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Summary. - -  The two major forms of bovine erythrocyte carbonic anhydrase have been 
dcsignated as CI and CII because their high activity of the C type. Separation of both 
forms and isolation of CI from the ethanol chloroform extract of the hemolysate were 
obtained by either column chromatography on DEAE-cellulose DE 23 or on DEAE-sepha- 
dex A-50. But pure preparations of the CII form were only obtained from DEAE-sepha- 
dex A-50 which separated CII from a minor component CI[ . 

Comparative studies of the CI and CII forms and of the minor component CI[ strongly 
v is a conformational variant of CI and that CI and CII are genetic va- suggest thai CI 1 

riants differing at least in their primary structure by one Arg - - ) ~  Gln substitution 
56 residues from the N-acetylated terminus. 

Based on the large variability of the proportion of the two isozymes in heterozygous 
individuals, the modality of the inheritance of these enzymes is discussed. 

INTRODUCTION. 

I1 a 6t6 rappel6 dans l ' i n t roduc t ion  du p r emie r  
m6moire  de cette s6rie [1] qu'h la diff6rence des 
Mammif6res de la p lupar t  des espbces 6tudi6es h 
ce jour,  les Ruminants  ne r en fe rmen t  dans leurs 
h6maties que des formes dites de << haute activit6. 
sp6cifique >> de l ' anhydrase  ca rbonique  (EC 4.2. 
1.1.). Ce fait a 6t6 r6cemment  confirm6 par  chro- 
matographie  d'affinit6 d 'h6molysat  ou d 'ext ra i t  
6 ry th rocy ta i re  chez le B oeuf [2] et chez le Mouton 
(r6sultats non publi6s). Cependant ,  des formes de 
<< faible activit6 sp6cifique >> out 6t6 iso16es de 
l '6pith61ium de la panse des bovin6s [3, 4] et des 
ovin6s (r6sultats non publi6s). On est ainsi  con- 
duit  h admet t re  que les deux g~nes autosomiques 
dis t incts  CAI et CAII [5], r6gissant respec t ivement  
la synth6se des isoenzymes 6ry throcyta i res  de 
<< faible >> et de << haute activit6 >> chez de nom- 
breux  Mamlnifbres, coexis tent  dans le g6nSme des 
ruminants  et que C&II s ' expr ime  seul dans les 
6rythrocytes  de ces derniers .  L ' anhydrase  carbo- 
nique 6ry throcyta i re  du Boeuf [6] (comme celle du 
Mouton [7]) se pr6sente toutefois sous des formes  
mult iples  dont deux majeures  ont 6t6 isolges d~s 
1960 par  Lindskog [8] sous la d6signation de A 
et de B dans l ' o rd re  de leur  mobili t6 anodique  d6- 
croissante.  Par  leur  haute  activit6 sp6cifique, ces 

A qui route correspondance doit ~tre adress6e. 

deux enzymes sont du type CAII ou C (le type CAI 
ou B 6tant celui des anhydrases  carboniques  dites 
de << faible activit6 >>). Aussi avons-nous propos6 
de les d6signer par  C I e t  CII dans l ' o rd re  de leur  
mobili t6 anodique  croissante  [6]. 

De m~me forme et masse mol~culai re  C9] et de 
composi t ion  en amino-acides  consid6r6e comme 
ident ique  [10], ces deux enzymes ont longtemps 
pos6 le probl6me de savoir  si le d6terminisme de 
leur dif f6renciat ion est d 'o rdre  phys i coch imique  
ou g6n6tique. La seconde de ces deux hypoth6ses 
a commenc6 h pr6valo i r  h la suite des donn6es 
61ectrophor6tiques 6tablies pa r  Sar tore  et coll. 
Ell] h pa r t i r  d 'un tr~s grand nombre  de bovin6s. 
La constatat ion,  d 'un animal  ~ un autre, de la pr6~ 
sence simultan6e ou de l 'absence de l 'une ou l 'au- 
tre des deux formes enzymat iques  a condui t  ces 
auteurs h admet t re  qu'el les sont des var iants  g6n6- 
t iques contr616s par  une pa i re  de g6nes all61iques. 
Si tel est le cas, CI et CII do ivent  diff6rer tout au 
moins  par  une subst i tut ion d 'aminoac ide .  Les 
recherches  que nous avons ent repr ises  dans cette 
voie d6s 1973 [6, 12] ont  apport6 les p remiers  ar- 
guments  b ioch imiques  conf i rmant  la val idi t6 de 
cette hypothbse.  

L 'objet  du pr6sent  m6moire  est d ' exposer  en dd- 
tail  l '6tat actuel de nos invest igat ions  qui, met tant  
h profit  la connaissance  de la s6quence compl6te  
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de la forme CI [13, 141 et les modalit6s d 'obtent ion  
de prbpara t ions  hautement  puri,fi6es de la forme 
GII [61 conduisent  h admettre  que CII ne diffSre 
de CI que par  une  subst i tu t ion 56 Arg - - ~ -  Gln. 

MATERIEL ET TECHNIQUES. 

Isolement .  

Les 6chant i l lons  de sang utilis6s au cours de 
cette 6tude ont 6t6 obtenus de 50 an imaux  (Abat- 
toirs de Marseille) sans d is t inc t ion  de race, de 
sexe et d'~ge. Collect6s s6par6ment sur E DTA (sel 
disodique 0,75 g/l) ils ont 6t6 trait6s h + 4°C 
seton la m6thode utilis6e habi tue l lement  et pr6c6- 
demment  d6crite [15]. En  bref, cette m6thode 
comporte  essentiel lement : le lavage des h6.1naties 
d6plasmatis6es, leur  h6molyse et l 'ob tent ion  de 
pr6para t ions  brutes d ' anhydrase  carbonique  par  
dialyse sous press ion (Amicon) et lyophi l i sa t ion  
de l 'extrai t  6thanol chloroforme (E,EC) de l 'h6mo- 
lysat. 

Tous les EEC ainsi  obtenus ont 6t6 analys6s par  
61ectrophor6se sur  a c6tate de cellulose et cer tains  
d 'ent re  eux par  chromatographie  sur colonne de 
DEAE-Sephadex A-50 et de DEAE-Cellulose DE 23. 

Les condi t ions  exp6.rimentales de ces divers 
tests analyt iques sont pr6cis6es dans les 16gendes 
des figures. 

D~terminat ion de la concentrat ion  en protdine. 

