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PRISPEVOK K POZNANIU STRUKTURY BIELKOVINOVEJ ZLOZKY
HEMOGLOBINU OPICE MACACUS RHESUS

PAVEL MASIAR
Biochemicky tstav Lekarskej fakulty Univerzily P. J. Saférika v KoSiciach

Price F. Sangera [1] otvorili cestu k pozndvaniu zakladnych zakonitosti
v chemickej stavbe bielkovin. Jednou z prvych latok, pri ktorych sa zadalo
§tidium " chemickej stavby bielkovinovej molekuly, bol hemoglobin [2].
Napriek tejto skutoénosti, ba aj napriek tomu, Ze hemoglobin patri k bielko-
vindm lahko dostupnym, poznanie jeho chemickej stavby zaznamenalo
za posledné desatrodie len dieléie tispechy.

Jednou z pri¢in je pomerne velkd molekulova vaha (66,000) a doneddvna
aj metodické tazkosti pri izolacii jednotlivych polypeptidickych retazcov
zodpovedajtcich prislusnym kritéridm ¢istoty. Druhou pridinou aZ doneddvna
boli nejasnosti okolo celkovej Struktiry bielkovinovej molekuly hemoglobinu.
Nejasnou sa zdala najmé otdzka poétu, vazby a celkového usporiadania poly-
peptidickych retazcov v molekule hemoglobinov, pri ktorych na rozdiel
od inych bielkovin [3] sa zistili pomerne znaéné diferencie v miestach n-termi-
nalnych zvySkov [2]. Rozdiely v stavbe a usporiadani polypeptidickych re-
tazcov v bielkovinovej molekule hemoglobinu sa zistili v zavislosti od druhu
individua, z ktorého sa hemoglobin izoloval [2, 4, 5], ako aj v zavislosti
od ontogenézy [2, 6].

Uvedené zistenia spolu so zisteniami V. M. Ingrama [7] a P. Méasiara
a spolupracovnikov [8, 9] naznadovali, Ze zakladny skelet molekuly hemoglo-
binu je tvoreny dvoma typmi pravdepodobne rozvetvenych polypeptidickych
retazcov. Tento predpoklad sa v poslednom dase experimentilne potvrdil
pre Iudsky hemoglobin [10, 11].

Ulohou tejto prace bolo objasnit zékonitosti v stavbe bielkovinovej zlozky
hemoglobinu jedného, druhove éloveku velmi blizko stojaceho individua —
opice Macacus rhesus.

Experimentalna Gast

Materidl a metédy
Material

Pouzili sme hemoglobin izolovany z erytrocytov opiee Macacus rhesus.*
Izoléacia

Cerstvi krv sme odobrali do roztoku 0,14 M citratu sodného v pomere 1 : 10. Erytrocyty
sme odstredili na odstredivke MSE pri 600 g/15 mintt. ZvySky plazmy sme cdstrénili

* Erytrocyty ném poskytol Chemicky tustav CSAV.
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Stvornasobnym pranim v 1 %, roztoku NaCl s naslednym odstredenim za vysSie uvede-
nych podmienok. Hemolyzu sme vykonali rozriedenim erytrocytov rovnakym objemom
destilovanej vody. Takto ziskany roztok hemoglobinu sme podrobili precipitécii siranom
aménnym. Precipitdciu sme uskutoénili nasycovanim roztoku hemoglobinu tuhym
siranom aménnym aZ do uplného vylaéenia bielkoviny. Precipitovanu bielkovinu sme
z roztoku odstrénili filtrdciou. Filtraény kold¢ precipitovaného hemoglobinu sa pouZil
ako material pre krystalizaciu.

Krystalizéacia

2 g (poditané na sulinu) filtra¢ného koldc¢a hemoglobinu sme rozpustili v 10 ml desti-
lovanej vody. pH roztoku sme upravili na hodnotu 6,7 s ndslednym nasytenim. roztoku
tuhym siranom aménnym do nasytenia 0,6. Takto upraveny roztok sme naliali na Pe-
triho misku o priemere 15 cin a nechali stédt v chladni¢ke pri teplote 4 °C. Po desiatich
ditoch sa vyasraZali drobné krystaliky, ktoré sme odsali na Biichnerovom lieviku. Re-
kryS$talizdciu sme urobili tym istym spdsobom.

