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0 HEMOGLOBINE (111)*
K OTAZKE PODOBNOSTI V STRUKTURE BIELKOVINOVEJ ZLOZKY
MACACIEHO A KRYSIEHO HEMOGLOBINU

P. MASIAR, M. JUROVCIK

Biochemicky ustav Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Kosiciach

Otazka Struktdrnych analégii bielkovin je v stdasnej dobe predmetom
intenzivneho S$tudia. Podstatou tohto $tadia je snaha vystihnat analdgie
v mikro§truktire druhove odlidnych bielkovin s podobnou, nie vSak Speci-
ficky totoznou biologickou funkciou, syntetizovanych rovnakym typom buniek
toho istého orgédnu (napr. pankreatickych enzymov) [1—4]. Na druhej strane
ide o vystihnutie odchylok v mikrostruktire §tudovanych bielkovin, odpove-
dajucich danému stupiiu fylogenézy, pripadne ontogenézy individua, ktoré
ich syntetizuje. V suvislosti s tym bol vysloveny predpoklad [5], Ze tieto od-
chylky by mali predstavovat len odchylky nizieho radu, ktoré mozno si-
dasnymi metédami postihnit bez toho, Ze by bolo nevyhnutné riesit celd ich
mikro§truktiru, ¢o je v stdasnej dobe pri celom rade bielkovin problém este
neobydajne obtazny. Prvé price v tomto smere, ktoré sa vykonali v labo-
ratéridch gkoly F. Sorma [6, 7], poukdzali na moZnosti objavit analégie
v mikrostruktire bielkovinovej molekuly pomocou analyzy nizsich peptidic-
kych stiepnych produktov kyslej hydrolyzy, ako aj na odchylky v sumarnom
zloZeni peptidov odvodenych od tej istej aminokyseliny. Stéasne dostupné
udaje literatiry (pozri napr. [8]) prinasaji uz cely rad ddkazov pre tento pred-
poklad a je pravdepodobné, Ze cielavedome zamerané Studium, rozsirené
na §ir§i okruh analyzovanych bielkovin, umozni vystihnat totozné zakoni-
tosti aj v stavbe bielkovin vSeobecne a polozi zdklad ich systematike, ako aj
osvetleniu pri¢in svojraznych biologickych funkecii bielkovinovych molekdl.
V oblasti §tudia mikro$truktiry hemoglobinu sa dokazali analdgie, ako aj
rozdiely pri hemoglobinoch izolovanych z rozliénych druhov zvierat, naj-
mé v N-koncovych aminokyselinich a peptidoch [9—13]. Vo vnitornej
stavbe retazca bielkovinovej molekuly sa vystihli rozdiely medzi norméalnym
ludskym hemoglobinom a hemoglobinom srpkovitej anémie [14].

V nasich predchadzajicich pracach sme dokézali podobnosti vo vnitornej
stavbe konského a prasadieho hemoglobinu analyzou peptidickych Stiepnych
produktov kyslej éistoénej hydrolyzy [15, 16], obsahujdcich arginin a histidin.
Podobne sa nadm podarilo vystihnit analégie a diferencie vo fyzikélno-che-
mickych vlastnostiach vys$8ich peptidickych Stiepnych produktov, ziskanych
tryptickou hydrolyzou konského a Iudského hemoglobinu [17]. V tejto praci

* Predchadzajuca préca (II) sa uverejiiuje v Chem. listoch 52, 1991 (1958).
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sme vykonali $tidium vysSSich peptidickych Stiepnych produktov krysieho
a madacieho hemoglobinu, ziskanych enzymatickou hydrolyzou.

Experimentalna ¢ast
Materidl

Krysi hemoglobin sme pripravili v kryStalickom stave kombindcou metéd J. Marshal-
laa W. H. Welkera [18] a K. Kaniga [19] v naSej modifikécii [20]. Preéistenie hemo-
globinu sa dosiahlo 4 krat opakovanou rekrystalizdciou. Madaci hemoglobin sme pripravili
krystalizdciou siranom aménnym podla F. Haurowitza [21]. Do préce sme vzali 4 krat
rekryStalovany preparéat, a to len jeho bielkovinovi zlozku globin; podobne sme postupo-
vali aj pri krysom hemoglobine. Odstiepenie bielkovinovej zlozky obidvoch hemoglobinov
sa vykonalo podla M. Ansona a A. E. Mirského [22].

Enzym

Na hydrolyzu sa pouZil trojndsobnou rekryStalizdciou preéisteny preparat trypsinu
fy. Organofarma, n. p., Praha. Trypsin sa pred pokusom upravil postupom opisanym
v predchéadzajicej préaci [23].

Hydrolyza

Enzymatické Stiepenie obidvoch bielkovin sa vykonalo spésobom opisanym v pred-
chadzajucich pracach [17, 23].

