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SUMMARY 

Purification and some properties of rat liver seryl-tRNA synthetase 
Seryl-tRNA synthetase (EC 6.1.1.11) has been purified approx. 6oo-fold from 

homogenates of rat liver by precipitation at pH 4.9, ammonium sulphate fraction- 
ation, DEAE-cellulose chromatography and sucrose gradient centrifugation. The 
optimal conditions for the reaction and some of the properties of the purified liver 
enzyme have been described. The Michaelis constants for reaction with serine and 
ATP were, respectively, 5 "IO 4 M and 4"1o-'~ M, and the molecular weight of the 
enzyme was about 9 ° ooo. 

INTRODUCTION 

L'aminoacylation du tRNA est une des 6tapes interm6diaires de la biosynth~se 
d'une chaine polypeptidique; son importance r6side dans la grande sp~cificit6 de 
l 'interaction de l 'enzyme catalysant cette r6action, l 'aminoacyl-tRNA-synth6tase, qui 
conduit ~ l 'incorporation d'un acide aminfi d6termin6 ~ un tRNA sp6cifique corres- 
pondant. Le syst~me responsable de l 'incorporation de la s6rine dans la chaine poly- 
peptidique poss6de, en outre, des propri6t6s qui lui conf6rent un int6r6t particulier: 
la s6rine a 6% trouv6e dans un certain nombre de prot6ines en position terminale de 
la chaine 1, son incorporation est donc peut-~tre en relation avec le syst~me permettant  
l 'initiation de la chaine polypeptidique. D'autre part, le tRNAS~r, qui a 6t6 isol6 de 
diff6rentes esp~ces, est form6 de composants multiples, correspondant 5, un nombre 
particuli6rement 61ev6 de codons diff6rents : 6 combinaisons peuvent diriger l'incorpo- 
ration de la s6rine, et aucune des 3 bases n'est commune, en m~me position, ~ ces 
6 codons. De plus, pour l'h6moglobine, par exemple, selon le tRNA s~r, auquel l'acide 
a dt6 incorpor6, la s6rine sera int6grfie ~ un point d6fini de la chalne polypeptidiqueL 

Pour pouvoir 6tudier le m6canisme de l'incorporation de s6rine ~ la cha~ne poly- 
peptidique, il est n4cessaire de disposer de ta s~ryl-tRNA synth6tase (EC 6.z.I.I  i) et 
du tRNA sous une forme purifi4e, et c'est dans ce but qu'a 4t6 entrepris ce travail. 

* Adresse actuelle: Dept. of Biochemistry, Michigan State University, East  l.ansing. Mich., 
U.S.A. 
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MATERIEL ET METHODES 

Ddtermination de la concentration des protdines. Elle est effectu6e selon la m~thode 
de LOWRY et al. 3 avec de l'albumine s6rique comme standard, ou par mesure de 
l'absorption dans l'ultraviolet selon la m6thode de WARBURG ET CHRISTIAN 4. 

Ddtermination de la concentration du RNA.  Elle est mesur6e photom6triquement 
par lecture de l'absorption ~ 260 nm dans une solution aqueuse et pour un trajet du 
rayon lumineux de I cm ~ travers la solution. On adlnet que, dans ces conditions, 
I mg de RNA a une absorbanee de 25 unit~s. 

Pr@aration du tRNA.  Le tRNA est extrait de levure de bi~re selon la m6thode 
de MOXlER, STEPHENSON ET ZAMECN1K 5, et des foies de rat selon la m~thode de 
DELIHAS ET STAEHELIN 6. 

