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PEPTIDY KYSELINY CYSTEOVEJ IZOLOVANE Z BAZICKEJ A NEUTRAL-
NEJ FRAKCIE KYSLEHO CIASTOCNEHO HYDROLYZATU KONSKEHO
HEMOGLOBINU

PAVEL MASIAR

Biochemicky tstav Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Kosiciach

Pozndvanie mikro$truktiry bielkovin o vysSej molekulovej vahe je v si-
dasnej dobe viazané na Studium nizsich peptidickych fragmentov kyslej alebo
enzymatickej hydrolyzy. Izolacia peptidov odvodenych od uréitej aminokyse-
liny a ich charakterizacia umoziiuje vytvorit si predstavu o stavbe polypepti-
dického retazca Studovanej bielkoviny v okoli zvoleného aminokyselinového
zvysku.

Cystein a cystin patria k aminokyselinam, ktoré zastavaji vyznacné po-
stavenie v molekule bielkovin. Z biologického stanoviska prinalezia k tym
aminokyselindm, ktorych blokdda alebo iné (oxydativne) narusenie vedie
k strate funkénych vlastnosti bielkoviny, ba ¢asto az k denaturdcii. Z hladiska
mikro$truktiity je dolezité, Ze ide o aminokyseliny tvoriace oby¢ajne zédkladny
skelet pre vizbu polypeptidickych retazcov v bielkovinovych molekuldch,
Ulohou tejto prace bolo $tidium zoskupeni aminokyselin v okoli cysteinu pri
peptidoch izolovanych z bazickej a neutralnej frakecie kyslého é&iastoéného
hydrolyzatu konského hemoglobinu.

Experimentalna éast
Materidl a metédy

Cisty hemoglobin sa pripravil patnasobnou krystalizaciou podla F. Haurowitza [1].
Bielkovinova zlozka — globin — sa ziskal vyzraZanim do okysleného aceténu [2] za
chladu.

Ciastoénd hydrolyza

2 g globinu sa 144 hod. hydrolyzovali koncentrovanou kyselinou solnou pri 37 °C.
Kyselina solné sa z hydrolyzitu odstrénila jednak na rotaénej odparke [3], jednak troj-
nasobnym odparenim vo vakuu nad tuhym hydroxydom sodnym.

Izoldcia peptidov kyseliny cysteovej

Postup pri frakecionacii a izolacii peptidov odvodenych od kyseliny cysteovej prehladne
znézornuje schéma 1. ’

Ionoforézou v pétkomorovom pristroji [4] bola z ¢iastoéného hydrolyzatu oddelend
skupina kyslych peptidov a arninokyselin. Postup pri oddeleni skupiny kyslych peptidov
bol ten isty, alko sme opisali v predchadzajucej praci [5]. Frakeia kyslych peptidov a ami-
nokyselin sa dalej nespracovéivala. Neutrdlna a béazické frakecia ¢iastoéného hydrolyzétu
sa podrobila oxydécii kyselinou peroxymravéou podla B. Keila [6]. Tymto sa pepti-
dicky viazany cystein zoxydoval na kyselinu cysteovi. Peptidy odvodené od uve-
denych aminokyselin boli potom ako pozitivne nabité iény oddelené z neutralnej
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Schéma 1

Izolacia peptidov kyseliny cysteovej z &iastoéného hydrolyzatu konského hemoglobinu
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a béazickej frakcie ionoforézou v pétkomorovom pristroji vysSie uvedenym postupom.
Takto ziskand skupina peptidov kyseliny cysteovej sa rozdelovala dvojrozmernou pa-
pierovou chromatografiou v systéme I a II (pozri tab. 1). Ako nosié sa pouZil chroma-
tograficky papier Whatman 3. Detekcia peptidov bola uskutoénend pretiahnutim chroma--
togramu v 0,025 9, roztoku ninhydrinuv aceténe. Takto ohrani¢eny peptidicky material bol
eluovany destilovanou vodou vytrepanou chloroformom. 10 %, eluovaného materialu bolo
podrobené uplnej hydrolyze 6 n-HCI pri 105 °C po dobu 18 hodin. Hydrolyzou uvolnené
aminokyseliny boli identifikované papierovou chromatografiou v systéme III. Peptidy,
ktorych uplné hydrolyzaty neobsahovali kyselinu cysteovu, boli eliminované. Peptidy
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Tabulka 1

