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SUMMARY 

Activation of amino acids by the microsomes and the ~H-5-enzyme of rabbit reticulocytes 

Microsomes from reticulocytes are able to activate aminoacids, as it is established by  
the measurement of the increase of the amino acid dependent ATP-8*PP exchanges. 
The activating properties of the microsomes are compared to those of the pH-5- 
enzyme from rabbit  reticulocytes. They are similar, but  not identical, and not 
additive. 

INTRODUCTION 

L'incorporation des acides amines dans les prot~ines est pr~c~d~e par  l 'activation de 
leur groupement carboxyl. Cette activation met en jeu I'ATP, 1'ion Mg ++, et des 
enzymes sp~cifiques; ceux-ci se trouvent dans le surnageant de l 'ultracentrifugation 
apr~s s6dimentation de toutes les particules. On peut les pr6cipiter en amenant  le 
milieu au pH 5.2, comme l 'ont mis en 6vidence ZAMECNIK, HOAGLAND et leurs 
collaborateursl, ~ qui ont appel6 cette pr6paration "enzyme pH 5". La mise en 
6vidence de l 'activation des acides amin6s se fait en particulier grace ~ la r6action 
r6versible suivante s, 4, E 6tant l 'enzyme activateur: 

ATP + AA + E ~ AMP-AA-E  + PP  

L'act ivat ion se mesure en incubant la pr6paration enzymatique avec l'acide amin6, 
3,pp, ATP et Mg ++ puis en isolant I 'ATP sur charbon et en mesurant son activit6 
sp6cifique. 

Cependant, r6cemment des enzymes activateurs ont 6t6 mis en 6vidence dans les 
mitochondries de eeUules h6patiques. REIS et al. 5 d'une part,  CRADDOCK ET SIMPSON 6 
d 'aut re  par t  on extrait  de ces particules une fraction se comportant  comme l 'enzyme 
pH 5, mais les mitochondries enti6res ne poss~dent pas cette propri6t6 activatrice. 
Par  ailleurs, COliN 7 a isol6 des microsomes de cellules de foie de rat  une fraction qui 
incorpore les acides amin6s en absence d 'enzyme pH 5; cependant les enzymes 
activateurs n 'ont  pu ~tre mis en 6vidence dans eette fraction. Dans les cellules v6g~- 

Abbr6viations:  AA, acide amin6; ATP, ad6nosine t r iphosphate ;  AMP, adenosine mono- 
phosphate ;  PP, pyrophosphate;  Tris, t r is(hydroxym6thyl)aminom6thane.  
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tales, WEBSTER s a pu isoler ~ partir de particules ribonucl6oprotdiques une fraction 
jouant le r61e d'enzyme pH 5. Par ailleurs, SCHWEET et al. 9 ont observ6 une in- 
corporation d'acides amin6s dans les microsomes et l'h6moglobine de syst~me acellu- 
laire provenant de r6ticulocytes de lapin. Cette incorporation se fait en pr6sence 
d'enzyme pH 5, il est cependant remarquable qu'en absence de cet enzyme, l'incorpo- 
ration, quoique fortement abaiss6e, soit loin d'6tre n6gligeable. Ceci nous a amen6 k 
chercher un r61e activateur possible des microsomes de r6ticulocytes. 

MI~THODES 

Obtention des r~ticulocytes 

Les lapins regoivent 5 injections sous-cutan6es, k raison d'une par jour, de 
solution neutralis6e de ehlorhydrate de ph6nylhydrazine k 2.5 %, k la dose de 
o. 4 ml/kg de poids et par injection. Le sang est pr61ev6 par ponction cardiaque, les 
globules rouges sont centrifug6s et lav6s deux fois avec du s6rum physiologique. 

Preparation des fractions r~ticulocytaires 

On op~re selon la technique de SCHWEET et al. 9. Les globules rouges lav6s sont 
h6molys6s ~ froid par addition de 4 volumes d'une solution de chlorure de magn6sium 
o.oo5 M et agitation magn6tique pendant IO rain. On aioute ensuite lentement 
I volume d'une solution form6e de saccharose 1.5 M e t  de chlorure de potassium 
o.15 M et on centrifuge IO m i n ~  IO,OOO x g, le surnageant est centrifug6 ensuite 
60 min ~ lO5,OOO × g dans une centrifugeuse Spinco preparative. 

