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SUMMARY 

Interaction between tryptophanyl-sRNA synthetase and tryptophan or certain analogues 
of tryptophan 

Beef pancreatic t ryptophan-sRNA synthetase (L-tryptophan:sRNA ligase 
(AMP), EC 6.1.1.2) is protected against heat denaturation by  L-tryptophan and 
against p-chloromercuribenzoate or proteolytic inactivation by  L-tryptophan + 
ATP. 25 t ryptophan analogues were tested. None is as effective as L-tryptophan ex- 
cept L-tryptophan hydroxamate.  The other amino acids and ATP alone are totally 
ineffective. A weak protection is afforded by t ryptamine and this protection is en- 
hanced by ATP, though ATP has no action of its own and does not bind covalently 
to tryptamine.  

INTRODUCTION 

I1 est 6tabli dans plusieurs cas que de nombreux parambtres structuraux d'un 
enzyme varient lots de la fixation de son ou ses substratsl, 2, et que ces variations sont 
intimement li6es A la formation des complexes transitoires que l 'on observe cin6tique- 
ment3, 4. La fixation de compos6s voisins du substrat  est toutefois susceptible d'en- 
trainer dans la prot6ine un changement de conformation diff6rent de celui qu'impose 
le substrat  normal 5 et on peut s 'at tendre ~ ce que les propri6t6s catalytiques de Fen- 
zyme puissent 6tre modifi6es par la pr6sence de faux substrats. C'est ainsi que NORRIS 
ET BERG ~ ont montr6 que l'isoleucine RNA synth6tase 6tait susceptible de former 
l 'ad6nylate de la valine mais n'6tait pas capable de transf6rer la valine sur le tRNA 
de l'isoleucine. Une telle impossibilit6 peut ~tre due ~ une compl6mentarit6 rigoureuse 
entre RNA et acides amin6s 7 mais 6galement ~ un "ajustage mal induit" de l 'enzyme 
par la valine, vis-a-vis du tRNA. 

Pour obtenir des informations approfondies sur l'effet de la fixation du substrat  
sur un enzyme, les aminoacyl-RNA-synth6tases sont particuli&rement favorables. 
I1 est en effet possible d'isoler le complexe enzyme-AMP-acide amin6e, s-l° et par 

Abrdviation: tRNA, transfer RNA; PCMB, p-chloromercuribenzoate. 
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cons6quent comparer les propri~t6s chimiques et physico-chimiques de ce complexe 
et de l 'enzyme libre, ce qui est difficile avec la plupart des syst~mes enzymatiques. Si 
des perturbations sont apport~es ~ la structure tertiaire de l 'enzyme par la pr6sence 
du substrat, on peut s 'at tendre ~ ce qu'elles se manifestent dans la stabilit6 de la 
prot~ine 11 et une ~tude pr61iminaire de l'effet du substrat ou analogues de substrat  
sur cette stabilit6 doit permettre de savoir si l 'on peut s 'attendre ~ des diff6rences 
n6gligeables ou notables. 

Dans ce travail le comportement de la t ryptophane RNA synth6tase en pr6sence 
de tryptophane ou d'analogues du tryptophane a 6t6 6tudi~ ~ diff6rentes temp6ratures 
et en prdsence de PCMB ou de trypsine, et les r6sultats obtenus montrent dans tous 
les cas un tr~s grand renforcement de la stabilit6 de la prot6ine en pr6sence de son 
substrat. 

MI~THODE EXPI~RIMENTALE 

Matdriel 
Acides aminds et analogues: Les acides amin6s et les analogues du tryptophane 