Analyza tryptickyjch hydrolyzdtov elektrochromatografiou

Na analyzu tryptickych hydrolyzatov sa pouZila elektrochromatografia podla V. E.
Ingrama [14] a preparativna elektroforéza a chromatografia [17]. Alikvotné cast tryp-
tického hydrolyzatu (2 mg bielkoviny) sa naniesla na 1 cm pruZok chromatografického
papiera Whatman 1 a podrobila sa elektroforéze v pyridin—acetatovom tlmivom roztoku
o pH 5,6 a potencidlovom spidde 40 V/em. Po vysuSeni sa elektroforegram v kolmom
smere podrobil papierovej chromatografii v zmesi n-butanol—kyselina octovd—voda
(3 1 1). Detekeia elektrochromatogramov sa uskutoénila 0,5 % roztokom ninhydrinu
v aceténe. Dalsie dva elektrochromatogramy z obidvoch hielkovin sa detegovali Paulyho
reagentom na pritomnost histidinovej zlozky a Sakaguchiho reagentom na pritomnost
argininu.

Preparativna jednorozmernd chromatografia

Alikvotnd Gast (10 mg povodnej bielkoviny) kaZdej vzorky sa v dvoch samostatne na-
nesenych prazkoch podrobila papierovej chromatografii v systéme n-butanol—pyridin—
kyselina octovd—voda (30 20:6 24) dvakrat opakovanym vyvijanim podla B. Keila
[24]. Prazky sa naniesli na Sirku 1,5 cm vedla seba na jeden hérok chromatografického
papiera Whatman 3. Prvé éast materidlu (1,5 em praZok) sa pouZila na detekeiu, druha
cast sa na zéklade vykonanej detekcie vystrihla z papiera a eluovala sa destilovanou
vodou vytrepanou chloroformom. Eluovany materiadl sa nadbytku rozpustadla zbavil
odparenim vo vakuu nad tuhym hydroxydom sodnym a za opisanych podmienok sa
podrobil elektroforéze na papieri Whatman 1. Chromatogramy sa detegovali 0,5 %, roz-
tokom ninhydrinu v aceténe, Paulyho a Sakaguchiho reagentom.



60 P. Misiar, M. Jurovéik

Vysledky a diskusia

Vysledky analyz zndzornené na obr. 1—4 ukazujd, %e v prevaznej vicéSine
sa z obidvoch bielkovin vystiepili fragmenty s podobnymi fyzik4dlno-chemic-
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Obr. 1. Elektrochromatogram tryptického hydrolyzatu krysicho (K) a madacieho (M)
hemoglobinu.

Elektroforéza sa vykonala zostupne podla O. MikesSa [26] v pridin—acetdtovom tlmivom

roztoku o pH 5,6 priebehom 2 hodin pri potencidlovom spade 40 V/em. Papier Whatman 1.

Chromatografia sa vykonala v systéme n-butanol—kyselina octovd—voda (3 1 1).
Detegovalo sa 0,5 9, roztokom ninhydrinu.
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Obr. 2. Elektrochromatogram tryptického hydrolyzatu madacieho (M) a krysieho (K)
hemoglobinu.

Elektrochromatografia sa vykonala za vySSie opisanych podmienok. Detekeia Paulyho
reagentom.
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kymi vlastnostami. Tato podobnost najlepsie vynikne na obr. 4, ktory zna-
zoriiuje chromatografické chovanie bielkovinovych Stiepnych produktov za
pouZitia jednorozmernej chromatografie. Obr. 4 poukazuje vSak aj na to, Ze
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Obr. 3. Elektrochromatogram tryptického hydrolyzatu krysicho (K) a macacieho (M)
hemoglobinu.
Elektrochromatografia sa vykonala spésobom uvedenym na obr. 1 a 2.
Detekeia Sakaguchiho reagentom.
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Obr. 4. Preparativna jednorozmerné chromatografia tryptického hydrolyzatu krysieho (K)
a madacieho (M) hemoglobinu.
Chromatografia sa vykonala na papieri Whatman 3 v systéme n-butanol—pyridin—
—kyselina octovd—voda (30 20 6 24) 2 krat opakovanym vyvijanim. Cisla 1, 2, 3
oznaduju detekciu okrajovych pruzkov.
1. detekeia Sakaguchiho reagentom, 2. detekeia 0,2 % roztokom ninhydrinu, 3. detekeia
Paulyho reagentom.
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kym prevazna dast frakeii, a to 3, 4, 6, 8—14 vykazuje podobné chromato-
grafické chovanie, frakcie 1, 2, 6, 7 vykazuju v chromatografickom chovani
zrejmé odchylky. Frakcie obsahujice peptidy s argininovou zlozkou vykazuji
uplni zhodu, okrem frakcie 9, ktora pri krysom hemoglobine nedévala po-
zitivny Sakaguchiho test, aj ked sa pri ninhydrinovej detekecii v uvedenej
frakeii nezaznamenali diferencie. Ako vyplyva z oddielu 3 na obr. 4, frakeia 9
pritomnd u krysy nie je pritomnd u macky. Vzhladom na to, Ze odchylky
v mikrostruktire si ¢asto viazané na zamennost uréitych aminokyselin v po-
lypetidickom retazci (pozri napr. [8]), mozno takdto zdmennost predpokladat
aj v peptidoch uvedenej frakcie. Pokial ide o frakciu obsahujicu histidin
(obr. 4, oddiel 3), vykazovala vzhladom na podet frakeii znaéné rozdiely. Toto
zistenie potvrdila aj elektroforetickd analyza eluovanych frakeii (obr. 5). Ako

