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The primary structure of the dimeric hemoglobin (erythro-
cruorin) CTT-IX from the insect larva Chironomus thummi
thummi (Insecta Diptera) is given. The sequence was deter-
mined automatically. The primary structure is compared
with human a-chains.

Die Larven verschiedener Chironomiden (Diptera)
zeigen einen ausgeprigten Polymorphismus und ent-
halten bis zu zwolf elektrophoretisch unterscheidba-
re Himoglobine [1, 2]. Bei physiologischem pH lie-
gen diese teils als Monomere (mindestens 4), teils als
Dimere [3] vor. Der hohe Grad an Polymorphismus
ist sowohl in struktureller, funktioneller genetischer
und evolutiondrer Hinsicht von Interesse. Die Pri-
mirstrukturen zweier monomerer und dreier dime-
rer Himoglobine von Chironomus thummi thummi
wurden bereits vorgelegt [4 —8]. Niher untersucht
wurde bisher das monomere Hidmoglobin CTT-III
[4], dessen Rontgenstruktur (1,4 A) vorliegt [9] und
dessen Affinitat zu verschiedenen Liganden gut cha-
rakterisiert ist [10a—10e]. In dieser Mitteilung be-
richten wir tiber die Primirstruktur der dimeren
Komponente, CTT-IX, die — im Gegensatz zu ande-
ren bisher beschriebenen Komponenten - keine He-
terogenitit aufweist.

Material und Methoden

Chironomus thummi thummi Larven wurden von
zoologischen Hindlern in Miinchen bezogen. Die
einheitliche Artzugehorigkeit des Materials wurde
durch Elektrophorese iiberpriift.
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Isolierung

Das Rohhimoglobin wurde aus den Larven nach
beschriebenen Methoden [1] isoliert. Zur Isolierung
der Komponente CTT-IX muBten folgende Schritte
ausgefiihrt werden: Trennung des Rohhidmoglobins
in eine monomere und eine dimere Fraktion und an-
schlieBende Chromatographie des dimeren Gemi-
sches tiber Sephadex As, . Die ausfiithrliche Beschrei-
bung der Isolierung erfolgt spiter. Die Homogenitit
der Komponente CTT-IX wurde durch Gelelektro-
phorese und N-terminalen Abbau im Sequenator
iiberpriift. Das Globin wurde nach der Athylmethyl-
Keton-Methode [11] erhalten.

Spaltungen, Isolierung der Peptide

An chemischen Methoden wurde die Spaltung mit
Bromcyan [12] und die selektive Spaltung der Pep-
tidbindungen C-terminal von Tryptophan mit
BNPS-Skatol [14] angewandt. Zusitzlich wurde das
an den e-Aminogruppen mit Maleinsiureanhydrid
[13] blockierte Globin mit Trypsin gespalten.

Die Vortrennung der Spaltgemische erfolgte an
Sephadex G 50 in 8 M Harnstoff/10% Essigsiure
bzw. in 6 M Guanidinhydrochlorid/0.1 M Tris HCL
Die einzelnen, mehrere Peptide enthaltenden Gipfel
wurden an DEAE-Cellulose (-Sephacel) oder an
CM-Cellulose (-Sephadex) in 8 M HarnstofT rechro-
matographiert.

Aminosdureanalysen, automatische Sequenzanalyse

Die Proben wurden in konstant siedender 5,7 N
HCI1 20 h bei 110 °C hydrolysiert. Die Analysen wur-
den mit einem Beckman-Aminosiureanalysator,
Model 121 C, durchgefiihrt.

Die Sequenzanalyse wurde im Sequenator [15], im
Sequencer der Firma Beckman, Modell 890 B bzw.
890 C, durchgefiihrt. Zwei Programme kamen zur
Anwendung: a) Quadrolprogramm [15] mit verldn-
gerter Losungsphase im Quadrolpuffer [16] fur in-
taktes Protein und lange Peptide (>50 AS), b) N,N-
Dimethylaminopropin-Programm [17] fir kurze
Peptide (<50 AS). Die Phenylthiohydantoinderivate
der Aminosiduren wurden durch Diinnschichtchro-
matographie identifiziert.

Resultate und Diskussion

Bei der Aufklirung der Primirstruktur von CTT-
IX wurde den Anforderungen einer modernen Se-
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Asp-Pro-Val-Ser-Ser-Asp-Glu-Ala-Asn-Ala-1le-Arg-Ala-Ser-Trp-Ala-Gly-Val-Lys-His- -Asn-Glu-Val-Asp-Ile-Leu-
Val-Leu-Ser-Pro-Ala-Asp-Lys-Thr-Asn-Val-Lys-Ala-Ala-Trp-Gly-Lys-Val-Gly-Ala-His-Ala-Gly-Glu-Tyr-Gly-Ala-Glu-Ala-Leu-
A AB. B—

30 40 50
-Ala-Ala-Val-Phe-Ser-Asp-His-Pro-Asp-Ile-GIn-Ala-Arg-Phe-Pro-Gin-Phe-Ala-Gly-Lys=- -Psp-Leu-Ala-Ser-ITe-Lys-Asp-Thr-
-Glu-Arg-Met-Phe-Leu-Ser-Phe-Pro-Thr-Thr-Lys-Thr-Tyr-Phe-Pro-His-Phe-Asp-Leu-Ser-His-Gly- -Ser-

