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A frog {Rang escilenia) hemoplobin has been purified and two types of chain have boen separated by sountorolr-
sent distribntion, N- and C-terninal sequences of each chain have been determined. The N-tezrninal ammo acids are
Acetyl-Ala and Glv. The acetylated chain seems 10 belong 1o the a-chain serics end the glycine chain to the fcha’s

series.

1. Introduction

1.es hémoglobines des amphibiens présentent un
intérét particuiier an point de vue de ¥évolution en
raison d’unc pari de 1a position cenizzle des batza-
ciens dans I'échelle des veri€baés, d’autte part de Yex-
istence du phénomeéne de métamorphose qui affecte
1a nature de hémoglobine [1]. Dans cette classe cer-
taines espéces du genre Rone sont abondanies et con-
stituent un matériel biologique particulitrzement com-
meds.

“Les préparations d’hémoglobine de la grenouilie
adulie Rana esculenig pataissent contenir deux con-
stituants ayant des comportements différents an -
couss de 1z chromatographie sur Carboxyméthyl-
Sephadex a4 pH 6.0. L’hémoglobine majoritaire a éi€
purifiée £1 deux chaines A €t B oxni €1€ séparées par
distribution i conire-couzant dans les conditions anté-
rienrement décrites [2]. Ces deux chaines différent
par leurs compositions en acides amineés, 1a nature des
résidns N- et C-terminaux et les cartes chromatoslec-
trophorétiques {‘fingesprints’) des peptides résultant

de I’hydrolyse trypsique. Les recherches décrites con- -

cerment 1a délermination des extrémites N- et C-ter:m]
nales des deux chaines.
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2. Extrémités N-terminales

Les extrémités N-terminales ont &té érudiées 3
Yaide de la méthode duv dinitrofluoro-benzéne de
Saunger et de la technigae an phénylisotaiocyanate
d’Edman dans les conditions précisées antéricurement

3,4).

1a chsine A ne possdde aucun acide aming N-ler-
minal réagissant et Vexistence @ nne extrimite acéiylfe,
serpblabie 2 celle qui a 616 mise en évidence dans Phe-
moglobine de 1z grenouilie Rane catesbeing [S5] or
de ia carpe [6] a é1¢ soupgonnée. La chzine A a
alozs é1€ sovmise 3 PacHen de ia pepsine {Rappori
pondéral enzyme/fsubstrat 2%, 24 h, milisu HC1 0.01 N,

~ pH 2.0, 37°) ¢t PSventuel peptide acétyl? a 816 re-

cherche :_ians ia fractio:n mon adsorbée sur le Dowex
50~ X, (31*) {7}. Cetie fraciion es: cxaminée par

" chromatographis sur papier soit dans e mél-nge 7

butanoi - acice acéiigue - ean {4:1:5 vfv/¥), soit dans
1z mélange alcoo! iscamyligue - pyridine - eav
{30:30:35 v/s/v). La révélation est effeciuvée av

‘moyen de la:éaction d= Rydon et Smith [8]. Deux

peptides sont ainsi mis en évidensce: cehy dont le
cheminemeni est e plus imporiant foninit 2 Vanatyse
des gquantités €pates @alanine et de lencine; Fautre
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»osside vne composition plus complexe et st pro--
bablement Impur.

12 dipeptide a été soums a I'action ge 1a carboxy-
peptidase A {Rapport pondéral enzyme/substrat 5%,
24 h, milicu bicarbonate ammonium 0.1 M, 37} et

les produits ont £t6 analysés. 1enzyme libére 0.62 eq.
de Jencine mais pas @alanine., La séquence Ala-l.en

£s5: zinsi démontrée ei Pabzence d’alanine hibre indigue
que 1 gronpe aminé de ce 18sidu est engagé cans une
Yiaison non peptidique. Pour identifier le groupe
bloguant Pextrémilé aminée, le dipzptide a €1€ son-
mis a Yhydrazinolyse £t 1es hydrazides examinés par
chromatopraphie sur papier dans le sclvant pyridime-
aniting -eau {9:1:4 vjy/v) dans les conditions décrites
par Narita [7]. 1’acétylhydirazide et 1a formylhydra-
zid= ont ét€ chromatographiés parallélement et la vévi-
Iation a é1é effectuée avec Je nitrate d’argent ammo-
niacal [9]. L acétylhydrazide a £1¢ identifie dans
Thydrazinolysat et 1a struciure du peptide est donc
Acetyl-Ala-Len.

