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Respiration at High Altitudes, Phosphate-Protein-Interaction: Sequence of the Hemoglobins of the
Hamster (Mesocricetus aureatus) and the Camel (Camelus ferus, Camelidae).
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(Mesocricetus auratus) und des zweihockerigen Kamels (Trampeltier, Camelus ferus, Camelidae)
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Summary: The sequence of the main component of the hemoglobin of the hamster and that of
the camel (Camelus ferus) is given. The sequence is obtained authomatically by the sequenator using
the quadrol and the propyne programme.. The sequence of the e-and g-chains of the hamster is com-
pared with the human hemoglobin; the sequence of the hemoglobin of the camel (Camelus ferus,
Camelidac), in comparison to the llama, there are to be found in the a-chains five amino acid ex-
changes, in the g-chains are two exchanges — in §2 and 876 — only. The sequence §2 in camel — the
P,-glycerate contacs — is histidine:-This sequence sustains the interpretation of the high altitude res-
piration of the llama as mutation 82 His~»Asn. The amino acid sequence of the hemoglobin of Camelus

ferus and Camelus dromedarius is identical.

Wir berichten iiber die Sequenz der a-und f-Ketten
des Goldhamsters Hauptkomponente, und des zweihdc-
kerigen Kamels, des Trampeltiers (Camelidae): Diese
werden mit den Hamoglobinen des Menschen bzw. des
Lamas verglichen und die Sequenz im Hinblick auf
molekular Aspekte der Hohenatmung!»2 diskutiert.
Experimeneller Teil

Gewinnung des Himoglobins des Goldhamsters und des
Kamels.

Das Himoglobin vom Goldhamster wurde aus dem
Tierstall unseres Instituts erhalten. Die Priparate wurden
auf Einheitlichkeit in der Diskelektrophorese untersucht.
Es konnten eine Haupt-und zwei weitere Nebenkompo-
nenten in geringerer Menge nachgewiesen werden. Blut
vom Kamel (Trampeltier, Camelus ferus) war aus dem
Tierpark Hellabrunn, Miinchen: Die Elektrophorese
zeigte eine einzige Bande. Die Gewinnung der Ery-
throzyten, die Lyse und die Gewinnung des Rohhamog-
lobins erfolgte nach Standardmethoden, die Ldsung
wurde bef -30°C aufbewahrt. Die Gewinnung des Glo-
bins erfolgte nach der Aceton-HCl-Methode.

Die Trennung der a-und S-Ketten erfolgte durch’

Hamstoffpuffern iiber CM-Cellulose®. Beim Goldha-
mster konnten in einer Chromatographie die a-wie
B-Ketten der Hauptkomponente leicht in reiner Form
isoliert werden. Die wiedergegebene Sequenz ist die der

Hauptkomponente, Spaltungen wurden mit Trypsin und
Bromcyan” durchgefiihrt.

. Tryptische Peptide wurden nach Ansauem auf pH
2,0 iiber Sephadex G-25 (2.5X110 cm) in 0,1 N Essig-
sdure vorfraktioniert, die eiznelnen Gipfel wurden iiber
Dowex 1X25 oder . Dowex S0X4  rechromatogra-
phiert.

Sequenzanalyse
Es wurde mit der Filmtechnik® gearbeitet.

Programme: a) Quadrolprogramm, b) Dimethyl- oder
Diathyl aminopropinprogramm’.

a) Quadrolprogramm: Die a-bzw. §-Ketten wurden
in starker Anlehnung an die Oxiginalarbeit6 und mit zwei
Cyclisierungen abgebaut. Weiterhin wurde das Programm
zur automatischen Sequenzanalyse von Lysylpeptiden
mit den hydrophilen Senfolen, Reagenz I oder IV?
verwendet.

b) Propinprogramm: Das hydrophobe Programm
wurde fur Peptide mit C-terminalem Arginin (mit 150
sec Butylchlorid anstelle Essigester) verwendet: Gearbei-
tet wurde bei 3000 (high speed) und 200 (low speed)
Umdrehungen, um moglichst diinne Filme zu erreichen.