La concen t ra t ion  en prot6ine des solut ions a 6t6 
calcul6e en fonct ion de leur absorbance ~ 28.0 mn 
sur  Ia base du coefficient d ' ex t inc t ion  sp6cifique 
E osol Cmnm = 19 d6termin6 par  Nyman et Lindskog 
[ro] et en admet tant  que ce coefficient est ident i -  
que pour  les diff6rentes formes mol6culaires.  

D~terminat ion de l 'activit~ enzymat ique .  

L'activit6 anhydras ique  carbonique  a 6t6 d6ter- 
min6e par  la m6thode de Wi lbur  et Anderson 

Composi t ion en aminoacides.  

Le dosage des aminoacides  a 6t6 effectu6 h l 'a ide 
de l ' au toanalyseur  Technicon,  selon la m6thode de 
Piez et Morris [17]. Les 6chant i l lons  (environ 
0,3 mg de prot6ine) ont 6t6 hydrolys6s avec 0,5 ml 
d'HC1 6,N tridist i l l6 en tubes scell6s sous vide et "h 
110°C. Les temps d 'hydrolyse  ont 6t6 de 20 heures 
et de 144 heures. 

Le dosage du t ryp tophane  a 6t6 r6alis6 selon la 
m6thode de Bencze et Schmidt  [181. Env i ron  1 mg 
de prot6ine est dissous clans 1 ml de NaOH 0,1 N ; 

les d6terminat ions  d 'absorbance  aux diff~rentes 
longueurs  d 'ondes ont 016 effectu6es h l 'a ide d 'un  
spectrophotom6tre Zeiss PMQ II. 

Dosage des groupements  ac~tyles. 

La recherche et le dosage des groupements  ac6- 
tyles ont ~t6 effectu6s par  la technique de Phi l l ips  
[191. 

Caries de pept ides  trgpsiques.  

L'6tablisement des cartes de peptides t ryps iques  
a 6t6 r6alis6 selon les modalit6s pr6c6demment  d6- 
crites pour  les anhydrases  carboniques  6rythrocy-  
taires humaines  [20]. 

Clivage par le bromure de cganogbne. 

Les modalitds du clivage par  le b romure  de cya- 
nog6ne out 6t6 pr6cis6es dans un  m6moire pr6c6- 
dent  [14]. 

Compor tement  en mi l ieu  alcalin. 

Les pr6para t ions  purifi6.es d ' anhydrase  carbo- 
nique sont incub6.es 24 heures h 25°C et/~ pH 12,7 
selon les modalit6s techniques  pr6c6demment  d6- 
crites [211. Ces modalit6s compor tent  l ' add i t ion  de 
0,6 ml  de KOH N/10 ~ 1,6 ml d 'une solut ion pro- 
t6ique h 3 p. cent dans l 'eau, suivie apr6s le temps 
d ' incuba t ion ,  d 'une  neut ra l i sa t ion  de la solut ion 
alcaline par  un  volume 6gal (2,2 ml) d 'une  solut ion 
tampon phosphate  mono- et disodique de pH 6,8. 
La fract ion insolubil is6e est 6cart6e par  centr i fu-  
gation ; le surnageant  est dialys6 contre de l 'eau 
d6sionis0e bidisti l l6e et lyophil is6 aprbs cong61a- 
tion. 

RESULTATS EXPERIMENTAUX. 

I .  - -  E T U D E  DE L~EXTRAIT  

I~THANOL-CHLOROFORME (EEC) 
DE L~HI~MOLYSAT. 

1. - -  Electrophorbse comparat ive  sur acdtate de 
cellulose. 

L'61ectrophor~se sur ac6tate de cellulose ind iv i -  
dualise net tement  deux const i tuants  de I'EEC. 
Pour  des raisons rendues  6videntes par  les r6sul- 
tats rapport6s darts le paragraphe 3, ces deux 
const i tuants  ont 6t6 d6sign6s sur  la figure 1, l ' un  
par  CI, l 'autre  par  CA~" ou par  (31I ou par  (5I~ + 
CII. Parfa i te lnent  reproduct ibles  pour  I 'EEC d 'un  
m6nle animal,  les donn6es fournies  par  cette tech- 
n ique  d6montrent  que la p ropor t ion  de ces deux 
const i tuants  peut var ier  cons id6rablement  d ' un  
animal  h l 'autre.  A la limite, CI peut 6tre absent  
(piste 5). Les 5 types d 'EEC d~sign6s de I h V ont  
6t6 class6s en fonct ion de l ' impor tance  relat ive de 
ces deux consti tuants .  

BIOCHIMIE, 1977, 59, n ° 3. 
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1[. - -  ACTIVITE ENZYMA.TIQUE. 

L a  c h r o m a t o g r a p h i c  s u r  D E A E - S e p h a d e x  A-50 
p e r m e t  e n  o u t r e  d ' a f f i r m e r  p a r  la  d 6 t e r m i n a t i o n  
de  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  de  l ' e f f l u e n t  q u e  les t r o i s  
c o n s t i t u a n t s  i so l6s  c o r r e s p o n d e n t  5 d i v e r s e s  
f o r m e s  m o l d c u l a i r e s  d e  l ' a u h y d r a s e  c a r b o n i q u e  
f i r y t h r o c y t a i r e .  L a  e o m p a r a i s o n  de  l ' a c t i v i t ~  e n z y -  
m a t i q u e  s p 6 e i f i q u e  de  ces  t r o i s  e n z y m e s  ( ta-  
b l e a u  I) d 6 m o n t r e  q u e  ce l le -e i  es t  p o u r  les  t r o i s  
e n z y m e s  d u  m 6 m e  o r d r e  de  g r a n d e u r .  

Fro. 1. - -  Electrophor~se comparative sur acd&tte de 
cellulose ( tampon v6ronal  sodique 0,02 M, pH 9,2 ; 
euve et bandes  Beckman ; m ig ra t i on  de 45 nan sous 
,... 30 v / e m ;  colora t ion  pa r  le rouge ponceau) des 
divers types d'EEC ~tudids. 

TABLEAU I. 

Activitd anhydrasique carbonique sp~ci[ique 
en U/mg 

CI 

19.300 18 .400  

Cll 

18.990 

2. - -  Chromatographie sur DEAE-Cellulose DE 23. 

