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0 hemoglobine (XVI)
Izoliacia a charakterizacia refazcov hemoglobinu opice
Macacus rhesus*

P. MASIAR, J. VNEK

Katedra biochémie Lekdrskej fakulty Univerzity P. J. Safdriks, Kodice

W. A. Schroeder a spolupracovnici [1, 2] upozornili na existenciu dvoch
homolégnych typov polypeptidovych retazcov v Iludskom hemoglobine.
Potvrdili tak uz predtym V. M. Ingramom [3] a L. Paulingom [4] vysloveny
predpoklad, Ze I'udsky hemoglobin sa skladd z dvoch velkostou podobnych
polmolekil, ktory sa neskorsie potvrdil aj pre niektoré zvieracie hemoglobiny
[5, 6, 7].

V zapéti sa ukazalo, ze tieto polmolekuly; ktoré Skola Schroederova pome-
novala pri Tudskom hemoglobine ako « retazce a f retazce, mozno izolovat
chromatograficky [8] a pomocou protipridového roztrepavania [9].

Pri §tddiu N-termindlneho zakondéenia hemoglobinu opice Macacus rhesus
sme ukazali [10], Ze hemoglobin tejto opice ma niektoré charakteristiky zhodné
s ludskym hemoglobinom. Zistili sme, Ze jedinou N-termindlnou aminokyseli-
nou je valin. Zistenie N-termindlnych sekvencii Val.Leu a Val.His nas viedlo
k ziveru, Ze opidi hemoglobin, podobne ako Iudsky, je zlozeny z dvoch
homolégnych typov retazcov, ktoré sme pomenovali « a 8 podobne ako Schroe-
derova §kola v pripade ludského hemoglobinu.

S tymito charakteristikami boli v dobrom stilade aj skor [11] stanovené
sekvencie Gly.His.Gly.Lys («57—61) a Ala.His.Gly.Lys (862—65), ktoré sme
zistili iplne identické v tryptickych hydrolyzatoch ludského a opi¢ieho hemo-
globinu. KedZe kazdd z uvedenych sekvencii je charakteristickd pre uréity
typ polypeptidovych retazcov ludského hemoglobinu, ich zistenie v tryptickom
hydrolyzate hemoglobinu opice poukazovalo na dalsie identické usporiadanie
aminokyselin v uréitej éasti polypeptidovych retazcov ludského a opidieho
hemoglobinu. Porovnavacie $tudie enzymatickych hydrolyzatov, uskutoénené
kombinaciou papierovej elektroforézy a papierovej chromatografie [12],
poukazovali tiez na ndpadni zhodnost v elektroforetickom a chromatogra-

svvz

fickom chovani niz§ich fragmentov vystiepenych z obidvoch molekdl.

Avsak zistovania na celej molekule umoznovali ziskat len diastkové poznatky
o stavbe bielkovinovej molekuly opi¢ieho hemoglobinu. Podobnost v elektro-
foretickom chovani urditych fragmentov vystiepenych z o retazcov a f re-
tazcov neumoziiovala dost rychle rozlisit, ku ktorému z typov retazcov patria,

* Vysledky prednesené na II. celoStdtnych biochemickych diioch v Starom Smokovei
27. a 28. aprila 1961.
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preto pre dalsi pokrok v praci sa ukazalo nevyhnutnym Studovat kazdy typ
retazcov osobitne. Izolacia a Giastoéna charakterizacia o retazcov a g retazcov
hemoglobinu opice Macacus rhesus je telom tejto prace.

Experimentalna &ast

Hemoglobin opice Macacus rhesus sa ziskal v krystalickom stave postupom, ktory sme
opisali v préci [13]. Bielkovinovéa zloZka globin sa ziskala odstiepenim hému pomocou
met6dy, ktorti opisali M. L. Anson a A. E. Mirski [14].

