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The amino-acid sequences of all expressed hemoglobins of the pig embryo are given: Hemo-
globin Gower I ({,/e,), Hemoblobin Gower II (a,/¢,), Hemoglobin Heide I ({,/3,) and Hemo-
globin Heide II (2,/9,). The {-, ¢- and 3-chains were obtained with chromatography on CM-cellu-
lose from isolated hemoglobin components. The primary structure was established by sequencing
the tryptic peptides in the sequenator: they were isolated using HPLC. The (-chains from pig and
human differ in 23, the ¢-chains in 20 positions. The embryonic globin-gene which express the
J-chains, is a new one in mammals, of ¢-type and up to now it could only be found in pigs: the
amino-acid sequence differ in only 4 positions from the ¢-chains. Because no y-chains (fetal Hb)
are expressed the sequences of all hemoglobins (5 hemoglobin chains forming 5 different hemo-
globins) of ontogeny in pig are now described.

In dieser Kurzmitteilung berichten wir iiber die
Sequenzen der (-, e- und 3-Ketten der embryonalen
Hamoglobine Gower I ({,/¢,), Gower II (a,/¢,), Hei-
de I ({,/%,) und Heide II («,/3,) des Schweines [1, 2].

Material und Methoden

Die Isolierung der Hiamoglobin-Komponenten
wurde frither beschrieben [1, 2]. Aus Gower I und
Heide I wurden die (-, ¢&- und $-Ketten iiber CM-
Cellulose gewonnen. Sie wurden mit einem konve-
xen Salzgradienten (10— 150 mM Natrium-Phosphat-
Puffer pH 6,8) eluiert. Die Reinheit der Ketten wur-
de elektrophoretisch nach Alter [3] gesichert: Die Se-
quenz wurde an Hand der tryptischen Peptide erarbei-
tet. Die Spaltung der Ketten durch Trypsin erfolgte
nach Standardmethoden. Die ,,core“-Fraktion wur-
de durch Ansduern des tryptischen Hydrolysats auf

Abkiirzungen: Hb, Himoglobin; HbA, adultes Himoglobin;
DPG, 2.3-Bisphosphoglycerat; Reagenz I, 1-(Isothiocyana-
to)benzol-4-sulfonsdure, Natriumsalz; Reagenz IV, 7-(Iso-
thiocyanato)-naphthalin-1.3.5-trisulfonsdure, Trinatrium-
salz.

Teile dieser Ergebnisse sind Auszug aus: F. A. Bieber, Dis-
sertation, Fakultdt fiir Chemie und Pharmazie der Eber-
hard-Karls-Universitat, Tiibingen, in Vorbereitung.

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. G. Braunitzer
0341-0382/83/0700-0613  $01.30/0

pH 6,2 ausgefdllt. Nach Gelfiltration der ldslichen
Fraktion an Sephadex G-25 in 0.1 N HAc wurden
die Peptide der Gipfelfraktionen weiter iiber HPLC
an RP2 und RP8 im Acetat-Acetonitril-System [4]
aufgetrennt. Die ,core“-Fraktionen der & und
3-Ketten wurden iiber HPLC im 0,1% TFA-Acetoni-
tril-System an RP2 aufgearbeitet. Die analytisch rei-
nen Peptide wurden automatisch im Sequenator mit
Quadrol [5] oder hydrophobem Puffer (Diethylami-
nopropin) [6] unter Hilfe von hydrophilen Senf6len,
Reagenz [ und Reagenz II [7, 8] abgebaut und durch
homologen Vergleich zugeordnet. Der blockierte
N-Terminus der (-Ketten wurde mit der Massen-
spektrometrie (FAB-Methode) aufgeklart [9].

Ergebnisse und Diskussion

Embryonale Hamoglobine wurden erstmals —
durch Alkalidenaturierung — von Kiinzer beim Men-
schen [10] beschrieben; spédter konnte elektrophore-
tisch gezeigt werden, dal zwei neue Gene (¢, () ex-
primiert werden, die zwei Hamoglobine, Gower II
(a,/e,) [11] und Gower I ({,/¢,) [12] bilden. Inzwi-
schen sind die Sequenzen der &- [13, 14] und 3-Ket-
ten des Menschen bekannt [15]: {-Ketten liegen fer-
ner blockiert vor, der N-Terminus ist acetyliert [6].

Es wurden weitere Untersuchungen an Embryonen
der Sduger, hauptsdchlich elektrophoretisch, durch-

Dieses Werk wurde im Jahr 2013 vom Verlag Zeitschrift fir Naturforschung
@ ® @ in Zusammenarbeit mit der Max-Planck-Gesellschaft zur Férderung der
BY ND Wissenschaften e.V. digitalisiert und unter folgender Lizenz verdffentlicht:
Creative Commons Namensnennung-Keine Bearbeitung 3.0 Deutschland
Lizenz.

This work has been digitalized and published in 2013 by Verlag Zeitschrift
fiir Naturforschung in cooperation with the Max Planck Society for the
Advancement of Science under a Creative Commons Attribution-NoDerivs
3.0 Germany License.

