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Incorporation in vitro de ['“Cjfluorophénylalanine dans i"hémogliobine
des riticulocytes de lapin

L’étude de lincorporation d'analogues d’acides aminés dans les protéines a pris un
grand développement avec le progris de nos connaissances sur la biosynthése des
protéines. Cependant, peu de travaux ont porté sur Uincorporation de fluorophényl-
alanine dans des protéines animales bien détinies. VaucHay BT STEINBERG! ont
montré Vincorporation in vitro e I'analogue dans Uovalbumine d'oviduete in vifro.
Bover ET WESTHEADZ ont observe I'incorporation de la fluotophénylalanine dans
T'aldolase ¢t la phosphoglycéraldéhyde deshvdrogénase de muscle de rat s vitro.

Nous avons cherché si la (HCfluorophénylalanine ctait incorporée dans héme-
globine de réticulocytes de lapin iz vifro. Les. incubations ont été réalisées, selon la
technique décrite précédemment-1, pendant 3 h & 377, en présence daciudes aminés
4 la concentration finale de 0,2 mJa{, & lexception de phénylalanine et de tyrosine, ¢t
en présence dit composé marqud.

Le problime qui se pose est de savoir i la fluorophénylalanine a ére incorporée
dans des liaisons peptidiques ct si cette incorporation a bicn lieun dans 'liémoglobine.
La démeonstration ne peut étre qu'indirecte, du fait de la trés petite quantite d hémeo-
globine formée par rapport & celle préexistante dans les réticulocytes. )

1. On constate une incorporation de ‘HCifluorophénylalanine dans la globine
préparée sclon RocHE of wf.%, Ansox vt Miwsuy®, enviren trois fois plus petite que celle
de MCIphénylatanine de méme activité spécifique. Les mesures de radioactivité sont
faites sur 100 mg de globine finement pulvirisée et dtalée uniformément sur des
plaques de caivre de 2,85 em? de surface: 'ClHuorophénylalanine, 317 coupsimin;
(MClphénylalanine, 1014 coups/min.

2. L'incorporation est inhibée par Iaddition an milien d'incubation de dinttro-
phéno! i la concentration de 103 3: témoein, 317 coups/min; - dinitrophénol,
I3 coups/min, soit g6 %, d'inhibition.

3. Pour montrer que I'incorporation a bicn leu dans I'hémoglobine et non dans
une autre molécule, protéine, peptide, ou ARN-aminouicides, on purifie deux fois par
relargage, en utilisant des solutions de phosphates de moins en moins concentrées, e
sorte qu'on ne recueille quiune fraction de I'hémoglobine. St Pincorporation a licu
dans une protéine autre que I'hémoglobine, cette protéine sera ¢liminée an mnins
partiellement, ou au contraire concentrée, et les traitements successifs modifieront la
radioactivité dans le méme sens. De plus, & chaque étape, la protéine est dissoute dans
1 N NaQH, précipitée par lacide trichloracétique i 209, et chauffée 15 min 4 go”:
ceci dans le but d’¢liminer les composés nucléotidiques. Préparation initiale, 317
coups/min; 1ére purification, 2g4 coupsmin; 20me purification, 303 coups/min.

4. L’hémoglobine a été également somnise i électrophordse sur gel d'amidon 3 h
3 pH 8,6, sous une tension de 4 Viem? %, On ¢lue 5 bandes de 1 cm de targenr, on ajouic
100 mg d'hémoglobine comme entraincur, 4 charque fraction. La troisitme bande
correspond 4 Phémoglobine initiale; la cinguitme bande 4 la ligne de départ. On
obscrve les radic. ctivités suivantes: rére bande, o 2¢, 2; 3¢, 10; 4¢, 0; 3¢, 0. La radio-
activité est donc localisée dans 'hémoglobine.

5. Pour s'assurer que la [MClHluorophénylalanine est bien incorporée comme telle,
on hydrolyse s0mg de globine, on ajoute 5 mg de fluorophénylalanine comme

Abbréviation: ARN, «wide ribonueidine.



