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been completely removed even from the electrophoretically prepared samples. In agreement  with 
HOMMES et al. I~, we find less half-cystine in fetal hemoglobin than  in hemoglobin A, but  the 
value is three to four ra ther  t han  six residues per molecule. Unlike these authors ,  however, we 
have not  been able to secure any  evidence for the presence of a disulfide bond in fetal hemoglobin. 
The cysteic acid and amperometr ic  values agree, and t i t rat ion after t r ea tment  with Na2SO s gave 
the same value for sulfhydryl  groups as the one given in Table I. 

Except  for isoleucine and cysteine, the analytical results given in Table I are in general 
quite similar to other  values to be found in the literature, a l though the present  results show 
a tendency to be lower. I t  should be emphasized tha t  the single analyses of the 22 h and 7 ° h 
hydrolysates  do not  provide sufficient data  for the formulat ion of definitive tables on the complete 
amino acid composit ion of the proteins,  nor  do they permi t  decisions as to the possibility of 
small differences in the  composit ions of hemoglobins A, C, and E. This is part icular ly the case 
since there is reason to suspect  from the sulfhydryl  analyses t ha t  these prepara t ions  still may  
not  be completely pure. Since fur ther  work along these lines is not  contemplated,  the present  
results  are summarized simply to demonst ra te  tha t  the absence of isoleucine is one criterion to 
be considered in the evaluation of the pur i ty  of hemoglobin, and tha t  determinat ions of sulfhydryl  
groups and of half-cystine as cysteic acid may  be useful in following the purification of this 
protein. 

The authors  are greatly indebted to Dr. JOHN LEGGETT BAILEY for prel iminary work on the 
amperometr ic  t i trat ions,  to Miss KERSTIN JOHANSSON and Miss JOYCE 1 ~'. SCHEER for expert  
technical assistance, and to Mr. S. THEODORE BELLA who performed the microanalyses reported 
in this paper.  
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Les nucl6otides libre$ du cristallin de veau 

Nous avons  abord6 l '6tude de la rdparti t ion des nucMosides mono-,  di- et t r iphosphates  dans le 
cristallin comme pr61iminaire aux  recherches sur  le m6tabolisme nuc16ique de cet organe. 

Nos essais ont  port6 sur  des cristallins de veaux pr6lev6s aux abat to i rs  ~ moins d 'une  minute  
apr~s la mort ,  puis congel6s dans  un m61ange neige carbonique-ac6tone.  Apr~s un broyage 
l 'homog6n6iseur POTTER 1 dans l 'acide perchlorique o.6N et o ° C, la fraction acido-soluble a 6t~ 
s6par6e par  centr ifngat ion ~ I5,OOO tours /minu te  pendan t  20 minutes  dans une centrifugeuse 
MSE r6frig6r6e o ° C. Nous  avons encore effectu~ une extract ion du culot, par  l 'acide perchlorique 
o.2N et l 'ensemble des fract ions acido-solubles a 6t6 ensuite neutralis6 par  la potasse  ~ - - 5  °. 
Apr~s s6parat ion du perchlorate de potass ium insoluble, pa r  centrifugation, le surnageant  a 6t~ 
soumis  ~ une chromatographie  sur  colonne Dowex-1 X8, 2o0 ~ 4o0 mesh selon la technique de 
SCHMITZ2,$, 4. 

Le r6sul tat  d 'une  des chromatographies  por tan t  sur  i i  cristallins de veaux est prdsent~ 
dans la Fig. I. 

La  nature  des conlpos6s des divers pies a 6t6 d6termin6e apr~s rechromatographie ,  t enant  
compte :  de l 'absorpt ion dans l 'ul tra-violet  ~ deux longueurs d'onde, 26oo et 275o A, des r6sultats 
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Fig. I .  Chromatographie  de nucl6otides 
acido-solubles de cristallins sur  colonne 
Dowex-i  X8 2o0-400 mesh o.8 × 27 cm. 
Elut ion par  l'acide formique et formiate 
d ' ammonium.  Chambre  de m61ange 44 ° ml. 
Gradients d'61ution: fractions o m l - 5 o 8  ml 
HCOOH 4 N;  5o8 m l - 9 6 o  ml HCOOH 4 N 
+ H COONH 4 o .2N;  96o m 1 - i 2 8 o  ml 
HCOOH 4 N + H C O O N H  4 o.4N; 128o m l -  
fin HCOOH 4 N + HCOONH 4 o.SN.  En  
abcisse sont  port@s les volumes du liquide 
d'61ution, en ordonn6e les extinctions 
260 m/~ correspondantes.  Pour  l 'ad6nosine 
t r iphosphate ,  ces valeurs dtant  t rop  61ev6es, 
elles n 'on t  pu 6tre portdes sur  le graphique.  
Le trac6 du hau t  repr6sente le rappor t  des 
lectures de deux longueurs d 'onde Ext .  
275o/Ext.  26ooA.  Abr6viations:  A M P -  
A D P - A T P :  ad6nosine mono-, di- et tri- 
phosphate  ; GMP - GDP - GTP : guanosine 

mono-, di- et t r iphosphate ;  C M P -  CTP: cytidine mono- et t r iphosphate ;  U M P - U D P - U T P :  
uridine mono-, di- et t r iphosphate ;  UDPA:  uridine diphosphate  N-ac6tylglucosamine; UDPGI:  
uridine d iphosphate  glucose; UDPGa:  uridine d iphosphate  galactose; IMP: inosine mono- 

phosphate .  

