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SUMMARY 

The role of polypeptide synthetases in the formation of specific peptides 
in tl~e presence of ribonucleoside triphosphates 

Polypeptide synthetases purified from crude extracts of Alcaligenes faecalis, show 
the ability to synthesize in vitro different peptides from one or several free amino 
acids when incubated with either ATP, GTP, UTP or CTP. Each of the four ribo- 
nucleoside triphosphates is cleaved into ribonucleoside diphosp.hate and inorganic 
phosphate in the presence of a rather specific set of L-amino acids. The stoechiometry 
of the reaction is established. The composition of certain newly formed peptides is 
determined by chemical and enzymic means, 

INTRODUCTION 

Dans nos travaux ant6rieursl, 2 nous avons d6montr6 l'existence de quatre enzymes 
sp6cifiques dans la fraction "EAA" purifi6e k partir d'Alcaligenesfaecalis. Ces enzymes 
activent rincorporation des acides amin6s dans les fragments subceUulaires provenant 
de ces m~mes bact6ries 3. Ils transf&rent le phosphore terminal des ribonucl6oside 
triphosphates aux ribonucl6oside diphosphates homologues. De plus, ils catalysent 
la lib6ration du phosphore terminal k partir de chacun des quatre ribonucl6oside 
triphosphates en pr6sence de L-acides amin6s. La lib6ration de l'orthophosphate est 
accompagn6e de synth~se de liaisons peptidiques 2. 

Dans le pr6sent travail nous montrons que les 18 L-acides amin6s individue]- 
lement test~s pour la lib6ration de l'orthophosphate se r6partissent essentiellement 
en quatre groupes distincts, chaque groupe 6tant sp~cifique d'un des quatre ribo- 
nucl6oside triphosphates. Les enzymes de la fraction "EAA" sont capables de syn- 
th~tiser k partir d'un ou de plusieurs acides amin6s des peptides diff~rents selon la 
source d'~nergie (ATP ou GTP ou UTP ou CTP). La stoechiom6trie de cette r6action 
est 6tabIie. C'est le groupement carboxylique de l'acide amin6 qui est activ6. Le poids 
mol~culaire de certains peptides a 6t6 d6termin6. 

Abr6viation: TCA, acide trichloroac6tique. 
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MATERIEL ET METHODES 

Pr@aration de la fraction enzymatique "EAA" 

Le mode d'isolement et de purification de la fraction enzymatique "EAA" 
("amino acid incorporation enzymes") "~ partir d'Alcaligenes faecalis No. 185o a 6t~ 
d6j~ publiO, a. La fraction purifi6e est essentiellement d@ourvue des activit6s enzyma- 
tiques suivantes: ATPase, pyrophosphatase, polynucl~otide phosphorylase, myo- 
kinase, diphosphonucl6oside kinase ainsi que les enzymes qui catalysent l%change 
ATP-PP 3~ en pr6sence de L-acides amin6s. Ni en pr6sence ni en absence d'acides 
amin6s, l '&hange entre le 32p et le phosphore terminal de chacun des quatre ribo- 
nucl6oside triphosphates n'est catalys6 par la fraction "EAA". 

Libdration du phosphore terminal des ribonucldoside triphosphates 
en prdsence d'acides amines 

Les conditions d'incubation pour l'6tude de la "r6action de lib6ration" de l'ortho- 
phosphate sont d6crites dans la 14gende du Tableau I. La r6action est arr4t6e par 
addition de TCA k io %. Les prot6ines sont 61imin6es par centrifugation et l'ortho- 
phosphate du surnageant est d6termin6 par deux m6thodes diff6rentes 5& Le surna- 
geant peut aussi ~tre chromatographi6 sur papierV; les nucl6otides sont 61u6s et dos6s 
spectrophotom6triquement. 

Formation de peptides 

Les acides amin6s sont incub6s en l'absence et en pr6sence soit d'ATP, GTP, 
UTP ou de CTP dans les conditions indiqu6es par la 16gende de la Fig. 4. La r6action 

T A B L E A U  I 

#MOLES DE PHOSPHORE LIBI~RE PAR HEURE ET PAR MG DE PROT1~INES " E A A "  

Milieu d ' i n c u b a t i o n :  i oo  # m o l e s  de  t a m p o n  Tr i s  p H  8.1, 5 # m o l e s  de  MgC12, 5 # m o l e s  de  K F ,  
3 # m o l e s  de  L-ac ide  amin6 ,  ~ # m o l e  de  r i b o n u c l 6 o s i d e  t r i p h o s p h a t e ,  200 # g  d ' e n z y m e  " E A A " .  