Chromdtografia hemoglobinu opice na stipei karboxymetyl-(CM)-celu-
l6zy

1,56 g dvakrat kryStalovaného hemoglobinu sme rozpustili v 10 ml destilovanej vody
a naliali do dialyzaénej trubice, ktori sme ponorili do 0,005 M fosfatového tlmivého
roztoku. Dialyzu proti fosfdtovému tlmivému roztoku sme uskutoéiiovali 18 hodin pri
teplote 4 °C. Takto ziskany ekvilibrovany roztok hemoglobinu sme v niekolkych por-

Obr. 1."Chromatogram hemoglobinu opice na stipci CM-celulézy.

I — minoritna frakcia ostdvajica na Starte, II — majoritné frakecia spracovévand dalej,
III — minoritnéd frakeia s najrychlejSou pohyblivostou na stipei — zahodend.
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cidch naniesli na stipec OM-celulézy pripravenej za podmienok, ktoré opisali E. A.
Peterson a spolupracovnici [12]. Chromatografovali sme premyvanim stipea fosfatovym
tlmivym roztokom s postupne sa zvySujicou molaritou. Pre chromatografiu sme pouZili
tieto tlmivé roztoky: 1. 0,005 M fosfatovy tlmivy roztok o pH 6,5; 2. 0,02 m fosfatovy
tlmivy roztok o pH 6,5; 3. 0,05 M fosfatovy tlmivy roztok o pH 6,5; 4. 0,05 w1 fosfatovy
tlmivy roztok o pH 7,5. Rozvijanie chromatogramu sme sledovali vizudlne a jednotlivé
frakcie sme chytali do skumaviek. Vcelku sme zachytili 74 skimaviek po 20 ml. Pre
dalsie pokusy sme brali len majoritnt frakeiu a obidve minoritné frakcie (obr. 1) sme
zahodili.

OdS§tiepenie hému

Bielkovinové zlozka globinu 'sa ziskala odStiepenim hému metédou podla M. L.
Ansona a A. E. Mirského [13]. 10 9% roztok hemoglobinu sa zmieSal s rovnakym
objemom 0,1 N-HCI. Vzniknutéd zmes bielkoviny a hému sa nakvapkala do 5 ndsobného
objemu aceténu upraveného koncentrovanou kyselinou solnou na vyslednt koncentraciu
0,01 N-HCI. Za tychto podmienok sa ziskala zrazenina éiasto¢ne denaturovaného globinu.
Globin sa ziskal odfiltrovanim supernatantu cez Biichnerov lievik a zrazenina sa dosuSila
opakovanym premyvanim aceténom a alkohol—éterom.

Dinitrofenylécia

Substiticiu hemoglobinu dinitrofluérbenzénom (v dalSom DNFB) sme robili klasickou
metédou, ktort opisal F. Sanger [1]. Do 100 mg globinu sme pridali 0,8 g NaHCO,.
Zmes sme suspendovali v 6 ml destilovanej vody v homogenizitore podla V. R. Pottera
a C. A. Elvehjema [14]. Do suspenzie sme pridali 8 ml 5 9% alkoholického roztoku
DNFB (dinitrofluérbenzénu) za ustaviéného mieSania pri laboratérnej teplote po dobu
2 hodin v centrifugaénej skimavke. Dinitrofenylovant bielkovinu sme sedimentovali
centrifugovanim. Prebytoény DNFB sme po okysleni roztoku 6 ~¥-HCl vytrepali do
peroxydu neobsahujiiceho éter. Ziskany DNP-globin sme vysus$ili vo vdkuu nad H,S0,
a NaOH.

Odburanie N-koncovych aminokyselin vo forme PTH-derivatov

Fenyltiohydantoinové derivaty N-koncovych aminokyselin sme ziskali postupom,
ktory opisal P. Edman [15], v modifikdcii H. Fraenkela-Conrata [16]. 1 uM (66 mg)
globinu sme rozpustili v 10 9, amoniaku a v niekolkych porcidch za stdleho suSenia
naniesli na priizok papiera Whatrgan 1 o rozmeroch 8 x 8 cm. Po dokonalom vysuSeni
papiera v termostate sme na papier obsahujtei bielkovinu aplikovali 500 ul 20 %, roztoku
(PTC) fenyltioizokyanatu v dioxéne. Nato sme vzorku inkubovali v pyridinovej atmosfére
pri teplote 40 °C po dobu 3 hodin. Po trojhodinovej inkubécii sme prebytoény PTC
extrahovali postupnym vytrepavanim do benzénu a zmesi alkohol—éteru (1 : 1). Ziskany
preparat sme hydrolyzovali nad parami 6 x-HCl a Tadovej kyseliny octovej.