562 SHORT COMMUNICATIONS vol. 34 (1959)

entraineur. On sépare 'ensemble des composés aromatiques sur charbon?, et on isole
phénylalanine, tyrosine et fluorophénylalanine par chromatographie bidimensionnelle,
sclon la technique de Boissonwash®, reprise par MUNIER ET CoHEN'.. On réalise
16 chromatographies et on élue les taches dont on mesure la radioactivité: tvrosine,
o coups/min; phénylalanine, 13 coups/min; fluorophénylalanine, 260 coups/min. La
faible radioactivité de la phénylalanine peut étre due & I'imperfection de certaines
chromatographies. ’

6. Il v a compétition entre lincorporation de fluorophénylalanine et ceile de
phénylalanine. Ii est difficile de donner des valeurs précises, du fait de la préexistence
d'une petite quantité de phénvlalanine dans les réticulocytes.

Si Yon incube avec o,1°1072mM de [MC|fluorophénylalanine, l'addition de
o,1- 102 mM de phénylalanine provoque 30% d’inhibition (Fig. 1, Courbe I).
Lorsque 'on incube avec ¢.1-10.2 maf de [MCJphénylalanine, on a une inhibition
de 509, par addition de 0.5-10_2 mdf de fluorophénylalanine (Fig. 1, Courbe I1).
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Fig. 1. Courbe | — Incorporation de  Témoin N . . 308

flucrophénvlalanine en présence de + oz o mH fluorophénylalanine 308
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Conrbe 11 = Incarperation de phényl- +o1n Df m.H fluorophénylalanine 262

alanine en présence de quantitds crois- +  2o107? mM fluorophénylalanine 2942

santes de fluorophénylalanine,

7. 11 i’y a pas compétition entre I'incorporation de fluorophénylalanine et celle
de tyrosine {(Tabicau I). .

L’incorporation de tyrosine west gue trés légérement inhibée par la Ancrophényl-
alanine. La tvrosine a une légére action activatrice, car elle participe o la synthese
de la protéine.

8. A concentration rclativement élevée, la fluorophénylalanine inhibe la bio-
synthise de Phémoglobine. Au milien d’incubation, on ajoute de la phénylalanine et de
la tyrosine a la concentration finale de 0,2 md, de la fluorophénylalanine i différentes
concentrations et du [MCiglycocolle (Tableau IT).

Cette inhibition est vraisemblablement due au fait que la fluorophénylanine, se
substituant en partie i la phénylalanine, et s’incorporant moins rapidement, la bio-
synthise de Phdémoglobine est ralentic.
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Ces expéricnces montrent que la fluorophénylalanine peut s’incorporer dans
Phémoglobine en se substituant partiellement 4 la phénylalanine.

Nous remercions les Professeurs 4. ScHariry of 10 C. DrevFUs pour les discussions
au cours de ce travail et Madame L. TIKHONITZKY pour la participation technique.

Nous remercions U'Institut National d'Hygicne, la Caisse Nationale de Sécurité
Saciale et le Centre National de la Recherchie Scicntifique de aide apportée o ce
travail.
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Preliminary Notes

Formation of L-gulonolactone from D-glucuronolactone with TPN
L-gulonic deh;*drogenase

It has been established by several workers that the immediate precursor of L-iscorbic
acid in animal tissue is L-gulonolictone! ' However, the mechanism of formation
of the lactone has not vet been clucidated completelyv. Recently, YaMap ¥ demon-
strated the enzymic formation of r-gulonolactene from L-gulonate by the reverse
reaction of lactonase I, but Hers® suggested the direct conversion of b-glucurono-
Jactone to L-guionolactone without any consideration for the action of lactonase. The
present paper describes the enzymic formation of L-gulonolactene from p-glucurono-
lactone by the action of TN gulonic dehydrogenase which wis considered to operate
with p-glucuronate®,

The supernatant fraction from rat liver was subjected to (NH,) ,80, fractionation
{o.40--0.50 satn.}, dialysis, and (ractionition on DEAE-cellulose column. The =econd

Abbreviations: TN, TiPNEL oxidized and reduced triphosphopyridine nueleotile: DPNH,
reduced diphosphopyridine nuocleotide: DEAE, dicthylammoethyl; Tris, tris{hvdroxvmethyi)-
aminmmethane.