proviennent : L-tryptophane, D-tryptophane et t ryptamine : Koch Light Laboratories; 
DL-7-azatryptophane, 4-methyl-DL-tryptophane, 5-methyl-DL-tryptophane, 6-methyl- 
DL-tryptophane: Sigma Chemical Company; 3-indole acftate,  3-indole butyrate,  3- 
indole propionate, indoline: Eastman Organic Chemicals; 5-fluoro-DL-tryptophane: 
Nutritional Biochemicals Corp. ; indole: Riedel De Haen AG; L-tyrosine, L-ph6nyl- 
alanine, L-valine. L-alanine, riboflavine, L-kynur6nine sulfate: Calbiochem; L-trypto- 
phane amide: Yeda. Le L-tryptophane 6thylester, le N-ac6tyl-L-tryptophane et 
l 'hydroxamate de L-tryptophane ont 6t6 pr6par~s au laboratoire. I1 a 6tfi v6rifi6 par 
chromatographie que ces prfparations 6talent exemptes de tryptophane. Tous l e s  
autres produits chimiques sont de qualit6 analytique. 

Dosage de l'activitd enzymatique 
L'activit6 enzymatique de la t ryptophane RNA synth6tase est dos6e par la 

m6thode des hydroxamates 12. Le processus exp6rimental est semblable ~ celui d6crit 
par DAVIE et al. 13. L'unit6 d'activit6 est donn6e par la quantit6 d 'enzyme n6cessaire 
pour former une/ ,mole  d 'hydroxamate de t ryptophane par ml et par h/~ 37 °. L'ac- 
tivit6 sp6cifique est exprim6e en/ ,moles d 'hydroxamate form6 par mg de prot6ine 
et par h, la concentration en prot6ine 6tant d6termin6e par turbidiln6trie selon la 
m6thode de DAVIE eg al. 13. La pyrophosphatase nfcessaire aux dosages nous a 6t6 
g~n~reusement offerte par le Dr. KUNITZ; elle a ~t~ 6galement pr~par~e ~ partir  de 
levure Springer par une m6thode adapt~e de celles d~crites par KUNITZ 14 et par 
HEPPEL ET HILMOE 15. 

Prdparagion de la tryptophaue RNA synthdtase 
La tryptophane RNA synthftase est obtenue ~ partir de pancr6as de boeuf. 

Les premiers stades de la pr6paration sont conformes A ceux d6crits par DAVIEI~; ils 
permettent  d 'avoir des fractions enzymatiques (Am 60) dont les propri6t6s sont iden- 
tiques ~ celles que rapporte Davie pour ce? m~mes fractions. La purification est pour- 
suivie ~ l'aide d'un traitement thermique/t  5 °0 en pr6sence de t ryptophane lO _2 M, 
et de chromatographie sur Sephadex G-ioo. On obtient ainsi des fractions enzyma- 
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T A B L E A U  I 

THERMOSTABILIT1~ DE LA TRYPTOPHANE R N A  SYNTHETASE A DIFF1~RENTS p H  ET ~ DIFFI~RENTES 
TEMP]~RATURES 

Chaque solution contient l'enzyme k la concentration de 0. 4 mg/ml dans un tampon Tris- 
phosphate io -2 M aux pH et aux temp6ratures indiquds. La force ionique est amen6e ~ o.I par 
addition de KCI. Apr~s diff~rents temps &incubation, une partie aliquote est pr61ev6e et dilu6e 
dix fois dans le substrat (tryptophane IO -2 M, ATP io -2 M; MgCI 2 IO -2 M, hydroxylamine i M, 
pyrophosphatase o.I unit6 Kunitz/ml, pH 7.8, 37°). Chaque mesure d'activit6 repose sur au 
moins 5 d6terminations de la quantit6 d'hydroxamate de tryptophane form6 dans le m~lange 
r6actionnel en fonction du temps, ce qui permet de v6rifier l'absence de ddnaturation de l'enzyme 
pendant le dosage. Les inactivations ~ chaque pH et k chaque temp6rature suivent une cin6tique 
de premier ordre. Les constantes de vitesse sont exprim6es en min -x. 

p H  k X IO a (ra in  -1)  