Hydrolyza

a) Dinitrofenylderivaty opi¢ieho globinu sme hydrolyzovali 6 N-HCl pri teplote
105 °C po dobu 8 hodin pre kvalitativnu analyzu a 10 N-HCl po dobu 48 hodin pre
kvantitativnu analyzu. Po zriedeni hydrolyza¢nej zmesi 1:1 destilovanou vodou sme
dinitrofenylderivity aminokyselin extrahovali do éteru a butanolu. Eterické extrakty
sme odparili pridom vzduchu a dosusili vo vdkuu nad koncentrovanou kyselinou sfrovou
a tuhym hydroxydom sodnym.

b) PTC-derivaty globinu sme hydrolyzovah v exsikéatore nad parami ladovej kyseliny
octovej a 6 N-HCl po dobu 12 hodin. Vzniknuté PTH-derivdty aminokyselin sme z pa-
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piera extrahovali do éteru zbaveného peroxydov. Po odpareni rozpustadla sme vSetky
vzorky vystavili eSte hodinovej hydrolyze 3 N-HCl pri laboratérnej teplote za ustavié-
ného trepania. Po takto vykonanej hydrolyze sme PTH-derivity opit extrahovali
do éteru. Eter sme odparili pradom vzduchu a odparky dosusili vo vékuu nad koncen-
trovanou kyselinou sirovou a tuhym hydroxydom sodnym.

Identifikdcia N-koncovych aminokyselin

Etericku a butanolovii frakeiu tiplného hydrolyzétu dinitrofenylglobinu sme analyzovali
dvojrozmernou chromatografiou v systémoch S; a S, (tab. 1). Alikvetnt &ast .10 9%,

-Tabulka 1
Rozpustadlové systémy pouZité pre papierovi chromatografiu

Systém ZloZenie Literattra

A heptan—pyridin (7 : 3) [17]

lod heptdn—n-butanol—kyselina [17]
mravéia (4 : 4 : 2)

S, tercidrny butanol—izoamylalko- [18]
hol — 3 %, hydroxyd aménny
(1:1:2)

S, 1,5 M fosfat o pH 6,0 [18]

S, n-butanol—kyselina octovd—voda
(4:1:95)

odparku éterickej frakcie sme rozpustili v 200 ul aceténu a naniesli do rohu chromato-
grafického papiera Whatman 1. Chromatogram sme vyvijali 48 hodin v systéme S;
a 8 hodin kolmym smerom v systéme S,. PTH-derivaty sme identifikovali jednorozmer-
nou chromatografiou v systéme 4 a C podla J. Sjoquista [17].

Kvantitativne stanovenie N-koncovych aminokyselin

N-koncové zvySky aminokyselin opidieho globinu sme kvantitativne stanovili zmera-
nim extinkénych hodnét ich dinitrofenylderivatov. Dvakrat 0,2 uM (13,2 mg) globinu
sme podrobili dinitrofenylécii za vysSie opisanych ®podmienck. K takto pripravenym
preparatom DNP-globinu sme pridali 1 ml 10 x-HCl a v zatavene]j trubici hydrolyzovali
48 hodin pri teplote 105 °C. Hydrolyzéit sme zriedili destilovanou vodou 1 : 1 a roztrepali
medzi éter a vodu. Na analyzu sme brali éterické frakcie obidveoch hydrolyzatov. Po
odpareni éteru pridom vzduchu sme obidve vzorky naniesli na chromatograficky papier
Whatman 3 a chromatografovali dvojrozmerne v systéme S; a S,. Skvrny po ohraniden{
v ultrafialovom svetle ortutovej vybojky sme z papiera vystrihli a eluovali do 6 ml 1 9,
roztoku amoniaku. Paralelne s tym sme hydrolyzovali zndme mnoZstvo krystalického
DNP-valinu zodpovedajuce 0,85 uM spolu s 0,2 uM globinu v dvoch paralelnych poku-
soch. Obidva hydrolyzdty sme podrobili tej istej procedire ako hydrolyzaty DNP-globinu,
véitane chromatografie za rovnakych podmienok. Skvrny sme po ohranideni vystrihli
a eluovali do 6 ml 1 9 roztoku amoniaku. Extinkéné hodnoty vSetkych eludtov sme
stanovili na spektrofotometri SF-4 pri vinovej dizke 365 mu. Ziskané mnozstvo DNP-
valinu sme vypoditali podla vzorca

uM = D .M,
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pri¢om
D = optické hustota v absorpénom maxime,
M = objemovy faktor.