Rozpustadlové ststavy pouZité pri papierovej chromatografii cysteovych peptidcv

|
Sustava ZloZenie i
1 izoamylalkohol—pyridin—voda (2 : 7 : 2)
11 n-butanol—voda—Kkyselina propiénova (124,6 : 87,4 : 62)
III n-butanol—kyselina octovd—voda (110: 10: 33)
Iv n-butanol—pyridin—kyselina octovd—voda (30 : 20 : 6 : 24)
14 izoamylalkohol—pyridin—voda (1: 3 : 1) i
VI fenol—voda (8 : 2)
VII fenol nasyteny vodou (atmosféra nasytend amoniakom)

obsahujuce kyselinu cysteova boli oddelované a dodistované dvojrozmernou chromato-
grafiou v systéme IV a V, ako aj v systéme VI a III. Chromatografické chovanie izolo-
vanych peptidov kyseliny cysteovej je znézornené na obr. 1—3. Ako nosié¢ pre chroma-
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Obr. 1. Schematické znazornenie chova-
nia (Ryp) peptidov kyseliny cysteovej pri
prvom oddelovani dvojrozmernou chro-
matografiou v systéme I a II.
(isla peptidov suhlasia s &islami uvede-
nymi v tab. 2.
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Obr. 2. Chromatografické chovanie (Rg)

peptidov kyseliny cysteovej pri &isteni

dvojrozmernou papierovou chromatogra-
fiou v systéme IV a V.*

tografiu v uvedenych systémoch sa pouZil papier Whatman 4. Po detekeii, ktora bola
uskutoénend pretiahnutim chromatogramu v 0,025 9, roztoku ninhydrinu v aceténe,
boli izolované peptidy eluované destilovanou vodou vytrepanou chloroformom. Ziskané
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peptidy sa 18 hod. hydrolyzovali 6 ~-HCI pri 105 °C. Aminokyseliny tplnych hydro-
lyzatov izolovanych peptidov boli identifikované papierovou chromatografiou v systéme
III. Sporné aminokyseliny boli identifikované papierovou chromatografiou v systéme
VII. V obidvoch pripadoch sa ako nosi¢ pouZil chromatograficky papier Whatman 1.
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QObr. 3. Chromatografické chovanie (Rp) peptidov kyseliny cysteovej pri &isteni dvojroz-
mernou papierovou chromatografiou v systéme III a VI.*

YVysledky a diskusia

Molekula konského hemoglobinu je podla ddajov R. R. Portera a F.
Sangera [7] zloZzend zo Siestich otvorenych peptidickych retazcov. Pevné
spojenie polypeptidickych retazcov v molekule vaésiny bielkovin sa predpo-
klada pomocou kovalentnej vizby (S—S) zvyskov cystin/2. Zistilo sa vSak [8],
ze v konskom hemoglobine je pritomnych len 6 zvyskov odpovedajticich cys-
tein-cystinovym sirnym atémom. Okrem toho V. M. Ingram [9] zistil, Ze
4 skupiny SH st v nativnom hemoglobine ako dva symetricky situované pary,
kym v bielkovine denaturovanej Na-dodecylsulfitom sa objavuje aj treti par,
maskovany v nativnej bielkovine. Z toho vyplyva, %e v konskom hemoglobine
nis st pritomné disulfidické vazby, av§ik musia existovat iné medziretaz-
cové vazby, ktoré radove odpovedaji typu vizby S—S. Kedze M. E. Reich-
mannovi a G. R. Colvinovi [10] sa podarilo oxydaciou kyselinou pero-
xymravéou (ktord oxyduje prave sirne aminokyseliny) disociovat molekulu
konského hemoglobinu na 4 mensie celky, je pravdepodobné, Ze zvysky cys-
teinu sa tychto vézieb tak isto- nejakym spésobom zudastiiuji. Preto otazka
aminokyselinovych zoskupeni v okoli cysteinovych zvy$kov hemoglobinu je
aktualna.

* Cisla peptidov sdhlasia s &islami v tab. 2, ako aj s &islami na obr. 1. Hodnoty Ry sa
vztahuji na kyselinu cysteovt, ktoré je na obrézkoch bez &isla a je vyznalend len éiernou
Skvrnou bez vonkajSieho tenkého kruzku.
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Peptidy kyseliny cysteovej izolované z konského hermnoglobinu

Ako vyplyva z vysledkov uvedenych v tab. 2, okolie cysteinu v peptidickych
retazcoch je tvorené prevazne vysokopolarnymi aminokyselinami zastipenymi

Tabulka 2

Peptidy kyseliny cysteovej izolované z bazickej a neutrilnej
frakeie ¢iastoéného hydrolyzatu konského hemoglobinu*