des dosages de phosphore  selon BRIGGS 5, de la ddterminat ion des pentoses selon MEJBAUM 6 et 
d 'une  identification par  chromatographie  sur  papier W h a t m a n  No. i ~ l 'aide des solvants  su ivants  : 
isobutyrate d ' a m m o n i u m  (ioo :6o), propanol-ammoniaque--eau (6o-3o-lo) ,  bu tanol  tert iaire HC1 
o.3N. Darts le cas de l 'uridine d iphosphate  glucose et galactose, l ' identit6 des oses a 6t6 6tablie 
par  chromatographie  sur  papier W h a t m a n  No. i, solvants:  pyridine-ac6tate d'6thyle satur6 d 'eau 
(lO:4O). Pour  la mise en 6vidence de l 'uridine diphosphate  N-acdtylglucosamine, nous avons  
employ6 la rdaction d'AMINOm~ et coil# modifi6e par  REISSlG et coll. s. Pour  le diphosphopyridine 
nucl6otide, nous avons d6termin6 la courbe d 'absorpt ion A l 'ultra-violet  avec et sans cyanure 
de po tass ium selon COLOWlCK et coll. 9. 

I1 r6sulte de l 'ensemble de nos essais que le cristallin comprend les nucl6osides mono-, di- 
et t r iphosphates  de l 'ad6nine, de la guanine, de la cytosine et l 'uracyle ~ c6t6 du diphosphopyridine 
nucl6otide et du t r iphosphopyridine  nucl6otide et des compos6s qui restent  encore ~ identifier. 

Expr im6s  en millimol6cules, les nucl6otides de l 'ad6nine repr6sentent  54% du total  des 
nucl6otides des bases pur iques  et pyrimidiques.  A l ' int6rieur de cette fraction ad6nylique, il y 
a lO.4% d'acide ad6nylique, 18.1% d'ad6nosine diphosphate  et 71.5% d'ad6nosine t r iphosphate .  
D ' au t r e  par t ,  le phosphore  hydrolysable  de l 'addnosine t r iphosphate  et de l 'ad6nosine diphosphate  
reprdsente 62.2 % de la totalit6 du PO 4 lib6r6 A par t i r  des nucl6osides polyphosphates  en i o minutes  
en milieu HC1 N. Nous reviendrons ult6rieurement sur  la part icipation au mdtabolisme 6nerg6tique 
et & celui de l 'acide ribonucl6ique des divers nucl6otides ddcel6s. 

Nous remercions le Docteur  H. SCHMITZ, Pr ivatdozent  am Physiologisch-chemischen In s t i t u t  der 
Phil ipps UniversitAt, Marburg /Lahn  (Deutschland), qui nous a tr6s a imablement  conseill6 au 
cours de la mise au point  de la technique chromatographique.  

J.  KLETHI 
Clinique Ophtalmologique et Institut de Chimie biologique P. MANDEL 

de la Facult~ de Mddecine de Strasbourg (France) 

1V. R. POTTER ETC. A. ELVEHJEM, J. Biol. Chem., 114 (1936) 495. 
2 R. ]3. HURLBERT, H. SCHMITZ, A. F. ]3RUMM ET V. R. POTTER, J. Biol. Chem., 209 (1954) 23. 
3 H.  SCHMITZ, R. ]3. HURLBERT ET V. R. POTTER, J. Biol. Chem., 209 (1954) 41. 
4 H.  SCHMITZ, V. l~. POTTER ET t{. 3.  HURLBERT, Cancer Research, 14 (1954) 58. 

A. P. BRIGGS, J.  Biol. Chem., 53 (1922) 13. 
6 W. MEJBAUM, Z. physiol. Chem., 258 (1939) 117. 
7 D. AMINOFF, W. T. J. MORGAN ET W. M. WATKINS, Biochem. J., 51 (1952) 379. 
8 j .  L. REISSlG, J.  L. STROMINGER ET L. F. LELOIR, J. Biol. Chem., 217 (1955) 959. 
9 S. P. COLOWlCK, N. O. KAPLAN ET M. M. CIOTTI, J.  Biol. Chem., 191 (1951) 447- 

Regu le i8 mars  1957 