50 ° 60 ° 65 ° 7 °0 

7 1.6 3.3 - -  4 ° 
7 .8 5 IO 3 ° 15o 
9 8 - -  - -  - -  

tiques ("G-Ioo") dont l 'activit6 sp6cifique est de 250 lois sup6rieure ~ celle de l 'homo- 
g6nat de d6part. Les fractions G-Ioo ne contiennent pas de nucl6otides dans les pro- 
portions d6celables par un dosage de pentose; le rapport  des absorptions A 280 et 260 
m~, qui est de 0.8 pour les fractions Am 60 devient de 1.8 pour les fractions G-Ioo. 
La prot6ine obtenue s6dimente ~ 67 77 ° tours/min sous forme d'un pic sym6trique 
(s2o,w ~ 4.9 S) et ne donne qu'une hande par 61ectrophor~se sur gel de polyacrylamide 

pH 7. Les fractions G-Ioo ne permettent  la formation d 'hydroxamate  qu'~t part ir  de 
t ryptophane et de ph6nylalanine, le rapport  de ces activit6s 6tant de lOO/O. 7. 

RESULTATS 

Protection contre l'inactivation par la chaleur 

Le Tableau I montre les vitesses d'inactivation de l 'enzyme ~ diff6rentes tem- 
p~,ratures et diff6rents pH. Dans tous les  cas ces inactivations suivent une cin6tique 
de premier ordre. En pr6sence de t ryptophane lO -2 M, "~ 5 o°, la protection de l 'enzyme 
est complete ~ pH 9 aussi bien qu'~ pH 7. La Fig. I montre qu'au-del~ de 5 o°, l 'inacti- 
vation de l 'enzyme par la chaleur est fortement ralentie par la pr6sence de tryptophane. 
A 65 °, pH 7.8, la constante de vitesse d'inactivation est diminu6e de plus de IO lois 
par addition de tryptophane. Par  contre, I 'ATP ne r6duit la vitesse d'inactivation que 
faiblement ~ la concentration off l 'action du t ryptophane est maximum; l 'addition 
simultan6e d 'ATP et de t ryptophane n 'augmente pas la stabilit6 de l 'enzyme. On peut 
donc penser que l 'ad6nylate de t ryptophane ne protege pas l 'enzyme plus que le 
t ryptophane lui-m~me (Fig. 2) ; cependant il est probable qu'~ la temperature utilis6e 
cet ad6nylate est instable et s'hydrolyse. CHAPEVlLLE et al. a° ont montr~ en effet que 
la demi-vie de l 'ad6nylate de tyrosine est tr~s br~ve m~me lorsqu'il est fix6 A l 'enzyme 
(5 min/~ 37°). A l'oppos6 de ce que BALDWIN ET BERG 17 ont observ6 avec l'isoleucine 
RNA synth6tase de E. coli il y a une forte protection de l 'enzyme par l'acide amin6 
et une faible protection par I 'ATP darts le cas de la t ryptophane RNA synth6tase. La 
protection par le t ryptophane est maximum pour une concentration de lO -3 M 
(Tableau II) et la vitesse d'inactivation ~t 65 ° est r6duite de moiti6 par le t ryptophane 
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Fig. I. Thermos tab i l i t6  de l a~ t ryp tophane  R N A  syn th6 ta se  en pr6sence ou en absence de t r y p t o -  
phane  ~ pH 7.8. Les condi t ions  exp6r imenta les  sont  les m~mes que celles donn6es dans  le Tableau  I. 
La  concen t r a t ion  du t r y p t o p h a n e  est  de lO -2 M p e n d a n t  l ' i nac t iva t ion .  

Fig. 2. P ro tec t ion  de la t r y p t o p h a n e  R N A  syn th6 tase  pa r  le t r y p t o p h a n e  et  I ' A T P  ~ p H  7.8, 65 °. 
Les condi t ions  exp6r imenta les  sont  les m~mes que celles donn6es dans  le Tableau  I. L ' A T P  ajoutd  
est  sous forme d 'une  so lu t ion  6quimoMculaire ATP-MgC1 v A0, ac t iv i t~  au t emps  o; A, ac t iv i t6  
au t emps  t. 

la concentration de 2-lO -4 M. I1 faut une concentration en ATP 5o lois sup6rieure 
pour obtenir le m~me r6sultat. Aux concentrations en tryptophane off la protection 
est incomplete (lO -3 M) l'addition d 'ATP (lO -3 M) n'apporte aucune protection 
suppl6mentaire. 