Izoldcia -retazcov

Na izoldciu retazcov sme pouzili metédu, ktort S. Wilson a D. B. Smith [8] pouZili
pri izoldcii retazcov konského hemoglobinu. 1 g globinu sme rozpustili v 10 ml 11,7 9
kyseliny mravéej a v 1 9 suspenzii vlnkého vymienaca iénov sme naniesli na zakladny
stipec Amberlitu IRC 50 (X)E 64 v H cykle o rozmere kolény 2,2 x 60 cm. Vyvijanie
chromatogramu a eltciu frakeii sme robili pomocou gradienta mocoviny 2 — 8 M, pH
ktorej sme kyselinou solnou upravili na hodnotu 1,8. Frakcie vytekajuce z kolény rych-
lostou 120 ml/hod. sme chytali v mnoZstve 5 ml pomocou automatického zberada frakeif.
Vytekajuci eludt sme vyhodnocovali zmeranim optickej hustoty vzoriek na spektrofoto-
metri SF 4 pri vinovej ditke A = 280 mu.

V stlade so vzniknutymi krivkami (obr. 1) sme eludty zodpovedajiice jednotlivym
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Obr. 1. Spektrofotometrické zhodnotenie priebehu chromatografie globinu opice Macacus
thesus na vymienaéi ibnov IRC 50. Chromatografia vykonand za pouZitia gradienta
modoviny 2—8 M, okyslenej koncentrovanou kyselinou solnou na pH 1,8.

Na osi x je zachyteny pocet skimaviek eludtu, na osi ¥ je zndzornend optickd hustota
namerand na spektrofotometri SF 4 pri vinovej dizke 2 = 280 mu.
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frakcidm spojili. Modovinu sme odstrénili dialyzou proti te¢icej vode po dobu 24 hodin
a proti destilovanej vode po dobu 18 — 24 hodin. Bielkovinové frakecie sme vysuSili
mrazovou subliméciou.

Trypticka hydrolyza

Alikvotnu éast 0,2 umoélu z kazdej frakcie sme suspendovali v 250 pl 0,5 % roztoku
uhliéitanu aménneho a podrobili Stiepeniu trypsinom. PouZili sme ¢eskoslovensky pre-
parét trypsinu fy Organofarma, preéisteny v naSom laboratériu. Pomer enzym : substrit
sme volili 1 : 50, koncentraciu substratu 0,025 %,. Stiepenie prebiehalo pri 37 °C po dobu
8 hodin, nado sme hydrolyzdt zmrazili & podrobili mrazovej sublimécii.

Izoldcia vysokobdzickyjch peptidov obsahujicich histidin

Trypticky hydrolyzat sa rozpustil v pyridin—acetdtovom tlmivom roztoku o pH 3,5
a aplikoval sa na 10 em priZok chromatografického papiera Whatman 1. Takto upravend
vzorka sa podrobila elektroforéze v pyridin—acetdtovom tlmivom roztoku o pH 3,5
pri potencidlovom spdde 60 V/em po dobu 90 mindt. Peptidy migrujtiice v oblasti bazic-
kych aminokyselin sa eluovali 5 9 kyselinou octovou a vysusili sa v exsikdtore nad Iihom
sodnym a koncentrovanou kyselinou sirovou. Uplné kysld hydrolyza izolovanych pepti-
dov sa vykonala 6 N-HCI pri 105 °C v priebehu 18 hodin. Aminokyselinové zloZenie v kys-
lych hydrolyzdtoch izolovanych peptidov sa stanovilo elektroforézou v 3 9; kyseline
mravcej na papieri Whatman 1 pri potencidlovom gradiente 80 V/em pocas 40 mintt.

Stanovenie N-termindlnych aminokyselin

N-termindlne aminokyseliny sa stanovili metédou H. Fraenkel—ConrataaJ.I. Har-
risa [15] vo forme fenyltiohydantoinov.