Zistené hodnoty sme nésobili korekénym faktorom strat vypoditanym zo zistenych:
hodnét zndmeho mnoZstva hydrolyzovaného DNP-valinu. Vysledky st zhrnuté v tab. 3..

Kvantitativne stanovenie PTH-derivatov valinu

PTH-derivaty N-koncovych aminokyselin globinu sme kvantitativne stanovili me-
tédou H. Fraenkela-Conrata [16] nami upravovanou pre kvantitativne tucely.
Stanovenie sme vykonali v typickom pokuse: Na 8 pruzkov predtym do konstantnej
véhy vysuSeného papiera Whatman 1 o rozmeroch 8 X 8 cm sme naniesli konStantné
mnoZstvo zodpovedajice priblizne 0,1 uM bielkoviny rozpustenej v amoniaku. Po
vysuSeni papiera obsahujiceho bielkovinu do konstantnej véhy sme na 6 prazkov na-
niesli 500 pl 20 9, roztoku PTC v dioxédne a nechali reagovat za vySSie opisanych pod-
mienok. K dvom pruZzkom sme pridali konStantné mnoZstvo syntetického PTH-valinu
v aceténe a nechali vysusit. Po skonéeni reakcie sme prebytoény PTC zo Siestich prazkov
vytrepali do benzénu a zmesi alkohol—éteru (1 : 1) — celkove dvakrat 15 ml benzénu
a dvakrat 15 ml alkohol—éteru. Po vysuSeni sme kaZdy z 6smich pruzkov rozstrihali
a v kuskoch vpravili do 50 ml zabriasenych valcov. K tomu sme pridali 10 ml 3 x-HCI
a za ustaviéného mieSania hydrolyzovali tri hodiny pri laboratérnej teplote. PTH-derivéty
sme vytrepali z roztoku dvakrét pétndstimi ml etylacetdtu. Po odpareni etylacetitu
sme vzorky rozpustili v 60 ml absolutneho etanolu a merali na spektrofotometri SF-4
pri vilnovej dizke 265 mu. Kvantitativne tidaje PTH-valinu sme ziskali vypo&tom
Z0 vzorca

V.d
=16

pricom sme brali do dvahy, Ze molarny extinkény koeficient PTH-valinu je 16 000,
@ = mnoZstvo PTH-valinu v mikromoéloch, d = optickd hustota a ¥V = objem v ml.
Zistené hodnoty sme korigovali faktorom vypoéitanym z pomeru pridaného a zisteného
mnozstva PTH-valinu v kontrolnych pokusoch. Vysledky st zhrnuté v tab. 4.

Vysledky a diskusia
Vysledky kvalitativnej analyzy dinitrofenylderivatov N-koncovych amino-
kyselin st zndzornené na obr. 2. Ako vidiet, pri 8 hodinovej hydrolyze 6 n-HCI
pri 105 °C sme v éterickej frakeii identifikovali latky: A lokalizovani v ob-

S

o @
B

A

+
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Obr. 2. Chromatogram éterickej frakcie 8 hodinového kyslého
hydrolyzétu dinitrofenylglobinu.
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lasti dinitrofenylleucinu, B s chromatografickym chovanim ako dinitrofenyl-
valin. Hydrolyzou 10 ~-HCl pri 105 °C po dobu 48 hodin latka 4 zmizne
a ostdva len latka B s chromatografickym chovanim ako dinitrofenylvalin
(obr. 3). Chromatografickou analyzou butanolovej frakcie sme identifikovali
jedine e-dinitrofenyllyzin. Skutoénost, Ze latka A sa za drastickejsich pod-
mienok hydrolyzy straca, viedla nas k predpokladu, Ze je to dinitrofenylovany
derivat nejakého tazko hydrolyzovatelného koncového peptidu. Preto sme
tito latku preparativnou jednorozmernou chromatografiou izolovali a podrobili
opat hydrolyze 6 N-HCI po dobu 24 hodin. Hydrolyzat sime za vyssie opisanych
podmienok roztrepali medzi éter a vodu a odparky obidvoch fiz (éterickej
a vodnej) sme analyzovali chromatograficky. Chromatografickou analyzou
éterickej fazy v systémoch S; a S, sme zistili dinitrofenylvalin a chromato-
grafickou analyzou odparku vodnej fazy jednorozmernou chromatografiou