L'objec t i f  de cette 6tude ch roma tog raph ique  et 
de la su ivanle  a 6t6 l imit6 b r i s o l e m e n t  des seuls 
c o n s l i t u a n t s  CI,  CI~ et  CII.  

Les  d o n n 6 e s  de  la  c h r o m a t o g r a p h i c  s u r  D E A E -  
Ce l lu lose  D E  23 (fig. 2 A) c o n f i r m e n t  ce l l es  de  la  
t echn ique  pr6c6dente .  On eonsta te  en effet, l'61u- 
t ion  successive de deux zones prot6iques  CI 
et CI~ ou CI~ + CH, saul  dans  le cas de I 'EEC 
de type  V pour  lequel,  seule la zone CII  est 61u6e 
(fig. 2 A 3). 

3. - -  Chromatographic snr DEAE-Sephadex A-50. 

De f a c o n  i d e n t i q n e  h l a  t e c h n i q u e  p r 6 c ~ d e n t e ,  
la  c h r o m a t o g r a p h i c  s u r  D E A E - S e p h a d e x  A-50 
~fig. 2 B) i n d i v i d u a l i s e  CI sous  la  f o r m e  d ' u n  c o n s -  
t i t u a n t  h o m o g ~ n e ,  m a t s  a s s u r e  seu le  la  p u r i f i c a t i o n  
de  C I I  e n  e n  s 6 p a r a n t  u n  c o n s t i t u a n t  m i n e u r  CI~ 
(fig. 2 B 2). Ce d e r n i e r  se superpose  h CII aussi  
b ien  au cours  de l '61ectrophr~se de rEEC que de 
sa  c h r o m a t o g r a p h i c  sur  DEA:E-Cellulose. Sa d6si- 
gnat ion p a r  CI~ le r a t t ache  ~ CI : en effet, 1) lors-  
que CI est pr6sent  ( types  I e t  IV), CI~ r e s t  6gale- 
m e n t e t  d a n s  u n e  p r o p o r t i o n  c o n s t a n t e  de l ' o r d r e  
de  7 5 9 p. c e n t  ; 2) l o r s q u e  CI est  a b s e n t  ( t ype  V),  
la  c h r o m a t o g r a p h i c  de  I ' E E C  d 6 m o n t r e  qu e  ee  
d e r n i e r  r e n f e r m e  le seu l  e o n s t i t u a n t  GII  (fig. 2B 3). 

L a  c o n f r o n t a t i o n  d e  ces  d o n n 6 e s  c o n e e r n a n t  
e x c l u s i v e m e n t  les  t r o i s  c o n s t i t u a n t s  CI, CI[  et  g I I  
p e r m e t  d ' a f f i r m e r  que  les  d i v e r s  t y p e s  d ' E E C  i n d i -  
v i d u a l i s 6 s  r e n f e r m e n t  r e s p e e t i v e m e n t  : 

1) le t y p e  I :  les  d e u x  e o n s l i t u a n t s  CI et  CI 
2) les  l y p e s  II ,  H I  et  IV : les  l r o i s  c o n s t i t u a n t s  

el, 
3) le t y p e  V : le  seu l  c o n s t i t u a n t  CII. 
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I I I .  - -  COMPOSITION EN AMINOACIDES. 

P o u r  c h a q u e  e n z y m e ,  4 h y d r o l y s a t s  de  20 h e u r e s  
et  4 h y d r o l y s ~ t s  de  144 h e u r e s  o n t  6t6 a n a l y s 6 s .  
Les  v a l e u r s  d u  t a b l e a u  II  c o r r e s p o n d e n t  au x  
m o y e n n e s  o b t e n u e s  5 p a r t i r  d e  ces  8 a n a l y s e s .  

Les  t r o i s  f o r m e s  m o l 6 c u l a i r e s  de  r a n h y d r a s e  
c a r b o n i q u e  p r 6 s e n t e n t  u n e  t r~s  g r a n d e  a n a l o g i e  de  

T ~ L E A U  II.  

Composit ion en aminoacides 
des enzymes CI, CI~ et CII. 

Acides 
amin6s CI 

Asp . . . . . . . .  32,1 
Thra . . . . . . . .  13,9 
Sera . . . . . . . .  14,9 
Glu . . . . . . . . .  24 ,2  
Pro . . . . . . . . .  18,8 
Gly . . . . . . . . .  20,5 
Ala . . . . . . . . .  17,4 
Va] t, . . . . . . . .  20,5 
Met . . . . . . . .  3 ,0  
Ile . . . . . . . . .  5 ,0  
Leu . . . . . . . .  26,6 
Tyr  . . . . . . . . .  8 ,2  
Phe . . . . . . . .  11,3 
Lys . . . . . . . .  18,5 
His . . . . . . . . .  10,9 
Arg . . . . . . . .  9 ,0  
Trpc . . . . . . . .  7 .0  

Cll 

32,2 
14,1 
14:4 
24,4 
19.4 
21,1 
17,2 
20,6 

3 ,2  
5 .3  

27,0 
8 ,0  

10,9 
17,9 
10,9 
9,0 

CII 

32,1 
13,4 
14,7 
25,2 
18,5 
21,0 
17,2 
20,8 

3 ,0  
5 ,0  

26,3 
7 ,8  

11,1 
18,2 
10,8 
8,0 
7,0 

(a) Valeurs  n o n  eorrig~es (moyenne des 4 analyses  
de 20 heures) .  

(b) Moyenne des 4 analyses  de 144 heures.  
(c) Valeurs  d~termin6es p a r  spec t rophotom~tr ie  

selon Bencze et Schmidt  [16]. 

22 
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FIG. 2. - -  A) A droite. Chromatograph ie& +2°C des EEC des types I, IV et V sur  colonne de DEAE-Cellu- 
lose DE 23 de 20 × 2,5 cm ; g r a d i e n t  l i n~a i r e  t a m p o n  tr is-HC1, pH 8,3, 0,007 M ~- 0,07 M en  t r i s .  D6bi t  : 
250 m l / h e n r e .  V o l u m e  des  f r a c t i o n s  col lect6es  : 4,8 ml .  En  t r a i t  c o n t i n u  : c h r o m a t o g r a m m e  6tabl i  /l 280 r im. 
En  po in t i l l 6  : c o n c e n t r a t i o n  du  t a m p o n .  