V o l u m e  final  i ml .  I n c u b a t i o n  i h ~ 34 °. 

L.acides amines A TP GTP UTP CTP 

Sans  < o .o i  ~ o . o t  ~ o .o i  ~ o .o i  
G l y c i n e  2.45 0.7o < o .o i  < o .o i  
A l a n i n e  1.51 i . i 2  0.92 < o .o i  
A s p a r t a t e  2.24 < o.o1 0.20 0.42 
C y s t i n e  1.51 < o . o i  < o .o i  0.93 
T y r o s i n e  < o .o i  ~ o . o i  0.42 0.70 
T r y p t o p h a n e  1.5o < o .o i  1.4o ~ o .o i  
Sdr ine  1.12 0.42 < o .o i  < o .o i  
G l u t a m a t e  0.92 2.oo 0.42 -~_ o.o i 
L y s i n e  0.7 ° < o .o i  < o . o i  0.94 
P ro l i ne  0.42 0.70 0.70 ~ O.Ol 
Cys t6 ine  1.81 1.81 ~ o .o i  1.32 
L e u c i n e  < o .o i  < o .o i  2.38 t .4 o 
Va l ine  < o .o i  < o .o i  < o .o i  1.4o 
P h 6 n y l a l a n i n e  < o .o i  < o .o i  < O.Ol 1.4o 
H i s t i d i n e  < o .o i  < o .o i  < O.Ol 0.84 
I s o l e u c i n e  < o .o i  -~ o .o i  i . i o  ~ o .o i  
T h r 6 o n i n e  ,< o .o i  1.52 <~ o .o i  < o .o i  
A r g i n i n e  < o .o i  1.5o 0.56 < o .o i  
M 6 t h i o n i n e  < o .o i  o .56  1.12 ~ o .o i  
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est arr6t6e soit par chauffage k IOO ° pendant 3 ° sec, soit par l'alcool ethylique ou 
par l'acide perchlorique. Les prot6ines sont 61imin6es par centrifugation. Le surna- 
geant contenant les acides amin6s et les peptides est concentr6 sous vide puis chro- 
matographi6. 

D~tection de peptides 

Analyse chromatographique: Selon les conditions de l'exp6rience nous avons utilis6 
le papier Whatman No. I ou 2. La chromatographie descendante, uni- ou bi-dimen- 
sionneUe rut pratiqufe k l'aide des solvants suivants: butanol-acide ac6tique-eau 
(25:6;25 ou 4:1:6); ph6nol-eau (9:1); pyridine-ean (8:2); propanol-eau (8:2); les 
acides amin6s libres ou engag6s en liaisons peptidiques sont rfv616s par radioauto- 
graphie ou parfois par pulv6risation sur les chromatogrammes d'une solution de 
ninhydrine ~ 0.2 ~o dans du butanol satur6 d'eau. Certains "peptides" ont 6t6 6lu6s 
puis analys6s. 

Hydrolyse acide: Les "peptides" 61u6s ont 6t6 hydrolys6s k l'aide d'acide chlor- 
hydrique 6 N pendant 14 h k IIO °. Apr~s 61imination de l'acide par 6vaporation, la 
chromatographie de l'hydrolysat permet de retrouver le ou les acides amin6s libres 
mis dans le milieu d'incubation. Par contre, les "peptides" ne sont plus d6tectables. 

Hydrolyse enzymatique: La trypsine fut utilisfe pour l'analyse de certains "pep- 
tides". Le milieu d'incubation contenait: 5o tzg de bicarbonate de soude pH 7.6; 
IOO/zg de solution de trypsine; o.I ml de solution de polypeptide. Volume final I ml. 
La rfaction est arr~tfe, apr~s 16 h d'incubation ~ 34 °, par chauffage pendant 3 min 
k IOO ° en prfsence d'6thanol. Apr~s centrifugation, le surnageant est concentr6 et 
chromatographi6 sur papier Whatman No. 2 en deux dimensions. 