Konvertiert wurde mit 3 N Trifluoressigsiure 14 min
bei 80°C. Dic Thiohydantoine wurden mit Essigester

_ extrahiert; nach Abdampfen des Esters wurden die

Abkurzungen: ' .
Hb = Hamoglobin; P,-Glycerat = 2,3-bisphosphoglycerat;
Quadrol = N,N,N',N"Tetrafis (2-hydroxypropyl) ethylendiamin;

I = 1{(Isothiocyanato) benzol-4-sulfonsiure, Natriumsalz, 1V = 7-
(Isothiocyanato) naphthalin-1,3,5-trisulfonsdure, Trinatriumsalz,
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Thiohydantoine in Essigester — Methanol 1:1:(50 ul)
gelost unde meist durch Dunnsckuchtchromatograplﬁe
wie frilher beschrieben analymert - Nach dieser
‘Methode .werden simtliche 'l'hiohydantoine — eins-
chlieflich der Derivate des Histidins und Arginins auf
einer Platte getrennt. Zur Identifizierung von Serin und
Threonin wurde auch die Hochdruckﬂussigkeltschro-
matographie herangezogen (Gerit Firma Hewlett-
Packard, Modell HPLC 1084 B). Die Analysen wurden
mit dem Gerat der Firma Beckman Instruments, Modell
121 C, Palo Alto, California (2-Siulensystem), durchge-
fuhrt. (Einwaage: max. 400 ug Protein, bzw. 200 pg
Peptid).

Als Sequenator stand stand der Sequencer der Firma
Beckman Instruments, Modell 180 B, Palo Alto, Califor-
nia, zur Verflgung. Die Modifizierung des Gerites fir
das Propinprogramm s. oben.

Ergebnisse und Diskussion
Die Sequenz des Himoglobins des Goldhamsters® .

vas Blut des Goldhamsters Die Elektrophorese des
Lysates der Erythrozyten 12 ergab mehrere Himoglo-
binbanden. eine Haupt- und mehrere minor Komponen-
ten. Zur Untersuchung und Analyse der Sequenz mufiten
erst die Komponenten getrennt werden. Recht bald
jedoch konnten wir zeigen, dag die Peptidketten der
Hauptbande durch Chromatographie uber CM-Cellulose
in 8 M Hamstoff leicht in reiner Form erhalten werden.
Der Vergleich der Sequenz zum Menschen ergibt einen
relative grofen Unterschied sowohl in der Sequenz der
a-(36) wie der Sequenz der f-Ketten (19 Austausche).
Die . Pz-Glycerat-Bmd §sstellen sind-wie am adulten
Menschen erarbeitet! 3:1% — normal, also sieben (Abb. 1
und 2).

Die Sequenz des Himoglobins des Kamels.

Die Sequenzanalyse des Himoglobins des Kamels
(Trampeltier, Camelus ferus, Camelidae) war insofern
erleichtert, als sich zeigte, daf in der Elektrophorese
nur eine Bande gefunden wird: Das Globin konnte direct
einer Trennung unterworfen werden. Die isolierten
Ketten wurden im Sequenator analysiert, weiterhin
durch tryptnsche Spaltung und quantitative Charak-
terisierung und anschliessende Sequenzanalyse charack-
terisiert. Die Sequenz sowohl der a-wie der f-Ketten ist
in Abb. 3 und 4 wxedergegeben. Wir haben-infolge der
biologischen Aenekte!S ‘
Himoglobin des ...cnschen, sondern mit dem des Lamas
verglichen1+2+15

.des Lama-Hamoglobms

— die Sequenz nicht mit dem .

Paldontologie

Dle Paliontologie der Camelidae ist gut erfors-
cht!6:17 und derch viele Funde belegt. Lama (“Schafs-
kamel”) und Kamel evolvierten vor ca. 15 Millionen
Jahiren aus einer gemeinsamen Stammlinie, bevor sie aus
ihrer Urheimat — aus Nordamerika — im Pleistozan, nach
Stidamerika bzw. in die heutigen Regionen Asiens und
Afrikas auswanderten. Es war zu erwarten, daB nur
geringe Unterschiede zwischen beiden Proteiden gefunden
werden. Die Sequenzanalyse bestatigt die Paldontologie:
Die a-Ketten unterscheiden sich in fiinf Resten: Noch
geringer ist der Unterschied in den f-Ketten, wo in zwei
Positionen — $2 und 876 — ein Unterschied gefunden
wird.