A gauche. Electrophor~se comparat ive  sur  acdtate de cellulose ( c o n d i t i o n s  e x p 6 r i m e n t a l e s  i d e n t i q u e s  & 
cel les  pr6cis~es  d a n s  la 16gende de  la  f igure  1) des trois types d'EEC chromatographids et des const i tuants  
isolds de chacun d'eux. 

B) A gauche. Chromatographie  & d-2°C des EEC des types I, IV el V sur  colonne de DEAE-Sephadex  A-50 
de 25 × 5 cm en  t a m p o n  t r is-HC1,  pH 8,3, 0,07 M e n  t r i s .  D6bi t  : 130 m l / h e u r e .  V o l u m e  des  f r a c t i o n s  col lec-  
t6es : 13 ml .  E n  t r a i t  c o n t i n u  : e h r o m a t o g r a m m e  6tabl i  & 280 n m .  En  po in t i l l 6  : ac t iv i t6  a n h y d r a s i q u e  car -  
b o n i q u e  d 6 t e r m i n 6 e  s u r  l ' e f f l uen t  en  u n i t 6 s  p a r  m ic ro l i t r e .  

A droite. Eleclrophor~se comparat ive  sur  acdlale de cellulose des trois types d'EEC chromatographids el 
des const i tuanls  isolds de chacun d'eux. 

l e u r  c o m p o s i t i o n  e n  a m i n o a c i d e s .  O n  d o i t  n o t e r  

e n  p a r t i c u l i e r ,  l a  q u a s i  i d e n t i t 6  e n t r e  l e s  f o r m e s  GI 

e t  C I r .  L e s  d i f f e r e n c e s  e x i s t a n t  e n t r e  c e s  d e u x  
f o r m e s  e t  l a  f o r m e  CI I  p o r t e n t  e s s e n t i e l l e m e n t  s u r  
l e s  r 6 s i d u s  g l u t a l n i q u e  : 25 d a n s  C I I  a u  l i e u  d e  24 
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et  s u r t o u t  a r g i n i n e  : 8 d a n s  CI I  a u  l i e u  d e  9. D e  

t e l l e s  d i f f e r e n c e s ,  p a r f a i t e m e n t  r e p r o d u c t i b l e s  

d ' u n e  a n a l y s e  ~ l ' a u t r e  d e v r a i e n t  s e  t r a d u i r e  p a r  
d e s  d i f f 6 r e n c e s  s u r  l e s  c a r t e s  d e  p e p t i d e s  l r y p s i -  
q u e s .  
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IV. - -  CARTES DE t)EPTIDES TRYPSIQUES SOLUBLES. 

L 'examen des cartes de peptides t rypsiques 
solubles (~fig. 3) fait apparai t re  une  diff6rence 
significative entre CII et le groupe CI et CI~ ~ . Cette 

diff6rence cor respond h l 'existence d 'une  tache 
suppl~mentai re  dans C I e t  CI~ ( indiqu6e par  une 
fl6che). L'61ution de cette tache et la d6termina-  
t ion de sa composi t ion en aminoacides  ont permis  
de l ' ident i f ie r  h de l ' a rg in ine  }ibre. 

Q 
i 

i 

CII 

Fro. 3. - -  Cartes des peptides t rypsiques  solubles des enzgmes  CI, CI~ et CII. 1 ~ dimension : chro- 
matographie en n-butanol-acide ac6tiquc-eau (4:1:5 v/v). 2 ~ dimension : 61ectrophor~se sous 44 v/cm 
~r~ tampon pyridCn,e~acide a,c6tique-eau (1:100.289 v/v), pH 3,6. R6v6lation des peptides par une solu- 
en tampon pyridine-acide ac6tique-eau (1:100:289 

FIG. 4. - -  Electrophordse comparat ive  sur  acdtate de 
cellulose (conditions exp6rimentales identiques h celles 
pr6cis6es dans la 16gende de la figure 1) des enzy-  
mes CI (piste 1) et CII (piste 3) et des produi ls  obtenus  
par  sdjour en mi l ieu  alealin de CI (piste 2) et de CII 
(piste 4). 

V.  - -  COMPORTEMENT EN MILIEU ALCALIN 

DES ENZYMES C I  ~ET C H .  

La figure 4 montre  que chacune  des enzymes CI 
(piste 1) et CII (piste 3) donne  naissance,  par  pas- 
sage en mi l ieu  alcalin,  h des const i tuants  61ectro- 
phor6t iques stables plus rapides  respect ivement  
d6sign6s par  CI~, CJ~, CI~ (piste 2) et par  CII~, 
CII~, CII~ (piste 4) dans l 'ordre  de leur  mobil i t6  
anodique croissante.  I1 est remarquable  de cons- 
tater par  ail leurs (fig. 5) que la vitese de migra t ion  
61ectrophor6tique des produi ts  (piste 3) obtenus h 
par t i r  de CI (piste 2) est ident ique  h celle des 
const i tuants  naturels  r6v616s par  l '61ectrophor~se 
d 'un  EEC de type I (piste 1). La chromatographie  
sur DEAE-Sephadex A-50 du m61ange des produi ts  
de t rans format ion  obtenu h par t i r  de CI, dans des 
condi t ions  exp6rimentales  ident iques  h celles uti- 
lis6es pour  le f r ac t ionnement  de FEE C, condui t  h 
l ' i solement  de deux const i tuants  identifi6s h CI 
et CI~ {piste 4 et 5) par  leur compor tement  chro- 
matographique et 61ectrophor6tique [6, 22~. 
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et IVCN~Br d a n s  l ' o r d r e  de l eu r  e n c h a i n e m e n t  h 
p a r t i r  de  l ' ex t r6mi t6  N-ac6ty l6e  t e r m i n a l e  de la 
c h a l n e  p o l y p e p t i d i q u e  : 

N-ac6 ty l  .......... Met ................ Met ......... Met ........ COOtt  

ICNBr  I ICNBr  I I ICNBr  IVCNBr  

L ' 6 t u d e  c o m p a r 6 e  de  la  c o m p o s i t i o n  en  a m i n o -  
a c i d e s  ( t ab leau  III) et des  ca r t e s  de p e p t i d e s  t r y p -  
s iques  ( d o c u m e n t s  n o n  p r6sen t6s )  des  f r a g m e n t s  

FIG. 5. - -  Electrophor~se sur acdtate de cellulose 
(conditions exp6rimentales identiques h celles pr6cis6es 
dans la 16gende de la figure 1) d'un EEC de type I 
(piste 1), de l 'enzyme CI (piste 2), du mdlange des pro- 
duits obtenus par sdjour de CI en mil ieu alcaiin 
(piste 3) et des constituants CI (piste 4) et CI~ (piste 5) 
isolds de ce mdlange par chromatographie sur DEAE- 
Sephadex A-50 [6, 22~. 

