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0 hemoglobine (XVII)*
Utinok karboxypeptidizy A a B na polypeptidové refazce izolované
z hemoglobinu opice Macacus rhesus

P. MASIAR

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

Karboxypeptiddza je enzym katalyzujici postupni degradaciu polypeptido-
vého retazca smerom od karboxylového konca k aminovému. Tato skutoénost
sa dnes 8iroko vyuziva pri §tidiu chemickej stavby vyssich peptidov i bielko-
vin. Ukazalo sa, Ze pouzitie uvedeného enzymu umoziuje s dostatodnou pres-
nostou stanovit aminokyseliny situované na tzv. karboxylovom (C) konei
polypeptidového retazca a v uréitych peptidoch i sekvenciu niekolkych amino-
kyselin, zidastiiujicich sa na tvorbe polypeptidového retazca v blizkosti volnej
karboxylove] skupiny. Pri $tddiu Struktury lIudského hemoglobinu pouzili
tito metédu s ispechom viaceri autori [1—8]. Pouzitie karboxypeptiddzy na-
hradilo starS§ie chemické metédy stanovenia C-termindlnych aminokyselin
pomocou hydrazinolyzy a pod.

Nadvézujic na pokusy s disocidciou bielkovinovej ¢asti hemoglobinu opice
Macacus rhesus [9], pouzili sme v tejto praci karboxypeptiddzu 4 a B na sta-
novenie C-terminalnych aminokyselin a sekvencii pri « retazcoch a f retazcoch
hemoglobinu tejto opice.

Experimentalna Gast

Material

a) Ako substrdt sme pouZili bielkovinové frakcie 4, B a C ziskané chromatografiou
disociovaného globinu opice Macacus rhesus na Amberlite IRC 50 pomocou gradienta
(2 — 8 M) mocoviny okyslenej na pH 1,8 kyselinou solnou [9, 10].

b) Ako enzym sme pouzili krystalické prepardty karboxypeptiddzy A4-a karboxypepti-
dézy B.

Odbidranie pomocou karboxypeptiddizy A

Metodicky zdklad pre odburavanie bielkovinovych frakeii karboxypeptiddzou sme
vytvorili kombindciou zdkladnych podmienok, ktoré opisali T. H. J. Huisman a spolu-
pracovnici [1] & G. Quidotti [11]. 6,6 mg frakcie B a C sa suspendovalo v 2,4 ml 0,2 M

* Vysledky prednesené na II. celo§tdtnych bicchemickych diicch v Starcm Smokovei
27.—28. aprila 1961 a na V. medzindrodnom biochemickcm kengrese v Mcskve v auguste
1961.
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fosfétového tlmivého roztoku o pH 8, obsahujtceho 0,056 M laurylsulfit a chlorid litny
v kone¢nej koncentracii 0,5 %, Do tejto zmesi sa pridalo 15 pl 2 9, suspenzie karboxypep-
tiddzy a 10 pl diizopropylfluorofosfatu na potladenie aktivity inych protedz. Zmes sa inku-
bovala v termostate pri 37 °C. Vzorky sa odoberali v éase 0 hodin 0,4 ml, po 1 hodine 0,8 ml
a po 3 hodindch 1,2 ml. Na odsolenie produktov sa pouZil vymienaé iénov Dowex 50 X 8
(20 — 50 mesh). Do kaZdej odobranej vzorky sa po inkubécii pridalo 50 mg Dowexu
50 X 8 (20 — 50 mesh) s 8 9, sietovanim. Celd zmes sa preniesla na mala kolénku (po-
uzila sa 2 ml sklend injekénd striekacka), ktord sa 6 krat premyla vodou. Uvolnené ami-
nc;kyseliny sa vytlaéili 0,4 ml 4 N-NH,OH pri volnom prietoku kolénkou a odparili sa vo
vakuu nad koncentrovanou kyselinou sirovou.

Odbirante aminokyselin pomocou karboxypeptiddizy B

6,6 mg frakcie 4 (« retazce) sa suspendovalo v 2,4 ml 0,2 M fosfatového tlmivého roztoku
o pH 8 s laurylsulfdtom a chloridom litnym podobnym spésobom, ako sme opisali vyssie.
Do zmesi sa pridalo 10 pl 2 9 karboxypeptiddzy B a 10 pl diizopropylfluorofosfatu.
Zmes sa inkubovala opét 3 hodiny pri 37 °C, vzorky sa odoberali v éase 0 hodin, po 1 hodi-
ne a po 3 hodindch. Produkty sa odsolili na Dowexe 50, podobne ako sme uZ opisali.

Analyza produktov

Aminokyseliny odstiepené karboxypeptiddzou sa analyzovali vysokovoltovou elektro-
forézou v 3 9, kyseline mravcej pri gradiente 80 V/em. Ako nosi¢ sa pouZil chromatogra-
ficky papier Whatman 1.

