspenzie sme po kvapkdch pridali 8 ml 5 9, roztoku DNFB v 96 %, etanole. Dinitro-
fenylécia prebiehala za stdleho mieSania vibraénym miesadlom 2 hodiny v centrifugaénych
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skimavkdch v tme za podmienok laboratérnej teploty. Po dvoch hodindch smse reakeiu
sastavili okyslenim zmesi 6 N-HCl na pH 3,0. Nadbytoény DNFB sme zo zmesi odstrédnili
gestkrat opakovanym vytrepanim do 30 ml éteru. Po odstraneni nadbytodného DNFB
gme suspenziu DNF-globinu odparili vo vdkuu nad kyselinou sirovou a tuhym ldhom
godnym.

Hydrolyza

Na hydrolyzu sme pouzili krystalicky preparit trypsinu fy Organofarma Praha,
ktory sme predistili Stvorndsobnou krystalizdciou podla Northropa [7]. Do pokusu
sme brali po 200 mg prepardatov ovéieho a hovédzieho globinu, vysuSenych na konstantni
vahu, z ktorych sme pripravili vodntt suspenziu odpovedajicu 0,5 9 koncentrécii.
Bielkovinu sme homogenizovali v trecej miske. Jemnua suspenziu bielkoviny sme pre-
inkubovali na vodnom kupeli, az teplota roztoku dosiahla 30 °C. Trypsin rozpusteny
v 0,062 N-HCl sme pridali do roztoku substratu v koncentrécii vytvérajtcej pomer
E/S* = 1:10. pH roztoku sme 3 % hydroxydom aménnym upravili na hodnotu 8,0.
Za stdleho miesania, kontroly a tpravy pH hydrolyza prebiehala 8 hodin pri konstantnej
teplote 30 °C. Hydrolyzu sme zastavili kyselinou trichléroctovou, ktort sme do hydro-
lyzdtu pridali v mnoZstve odpovedajicom 1 9, vyslednej koncentrdcie. Zrazeninu
trypsinu sme z hydrolyzdtu odstrénili filtrdaciou a kyselinu trichléroctova Stvorndsobnym
vytrepanim do éteru. Hydrolyzat sme vakuove odparili nad tuhym hydroxydom sodnym
a nad koncentrovanou kyselinou sirovou.

Hydrolyza DNF - globinov

Hydrolyzu DNF-globinov trypsinom sme urobili vysSie opisanym spdsobom s tym
rozdielom, Ze hydrolyza prebiehala 24 hodin a hydrolyzat sme roztrepali medzi vodu
a kyselinu octovi [2]. Pred totdlnou kyslou hydrolyzou vSetkych troch frakeii sme znovu
vykonali dinitrofenyléciu.

Dinitrofenyldcia peptidovych fragmentov uvolnenych po hydrolyze
trypsinom

Peptidové fragmenty uvolnené tryptickou hydrolyzou sme 2,4-dinitrofluérbenzénom
substituovali tak, ako sme opisali v jednej z predchddzajicich prac [2].

Minerdlna hydrolyza

-Minerélnu hydrolyzu DNFB substituovanych peptidovych fragmentov, uvolnenych
tryptickou hydrolyzou studovanych globinov, a dinitrofenylovanych tryptickych hydro-
lyzdtov DNF-globinov sme robili 6 N-HCl v zatavenych trubiciach po dobu 18 hodin
pri 105 °C. DNF-aminokyseliny uvolnené totdlnou kyslou hydrolyzou sme extrahovali
vytrepanim do éteru (v éteri rozpustné) a n-butanolu (vo vode rozpustné). Odparky
sme analyzovali chromatograficky.

Identifikdcia DNF-aminokyselin

DNF-aminokyseliny sme identifikovali dvojrozmernou papierovou chromatografiou
v systémoch S, — prvy smer: tercidrny butanol—izoamylalkohol—3 9, NH,OH (1 : 1 : 2)
zostupne 60 hodin po dlhSej strane chromatografického papiera Whatman 1 pri teplote
20°C a S, — druhy smer: 1,5 M fosfat o pH 6,0 zostupne 10 hodin po kratSej strane
papiera pri 20 °C. Chromatografickd komora sa v prvom pripade nasytila parami spodnej
amoniakélnej fézy, v druhom pripade parami vody. ’

* Enzym/Substrét.
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Detekecia
DNF-aminokyseliny sme detegovali vo filtrovanom svetle ortutovej vybojky s maxi-

mélnou priepustnostou pri 366 my.
Vysledky

Vysledky chromatografickej analyzy dinitrofenylderivdtov aminokyselin identifiko-
vanych v uplnom kyslom hydrolyzite dinitrofluérbenzénom substituovanych peptidov

tryptickej hydrolyzy ovéieho a hovidzieho hemoglobinu uvéddzame v tab. 1.

