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rimirstruk tur des Himoglobins vom Breitmaulnashorn (Cerarotherium simum,
Perissodactyla): g2 Glu*
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(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juni 1982)

Zusammenfassung: Das Himoglobin eines Breit-
maulnashorns (Ceratotherium simum) wurde un-
tersucht und die Primirstrukturen der a- und 8-

Ketten werden beschrieben. Diese wurden durch

Abbau der intakten Ketten (N-terminale Bereiche),

der tryptischen Peptide und saurehydrolytischen
Peptide (C-terminale Peptide nach Spaltung der
Asp-Pro-Bindung) im Sequenator ermittelt. Es
konnten ein - und mehrere S-Kettentypen nach-
gewiesen werden. Die B-Ketten unterscheiden sich

“in Position 62 und 116. In f62 wurden die Amino-

siuren Threonin, Serin und Alanin identifiziert.
in 8116 Glutamin und Lysin.

~ Die Sequenzen werden mit Daten von Pferd, Wild-

esel und Zebra verglichen und diskutiert. Fiinf

Aminosiuren, die im Methimogiobin des Pferdes
a, B, -Bindungen ausbilden, sind ausgetauscht:
@35 Gly=Ser, 2107 Ser~Val,all] Val-Leu,
«115 Asn—+Gln, 8116 Arg~Gln oder Lys. In Posi-
tion 2 der f-Ketten, einer Bindungsstelle fiir 2.3-
Bisphosphoglycerat, steht Glutaminsdure. Durch
Bindung von 2,3-Bisphosphoglycerat wird die
Desoxyform des Himoglobins stabilisiert und die
Sauerstoffaffinitit des Molekiils erniedrigt. Auf-
grund der Sequenzdaten kann fur das Nashorn-
himoglobin eine verminderte Himoglobin-Phos-
phatwechselwirkung vorausgesagt werden und
als Folge eine erhohte Sauerstoffaffinitdt des
Molekuls.

The Primary Structure of the Hemoglobin from a Wh:te Rhinoceros (Ceratotherium simum,

Perissodacryla): 82 Glu

Summary: The hemoglobin from a white rhinoc-
eros (Ceratotherium simum) was analysed and
the complete primary structure of the & and
chains is described. The glokin chains were
separated on CM-cellulose column in 8M urea
buffer. The amino acid sequences were mainly
determined by automatic degradation of tryptic
peptides in the sequenator. The results show.

Abkurzungen:

that globin consists of one a- and several $-chain
types. The § chains differ at position p62 where
the amino acids threonine. serine and alanine
were identified and at position $116 where
glutamine or Jysine were found.

The sequences are compared with those of horse.
wild ass and zebra hemoglobin. Five amino acid
residues of horse hemoglobin. which are involved

N = Nashorn. Reagenz 1V = 7-(1sothiocyanata)-1 .3.5-naphthahn-trisulfonsaure. Trinatpumsilz, Hp-Peptid =
C-terminales Peptid mit 47 Aminosauren nach saurehydrotytischer Spaltung der Asp-Pro-Bindung:

1 asPheCH4 () = Chior (A-p-tosyl-L-phenylalanyl) methan.

22 Mitteilung ber Hamoglobine: 51, Mutteil. welt

0015-31888/82/0303-1077502.00
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in the &, §, contacts are substituted in white
rhinoceros hemoglobin. These substitutions are
35 Gly=Ser, 107 Ser~Val, all] Val-Leu,
all5 Asn=>Gln and $116 Arg~Gln or Lys. Fur-
thermore glutamic acid was found at position §2
of rhinoceros hemoglobin. In most mammalian

hemoglobins the amino acid at this position is
histidin which is one of the residues that binds,
2,3-bisphosphoglycerat in deoxyhemoglobin. In
this way 2,3-bisphosphoglycerat controls the
oxygen affinity of hemoglobin.

Key words: Mammalian hemoglobin, primary structure, Rhinoceros. Perissodactyla.

