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Incorporation in v i t ro de [14C]fluoroph~nylalanine dans |'h~mog|obine 
des r~iculocytes de Japin 

L ' 6 t n d e  de r i n c o r p o r a t i o n  d ' a n a l o g u e s  d 'ac ides  amines  dons  les pro td ines  a pris ur, 
g r a n d  d 6 v e l o p p e m e n t  avec  le progr~.s de nos conna i s sances  sur  la  b iosyn thbse  des  
prot6ines .  C e pe ndan t ,  pen  de t r a v a u x  ou t  port(., su r  l ' i nco rpo ra t ion  de f luoropl l6nyl-  
a l an ine  dons  des  protdine~; an ima les  bien d6fi~ies. V.H:GH.~Y I.;-r Sr~lNm-;R~; ~ on[  
m e n [ r 6  l ' i n c0 rpo ra t i on  in v i t ro  de  l ' ana t~gue  dons  l 'ovalb-amine d ' o v i d u c t e  i~, vi lro.  
tBOYER ET "WESTHEAD '~ ont  observd  l ' i nco rpo ra t ion  de la f l uo tophdny la l an ine  dons  
l ' a ldolase  e t  la phosphog lycdra ldOhyde  desh_vdvogdnase de muscle  de ra t  in. vitro. 

N o u s  o v e n s  cherch6  s i l a  LHC]fluorophdnylal-mine 6 ta i t  ~ncorporde do_us t 'h ( 'me-  
g lob ine  de r6 t i cu loey te s  de  lapin  in, vi lro.  Les~ incuba t ions  (mr 6t6 r6alisdes, selon la 
t e c h n i q u e  d6cr i te  p r d c d d e m m e n t  ~.4, p e n d a n t  3 h ~ 37 ~, en  prdsence d 'ae ides  amin6s  
& la c o n c e n t r a t i o n  finale de  o,2 m 3 I ,  "2L I ' exeep t ion  de phdny la l an ine  et de  tyro~ine,  e t  
en  prdsenee  du  t e m p o s 6  marqud .  

l .e  probl i ,me qni  se pose est  de  savoi r  s i l a  f luorttphdn~,lalanine a dtd ineorporde  
dons  des l iaisons peptid~'ques et si ec t t e  i n c o r p o r a t i o n  a bicn lieu dons  l 'hdmoglol) ine.  
L a  d 6 m o n s t r a t i o n  ne pen t  ~.tre qu ' i nd i r ec t e ,  d u  fait  de  la tri.s pe t i t e  q u a n t i t 6  d ' hdmo-  
g lobine  fo rm6e  pa r  rappt.,rt ~t cello p rdex i s t an t e  dons  les rd t icu locyten .  

I .  On c o n s [ a t e  nne  i n c o r p o r a t i o n  de -1-*('~flur~ropladnylalanine dan.~ la g!olt ine 
pr6parg'e solon RCWHE et c~i.';, A.xs( ~y ~.'r 3!! .-_s .Ny ~, c..n-vi.r,.m t rois  lois pins pe t i t e  que  cel!e 
de "_~'~Clpt~dnylalanine de  m~.me act iv i t¢  " sp('cifique. I.es mesures  de radioacti, . ' i t(:  s en t  
fa i tes  sur  IOO nag de  globine f inement  pulvdris&: et  dtalde u n i f o r m 6 m e n t  snr des  
p l aques  de eu iv re  dr.' -~,85 cm * de  sur face :  . l IC' lhtor~q~hdnylalanine,  3 r7  coups. .min;  
[14C]ph6nylalanine,  I014 coups : ra in .  

2. L ' i n e o r p o r a t i o n  est  inhibde par  l ' add i t i on  au milieu d ' i n e n b a t i o n  de d in i t ro -  
ph~noI ~t la c o n c e n t r a t i o n  de  t o . 3 3 I :  tdmom,  3 t 7  coups ' r a in ;  ÷¢ dinit! 'oph~;nol, 
I3  coups / ra in ,  soi t  96 0,, d ' i nh ib i t ion .  