Kvantitativna analyjza

Na kvantitativnu analyzu uvolnenych aminokyselin sa opat pouzila papierova elektro-
foréza za vySSie opisanych podmienok. Pre vlastné vyhodnotenie aminokyselin sa pouzil
postup, ktory opisal F. Bode [12]. Skvrny vzniknuté po ninhydrinovej detekeii sa stabili-
zovali roztokom dusiénanu mednatého a farbivo sa eluovalo do metanolu. Eluity sa pre-
meriavali pri zelenom filtri na elektrickom fotokolorimetri sovietskej vyroby FEMK.
Hodnoty sa odpo¢itavali z kalibra¢nej krivky aminokyselin, zostrojenej podobnym
sposobom.

Vysledky

Vysledky kvalitativnej i kvantitativnej analyzy sit uvedené v tab. 1. Ako je z tabulky
zrejmé, po ulinku karboxypeptiddzy A uvolnili sa z frakecie B a C (f retazce) opic¢ieho
hemoglobinu tieto aminokyseliny: histidin, tyrozin a lyzin. Pri kvantitativnom hodnoteni
vynikd najmé histidin, ktory sme zistili v majoritnom mnoZstve. V postupne klesajticich
mno#stvdch sme zistili tyrozin. V stopédch boli pritomné glyein, serin, treonin, valin a leu-
cin. Uéinok karboxypeptiddzy B na frakeiu 4 (« retazce) sa prejavil uvolnenim koncového
argininu, tyrozinu a lyzinu. V stopdch sa opét zistili aminokyseliny: glycin, valin, alanin
a leucin. Kvantitativna analyza poukdzala na rovnaké zastuipenie argininu a tyrozinu
v koneénom produkte.
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Tabulka 1

Uéinok karboxypeptiddzy na polypeptidové retazce opidieho
(Macacus rhesus) hemoglobinu

] Karboxypeptiddza A Karboxypeptidédza B
arXi}rlx é:;{i}:;ﬁzv frakcia B frakcia C frakcia 4
1 hod. * i 3 hod. ** 3 hod. 1 hod. 3 hod.
Lys + 0,09 0,18 ++ 0,51
Arg — —_ — “+++ 0,52
His At = 0,46 0,46 — —
Try — — — — —
Asp — — — — —
Glu — — — — —_
Gly stopy — — stopy —
Ala stopy — — stopy —
Val stopy — — stopy —
Leu stopy — — stopy —
Ileu - — — — —
Phe — — — — —
Tyr + 4+ 0,3 0,3 +++ 0,52
Pro — — — — .-
Met — — — i _
Cys - — — — —
Ser stopy — — . e
Thr — = — — —

* Aminokyseliny skiimané vizuélne.
** Aminokyseliny skumané kvantitativne, vyjadrené v umoél/umol globinu (34 000).

Diskusia

Utinok karboxypeptiddzy na polypeptidovy refazec mozno éharakterizovat

schémou
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H,N.T.COOH
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Karboxypeptidaza by podla tejto schémy mala postupne degradovat retazec
az po vznik tripeptidu, pripadne dipeptidu. Av8ak ani v jednom pripade sa
nepodarilo tento idedlny stav pri 8tddiu bielkovin dosiahnut, pretoZe t&inok
karboxypeptiddzy je viazany nielen na existenciu volnej karboxylovej skupiny,
ale viaZe sa aj Specificky na zakondenie urditého substratu. Napriklad karboxy-
peptiddza 4 velmi pomaly odstiepuje C-koncovy arginin, kym karboxypepti-
diza B ho odstiepuje niekolkondsobne rychlejsie. Vzniknuté produkty stie-
penia tiez postupne inhibuji wuéinok karboxypeptidazy, takze maximéilna
téinnost, ktord mozno dosiahnut, je charakterizovand rozriefenim sekvencie
na urovni hexapeptidu az heptapeptidu.

V nasej praci §lo o to stanovit C-termindlne sekvencie « retazcov a f§ refazcov
opitieho (Macacus rhesus) hemoglobinu. Ako vyplyva z tab. 1, na C-konci
frakeie B a C sa jednoznadne stanovil histidin, ktory bol objaveny v najvidSom
mnozstve. Histidin je charakteristicky pre zakonéenie f retazcov Iudského
hemoglobinu. Mozno sa teda domnievat, Ze vo frakecii C a B sa z celkovej mole-
kuly oddelili § retazce opic¢ieho hemoglobinu. Mensi vyskyt tyrozinu a lyzinu
svedéi o tom, Ze aj koncova sekvencia f retazcov je identickd so sekvenciou
retazcov ludského hemoglobinu. Na zaklade vysledkov uvedenych v tab. 1
mozno dedukovat na sekvenciu lyzyl-tyrozyl-histidin, ktord vytvéara C-termi-
nalne zakondenie § retazcov.