Dzas le cas de la chaine B les denx teckniques de
Sanger £t A'Edman permetlent d’identifier 1a glycine
en position N-1ierminale. Les réspitais obteanus rap-
pellent cenx tronvés par De Witt et Ingram {5] dans
le ¢a5 de Thémoglobine de iz grenouilie R. castesbeiang
atite.

3. Exirémités C-lterminales

i.cs exirémités C-tesminales des cliaines oni €i€
£tudiges d’une part 3 I'aide des carboxypeptidases A
et B, d’autre part par la technique d’hydrazinelyse
10

[ 1]:3 chaine A spumise 2 Yaction de 1a catboxypep-
tidase A {Rapport pondéral enzyme/substrat 1%,
milien bicarbonate d’ammcnium 0.1 M, pH 8.0)
fournit principalement 1 eq. dc tyresine et 0.22 eq.
de lysine aprés 30 minutes. Lorsque la carboxypepti-
dase B esl ajouiée apris aclior de la carboxypeptidase
A et que I'hydrolyse est poursuivie pendant 30 minuies
1a quantité de lysine libérée passe 2 0.81 eq. alors gue
celle de tyrosine n’est pas augméntée. D’anires acides
-amings sont également libérés, On peut déduire de ces
résuliats Penchainement C-termmnal Lys-Tyr. D'autre
part Iorsque Ia chaine A est soumise 3 Paction de 1~
trypsine et Jez produits examinés par Siectrophorése,
il 3t possible de meltre en évidence de la tyrosine
iibre ee qui £5t conforme a 1a séquence déduite par
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hydrolyse an moyen des carboxypeptidases A et B.

La chaine B soumise A Thydrazinolyse fonmit 0.23
eq. Ihistidine c& gui indique que ¢e wEside ocoupe ja
position C-derminale. 1a chaine B atiaguée par la car-
boxypeptidase A pendant 30 mirutes fournit 0.89 eq.
d’Eis, 1.0 eq.de Tyr, 0.21 eq. @°Ala, ce gui suggére
quun résidu de tyrosine et un résidu d'alanine pré--
c2dent I'histidine. 1°action successive des catboxypep-
tidases A et B fournit en outre 1 2q. de Lys, 0.61 eq.
de Ser et 0.55 de Len. D’antre part 1a chaine B est
sonmise 3 Paction de 1a irypsine et les peptides résul-
tants sont examinés par chromatoélectrophorése {31
1 51 possible de caractériser un iripeptide Ala-Tyr-His,
qui ne contenant pas de base représente le fragment
C-terminzl de la chaine. 1.’ensemble des résultant sng-
gére gue Penchainesisznt C-terminal de }a chaine B est
Yys-Ala-Tyr-His,

En conclusion Yhémoglobine majoritaire de la
grenouille Rang esculenta posséde deux chaines poly-
pertidiques séparables par distribution a contre-
couran? apres réduction de 1a gicbine et ayant des
extrémités N- et C-terminales différentes Ces chaines
possedent 1es caraciéristicues seivanies:

Extrémité N-terminale Extremité C-tezminale
chaine A Ac-Ala-len Lvs-Tyr
chaine B Giy Lys-Ala-Tyr-His

Ces résullats différent seasibiement de ceux de
Tentorsi =t ai. [11] gui utilisant une hémoglobine de
R. esculenza non dissociée ont déduit 1a présence de
1a glycine en position N-terminzle dans Jes deux
chanes =t les enchainements Cerminaux Tyr-Arg
et Tyr-His. 1 est possible que ces différences soient
dues 2 Pexistence de varittés distinetes dans Yespice
Rana esculenta. Cepsndani les résultats récents de
Moss et Ingram [12, 13] ont 5évélé la présence d’une
chaine acétylée aussi bien dans Phémoglobine de R.
catesbeianag adulie gue Jans ceBe dp tétard. L"hémo-
globine de R. catesbeiza adulie ressemble 2 celle de
R. esculent par ses extrémités N-terminaies puisque
une thaine est acétylée et I'autre posséde un resxdu
N—termma] de glycine J51.

" Chez e crapaud Bujc bujfo, l’hemogla’ome poss=de
egalemem une chaine ayant nrne extrémité N-tenmnale
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" bloguée [14]. 11 sembie que ce caractére soif assez
“fréquent chez les.amphibiens £t peut-gtre d’une fagon
plus générale chex les vertébrds inférieurs. ‘

Ces recherches ont bénéficié de Paide de 1a DAE-
~ gation Générale a 1a Recherche Scientifique et Tech-
nique {Conventior &6 00 146).
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