Vysledky

Chromatografiou disociovaného globinu opice Macacus rhesus na stipci IRC 50 sme
ziskali 4 frakecie (obr. 1), ktoré sme oznadili ako frakcie 4, B, C, D. Z frakcie A sme
po dialyze a lyofilizdcii ziskali 263 mg, z frakcie B 486 mg, z frakcie C 138 mg a z frakcie
D 27 mg suSiny. Majoritnou frakciou, ako vidiet, bola frakcia B, kym frakecia D, ktors
vytekala po drastickom pé6sobeni 8 M mocéoviny, predstavovala minoritna frakciu. O tejto
frakeii, ktord pravdepodobne predstavuje disociované zvySky pdvodnej bielkoviny,
neuvaZzuje sa dalej v praci. Priebeh frakciondcie je zndzorneny v tab. 1.’

Analyza tryptického hydrolyzdtu

Analyzou tryptického hydrolyzdtu jednotlivych frakecii sme dostali tento obraz:
Z frakcie A sme izolovali dva histidin obsahujtce vysokobédzické peptidy s iplne rovnakym
kvalitativnym zloZenim aminokyselin His,Gly,Lys. Pri jednom z peptidov sa pozoroval
zvySeny obsah lyzinu, ¢o by nasvedéovalo pritomnosti peptidov Gly.His.Gly.Lys a Gly.
His.Gly.Lys.Lys. Vo frakecii B sme zistili peptid s aminokyselinovym zloZenim Ala,
His,Gly,Lys s kvalitativne viac vyznadenym glycinom. Vo frakeii C sme zistili peptid
toho istého aminokyselinového zloZenia, ako sme uviedli pri frakeii B. Prehlad o amino-
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Tabulka 1

VytaZok jednotlivych frakeii ziskanych chromatografiou diso-
ciovaného globinu opice Macacus rhesus na stipei vymienada
ibnov IRC 50

— Vytazok Podet Gradiony
rakeia » - mocoviny
v mg skimaviek (1)
A 263 30 3,9—4,3
B 486 82 4,8—6,4
C 138 62 7,8—8,0
D 27 10 8,0

kyselinovom zloZeni uvedenych peptidov je v tab. 2. Kvantitativne zasttpenie, ako bolo
vidiet z referentnych zmesi, bolo rozdielne. V pripade peptidu 4, sme po ninhydrine
pozorovali obdobné #1té sfarbenie, aké zodpovedalo sfarbeniu opisanému v predchddza-
jtcich précach.

Tabulka 2

Aminokyselinové zloZenie vysokobédzickych peptidov obsahujtcich histidin, izolovanych
z tryptického hydrolyzitu fralkeif A, B a C opiéieho globinu

Zlozenie aminokyselin g
Fralei l Peptid : 4 lj“a}llba po
' Lys His ] Gly l Ala ninhydrine
4 |4 + [ + l + At
& B, %3 + | T + modré
g | G & | + + + modré
|

N-termindlne aminokyseliny

N-termindlne aminokyseliny stanovené vo vSetkych frakecidch zhrnujems v tab. 3. Ako
z tabulky vyplyva, valin je jedinou N-termindlnou aminokyselinou, stanovenou vo vet-
kych frakcidch.

Diskusia

O separaciu disociovanych zloziek bielkovinovej molekuly konského hemo-
globinu na koléne vymienadéa iénov sa po prvykrat pokisili S. Wilson a D. B.
Smith [8]. Pouzitim stile stipajiceho gradienta okyslenej mocéoviny od
2—8 M podarilo sa im oddelif niekolko frakecii. Stidiom N-terminalnych
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Tabulka 3

Aminokyseliny identifikované na N-termindlnej ¢asti retazcov
izolovanych frakeii hemoglobinu opice Macacus rhesus v I. stupni
degradécie fenyltiohydantoinovou technikou