Technique au fluorodinitrobenz~ne 

Nous avons utilis6 la technique au I-fluoro-2,4-dinitrobenz~ne d6crite par 
SANDER 8 et BISERTE 9 afin de prfciser quel acide amin6 occupe la position N terminale 
duns les peptides mixtes. Cette technique permet.6galement de d6terminer la nature 
des peptides form6s ~ partir d'un seul acide amin6. Au peptide dissous duns 0.2 ml 
d'une solution de bicarbonate de soude k 1%, on ajoute 2o tzl de FDNB dans o.2 ml 
d'alcool 6thylique k 95 °. Agitation m~canique pendant 2 h ~ 37 ° ~t l'obscurit6. L'alcool 
est 6limin6 et l'exc~s de FDNB est enlev6 par 6puisements k l'6ther 6thylique distiU6 
et priv6 de peroxydes. La solution aqueuse est 6vapor6e k sec et le r6sidu hydrolys6 
k l'aide d'acide chlorhydrique 5.7 N pendant 8 h k lO5 °. L'acide est 6vapor6 et 
l'hydrolysat chromatographi6 sur papier. Les DNP-d6riv6s s6par6s des acides amin6s 
libres sont 61u6s 1° et dos6s soit duns le Beckman k 360 m/z soit par la mesure de la 
radioactivit6. La concentration des acides amin6s libres est d6termin6e par la m6thode 
colorim6trique ~ la ninhydrine x° ou par la d6termination de la radioactivit6. 

Les L- et D-acides amin6s proviennent de chez Hoffmann La Roche et de chez 
"California Foundation for Biochemical Research". Les L-~cides amin6s uniform6ment 
marqu6s en 14C proviennent du Service des Isotopes de l'Institut Pasteur. La trypsine 
est un produit commercial de Worthington, Inc. (U.S.A.). Les ribonucl6oside-5'-tri- 
phosphates et les ribonucl6oside-5'-diphosphates sont produits par Sigma Chemical 
Company, St. Louis (U.S.A.). Le chloramph6nicol provient des laboratoires frangxis 
de chimioth6rapie, Roussel. Films Kodirex de la maison Kodak. 
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RI~SULTATS 

Liberation de l'orthophosphate 

Le transfert du phosphore entre des nucl6otides homologues t sugg6rait qu'en 
pr6sence de la fraction "EAA" les acides amin6s pouvaient catalyser la lib6ration 
du phosphore terminal ~ partir des ribonucl6oside triphosphates. LeTableau T montre 
que le syst~me enzymatique ne catalyse la lib6ration d'orthophosphate "t partir 
d'ATP, GTP, UTP et de CTP qu'en prasence d'acides amin6s. Cette lib~xation, lin6aire 
pendant 3 h dans les conditions exp6rimentales utilis~es (Fig. I), est d6pendante non 
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Fig. 3- C o n d i t i o n s  d6cri tes  dans la 16gende du Tableau I. 2 #moles d 'ATP, 6 #moles de L-alanine, 
diff6rentes  c o n c e n t r a t i o n s  d 'enzymes (gg). 
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seulement de la nature des acides amin6s, mais aussi de leur concentration. Une 
concentration sup6rieure ~ ceUe indiqu6e dans la 16gende de la Fig. 2 inhibe la r6action. 
La Fig. 3 montre que la lib6ration de l'orthophosphate est proportionnelle k la ,con- 
centration de l'enzyme au dessous de 0. 4 mg de prot6ines/ml. Le chauffage de ce 
dernier k 70 ° pendant 5 rain d6truit irr6versiblement l'activit6 enzymatique de la 
fraction "EAA". 

On remarque darts le Tableau I que l'effet des acides amin6s activant la "r6action 
de lib6ration" est darts une large mesure sp6cifique et diff6rent pour chaque ribonucl6o- 
side triphosphate. Cette observation confirme que les enzymes de la fraction "EAA" 
sont sp6cifiques non seulement d'un nucl6otide particulier 1 mais aussi de certains 
acides amin6s activateurs de la "r6action de lib6ration". Nous avons 6galement 6tudi6 
l'effet de diff6rents analogues structuraux des acides amin6s. I1 est int6ressant de 
remarquer que les analogues s'incorporant dans les prot6ines (p-fluoroph6nylalanine, 
fl-2-thi6nylalanine, norleucine n, 12) sont actifs pour la lib6ration de l'orthophosphate 
en pr6sence du syst~me enzymatique "EAA". Par contre le 5-m6thyltryptophane 
qui ne semble pas ~tre incorpor6 dans les prot6ines 1~ est inactif dans cette r6action. 

