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Cinetique de Pincorporation de la ['*C)arginine
dans differents peptides de ’lhemoglobine de lapin

L’étude de l'incorporation du glycocolle! et de la phénylalanine® dans I’hémoglobine
de lapin aprés incubation de réticulocytes a montré une inégalité de marquage de
l’acide aminé dans la globine, aprés une incubation comprise entre I h et 4 h. Ces
résultats impliquent une synthése non instantanée de la molécule protéique avec
I’existence possible de peptides intermédiaires libres ou liés 4 la matrice ribonucléique.
Pour étudier avec plus de précision la cinétique de I'incorporation, nous avons hydro-
lysé la globine préalablement marquée in vifro par la [¥Clarginine aprés différents
temps d’'incubation et séparé les peptides formés par la méthode d’INGRAM?3; I’arginine
a été isolée des différents peptides et son activité spécifique mesurée.

Les globules rouges de lapin traités a la phénylhydrazine sont incubés selon la
technique de BORSOOX ef al.* modifiée? en présence de 20 uC d’arginine par ml de
culot globulaire.

L’hémoglobine est préparée selon RoCHE, DERRIEN ET MOUTTE® et la globine
selon ANSON ET MIRsKY®. Les fractionnements des chalnes peptidiques o et B sont
effectués selon WiLsoN ET SMITH?; ’hydrolyse trypsique et les ‘‘finger prints’” sont
réalisés selon INGRAM3. Les autoradiographies effectuées sur film Kodirex durent de
1 2 3 mois.

Les peptides repérés par autoradiographie sont découpés, élués par ’eau, évaporés,
repris par HCl 6 N distillé 3 fois, hydrolysés en ampoule sous vide. Aprés lavage, on
isole par chromatographie en milieu butanol-acide acétique l’acide aminé qu’on
évapore sur lame de verre, on mesure sa radioactivité dans un compteur a gaz, et on
le dose selon ROSENBERG, ENNOR ET MoRRISSONS. Chaque expérience est faite sur les
peptides de quatre “‘finger prints”’, de facon que la quantité d’arginine varie entre
2 et 18 pug.

Les résultats, qui sont résumés dans la Fig.1 et le Tableau I, montrent une inéga-
lité de marquage variant avec le temps d’incubation; aprés une incubation de 10 min,
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Fig. 1. Nomenclature des peptides.
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TABLEAU I

VARIATIONS DE L’ACTIVITE SPECIFIQUE DE L’ARGININE DES DIFFERENTS PEPTIDES DE LA GLOBINE
AVEC LA DUREE D’INCUBATION DES RETICULOCYTES

Nature de la chaine -3 x o B B B o et B B
Diénomination des peptides I 2 3 1 5 6 7 & g
Durée d’incubation (min) 10 8 12 11 19 12 30 43 14 34

13 14 12 23 32 35 35 19 72

50 120 126 116 180 110 143 136 104 213
112 1c6 94 107 110 143 91 107 256

200 240 225 182 246 203 230 250 218 347
276 210 254 245 223 288 408

cetteinégalité est trésaccentuée, lesactivités spécifiques variant dans le rapport 1 a 5,
puis elle s’atténue avec le temps, elle reste cependant indiscutable pour au moins
1 peptide aprés 200 min d’incubation.

Les peptides appartenant a la chaine « semblent initialement moins marqués que
ceux provenant de la chaine 8.

Cesrésultats permettent d’exclure une synthése de la globine selon la conception
en “fermeture éclair” avec fermeture simultanée de toutes les liaisons peptidiques
et établissent le fait que les différents sites de la globine sont synthétisés a des vitesses
différentes.

Il est cependant difficile de déduire de ces résuitats 'ordre de formation de ces
peptides. En effet le peptide le plus marqué peut aussi bien étre celui qui se forme le
premier lors de la synthése de I'hémoglobine, que celui qui se forme le dernier, com-
plétant la synthése de ’hémoglobine; la complexité du probléme a bien été montrée
par DALGLIESH®, les peptides pouvant quitter vraisemblablement en partie la matrice
nucléique avant que la molécule protéique soit complétement formée et une seconde
molécule pouvant commencer & se synthétiser avant que la précédente soit compléte.
Si 'on admet que la synthése de I’hémoglobine dure quelques minutes in vitrol® 1t
une persistance de I'inégalité de marquage reste difficile a interpréter en I’état actuel
de nos connaissances.
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