In dieser Arbeit berichten wir iiber das Himo-
globin eines Breitmaulnashorns (Ceratotherium
simum, Fam. Rhinocerotidae) und mochten da-
mit unsere Untersuchungen zur molekularen
Evolution der Himoglobine der Unpaarhufer
(Perissodactyla) weiterfiihren. Wir haben das
Breitmaulnashornhimoglobin analysiert und be-
schreiben die Primirstrukturen der o- und g-
Ketten.

Experimenteller Teil

1) Gewinnung der o- und g-Ketten von Nashornglobin
Von P.G. Wright wurde einem einzigen Breitmaulnas-
horn (Ceratotherium simum) nach Narkoseschuf im
Kruger Park. Stidafrika Blut entnommen und eisgekiihlt
nach Munchen gesandt. Dic Erythrozyten wurden ab-
zentrifugiert. nach Standardbedingungen gewaschen und
lvsiert und dic HamoglobinlGsung in einer alkalischen
Acrylamidgelelektrophorese bei pH 8.9 analysiert
(Abb. 1).

Dic Hamabspaltung crfolgte mit Aceton/HCI und die
Trennung des Globins in a- und 8-Ketten durch Chro-
matographie an CM-Cellulose (Whatman) mit 8M Harn-
stoff. SmM Natriumphosphat, pH 6.7 (Abb. 2).

2; Spaltung und Peptidfraktionieruny

a) mit Trypsin

Native Ketien wurden mit TosPheCH)Cl-behandeltem
Trypsin éiber 4 b gespalten. Anschiiefend wurden die
Core-Peptide bei pH 6.5 gefiillt und abzentrifugiert. Die
loslichen Peptide wurden uber Sephadex G-2§ (Siule.
2.6 x 130 cm) mit (L.1M Essigsaure vorgetrennt und die
Gipfelfraktionen wester uber Dowex 50X4 (Saule:

0.6 x 60 cm, 42 “C) mit dem Pyridin/Acetatzykios ge-
reinigt. Gelegentlich erfolgte eine Nachieimgung der
Peptide durch Hochspannungselekirophorese auf dem
Papier bey pH 5.4,

b) mit Bromcvan

Die Spaltung der Ketten mit Bromeyan wurde an 7(proz
Ameisensiure dmchgcﬁihrllzl Die Frakbonicrung der

Peptide erfolgte iiber Sephadex G-50 (Siule:
2.6 x 130 cm) mit 8M Harnstoff, eingestellt mit HCI anf
pH 3.5,

¢) durch siurehydrolytische Spaltung der Asp-Pro-
Bindung

Die Asp-Pro-Bindungen (o Pos. 94/95, g Pos. 99/100)

wurden in 70proz. Amcisensiure mit 6M Guanidin « HCI

sauer hydrolysiert 31 und die Peptide tiber Sephadex

G-50 (Siule: 2.6 x 180 cm) mit 8M Harnstoff in 10proz.

Ameisensiiure fraktioniert.

3) Aminosiureanalyse

Die Proben wurden 20- 200 h mit 5.7M HCl i. Vak. be
110 °C hydrolysiert. Tryptophan wurde in Gegenwart
von 6proz. Thioglycolsiure bestimmt, Methionin und
Cystein nach Oxidation mit Perameisensaure. Tabellen-
werte in Klammern wurden aus der Sequenz berechnet.

4) Sequenzanalyse

Der Abbau der intakten Ketten (Carboxymethylderivate)
und der Peptide erfolgte im Sequenator (Gerat: Sequencer
890 C und 890 B der Fa. Beckman Instruments. Palo
Alto, Calif.).