Ddtermination de l'activitd enzymatique. L'activit6 enzymatique est d6termin6e 
par mesure de l'incorporation de L-[l*C!sdrine (4.66 mC/mmole, du Radiochemical 
Centre, Amersham) au RNA de levure. La solution dans laquelle a lieu cette r6action 
contient, par ml : IOO #moles de solution tampon Tris-HC1, (pH 8.o), 5/,moles d 'ATP 
(neutralis~ par KOH), 0.5 I nag de RNA (brut) de levure, et l'extrait enzymatique, 
dans un volume final de 0.2 ml. La solution est incub6e 15 min/~ 37 ° et la rdaction est 
stopp6e par addition de HC1 2 M (o°). Apr~s quelques minutes 5 o °, le pr4cipit6 est 
recueilli sur un filtre (Whatman, glasspaper GF/C), lavd plusieurs fois avec quelques 
ml de HC1 0.2 M, et sechd. Le filtre est alors plac~ dans un r6cipient contenant IO ml 
de solution de seintillateur (butyl-PBD) et la radioactivitd est mesur6 dans un comp- 
teur (Packard Tri-Carb, s6rie 3o0o) avec un rendement de 87%. 

Unitds. Une unit6 d'activitd enzymatique repr~sente la quantit6 d'enzyme qui 
permet l'aminoacylation de I nmole de tRNA en I rain dans les conditions d6finies 
plus haut. L'activitd sp6cifique de l'enzyme repr~sente les unitds d'activit6 enzymati- 
que par mg de prot6ines, et elle est exprim6e en nmole de s~rine ineorpor6e au tRNA 
par mg de protdines. 

Gradient de saccharose. Le gradient consiste en 5 ml d'une solution de saecharose 
5-20% contenant 6galement du phosphate de potassium (0.02 Met  pH 7.2), du KC1 
(o.I M) et du mercaptoethanol (o.oi M). La solution est centrifug6e pendant 15 h ~t 
38 ooo tours/rain (Spineo L-2, rotor SW 65), puis r6partie en 37 fractions de 4 gouttes 
chacune. 

Dosage de la deshydrogdnase lactique. L'activit6 de eette enzyme (deshydrog6nase 
lactique de muscle de lapin, Boehringer) est d~termin6e par lecture de l'absorption 
34 ° n m  de la solution dans laquelle a lieu la r6action d'oxydation du NADH qui 
accompagne la transformation du pyruvate en lactate en presence de l'enzyme 7. 

Dosage de la phosphatase alcaline. L'activit6 de la phosphatase alcaline ( d'Escheri- 
chia coli, Worthington) est d6termin~e selon la mdthode d6erite par TORRIANI s. 

RESULTATS 

Purification de l'enzyme 
Au cours de la pr@aration de l'enzyme, la temp6rature des extraits enzymati- 

ques est toujours maintenue voisine de o °. 
Homogdnisation et prdcipitation. 45 ° 500 g de foie de rats congel6 (les foies ont 

6t6 pr61ev~s au cours des semaines pr6cddant la pr@aration de l'enzyme, congel6s 
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immediatement  dans de I 'N 2 liquide et conservds ~ - z8 ~') sont homog~nis~s au moyen 
d 'un  mixer, avee 9o0 zooo ml de KC1 o.o 5 M. l . 'homog~nat  est centrifllgd IO rain it 
23 ooo x g (centrifugeuse rdfrig~r~e Servall, rotor  GSA), et le surnageant (12oo ml) 
est centrifug~ 12o min fi 36 ooo x g (Spinco L-2, rotor 19). Le pH du surnageant  est 
abaiss5 jusqu'~ une valeur de 4.9 par addition d'acide ac6tique L5 M, et la solution 
est centrifug~e IO rain ~ I2 ooo × g. Le pr6cipit~ est dissous dans une solution 
(45 oml)  de tampon Tris o.I M (pH 7.5), et centrifug~ 5 rain ~ 12 ooo >: g. I.e pH du 
surnageant  est abaiss~ jusqu'5~ une valeur de 4-9, et le pr~cipit~ est reeueilli aprbs 
Io rain de centrifugation ~t 12 ooo x g. I1 est dissous dans du tamp~)n t)hosphate 
o.o8 M (4oo ml) (pH 7-5). Cette solution est l 'extrai t  brut  (enzyme pH 5) employd 
dans un certain nombre d'exp~riences; il contient environ ~)5(}~i~ de l 'activitd pr~sente 
dans le surganeant  obtenu aprbs la centrifugation ~t 3(~ ooo × 2. 