Le pr6cipit6 est lay6 par la solution de chlorure de magn6sium pour 61iminer toute 
trace de surnageant. Dans quelques exp6riences les microsomes sont remis en suspen- 
sion dans un m61ange form~ de 4 volumes de la solution de chlorure de magn6sium 
et I volume de la solution de saccharose-KC1, puis centrifug6s de nouveau 60 min 
lO5,OOO x g. Certaines exp6riences ont 6t6 r6alis6es, non avec des microsomes entiers, 
mais avec la fraction insoluble dans le d6soxycholate de sodium, selon LITTLEFIELD 
et al. x°. Pour cela les microsomes sont mis en suspension dans une solution froide 
pr6par~e extemporan6ment de d6soxycholate de sodium ~ 5 % dans un tampon 
Tris k pH 8.0, le poids de ddsoxycholate repr6sentant les trois quarts de celui des 
microsomes. Aprbs addition du m61ange form6 de 4 volumes de la solution de chlorure 
de magn6sium et de i volume de la solution de saccharose-KC1, la pr6paration est 
centrifug6e de nouveau 60 min k lO5,OOO x g. Dans t ous l e s  cas les microsomes 
sont mis en suspension dans 2 ml de tampon Tris ~ pH 7.8 et dialys6s 16 heures 
contre le m6me tampon. Le surnageant de la premibre centrifugation rapide est 
amen6 k pH 5.15 avec de l'acide ac6tique I . o N ;  le pr6cipit6 est centrifug6, lay6 
pour 61iminer l'h6moglobine, puis dissous dans 2 ml de tampon Tfis pH 7.8 et dialys6 
16 h contre le m6me tampon. La concentration en prot6ine est d6termin6e par le 
r6actif du biuret. 

Incubation 

Le milieu d'incubation est voisin de celui d6crit par DEMOSS ET NOVELLI 4. Sauf 
indication contraire dans certaines experiences, on m~lange dans un petit  tube 
centrifuger: IO/,moles KF, IO/,moles ATP neutralis6, IO/~moles 32pp contenant 
entre 60 et I5O,OOO coups/min, la pr6paration enzymatique, 2 t~moles d'acide amin6, 
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IO/zmoles MgC12, IOO/~moles tampon Tris pH 7.8. Le volume total est de i ml, on 
incube en g6n6ral 30 min dans un incubateur de Dubnoff avec agitation k 37 °. La 
r6action est arr6t6e par addition de I ml d'acide trichloroac6tique k 5 %. 

Preparation de l'A TP. Mesure de la radioactivit~ 

Apr~s centrifugation, le surnageant de la pr6cipitation trichloroac4tique est 
d4cant6 dans un tube ~ centrifuger contenant IOO mg de charbon Norit A, selon la 
technique de CRANE ET LIPMANN u, on agite et on centrifuge, le charbon est lav6 
4 fois par mise en suspension dans IO ml d'eau et centrifugation pour 41iminer les 
d6riv6s phosphor4s min6raux. Le charbon est ensuite mis en suspension homog~ne 
dans 2 ml d'une solution d'ammoniaque 0.3 M dans de l'alcool k 50 %. Une pattie 
aliquote est transf6r6e dans une cupule de cuivre de 2.85 cm ~ dans laquelle on a fix6 
une rondelle de papier mince; elle est dess4ch4e sous infra-rouge et pes6e, la radio- 
activit6 est mesur4e au compteur de Geiger-Mtiller k fenStre mince. Apr~s correction 
d'6paisseur, on calcule la radioactivit6 correspondant ~t IOO mg de charbon. 