Tabulka 1
Dinitrofenylaminokyseliny identifikované v tplnom kyslom hydrolyzate
substituovanych peptidov tryptickej hydrolyzy ovéieho a hoviadzieho globinu

DNF - aminokyselina
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Glu™ — kyselina aspardagové a kyselina glutamové boli stanovené spoloéne.
Tabulka 2

Aminokoncové aminokyseliny, situované na karboxylovom konei argininu, identifikované ako
DNPF-derivaty tryptického hydrolyzdétu DNF-substituovaného ovéieho a hovédzieho globinu

Hemoglobin | Frakcia Identifikované DNF-aminokyseliny

ovéi \ ser leu

hovidzi A% asp (glu) ser thr ala

ovei (6] ser

hovidzi (6] ser leu

ovéi l N asp (glu) €-lys ser thr gly ala val phe tyr
hovadzi | N asp (glu) E€-lys ser thr gly ala wval phe tyr

Vysledky analyz DNF-aminokyselin uvolnenych kyslou hydrolyzou DNF-peptidov
modifikovaného ovéieho a hovidzieho globinu zhrnujeme v tab. 2.
Vysledky zhrnuté v obidvoch tabulkéch boli potvrdené v troch nezévisle urobenych
pokusoch.
Diskusia

Dnes je uz vo vieobecnosti uznivanou skutoénostou, Ze dobre predistend
prote4za trypsin Stiepi peptidové vizby bielkovinového retazca Specificky
na lyzylovom a arginylovom koneci v sihlase so zistenim M. Bergmanna
a J. Frutona [6]. Pri tomto procese sa uvolfiuji o«-aminoskupiny tych
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aminokyselin, ktoré sa peptidicky viazali na karboxyl lyzinu a argininu.
Substitiiciou uvolnenych «-aminoskupin 2,4-dinitrofluérbenzénom™ mozno
na lyzin a arginin sa viaZice aminokyseliny oznaéit a po ich oddeleni od pepti-
dového retazca uplnou hydrolyzou vo forme DNF-derivatu chromatogra-
ficky identifikovat. Takyto postup ndm, pravda, umozni uréit aminokyseliny
viaZzuce sa aj na karboxylovom konci lyzinu aj na karboxylovom konci argi-
ninu dohromady. Aby sme vylaéili vizby na arginin, modifikovali sme v dal-
Som pokuse molekulu globinu substiticiou DNFB, éim sa blokovali €-amino-

DNP-Di-LYS

DNP-TYR

INP-GLY
DNP-pPHE ne ~NH,
.DNR y ‘ |

DNP-AL A DNP-LEU
DNRSER DNP- yar .

ONP-THR

DNP-ASP

Obr. 2. Dvojrozmerny chromatogram dinitrofenylderivdtov aminokyselin ziskanych
kyslou hydrolyzou dinitrofenylovaného tryptického hydrolyzitu ovéieho globinu.
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skupiny lyzinu. Na takto modifikovany substrat posobi trypsin tak, Ze Stiepi
len vizby na karboxylovom konei argininu [7].

Na zaklade vysledkov zhrnutych v tab. 1 mozno usudzovat, Ze do vizby
s lyzinom a s argininom vstupujd aminokyseliny: glycin, alanin, valin, leucin,
serin, treonin, fenylalanin, tyrozin, kyselina aspardgova (kyselina glutamova)
a lyzin. Kvalitativne rozdiely vo vézbach na lyzin a arginin sme pri Studova-
nych hemoglobinoch nezistili. Analyza aminokyselin viazicich sa na karboxyl
argininu (tab. 2) ukazala, Ze ani v tomto pripade niet pozoruhodnych rozdielov
¢o do kvality hydrolyzou uvolnenych DNF-aminokyselin v ovéom a hovidzom
hemoglobine. Sumarizaciou vysledkov ziskanych analyzou vo vode a v kyseline
octovej rozpustnych a nerozpustnych frakcii DNF-peptidov usudzujeme,
Ze na argininovy a lyzinovy zvySok ovéieho a hoviddzieho hemoglobinu sa
viazu: glyein, alanin, leucin, serin, treonin, fenylalanin, tyrozin, kyselina
asparagova (kyselina glutamova).

Z porovnania vysledkov analyz substituovanych a nesubstituovanych
ovéich a hovédzich globinov vyplyva, Ze vo vézbach na arginin a lyzin ne-
dochadza k zasadnym kvalitativnhym odchylkam.

Otazkou S8pecifického uéinku endopeptiddz na nemodifikovany substrat
konského globinu sa zaoberala $kola P. Desnuella [8]. Tito autori zistili,
Zze v konskom globine dochadza k prednostnému uvoltiovaniu niektorych

DNP-D.-LY5

ONE-TYR

DNP—NH2

ONP- OH

DNP-AL A : 5 O P LE
J -LEU
ONP-SER DNP VAL

ONP-THR

DNP-ASP

Obr. 3. Dvojrozmerny chromatogram dinitrofenylderivitov aminokyselin ziskanych
kyslou hydrolyzou dinitrofenylovaného tryptického hydrolyzdtu hoviadzieho globinu.
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vézieb déinkom trypsinu. V naSej praci Slo o to, zistit vSetky typy vézieb,
s ktorymi mozno poditat v okoli argininu a lyzinu po Stiepeni trypsinom.
Preto sme volili také podmienky digescie, za ktorych je zarudend maximdlna
Stiepitelnost a za znamej citlivosti DNF-techniky nedochadza k ovplyvneniu
vysledkov produktmi autolyzy trypsinu.