Nature de certains peptides form~s respectivement en presence d'A TP, UTP, GTP et CTP 
et d'un ou de plusieurs L-acides amines 

L'effet des L-acides amin6s sur la lib6ration de l'orthophosphate ~ partir non 
settlement d'ATP, mais 6galement des autres fibonucl6oside triphosphates donnait 
penser que la formation des peptides observ6s initialement en pr6sence d'ATP devait 
6galement s'observer en pr6sence de GTP, UTP et de CTP. 

Polypeptides d'un m~me acide arnin~ 

Incub6e en pr6sence de la fraction "EAA" la L-alanine catalyse la lib6ration de 
l'orthophosphate principalement ~ partir d'ATP, nettement moins k partir de GTP 
et d'UTP, pas h partir de CTP (Tableau I). L'analyse chromatographique du sur- 
nageant provenant du milieu d'incubation de la fraction "EAA" en pr6sence de 
[l~C~alanine et d'ATP ou de GTP a r~v~16 outre le [14CJalanine (Re o.23), l'existence 
de nouvelles taches radioactives de Re tr~s diff~rents (o.18, o.Io, o.oo avec ATP, 
o.Io et 0.08 avec GTP) (Fig. 4). L'analyse h l'aide du fluorodinitrobenzene des nouvelles 
taches form6es en pr6sence d'ATP a montr6 que chaque nouvelle tache repr6sente 
un seul type de peptides constitu6s de [14C]alartine. Le DNP-[liC]alanine n'6tant pas 
hydrolysable par l'acide chlorhydrique on peut d6terminer, apr~s hydrolyse acide de 
nos peptides dinitroph6nyl6s, le rapport entre la concentration du DNP-[~4C]alanine 
et celle du [l*C]alanine ]ib6r6e par hydrolyse. Ce rapport 6tablit le nombre de mol6- 
cules d'alanine po]ym6ris6es en liaisons peptidiques (Tableau II). 

Nous avons pu obtenir en quantit6 mesurable et dans le cas de l'alanine seule 
incub6e en pr6sence d'ATP uniquement, les peptides suivants: dipeptide, t~trapeptide, 
octopeptide. 

Certains peptides form6s ~ partir du [14C]alanine en pr6sence de GTP ne semblent 
pas form6s en pr6sence d'ATP (Fig. 4)- Le GTP ainsi que I'UTP n'6tant pas contamin6s 
par de I'ATP, il est clair que ces nucl6otides sont utilis6s comme source d'6nergie pour 
la formation des liaisons peptidiques. 

Stoechiom~trie: La relation entre la d6gradation de I'ATP en ADP avec lib6ration 
d'orthophosphate et le nombre de liaisons peptidiques form6es est stoechiom6trique 

Biockim. Biophys. Acta, 56 (I962) 559-570 
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Fig. 4 Milieu &incubat ion:  200/ ,moles de t a m p o n T r i s  p H  8. I, io / ,moles  de MgCt 2, 2/~moles d 'ATP 
(on de GTP), 6 #moles  de L-[14Clalanine (25oooo coups/min) ; 5o0 / ,g  de protdines " E A A " .  Volume 
final i ml. Incuba t ion  2 h A 34 °. W h a t m a n  No. I. Solvent propanol -eau ,  i, r~*C~alanine; 2, dipep- 

tide; 3, te t rapept ide ;  6, octopeptide.  Rad ioau togramme 3 jours. 

TABLEAI5 I I  

ANALYSE DES PEPTIDES FORM]~S EN PR1~SENCE I) 'ATP ~ PARTIR DE [14C]ALANINE 

Conditions d6crites darts la 16gende de la Fig. 4. 

D N P-peptides 

Apr~s hydrolyse 
Temps 

d' imubation 
(h) 

Sans hydrolyse 
Peptides (co~sl,n~n) DNP-[X*C]alanine [t*C]alanine l~bre 

(coups/rain) (#*moles) (coups/rain) ( pmoIes ) 

Nombre de 
rdsidus de 

[l*C ]alan~ne 
dam les pepti, des 

No. 2 39 125 16 4oo o.46 16 79o o.48 
No. 2 83o4 4o7 ° o. 12 378o o. I I 

No. 3 55 684 13 67 ° 0.39 4 ° 036 1.2o 
No. 6 209 ° 2 IO 0.006 I68o o.o5 

T A B L E A U  111 

LIEN STOECHIOM~TRI~UE ENTRE LA D~GRADATION DE L'ATP 
ET LA SYNTH~SE DE pEPTIDES 

Conditions d6crites dans  la 16gende de la Fig. 4- Incuba t ion  I e t  2 h .  