Le nombre de /zmoles de 82pp incorpor6 dans I'ATP est donn4 par la formule 
suivante, sachant que l'incubation a 4t4 faite en pr4sence de IO/~moles de PP et 
IO/zmoles d'ATP: 

Activit6 sp6cifique ATP 
× io. 

Activit6 sp4cifique PP  

On d6termine 6galement le pourcentage d'6change selon DEMOSS ET NOVELLI4: 

Activit4 sp6cifique ATP 
0. 5 × Activit4 sp6cifique PP 

× IO0. 

RESULTATS 

Activation des cliff,rents acides amines (Tableau I) 

L'incubation se fait en pr6sence soit de microsomes soit d'enzyme pH 5 en 
quantit6 correspondant ~t 2 mg de prot4ine, de 5/,moles de chacun des acides amin4s, 
de forme L. Elle dure 30 min. On volt que les acides amin6s suivants augmentent 
au moins 2 fois les 4changes ATP-PP,  par ordre d'activation d6croissante: 

Microsomes: m4thionine, valine, ph4nylalanine, tyrosine, leucine, glutamine, 
lysine, acide aspartique, asparagine, isoleucine, arginine et acide glutamique. 

Enzyme pH 5: m4thionine, lysine, isoleucine, leucine, valine, tyrosine, glutamine, 
alanine, cyst6ine, asparagine, arginine, acide glutamique et histidine. 

Dans l'ensemble, ce sont les m6mes acides amin4s qui augmentent les 4changes 
ATP-PP  avec les deux syst~mes, ~t l 'exception toutefois de la ph6nylalanine qui n'est 
pas activ6e par l 'enzyme pH 5, et l'est par les microsomes ainsi que l'analogue de cet 
acide amin6, la fluoroph6nylalanine. I1 a 4t4 montr4 pr4c4demment que cet analogue 
peut 6tre incorpor4 dans l'h6moglobine des r4ticulocytes 12. Par contre la norleucine 
n'est pas activ6e. 

Additivit~ des activations de cliff,rents acides amines (Tableau II) 

L'incubation se fait en pr4sence soit de microsomes, soit d'enzyme pH 5 en 
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T A B L E A U  I 

ACTIVATION DES DIFF]~RENTS ACIDES AMIN]~S PAR LES MICROSOMES ]~T L'ENZYME p H  5 

Le milieu contenai t :  io /*moles  ATP, IO/ ,moles  32pp (15,oo 0 c o u p s / m i n / / , m o l e ) ,  5 / ,moles  AA, 
i o / , m o l e s  MgC12, IO/ ,moles  KF, IOO/,moles t a m p o n  Tris p H  7.8. Enzyme p H  5 et microsomes 

correspondant  A 2 mg protdine, 3 ° min incubat ion A 37 °. 

Acides amines ajoutds au milieu 

Microsomes EneymepH 5 

i, moles P P  Pour cent Pour cent 
incorpord dchanges A ugmentation I~moIes PP  A ugmentation 

P P - A  T P  des ~changes incorpord dehanges P P - A  TP  des 3changes 

Sans acide amin6 0.57 11. 4 0.62 12. 4 
L-m6thionine 3.62 72.4 6.35 2.96 59.8 4.82 
L-valine 2.80 56.0 4.90 2 .i 2 42.4 3.42 
L-phenylalanine 2.67 53.4 4.7 ° I.O 5 21.o 1.8o 
L-tyrosine i .92 38.4 3.36 2.7 ° 41.o 3.3 ° 
L-leucine i .74 34 .8 3 .o6 2.2o 44.0 3.55 
Glutamine 1.73 34 .6 3.03 1.92 38.4 3.1o 
L-lysine 1.72 34-4 3 .o2 2.36 47.2 3.8o 
Acide L-aspartique 1.4 ° 28.0 3.26 1.89 37.8 3.04 
Asparagine 1.27 25. 4 2.23 1.78 35.6 2.87 
L-cyst~ine 1.17 23.4 2-o5 1.86 37.2 3.oo 
L-isoleucine i. 16 23.2 2.04 2.18 43.6 3.62 
L-arginine i. 14 22.8 2.oo i. 68 33.6 2.7 ° 
Acide L-glutamique 1.14 22. 4 2.0o 1.4o 28.0 2.26 
L-histidine 0.93 18.6 1.63 1.28 25.6 2.06 
L-thr6onine 0.90 18.o i .58 1.2o 24.0 1.93 
L- t ryptophane o.75 15.o 1.3I o.74 14.8 I . I9  
L-alanine 0.66 13.2 1.16 i .90 38.0 3.o6 
L-proline 0.58 I 1.6 1.02 0.85 17.o 1.37 
L-sdrine 0.57 I 1.4 I.OO 1.02 20. 4 1.65 
Glycocolle o.57 I 1.4 I.OO o.75 15.o 1.2 I 
Fluoroph6nylalanine 2.13 42 .6 3.74 o. 7 ° 12.4 i. 13 
Norleucine 0.59 i i .8 i .o 4 0.70 12.4 i .i 3 