1 CySO,H, his
2 CySO,H, ser
3 CySO,H, gly
4 CySO,H, asp, ser
5 CySO,H, asp, ser, gly
6 CySO,H, asp, ser, ala
7 CySO,H, asp, ser, gly, glu
8 CySO,H, asp, ser, glu, thr, val, leu
9 CySO,H, ser, ala
10 CySO,H, lys, arg, ser
11 CySO;H, lys, arg, ser, gly, glu
12 CySO,H, lys, arg,sser, glu, thr
13 CySO,H, his, asp, ser, ala, val
14 CySOzH, lys, his, asp, ser, gly, glu, thr
15 CySO,H, ser, glu, thr, val, leu

* (Cisla peptidov sthlasia s &islami uvedenymi na obr. 3.

skupinou dikarbénovych aminokyselin (kyselina asparagova a kyselina gluta-
mova), bazickych aminokyselin (lyzin, histidin, arginin) a hydroxyamino-
kyselin (serin, treonin). Ako vidiet, ide o aminoky:zeliny, ktorych aktivna
uloha pri fixdcii bielkovinovej globuly a pri tvorbe medziretazcovych spojov sa
vieobecne predpokladsa. Na priamy typ vézieb sa zatial z uvedenych vysledkov
nedd usudzovat. Bude to pravdepodobne mozné po zisteni presnej sekvencie
aminokyselin vedla cysteinovych zvyskov, na ¢om v sicéasnej dobe pracujeme.

Zaujimavé je zastupenie bdzickych aminokyselin v blizkom okoli kyseliny
cysteovej, ¢o je v uréitom rozpore s vysledkami H. Browna [11], ktory
z kyslého hydrolyzédtu Tudského hemoglobinu izoloval peptidy obsahujtice
vedla kyseliny cystzovej prevazne zvysky dikarbénovych aminokyselin. Aj
ked je potrebné brat do tivahy, %e ide o bielkoviny stojace na rozliénych stup-
foch fylogenézy, je pravdepodobnejsie, Ze metdda, ktord pouzil H. Brown,
nedovolovala izolaciu peptidov obsahujtcich vedfa kyseliny cysteovej aj zvy-
Sok bazickej aminokyseliny. Skupina silne kyslych a kysiych peptidov, ktord
pouzitim Dowexu-2 v acetatovom cykle uvedeny autor ziskal, nemohla obsa-
hovat peptidy, ktoré ako jednu alebo viac svojich zloZiek obsahovali zvySok
bazickej aminokyseliny, pretoZe tieto ostavali v neutralnej alebo slabo bazickej
oblasti.
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V savislosti s funkeiou globinu v transportnom mechanizme hemoglobinu je
dolezitd pritommnost histidinu v blizkosti cysteinového zvysku. Je zndme, Ze
imidazolovy kruh histidinu jednak vytvdra s hémom koordinativnu vizbu
[12, 13], jednak interaguje pri transporte kyslika [14]. V désledku toho je
pravdepodobné, Ze aktivne centrum hemoglobinu je niekde v okoli histidino-
vych zvyskov. Je teda pravdepodobné, %e okrem alaninu, leucinu, serinu, vali-
nu a lyzinu izolovanych vedla histidinu v predchidzajicej praci [15] aj cystein
sa moéze zucastnit aminokyselinového zoskupenia aktivneho centra.

Dakujem s. B. Korelkovej za technicki spoluprdcu a kolektivu biochemického oddelenia

I. Chemického ustavu Ceskoslovenske] akadémie vied za ldskavii pomoc a umosnenie vykonat
cast pokusov na ich pracovisku.

.

Suhrn

Z krystalického konského hemoglobinu bola izolovana bielkovinovéa zlozka
globin a podrobena é&iastoénej hydrolyze kyselinou solnou.

Z bazickej a neutralnej frakcie diastotného hydrolyzatu boli po predchddza-
jucej oxydacii kyselinou peroxymravéou izolované peptidy kyseliny cysteovej
a bolo stanovené ich sumarne zlozenie. Zistilo sa, Ze v okoli kyseliny cysteovej
si v znafnom mnozstve pritomné zvySky vysokopolarnych dikarbénovych
aminokyselin (kyselina asparigovd a kyselina glutamové), béazickych amino-
kyselin (lyzin, histidin, arginin) a hydroxyaminokyselin (serin, treonin).

V préci sa diskutuje o otdzke medziretazcovych vizieb v molekule hemoglo-
binu, ako aj o moZnostiach tdasti cysteinu v aktivnom centre hemoglobinu.

NENTHABI HUCTEMHOBONW KNCJAOTHI, N30JNPOBAHHEBIE
"3 OCHOBHOM 1M HEWTPAJIBHOHM GOPARIIMN KHUCJIOTO
YACTUYHOI'O THAPOJINBATA ROHCROI'O TEMOI'JIOEMHA

ITABEJI MACHAP

Buoxumuueckuii MHCTHTYT Meumunckoro ganyabrera YHUBCPCHTCTa MMCHHM KoMeHCKOro
B Howmmmax

BriBoant

V3 KpUCTAJIIMIECKOT0 KOHCKOTO reMoryiobuHa Oblna 130/mipoBaHa 6eaKkoBas yacTh r100HH
M NOXBEPTHYTA YACTHYHOMY THIPOJIU3Y COJISHOI KHCJIOTOIi.