Liaisons 
Temps Phosphore ADP apparu AMP appafu peptidiques form.s 

d' incubatixm l ibl'r ~ ( l~moles) ( t~moles) 
(h ) (t,notes) ( mnotes) 

I o.56 o.53 o,oi o.48 

2 1 . io  I .o5 o.o3 1.32 

Bioch im .  B i o p h y s .  Ac ta ,  56 (1962) 559-57 o 
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Fig. 5. Condit ions d6crites dans  la 16gende de la Fig. 4. CTP remplace  I 'ATP. L-histidine remplace  
l 'alanine.  Incuba t ion  1. 5 h:  i ,  [x~C]histidine; 2, hist idyl-hist idine.  

T A B L E A U  IV 

ANALYSE DU DIPEPTIDE FORM]~ EN PRI~SENCE DE CTP A PARTIR DE [14C]HISTIDINE 

Pept ide  ob tenu  darts les condi t ions pr6sent6es dans  la 16gende de la Fig. 5. 

D N P-p~ptide 

Apr~s hy~olyse 

A rant kydrolyse D NP-[I~CJ histidine [a~C ]histidin~ libr e 
(co~ps/mi~) 

(coupslrnin) (l~mol~) coupslmin) (mnole) 

Nornbm de 
r~sidus de 

[l~g.lkistidint 

45 ooo 22 200 0.66 20 760 0.62 2 

(Tableau III). Lors de la synth~se d'un dipeptide nous avons 6tabli que pour une 
micromole d'ATP d6grad6 une "micromole de liaison peptidique" est form6e. 

L'histidine est un des acides amin6s qui en pr6sence de la fraction "EAA" ne 
catalysent la lib6ration de l'orthophosphate qu'k partir d'un seul ribonucl6oside 
triphosphate, le CTP. La chromatographie sur papier du surnageant provenant du 
milieu d'incubation contenant le CTP, le [14C]histidine et la fraction "EAA", r6v~le 
outre l'histidine libre, une tache radioactive non loin de l'origine (Fig. 5). L'analyse 
de cette nouveUe tache (No. 2) ~ l'aide du fluorodinitrobenz~ne a montr6 qu'un seul 
d~riv~ dinitroph6nyl6 a 6t6 formC L'hydrolyse acide de ce dernier et la d~termination 
de la radioactivit6 du DNP-[14C]histidine et du [14C]histidine libre r6vble qu'il 
s'agit d'un peptide: histidyl-histidine (Tableau IV). Des peptides contenant plusieurs 
r6sidus d histidine peuvent 8tre 6galement form6s. 

Polypeptides/~e deux acides amin& 

Pour pr6ciser quelle place, dans les peptides form6s, occuperait chaque acide 
amin6 selon le ribonucl6oside triphosphate utilis6, nous avons incub6 deux acides 
amin6s, l'alanine et la ph~nylalanine en pr6sence d'ATP ou de CTP. Nous savons 
(Tableau I) que l'alanine catalyse en pr6sence de ]a fraction "EAA", la d6gradation 
de I'ATP et la ph~nylalanine celle du CTP. 

Nous observons Iorsque le nucl~otide utilis6 est I'ATP, l'apparition de trois 

Biochim.  Biophys.  A a a ,  56 (i962) 559-570 
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"peptides" (Fig. 6) qui, hydrolys6s k l'aide d'HC1 redonnent les deux acides amin6s 
Le groupement N-terminal de ces peptides a 6t6 dftermin6 et correspond dans chaqu~ 
cas au [14Clalanine. Le peptide No. I e s t  constitu6 de deux r6sidus de !14Clalanin~ 
et d 'un r6sidu de ph6nylalanine. Le peptide No. 3 est constitu6 de 4 r6sidus d~ 
[14Clalanine et d'un r6sidu de ph6nylalanine (Tableau V). La ph6nylalanine occu 
perait dans ces peptides la position carboxyl terminale. 