VI. - -  ET~SDE COMPARI~E DES FRAGMENTS HOMOLO- 
GUES I:SISUS DU CLIVAGE ~)AR LE BROMURE DE 
C~rANOGENE DES FORMES' CI ET CH. 

Les  m o d a l i t g s  t e c h n i q u e s  u t i l i sges  p o u r  le cli- 
vage  p a r  le b r o m u r e  de  c y a n o g 6 n e  au n i v e a u  des  
t r o i s  r 6 s idus  m 6 t h i o n i n e s  p r 6 s e n t s  d a n s  Yune et 
l ' a u t r e  f o r m e s ,  a i n s i  que  ce l les  ra ise  en  oeuvre 
p o u r  l ' i s o l e m e n t  des  q u a t r e  f r a g m e n t s  i s sus  de  ce 
c l ivage ,  s o n t  expos6s  d a n s  le m 6 m o i r e  p r 6 c 6 d e n t  
[14]. 

Le  c l ivage  c o n d u i t  d a n s  les d e u x  cas  h la f o r m a -  
t i o n  de q u a t r e  f r a g m e n t s  d6s ign6s  p a r  I-, II-, I II-  

FIG. 6. - -  Cartes des peptides trypsiques solubles des 
fragments ICNBr CII et ICNBr CI. Conditions exp6ri- 
menta les  identiques h celles pr6cis~es dans Ia l~gende 
de la figure 3. 

TABLEAU III .  

C o m p o s i t i o n  en a m i n o a c i d e s  c o m p a r J e  des f r a g m e n t s  ob tenus  
apr~s clioage par  le b r o m u r e  de cyanog~ne  des e n z y m e s  CI et CH. 

• . i ICNBr IICNBr HICNBr IVCNBr 
Acides a mlne,~ CI CII CI CII CI CI1 CI CII 

2,0 2,0 
0,9 0,9 
0,2 - -  
2,9 2,9 
1,2 1,0 
1,1 1,0 
1,1 1,O 

0,9 0,9 

3,7 3,9 

2,2  2,0 
1,1 1,0 

1,1 1 ,0  

1,7 1,9 

2,1 2,1 
2,9 3,0 
1,1 1,0 
2,0 2,0 
0,9 1,0 

2,2 2,2 

1,0 1,1 
2,0 1,9 

2,9 3,0 

Asp . . . . . . .  
Thr . . . . . . . . .  
Ser . . . . . . . . .  
Glu . . . . . . . . .  
Pro . . . . . . . . .  
Gly . . . . . . . .  
Ala . . . . . . . . .  
Val . . . . . . . . .  
Met . . . . . . . .  
lle . . . . . . . . .  
Leu . . . . . . . .  
Tyr . . . . . . . .  
Phe . . . . . . . .  
Lys . . . . . . . . .  
His . . . . . . . . .  
Arg . . . . . . . . .  
Trp . . . . . . . . .  

6,1 6,3 
2,1 2,2 
2,8 2,9 
5,3 6,3 
5,0 5,0 
5,0 5,1 
5,1 4,9 
4,0 4,2 
1,0 1,0 
2,0 2,0 
3,4 3,5 
1,9 1,8 
1 ,1 1,1 
3,9 4,0 
4,5 4,6 
3,0 2,0 
2,0 

21,7 21,6 
10,8 10,6 
12,0 11,8 
13,8 13,9 
10,5 10,9 
12,7 12,8 

9,2 8,9 
14,1 14,5 

1,3  1,2 
3,2 3,1 

17,3 17,7 
5,8 6,1 
7,1 7,2 

10,8 10,6 
5,5 6,0 
2,4 2,3 
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CNBr condui t  h admettre  l ' ident i t6  chimique des 
fragments  homologues II, III et IV des deux en- 
zymes. En  opposit ion,  la compara i son  des frag- 
ments  I, identif i6s aux fragments  N-ac6tyl6s par  
dosage d 'un  groupement  ac6tyle, fait apparai t re  
net tement  la pr6sence d 'un  r6sidu suppl6menta i re  
d ' a rg in ine  et l 'absence d 'un  r6sidu glutamique 
dans le fragment  I C ~ r  de CI. 

De telles modif ica t ions  se t raduisen t  sur  les 
cartes de peptides t rypsiques (fig. 6) : 

1) par  la pr6sence dans ]e f ragment  ~CNBr CI 
de deux taches identifi6es l 'une  h de l ' a rg in ine  
libre, l 'autre  au dipept ide Arg-Hse et, 

2) par  la d iminu t ion  consid6rable  dans le frag- 
ment  ICNBr CI d 'une  tache identif i6e h de l 'homo- 
s6.rine. 

V I I . -  ETABLISSEMENT DE LA. SEQUENCE C-TERMI- 

NALE DU FRAGMENT I C N B r  DE CII .  

La nature  chimique (Arg, Arg-Hse, Hse) des 
taches responsables  des diff6rences observ6es dans 
]es f ingerpr ints  des fragments ICNBr de CI et de 
CII a condui t  h rechercher  la diff6rence de struc- 
ture p r ima i re  dans ]a s6quence C-terminale de ces 
deux fragments.  

La s6quence C-terminale du f ragment  IC~NBr 
de CI an t6r ieurement  6tablie [14, 23] est la sui- 
vante : 

56 57 
~Gly-Glu-Ala-Thr-Ser-Arg-Arg-Hse 

Cette s~quence consti tue l 'homos6ryl  pept ide 
chymotryps ique  de ce fragment .  La composi t ion 
en aminoacides  de l 'homos~ryl  pept ide correspon-  
dant  de I, CNBr CII obtenu aprbs hydrolyse  chymo- 
t ryps ique et chromatographic  sur Dowex 1-)[ 2 est 
la suivante  : 

Thr  1, Ser 1, Glu 2, Ala 1, Arg 1, Hse 1 

Elle diffbre de celle du pept ide homologue de 
IC,NBr CI par  1'absence d 'un  r6sidu a rg in ine  et la 
pr6sence d 'un  r6sidu glutamique suppl6mentaire .  
Sept 6,tapes de d6gradat ion r6currente  selon 
Edman  ont permis  d 'en 6tablir  la s6quence comme 
suit  : 

56 57 
-Gly - Glu - Ala - Thr  - Ser - G l n  - Arg - Hse 
.... ~. .... ~ .... )~ .... ~ ..... ~ .... ~ .... 