000 7 ifi—a + O

UNP vayL

Obr. 3. Chromatogram éterickej frakeie kyslého hydrolyzatu dinitrofenylglobinu.
Hydrolyza sa robila 10 ¥-HC1 pri 105 °C po dobu 48 hodin.

v systéme S, leucin. Toto nasvedéovalo, ze jedinou koncovou aminokyselinou
bielkovinovej zlozky opiéieho globinu je valin, ktory viazany na leucin vy-
tvara tazko hydrolyzovatelnu sekvenciu valyl-leucyl. KedZe zistena sekvencia
reprezentuje v siasnej dobe aminokoncovy sled o-retazca [10, 11] ludského
hemoglobinu, pokusili sme sa tento sled potvrdit a zistit sekvenciu, ktors
zodpovedd n-termindlnemu zakonéeniu f-retazca. Na potvrdenie uvedenych
skutodnosti sme pouzili Fraenkel—Conratom [16] modifikovani metédu
postupného odburania peptidov od aminového konca. Vysledky ziskané
touto metddou st zhrnuté na obr. 4 a v tab. 2.
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Aj pri odburani koncovych aminokyselin za podmienok, ktoré opisal H.
Fraenkel—Conrat [16]. vyskytuje sa vedla hlavnej Skvrny PTH-valinu

Tabulka 2
Postupné odburanie hemoglobinu [17]

i 1 i

Stupen I Analyza v systéme l IdPe,I[,lI‘_;Ilﬁdl:::/“’l;? [ maf:it:z.um 1
14— PTH Val | 265mpu
¢ ————— PTH—Val 265 mpu
I1 A —+-——————> PTH—Leu 265 mpu
( ————— PTH—Leu 265 mpu
IIa 4 ——————» PTH—His 265 mu
¢ —— > PTH—His 265 mu

m |4 g | -

¢ - ___-‘__<—> PTH—GIu-NH, 26::) mu
- PTH—Leu 265 mu

mensia Skvrna s Rp zodpovedajicim oblasti medzi PTH-leucinom a PTH-
valinom. Po jednohodinovej hydrolyze 3 n-HCI sa tato 8kvrna straca (obr. 4)
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Obr. 4. Chromatogram fenyltiohydantoinového derivadtu aminokyseliny ziskanej v 1. stupni

odburania polypeptidickych retazcov hemoglobinu opice.
Cisla I, 2 a 4 znadia syntetické PTH-derivaty chromatografované ako kontroly.
1 — PTH-glycin, 2 — PTH-metionin, 4 — PTH-valin. Pod &. 3 bol chromatografovany
PTH-derivat izolovany v I. stupni postupnej degraddcie hemoglobinu opice. Fotografie
boli zhotovené kontaktnou fotografiou za pouZitia dokumentaénej kopirky.
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a ostdva distd Skvrna PTH-valinu. Vo vodnej fize nachiadzame &isty leucin-
Fenyltiohydant-oiny aminokyselin identifikované chromatograficky boli po-
tvrdené aj analyzou volnych aminokyselin ziskanych totdlnou hydrolyzou
PTH-derivatov 6 n-HCI pri 150 °C po dobu 18 hodin.

Tieto skutoénosti sveddia o tom, Ze jedinou koncovou aminokyselinou
hemoglobinu opice je valin, a potvrdzuji existenciu sekvencie valyl-leucyl
ako zakondenia «-retazca hemoglobinu opice Macacus rhesus. Na objasnenie:
sekvencii aminokonca ostatnych retazcov sme Studovani bielkovinu podrobili
dalsiemu odbdraniu. Tento spdsob sa ukazal nadejnym najmi po zisteni,
Ze valin je jedinou koncovou aminokyselinou. Ako vyplyva z tab. 2 a obr. 5,

L 5 G

4
i 4

-
R

60 I,

Obr. 5. Chromatogram PTH-derivatov ziskanych v II. stupni postupného odburania
hemoglobinu opice.

Cast A. Chromatogram PTH-derivitu extrahovaného pred neutralizdciou. Chromatogra-
fovalo sa v systéme heptdn—pyridin (7 : 3). Cisla 1, 2, 4 a § oznaduju referenéné syntetické
PTH-aminokyseliny.