T A B L E A U  I I  

ADDITIVITI~ DES ACTIVATIONS DE DIFFI~RENTS ACIDES AMINI~S 

Le milieu contenai t :  i o / , m o l e s  ATP, i o / , m o l e s  3~pp (11,5o 0 coups/min]/ ,mole),  2/zmoles AA, 
i o / , m o l e s  MgCI~, IO pmoles  KF, IOO/*moles t a m p o n  Tris p H  7.8. Enzyme  p H  5 et microsomes 

correspondant  ~ i mg prot6ine, 3 ° min incubat ion  ~ 37 °. 

Mierosomes ' Enzyme p H  5 

A cities amines ajoutds an milieu i, moles Pour cent Pour cent 
dchanges Augmentation Izm°les P P  ~clmnges Augmentation 

P P  incorpord P P - A  T P  des dchanges ineorpord P P - A T P  des dchanges 

Sans acide amin6 o.3o 6.o o.2o 4.o 
+ L-valine 1.47 29.4 4.9 o.7o 14.o 3.5 
+ L-lysine o.92 18. 4 3.1 0.89 17.8 4.35 
+ L-leucine i .oo 20.o 3.34 o.65 13.o 3.25 
+ L-valine + L-lysine 2.3o 46 7.60 1.52 30.4 7.65 
+ L-valine + L-lysine 

+ L-leucine 3.3 ° 66.0 i i  2.15 43 lO.7 

quantit6 correspondant ~ i .o mg de prot6ine et de 2/,moles d'acide amin6. On con- 
state avec les trois acides amines 6tudi6s qu'il y a additivit6 des 6changes ATP-PP 
provoqu6s par chacun des acides amin6s. 

B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a ,  44 (196o) 55-63 



T
A

B
L

E
A

U
 

II
I 

N
O

N
 A

D
D

IT
IV

IT
]~

 D
]~

S 
A

C
T

IV
A

T
IO

N
S 

PA
R

 L
'I~

N
Z

Y
M

E
 p

H
 5

 
E

T
 L

]~
S 

M
IC

R
O

SO
M

1~
S 

L
e 

m
il

ie
u

 c
o

n
te

n
ai

t:
 

io
/,

m
o

le
s 

A
T

P
, 

io
 #

m
o

le
s 

~
*P

P
 

(9
,0

00
 c

o
u

p
s/

m
in

//
*

m
o

le
),

 2
 #

m
o

le
s 

A
A

, 
IO

/*
m

o
le

s 
M

gC
1 

v 
IO

/,
m

o
le

s 
K

F
, 

io
o

/,
m

o
le

s 
ta

m
p

o
n

 
T

ri
s 

p
H

 7
.8

, 
3 °

 m
in

 i
n

cu
b

at
io

n
 A

 3
7 

°.
 

