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0 HEMOGLOBINE (V)
ZAKONCENIE POLYPEPTIDOVYCH RETAZCOV HEMOGLOBINU KRYSY

PAVEL MASIAR
Katedra biochémie Lekdrskej fakulty Univerzity P. J. Safarika v Kosiciach

V predchadzajiicej praci [1] sme referovali o N-terminalnych aminokyseli-
nach bielkovinovej zlozky opice Macacus rhesus. V tejto praci predkladame
vysledky S§tudia N-termindlnych aminokyselinovych zvyskov hemoglobinu

krysy.
Experimentalna ¢ast

Materidl a metody
Material

Hemoglobin sme ziskali z ¢erstvej krvi krys typu Wistar. 10 krys o priemernej véhe
250 g sme dekapitovali a krv sme odobrali do 200 ml Erlenmeyerovej nddobky obsahuja-
cej sklené guldcéky. Dokonalym pretrepavanim krvi so sklenymi gulé¢kami sme krv
defibrirovali, fibrin, sme odstrénili precedenim cez skladant gdzu. Cisté erytrocyty sme
ziskali odstrdnenim plazmy na odstredivke Media pri 1500 G. Zvysky plazmy sme odstranili
premyvanim erytrocytov rovnakym objemom 0,9 9, roztoku NaCl s néaslednym od-
stredenim erytrocytov za vy$sie opisanych podmienok. Premyvanie sme skonéili, ked
supernatantnd tekutina bola tiplne bezfarbd (priblizne po 7 premyvaniach). Takto ziskand
erytromasa nam slizila ako vychodiskovy materidl pre krystalizdciu hemoglobinu.

Krystalizdcia
Hemoglobin sme krystalovali nami vypracovanym postupom, ktory spodiva v kom-
bindcii niektorych prvkov metédy J. Marshalla a spol. [2]a K. Kaniga [3]. K sedi-

Obr. 1. KryStaly krysieho hemoglobinu
ziskané kryStalizaciou etyléteru.

mentovanym erytrocytom sme po kvapkéch pridédvali disty etyléter za mierneho mieSania
do objavenia vinovodervenej farby, ktord oznaduje koniec hemolyzy. Poévodnd suspenzia
erytrocytov nadobudla na viskozite a predstavovala husti vinovodervenu kaSu. Prida-
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nim dal§ich 5—10 ml etyléteru za ustaviéného miesania vznikli krys$tély dostidkovitého
tvaru (obr. 1). Objavenie krystdlov sme kontrolovali mikroskopom. Do takto ziskanej
suspenzie krystalov hemoglobinu sme pridali 5 ml toluénu a po dokonalom rozmieSan{
sme kry$tdly sedimentovali centrifugdciou pri 1500 G. Stromatd vyflotovali a spolu so
supernatantnou tekutinou sa odsali a zahodili. Flotdciu toluénom za vy$Sie opisanych
podmienok sme vykonali po prvej kryStalizéeii trikrdt.

Rekrystalizdcia

Sediment krystalov sme suspendovali v 5 ml destilovanej vody a opatrnym priddvanim
5 N-NaOH sme kryStély previedli do roztoku. RekrysStalizdciu sme uskutoénili opatrnym
priddvanim 0,1 N-HCl za ustaviéného miesania. Opdtovné vylaéenie kryStdlov signali-
zuje zmena farby roztoku hemoglobinu z vinovodervenej do tehlovodervenej. Objavenie
krystélov sme sledovali mikroskopicky. Rekrystalizdciu vysSie opisanym spdsobom moz-
no urobit Styrikrdt. Pri viac ako Stvorndsobnej kryStalizdcii stipne koncentrécia so-
li natolko, Ze dalSiu kryStalizdciu mozno robit az po dialyze. Bliz$ie podrobnosti o krystali-
zécii hemoglobinu touto metédou opiSeme neskorsie.

Izoldcia globinu -

Bielkovinovi zlozku globinu sme ziskali metédou, ktoru opisali M. L. Anson a A.
E. Mirski [4].

Dinitrofenylaénd technika

1,5 uM globinu sme substituovali dinitrofluérbenzénom za podmienok opisanych F.
Sangerom [5]. Vzniknuty dinitrofenylovy (DNP) derivdt globinu sme 18 hodin pri
105 °C hydrolyzovali 6 N-HCI pre kvalitativnu analyzu. Uplny kysly hydrolyzdt DNP-
globinu po zriedeni destilovanou vodou sme roztrepali medzi éter a vodu. Eterickt fazu
sme odparili a odparok pouzili na analyzu. Pre kvantitativnu analyzu sme substituovali
dvakrét 0,2 uM globinu DNFB vys&ie opisanym spésobom. Uplna hydrolyzu sme vy-
konali 10 N-HCI pri 105 °C po dobu 48 hodin. Hydrolyzdt sme opét extrahovali éterom
a odparok éterickej frakcie sme pouZili na analyzu.