Identifikované
Frakcia N-terminalne aminokyseliny
kysly extrakt | alkalicky
A valin —
B valin —
C valin —
D valin ’ —

sekvencii zistili, Ze najrychlejsie postupujica frakecia zodpoveda retazcu za-
kondéenému sekvenciou valyl-leucyl..., ostatné frakcie zodpovedali retazcom
zakonéenym valyl-glutamyl... . V.M. Ingram [16] podobnou metédou dosiahol
separaciu ludského globinu na dve frakcie, z ktorych najmé frakeia zodpove-
dajica o« retazcom predstavovala eSte Giastotne zmesny produkt. V nasich
informativnych pokusoch na Iudskom hemoglobine sme touto metédou takisto
ziskali viac frakeii, z ktorych posledné predstavovali vaéhove minoritné frakeie.
Takéto situdcia si vyzadovala bliz§iu charakterizaciu produktov ziskanych
chromatografickou frakeiondciou hemoglobinu opice Macacus rhesus. Z toho
dévodu sme pri v8etkych frakeidch podrobili stddiu N-terminalne zakondenie
retazcov. Ako z tab. 2 vyplyva, vo vSetkych frakcidch sme ako jedind N-termi-
nalnu aminokyselinu objavili valin. Tieto vysledky st v stilade s nasim pred-
chadzajucim zistenim na celej molekule hemoglobinu [10].

Na rozlienie typov retazcov sme vyuzili predtym zistent skutoénost [11],
Ze hemoglobin opice, podobne ako ludsky hemoglobin, obsahuje vo svojich
retazcoch charakteristické zoskupenie aminokyselin, a to v pozicii 57—61 «
retazcov Gly.His.Gly.Lys a v pozicii 62—65  retazcov Ala.His.Gly.Lys. Ziste-
nie tychto peptidov, ktoré su charakteristické svojim zafarbenim po ninhydri-
novej detekeii chromatogramu a aminokyselinovym zloZzenim, méze vyznamne
poméet pri charakterizacii retazcov. Z vysledkov uvedenych v tab. 2 mozno
uzatvarat, Ze vysokobazicky histidin obsahujdci peptid zisteny vo frakeii 4
je charakteristicky pre o typ polypeptidovych retazcov. Vysokobazické peptidy
frakecie B si charakteristické pre f typ polypeptidovych retazcov. Podobny
vysledok ako pri frakeii B sa zaznamenal aj pri analyze tryptického hydrolyza-
tu frakeie C. Na zaklade tychto vysledkov mozno uzatvarat, Ze frakcia A zod-
povedd o retazcom, frakcie B a C zodpovedaji f retazcom. AvSak vzhladom
na to, ze zistenie aminokyselin zodpovedajicich zoskupeniu Ala.His.Gly.Lys
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moZe zahrnovat aj primes zoskupenia His.Gly.Lys, nemozno vyluéit najméa
pri frakeii B primes zvySkov « retazcov. Analyzy C-termindlnych aminokyselin
pomocou karboxypeptidézy [17] tieto nase charakteristiky potvrdili. Uplny
obraz o izolovanych frakcidch poskytne nam komplexna analyza izolovanych
frakeii, ktorou sa zaoberdme v dalSej praci.

Pri posudzovani uvedenych vysledkov treba zaujat kritické stanovisko
k pouzivaniu kontinuitného zvySovania koncentricie modoviny priamo na
koléne. Zd4 sa, Ze vyhodnej§i postup volili A. T. Chernoffa J. C. Liu [18],
ktori pre frakeciondciu pouzili prerulovani vymenu modcoviny o presnej mola-
rite, ¢im sa vyhli elicii pomerne silne adsorbovanych zvyskov, ktoré vytlaéi
8 M modovina.