Utinkom karboxypeptiddzy B sa odstiepili aminokyseliny: arginin, tyrozin
a lyzin. Arginin a tyrozin kvantitativne vykazuji rovnaké hodnoty. Aviak pri
uvazeni, Ze arginin sa vo vSeobecnosti velmi tazko Stiepi karboxypeptidazou,
sme predpokladali, ze arginin je tou aminokyselinou, ktora vytvara C-termi-
nalne zakondéenie « retazcov. Tomu nasvedéovalo analogické zistenie v ludskom
hemoglobine. Pre podporu tejto koncepcie sme v inej praci podrobili analyzam
trypticky hydrolyzat « retazcov hemoglobinu opice [13], z ktorého sa nam
podarilo izolovat peptid tyrozyl-arginin. Ak vezmeme do uvahy zakonitosti
spojené so Specifickym uéinkom trypsinu, mozno takyto peptid lokalizovat len
na C-terminalnu ¢ast polypeptidového retazca.

Z tychto zisteni mozno uzatvarat, Ze karboxylovy koniec o retazcov hemo-
globinu opice je charakterizovany sekvenciou lyzyl-tyrozyl-arginin. Porovna-
nim diskutovanych sekvencii so sekvenciami zistenymi pri ludskom hemoglo-
bine [1—8] vynikad tplne jasne zhodnost v &truktire Iudského a opicieho
(Macacus rhesus) hemoglobinu v oblasti C-terminalneho zakonéenia. O po-
dobnej zhode sa diskutovalo v naSej predchddzajtcej praci [14] v stvislosti
s N-termindlnym zakondenim polypeptidovych retazcov ludského hemoglobinu
a hemoglobinu opice Macacus rhesus.

Lckujem dr. J. I. Harrisovi z Department of Bicchemistry University of Cambridge
a dr. I. Rychlikovi z Ustavu organickej chémie a biochémie CSAV v Prahe za poskytnutie
prepardtov karboxypeptiddzy A a B.
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Sihrn

Studoval sa ginok karboxypeptiddzy A a B na frakcie ziskané chromato-
grafiou disociovaného globinu opice Macacus rhesus. Zistilo sa, ze frakecia 4
zodpovedajica svojou mobilitou o retazcom je zakondend sekvenciou lyzyl-
tyrozyl-arginin, ktord zodpovedd rovnakej sekvencii o retazcov Iudského
hemoglobinu. Vo frakeii B a C sa zistilo zakonéenie lyzyl-tyrozyl-histidin,
ktoré zodpovedd C-termindlnemu zakondeniu g retazcov ludského hemoglo-
binu.

O TEMOIVIOBIMHE (XVII)
IOEUCTBUE KAPBOKCHITENTUIA3Bl A U B HA NNOJIMNENTUIHBIE IIETOYKH,
BBHIJIEJEHHBIE N3 TEMOIJVIOBMHA OBE3bAHBI MACACUS RHESUS

IT. Macuap

Kageppa Omoxumunm Memguumackoro (aryiibTeTa YHHBEPCHTETa
um. I1. J1. Madaprra, Kowmune

Hayuanocs peficTene xapGokcmmentupasnt 4 u B ua (paknuu, 1osyyedHble XpoMaTo-
rpadueii nEccounnporanEoro raolnua oCespannr Macacus rhesus. O6Hapy#eno, uTo Ppak-
nEa A, oTeevaKmas CBoell IOABMIKHOCTLIO a-IENOYKAM, 3aKAHUABAETCS MOCJIef0BATENlb-
HOCTBIO JIM3HI-TUPO3WI-aPTHHAH, KOTOPasg OTBEUAET OJWHAKOBOI I10CJ1e0BATEIHLHOCTH
a-TlenoveK vejioeeyeckoro remorao(una. Bo ¢paknmnx B u C ofHapyeHa KOHIOBKA M-
3WJ-THPOSMJI-THCTHANE, KoTopas oTBcuaeT C-TepMHHaNbHell KOHNOBKe f-llelOUeK desloBe-
9ecKOro reMoryio0nHa.

UBER HAMOGLOBIN (XVII)
WIRKUNG DER CARBOXYPEFTIDASE A UND B AUF DIE AUS DEM
HAMCGLOBIN DES AFFENS MACACUS RHESUS ISOLIERTEN
POLYPEPTIDKETTEN

P. Misiar

Lehrstuhl fir Biochemie der Medizinischen Fakultdt an der P. J. Safdrik-Universitit,
Kosice

Es wurde die Wirkung der Carboxypeptidase A und B auf jene Fraktionen untersucht,
die durch Chromatographie des dissoziierten Globins des Affens Macacus rhesus erh alten
wurden. Dabei wurde festgestellt, dass die Fraktion A durch ihre den «-Ketten entspre-
chende Mokilitdt durch die Sequenz Lysyl-Tyrosyl-Arginin beendet ist, welche derselben
Sequenz der «-Ketten des Human-Hédmoglobins entspricht. In dsr Fraktion B und
C wurde die Endigung Lysyl-Tyrosyl-Histidin festgestellt, welche der C-terminalen
Endigung der f-Ketten des Human-Hi#moglobins entspricht.
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