Es wurden zwei Programme angewandt. Bej Ketten.
Bromcyanpeptiden und mit Reagenz IV umgesetzien
Lysinpepliden“l wurde mit dem Quadroiprogramm
gearbeitet“]. wiihrend kurze Lysinpeptide. Argininpep-
tide und Hp-Peptide mit dem 3-Dimethylaminopropin-
programm 61 abgcbaut wurden. Dic Jdentifizierung des
Phenylthichydantoinderivate der Aminosiuren erfolgte
durch Dénnschichtchromatographie in drei Sys!cmcnly"i
und Hochdruckﬂu\'sigkcitschromalog:npluc'3‘. (Gerat
HPLC 1084 der Fa. Hewlett Packard GmbH. Boblinger

Ergebnisse

Das Himoglobin des Breitmaulnashorns wurde in
einer alkalischen Polvacryvlamidgelelektrophorese
analysiert und ergab nur eine. aber relativ breite
und diffuse Hamoglobinbande (Abb. 1). Das
Globin konnte durch Chromatographie an CM-

Abb. 1. Acrylamidgelelektrophorese
von Nashornhimoglobin bei pH 8.9.

PR

(

@

Cellulose in a- und §-Ketten getrennt werden
TT(Abb. 2).

Durch Sequenzierung der carboxymethylierien
Globinketten wurden die V-terminalen Bereiche
ermittelt. Die a-Ketten wurden bis Pos. 31 und

die §-Ketten bis Pos. 42 analysiert. Zur weiteren
Sequenzanalyse wurden bevorzugt kurze Peptide
herangezogen (Tab. 1 und 2). Diese konnten stets
vollstindig abgebaut werden. Aus den Sequenz-
daten wurden dann die Bruttoformein der Peptide
abgeleitet und mit den Werten der Aminoséure-
analysen verglichen. Diese unabhingig erhaltenen
Daten stimmten stets iiberein. So deuteten die
Werte der Aminosdureanalysen fir das tryptische
Peptid Tp 7 der p-Ketten (Pos. 62—65, Tab. 2,
Spalte 7) mit Thr 0.31, Ser 0.31 und Ala 0.42
ein nicht einheitliches Peptid an. Bei Abbau des
Peptids im 3-Dimethylaminopropinprogramm
konnten wir dann in Schritt 1 drei unterschied-
liche Phenylthiohydantoinderivate identifizieren
und den Aminosiiuren Alanin, Threonin und
Serin zuordnen. Die Phenylthiohydantoinderivate
der Aminosduren Alanin und Threonin konnten
mittels Diinnschichtchromatographie und Hoch-
druckfliissigkeitschromatographie bei 265 nm
identifiziert werden, Serin und Threonin aufier-
dem bei 330 nm als Dehydroprodukte. Fiir quan-
titative Aussagen wurden nur die Werte der
Aminosiureanalysen herangezogen. Der zusitz-
liche Abbau des Bromcyanpeptids CB I1 (Peptid
mit 91 Aminosiuren, Pos. 56—146, Tab. 3} im
Quadrolprogramm fiihrte zu gleichem Ergebnis.