Sa
ns

 a
ci

de
 a

m
in

~ 
2 

pm
ol

es
 L

-r
at

in
e 

2 
l,

 m
ol

es
 z

-t
yr

os
in

e 

P
ou

r 
ce

nt
 

P
ou

r 
ce

nt
 

P
ou

r 
ce

nt
 

la
m

ol
es

 P
P

 
I,

 m
ol

es
 P

P
 

A
ug

m
en

ta
ti

on
 

ttm
ol

es
 

P
P

 
A

ug
m

en
ta

ti
on

 
im

or
po

rd
 

dc
ha

ng
es

 
in

co
rp

or
d 

dc
ha

ng
es

 
de

s 
&

ha
ng

es
 

in
co

rp
or

# 
~c

ha
ng

es
 

de
s 

dc
ha

ng
es

 
A

 T
P

-P
P

 
A

 T
P

-P
P

 
A

 T
P

-P
P

 
c~

 
*4

 

M
ic

ro
so

m
es

: 
2 

m
g

 p
ro

t6
in

es
 

0.
50

 
M

ic
ro

so
m

es
: 

4 
m

g
 p

ro
t6

in
es

 
0.

66
 

E
n

z
y

m
e

 p
H

 5
 : 

2 
m

g
 p

ro
t6

in
es

 
o.

63
 

E
n

z
y

m
e

 p
H

 5
:4

 
m

g
 p

ro
t6

in
es

 
o.

89
 

M
ic

ro
so

m
es

: 
2 

m
g

 p
ro

t6
in

es
 +

 
E

n
z

y
m

e
 p

H
 5

:2
 m

g
 p

ro
t6

in
es

 
o.

80
 

IO
.O

 
1.

96
 

39
.2

 
3.

92
 

1.
76

 
35

.2
 

3.
52

 
13

.2
 

2.
58

 
51

.6
 

3.
9o

 
2.

o7
 

41
.4

 
3.

13
 

*4
 

12
.7

 
2.

54
 

5 °
.8

 
4.

0 
2.

44
 

48
.8

 
3.

85
 

17
:8

 
2.

95
 

59
.o

 
3.

32
 

2.
77

 
55

.4
 

3.
 I 

o 

16
.o

 
2.

90
 

58
.0

 
3.

63
 

2.
53

 
50

.6
 

3.
17

 

P I 

0.
 

S(
 

fa
~ &
 

"~
 

25
 

O
 X
 

X
 

O
 

O
 

X
 

X
 

X
 

I 
I 

I 
I 

I 
I 

I 
I 

5 
I0

 
IS

 
20

 
l~

m
ol

es
 L

-v
al

in
e 

F
ig

. 
I.

 A
ct

iv
at

io
n

 d
e 

la
 L

-v
al

in
e 

en
 f

o
n

ct
io

n
 d

e 
sa

 c
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 : 

O
--

 O
, 

en
 p

r6
se

n
ce

 d
e 

m
ic

ro
so

m
es

 ; 
x 

--
 ×

, 
en

 p
r6

se
n

ce
 d

'e
n

z
y

m
e

 p
H

 5
. 

I o
/*

m
o

le
s 

A
T

P
, 

IO
/,

m
o

le
s 

P
P

 
(7

,5
50

 c
o

u
p

s/
m

in
//

*
m

o
le

),
 i

o
/*

m
o

le
s 

K
F

, 
io

 #
m

o
le

s 
M

gC
12

, 
io

o
/*

m
o

le
s 

ta
m

p
o

n
 T

ri
s 

pI
-I

 7
.8

. 
M

ic
ro

so
m

es
 e

t 
en

zy
m

e 
p

H
 

5 
co

rr
es

p
o

n
d

an
t 

g 
i 

m
g

 p
ro

t6
in

e.
 I

n
c

u
b

a
ti

o
n

 3
 ° 

m
in

 ~
 3

7 
°.

 

~S
O

 
O

k.
 

,0-
 

Q
. 

2s
 

0 
I 

l 
I 

I 
I 

I 
r 

I 
I 

I 
15

 
30

 
45

 
m

in
ut

es
 

0 

F
ig

. 
2.

