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secondary to loss of M 4 and M3H forms, this perhaps being magnified by the washing out 
of considerable enzyme activity during tissue extraction plus the utilization of lactate 
as substrate, an assay system which requires relatively large amounts of enzyme. 

In summary,  a comparison of lactate dehydrogenase patterns in normal and 
tumor tissues suggests only a quanti tat ive difference in tumors represented by the 
appearance of greater relative amounts of M-type subunits. A more complete pre- 
sentation of our data in this regard is planned shortly. 
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PN 10072 
Composition en amino acides et hydrolyse trypsique des anhydrases 

carboniques humaines X 1 et Y 

Un ensemble de recherches poursuivies depuis 1956 nous a conduits (a) A individualiser 
un groupe de prot6ines 6rythrocytaires "lentes" d6sign6es par Y, X 1, X., dans l 'ordre 
de leur mobilit6 61ectrophor6tique croissante k pH 8.6 (ref. i);  (b) k les isoler par 
chromatographie sur Amberlite CG-5 o de l" 'extrai t  6thanol-chloroforme" de l'h6mo- 
lysat, dans lequel elles sont r6guli~rement pr6sentes ~ raison d'environ 0.07, 0.6 et 
o.05 % de l'h6moglobine totale 2 et (c) Ales identifier respectivement par un ensemble 
de leurs propri6t6s 3 aux trois formes mol6culaires de l 'anhydrase carbonique (EC 
4.2.1.1) que NYMAN 4 a d6sign6es par CA V, CA I I I  et CA II.  

Nous avons ainsi confirm6 la multiplicit6 de ces enzymes et leur distinction en 
anhydrases carboniques de haute et de faible activit6 sp6cifique, Y ~tant environ 
15 fois plus active que X 1 et X 2 (ref. 3). Ces donn6es sont 6galement en accord avec 
celles d'EDSALL et al. 5 qui ont iso16 et d6sign6 par CA I I  l 'enzyme de haute activit6 
et par CA I le plus abondant des deux enzymes de faible activit6, seul retrouv6 par 
ces auteurs. 

I1 importait ,  d~s lors, de chercher ~ caract6riser les diverses formes mol6culaires 
de l 'anhydrase carbonique par une 6rude compar6e de leur composition en acides 
amin6s et des peptides lib6r6s par leur hydrolyse enzymatique. La pr6sente note a 
pour objet de rapporter  les premiers r6sultats des recherches entreprises dans cette 
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T A B L E A U  I 

C O M P O S I T I O N  E N  A M I N O  A C I D E S  D E S  A N H Y D R A S E S  C A R B O N I Q U E S  X 1 E T  Y 
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Anhydrase carbonique X x 
(poids moldculaire = 29 350) 

Anhydrase carbonique Y 
(poidsmol~culaire=3z 900) 

Amino R~sidus Rdsidus 
acide (g/zoo g Nb. de rdsidus par mole (g/zoo g 

de proteine Brut Arrondi de prot~ine 
s~che) sdche) 

Nb. de r~sidus par mole 

Brut .4 rrondi 

Ala 4.55 18.8o 19 3.19 14.31 14 
Arg 4.29 8.o 7 8 3.92 8.Ol 8 
Asp 11.8o 30.08 3 ° Ii.OO 30.5 ° 3o-31 
Glu 9.61 21.86 22 lO.46 25.86 26 
Gly 2.91 14.96 15 4.29 24.00 24 
His 5.21 11.16 I i  5.78 13.45 13-14 
Ileu 3.16 8.22 8 3.27 9.22 9 
Leu 7-75 2O.lO 20 lO.27 29.o0 29 
Lys 7.43 17.o4 17 lO-7O 26-64 27 
Met 0.88 1.98 2 0.47 1.16 i 
Ph6 5.77 11.51 11-12 6.11 13.28 13 
Pro 5.72 17.31 17 4.98 16.4o I6 
Ser 8.57 28.9o 29 5.13 18.8o 19 
Thr  4.65 13.5o 13-14 3.85 12.16 12 
Tyr  4.73 8.52 8-9 4.5 ° 8.8o 9 
Val 5.55 16-45 16-17 5.09 16.4o 16 