1 — PTH-glycin, 2 — PTH-valin, 3 — vzorka, 4 — PTH-metionin, § — PTH-leucin..
Cast B. Chromatografia PTH-derivatu II. stuptia degradécie extrahovaného po neutra-
lizdcii nad parami amoniaku. Chromatografovalo sa v systéme heptan—n-butanol—

—kyselina mravdéia (4 : 4 : 2).
1 — PTH-leucin, 2 — vzorka, 3 — PTH-glu-NH,, 4 — PTH-histidin.

v druhom stupni postupnej degradacie globinu fenyltiohydantoinovou meté-
dou sme zistili PTH-leucin a po neutralizdcii papierika parami hydroxydu
aménneho sa ndm podarilo izolovat PTH-histidin. V III. stupni sme izolovali
a identifikovali opdt PTH-leucin a PTH-glutamin.
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Na zdklade tychto vysledkov uzatvarame, Ze aminové zakondenie poly-
peptidickych retazcov hemoglobinu opice je tvorené sekvenciami valyl-leucyl
a valyl-histidyl. PTH-aminokyseliny zistené v tretom stupni degradicie
aminového konca polypeptidickych retazcov nemozno jednoznaéne zaradit
ani k jednej z uvedenych sekvencii. Ak mozno na zaklade celkovej podobnosti
N-termindlnych aminokyselin opi¢ieho a ludského hemoglobinu usudzovat
na podobnosti aj v niektorych sledoch, bolo by mozné uvazovat o sekvencii
valyl-leucyl-glutaminyl pre «-zoskupenie a valyl-histidyl-leucyl pre g-zosku-
penie polypeptidickych retazcov. Vyjasnenie stanoviska k tejto otdzke, ako
aj Sir§ie §tddium okolia polypeptidickych retazcov bude ulohou dalej prace.
Vyznam analyzy tretieho stupiia postupnej degradacie bol v tom, Ze opidtovné
zistenie dvoch aminokyselin potvrdilo existenciu dvoch skupin polypepti-
dickych retazcov v molekule opifiecho hemoglobinu. KedZe naSe zistenia
pri hemoglobine opice sa v hrubych értach zhoduji s vysledkami Stadia lud-
ského hemoglobinu, ktoré vykonali H. S. Rhinesmith a spolupracovnici
[11, 12], vyvstala otdzka celkového poétu polypeptidickych retazcov. Kvanti-
tativne stanovenie dinitrofenylderivitov a fenyltiohydantoinov valinu je

Tabulka 3

Kvantitativne stanovenie N-koncového valinu
opiéieho hemoglobinu dinitrofenylaénou technikou

Korekény Zilsben
Po}{us D M6 Korekcia DM P hodnota
6. na véhu . na 6,6 mg
strat ;
globinu
1k 0,225 | 0,384 1,17 0,103 9,7
1y 0,280 | 0,384 — 0,107 9,7 0,51 uM
2 0,220 0,384 1,17 0,098 10,2
2 0,275 0,384 - 0,106 10,2 0,54 uM

zhrnuté v tab. 3 a 4. Ako vyplyva z tab. 3, dinitrofenylaénou technikou sme
zistili v priemere 5,2 uM DNP-valinu na 1 uM DNP-globinu, o svedéi
o existencii 5 zvySskov N-koncového valinu na 1 molekulu globinu. NaSe vy-
sledky dosiahnuté DNP-technikou sa kryji s vysledkami, ktoré ziskali
R. R. Porter a F. Sanger [2] pre Iudsky hemoglobin, no st v urditom
rozpore s vysledkami, ktoré v poslednom ¢&ase ziskali H. S. Rhinesmith
a spolupracovnici [11, 12]. Tato skutodénost nas viedla k snahe preverit tieto
vysledky inou technikou. Fenyltiohydantoinovd metéda v naSej tprave vy-
hovuje vcelku poZiadavkim kvantitativnej prace. Vysledky dosiahnuté
touto technikou (tab. 4) v zadsade potvrdzuju zistenia ziskané dinitrofenylaénou
technikou. Aj ked treba brat do dvahy, Ze obidve pouzité metédy pri praci
v mikromeritku st zataZené uréitou chybou, na zdklade ziskanych poznatkov
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mozno usudzovat na pritomnost 4—5 aminokoncovych valinov v molekule
hemoglobinu opice.