Sahrn

Z krystalického hemoglobinu opice Macacus rhesus izolovali autori bielko-
vinovi zlozku globin a Studovali jej skladbu. Frakecionaciou na koléne vymie-
nada i6nov Amberlit IRC 50 (X)E 64 izolovali pomocou gradienta modoviny
v kyslej oblasti pH bielkovinové retazce. Zistili, Ze molekula opidieho globinu
sa skladd z dvoch homolégnych retazcov « a . N-termindlne zvysky amino-
kyselin obidvoch typov retazcov st v uplnej zhode so zakonéenim o retazcov
a f retazcov ludského hemoglobinu. Podobnost s Iudskym hemoglobinom sa
potvrdila aj izolaciou a identifikdciou vysokobazickych peptidov obsahujtcich
histidin, ktoré st charakteristické pre « typ a f typ polypeptidovych retazcov
ludského hemoglobinu.

O I'EMOINIOBIHE (XVI)
BbIAEJEHITE I XAPARTEPHCTHRA IENOUYER FEMOUIOBITHA OLE3LANNL
MACACUS RHESUS

[[. Macnap, I. Bruer

Rageapa onoxmyun  Mepuunncroro QanyibreTa YHIBePCHTeTR
nm. [ M. Hlagapnia, Kowmnie

I3 xpuetas Juteckoro remoraoduma obesnsint Macacus rhesus aBTOPLL BLACIUIN GeIKO-
BYIO COCTABHYIO YacTh TIIOOHH Il M3yum ¢é crpoeumc. OpakUHOHIPOBAHHCM HA KOJIOHKE
¢ uonooOMentoii eMostoit AMGepant IRC 50 (X) 1 64 Borgemiin ¢ MOMOIIBIO TPAJHEHTA MOYe-
BUHLI B Kucoif oOactu pH OenroBure emouky. O0Hapys#ul;  uTo MosieKysa 00e3baHHEro
ri00HHA COCTOUT M3 J(BYX I'OMOJIOTHYECKIIX IleNoveK o 1 §. N-TepMITHAJILHEIC 0CTATKH aMIHO-
KILCJIOT LCToYeK 000MX TMIOB HAXO(AITCS B MOJIIOM COOTBCTCTBHI ¢ KOHIAMHU & M f§ TICIIOYEK
YeJI0BEYeCKOro reMorsobimHa. CXoACTBO ¢ Ue/I0BEUECKIIM I'eMOTI00NHOM ObIII0 MOATBEPKICHO
TAKMKC BLIICIGHACM M M IGHTH(HIMPOBAHHEM BLICOKOOCHOBHLIX THCTIANH COjleprKamuX
ICOTHIOB, XapaKTePHLIX JUIA o« M  THIOB IOJMIENTHHLIX ICHOYCK YeJI0BCUYECKOTO TeMO-
riio0nHa.
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UBER HAMOGLOBIN (XVI)
ISOLIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER HAMOGLOBINKETTEN
DES AFFENS MACACUS RHESUS

P. Masiar, J. Vnek

Lehrstuhl fiir Biochemie der Medizinischen Fakultit an der P. J. Safdrik-Universitét,
Kogice

Die Autoren isolierten aus kristallisiertem Hé&moglobin des Affens Macacus rhesus
die Eiweisskomponente Globin und untersuchten deren Aufbau. Durch Fraktionierung
auf der Kolonne des Ionenaustauschers Amberlit IRC 50 (X)E 64 isolierten sie unter
Zuhilfenahme des Gradienten des Harnstoffs im sauren pH-Gebiet die Eiweissketten.
Sie stellten fest, dass das Molekiil des Affen-Globins aus zwei homologen Ketten « und g
zusammen gesetzt ist. Die N-terminalen Aminosdurenreste beider Kettentypen befinden
sich in -volliger Ubereinstimmung mit den Endigungen der «- und B-Ketten des
Human-Hémoglobins. Diese Ahnlichkeit mit dem Human-Hémoglobin wurde auch
durch die Isolierung und Identifizierung hochbasischer Peptide, welche Histidin beinhal-
ten, die fur den «- und $-Typ der Polypeptidketten des Human-Hédmoglobins charakte-
ristisch sind, bestétigt.
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