 
A

ct
iv

at
io

n
 d

e 
la

 L
-v

al
in

e 
en

 f
o

n
ct

io
n

 d
e 

la
 d

u
r~

e 
d

e 
l'

in
cu

b
at

io
n

: 
©

--
 ©

, 
en

 p
r6

se
n

ce
 d

e 
m

ic
ro

so
m

es
; 

x
--

 
×

, 
en

 p
r6

se
n

ce
 d

'e
n

zy
m

e 
p

H
 5

. 
io

 #
m

o
le

s 
A

T
P

, 
IO

/*
m

o
le

s 
3

±
p

p
 

(6
,2

50
 

co
u

p
s/

m
in

//
*

m
o

le
),

 
2 

/,
m

o
le

s 
L

- 
v

al
in

e,
 i

o
 /

*
m

o
le

s 
K

F
, 

io
/*

m
o

le
s 

M
gC

1 
v 

io
o

/*
m

o
le

s 
ta

m
p

o
n

 T
ri

s 
p

H
 7

.8
. 

M
ic

ro
so

m
es

 e
t 

en
zy

m
e 

p
H

 5
 c

o
rr

es
p

o
n

d
an

t 
~ 

I 
m

g
 p

ro
t6

in
e.

 I
n

c
u

b
a

ti
o

n
 

/t
 3

7 
°.

 

t~
 

.4
 

©
 

C~
 

.4
 

Zd
l 



60 J. KRUH, J.-C. DREYFUS 

Non additivitd des activations par les microsomes et l'enzyme p H  5 (Tableau III) 
Les incubations se font en absence d'acide amin6 et en pr6sence de 2/zmoles 

de L-valine et de 2/,moles de L-tyrosine avec les deux pr6parations enzymatiques 
s6par6ment. On constate que dans les deux cas l 'augmentation des dchanges est 
maximale avec les pr6parations contenant 2 mg de prot6ine, puisqu'elle n'est pas 
plus 61ev6e avec 4 mg de prot6ine. Lorsque l'on incube ces acides amin6s avec ~ la 
fois les microsomes et l 'enzyme pH 5 correspondant chacun k 2 mg de prot6ine, ]es 
6changes ne sont pas plus 61ev6s qu'avec l'une des deux pr6parations seulement. I1 
n 'y a donc pas additivitd des activations par les microsomes et l 'enzyme pH 5. 

Activation en fonction de la concentration de valine (Fig. I) 

On incube 30 m i n k  37 ° en pr6sence soit de microsomes soit d'enzyme pH 5 en 
quantit6 correspondant h I mg de prot6ine, et de quantit6s croissantes de L-valine. 
On constate que dans les deux cas il y a augmentation lin6aire des 6changes jusqu'~ 
2/*moles de valine, puis les 6changes n'augmentent plus jusqu'k 20/*moles de l'acide 
amin6. 

so 
Q- 
b--- 
< 

c 

g~ 25 

o o 
o 

+valino 

~ o  

t I I 

1 z 3 
m 9 pr0t6in~ 

5O 

~_ + va~,ne 

L 
g 

z5 

x x x 

° , 

mg proteine 

Fig. 3. Ac t iva t ion  de la L-val ine en  Ionct ion  de la  concen t r a t ion  en  mic rosomes  et  en  e n z y m e  p H  5 : 
A, en  presence  de mic rosomes ;  B, en  presence  d ' e n z y m e  p H  5. io  # m o l e s  ATP,  io /~moles  3~pp 
(8,55o coups/min/ /~mole) ,  2 /~moles  L-valine,  io  # m o l e s  KF, io  #mo le s  MgCI~, ioo  # m o l e s  t a m p o n  

Tris  p H  7.8. I n c u b a t i o n  3 ° m i n  ~, 37 °. 
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Activation en fonction de la dur~e de l'incubation (Fig. 2) 

On incube 2 ~moles de L-valine en pr6sence soit de microsomes soit d'enzyme 
pH 5 correspondant k I mg de prot6ine & 37 °. Les ~changes augmentent jusqu'tt la 
3o~me minute, puis restent constants jusqu'k la 6o~me minute. Entre la II5~me et 
la I3o&me minutes les 6changes augmentent de 60 % en pr6sence de l 'enzyme pH 5 
et de 30 % en pr6sence de microsomes. 