Lorsqu'en pr6sence de la fraction enzymatiqu# "EAA",  c'est maintenant 1( 
CTP qui est incub6 avec l'alanine et la [14Clph6nylalanine, la radioautographie du- 
surnageant r6v~le outre la [14C!ph6nylalanine, la pr4sence de nouvelles bandes radio- 

12C] Phe 

Fig. 6. Milieu d'incubation: 200/*moles de tampon Tris pH 8. t, io #moles de MgCI~, 3/,moles 
d'ATP, 6/,moles de L-~14ClManine (25oo~o coups/rain), 3 /,moles de L-ph6nylalanine, 50o /,g 
d'enzyme "EAA". Incubation i et 2 h ~ 34 °. Whatman No. i. Solvent propanol-eau. I, tripeptide 
mixte; 3, pentapeptide mixte; 4, [laC]alanine; 5, t6trapeptide A alanine; 6, octopeptide ~, alanine. 

Radioautogramme 3 jours. 

actives (Fig. 7). Apr6s 61ution et hydrolyse acide ces nouvelles bandes redonnent les 
deux acides aminfs utilis6s au d6part. La faible quantit6 de peptides form6s ne nous 
a pas permis d'en d6terminer le poids molfculaire. Toutefois, le traitement de ces 
peptides par le fluorodinitrobenzhne, a permis de constater que chaque bande nouvelle 
est constitu6e d'un seul type de peptide; dans chaque peptide de cette s6rie c'est la 
ph6nylalanine qui occupe la place N-terminale. 

Les r6sultats obtenus k l'aide de ces deux ribonuclfoside triphosphates montrent 
clairement qu'en partant de deux acides amin6s, le syst6me enzymatique "EAA" est 

Biochim. Biophys. Acta, 56 (1962) 559-57 ° 
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T A B L E A U  V 

ANALYSE DES PEPTIDES NO. I ET 3 FORM]~S EN PRI~SENCE D'ATP  
P A R T I R  D E  [14C]ALANINE ET DE PH~YLALANINE 

Les D N P - p e p t i d e s  c o n t i e n n e n t  t ou t  le [14C]alanine. 

D N P-pept id2s 

Apr~s hydrolyse 

Peptides 

Nombre de ftsidus 
Avant hydrolyse (coups/rain) DNP-[t4C]alanine [~*C]alanitwlibm Pk~ylalanine damle*peplides 

l ibr e [ a ~C J aJan i~. et 
(coups]rain) (ILmoles) (coupslmin) (l, moles) (•moles) [ttCJp~YMMt~im 

No. I 34 o18 17 75 ° 0.74 I8 604 0.75 o.6k 2 I 
NO. 3 663 ° 162o 0.067 4924 0.20 o.06 4 I 

4 

[124.CC] Ata 

5 

I 

1 

t O 6 

P.e ["c]  P . ,  A,o 
CTP CTP 

Fig. 7. Milieu & i n c u b a t i o n :  200/2moles  de t a m p o n  Tris  p H  8.1, IO # m o l e s  de MgCls, 3 #moles  
de CTP,  6 #mo le s  de L-[x4C]ph6nylalanine (25oooo coups /min) ,  3 / , m o l e s  de L-alanine.  Volume 
final i ml.  I n c u b a t i o n  I h & 34 ° W h a t m a n  No. I. Solvent  p ropano l - eau .  I, [14C]ph6nylalanine; 

2, pep t ide  ~. ph6nyl ;  3, 4, 5 et  6 pep t ides  mix tes .  R a d i o a u t o g r a m m e  3 jours .  

capable de synth6tiser des peptides diff6rents selon que la source d'6nergie est I'ATP 
ou le CTP. Ces r6sultats fournissent 6galement la preuve que c'est le groupement 
carboxylique des acides amin6s qui est "activ6" par le syst~me enzymatique. 