Zum 01.01.2015 ist eine Anpassung der Lizenzbedingungen (Entfall der
Creative Commons Lizenzbedingung ,Keine Bearbeitung*) beabsichtigt,
um eine Nachnutzung auch im Rahmen zukiinftiger wissenschaftlicher
Nutzungsformen zu erméglichen.

On 01.01.2015 it is planned to change the License Conditions (the removal
of the Creative Commons License condition “no derivative works”). This is
to allow reuse in the area of future scientific usage.



614

gefithrt. Wir konnten dltere Ergebnisse [17] am
Schwein bestitigen (Gower I und Gower II), haben
die Befunde insofern erweitert, indem wir ein neues
Genprodukt ($-Gen) [1, 2] nachweisen konnten, das
zwel neue embryonale Himoglobine, Heide I ({,/%,)
und Heide II (2,/3,) bildet [2]. Hier berichten wir
tiber die vollstindigen Sequenzen der (-, & und
3-Ketten des Schweines.

Die préparative Isolierung der ¢-, 3- und insbeson-
dere der {-Ketten zur spéteren Sequenzierung berei-
tete zundchst Schwierigkeiten; so wurde noch keine
Isolierung von (-Ketten iiber CM-Cellulose beschrie-
ben: in Puffer mit 8 M Harnstoff wandern (-Ketten
mit der Front und zu Beginn des Gradienten, sie
werden bei pH 6.8 und niedriger Ionenstarke kaum
an das Gel adsorbiert, die Ketten vom f-Typ (e, 3)
sowie x-Ketten werden starker gebunden, ,,schmie-
ren” jedoch bei einem linearen Gradienten. Durch
einen konvexen Salzgradienten werden aber alle
Ketten als scharfe Gipfel eluiert. Die Trennung der
Ketten von Gower II und Heide II gelang trotz-
dem nur schlecht, weil die x-Ketten des Schweines
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bei dhnlicher Ionenstirke eluieren wie ¢- und 3-Ket-
ten.

Das Kettenmaterial der einzelnen Gipfel wurde
durch Elekrophorese [3] identifiziert; die {-Ketten
spalten allerdings in zwei Banden auf, sind aber nach
der Sequenzanalyse einheitlich. AuBler TplOb der
Ketten vom f-Typ konnten alle Peptide aus dem
normalen tryptischen Ansatz an der Umkehrphase
RP8 oder RP2 mit der HPLC isoliert werden. Aus
einem tryptischen Hydrolysat mit Perameisensdure
oxidierter Kette gelang die Reinigung von Tpl0b/
11. Der N-Terminus der (-Ketten, deren Sequenz
dem «-Typ entspricht, wurde massenspektrometrisch
(FAB Methode) [9] erarbeitet: die blockierende End-
gruppe ist ein Acetylrest.

Die komplette Sequenz der ¢-, (- und §-Ketten
wird in Abb.1 und Abb.2 wiedergegeben. Die
(-Ketten unterscheiden sich in 23, die ¢-Ketten in 20
Resten gegeniiber den entsprechenden Humanket-
ten. $-Ketten, deren Sequenzanalyse ebenfalls voll-
standig durchgefiihrt wurde, sind — wie schon frither
gezeigt [1] — vom ¢-Typ und unterscheiden sich von

A AB B

Hzg Thr Val Ala Thr

S ¢z Ac-Ser-Leu-Thr-Lys-Ala-Glu-Arg-Thr-Ile-11e-Gly-Ser-Met-Trp-Thr-Lys-1le-Ser-Ser-GIn-Ala-Asp-Thr-11e-Gly-Thr-Glu-Thr-Leu-Glu-
10 20 30

C cD E

H¢ Leu His Thr His

S -Arg-Leu-Phe-Ala-Ser-Tyr-Pro-GIn-Ala-Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Asn-Pro-Gly-Ser-Asp-GIn-Leu-Arg-Ala-His-Gly-Ser-
40 50 60

EF F FG

Hzg Val Asp Asp-Ile-Gly-Gly Ser Ile

ST -Lys-Val-Leu-Ala-Ala-Val-Gly-Glu-Ala-Val-Lys-Ser-Ile-Asp-Asn-Val-Ser-Ala-Ala-Leu-Ala-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu-His-Ala-Tyr-Val-
70 80 90

G GH H

Ht Leu Ala-Arg Phe

S E ~Leu-Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Phe-Leu-Ser-His-Cys-Leu-Leu-Val-Thr-Leu-Ala-Ser-His-Phe-Pro-Ala-Asp-Leu-Thr-Ala-Glu-
100 110 120

HC

Htg Ser-Val Ser

S & -Ala-His-Ala-Ala-Trp-Asp-Lys-Phe-Leu-Thr-I1le-Val-Ser-Gly-Val-Leu-Thr-Glu-Lys-Tyr-Arg
130 140