L 'homos6rine  a 6t6 identif i6e h l ' au toanalyseur  
dans le mat6riel  r6siduel  de la 7 ~ 6tape. 

De telles donn6es sont  en accord avec celles 
obtenues de la composi t ion en aminoacides  des 
enzymes C I e t  CII (tableau II) et de leurs frag- 
ments  homologues ICNBr (tableau III). 

Elles d6montrent  que la mol6cule de CII diff~re 
de celle de CI par  une subst i tu t ion Arg ..... -> Gln 
en posi t ion 56. 

DISCUSSION. 

Des trois techniques  utilis6.es : 61ectrophorbse 
sur ac6tate de cellulose, chromatographic  sur  
DEAE-Cellulose DE 23 et chromatographic  sur  
DEAE-Sephadex A-50, seule cette derui~re assure 
l ' i so lement  et la pur i f ica t ion  de trois  const i tuants  
de I 'EEC : CI, CI~ et GII. Les deux autres techni-  
ques ne permet ten t  pas d 'ob ten i r  la s6parat ion des 
cons t i tuants  CI~ et CII. Les r6sultats de la chro- 
matographie  sur DEAE-Sephadex A-50 d6mont ren t  
que si le const i tuant  61ectrophor6tique CI est 
homogbne, le second const i tuant  61ectrophor6tique 
peut  cor respondre  selon le type d'EEC soit h Fun  
soit h l 'autre  des deux const i tuants  CI~ et CII, 
soit encore h 1cur m61ange en p ropor t ion  var ia-  
ble. 

L'6tude compar6e de ces trois const i tuants  a 6t6 
abord6e par  la d~,termination de leur activit6 sp6- 
cifique et de !cur composi t ion en aminoacides  et 
par  l '6 tabl issement  de cartes de peptides t rypsi-  
ques solubles. Les r6sultats font appara l t re  claire- 
ment  que, de mbme et haute activit6 enzymat ique  
sp~cifique, CI, CI~ et CII sont trois  formes mol6- 
culaires de r a n h y d r a s e  carbonique  6rythrocyta i re  
bovine  pr6sentant  entre  elles une  trbs grande 
analogie chimique.  La poursui te  de cette 6tude 
compar6e devait  nous permet t re  de pr6ciser  les 
re lat ions existant  entre  ces trois  formes enzyma- 
tiques. 

En ce qui concerne  CI~, la chromatographic  
sur  DEkE-Sephadex A-50 d6montre  que son exis- 
tence est toujours li6e h celle de CI. En  effet, cette 
technique  ne r6v~le jamais la pr6sence de CI~ 
dans les EEC qui ne renfe rment  pas le cons t i tuan t  
CI (type V). Par  contre,  chaque fois que CI est 
pr6sent  et quelle que soit l ' impor tance  de CII, 
CI~ peut  6tre isol6 de I 'EEC duns une  p ropor t ion  
quasi constante  de 7 h 9 p. cent  de CI. Si l ' on  con- 
sidbre, par  ailleurs, ]a profonde s imil i tude de com- 
posi t ion en aminoacides  et de cartes de peptides 
t rypsiques  de ces deux formes enzymatiques,  il  est 
permis  de supposer  que CI~ puisse n '6tre qu 'un  
produi t  d6riv6 de CI. De telles donn6es sont  h rap- 
procher  de celles an t6r ieurement  6tablies sur  les 
anhydrases  carboniques  6rythrocyta i res  humaines  
B e t  A de m6me et faible activit6 sp6cifique [21, 
24, ~5]. Pa rmi  ces enzymes humaines ,  A repr6- 
sente r6guli~rement  de 8 h 12 p. cent  de B. Les 
donn6es chimiques  ont permis  de conclure  h ]cur 
quasi identit6, et il a 6t6 d6montr6 que A r6sulte 
d 'une  61ongation de la mol6cule sph6rique de B 
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[~6]. Cette mod i f i ca t i on  mol~cula i re  peut  ~tre 
obtenue in vitro h p a r t i r  de la fo rme  B p a r  s~jour 
en mi l ieu  alcal in .  Dans de tel les  condi t ions ,  Yen- 
zyme B humaine  donne  na issance  h une s~rie de 
p rodu i t s  de t r ans fo rma t ion  a r t i f i c ie l s  de mobi-  
lit~ 61ectrophor~tique anodique  croissante .  Le 
moins  rap]de  de ces p rodu i t s  poss~de des p ropr i~ -  
t~s ch romatograph iques ,  ~ lec t rophor~t iques  et hy-  
d r o d y n a m i q u e s  ident iques  h celles de ]a fo rme A 
nature l le  donI i l  conserve  la totali t~ de l 'activit~, 
anhyd ra s ique  ca rbon ique  sp~cif ique.  Les r6sul tats  
de r eche rches  s imi la i res  r~alis~es sur  les enzymes 
bovines  d~montrent  que, de fa~on iden t ique  h 
] ' enzyme B humaine ,  les enzymes CI et CII don-  
nent  na isance  p a r  s6jour en mi l i eu  a lca l in  h une 
s~rie de p rodu i t s  de t r ans fo rma t ion  (~Cf. fig. 4). Le 
p r o d u i t  de t r ans fo rma t ion  imm6dia t emen t  plus 
r a p i d e  que ]a forme CI pr~sente  des propr i~ t6s  
ch romatograph iques ,  61ectrophor6tiques et enzy- 
mat iques  iden t iques  h celles de la forme natu-  
re l le  CIr .  L '6tude h y d r o d y n a m i q u e  des t ro is  for-  
mes CI, CI~ et GII na ture l les  et de la fo rme C I~ 
ar t i f ic ie l le  d~montre  que les molecules  CI et CII 
sont  comme celle de la forme B humaine ,  ass imila-  
bles h des spheres  ~9] alors que les molecules  des 
formes  CI~' na ture l le  et a r t i f ic ie l le  do]vent,  comme 
celle de l a  forme A humaine  8tre assimil~es h des 
e l l ipso ides  de r~volut ion  allong~s ( recherches  en 
cours) .  En sorte que l ' hypoth~se  selon laquel le  
l ' enzyme humaine  A sera i t  un va r i an t  conforma-  
t ionne l  de B [20, 27, 28, 29] p a r a l t  pouvo i r  Ore  
~tendue, avec la  mSme probabil i tY,  h l ' enzyme 
CI~ bovine  en la  cons id~ran t  comme un va r i a n t  
confo rma t ionne l  de CI. Le fai t  que comme les 
anhyd ra se s  ca rbon iques  B huma ine  et CI bovine ,  
la forme CII bovine  donne  des var ian t s  s tables  
a r t i f ic ie l s  (fig. 4, p is te  4) ou na ture ls  (fig. 1, 
p is te  5), sugg~re que cette propr i6 t~  soit  commune  
h routes les enzymes de ce type.  Le m6canisme de 
la fo rma t ion  de ces d~riv6s de p h i  d6.croissant 
n 'es t  pas  to ta lement  6lucid6. L 'hypoth~se  la plus  
g~n~ralement  avanc~e est celle qui  fair i n t e r v e n i r  
une d6samida t ion  pa r t i e l l e  de la molecule ,  chaque  
~tape de t r ans fo rma t ion  c o r r e s p o n d a n t  h la per te  
d 'un  g roupement  am]de E~83. La d6samida t ion  
p o u r r a i t  i n d u i r e  l '61ongation mol6cula i re  consta-  
t6e sans que cel le-ci  n 'affecte les propr i6 t6s  anhy-  
d ras iques  ca rbon iques  de tels va r ian t s  conforma-  
t ionnels .  L ' ex i s t ence  de ces de rn i e r s  n ' imp l ique  en 
aucune fa~on celle de loci  g6n6tiques suppl6men-  
taires .  