V pripade, Ze nové oddelovacie techniky neumoznia v budtcnosti korigovat
molekulovi vahu hemoglobinu, mozno v molekule hemoglobinu opice pred-

Tabulka 4

Kvantitativne stanovenie N-koncového valinu
opidieho hemoglobinu fenyltiohydantoinovou metédou

Teorakins I Upravované | Hodnota
Vzor- | V.d Y | iistend | upravena
aha | — faktor |
ka 16 Sbréb i hodnota na 6,6 mg
| v uM globinu
‘ :

0, 8,5 0,319 1,9 ‘ 0,60 . 0,47 uM
0, 7,1 0,312 1,9 ; 0,59 L042uM
O, 7,6 0,340 1,9 i 0,64 | 0,48uM
0, 7,6 0,340 1,9 [ 0,64 | 0,48uM
(e 7,4 0,312 1,9 i 0,59 0,43 uM
Og 8,2 0,312 1,9 1 0,59 ; 0,48 uM

pokladat existenciu $tyroch, pripadne piatich polypeptidickych retazcov.
Vysledky ziskané postupnou degradaciou vsak jednoznaéne ukazuju na dva
typy retazcov: retazce typu o s N-termindlnou sekvenciou valyl-leucyl a re-
tazce typu g s N-terminalnou sekvenciou valyl-histidyl.

Vyjasnenie otdzky prinesie izoldcia obidvoch skupin retazcov v pripade,
ze ide o podobnu stavbu molekuly ako pri ludskom hemoglobine [11, 12].
RieSenie tejto otazky, -ako aj otazok stvisiacich s objasnenim chemickej
stavby dalsich dasti polypeptidickych retazcov bielkoviny hemoglobinu
je tlohou nasej dalSej prace.

Dakujem s. 0. Gendovej za technicki spoluprdew pri experimentdlnej fasti.

Sahrn

Prestudovala sa otizka N-termindlneho zakondenia bielkovinovej zlozky
hemoglobinu opice Macacus rhesus. Dinitrofenylaénou technikou sa zistilo,
ze jedinou N-koncovou aminokyselinou $tudovaného hemoglobinu je valin.
Tento vysledok sa potvrdil aj metédou postupnej degradicie peptidov po-
mocou tvorby fenyltiohydantoinov.

Kvantitativnou analyzou DNP-technikou sa zistilo 5 N-koncovych valinov
a pre kvantitativne tdely prispésobenou PTH-metédou priemer 4,6 zvyskov
valinu na 1 molekulu hemoglobinu opice Macacus rhesus, &o svedéi o existencii
4—25 polypeptidickych retazcov v molekule §tudovanej bielkoviny.

Z kyslého hydrolyzdtu DNP-globinu sa izolovalo zoskupenie valyl-leucyl,
ktoré predstavuje N-terminalnu sekvenciu jednej skupiny retazcov opicieho
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hemoglobinu. Existencia tejto sekvencie sa potvrdila aj technikou postupného
odbtravania polypeptidického retazca.

Postupnou degradaciou polypeptidického retazca hemoglobinu opice PTH-
metédou sa zistilo, Ze N-termindlnu sekvenciu druhej skupiny retazcov pred-
stavuje zoskupenie valyl-histidyl.

V trefom stupni postupnej degradacie sa identifikovali opéit len dve amino-
kyseliny: PTH-leucin a PTH-glutamin. Z toho uzatvdrame na pritomnost
dvoch typov polypeptidickych retazcov: « reprezentovany N-terminalnou
sekvenciou valyl-leucyl (pripadne val. leu. glu-NH,) a f reprezentovany
N-termindlnou sekvenciou valyl-histidyl (pripadne val. his. leu).

Opisuje sa modifikacia PTH-metédy pre kvantitativne ucely.

O I'EMOTJIOBUHE (1V)
3AMETKA K IIO3HAHNIO BEJIKOBOII YACTU I'EMOIJIOBMHA
OBE3bSIHBl MACACUS RHESUS

ITABEJ MECIHAP

buoxumuueckuit ucTuTYT Meauuuucroro garyabreTa
Vunsepcutera umenu II. M. Ilagapura B Komnuax

Briso, b1

ABTOp H3yuajl Bolpochl N-TepMUHaJILHOTO OKOHYAHUs OelKOBOM YacTH I'eMOTrJI00MHa
obesbnHbl Macacus rhesus. [IMHUTpOeHMIOBON TeXHUKOH OBIZI0 0OHADPYIKEHO, YTO eJUH-
¢TBeHHON N-KOHIEBOM aMHHOKHCJIOTOH HM3YydeMGro TeMOr;I00MHA sIBISIETCA BaJIUH. ITOT
pe3yabTar -Obul MOATBEPHK/ICH M METOUOM HOCTeNlCHHOMH jferpajaliy Npy NMOMOIM BO3HEKHO-
BeHHs (DeHHIITHOT M IaHTOMHOB.