C co D— E—
60 70 80
-Gly-Ala-Phe-Ala-Thr-His-Ala-Gly-Arg-Ile-Val-Gly-Phe-Ile-Ser-Glu-Ile-Val-Ala-Leu-Val-Gly-Asn-Glu-Ser-Asn-Gln-Ala-Ala-Met-
-Ala-Gln-Val-Lys-Gly-His-Gly-Lys-Lys-Val-Ala-Asp-Ala-Leu-Thr-Asn-Ala-Val-Ala- -His-Val-Asp-Asp-Met-Pro-Asn-Ala-
EF
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-Ala-Thr-Leu-Ile-Asn-Glu-Leu-Ser-Thr-Ser-His-His-  -Asn-Arg-Gly-Ile-Thr-Lys-Gly-GIn-Phe-Asn-Glu-Phe-Arg-Ser-Ser-Leu-Val-
-Leu-Ser-Ala-Leu-Ser-Asp-Leu-His-Ala-His-Lys-Leu-Arg-Val-Asp-Pro-Val-Asn-Phe-Lys-Leu-Leu-Ser-His-Cys-Leu-Leu-

F. FG G
120 130 140
-Ser-Tyr-Leu-Ser-Ser-His-Ala-Ser- -Trp-Asn-Asp-Ala-Thr-Ala-Asp-Ala-Trp-Thr-His-Gly-Leu-Asp-Asn-11e-Phe-Gly-Met-ITe-
-Val-Thr-Leu-Ala-Ala-His-Leu-Pro-Ala-Glu-Phe-Thr-Pro-Ala-Val-His-Ala-Ser-Leu-Asp-Lys-Phe-Leu-Ala-Ser-Val-Ser-Thr-Val-Leu-
GH H

-Phe-Ala-His-Leu
=Thr-Ser-Lys-Tyr-Arg
HC
Homologe Zuordnung von CTT-IX zu a-Human

Abb. 1. Die Konstitution des Himoglobins (Erythrocruorin) CTT-IX, von Chironomus thummi thummi (Insecta Diptera) der Sequenz der
menschlichen a-Ketten homolog® gegeniibergestellt. A, B, ..., AB ... helicale Bereiche, BC usw. interhelicale Bereiche.
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quenzierung Rechnung getragen: ks wurde auf klei-
ne Peptide verzichtet. Die Primérstruktur konnte un-
abhingig und ohne Zuhilfenahme der Homologie
durch iiberlappende Peptide vollstindig belegt wer-
den. Das methodische Problem dieser Arbeit war die
Isolierung stark aggregierender Peptide: Die Rein-
darstellung derselben konnte nur in stark denaturie-
renden Puffern erreicht werden.

Die vollstindige Sequenz ist in der Abb. 1 wieder-
gegeben und in homologer Weise [18] den a-Ketten
des Menschen gegeniibergestellt. Das Globin ist aus
145 Aminosiduren aufgebaut und enthilt unter ande-
rem 8 Histidine, 2 Methionine und 3 Tryptophane.
Wie in allen bisher untersuchten CTT-Hamoglobi-
nen ist auch in CTT-IX kein Cystein zu finden. Beim
Vergleich mit den a-Ketten zeigt sich, da nur 22
Aminosiduren invariant sind. Trotz der geringen An-
zahl identischer Positionen kann ein hoher Grad an
isopolaren Austauschen festgestellt werden. Auf ei-
nige Punkte der Sequenz sei besonders hingewiesen.
Das NA-Segment ist in CTT-IX um eine Aminosidu-
re verlingert. Das Tryptophan in Position 15 ist inva-
riant. Die B-Helix ist um 4 Aminosiuren verkiirzt
(N-terminal). Der CD-Abschnitt ist C-terminal um 2
Aminoséduren kiirzer, die D-Helix hingegen ist voll-
stindig (wie B-Human) vorhanden. Die E-Helix
kann C-terminal um eine Helixwindung (3 Reste)
verlingert angenommen werden. Ebenso sollte die
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F-Helix N-terminal um eine Windung linger sein.
Diese Interpretation geniigt auch den Kriterien nach
Chou und Fasman [19]. Im GH-Bereich fehlen
gegeniiber a-Human zwei Aminosduren. Die H-He-
lix wird durch Leucin beendet und zeigt sich um
eine Aminosdure verkiirzt (a-Human : HC Arg).
Aus der Tatsache, daB in E7 His. in E 11 Ile und
in F 8 His gefunden wird, kann nicht mit Sicherheit
geschlossen werden, ob der Himkomplex normal
(wie im Vertebratenhdmoglobin [20, 21]) oder wie
bei CTT-III vorliegt. wo His-E 7 nach auflen. d. h.
an die Oberfliche des Proteins weist und dabei eine
Wasserstoffbriicke zu einem Propionsiurerest des
Hims ausbildet, wihrend andererseits dem Ligan-
denbindungsort Ile E 11 am nichsten liegt [9, 22]:
Dimere Himoglobine besitzen allgemeineres Inter-
esse, da diese eine Zwischenstufe zu den tetrameren
Himoglobinen darstellen konnten.Welche Kontakte
bewirken eine Dimerisierung dieser CTT-Hémoglo-
bine, welcher Umstand verhindert eine Tetrameri-
sierung? Was ist deren physiologische Bedeutung?
Ansiitze zur Losung dieser Frage sind in Arbeit. Eine
eingehende Diskussion der Befunde erfolgt spiter.
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