En ce qui concerne  les deux formes  enzyma-  
t iques  CI et GII, ] '6tude de ]eur  re la t ion  repose  
sur  les diff6rences ch imiques  min imes  r6v616es 
p a r  la compara i son  de leur  compos i t ion  en anfino- 
ac ides  et de leur  car te  de pep t ides  t ryps iqnes  
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solubles.  L a con f i rma t ion  de ces di f ferences  a ~t~ 
apport~e p a r  l '~tude compar~e  des f ragments  
homologues  issus de leur  c l ivage p a r  ]e b r o m u r e  
de cyanog~ne.  Cette ~tude compar~e  n 'a  pe rmis  
de met t re  en ~vidence que des diff~ren,ces po r t a n t  
sur  les seuls f ragments  I. De ce fait,  la pos i t ion  
des t ro is  r~sidus  m~thionine  et la s t ruc ture  p r i -  
ma]re  des f ragments  H, I I I  et IV peuven t  8tre 
consid~r~es comme iden t iques  pour  les enzymes 
GI et CII. Pa r  contre ,  au n iveau  des f ragments  I, 
t ro is  taches sont  responsab les  des d i f ferences  
observ~es sur  leur  car te  de pep t ides  t ryps iques .  
L 'une  ident i f i~e  h de l ' a rg in ine  l ib re  est pr~sente  
dans  le seul  f ragment  ~GNBr CI. Elle c o r r e s p o n d  
exac tement  h la t ache  d ' a rg in ine  l ibre  responsab le  
de la seule diff~.rence mise  en ~vidence ent re  les 
f i nge rp r in t s  de C,I et (~I,I. Les deux autres  taches  
sont la consequence  du cl ivage p a r  le b r o m u r e  de 
cyanog6ne au n iveau  de la p r emie re  m~th ion ine  
comme l ' i nd ique  leur  compos i t ion  en amino° 
ac ides  : Arg-Hse, et Hse. De ces deux taches,  l 'une  
Arg-Hse est pr~sente  dans le seul f ragment  I CN,Br 
CI et l ' au t re  Hse est cons id~rab lemen t  plus  abon-  
dante  dans le f ragment  I.CNBr E,II. Ces donn~es 
nous ont  condu i t  h r e c h e r c h e r  ]a d i f ference  de 
s t ruc ture  p r ima] r e  dans  la s~quence C- terminale  
de ce f ragment .  

L '~tabl issement  de la s~quen.ce de l ' oc topep t ide  
C-ternfinal  de I CNBr C II  et sa conf ron ta t ion  h 
celle de l ' oc topep t ide  E- t e rmina l  de IGNBr CI loca- 
l ]sent  la  subs t i tu t ion  A r g - - > G l n  en pos i t i on  56. 
Cette subs t i tu t ion  r end  compte  des di f ferences  
observ~es sur  les car tes  de pep t ides  t ryps iques .  En 
effet, la subs t i tu t ion  de l ' a rg in ine  en pos i t ion  56 
p a r  une g lu tamine  ne pe rme t  plus  la l i be ra t ion  de 
l ' a rg in ine  en pos i t ion  57 et se t r adu i t  su r  le f inger-  
p r i n t  t ryps ique  de CII p a r  la d i spa r i t i on  de la  
tache  d ' a rg in ine  l ibre .  Cette subs t i tu t ion  se t r adu i t  
~galement  p a r  des d i f ferences  sur  les f i nge rp r in t s  
t ryps iques  des f ragments  IC,NBr C I e t  ICNBr GII. 
Les taches  d ' a rg in ine  l ib re  du d ipep t i de  Arg-Hse et 
d 'homos~r ine  l ib re  qui f igurent  sur  le p r e m i e r  r~- 
sul tent  de l ' h y d r o l y s e  de la l ia i son  a rg iny l  5.6 et 
de celle incomple te  de la l ia i son  a rg iny l  57. Cette 
dern i~re  l ia i son  ~tant seule pr~sente  dans le frag- 
ment  ~CNBr CII, son h y d r o l y s e  ne l ib~re plus  que 
de l 'homos~r ine .  

Le r e m p l a c e m e n t  d 'un  a m i n o a c i d e  bas ique 
(Arg) p a r  un aminoac ide  neut re  (Gln) est, p a r  
ai l leurs ,  r e sponsab le  de l ' a cc ro i s semen t  de la 
charge  ~lectron~gat ive de GII qui pe rme t  de le 
s~parer  de l ' i soenzyme CI p a r  ~lect rophor~se  et 
ch romatograph ie .  I1 est ~galement  r e sponsab le  de 
la s imi l i tude  des charges  nettes de CII  et de CI~ 
qui  leur  conf~re une vi tesse de mig ra t ion  ~lectro- 
phor~t ique  analogue h pH 9,2. En effet, la charge  
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nette de CII est analogue h celle qui r6sulterai t  de 
la per te  par  CI d 'un groupement  amide. Or, si 
l 'on  admet  que le m6canisme par  lequel  CI ~tonne 
naissance ~ CI~ est, comme darts le cas des en- 
zymes humaines  [28], la per te  d 'un seul groupe- 
ment  amide,  on dolt s ' a t tendre  h une telle simili-  
tude de la charge nette de CI~ et de CII. 