L'addition de cyst6ine ou de glutathion r6duit et d 'EDTA ne change pas les 
vitesses de thermod6naturation, et une incubation avec de la cyst6ine ~ 25 ° apr~s 
inactivation ne permet pas de regagner l'activit6 perdue. L'inactivation est accom- 
pagn6e d'une pr6cipitation irr6versible de la prot6ine. 

Protection contre l'inactivation par le P C M B  
De nombreux enzymes d'activation sont stabilis6s par la cyst6ine et inhib6s par 

T A B L E A U  I I  

T H E R M O S T A B I L I T ] ~  D E  L A  T R Y P T O P H A N E  R N A  S Y N T H ] ~ T A S E  E N  P R ] ~ S E N C E  D E  T R Y P T O P H A N E  E T  

D'ATP .k p H  7.8, 65 ° 

Les condi t ions  exp4r imenta les  sont  Ies m6mes  que celles donn4es dans  le Tab leau  I. Les inac t iva -  
t ions  su iven t  une cindt ique de premier  ordre, e t  les cons t an t e s  de vi tesse  son t  expr im4es  en 
min-X. 

Tryptophane A T P - M g C I  2 k × Io  s 
( M )  ( M )  (rain -1) 

o o 3 ° 
lO -3 o 9-5 

2- lO -3 o 7-5 
lO -2 o 2.6 

3" lO-2 o 2.6 
O 2 • I O  . 2  1 8  

o 4 ' 1o-2 i i  
1 0  - 2  I O  -t~ 2.6 
lO -3 lO -8 IO 
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Fig. 3. P ro tec t ion  de l a | t r y p t o p h a n e  R N A  s y n t h 6 t a s e  cont re  l ' i nac t iva t ion  pa r  le PCMB ~ p H  7.8, 
25 °, pa r  le t r y p t o p h a n e ,  I ' A T P  et  l ' ad6ny la te  de t r y p t o p h a n e .  Les  condi t ions  exp6r imen ta les  son t  
les mSmes  que  celles donn6es  dans  le T ab l eau  I. Le P C MB est  k la concen t ra t ion  de IO -a M p e n d a n t  
l ' inac t iva t ion .  I1 a ~t~ v6rifi~ s6pa r6men t  que  darts les condi t ions  util is6es (di lut ion de io  lois de 
la prise a l iquote  darts le s u b s t r a t  de dosage) le P C M B  ne p rovoqua i t  aucnne  d iminu t i on  d 'ac t iv i t6 .  
La  p y r o p h o s p h a t a s e  (PPiase) est  k la concen t r a t ion  de o.I un i t6  K u n i t z / m l  p e n d a n t  l ' i nac t iva t ion  
1~ off sa pr6sence es t  ment ionn~e .  T r y p t o p h a n e ,  io  -~ M; A T P ,  IO -8 M; PPi ,  Io-~ M. 

les compos6s agissant sur les thiols 18-2°, bien que ce ne soit pas une r~gle absolue ~1. 
Dans le cas de la t ryptophane RNA synth6tase DAVIE et al. 13 avait montr6 une inhibi- 
tion complete de l 'activit6 enzymatique par le PCMB, partiellement lev6e par la 
cyst6ine et DE LucA ET MCELROY 23 ont montr~ que 4 groupes - S H  par mol6cule 
d 'enzyme 6taient titrables par l'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique en pr6sence de 
t ryptophane et 8 en absence de cet acide amin6. 

La Fig. 3 montre qu'en pr6sence de PCMB lO -3 M l'activit6 de la t ryptophane 
RNA synth6tase est compl~tement perdue en quelques minutes ~ 25 °, pH 7.8. 
Cependant contrairement aux observations de DAVlE et al. 13 cette inactivation est com- 
pl~tement r6versible apr&s addition de cyst6ine 2" lO -3 M. 