3- P o u r  m o n t r e r  que  l ' i n eo rpn ra t i on  a bien lieu d aa s  i ' h6moglob ine  et  non dons  
une  an [ re  mot6cule ,  p ro t ( i ne ,  pep t ide ,  ou .-kI~,N-amimtacides, on purifie d e u x  lois pa r  
re la rgage ,  en  u t i l i san t  des so lu t ions  de phosI~hates de moins  en moins  concentr~es ,  tie 
sor te  q u ' o n  ne recueil le  q u ' n n e  f r ac t ion  de l 'h~moglobine .  Si [ ' i nco rpo ra t ion  a lieu 
dons  une  pro td ine  a u t r e  que  l ' h6moglob ine ,  ee t t e  p ro t6 ine  nero dtiminde au  moins  
p a r t i e l l e m e n t ,  ou au  c o n t r a i r e  eoncent rde ,  et  les t r a i t e m e n t s  successifs mod i f i e ron t  la 
rad ioac t iv i t t l  dons  le m8me  sens. De plun, 5. e h a q u e  drape,  ix prot~ine  est d issoute  dons  
x N N a O H ,  pr6eipi t6e  p a r  l ' ac ide  t r ich lorac( , t ique  it 2o % e t  ehauff6e ~5 rain & 9 o~ : 
eeei dons  le b u t  d '61iminer les compos6,s nuc ldot id iques .  Pr£~paration ini t iale,  3 r 7  
coups / ra in  ; z~'re pur i f ica t ion ,  ~-94 coups / ra in  : ~bme pur i f ica t ion,  3o3 coups / ra in .  

4- L ' h ~ m o g l o b i n e  a dt6 6ga lement  soumise  X (;leetrophor?'se sur  gel d ' a m i d o n  3 h 
5~ p H  8,6, sous  une  tens ion  de 4 V ~cm~, s. On 61ue 5 bandes  de z cm de ta rgeur ,  on v~oute 
l e o  m g  d ' h 6 m o g l o b i n e  c o m m e  cntra~neu~, it ch aq u e  f rac t ion .  La  t ro is i6me b a n d e  
c o r r e s p o n d  it t ' hdmog lob ine  in i t ia le ;  la cinqui~,me bande  "X la ligne de  ddpar t .  On 
obse rve  !us ra(;i , . . .ctivit6s su ivan t e s :  zl-re bande ,  o; 2e, ~; 3e, zo;  4e, o;  5e, o. L a  r ad io -  
ae t iv i t6  e.~t d~,.ne loealis6e dang l 'hdmoglobine .  

5- P o u r  s ' a s su re r  ClUe la ~ C ] f m o r o p h 6 n y l a l a n i n e  e:st bien i n c o r p o r f e  c o m m e  telle, 
on  h y d r o l y s e  5o  mg de  g!obine,  on a jou t e  5 mg de f luoroph t 'ny la tan ine  c o m m e  

Abbr tbv ia t i ( ,n :  AI IN ,  ,~;ide r i l~mucit ; im, .  
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e n t r a l n e u r .  O n  s 6 p a r e  l ' e n s e m b l e  d e s  c o m p o s 6 s  a r o m a t i q u e s  s u r  c h a r b o n %  e t  o n  i s o l e  
p h 6 n y l a l a n i n e ,  t y r o s i n e  e t  f l u o r o p h d n y l a l a n i n e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  b i d i m e n s i o n n e l l e ,  
s e l o u  l a  t e c h n i q u e  d e  BOISSONNAS I°, r e p r i s e  p a r  MUNIER F.T COHEN H, O n  r 6 a i i s e  
I 6  c h r o m a t o g r a p h i e s  e t  o n  61ue l e s  l a c h e s  d o n t  o n  m e s u r e  l a  r a d i o a c t i v i t 6 :  t y r o s i n e ,  
o c o u p s / r a i n ;  p h 6 n y l a l a n i n e ,  13 c o u p s / r a i n ;  f l u o r o p h 6 n y l a t a n i n e ,  26o c o u p s J m i n .  L a  
f a i b l e  r a d i o a c t i v i t 6  d e  l a  p h 6 n y l a l a n i n e  p e u t  ~,tre d u e  ~ l ' i m p e r f e c t i o n  d e  c e r t a i n e s  
c h r o r n  a t o g r a p h i e s .  