13 ocHOBHOII 1 HefiTpanbHOIl (PAKIUIT IaCTHYHOrO IWIPOIN3ATA NO NPEABAPHTEILHOM
OKCHUAMPOBAHUM IEPMYPABLUEOM. KHCJIOTOI OLIIH N30JIMPOBAHLI HEHOTHAK IMCTEHHOBOM
KMCNIOTHl ¥ GBII OIPEJEJCH IX aMHHOKHCIOTHEHII cocTaB. BLo BhisicHeHO, 4TO B 00JacTH
LMCTEMHOBOM KHCJIOTHL. IPUCYTCTBYIOT B 3HAUNTEJLHOM KOJIMYECTBE OCTATKH BEICOKOIOJISIP-
HBIX AMKapOOHOBLIX (acmaparmEOBAsT M IVIIOTAMHHOBAS KUCJOTLL), OCHOBHBIX (TU3HH, FHCTHA-
AUH, ADTHRENHE) I TMAPOKCU (CEPHH, TPCOHNH) AMANOKMHCIOT.

B pafore IWCKYTHPYeTCS BONMPOC MCHMIAYLCHOUHLIX CBs3eil B Mojexyse reMoraobnma
a TaKiKe I BO3MOMKHOCTH YUacTHs IUCTEHHA B AKTHBHOM IIEHTPE reMOrToOnHa.

Hoctymuio B peparipo 10. 1. 1958 r.
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PEPTIDE DER CYSTEINSAURE AUS DER BASISCHEN UND
NEUTRALEN FRAKTION EINES SAUREN TEILWEISEN
HYDROLYSATS VON PFERDEHAMOGLOBIN

PAVEL MASIAR

Biochemisches Institut der Medizinischen Fakultit an der Komensky-Universitiit
in Kosice

Zusammenfassung

Aus kristallischem Pferdeh@amoglobin wurde der Eiweissanteil Globin isoliert und einer
partielle Hydrolyse mittels Salzsédure unterworfen.

Aus der basischen und neutralen Fraktion des Partialhydrolysats wurden nach einer
vorausgegangenen Oxydation mittels Perameisensidure Peptide der Cysteinsiure isoliert
und deren aminosidure Zusammensetzung bestimmt. Es wurde festgestellt, dass in der
Umgebung der Cysteinsdure in bet-échtlicher Menge Reste hochpolarer Dicarbonamino-
sduren (Asparagin- und Glutaminséure), basischer Aminoséuren (Lysin, Histidin, Arginin)
und Hydroxyaminosiduren (Serin, Threonin) anwesend sind.

In dieser Arbeit wird die Frage der Zwischenkettenbindungen im Molekiil des Hamoglo-
bins diskutiert, ebenso auch werden die Moglichkeiten der Anteilnahme des Cysteins im
aktiven Zentrum des Hamoglobins erortert.

‘In die Redaktion eingelangt den 10. 1. 1958

LITERATURA

1. Haurowitz F., Z. physiol. Chem. 232, 125 (1935). — 2. Anson M. L., Mirsky A. E.,,
J. Gen. Physiol. 14, 603 (1930). — 3.Craig L. C., Gregory J. D., Hausmann W,
Anal. Chem. 22, 1462 (1950). — 4. Van&éek J., Meloun B., Sorm F., Chem. listy 51,
1367 (1957). — 5. Méasiar P., Keil B., Sorm F., Chem. listy 51, 352 (1957). — 6. Keil B,
Chem. listy 48, 1837 (1954). — 7. Porter R. R., Sanger F., Biochem. J. 42, 287 (1948).
— 8. Tristram G. R., Advances in Protein Chem. 5, 83 (1949). — 9. Ingram V. M.,
Biochem. J. §9, 653 (1955). — 10. Reichmann M. E., Coivin G. R., Can. J. Chem.
34, 411 (1956). — 11. Brown H., Arch. Biochem. Biophys. 67, 256 (1957). 12. — Conant
J.B., Harvey Lect. 28,159 (1932). — 13. Wymann, J., Jr., J. Biol. Chem. 727, 1 (1939).
— 14. Wymann J., Jr., J. Biol. Chem. 127, 581 (1939). — 15. Misiar P., Keil B,
Sorm F., Chem. listy 61, 1728 (1957).

Doslo do redakeie 10. 1. 1958