e
o®® .

Soe
S :
13n 12r1 12k 10K o :zx' :.n‘ 3!4.

+.

Obr. 5. Elektroforegram frakeii obsahujucich histidin, ktoré sa ziskali preparativnou
chromatografiou tryptického hydrolyzatu krysieho (K) a maéacieho (M) hemoglobinu.
Cisla jednotlivych frakeii koreSpondujui s éislami na obr. 4.

vidiet na obr. 5, chromatograficky korespondujice frakeie obsahuji aj elektro-
foreticky podobné peptidické fragmenty. Podobny obraz dalo i elektrofore-
tické porovnanie peptidickych frakeii obsahujtcich arginin. Vzhladom na to,
e pri obidvoch bielkovinach sa pouZil ten isty typ protedzy a hydrolyza pre-
biehala za tych istych experimentdlnych podmienok, mozno o analégidch
v chovani jednotlivych peptidickych fragmentov uvazovat ako o analdgidch
v Struktiure studovanych bielkovin. Pre tento predpoklad sveddi skutoénost,
%e substiticiou aminoskupin uvolnenych hydrolyzou sa zistilo [23], Ze v obi-
dvoch pripadoch sa na karboxylovom konci argininu a lyzinu uvolnili tie isté
aminokyseliny. Z porovnania vysledkov ziskanych analyzou tryptického
hydrolyzétu konského a ludského hemoglobinu [17] vidiet, Ze pri vSetkych
§tyroch analyzovanych hemoglobinoch mozno najst jasné analdgie v celom
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rade peptidickych fragmentov. Aj v oblasti peptidov obsahujuicich histidinové
zvy$ky su niektoré analégie evidentné. Ak uvazujeme o peptidoch obsahuju-
cich histidin, je pozoruhodné, Ze vo vSetkych Styroch analyzovanych bielko-
vinach je ich ndpadne nizky pocéet. Toto zistenie je v silade so zisteniami v pred-
chidzajucich pracach [16, 25], kde z ¢iastoéného kyslého hydrolyzatu dvoch
hemoglobinov sa izolovalo zhruba pat typov dipeptidov. Obidve tieto zistenia
ostro kontrastuji s poétom zvySkov histidinu (33—35) v molekule hemoglo-
binu. Pre tito skutoé¢nost je mozny dvojity vyklad: bud sa sekvencie obsahu-
jice histidin v molekule hemoglobinu viackrat opakuju, alebo su pritomné
také zoskupenia v molekule hemoglobinu, kde je nakumulovanych viac zvys-
kov histidinu. T4to otdzka ostdva zatial otvorend. Kedze ide o zasadnu otdzku,
v stdasnej dobe je spolu s diferentnymi peptidmi hemoglobinov predmetom
nagho dalsieho $tddia. V stvislosti s hodnotenim Struktiry hemoglobinu ako
celku nachadzame v krysom a madacom hemoglobine pri elektrochromato-
grafii zhruba poloviény pocet Stiepnych produktov, nez by to odpovedalo
mnoZstvu argininovych a lyzinovych zvySkov v molekule obidvoch hemoglo-
binov. Tieto vysledky st v dobrom stihlase s vysledkami, ktoré ziskal V. E.
Ingram [14] pri §tidiu Iudského hemoglobinu.

Suhrn

Vykonala sa chromatograficka a elektroforeticka analyza tryptickych hyd-
rolyzatov krysieho a madacieho hemoglobinu. V stvislosti s tym sa zistilo, Ze
z obidvoch bielkovin sa vystiepila vaéSina peptidov s podobnym chromato-
grafickym a elektroforetickym chovanim, ¢o nasvedduje pre uréité analdgie
v mikro$truktire obidvoch bielkovin. Pri obidvoch bielkovindch sa zistili aj
diferentné fragmenty. Cast diferentnych fragmentov obsahuje vo svojej mo-
lekule arginin a histidin, ¢éast predstavuje peptidy neobsahujice uvedené
aminokyseliny. V obidvoch bielkovinach sa zistil maly poéet peptidov odvo-
denych od histidinu, ¢o nasvedéuje, Ze v molekule hemoglobinu je zvlastne
usporiadanie sekvencii obsahujdcich histidin. Podet $kvin zistenych elektro-
chromatografiou predstavoval pribliZzne polovicu teoreticky moznych Stiep-
nych produktov, z ¢oho moZno usudzovat na podobni stavbu molekuly, aks sa
zistila pri ludskom a konskom hemoglobine.