Fenyltiohydantoinovd metéda

Na potvrdenie vysledkov ziskanych analyzou DNP-globinu sme pouZili PTH-metédu
blizsie opisant v predchddzajtcej préci [1].

Kvantitativnu analyzu PTH-derivdtov aminokyselin sme uskuto¢nili v typickom
pokuse. Do pokusu sme brali ca 0,1 uM krysieho globinu. Sestkrét po 0,1 uM globinu
v 10 9% amoniaku sme aplikovali na pruzok chromatografizkého papiera Whatman 1
o rozmeroch 8 X 8 cm. Papier sme pred aplikdciou i po aplikécii roztolku globinu vysusili
do konstantnej véhy a z rozdielu obidvoch véh sme stanovili mnozstvo bielkoviny branej
do pokusu. Nato sme aplikovali na Sest papierov obsahujicich bielkovinu 500 pl 20 %,
roztoku PTC v dioxdne a nechali 8 hodin inkubovat v atmosfére vodného pyridinu.
Nadbytoény PTC sme po uplynuti inkubaénej doby extrahovali do benzénu a alkohol—
éteru (1:1) spésobom opisanym v [1]. K trom ostdvajucim pruzkom sme pridali po
0,2 uM PTH-valinu a 0,2 uM PTH-metioninu v roztoku aceténu a vysusili sme. Potom
sme vSetkych 9 prazkov rozstrihali a podrobili hydrolyze v 3 ml roztoku 3 N-HCI pri teplote
laboratéria po dobu 3 hodin za ustaviéného trepania v trepacke. PTH-derivity aminokyse-
lin sme extrahovali vytrepanim hydrolyzaénej zmesi dvakrdt 15 ml octanu etylnatého.
Po doplneni na konstantny objem 45 ml sme extrakty fotometrovali na spektrofotometri
SF-4 pri vinovej dizke 265 my proti octanu etylnatému. Po vyhodnoteni totdlneho mnoz-
stva sme zmes PTH-aminokyselin od seba oddelili preparativne papierovou chromato-
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grafiou v systéme A4, ktory navrhol J. Sjoquist [6]. Subeine s tym sme chromato-
grafovali kontroly na osobitnych pruzkoch (obr. 2). Po detekecii kontrol sme zény cd-

0 O

Obr. 2. Schéma preparativnej chromatografie PTH-derivatov aminokyselin ziskanych
v prvom stupni postupnej degradécie krysieho hemoglobinu.
AB — zmes syntetického PTH-valinu a metioninu, ¢ — zmes PTH-valinu a metioninu
izolovaného v prvom stupni z krysieho PTC-globinu.

povedajuce PTH-valinu a PTH-metioninu vystrihli a dvakrat extrahovali 15 ml
etylacetdtu. Extrakty sme po doplneni objemu opét premerali pri 265 mu na spektro-
fotometri SF-4 proti octanu etylnatému. Zvysky sme vypoditali podobnym spésobom,.
ako sme uz referovali [1].

Vysledky a diskusia

Vysledky kvalitativnej analyzy N-koncovych aminokyselin st zndzornené
na obr. 3 a 4. Ako vyplyva z obr. 3, chromatografickou analyzou éterickej
frakecie kyslého hydrolyzatu dinitrofenylglobinu sme objavili DNP-valin
a DNP-metionin. Vo viacerych pokusoch viak DNP-metionin daval jednotnt
Skvrnu s DNP-valinom. Takiuto situdciu sme pozorovali aj pri analyze éte-
rického extraktu zmesi DNP-valinu a DNP-metioninu, ktoré sme spolu s bielko-
vinou podrobili hydrolyze v kontrolnom pokuse. Preto sme sa rozhodli nase
vysledky preverit fenyltiohydantoinovou metédou. Ako vidiet na obr. 4,
chromatografickou analyzou fenyltiohydantoinov koncovych aminokyselin
krysieho hemoglobinu ziskali sme PTH-valin a PTH-metionin, ktoré pred-
stavuji N-termindlne zvysSky hemoglobinu krysy. Podobne ako sme uviedli
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pri 8tudiu N-koncovych zvySkov hemoglobinu opice [1], po 18 hodinovej
kyslej hydrolyze DNP-globinu 6 ~N-HCI pri 105 °C objavili sme latku s chroma-
tografickym chovanim v oblasti DNP-leucinu. Tito ldtku sme izolovali jedno-
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Obr. 3. Dvojrozmerny chromatogram éterickej frakeie kyslého hydrolyzatu dinitro-
fenylovaného krysieho globinu.
Cierne §kvrny oznaduji pohyb referenénych dinitrofenylovanych aminokyselin, bodko-
vané Skvrny znadia zistené dinitrofenylderivity v éterickej frakeii kyslého hydrolyzétu.
Kruzky na Starte znamenaja miesta nakvapnutia referenénych vzoriek v druhom smere
chromatografie.
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Obr. 4. Chromatogram fenykhiohydantoinovych derivatov aminokyselin ziskanych
v prvom stupni postupnej degradicie krysieho hemoglobinu.
Cisla 1, 2 a 4 znadia referenéné PTH-aminokyseliny.
1 — PTH-glycin, 2 — PTH-metionin, 3 — PTH-derivéty izolované pri odburani krysicho
hemoglobinu, 4 — PTH-valin. Chromatogramy boli fotografované kontaktnym spésobom
za pouZitia dokumentacnej kopirky.
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rozmernou preparativnou chromatografiou zostupne v systéme n-butanol—
szoamylalkohol—1 9, hydroxyd aménny (1 : 1: 2); pozri obr. 5. Po hydrolyze

