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Cinetique de I'incorporation de la [~C]arginine 
dans differents peptides de I'hemoglobine de lapin 

L'6tude de l ' incorporation du glycocolle z et de la ph6nylalanine °-dans l'h6moglobine 
de lapin apr~s incubation de r6ticulocytes a montr6 une in6galit6 de marquage de 
l 'acide amin6 dans la globine, apr~s une incubation comprise entre I h e t  4 h. Ces 
r~sultats impliquent une synthbse non instantan~e de la mol6cule prot6ique avec 
1'existence possible de peptides interm6diaires libres ou li~s ~ la matrice ribonucl6ique. 
Pour 6tudier avec plus de pr6cision la cin~tique de l 'incorporation, nous avons hydro- 
lys6 la globine pr6alablement marqu6e i n  vi tro par la Iz4C!arginine apr~s diff6rents 
temps d'incubation et s6par6 les peptides form6s par la m6thode d'II~G~AM3; l'arginine 
a 6t6 isol6e des diff6rents peptides et son activit6 sp6cifique mesur6e. 

Les globules rouges de lapin trait~s ~ la ph6nylhydrazine sont incub6s selon la 
technique de ]3ORSOOK et al. 4 modifi~e ~ en pr6sence de 20 /~C d'arginine par ml de 
culot globulaire. 

L'h6moglobine est pr6par6e selon ROCHE, DERRIEN ET IVIOUTTE 5 et la globine 
selon ANSON ET MIRSKY 6. Les fractionnements des chalnes peptidiques ~ et/~ sont 
effectu6s selon WILSON ET SMITH7; l 'hydrolyse trypsique et les "finger prints" sont 
r6alis6s selon INGRAM 3. Les autoradiographies effectu6es sur film Kodirex durent de 
I k 3 mois. 

Les peptides rep~r6s par autoradiographie sont d~coup6s, 61u6s par l'eau, 6vapor6s, 
repris par  HC1 6 N distill6 3 fois, hydrolys6s en ampoule sous vide. Aprbs lavage, on 
isole par chromatographie en milieu butanol-acide ac6tique l'acide amin6 qu'on 
6vapore sur lame de verre, on mesure sa radioactivit6 dans un compteur k gaz, et on 
le dose selon ROSENBERG, ENNOR ET MORRISSO~ s. Chaque experience est faite sur les 
peptides de quatre "finger prints",  de fa~on que la quantit6 d'arginine varie entre 
2 et 18 t~g. 

Les r6sultats, qui sont r6sum6s dans la Fig.I  et le Tableau I, montrent  une in6ga- 
lit6 de marquage variant  avec le temps d'incubation; aprOs une incubation de IO min, 
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Fig. I. Nomenclature des peptides. 
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T A B L E A U  I 

VARIATIONS DE L'ACTIVIT~ SPI~CIFIQUE DE L'ARGININE Dt~S DIFF]~RENTS PEPTIDES DE LA GLOBINE 
AVEC LA DURI~E D'INCUBATION DES RI~TICULOCYTES 

Nature de la cha~ne ~ ~z x fl fl fl x et fl B 
Ddnomina2ion des peptides • 2 3 4 5 6 7 8 9 

Dur6e d' incubat ion (rain) IO 8 12 i i  19 12 3 ° 43 14 34 
13 14 12 23 32 35 55 19 72 

5 ° 12o 126 116 18o i i o  143 136 io  4 213 
112 Ie6  94 Io7 i i o  143 91 lO 7 256 

2oo 240 225 182 246 203 230 250 218 347 
276 21o 254 245 223 288 408 

cette in6galit~ est tr~s accentu6e, les activit6s spfcifiques variant dans le rapport I k 5, 
puis elle s'att~nue avec le temps, elle reste cependant indiscutable pour au moins 
I peptide apr~s 200 min d'incubation. 

Les peptides appartenant k la cha~ne ~ semblent initialement moins marqu6s que 
ceux provenant de la chaine ~. 

Cesrgsultats permettent d'exclure une synth~se de la globine selon la conception 
en "fermeture 6clair" avec fermeture simultan6e de toutes les liaisons peptidiques 
et 6tablissent le fair que les diff6rents sites de la globine sont synth6tis6s k des vitesses 
diff6rentes. 

I1 est cependant difficile de d6duire de ces r~sultats l'ordre de formation de ces 
peptides. En effet le peptide le plus marqu~ peut aussi bien ~tre celui qui se forme le 
premier lors de la synth~se de l'h6moglobine, que celui qui se forme le dernier, com- 
pl6tant la synth~se de l'h~moglobine; la complexit6 du probl~me a bien 6t6 montr6e 
par DALGLIESH ~, les peptides pouvant quitter vraisemblablement en partie la matrice 
nucl~ique avant que la mol6cule prot~ique soit compl~tement form6e et une seconde 
mol6cule pouvant commencer k se synth6tiser avant que la pr6c6dente soit complete. 
Si l'on admet que la synth~se de l'h6moglobine dure quelques minutes in vitro1°, ~ 
une persistance de l'in6galit6 de marquage reste difficile k interpr~ter en l'6tat actuel 
de nos connaissances. 
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