Na zaklade uvedenych vysledkov uzatvirame, Ze v okoli lyzinu a argininu
ovéieho a hovéddzieho hemoglobinu mozno oéakévat sekvencie zhrnuté v tab. 3.

Tabulka 3
Sekvencie na karboxylovom konei lyzinu a argininu v molekule ovéieho a hoviidzieho hemoglobinu

Hemoglobin

ovéi hoviadzi

(arg) lys . ala (arg) lys. ala
(arg) lys . gly (arg) lys . gly
(arg) lys . val (arg) lys . val
(arg) lys . leu (arg) lys.leu
(arg) lys . ser (arg) lys . ser
(arg) lys . thr (arg) lys . thr
(arg) lys . phe (arg) lys . phe

(arg) lys . tyr (arg) lys. tyr
.« /8SP ' asp
(arg) lys (g || (ar@) lys gy

(arg) lys . lys (arg) lys.lys

V tab. 3 uvedené sekvencie (arg) lys... su alternativne a ich bezprostredné stanovenie
vzhladom na arginin a lyzin zdvisi od vysledkov kvantitativnej analyzy.

Sahrn

Studovala sa otazka vizieb na karboxylovom konci lyzinu a argininu
v polypeptidovych retazcoch ovéieho a hovéddzieho hemoglobinu pomocou
tryptickej hydrolyzy nesubstituovanych a DNFB substituovanych globinov.
Zistilo sa, Ze vo védzbach aminokyselin na tieto bézické aminokyseliny niet
kvalitativnych rozdielov. Vo vézbe na arginin a lyzin v retazcoch studovanych
hemoglobinov moZno odakdvat: glycin, alanin, valin, leucin, serin, treonin,
fenylalanin, tyrozin, kyselinu aspardgovi, kyselinu glutamovi a lyzin.

O 'EMOI'JIOBUHE (XI)
N3YYEHNE 3AKOHOMEPHOCTU B CPEJE APTTHIHA 1 JIU3SNHA
B MOJIERVJIE OBEUYLETI'O 11 TOBAMEI'O TEMOI'JIOBIHA

M. TEJIETA, II. M3CIIAP
Radeupa Smoxumuu Mejuunackoro (axyusrera Yumsepcurtera umenu II. II. Mladapuxa
B Rommnax
BriBosnt

C moMombI0 TPUNITHIKOrO TIHjiposu3a He3amemeHHLIX ¥ DNFB 3aMelleHHLIX INIOOMHOB
H3Yy4aJics BONPOC cBA3ell Ha KapOOKCHIILHOM KOHIIE JIM3MHA U APDTUHUMHA B HOJIMIEITH/IOBLIX
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LeNbsX 0BEUYLEI'O M I'OBsKEro reMOor-100MHa. ABTODLI ONPE;IEIMIH, B CBA3HIX AMAHOKUCIIOT
Ha 3TM OCHOBHblE AMUHOKMCIOTHI HeT O0JLIIMX KOJIMYCCTBCHHLIX pasHull. B kauecTBe
COC/MHEHUsI HA APTHHMH M JM3UH B LENbsX HM3YYaEeMBIX I'eMOITI00MHOB MOKHO OMKHIATL:
PJIMIMH, aJaHUI, BaJMH, JleliUMH, cepHH, TPeOHUH, (JeHU. 1A IaHHH, THPO3HH, aCIaparyHOBA S
KH(JI0TA, TITYTAMOBA KH(IIOTa M JIM3HUH.

lHoctynuio B pe;takunio 30. 12. 1960 r.

UBER HAMOGLOBIN (XI)
STUDIUM DER GESETZMASSIGKEITEN
IN DER UMGEBUNG DES ARGININS UND LYSINS IM MOLEKUL
DES SCHAF- UND RINDERHAMOGLOBINS

M. TELEHA, P. MASTIAR

Lehrstuhl fiir Biochemie der Medizinischen Fakultidt an der
Universitit P. J. Safarik in KoSice

Zusammenfassung

Mit Hilfe der tryptischen Hydrolyse nichtsubstituierter und DNFB-substituierter
Globine wurde die Frage der Bindungen am Carboxylende des Lysins und Arginins
in der Polypeptidketten des Schaf- und Rinderhdmoglobins einem Studium unterworfen.
Die Autoren stellten fest, dass in den Bindungen der Aminosduren fiir diese basischen
Aminoséuren keine grossere qualitativen Unterschiede bestehen. In der Bindung zum
Arginin und Lysin in den Ketten der untersuchten Hémoglobine kann erwartet werden:
Glycin, Alanin, Valin, Leucin, Serin, Threonin, Phenylalanin, Tyrosin, Asparaginsiure,
Glutaminsédure und Lysin.

In die Redaktion eingelangt den 30. 12. 1960
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