—— DONP - ELYS

—— ARTEFAKT

= ONP~OH

— ONP-MET Obr. 5. Preparativna chromatografia éteric-
—» DNP-VAL kej frakecie dinitrofenylderivatov kyslého
hydrolyzétu ziskaného hydrolyzou dinitro-
fenylglobinu 6 N-HCl po dobu 18 hodin
v pri 105 °C. Fotografované v ultrafialovom
B — ONP-VAL-LEU svetle ortutovej vybojky.

6 N-HCI v priebehu 48 hodin sme opét identifikovali DNP-valin a analyzou
vodnej fazy leucin. To nas viedlo k predpokladu, %e a-retazce krysieho hemo-
globinu st zakondéené sekvenciou valyl-leucyl. Na objasnenie N-koncovej
sekvencie f-retazcov sme 0,2 uM krysieho globinu podrobili postupnému od-
bdraniu vyssie opisanou fenyltiohydantoinovou technikou vo dvoch stupioch.
Vysledky zhrnuté v tab. 1 ukazujd, Ze v druhom stupni postupnej degradacie
boli identifikované PTH-leucin a PTH-glycin. KedZe leucin sme DNP-techni-

Tabulka 1

Postupné odburanie krysieho hemoglobinu
fenyltiohydantoinovou metédou

Stupeii| Identifikovany PTH-derivét | 2P% e
i s
' PTH-vali 265
-va
! I /-r mn
| ™ PTH-metionin 265
‘ 5 A PTH -leucin 265
’ N PTH.glycin 265
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kou objavili viazany na valin, usudzujeme, %e N-termindlna sekvencia f-retazcov
je tvorend sledom metionyl-glycyl. Pri pokusoch o stanovenie poétu retazcov
dinitrofenyla¢nou technikou sme zistili, Ze rozpad metioninu pri dihotrvajicej
hydrolyze je taky velky, Ze jeho kvantitativne stanovenie je nemozné. Preto-
na stanovenie poétu polypeptidovych retazcov krysieho hemoglobinu sme
pouzili vysSie opisani metédu kvantitativneho stanovenia N-koncovych
aminokyselin fenyltiohydantoinovou metédou. Z vysledkov uvedenych v tab.
2 vyplyva, Ze zakondenie polypeptidového retazca na aminovom konci je

Tabulka 2
Kvantitativne vyhodnotenic N-koncovych aminokyselin krysicho hemoglobinu
Vzor- Zistené mnozstvo Pocet Zistené mnozstvo Podet P smk
ka ¢. PTH-valinu* zvyskov PTH-metioninu* zvyskov OFITAIILE
| |

1 0,19 2 ! 0,19 l 2

2 0,17 2 i — — Vzorka znié.

3 0,22 2 0,22 2

4 0,24 2 0,24 2

5 0,22 2 0,23 2

6 0,21 2 0,21 i 2

|

* Hodnoty sd vyjadrené v uM na 1 M krysieho globinu.

tvorené dvoma zvyskami valinu a dvoma zvySkami metioninu. Z toho uzatva-
rame, %e molekula krysieho hemoglobinu je tvorena dvoma polypeptidovymi
retazcami typu o zakonéenymi sekvenciami valyl-leucyl a dvoma polypeptido-
vymi retazcami typu f zakondenymi sekvenciou metionyl-glycyl.