KosimuectBenHniM anann3oM DNP texHEMKOIl aBTOp Halues 5 N-KOHLEBBIX BaJIMHOB M IS
KOJIMUECTBEHHEIX lejici npucnocobicursiM PTH-MeToom o6Hapysxus B cpenreM 4,6 ocraT-
KOB BajivHAa Ha | Mollexyiuy reMoriiobuna o6es3nannl Macacus rhesus, UTO CBULETENLCTBYeT
0 CYHICCTBOBAHHM 4—O IIOJIMOENTHMUYCCKUX IeIell B MOJIEKY/C H3yuacMmoro Oeaxa.

I3 wmenoro rupponusata DNP-rio0MHA aBTOP H30AMPOBAJl TPYNNY BajMiI-JIedIuI,
KOTOpas mpejcTaBigeT N-TepMEHAjbHYIO CEeKBeHOWIO O;j\HOW Ipynnel lemeil 00e3bsiHEro
remorsnobusa. CymecTBoBaHME 3TOll CeKBEHIMH aBTOP IOATBEP/MII H TeXHHKOH MOCTeNeHHOH
Jlerpajauyy HOoJTHIeNTHANYeC KO 11emu.

HocTenenHol jierpajlaldeil HOJNUIEUTHAMYCCKOH Ileny 1eMo1uoduHa obesbnunt PTH-
MCTO;(0M aBTOp OOHapyui, uTo N-TepMHUHAJILHYIO CCKBEHIMIO BTOPOH Ipynmul Iemneii
1pe;lcTaBisieT FPYNNMPOBKA BAJIMII-THCTH NI,

B TpeTbeii cTemeHM IOCTeNeHHOIN jerpajalld¥ aBTOP MiIEHTAQULUPOBAJ OHATH TOJIHKO
ABe amuHokUC/ 10Tl @ T0 PTH-yrefiumn 1 PTH-rnoramus. Ha ocEoBanmy aT0ro aBTOp CYIAUT
O UPHCYTCTBUM JBYX THNOB NOJIUICHOTHIMUECKUX Ilelei: o penpe3eHTHPOBAHHYIO N-TepMu-
HaJILHOM eKBeHMueli Basu-Jcillun (MiK e BaJl. Jef. rno-NH,) n § pelpe3eHTHPOBAHHEY IO
N-TepMHHaILHON ¢eKBEHIUEH BajIMI-THCTHMI (UJTH Ke BaJl. THC. Jiei).

I3 paGore onucuiBaetes Mogudurarma PTH-MeTo1a 1A KOIHYECTBeHHBIX Liesiell.

ITocTviio B pejlakimio 2. 4. 1960 r.
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ON HAEMOGLOBIN (IV)
A CONTRIBUTION TO THE KNOWLEDGE OF THE STRUCTURE OF
PROTEIN COMPONENT OF MONKEY MACACUS RHESUS
HAEMOGLOBIN

PAVEL MASIAR
Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, University of P. J. Safarik, KoSice

Summary

N-terminal sequences of protein component of monkey haemoglobin were studied
by DNP and PTH methods. Only valine in the form of DNP and PTH-derivates was
found as N-terminal amino acid of monkey haemoglobin.

Five N-terminal valine-residues were found by quantitative analysis of DNP-derivates
and 4,6 valine residues on an average by quantitative analysis of PTH-derivates of
N-terminal amino acids of monkey haemoglobin. On the ground of these results it has-
to be 4 and 5 polypeptidic chains in the molecule of monkey haemoglobin respectivelly.

A sequence of DNP valyl. leucyl which represents the N-terminal sequence of one
group of polypeptidic chains was isolated from acid hydrolysat of DNP-monkey haemo-
globin.

A sequence of valyl. hystidyl was found by PTH stepwise degradation procedure
as N-terminal sequence of a second group of polypeptidic chains of monkey haemoglobin.

PTH-leucine and PTH-glutamine was identified in the third step of stepwise degra-
dation procedure of protein molecule of haemoglobin. These results showe on the existence
of two kind of polypeptidic chains in monkey haemoglobin: « chains with N-terminal
sequences valyl. leucyl (valyl. leucyl. glutaminyl respectivelly) and g chains with N-ter-
minal sequences valyl. histidyl (valyl-histidyl-leucyl respectivelly).

A modification of PTH-method for the quantitative purpose was described.
Received April 2, 1960
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