10F
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Celiulose, 05
CM-52-Saule: 2.6 x 16 em.
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—— Die C-terminalen Abschnitte der Globinketten. :,T’b' 2. Analysenwerte der tryptischen Peptide und des Hp-Peptids der 8-Ketten von Nashornglobin.
IILTT DT 2TTT T die sogenannten Core-Bereiche (G- und H-Helix)
y . X . ) - i 3a+3 N Tpb Tp7 Tp8 Tp9 Tpl0
Zlemnny w3z a%g 282l werden bevorzugt von aliphatischen Aminosiuren Tpl Tp2 |Tpdatdb) Tp T» P P P P 4
Lo vmv = mOw ®cN wMd|w aufgebaut. Sie sind daher sehr hydrophob und Asp 1.03 1.08 3.08 3.07 0.99
tryptische Spaltprodukte sind oftmals schwer zu Thr 1.05 1.09 135 0.31 0.92
£ isolieren. (z.B. aTp12, aTp}3, fTpl 2, fTpl3). - s 2.08 0.31 1.05 1.30
26|l anommoromonwaogeg Wir haben die Primirstrukturen der C-terminalen ¢ 0.96
B | ——ON N = MmB=CSOm . . Glu 2.7 3.03 1.13 .
2E| === -7 == - Bereiche durch Abbau der Hp-Peptide (e Pos. - 107 | 097
95-141, 8 Pos. 100-146) ermittelt. Der Abbau Pro S s 0.97 205 | 1.03
f |aemmowm—m—oem~—oom|_| der Peptide war eindeutig und klar. Uberraschen. Gly 2.92 P 0.42 ' 204
E [—-—— - -~ -= = derweise wurden in Position 116 der g-Ketten Ala 17 2.82 1.18 i 3.0 42 0.85
& Phenylthiohydantoinderivate von zwei Amino- Cys ’
= o " sduren (Lysin und Glutamin) gefunden. Daraus Val 1.07 1.20 1.96 1.80 1.06 1.09 1.96
c o] < g .
= c =~ muf geschlossen werden. dal das Hp-Peptid de Met 0.82
= $-Ketten in dieser Position uneinheitlich ist und Leu 110 1.95 1.13 2.07 1.06 3.07 1.80
= |Z8% 2 3 8 2 ~ von mindestens zwei -Kettentypen stammt. Die Tyr 1.05
= S e - - Quantifizierung der Phenylthiohydantoinderivate Phe 277 094 | 1.00
S | coone coco o ~ —o mittels .Hochdmcliﬂu§ngl$eltsci?rom atographie Trp 1.00 1.00
g |@& |323z% 225 %2 2 2% (s ergab ein Molverhiltnis fiir Lys: Gln von an- Lys 1.00 1.00 0.90 0.97 0.91 0.98 1 1.02 1.03
£ nihernd 0.4:0.6. Die §-Kettentypen werden His 1.01 2.84 1.08
EN " - = ® unter den chromatographischen Bedingungen bei )
s o = c o X | 0.80 0.79
£ s |z b4 ~ = < ~ pH 6.7 nicht getrennt. Bei Analyse des Gesami- Arg
z globins in einer sauren Harnstoffelektrophores: —.| Summe H 9 13 10 19 2 4 ! 16 13
o % ~ 3 in Gegenwart von Triton X-100 (Abb. 3) spalte:i
i = = S|~ die -Ketten immerhin in zwei Banden auf, wobei
£ eine Bande etwa doppelt so stark anfirbt wie die
< o (= L Xn Ial s Ss B X~ Daalng
S |8 [=S8S=omgx — =& <o (a
& = T=N=0OMT N NG - ~ P—
g a Tpll Tpl2 Tpl3 Tpl4 Tpls Summe A'.nalysen- Hp-Pepti
T e @ Ketten
|- - - -
3 Asp 203 | (1) 1.07 13 13.4 3.30 (3
£z = a& Th 1.4 53 5.6 1.50 (1)
= | £ — e |- : 43 4.9
v Ser .
2 = Gl 096 | WS | 378 133 13.2 530 (5.5)
= b4 o NA0 e -t 32 S =t OO0
E|E |2e28d8= & —%x ok | : | ero 0.92 1.06 4 4.2 17540
N —_——tNE=m e - =C= O -
3 S Gly 2 1.02 12 124 3.60 (3)
Sle | 2 = 2% 2 3 Ala m 210 | 3.96 17.4 17.1 6.30 (7)
= = —_—— [ F - o Cys i 1.0 »
I 22 %2 & o= = on - val 115 | @ 2.70 18 17.5 6.40 (7)
= - - & =T © = X =C 1 1.0
& 1a 2 3 e o 2 e =Z]R Met
I E ( Leu 096 | (4 1.06 1.08 19 19.4 6.15 (6)
S |la ez g s i Tv (LKS 104 3 28 135 (2)
o & | =< k o N
'E e - © M | CPSR N W I 0.95 & 7.5 285 (B
2 - { Trp | 2 2.0
= -— = -_— §
¥ |2 |38% € & 2 = | e | (1.5 1.06 132 12.5 12.2 385 (3.5
2 S = S <= - e~ .Abb. 3. Saure Huns}offel?ktrupl)orcs&. : His .08 - 1.05 0.96 9 8.9 348 (3)
= in Gegenwart von Triton X-100 in Poly- | ! : . sy 120 ()
- GEpserstETErentewm| f acrylamidgelen von Nashomglobm. i Arg 0.90 ’ - -
~ <EECET< s =S8 E5tz<| 2 N | - 47
= &z ) : Summe ] 16 12 12 2 146 7
f
!
]
f
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Tab. 3. Analysenwerte der Bromcyanpeptide der a-Ketten und der g-Ketten von Nashornglobin.