Polypeptides de plusieurs acides amines 

n fallait v6rifier que, dans ]es peptides form6s par la fraction "EAA" en pr6sence 
des 4 ribonucl6oside triphosphates et de 18 L-acides amin6s, diff6rentes combinaisons 
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d'acides amin6s pouvaient se r6aliser dans les peptides. Nous avons inclu 4 acides 
amin6s marqu6s au 14C: arginine, leucine, alanine, ph6nylalanine, chacun 6tant 
sp6cifique d'un nucl6otide. La concentration choisie assurait la lib6ration de l'ortho- 
phosphate ~ partir du nucl6otide correspondant. I1 faut pr6ciser que les prot~ines 
enzymatiques pr6cipit~es et lav6es apr~s incubation d'un tel m61ange ne contiennent 
pas de radioactivit6. L'autoradiogramme du surnageant r6v61e, outre les 4 acides 
amin6s marqu6s, la pr6sence de plusieurs nouvelles taches radioactives de RF dif- 
f6rents (Fig. 8). La "nouvelle tache" No. i a ~t~ ~lu~e et analys~e. L'hydrolyse par 

Fig. 8. Milieu d'incubation: 200/,moles de tampon Tris pH 8.1, io/*moles de MgC12, 2 #moles 
d'ATP, 2/*moles de GTP, 2 #moles d'UTP, 2/*moles de CTP, 5 pmoles d'un m61ange de t8 L-acides 
amin6s, 3/~moles (2ooooo coups/rain) de chacun des acides amin6s suivants: L-arginine, L-alanine 
L-leucine, L-ph6nylalanine; 600 pg de fraction enzymatique "EAA". Volume final 1. 5 ml. Incu- 
bation 2 h ~ 34 °. Whatman No. 2. Solvents: butanol-acide ac6tique-eau; ph6nol-eau. Radio- 

autogramme 2 jours. 

la trypsine a donn6 trois peptides qui chacun, apr6s hydrolyse k l'acide chlorhydrique, 
redonne 7 acides amin6s dont !es 4 acides amin6s d6jk cit6s. La trypsine agissant 
sur la chaine peptidique au niveau de rarginine et de la lysine, ces r6sultats montrent 
qu'il s'agit d 'un polypeptide. 

Nous proposons de remlglacer l'appellation initiaJe, fraction enzymatique "EAA",  
par le nom plus appropri6 de chacun des enzymes qui la constituent: ATP-polypeptide 
synth6tase; GTP-polypeptide synth6tase; UTP-polypeptide synth6tase; CTP-polypep- 
tide synth~tase. I1 est vraisemblable que ces enzymes agissent selon le sch6ma suivant : 

X-R-P-P-P + E + AA ~ X-R-P--P + peptides -+- E + P 

Rappelons que le glutathion (~-peptide) a 6t6 synth6tis6 in vitro ~ l'aide d 'un 
enzyme puriff6 par SNOKE ET BLOCH is, synth~se r6pondant ~ ce sch6ma. 
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CONCLUSIONS ET DISCUSSION 

Les 4 enzymes sp6cifiques appel6s polypeptide synth6tases, que nous avons isol6s 
partir d'Alcaligenes faecalis, sont capables de d6grader en pr6sence de L-acides 

amin6s les ribonucl6oside triphosphates (ATP, GTP, UTP, CTP) en ribonucl6oside 
diphosphates avec apparition de l'orthophosphate. Les r6sultats ont montr6 que 
chaque enzyme est sp6cifique non seulement d'un nucl6otide donn6, mais 6galement 
d'un groupe d'acides amin6s. Toutefois, certains de ces derniers se montrent capables 
d'activer la "r6action de lib6ration" en pr6sence de deux ou de trois nucl6oside tri- 
phosphates diff&ents. On peut obtenir des peptides avec chacun des ribonucl6oside 
triphosphates utilis~s s6par6ment et le ou les acides amines sp~cifiques de ce nucl6o- 
tide. Des peptides constitu6s d'un m~me acide amin6 ou bien des peptides mixtes 
peuvent ~tre form6s. Tous ces ~-peptides sont acido-solubles. On constate qu'en 
pr6sence de deux acides amin6s dont run active la lib6ration du phosphore terminal 
d'un ribonucl6oside triphosphate et l'autre pas il se forme des peptides tels que le 
r6sidu N terminal est constitu6 par racide amin6 activateur de la "r6action de lib6ra- 
tion". Nous en concluons que la r6action conduisant h la formation des peptides 
r6sulte de l'activation du groupement carboxylique des acides aminds. 