L'inactivation est ralentie par le t ryptophane lO -3 M dont l'effet protecteur est 
incomplet ~ cette concentration, et elle n 'est  pas modifi6e par la pr6sence d 'ATP seul. 
Par  contre apr~s formation d'ad6nylate de t ryptophane (tryptophane lO -3 M + ATP 
lO -3 M + pyrophosphatase) il y a protection complete. Sans pyrophosphatase, et 
fortiori apr~s addition de pyrophosphate,  il y a pyrophosphorolyse de l 'ad6nylate de 
t ryptophane et la protection est A peine plus grande qu'en pr6sence de t ryptophane 
seul. La protection des groupes - S H  essentiels de l 'enzyme est donc assur6e par  le 
complexe ad6nylate de t ryptophane-enzyme,  et non par  le t ryptophane seul. 

Protection contre l ' inactivation par protdolyse 

Le Tableau I I I  montre que la t ryptophane RNA synth6tase est rapidement in- 
activ6e par la trypsine. Cette inactivation est ralentie par le t ryptophane et par I 'ATP, 
s6par6ment, alors que dans les cas pr6c6dents I 'ATP seul n 'avai t  pas d'effet. I1 est 
donc vraisemblable que Faction inactivante de la temp6rature, du PCMB et de la 
trypsine ne s'exerce pas sur les mSmes parties de la prot6ine. Ainsi qu'on l 'avait  ob- 
serv6 dans le cas de l ' inactivation par  le PCMB, la formation d'ad6nylate de t rypto-  
phane (~t raide d'une addition de pyrophosphatase) assure une protection meiUeure 
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TABLEAU III 

PROTECTION DE LA TRYPTOPHANE RIgA SYNTHETASE CONTRE LA PROTI~OLYSE PAR LA TRYPSINE 

pH 7.8, 25 ° 

Les conditions exp6rimentales sont les m6mes que celles donn6es dans le Tableau I. La trypsine 
est k la concentration de 20 #g/ml dans le milieu d'incubation et est dilu6e io fois dans le m61ange 
r6actionnel. Il a 6t6 v6rifi6 s6par6ment qu'k 37 °, pH 7.8, en pr6sence de tryptophane lO -3 M, 
ATP-MgCI~ lO -3 M, pyrophosphatase et hydroxylamine i M, la trypsine k la concentration de 
2 #g/ml ne modifiait pas significativement l'activit6 de l'enzyme, et que dans tousles ca~s l'acti- 
vit6 r6siduelle des prises aliquotes 6tait constante pendant les 3 ° min de mesure de l'activit6 
(6 points exp6rimentaux). 

Tryptophane A TP-MgCl~ Pyrophos- k × zo 3 
(M) (M) phatase (min -1) 

(unit~ 
Kunitz/ml) 

o o - -  25 
1 0  - 2  0 - -  1 2  

o 3"  lO-3  - -  13 
lO -3 IO -2 - -  8 
1 0  - 4  1 0  - 4  - -  2 0  

10 -4 IO -¢ 0. I 5 

que le t ryptophane et I 'ATP lO -2 M seuls. Des r6sultats identiques ont 6t6 obtenus 
lorsque la prot6olyse a lieu sous l 'action de la pronase. 

Protection contre l'inactivation thermique et l'inactivation par le PCM B, par des analo- 
gues du tryptophane 

Le Tableau IV donne les constantes de vitesse d'inactivation de premier ordre 
observdes en pr6sence d'une s6rie d'analogues du tryptophane, sans ATP, dans des 
conditions off la protection par le t ryptophane seul est compl&te. On voit que parnfi 
les analogues utilis6s un tr~s petit nombre ont une action protectrice importante. Ces 
analogues pr6sentent, lorsqu'ils sont efficaces: (a) le groupe amin6 du tryptophane, 
libre; (b) le carboxyle du tryptophane, libre, remplac6 par une autre charge n6gative 
(hydroxamate) ou, avec moins d'efficacit6, supprim6 (tryptamine). 