a-Ketten CBpl="" CBpll= s-Ketten CBpl= CBp Nl =
32 Reste 109 Reste 55 Reste 91 Reste

Asp 2.20 9.76 Asp 4.10 9.80
Thr 2.72 6.96 Thr 2.60 2.70
Ser 1.5§ 9.46 Ser 2.20 310
Ghu 4.12 3.67 Glu 7.00 7.00
Pro 1.10 6.16 Pro 1.90 2.20
Gly 3.79 6.15 Gly 4.20 7.90
Ala 4.58 10.45 Ala 6.70 9.70
Cys (8] Cys 1.00
Val 2.65 9.61 Val 6.80 9.70
Met (1) Met (1)

Leu 2.06 17.61 Leu 6.90 12.10
Tyr 0.84 2.76 Tyr 0.90 1.70
Phe 6.77 Phe 2.90 4.80
Trp (1) Trp (2)

Lys 1.76 8.57 Lys 3.00 9.30
His 1.53 7.958 His 1.00 8.99
Arg 1.10 2.12 Arg 1.80 1.10

32 109 55 91

andere. Hingegen findet man im Bereich der a-
Ketten nur eine Proteinbande. Dies stimmt auch
mit den Befunden der Sequenzanalyse iiberein. So
konnten im Verlauf der Sequenzierung des
a-Kettentyps in jeder Position immer nur eine
Aminosiure nachgewiesen werden.

Diskussion

Vor kurzem haben wir iber Hamoglobine der
Pferdeartigen (Fam. Pferde, U.O. Pferdeverwandte)
berichtet!®]. Wir hatten die Haimoglobine ein-
gehend untersucht und die Primérstrukturen wie-
dergegeben. Die Pferdeverwandten (U.O. Hip-
pomorpha) und die Nashornverwandten (U.O.
Ceratomorpha) bilden die heutigen Unpaarhufer
(O. Perissodactyla).

Samtliche Unpaarhufer lassen sich auf eine ge-
meinsame Stammgruppe zuriickfihren! !0}, Von
dieser spaltete sich im Paleozin (vor ca. 55 Mill.
Jahren) eine Linie ab. die zu den Hippomorpha
fihrte. wahrend sich aus einer anderen Linie die
Wurzelgruppe der Ceratomorpha entwickelte. Im
Eozan {vor ca. 45 Mill. Jahren) divergierten Zwei-
ge. von denen sich die heutigen Nashorner (Fam.

Rhinocerotidae) und Tapire (Fam. Tapirida) ablei-
ten lassen. Mit 5 Arten bilden die heute lebenden
Nashomer eine gut abgegrenzte Tiergruppelil:
drei Arten leben in Asien, zwei auf dem afri-
kanischen Kontinent. Entsprechend ihrer Stel-
lung im Stammbaum innerhalb der Familie
Nashorner, werden die heutigen Tiere als relati
urspriingliche Formen eingestuft” . Wir haben
das Hamoglobin eines Breitmaulnashorns
(Ceratotherium simum) untersucht und beschrie-
ben die Frimirstrukturen der a- und -Ketten.