Abb. 1. Die Sequenz der (-Ketten des Embryos des Schweines. Die x-helicalen Bereiche A ... H, die interhelicalen Teile
der Peptidketten (CD, EF . ..) sind eingetragen. Die 23 Austausche gegeniiber den menschlichen embryonalen {-Ketten
wurden in homologer Weise [23] dadurch gekennzeichnet, daB die in den menschlichen {-Ketten vorkommenden unter-
schiedlichen Reste der Sequenz tibergestellt wurden. Die (-Ketten sind vom z-Typ und durch Duplikation des z-Gens

vor 400 x 10° Jahren daraus hervorgegangen.
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A B

He Ala-Val Ser Lys-Met Ala Leu

Se Val-His-Phe-Thr-Ala-Glu-Glu-Lys-Ala-Val-11e-Thr-Gly-Leu-Trp-Ser-Arg-Val-Asn-Val-Glu-Glu-Thr-Gly-Gly-Glu-Ala-Val-Gly-Arg-
10 20 30

G (o] D E

He Leu Leu

S ¢ -Leu-Leu-Val-Val-Tyr-Pro-Trp-Thr-Gln-Arg-Phe-Phe-Asp-Ser-Phe-Gly-Asn-Met-Ser-Ser-Pro-Ser-Ala-Ile-Met-Gly-Asn-Pro-Lys-Val-
40 50 60

EF F

He E7 Ile Pro-Ala

S ¢ -Lys-Ala-His-Gly-Lys-Lys-Val-Leu-Thr-Ser-Phe-Gly-Asp-Ala-Val-Lys-Asp-Met-Asp-Asn-Leu-Lys-Gly-Thr-Phe-Ala-Lys-Leu-Ser-Glu-
70 80 90

___FG G GH

He Lys Val-Met Thr Lys

S e -Leu-His-Cys-Asp-Lys-Leu-His-Val-Asp-Pro-Glu-Asn-Phe-Arg-Leu-Leu-Gly-Asn-Met-Ile-Val-Ile-ITe-Leu-Ala-Ser-His-Phe-Gly-Arg-
100 110 120

H HC
He Ser-Ala Ile
S &  -Glu-Phe-Thr-Pro-Glu-Val-Gln-Ala-Ala-Trp-Gln-Lys-Leu-Val-Ala-Gly-Val-Ala-Thr-Ala-Leu-Ala-His-Lys-Tyr-His

130

140

Abb. 2. Die Sequenz der ¢- und 3-Ketten der embryonalen Himoglobine des Schweines. In der Abb. ist die Sequenz der
e-Ketten wiedergegeben. Die x-helicalen Bereiche A . .. H, die interhelicalen Teile der Peptidketten (CD, EF .. .) sind ein-
getragen. Die 20 Austausche gegeniiber den ¢-Ketten der embryonalen Himoglobine des Menschen wurden in homologer
Weise [23] dadurch gekennzeichnet, daB die im Human-Hamoglobin vorkommenden unterschiedlichen Reste der Sequenz
ibergestellt wurden. Die 3-Ketten, ein neues Genprodukt der embryonalen Hamoglobine der Sduger, sind vom &-Typ und
wurden ebenfalls komplett sequenziert. Sie unterscheiden sich von den e-Ketten des Schweines im Austausch von nur 4
Aminosduren (9 =¢9 Ala— Ser, ¢16 Ser— Gly, €17 Arg— Lys, €120 Arg— Gly). Aufgrund der Sequenzunterschiede er-

gibt sich, daB das 3-Gen durch Duplikation des ¢-Gens vor ca. 20x20° Jahren entstand.

thnen in nur 4 Sequenzen. J-Ketten sind daher ein
Produkt der Duplikation des ¢-Gens, die aber vor
relativ kurzer Zeit, etwa 20 x 10° Jahren erfolgte.
Beim Schwein wird kein foetales Himoglobin ge-
funden: nach der embryonalen Phase wird — im Ge-
gensatz zum Menschen und vielen hoheren Sdugern
— sofort das HbA (a,/f,) [17, 18], also der adulte
Blutfarbstoff nachgewiesen. Die foetale Phase der
Atmung mit erniedrigten P,,0,-Werten ist durch ei-
ne niedrige DPG-Konzentration (Hb>DPG) ge-
kennzeichnet [19—22], doch — post partem — wird
durch Ankurbelung der DPG-Biosynthese der Nor-
malwert des erwachsenen Tieres (Hb <DPG) er-
reicht. Durch diese Arbeit sind beim Schwein
samtliche Himoglobine (5 Genprodukte = 5 Ketten,
die S Hamoglobine bilden) der exprimierten Hb-Ge-
ne beschrieben. Wéhrend fiir die embryonale Phase
der Ontogenese 4 Hamoglobine bereitgestellt wer-
den, steht fir die foetale Phase und fiir das erwach-
sene Schwein ein einziger Blutfarbstoff zur Verfii-

gung. Diese Daten sollen durch physiologische Un-
tersuchungen der 4 embryonalen Hamoglobine er-
ginzt werden und aufgrund der vorgelegten Primir-
struktur erstmals eine vollstindige (molekulare)
Deutung der Aufnahme des Sauerstoffs aus dem
Blutkreislauf der Mutter, dessen Transport und des-
sen kontrollierte Abgabe an den Embryo ermogli-
chen. Die Ausfiihrliche Diskussion der Daten erfolgt
spater.
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