Le seul d6rivd modifi6 sur le noyau qui maintienne l ' inactivation ~ une vitesse 
inf6rieure ~ 50% de celle observ6e avec le t6moin en pr6sence de PCMB lO -3 M est le 
5-fluorotryptophane. Le 7-azatryptophane, qui est substrat de la t ryptophane RNA 
synth6tase, n'assure pas de protection en absence d 'ATP;  cette incapacit6 peut ~tre 
toutefois due ~t l'affinit6 assez faible du 7-azatryptophane pour l 'enzyme ~2. Enfin on 
peut remarquer que les m61anges indole + alanine et indole + glycine sont incapables 
de remplacer le tryptophane. 

Additivitd de l'effet protecteur de I 'ATP et d'un analogue 
Dans le cas d'une inactivation par le PCMB lO -3 M, on a vu qu'il n 'y  a aucune 

protection par I 'ATP io -~ M (Fig. 3). On pourrait donc s 'attendre k ce que l 'addition 
d 'ATP ne modifie pas l'effet protecteur apport6 par un analogue du tryptophaue. 
Le Tableau V montre que la protection par la tryptamine, analogue inapte ~ former 
un ad6nylate, puisqu'il ne poss~de pas de groupe carboxyle, est presque doubl6e en 
pr6sence d 'ATP. I1 apparait  donc que la fixation de l 'un des deux substrats favorise 
la fixation de l 'autre et lui permet d'exercer un effet propre sans qu'une liaison cova- 
lente existe entre les deux. 

Biochim. Biophys. Acta, 132 (1967)  1 5 5 - 1 6 4  
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T A B L E A U  I V  

P R O T E C T I O N  D E  L A  T R Y P T O P H A N E  R N A  S Y N T H ] ~ T A S E  P A R  D E S  A N A L O G U E S  D U  T R Y P T O P H A N E  

Les  c o n d i t i o n s  e x p d r i m e n t a l e s  s o n t  les m ~ m e s  q u e  ceUes d o n n 6 e s  d a n s  le T a b l e a u  I .  ( i )  d ' a p r ~ s  
SHARON ET LIPMANNa3: S,  a n a l o q u e  d o n n a n t  l ieu ~ la  f o r m a t i o n  d ' h y d r o x a m a t e ;  I ,  s u b s t a n c e  
i nh ib i t r i c e ;  o, s ans  ef fe t  s u r  l ' a c t i v i t 6 .  (2) i n c u b a t i o n  k 25 °, p H  7.8; c o n c e n t r a t i o n  en  a n a l o g u e  
lO -3 M; en  P C M B  lO -3 M;  (3) i n c u b a t i o n  k 5 o°, p H  7.8; c o n c e n t r a t i o n  en  a n a l o g u e  lO -3 M 

Analogue Substrat ou k × so s (rain -1) 
inhibiteur 
( z )  en prdsence a 5 °0 

de P C M B  (3) 
25 ° 

(2)  

o - -  24 5 
L - T r y p t o p h a n e  S o o 
D - T r y p t o p h a n e  I 20 4 
7 - A z a - D L - t r y p t o p h a n e  S 24 5 
5 - F l u o r o - n L - t r y p t o p h a n e  S 9-5 o 
4 - M ~ t h y l - n L - t r y p t o p h a n e  - -  14 o 
5 - M d t h y l - n L - t r y p t o p h a n e  I 20 o 
6 - M ~ t h y l - D L - t r y p t o p h a n e  I 24 - -  
L - T r y p t o p h a n e - d t h y l - e s t e r  - -  13 o 
H y d r o x a m a t e  de  L - t r y p t o p h a n e  I o I 
L - T r y p t o p h a n a m i d e  - -  8 2.5 
T r y p t a m i n e  I 5 o 
N -  A c d t y l - L - t r y p t o p h a n e  , o 24 5 
Ac ide -3 - indo l e  p r o p i o n i q u e  - -  24 5 
L - T v r o s i n e  - -  24 5 
L -P i a6ny la l an ine  - -  24 5 
L - A l a n i n e  - -  24 5 
L-Va l ine  - -  24 5 
G l y c i n e  - -  24 5 
I n d o l e  o 24 - -  
I n d o l e  + L - a l a n i n e  - -  24 - -  
I n d o l e  + g lyc ine ,  i ndo l ine  - -  24 - -  
Ac ide -3 - indo l e  a c ~ t i q u e  o 24 - -  
Ac ide -3 - indo l e  b u t y r i q u e  - -  24 - -  
T r y p t o p h o l  - -  24 - -  
L - K y n u r 6 n i n e  - -  24 - -  
R i b o f l a v i n e  - -  24 - -  