La subst i tut ion Arg - - ~  Gln compat ib le  avec le 
code g6ndtique, a 6t6 no tamment  observ6e darts le 
eas de l 'h6moglobine  J Cape To~vn % 92 Arg -->- 
Gln) [30]. Sa raise en 6vidence darts le cas des en- 
zymes bovines  CI et CII pe rmet  d ' examine r  du 
poin t  de rue  g6n6tique les diff6rents types d'EFJC. 
Si r o n  se l imite  aux deux seuls const i tuants  C! et 
OH, ces divers  types d 'EEC (fig. 1) co r responden t  
aux trois  ph6notypes  suivants  : 

type I : CI /CI  I homozygotes  
type V :  CII /CII  t 

types H, I I I  et I V :  CI/CI,I h6t6rozygotes 

Le concept  de l ' i nd6pendance  g~n6tique des 
deux formes enzyma t iques  de l ' anhydrase  carbo- 
nique bovine,  auquel  ce t ravai l  apporte  la con- 
f i rmat ion  b ioch imique ,  a 6t6 an t6r ieurement  d6- 
duit de l 'observa t ion  de ces trois  ph6notypes  par  
61ectrophor6se de l 'h6molysat  de tr6s nombreux  
bovin6s [11, 31]. 11 a condui t  les g6nOiciens  
admet t re  que la synth6se de ces deux formes enzy- 
mat iques  6tait sous la d6pendance  de deux all61es 
autosomiques codominants .  

En ce qui concerne  ce dern ie r  point ,  la tr6s 
grande variabi l i t6  de p ropor t ion  des formes C I e t  
CII constat6e chez les sujets h6t6rozygotes, nous 
para i t  const i tuer  un 616ment nouveau impor tant .  
La d is t inc t ion  que nous avons pu faire dans ce 
m6moire  entre les EEC que l 'on doit consid6rer  
la lumi6re des r6sultats comme appar tenant  ~ des 
sujets h6t6rozygotes souligne, pour  la premi6re  
fois, la p r6dominance  de l 'une ou de l 'autre  de ces 
deux formes iso-enzymatiques  bovines  (EEC de 
type II et IV). Cette var iabi l i t6  appelle  le commen-  
taire suivant  : la coexis tence  de deux all61es codo- 
minants ,  l 'un normal  et r a u t r e  rout6, se t radui t  
g6n~ralement au n iveau de la synth6se prot6ique 
- -  et doric du ph6notype ~ par  la pr6sence d'en- 
v i ron  50 p. cent de chacune  des prot~ines.  Lorsque  
la p ropor t ion  est en faveur  de r u n e  des deux 
formes, c 'est  toujours la m6me forme qui est pr6- 
dominante .  La mei l leure  expressivi t6 du g6ne pr6- 
dominant  peut  r6sulter,  entre autres, de cin6t iques 
diff6rentes au cours de la biosynth6se,  de stabili-  
t6s diff6rentes des prot6ines synth6tis6es ou de 
l ' exis tence  de g6nes mult iples  responsables  de la 
synth6se d 'une m~me chalne  polypept id ique .  La 
p r6dominance  de l 'une  ou l 'aut re  des deux iso- 
enzymes de r a n h y d r a s e  carbonique  bovine  pour-  

rai t  rSsulter de l ' ex is tence  d 'un facteur  i nconnu  
susceptible  de modif ier ,  selon le cas, l ' express ivi t6  
de l 'un ou de l 'autre  des all61es. Elle pour ra i t  ~ga- 
lement  t rouver  une expl ica t ion  dans l ' ex is tence  
d 'une mult ipl ic i t6  de g6nes. Cette derni6re  hypo-  
th6se d6sign6e par  l ' express ion  ¢ x g6nes - -  une 
chaine  po lypep t id ique  )> a ~t6 admise pour  les 
h6moglobines humaines .  En effet, l ' ex is tence  d 'au 
moths  deux loci  a 6t6 envisag6e aussi bien pour  
la synth6se des cbaines  V de l 'b6moglobine  f~ ta l e  
[32] que pour  celle des chaines a de l 'h6moglobine  
adulte [33]. 

L '6tude que nous nous proposons  de r6al iser  sur 
des bovin6s de diverses races et sur la descen- 
dance de g6niteurs sp6cialement  choisis  devrai t  
nous permet t re  d ' acqu6r i r  des donn6es compl6- 
menta i res  p la idant  en faveur de r u n e  ou l 'aut re  
des hypoth6ses pr6c6dentes.  
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R~SUM~. 

Los deux formes majeures de l'anhydrase carbonique 
~rythrocytaire bovine ont gt6 dgsign~es par CI et CII 
en raison de leur haute activitg de type C. La s~pa- 
ration de ces deux formes et l 'isolement de CI h partir 
de l 'extrait ~thanol chloroforme de l'h~molysat out 6t6 
obtenus aussi bien par chromatographie sur DEAE, 
cellulose DE 23 que sur DEAE-sephadex A-50. Cepen- 
dant l 'obtention de pr4parations purifiges de la for- 
me CII n'est possible que par la chromatographie sur 
DEAE-sephadex A-50 qui seule s6pare CII d'un consti- 
tuant mineur CIr. 

L'~tude compar4e des formes CI et CII et du consti- 
tuant mineur CI~, sugg~re fortement que CI~ n'est 
qu'un variant conformationnel de C I e t  d6montre que 
CI et CII sont des variants gdn6tiques. Ces derniers 
diff6rent darts leur structure primaire par au moths 
une substitution Arg - - ~ -  Gin en position 56 h partir 
de l'extr6mit6 N-acdtyl6e terminale. Sur la base de la 
tr6s grande variabilit6 de proportion des formes CI 
et CII constat6e chez les individus h~t~rozygotes, les 
modalit4s de la transmission g6n6tique de ces enzymes 
sont discutdes. 
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