In Abb. 4 sind die Sequenzen der a- und f-Ketten
homolog dem adulten Humanhimoglobin zuge-
ordnet! 2. Die a-Ketten von Human- und Nas-
hornglobin unterscheiden sich in 18 Positionen.
Wie unsere Untersuchungen gezeigt haben. lieg'
im Nashornglobin nur ein a- Kettentyp vor. i
Gegensatz dazu ist in der Familie der Pferdear:.
gen (z.B. Pferd! '3}, Wildesell®!) ein Polymorplus-
mus der a-Globine weit verbreitet. Vergleicht
man die a-Globine von Breitmaulnashorn und

= . 4 .

pensonl. Mitteilung von Dr. K. Hewssig, Institut f.
Paliontologic u. Histonsche Geologie d. Liniversitiit
Minchen.
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Abb. 4. Primirstrukiusen der a- und g-Ketten von Nashornglobin (N) verglichen mit llumanglobin (H).

In Pos. 62 der g-Ketten werden, auBer Alanin, Threonin und Serin gefunden. Weiler ist die Pos. 116 helerogen. Hier konnten wir neben Lysin Glutamin nachweisen.
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Pferdl??), so sind zwischen den beiden a-Ketten
16 Aminosiuren ausgetauscht. Vier dieser Aus-
tausche konnen auf Doppelpinkimutationen zu-
riickgefithrt werden, wihrend 12 Austausche als
das Ergebnis von Punkimutationen gedeutet
werden konnen.

Der in Abb. 4 wiedergegebene g-Kettentyp von
Nashornglobin und das 8-Globin von Human-
hamoglobin unterscheiden sich in der Sequenz
der Aminosiuren in 20 Positionen. Die Unter-
schiede in den Primirstrukturen der f-Globine
von Pferd und Nashorn sind erwartungsgemig ge-
ringer. Es sind 13 Aminosiuren ausgetauscht, die
alle als Folge von Punktmutationen interpretiert
werden konnen.

Wie die Ergebnisse der Sequenzanalyse zeigen,
sind die f-Globinketten vom Breitmaulnashorn
nicht einheitlich. So konnten in zwei Positionen
mehr als eine Aminosiure nachgewiesen werden.
In Pos. 62 wurden die Aminosiuren Alanin,
Threonin und Serin mit den Verhiltnissen
~0.4:0.3:0.3 gefunden. Die Austausche dieser
drei Aminosiuren sind durch Punktmutation er-
kldrbar, ebenso die Austausche Glutamin und
Lysin in $116. Die Quantifizierung der Phenyl-
thiohydantoinderivate der Aminosauren in der
Position B116 deutet auf ein Verhiltnis von Lys:
Gin=04:0.6.

Das Auftreten von drei Aminosiuren in einer Po-
sition ist bei Himoglobinen bisher nicht bekannt.
Betrachiet man die Ergebnisse, so kénnen diese
bei Annahme einer gleich grofien Syntheserate
der B-Ketten, einen Hinweis auf die Zusammen-
setzung der §-Kettentypen geben: 81 62 Ala,

116 Lys.fI1 62 Thr, 116 GIn;811] 62 Ser. 116 Glin.

Mit diesen drei §-Kettentypen ergibt sich die mini-
male Kombinationsméglichkeit drei (Zahl der
B-Gene). wahrend die maximale sechs wire. Auch
die Aufspaltung der -Globine in zwei Banden in
der sauren Harnstoffelekirophorese (Abb. 3) wir-
de dazu nicht in Widerspruch stehen, wenn man
in Betracht zieht, dafy zwei Ketlen unter diesen
Bedingungen nicht getrennt werden. Diese An-
nahme wird auch durch unterschiedliches Anfir-
ben der beiden Banden gestutzt. Das Vorkommen
von mehreren §-Kettentvpen lifit an die Ay- und
Gvy-Ketten (Position 136 Alanin, bzw. Glycin) des
Menschen denken. Da wir Blut von einem Tier
analysiert haben, koénnte auch im Globingenom

des Breitmaulnashorns ein Polymorphismus der
B-Gene vorliegen. Andererseits muf auch an eine
Kombination von multiplen Allelen gedacht wer-
den, ebenso an multiple Gene mit unterschiedli-
cher Syntheserate.