Activation en fonction de la concentration en prot~ines (Fig. 3) 

On incube 2 ~moles de L-valine en pr6sence de quantit6s croissantes de micro- 
somes et d'enzyme pH 5. On constate qu'il y a augmentation lin6aire des 6changes 
jusqu'£ une concentration d'enzyme pH 5 correspondant ~ 1.6 mg de prot6ine et 
une concentration de microsomes correspondant k environ I .I  mg de prot6ine. Les 
6changes restent constants entre 2 et 3.5 mg de prot6ine avec les deux syst~mes. 
En absence de valine les 6changes augmentent lin6airement avec la concentration 
en prot6ine. 

Action de quelques facteurs sur les ~changes A T P - P P  (Tableau IV) 

On incube soit les microsomes soit l 'enzyme pH 5 k une concentration correspon- 
dant k I mg de prot6ine en pr6sence et en absence de 2/*moles de L-valine. La vMine 
augmente les 6changes de 3.6 fois. Si on ne met pas de chlorure de magn6sium, les 
6changes ne sont pas augment6s par la valine. En absence d'ATP il n 'y  a que tr~s 
peu de radioactivit6. Si on chauffe pr6alablement les microsomes et l 'enzyme pH 5 
au bain-marie tt IOO ° pendant IO min les 6changes deviennent n6gligeables. 

T A B L E A U  IV 

ACTION DE DIFF]~RENTS FACTE!JRS SUR L'ACTIVATION DE LA L-VALINE 

Le milieu eontenait : I o/*moles ATP, IO/*moles 3~pp (7,5 °o coups/min//*moles), 2 #*moles L-valine, 
IO/*moles MgCI 2, io/,moles KF, ioo/,moles tampon Tris pH 7.8. Microsomes et enzyme pH 5 

correspondant chacun h i mg de prot6ine, 3o rain incubation A 37 °. 

Microsomes Enzyme pH 5 

Pour cent Pour cent 
#moles PP dchanges I, wnoles PP dchanges 
incorpor~ PP-ATP incorpord  PP-ATP 

Comple t  - -  acide amin6  0.58 11.6 0.52 lO. 3 
Comple t  + L-val ine z . I2  42.4 1.8o 36.0 
Comple t  + L-valine 

- -  ATP o.14 2.9 o.13 2.6o 
Comple t  + L-valine 

- -  Mg ++ 0.62 12. 4 o.6o 12.o 
Comple t  + L-valine 

prot~ines  chauff6es* o.o6 1.2 0.03 0.6 

* A v a n t  l ' a d d i t i o n  des au t res  compos6s les mic rosomes  et  l ' e n z y m e  p H  5 sont  plac6s io  m i n  
dans  un ba in -mar i e  & IOO °. 

Purification et fractionnement des microsomes (Tableau V) 

Pour s'assurer qu'il n 'y a aucune contamination des microsomes par des enzymes 
du surnageant, on lave les microsomes (voir Mt~THODES) et on incube une quantit~ 
correspondant tt I mg de prot6ine avec 2/~moles de L-valine. On constate que les 
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6changes sont sensiblement les m~mes que l 'on incube avec les microsomes pr6par6s 
selon la m6thode habituelle ou avec les microsomes purifi6s, mais dans ce dernier cas 
les 6changes sont fortement abaiss6s en absence de valine, si bien que l 'augmentation 
des 6changes due ~ la valine est de II.O fois avec les microsomes purifi~s au lieu de 
2.8 fois avec les microsomes pr6par6s par la m6thode habituelle. Avec la fraction de 
microsome insoluble dans le d6soxycholate il y a k la fois abaissement des 6changes 
en pr6sence et en absence de valine. L 'augmentat ion des 6changes due k la valine 
est dans ce cas de lO.5 fois. 