TABLEAU V 

PROTECTION DE LA TRYPTOPHANE RNA SVNTH]~TASE PAR LA TRYPTAMINE ET L'ATP CONTRE 

L'INACTIVATION PAR LE PCMB k pH 7.8, 25 ° 

Les conditions expdrimentales sont les m~mes que celles donn6es dans le Tableau I. Le PCMB 
est ~t la concentration de IO -s M pendant l'inactivation. 

Tryptamine  A T P  k × ~o 8 
( M )  ( M )  (rain -1) 

i o  - s  o 75 
o l O  - 3  2 0 0  

1 ° - 3  I ° - S  45 
O O 2 0 0  
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DISCUSSION 

L'ensemble des r6sultats obtenus montre l'existence de fortes interactions entre 
la t ryptophane RNA synth6tase et le tryptophane, interactions qui sont tr~s sp6cifi- 
ques. La protection maximum apport6e par la formation d'ad6nylate de t ryptophane 
laisse penser que la fixation d'une molecule d'ad~nylate par molecule d'enzyme 23 suffit 

imposer cette protection. Les d6naturations thermiques, off l 'ad6nylate ne semble 
pas avoir d'action diff6rente du t ryptophane seul sont effectu6es dans des conditions 
off cet ad6nylate a peu de chance de demeurer stable (affinit6 du pyrophosphate pour 
l 'enzyme tr~s 61ev6e, pyrophosphatase d6natur6e au-dessus de 4 0°) mais il n 'y  a pas 
d 'argument en faveur de la fixation de plus d'une mol6cule de tryptophane par 
mol6cule d 'enzyme ~. haute temp6rature. 

Ces r6sultats diff6rent apparemment  de ceux que BALDWIN ET BERG 1~ ont ob- 
tenus avec risoleucine RNA synth6tase, oh l'isoleucine seule n 'a  aucun effet protec- 
teur. I1 n 'est  donc pas possible de falre un parall61isme absolu entre les rdsultats ob- 
tenus dans le pr6sent travail et ceux relatifs ~ d'autres syst6mes d'activation des 
acides amin6s; il est cependant probable que le comportement de l 'enzyme d'activa- 
tion de l'isoleucine et de celui du t ryptophane sont comparables lorsque le complexe 
enzyme-AMP-acide amin6 est form6, et que les vm~aiions -le comportement vis-a-vis 
de temp6ratures 61ev6es de l'isoleucine et de la t ryptophan,  RNA synth6tases tradui- 
sent des variations dans les affinit6s de ces enzymes pour le pyrophosphate et pour 
l'acide amin6 sp6cifique. La n6cessit6 de former l 'ad6nylate d'isoleucine pour obtenir 
une protection effective de l'isoleucine RNA synth6tase peut en effet provenir de la 
n6cessit6 de I 'ATP pour permettre l'acc~s de l'isoleucine au site actif, de m6me qu'on 
observe nne meil!eure protection de la t ryptophane RNA synth6tase par la t ryptamine 
en pr6sence d 'ATP. 