Das Vorkommen mehrerer §-Kettentypen in der
Q. Perissodactyla ist selten. Bisher wurden nur
ein bis zwei f-Kettentypen fiir das Steppenzebra
{Equus burchelli]) beschrieben(14!.

Im Hamoglobinmolekiil gibt es Aminosiurenreste.
die in ihrer Mutationsrate sehr konservativ sind.
Sie werden als invariant bezeichnet!!5). Dazu ge-
héren z.B. die Reste fir die Bindungsstellen der
Himgruppe, des allosterischen Effektors 2,3-Bis-
phosphaglycerat und der a; §,-Paare. Im Gegen-
satz zu den a; f>-Bindungen, die fiir die Funk-
tion von Bedeutung sind, sind die o, B, -Bin-
dungsstellen fur die Stabilitit des Molekiils
wichtig!'®). Die a; B;- bzw. a, B,-Bindungen
verhindern die Dissoziation der Dimeren bei der
Wechselwirkung des Tetrameren mit Sauerstoff.
Im Methamoglobin des Pferdes sind an der Aus-
bildung dieser Bindungen 41 Aminosiuren be-
teiligt (L.c.[15), S. 23). Einige dieser Aminosiuren
sind im Nashornglobin gegeniiber Pferdeglobin aus-
getauscht. Im a-Kettentyp: «35(B16) Ser—Gly,
al07(G14) Val=Ser, a111(G)8) Leu—Val,
al15(GH3) Gln~Asn;in den g-Ketten: §116-
(G18) Lys oder Gin—~Arg.

Von physiologischer Bedeutung fur die Sauerstofi-
affinitdt der Saugerhamoglobine ist 2,3-Bisphos-
phoglycerat. Durch Bindung des organischen Ph. -
phats wird die Desoxyform stabilisiert und die
Sauerstoffaffinitit des Himoglobins erniedrigt.
Die Wechselwirkung mit Phosphat erfolgt uber

die NH%-Gruppe von 81 Val sowie iiber 82 His.
p82 Lys und 143 His. Dabei kann. wie beim
Pferd. 82 Histidin durch Glutamin ersetzt sein!!71.
im Nashornglobin steht in 32 Glutaminsiure.

Eine Wechselwirkung mit 2 ist nicht mehr mog-
lich. Eine saure Aminosaure in 82 ist bei Sauger:
bisher nicht beschrieben.

Physiologische Untersuchungen sind bis heute
nicht bekannt. Aufgrund unserer Sequenzdaten
ist infolge von 82 Glutaminsaure eine erniedrigte
Assoziationskonstante des Himoglobins mit
Phosphat zu erwarten. Daraus folgt. daff im Nas-
hornhdmoglobin die Reduktion der intrinsischen
Affinitit geringer ist. als bei den meisten Siuge:-

- himoglobinen. Wird eine normale intrinsische
" Affinitiit vorausgesetzt, so ist fur das Nashorn-
hiamoglobin eine hohere Sauerstoffaffinitit zu
postulieren.

Mit dieser Arbeit ergiinzen wir die Untersuchun-

gen itber den Blutfarbstoff der rezenten Peris-

sodactyla. Sie sollen mit Daten iiber das Himo-
== globin eines Tapir abgeschiossen werden.

Wir danken Frau B. Schrank, Frl. H. Mairhofer und
Herrn C. Krombach fir dic Arbeit am Sequenator, Frau
C. Felsmann und Herrn A. Stang! fur dic Durchfiihrung
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The authors are grateful to the Departmeni of Nature
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