Dakujeme akademikovi F. Sormovi a kolektivu Biochemického oddelenia Chemického
tistavu Ceskoslovenskej akadémie vied v Prahe za nevdedny zdujem a za vecné pripomienky.
Zdroveri dakujeme V. Kadukovi za technick spoluprdcu.
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O 'EMOI''IOBVHE (III)
R BOITPOCY CXOJICTBA B CTPYKTYPE BEJIHOBOI'O
ROMIIOHEHTA KOITAYBEI'O I KPBEICBET'O TEMOI'JIOBVHA

IT. MBCIIAP, M. IOPOBYIIK

BuoxnMuuecknii itHeTaTyT MegunnHcROro QarysbTeTa YHHBepcuTeTa MeHHM HoMeHckoro
B Romunax

BriBobI

Bels1 mpoBejieH X poMaTor pahuyeckuii i 3;1eKTpoopeTHUecKHil aHa M3 TPUOTUYCCKUX TH/I-
POIN3ATOB KPLICHETO I KOINAYLero reMorioduHa. B ¢Bsgau ¢ aTuM Obls10 06HapysKeHO, UTO H3
odoux 6e:TkOB OBIJIO OTIMENIeHO GOILIIMHCTBO IENTHAOB ¢ MOAOOHBIM X poMaTor paduuecKuM
U 3;IeKTPOopeTHuec KM IIOBEJIeHIeM, UTO CBH IeTe;IbCTBYET O OII pejielIeHHOil aHATOTMH B MUK~
pocTpyKType obonx GenkoB. ¥ oboux Oe;koB ObIH HalifeHbl TakKe OT:IMYaromuecst Qpar-
MeHTHI. YacTh OTIAHYAIOMHUXCsI JPATMEHTORB COAEPIKMAT B CBOCIH MO;ICKYIe ApTIHIH U TUCTHIRH,
YacTh NPE;CTaBIsIeT NeNTHAL, ¥ KOTOPHIX BLILEYHOMAHRYThHE aMHHOKMCJIOTHL OTCYTCTBYIOT.
VY obonx GeTKOB OLIJIO OOHAPYKEHO Ma10e KOJIHMYEeCTBO NeNTHI0B, MPOMCXOAMMX U3 TUCTH-
I(MHA, YTO CBHETEILCTBYCT O OCOOEHHOM DACIOIOMCHHU CCKBCHINH, CONEPMKAIMUXCSA B MO-
7eKy:1e reMoryio0nHa. KoauuecTBO nsTeH OOHADYKCHHLIX 3IeKTpoxpoMaTorpadueil mpep-
CTABIAI0 NPUGIMBUTEILHO TO.I0BHHY TEOPCTHYECKH BOBMOMHLIX PACIIIVICHUI, 3 Uero
MOJKHO CYAMThL Ha HOJ00HOe cTpOeHHe MOJIeKY Ibl, KAk 3TO OBIII0 HAliIeHO y JI0ICKOTO H KOH-
CKOTO I'eMor;1001Ha.

IMocrynu:io B pepakmuio 26. 4. 1958.

ON HAEMOGLOBIN (III)
TO THE QUESTION OF RESEBLANCES IN THE STRUCTURE OF
PROTEIN COMPONENTS OF CAT AND RAT HAEMOGLOBIN

P. MASIAR, M. JUROVCIK
Institute of Biochemistry Faculty of Medicine Komensky University Kosice
Summary

A chromatographic and electrophoretic analysis of tryptic hydrolysates of rat and ca.
haemoglobin has been carried out. Thereby it has been found that both hydrolysates
contain a surplus of peptides with a similar chromatographic and electrophoretic ten-
dency; this is a sign of a certain analogy in microstructure of both proteins. In both pro-
teins there were also found different fragments. Part of the different fragments contains
in its molecule arginin and histidin, a small part contains peptides without these amino
acids. A small number of peptid’s fragments deduced from histidin was found in both
proteins, which is a sign of the special arrangement of histidin sequences in the molecule
of haemoglobin. The number of ninhydrin. spots found by means of the electrochromato-
graphic method represented approximatively one half of the fragments theoreticaly
expected. From these results it is possible to arrive at the conclusion of a similar structure
of human and horse haemoglobin molecules.
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