6. I t  y a c o m p 6 t i t i o n  e n t r e  1 ' i n c o r p o r a t i o n  d e  f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n e  e t  ce ; l e  d e  
p h 6 n y l a l a n i n e .  I i  e s t  d i f f i c i l e  d e  d o n n e r  d e s  v a l e u r s  p r 6 c i s e s ,  d u  f a i t  d e  l a  p r 6 e x i s t e n c e  
d ' u n e  p e t i t e  q u a n t i t 6  d e  p h 6 n y l a l a n i n e  d a r t s  l e s  r 6 t i c u l o c y t e s .  

$ i  l ' o n  i n e u b e  a v e c  o , I . I O  -2 m~lf  d e  ~ 1 4 C ] f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n c ,  l ' a c l d i t i o n  d e  
o , i - I O  " m 3 I  d e  p h 6 n y ! a l a n i n e  p r o v o q u e  5 0 %  d ' i n h i b i t i o n  ( F i g .  I ,  C o u r b e  I ) .  
L o r s q u e  l ' o n  i n c u b e  a v e c  o .x"  I O -  ~ m 3 I  d e  ~ ' ~ C ] p h 6 n y l a l a n i n e ,  on  a u n e  i n h i b i t i o n  
d e  50 % p a r  a d d i t i o n  d e  o .5"  I O -  ~ m , l l  d e  f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n e  ( F i g .  ~, C o u r b e  I I ) .  

I00 

5C 

0 t t 
a 5  1.o 

p l ' ~ny lo lon ine  (courbe I )  
mM ×10 -~ f l u o r o p h ~ n y l a l a n i n e  (cour'be "if) 

}:i~. t, ( 'ourl)e I ~ I rmorpora t ion  de 
flu~,roph~nylalanine en prdsencc de 
q ~ant~t6s croissantcs  de ph6nylalanine.  
Courl~e I 1 -- Incorpora t ion  de ph6nyl-  
a lanine en pr6sence de quant i t6s  crois- 

santes  de. fluoroph6nylalm~ine, 

T A B I . E A I ;  I 

Incubat ion coups/rain 

[ taC]tyrosine 996 
o. 25 • l o -2 m.~l l tuoroph6nylalanine 96b 

-~ ~ • l o  --° m M  flamrophdnylalanine 9x6 

[14C]fluoroph6nylalanine 
+ o.25- Io-"- m 3 I  tyros ine  
-k t • J o ~¢ m M  t_vro~..e 

458 
484 
53a 

T A B L E A U  I [ 

lttCtttuttio~| ¢ottpS ',*~gDt 

Tdmoin 308 
+ 0.2- 1 o -e m3I  f luorophdnylalanine 308 
+ o.5 " 1 o ~ m. l l  f luoroph~nylalanine 278 
+ I • l 0 a m M  fluorophdny!alanine 262 
~.' 2" i o -~- m.ll th torophdnyla lanine  _,42 

7. I1 n ' y  a p a s  c o m p 6 t i t i o n  e n t r e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  f l u o r o p h 6 n y l ~ l a n i n e  e t  ce l l e  
d e  t v r o s i n e  ( T a b l e a u  I ) .  

I . ' i n c o r p o r a t i o n  d e  t y r o s i n e  n ' e s t  q u e  trt~s 1 6 g 6 r e m e n t  inhitu',.e p a r  !a  f i u o r o p l t 6 n y ! -  
a i a n i n e .  L a  t y r o s i n e  a u n e  ldg6re  a c t i o n  a c t i v a t r i c e ,  c a r  e l le  p a r t i c i p e  h l a  s y n t h 6 s e  
d e  la p r o t 6 i n e .  

8. A c o n c e n t r a t i o n  r e i a t i v e m e n t  61ev6e, l a  f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n e  i n h i b e  l a  b i o -  
s y n t h 6 s e  d e  l ' h & n o g t o b i n e .  A u  m i l i e u  d ' i n e u b a t i o n ,  o n  a j o u t e  d e  l a  p h 6 n y l a l a n i n e  e t  d e  
l a  t y r o s i n e  h l a  c o n c e n t r a t i o n  fir, a l e  d e  o ,2  raM,  d o  l a  f l u o r o p h 6 n y l a l a n i n e  b. d i f f 6 r e n t e s  
c o n c m t t r a t i o n s  et  du [zaC~glycocot le  ( T a b l e a u  I I ) .  