T A B L E A U  V 

ACTIVATION DE LA L-VALIN]~ PAR DIFF~R]~NTES PRI~PARATIONS DE MICROSOMES 

Le milieu contenai t  : i o / , m o l e s  ATP, i o / , m o l e s  3~pp (6,ooo coups/min/ / ,mole) ,  2 / ,moles  L-valine, 
i o / , m o l e s  MgC1 v IO/ ,moles  KF, i o o / , m o l e s  t a m p o n  Tris p H  7.8. Microsomes correspondant  

~t i nag de prot6ine. 

Sans valine A vec valine 

Pour cent Pour cent Itmoles P P  pmoles P P  A ugmentation 
incorpord ~changes incorpord dchanges P P - A  T P  P P - A  T P  des dchanges 

Microsomes 0.70 14 1.97 39.4 2.80 
Microsome s 1 av6s * o. 16 3.2 I. 77 35.4 i I. o 
Fract ion microsomique insoluble 

darts desoxycholate** o. io 2.0 1.o 5 21.o lO. 5 

* Les microsomes sont  remis en suspension dans io ml de solution MgCl~-saccharose-KC1 et 
centrifug6s une 2~me lois 60 min A lO5,OOO × g. 

** Les microsomes sont  trait6s par  le d~soxycholate de sodium selon la technique de LITTLEFIELD 
et al .  x° et centrifug6s une 2~me fois 6o min ~ IO5,OOO × g. 

DISCUSSION 

Le sch6ma classique de HOAGLAND de l 'activation des acides amin6s et de leur 
incorporation dans les prot6ines peut s 'appliquer aux r6ticulocytes comme l 'ont montr6 
SCHWEET et al. g. Cependant les r6sultats d6crits ici montrent  que l 'enzyme pH 5 
n'est  pas la seule fraction cellulaire capable d 'activer les acides amines, cette activation 
pouvant  ~tre r6alis6e par  les microsomes. La premiere question qui se pose est de 
savoir si cette activation par les microsomes n'est  pas en r~alit6 due k une contami- 
nation par le surnageant. La purification des microsomes qui ne diminue pas le 
pouvoir activateur permet d'61iminer formellement cette possibilit6. La deuxi~me 
question est de savoir si les deux syst6mes sont identiques. I1 est plus difficile d 'y  
r6pondre. Les facteurs cin6tiques sont tr~s voisins. Les diff6rences peuvent 6tre dues 
aux diff6rences d'environnement. Dans les deux cas l'ion Mg++ est indispensable, le 
chauffage abolit toute activit6. II n 'y  a pas identit6 de l 'activation des acides amin6s 
individuels par les deux syst~mes, en particulier la ph6nylalanine et la fluoroph6nyl- 
alanine ne sont activ6es que par les microsomes. L'alanine n'est activ6e que par 
l 'enzyme pH 5; il n 'est  cependant pas exclu que l 'enzyme pH 5 ne contient pas la 
totalit6 des enzymes activateurs du surnageant. Le m6canisme de l 'activation par 
l 'enzyme pH 5 et les microsomes semble identique, puisque leur action n'est pas 
additive. Le fait qu'en absence d 'enzyme pH 5 l 'incorporation des acides amin6s dans 
les microsomes de syst~mes acellulaires de microsomes soit faible, peut s'expliquer 
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par  la seule absence dans le milieu d'acide ribonucl6ique soluble. Des exp6riences 
sont entreprises pour  tester cette hypoth~se. Le r61e physiologique des propri6t6s 
act ivatr ices des microsomes est difficile k comprendre actuellement.  Les microsomes 
compl~tent-i ls  s implement  l 'ac t ion de la fraction non particulaire ou bien poss~dent- 
ils un  r61e part iculier  clans la synth~se prot6ique en plus de ceux qui leur sont  
actuel lement  attribu~s? 

R~SUMI~ 

Les microsomes de r~ticulocytes sont capables d 'ac t iver  les acides amin6s comme on 
peut  l '6tablir  par  l ' augmenta t ion  des 6changes ATp-32pp.  

Les propri6t6s activatrices des microsomes et de l ' enzyme pH 5 ont  6t6 com- 
par6es: elles sont  voisines quoique non identiques et elles ne sont pas additives. 
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