Try* 3.59 5.66 6 4.17 7.14 7 
½ Cys** 0.47 1.33 I 0.46 1.43 i 
Amide*'* 1.55 28.47 (28-29)§ 1.17 23.27 (23)9 

To taux  98.19 253-257 98.81 274-276 

" D6termin6 par  colorim~trie 9. 
** D6termin~ ~ ]'~tat d'acide cyst6ique. 

"** D6termin6 par  microdiffusion apr~s hydrolyse darts HC1 2 N. 
§ Non inclus dans le total. 

voie sur des prdparations d 'Y  (activit~ sp6cifique: 428) et d ' X  1 (activit6 spdcifique: 
28) isol6es selon la technique d6crite 2 et dont  l 'homog6n6it6 a 6t6 contr616e par  
61ectrophor~se sur papier et en gel d 'amidon,  de m~me que par ultracentrifugation 
(poids mol6culaire X 1 = 29 35o et poids moldculaire Y = 31 900) 6. 

La  composition en acides amin6s des deux enzymes a ~t6 d6termin6e par la 
technique de PIEZ 7, ~i l 'aide de l 'Auto-Analyzer  Technicon, sur des hydrolysats  
chlorhydriques (20 et 7 ° h) pr~par6s selon les indications de STEIN ET MOORE s. Les 
r~sultats obtenus sont consign~s dans le Tableau I. 

Les cartes des peptides lib6r6s par hydrolyse trypsique des deux prot6ines ont  
6t6 6tablies par chromatographie  et 61ectrophor~se en deux dimensions selon la 
m~thode d~crite par  CHERNOFF ET LIU 1°. Le sch6ma represent6 sur la Fig. I rend 
compte des r6sultats reproductibles obtenus par quatre  exp6riences sur chaque 
enzyme. 

I1 ressort de l 'examen du Tableau I e t  de la Fig. I que les anhydrases carbo- 
niques X 1 et Y pr6sentent des diff6rences significatives por tan t  ~i la lois sur leur com- 
position en divers amino acides et sur la distribution de leurs peptides trypsiques. 
De telles diffdrences ne sont pas compatibles avec l 'hypoth~se selon laquelle l 'an- 
hydrase  carbonique X1, de faible activitd et de poids moldculaire = 29 35 o, d6riverait 
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Fig. t. Reproduct ion schdmatique de la sdparat ion par  chromatographie-dlectrophor&se des 
peptides libdrds par  hydrolyse t rypsique des deux anhydrases  carboniques Y e t  X,. La chromato-  
graphie a dtd rdalisde en solvant  n-butanol -ac ide  acdtique-eau (4:1:5, v/v) et l'61ectrophor&se 
en t ampon  pyridine-acide acdtique eau ( i : io :289 ,  v/v), p H  3.6. Les zones ne t t ement  colordes 
et celles faiblement  colordes par  la ninhydrine ont  dtd respect ivement  ddlimitdes par  des t ra i t s  

continus et par  des t rai ts  discontinus. 

par amputation d'un polypeptide de l 'enzyme Y de haute activit6 et de poids mold- 
culaire = 31 900. Elles paraissent 6galement exclure l'hypoth6se d'une relation 
g6n6tique entre ces deux enzymes. Ceux-ci diff4rent en outre par leurs propridt6s 
antigdniques n. Nous 6tablirons dans une prochaine communication que tel n'est pas 
le cas des deux anhydrases carboniques X 1 et X e dont la similitude d'activit6 spdci- 
fique va de pair avec une profonde analogie de constitution. 

Nous remercions le Dr. M. ROLLAND et le Dr. M. ROVERY dont les conseils nous 
ont permis d'effectuer ce travail et Mme S. LASRY pour sa pr6cieuse collaboration 
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