Hb‘lyma,tmung

Wir hatten frither die P,-Glycerat-Protein-Wechsel-
wirkung des mensclﬂichen foetalen Hamoglobins und
untersucht: die hohere Sauer-
stoffaffinitat dieser Hamoglobine wurde gedeutet als
Unterbrechung der Phosphatbindungsstellen in 1143
(Serin) bei Foetus und 2 (Asparagin) beim Lama 1,2

‘Die Untersuchungen am Kamel sollten diese Hypothese

bestatigen.

Die f-Ketten des Lamas und des Kamels zeigen nur
zwei Austausche; es kann daher angenommen werden,
daf die Tertidrstruktur der §-Ketten des Lamas und des
Kamels gleich sind Beim Vergleich der Tertiarstruktur
des HbA und HbF!? des Menschen werden — als Erge-
bnis der grofen Sequenzunterschiede zwischen den
f-und vKetten2® — u.a. in einer kieinen Verschiebung
der A-Helix, gefunden. Weiterhin zeigt sich, daf eben der
Rest in f2, also eine P,-Glycerat-Bindungsstelle, die wir
fruher fur die Hohenatmung verantwortlich gemacth
hanen, beim Kamel als Histidin vorliegt, d.h., dag di
B-Ketten des. Dromedars und des Kamels sieben — im
Gegensatz zum Lama funf — Bindungsstellen zum
P. -Glycemt bilden.

Die hier vorgelegten Daten wurden durch Messungen
der O,-Affinitit am Hamoglobm des Lamas®! , des
Blutes des Dromedars?2, durch Affmntﬁtsmessungen des -

P,-Glycerats am adulten und foetalen Hamoglobin des

Menschen, am Hamoglobm des Lamas und des Kamels
verwallstamhgt2 . Sie bestatigen die Deutung der Hohe-
natmung des Lamas also Unterbrechung der 2 (NA2)
Bindungsstelle zu chlycerat durch Asparagin.

Camelus ferus, Camelus dromedarius

Die hier vorgelegte Sequenz des Camelus ferus und
die friher verSffentlichte Sequenz von Camelus drome-

+ R . -
Dic Heimat de; Goldhamstersist Syrien. Der heutige Wohnraum erstreckt sich von Rumanien bis Iran.




AbY, 1 Die Konstitution der o-Ketten der Hauptkomponent des Hamoglobins des Goldhamsters.
Die helicalen und die interhelicalen T°2° (A ... H, bzw. AB, EF ...) der Peptidketten sind eingetragen. Die Austausche genenuber

Human-Hamoglobin wurden in homologetz Weise dadurch gekennzeichnet, dag dic beim Menschen vorkmmenden unterschiedlichen
Reste der Sequenz ubergestellt wurden. £ .

A ‘ ' v : AB B

. Pro-Ala , " Val-Lys-Ala Val Ala _
Val-Leu-Ser-Ala-Lys-Asp-Lys-Thr-Asn-Ile-Ser-Glu-Ala-Trp-Gly-Lys-I1e-Gly-Gly-His-Ala-Gly-Glu-Tyr-Gly-
. 10 : o 20
C . CD .
Leu-Ser-Phe

Leu

-A1a-GIu-A1a-Leu-G]u-Arg-Met?Phe-Phe-VaI-Tyr~Pro-Thr-Thr-Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Va]-Ser-His* :

30 - ; 40 , 50

' o E ‘EF
S | » : R Ala  Val
-G]y-Ser—A]aéGln-Val-Lys-GIy-His-G]y-Lys-Lys-Va1-A1a-Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Gly-H{S-Le
: o 60 70
F | ___FG - : G |

u-Asp-Asp-

Met Asn A
~Leu-Pro-Gly-Ala-Leu-Ser-Ala-Leu-Ser-Asp-Leu-His-Ala-His-Lys-Leu-Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Leu-