Si les polypeptide synth6tases dont nous venons de parler repr6sentent le syst~me 
enzymatique indispensable k la polym6risation des acides amin6s on dolt les retrouver 
dans d'autres esp~ces bact6riennes ou animales. NISMAN ET FUKUHARA 14 ont partielle- 
merit purifi6 ~ partir d'Escherichia coli des enzymes catalysant en pr6sence d'acides 
amin6s la d6gradation des ribonucl6oside triphosphates selon la r6action que nous 
avons d6jk d6crite ~. Ils ont remarqu6 que la sp6cificit6 des acides amin6s pour les 
enzymes provenant d'Escherichia coli 6tait diff6rente de celle observ6e avec les enzymes 
que nous avons isol6s h partir d'Alcaligenes faecalis. Les pr6parations enzymatiques 
obtenues par pr6cipitation ~ pH 5.0 du surnageant isol6 k partir du foie de rats selon 
la technique de HOAGLAND et al. 15 contiennent 6galement les 4 polypeptide syn- 
th6tasesJL Le spectre de sp6cificit6 vis k vis des acides amin6s est diff6rent de celui 
observ6 avec les enzymes isol6s k partir d'Alcaligenes faecalis et d'Escherichia coli. 
ZALTA 16 a montr6 que les granules pr6par6s k partir de microsomes du foie de rats, 
capables d'incorporer ]es acides amin6s contiennent 6galement ces m~mes enzymes. 
Ce syst~me semble exempt d'enzymes catalysant l'6change ATP-PP s2. 

La question se pose maintenant de savoir quel est le r61e de ces syst~mes enzy- 
matiques dans la biosynth6se des prot6ines proprement dites et comment nos r6sultats 
se situent par rapport k ceux obtenus par HOAGLAND 18. Rappelons que cet auteur a 
montr6 que des enzymes sp6cifiques pr6sents dans le cytoplasme des tissus animaux 
"activent" les acides amin6s uniquement en pr6sence d'ATP (ATP-PP3~). 

Pour situer les polypeptide synth6tases dans le cadre de la biosynth~se des 
prot6ines nous soulignons les points suivants: (a) Les pr6parations enzymatiques 
"EAA" contenant les polypeptide synth6tases acc61~rent l'incorporation des acides 
amin6s dans des chatnes polypeptidiques ~. (b) Dans ces m~mes pr6parations nous 
n'avons pu r6v61er l'existence des enzymes catalysant en pr6sence d'acides amin6s, 
l'6change entre le pyrophosphate et I'ATP. Ce r6sultat ne contredit pas la partici- 
pation de ces derniers enzymes (ATP-PP ~) dans l'incorporation des acides amin6s 
dans les prot6ines. (c) Chaque polypeptide synth6tase utilise en pr6sence d'acides 
amin6s sp6cifiques un ribonucl6oside triphosphate pour la synth~se des peptides. 
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(d) Dans la pr6paration (enzymes k pH 5.o) d6crite par HOAGLAND, fraction indis- 
pensable k la synth6se des prot6ines, nous avons mis en 6vidence 17 la prdsenee des 
4 polypeptide synth6tases; ainsi peut s'expliquer la n6cessit6 du GTP dans le syst6me 
de cet auteur. Nous avons montr6 en particnlier, qu'en pr6sence de GTP comme 
seul nucl6oside triphosphate, cette pr6paration enzymatique synth6tise de nombreux 
peptides 17. (e) Le chloramph6nieol, inhibiteur de la biosynth6se des prot6ines, inhibe 
l'activit6 des polypeptide synth6tases d'origine bact6rienne 2 ou animale 17 en pr6sence 
de certains acides amin6s. 

L'ensemble de ces observations montre que les polypeptide synthdtases sont 
capables de r6aliser la synth6se des liaisons peptidiques. I1 s'agit de pr6ciser le m6ea- 
nisme pars lequel ces enzymes partieipent dans la biosynth6se des prot6ines propre- 
ment dites. 
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RI~SUMI~ 

Les polypeptide synth6tases purifi6es h partir d'extraits d'Alcaligenes faecalis poss6- 
dent la capacit6 de synth6tiser in vitro diff6rents peptides ~t partir d'un ou de plusieurs 
acides amin6s en pr6sence soit d'ATP, GTP, UTP ou de CTP. Un groupe sp6cifique 
de L-acides amin6s permet la d6gradation de chacun des quatre ribonucl6oside tri- 
phosphates en ribonucl6oside diphosphate et en phosphore min6ral. La stoechiom6trie 
de la r6action est 6tablie. La composition de certains peptides form6s est d6termin6e 
par les m6thodes chimiques et enzymatiques. 
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