Dakujem s. 0. Gendovej za technicky spoluprdcu pri experimentdlnej éasti prdce.
Stdhrn

V préci st zhrnuté vysledky stidia N-koncovych aminokyselin a peptidov
krysiecho hemoglobinu. Zistilo sa, Ze hemoglobin krysy je zakondéeny dvoma
zvy$kami valinu a dvoma zvySkami metioninu. Na zaklade toho sa uzatvara
na pritomnost dvoch polypeptidovych retazcov typu « zakonlenych valinom
a dvoch polypeptidovych retazcov typu f zakondéenych metioninom.

Z kyslého hydrolyzatu dinitrofenylglobinu sa izoloval peptid valyl-leucyl,
ktory predstavuje N-termindlnu sekvenciu «-retazcov krysieho hemoglobinu.
Postupnou degradiciou polypeptidovych retazcov fenyltiohydantoinovou
metddou sa zistil leuein a glycin ako PTH-derivaty druhého stupna Edmanovej
procedury.

Uzatvara sa, Ze a-retazce su zakonéené sekvenciou valyl-leucyl, g-retazce
sekvenciou metionyl-glycyl.

V praci je opisand modifikicia krystalizacie krysieho hemoglobinu a kvanti-
tativne stanovenie PTH-derivatov pomocou papierovej chromatografie.
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O 'EMOTJIOBUHE (V)
OKOHYAHUE TIOJUNENTHUYECKIAX ITENEN TEMOTJIOBIHA
KPBIC

ITABEJI MECHAP
Kadenpa ouoxumun MepunuacKoro GaKyyIbTeTa YHIBCPCHTETa HMEHH
II. 1. Mladapnka B Hommmax

BriBogmt

B padoTe codpaHnl pe3ysbTaThl M3yueHHMs: N-KOHI[OBLIX aMMHOKMCIOT M HENTHIOB I'eMO-
r;1001MHa Kpbic. ABTOP OOHAPYKEI, UTO TeMOIVIOOMH KDHIC OKAHUMBATCS JIBYMST OCTATKAMMU
BaJIMHA H [(BYMsI OCTATKAMM MeTHOHMHA. }3 3TOro saxiaiodacT Ha NPHCYTCTBME [JBYX HOJH-
NMeNTAAMYECKUX lielell THIA «, 3aKAHUMBAIOIMXCS BaJAHOM M ABYX HOMUIENTHIMYECKHX
uemeif THNa [, 3aKAHYMBAIOOIMXCSA MCTHOHHHOM.

V3 Kucioro rugpoaM3aTa AMHATPOPeHNATI00NHA OB H30JIMPOBAH Ml TH L BaJIHII-IeHInT,
KOTOpLIii mpeacTaBaser N-TepMHHAJILHYIO CEKBEHIMIO o-Ilellell KpHICLErO TIeMOIJIo0uMHA.
IMocTenennoil merpajanueii MONMANENTHAMTCCKUX Iieneil (eHEATHOTHIAHTOMHOBEIM METO/OM
obHapyKna aBTop JeiiuuH I rounud kak PTH-mepmBaTsl BTOPO# CcTeneHM J(MaHOBOIX
NpoUey PhI.

ABTOp 3aKIIOYAET, UTO o-I[eT OKOHYCHEI CeKBeHIHell Baau-j1eiilul, f-UemH ceKBeHIMCH
MCTHOHHII-TIIH M.

B paGote ommcniBaeTest MOTM(PUKAIM KPUCTAIIM3AIMH KPBICLETO T'eMOrsIo0nna ¥ KOJu-
uecTBeHHOE omnpeye:reniec PTH-epnBaToB npy noMouu OyMasHOI XpoMaTorpadum.

IlocTynumio B pegaknumio 2. 4. 1960 r.

ON HAEMOGLOBIN (V)
N-TERMINAL AMINOACIDS AND THE NUMBER
OF POLYPEPTIDIC CHAINS OF RAT HAEMOGLOBIN

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

Summary

A study of N-terminal aminoacids and peptides of rat haemoglobin is reported
in this work. Two valines and two methionines residues have been found as N-terminal
aminoacids of rat haemoglobin. It was concluded that rat haemoglobin contains two
types of polypeptidic chains: x-one with valine and f-one with methionin as N-ter-
minal aminoacids.

A sequence valyl-leucyl — was isolated from acid hydrolysate of DNP-globin and
PTH-leucin and PTH-glycin were astimated as N-terminal aminoacids of the sesond step
of Edman’s stepwice degradation procedure of rat haemoglobin.

On the ground of these results following conclusion has been made by autor: rat
haemoglobin contains two « polypeptidic chains termined with sequence valyl-leucyl
and two f polypeptidic chains termined with sequence methionyl-glycyl.

A crystallysation of rat haemoglobin in new modification and quantitative astimation
of PTH-aminoacids using paper chromatography are described in this work.
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