C e t t e  i n h i b i t i o n  e s t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  d u e  a u  f a i l  q u e  !a  l ~ u o r o p h 6 n y l a n i n e ,  s e  
s n b s t i t u a n t  e n  p a t t i e  "a. l a  p h 6 n y l a l a n i n e ,  e t  s q n c o r p o r a n t  m o i n s  r a p i d e m e n t ,  17 b i o -  
s y n t h ;  se  d e  t ' h d m o g l o b i n e  e s t  r a l e B t i c .  
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Ces exp6r iences  m o n t r e n t  qtte ht flu, ,~roph6nylalanine p e u t  s ' i n c o r p o r e r  d~v.,~ 
l 'h6moglobi ,~e  en  se s u b s t i t u a n t  p a r t l e l l e m e n t  k la phd~y la l an ine .  

N o u s  r e m e r c i o n s  [e~; P ro fe s seu r s  C,. ~C.H.KP!tC\ Ot .!. C. |_)REVFUS p o u r  h:s d i scuss ions  
a u  cour s  de  ee t r a v a i l  e t  M a d a m e  L. TIKHONrTZKY p : m r  [a p a r t i c i p a t i o n  t e c h n i q u e .  

N o u s  r e m e r c i o n s  l ' [ n s t i t u t  N~ttiona[ d ' l l y g i 6 n c ,  la  Caisse Natt ionale de S6curi td  
Soeiale  e t  le Centre: N a t i o n a l  de la  Ruchercht ;  Sc ient i t ique  de l ' a ide  app:~rt,3e it cc 
t r ava i l .  

Laboraloire ttc l~cahcrvlw,: de Bioal~in~i~ 3lddicalG HdpiIal  dvs 
E~/un/s -3 la iadvs ,  Paris  (t"ra;ic~) 
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Preliminary Notes 

Formation of k-guionolactone from D-giucuronolactone with TPbi 
L-gulonic deh;,clrogenase 

I t  has  been  e s t a b l i s h e d  b y  seve ra l  w o r k e r s  t h a t  the  i m m e d i a t v  p r e c u r s o r  of L-;tscorbic 
ac id  in a n i m a l  t i ssue is l~gulon~htc:tcme a ~. H,Jwever ,  the  m e c h a n i s m  of f o r m a t i o n  
of t he  l ac tone  h a s  not  ye t  bccn  tq t tc ida tcd  c o m p l e t e l y .  R e c e n t l y ,  Y.\.',I.~.D.~. 3 d e m o n -  
s t r a t e d  the  e n z y m i c  f o r m a t i o n  of I.-gulonr>l:~¢t.f:z:t~ f rom L-gUlonaLe b y  t im rt'vers~; 
r e ac t i on  of l a e t o n a s e  I .  bu t  HI,;~s 6 sugges t ed  the  d i rec t  c o n v e r s i o n  of  D-g lucurono-  
l a c t o n e  to  L -gu tono !ac tone  w i t h o u t  a n y  c o n s i d e r a t k m  for the  ac t ion  of l ac tonase .  T h e  
p r e s e n t  p a p e r  desc r ibes  the  e n z y m i c  f o r m a t i o n  of L -gu lono lac tone  f rom o - g l u c u r o n o -  
l a c t o n e  b y  the  a c t i on  of T P N  gu ian ic  dehydr ,~genase  which  was  cons ide red  to o p e r a t e  
w i t h  D - g l u c u r o n a t C .  

T h e  s u p e r n a t a n t  f rac t ion  s f rom ra t  l iver  was  su bj ec ted to (N H~) 2SO ~ f r ac t i ona t i on  
{o.4o 0.50 sa tn . ) ,  d ia lysis ,  a n d  f r ac t i ona t i o n  on 1)E:ki'2-celtulose co lumn .  T h e  second  

. 'd>breviathms: TPN,  T|..x; i  l, ~,×idized and reduced trq~hc~spluq)vrMine nucleot ide:  DP.N~[, 
r e d u c e d  d i p h t > s p h o p y r i < l i n e  m n - l e l + t t d e :  I ) I" .AF; ,  t l i e th .vh tml l l ,+ ,~ t [Lv t ;  "l'ri.~, t r i s ( I l y d r t , x y m e t l L v l  ) -  
a l n i n + n l l e t h a n e .  