La r6sistance/~ la prot6olyse en pr6sence de t ryptophane peut ~tre rapproch6e 
de celle qu'a observ6e MARKUS 24 avecla  s6rum albumine pour laquelle la fixation d'une 
moldcule de t ryptophane par mol6cule de prot6ine fait d6croitre la vitesse de prot6o- 
lyse. MARKUS sugg6re que la fixation d'un petit ligand r6duit le nombre de conforma- 
tions qu'une prot6ine peut pr6senter et limite par 1~ les chances d'um~' attaque prot6o- 
lytique sur une ou plusieurs formes r6versiblement d6natur6es de la prot6ine ~. Si l 'on 
accepte cette hypoth&se, la fixation de t ryptophane sur la t ryptophane RNA synth6- 
tase a une action limit6e ~ la restriction des degr6s de libert6 de la conformation de 
l 'enzyme. Une telle hypoth~se permettrai t  d'expliquer la diminution des groupes 
sulfhydryles blocables par le PCMB (r6f. 22), et la r6sistance de l 'enzyme ~ une inacti- 
vation par le PCMB. I1 faut alors admettre que la mol6cule prot6ique devient plus 
rigide lors de la fixation du ligand, ou qu'elle prend une conformation diff6rente de la 
conformation statistique moyenne qu'elle poss6dait en absence de ligand ou en pr6- 
sence d 'un ligand asp6cifiqne tel que la plupart des analogues du t ryptophane 6num6r6s 
dans le Tableau IV. I1 importe toutefois de souligner la grande sp~cificit6 d'interaction 
entre la t ryptophane RNA synth6tase et le tryptophane. Plusieurs exemples d'inter- 
actions sont connus entre des mol6cules apolaires aromatiques et la myoglobine ~,zT, 
ces mol6cules apolaires 6tant susceptibles de remplacer l 'h~me ou de favoriser le rein- 
placement du fer de l 'h~me par du zinc. Dans le cas de la t ryptophane RNA synth6- 
tase, de telles interactions asp6cifiques entre moldcules aromatiques et prot6ine 
semblent exclues. 
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Les interactions entre RNA ou nucl6otides et t ryptophane RNA synth6tase 
n 'ont  pas 6t6 abord6es dans ce travail;  on peut supposer sur la base des r6sultats 
obtenus avec d 'autres syst6mes d'activation2S, 29 qu'elles sont aussi 6troites que celles 
qui ont 6t6 observ6es ici. En particulier HELE 3° et RAVEL et al. 31 ont mis en 6vidence 
une action eoop6rative entre le tRNA et l'acide amin6 sp6cifiques d 'un enzyme 
d'activation encore plus marqu6e que celle qui a 6t6 conserv6e entre t ryptamine et 
ATP pour la t ryptophane RNA synth6tase. On peut donc s 'at tendre Ace  que la 
fixation d 'un tRNA sp6cifique sur l 'enzyme impose ~ la prot6ine une structure qui 
diff6re de celle que l 'enzyme poss6de apr6s avoir fix6 l'acide amin6 ou I 'ATP seulement. 

Les r6sultats pr6sent6s dans ce travail sugg6rent fortement que la t ryptophane 
RNA synth6tase poss6de une structure diff6rente suivant qu'elle est engag6e dans un 
complexe enzyme-substrat  sp6cifique ou qu'elle est libre ou mise en pr6sence de 
compos6s analogues au substrat. I1 faut toutefois attendre des donn6es de caract6re 
plus structural pour pr6ciser la nature de ces diff6rences. 
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R~SUM~ 

La t ryptophane RNA synth6tase de pancr6as de boeuf (L-tryptophane:tRNA 
ligase (AMP), EC 6.1.1.2) est prot6g6e contre l ' inactivation thermique par le L-trypto- 
phane et contre l ' inactivation par le PCMB ou par prot6olyse, par l 'addition simulta- 
n6e de L-tryptophane et d 'ATP. Aucun analogue du tryptophane,  sauf l 'hydroxamate 
de L-tryptophane n 'a  d'action protectrice aussi 616v6e que le L-tryptophane parmi 
25 analogues de t ryptophane essay6s. Aucun autre acide amin6 n 'a  d'action protec- 
trice. La faible protection de l 'enzyme par la t ryptamine vis-~t-vis de l ' inactivation 
par le PCMB est renforc6e par I 'ATP bien que ce dernier n 'ait  aucune action protec- 
trice propre. 
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