80 90 100
GH. ' H

Ala Leu - Glu
-Len-Ser-His-Cys-Leu-Leu-Val-Thr-Leu-Ala-Asn-His-His-Pro-Ala-Asp-Phe-Thr-Pro-Ala-Va]-His-Ala-Ser-Leu-
110 o 120 '
: HC :

Leu
-Asp-Lys-Phe-Phe-Ala-Ser-Val:Ser-Thr-Va]-Leu-ThrfSer-Lys-Tyr-Arg
130 ' o 140

SNIGOTOONWAVH TINVD ANV HIISWVH ‘40 FONANDIS
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Abb. 2 Die Konstitution der g-Ketten der Hauptkomponente des Hamoglobins des Goldhamsters.
A . o A B
" 'Pro-Glu " Ser-Ala  Ala S Val  Glu Gly
Val-His-Leu-Thr-Asp-Ala-Glu-Lys-Ala-Leu-Val-Thr-Gly-Leu-Trp-Gly-Lys-Val-Asn-Ala-Asp-Ala-Val-Gly-Ala-
10 20 - ‘
c o o D

Ser Thr
-61u-A]a-Leu-GIy-Arg-Leu-Leu-Val-VaI-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe-Phe-Glu-H1s -Phe-Gly-Asp-Leu-Ser-Ser-
30 . 40 50

Pro-Asp i Gly Lys Leu-Gly-Ala Ser

-A]a-Ser-AIa-Va1-Met-Asn-Asn-ProfG1n-Val-Lys-A]a-His-G]y-Lys-Lys-Val-IleQHis-Ser-Phe-Ala-Asp-Gly-Leu-‘

| 60 70
__FEF , ’ | F | ' FG G_
Ala ' Thr = - Ala-Thr
-Lys-His-Leu-Asp-Asn-Leu-Lys-G]y-A]a-Phe-Ser-Ser-Leu-Ser-Glu-Leu-Histys-Asp-Lys-Leu-His-Va]~Asp-Prq-
80 o 90 ' . , ' 100
GH H

Arg. Val-Leu-Val-Cys Ala His-Phe Glu Pro
-G]u-Asn-Phe-Lys-Leu-Leu-Gly-Asn-Met-I1e-Ile I]e-Va]-Leu-Ser-H1s-Asp-Leu-G]y-Lys-Asp-Phe-Thr-Pro-Ser-
110 . 120
HC

-Val A Iyr-G]n
-Aia-Gln-Ser—A1a-Phe-Hls-Lys-Val-Val-A]a-G1y-Val-A1a-Asn A]a-Leu-Ala-H1s-Lys-Tyr-H1s

130 140
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Abb. 3. Die Konstitution der a~Ketten des Hamoglobins des Kamels (l'mnpelﬁer). _
Die helicalen unde interhelicalen Teile (A ... H, bzw. AB, EF ...) der Peptidketten sind eingetragen. Um den Vergleich zur Thema-

tick der Qghemtmung zu versinnbildlichen, wurden die Reste, die gegenuber dem Hamoglobin des Lamas ausgetauscht sind, in homolo-
ger Weise™ dadurch gekennzeichnet, dag die vorkommenden Unterschiede der Sequenz ubergestelli wurden.

A : AB B
. Ala Ile ' Asp
Val-Leu-Ser-Ser-Lys-Asp-Lys-Thr-Asn-Val4Lys-Thr-A1a-Phe-G1y-Lys-Ile-Gly-Gly-His-Ala-AIa-Glu-Tyr-Gly-
10 20
c cD

-Ala-G]u-Ala-Leu-Glu-Arg-Met—Phe-Leu-G]yéPhe-Pro-Thr-ThréLys-Thr-Tyr-Phe-Pro-HiS-Phe-Asp-Leu-Ser-His-
30 40 : 50
_EF

. E7
-Gly?Ser-Ala-Gln-Val-Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys-Va]-Gly-Asp-Ala-Leu-Thr-Lys-Ala-Alé-Asp-Hié—Leu-Asp-Asp-
| 60 70
F FG G
F8
-Leu-Pro-Ser-AlafLéu-Ser-Ala-Leu-SEr-Asp-Leu-His-A1a-His-Lys-Leu-Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phé-Lys-Leu-
80 | 90 100
- GH H

_ Ala Asp
-Leu-Ser-His-Cys-Leu-Leu-Val-Thr-Val-Ala-Ala-His-His-Pro-Gly-Asp-Phe-Thr-Pro-Ser-Val-His-Ala=Ser-Leu-
110 120

-Asp-Lys-Phe-Leu-Ala-Asn-Val-Ser-Thr-Val-Leu-Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg
130 140

SN!GM?OWSVH TAWVYD ANV HALSWVH 40 FONINOIS



Abb. 4 Die Konstitution der #-Ketten des Hamoglobins des Kamels (Trampeltier).
Wie ersichtlich unterscheiden sich die Ketten gegenuber dem Lama im Au'gtausch von nur.zwei Aminosauren: Dem Austausch in
Position 2 (Phosphatbindungsstelle) kommt besonder Bedeutung zu.

A B

Asn . ‘
Val-His-Leu-Ser-Gly-Asp-Glu-Lys~Asn-Ala-Val-His-Gly-Leu-Try-Ser-Lys-Val-Lys-Val-Asp-Glu-Val-Gly-Gly-
10 20

C cD

b__

-Glu-A]a-Leu-Gly-Arg-LeuéLeu-VaI-Va]4fyr-Pro-Tny-Thr-Arqurg-?he-PheéGlu-Ser%Phe-Gly-AspéLeu-Ser-Thr:
30 40 50
E

E7
-Ala-Asp-Ala-Val-Met-Asn-Asn-Pro-Lys-Val-Lys-Ala-His-Gly-Ser-Lys-Val-Leu~Asn-Ser-Phe-Gly-Asp=-Gly-Leu~
60 70
__FF F FG G
Ser | F8
-Asn-His-Leu-Asp-Asn-Leu-Lys-Gly-Thr-Tyr-Ala-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu-His-Cys-Asp-Lys-Leu-His-Val-Asp-Pro-
80 , 90 . 100
GH H

-Glu-Asn-Phe-Arg-Leu-Leu-Gly-Asn-Val-Leu-Val-Val-Val-Leu-Ala-Arg-His~-Phe-Gly-Lys-Glu-Phe-Thr-Pro-Asp-
110 120
HC

-Leu-Gln-A]a-A]a‘Tyr-Gln-Lys-Val-Va1-A1a-Gly-Va14Ala-Asn-A]a-Leu-Ala-His-Afg-Tyr-His
130 140

AINSTIM ‘H P TONVIS V ANVYHOS € ‘YIZLINuVHE 'O



SEQUENCE OF HAMSTER AND CAMEL HAEMOGLOBINS 7

darius®* sind identisch. Die *Auswanderung des Kamels
aus Nordamerika in die heutigen Regionen Asiens und
Afrikas its paldontologisch belegt, lediglich die Datierun-
gen schwanken. Diese spielen insofern keine Rolle,
die Mutationskonstante fiir Himoglobin ~6. 106 Jahre
betrigt, die Auswanderung aus Nordamerika bzw. die
Immigration der Cameliden in Eurasien erst im Pleis-
tozin erfolgte (1-2 108 Jahre): Die Ausgrabungen im
Pleistoziin zeigen aber einen gemeinsamen Vorfahren
(Paracamelus!
(Trampeltier) und Dromedar erfolgte spiter und in den
heutigen Regionen, die gleiche Sequenz ist daher nicht
tiberraschend. Identische Himoglobine wurden bei
Primaten, beim Menschen und Schimpansen gefupdenzs .
Herrn Prof. Dr. C. Bauer, Regensburg, danken wir fiir
viele wertvolle Diskussionen. Wir danken Fraulein Helga
Mairhofer fir wertvolle Mitarbeit und Herm Claus
Krombach fiir die Hilfe bei der Trennung der Peptidket-
ten. Herrn Dr. med. vet. V. Hornberger danken wir
fur die Bereitstellung von Blut des Goldhamsters.
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