Fraclio~t~eme~zt par le szdfate d'a~mo~iz~m. Du sulfate d 'anlmonium est lento 
ment  ajout~---sous forme de sel solide--~ la solution enzymatique (pH 5), jusqu'/t 
2=o/j/o de saturat ion;  lorsque la precipitation est achevde, la solution est centrifugde 
2o rain ~ 14 ooo × g. Par  nouvelle addition de sulfate d 'ammonium,  la concentration 
dans le surnageant  est amende ~t 52°.;, de saturation, et le pr~cipit~ est ~limin6 comme 
pr~c~demment. Par  une troisi~me addition de sulfate d'amn~onium, on amine  la 
concentrat ion dans le surnageant  5~ 6o% de sa tura t ion '  la solution est centrifug~e 
2o rain ~t z 7 5oo × g, et le pr~eipit6 est dissous dans un petit volume de solution de 
tampon phosphate de potassium o.o8 M (pH 7.5) (25 ml). Cette solution contient 
approximat ivement  o o,, o/ 5 /o de l 'aetivit6 et 3 4/0 des prote!ines de l 'extrai t  pH 5. 

t~re~zit?re colo~z~e de DEAE-cellt~lose. Pour 61iminer le sulfate d'ammoniun~ ct 
abaisser la concentrat ion du phosphate, l 'extrai t  enzymatique est pass~ sur une co- 
lonne de Sephadex (G-75), dans une solution de tampon phosphate o.oo5 M (pH 7), 
contenant  de I 'EDTA o.oo2 M. La solution enzymatique est ensuite raise sur une 
colonne de DEAE-cellulose (Serva) (L 7 cm ~ 3.5 cm), 6quilibrde avec eette m~,me 
solution tamp(~n. La prot~ine enzymatique est adsorbde ~ la cellulose, et apr&s le 
passage de z 5 ml de la solution phosphate o.oo5 M, elle est dlu6e par du tampon 
phosphate o.z M (pH 7), contenant  de I 'EDTA o.oo2 M. Dans ces conditions, environ 
5o(~, des prot~ines sont 61u~es en n ~ m e  temps clue l 'enzyme. 

Deztxi~me colo~z~e de DEAE-cell~dose. I . ' enzyme ainsi obtenue est immddiate- 
ment  passde sur une colonne de Sephadex ((;-75) dans du tampon pl~osphate o.oo5 M 
(pH 7), et E D T A  o.oo2 ~1, puis raise sur une deuxi~nne colonne de DEAE-cellulose 
(I . I  cm x I I  cm), 6quilibrde avec ce mC~me tampon.  Apr~s passage de 2o ml de llt 
solution tampon o.oo5 M, les prot~ines sont 61udes par un gradient lin~aire de concen- 
t rat ion du tampon phosphate obtenu 5~ partir  de 12o ml de tampon o.oo5 M e t  de 
12o ml de tampon o.z 5 M; ces deux solutions ont un pH de 7 et contiennent de 
I 'EDTA o.oo2 M. La prot~ine enzymat ique est elude 5~ une concentration du tampon 
de o.o 3 o.o 5 ?vI. Les fractions contenant  l 'enzyme sont rdunies, les prot6ines sont 
coneentr~es par prdeipitation par le sulfate d ' ammonium,  et le pr6cipitd est dissous 
dans du tampon phosphate o.o8 M contenant  3o 40"4, de glyc6rol. Cette dtape de llt 
purification permet d 'obtenir  une purification de 4 6 fois, et le rendement de l 'activitd 
est voisin de 35°,{~. La Fig. I donne un exemple d 'une telle chromatographic.  

Gradie~zt de saccharose. Pour fivaluer le degr~ de purification de l 'extrai t  enzyma- 
tique obtenu apr6s la deuxi~rne colonne de DEAE-cellulose, l 'enzyme est appliqude 
sur un gradient de saccharose. Le glyc6rol de l 'extrait  enzymatique est d 'abord  

l",iochi~, l~iolS]~.~'s..t eta, J 71 ( ~ 0~0) 342 3251 
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Fig .  I. C h r o m a t o g r a p h i c  s u r  u n e  c o l o n n e  de  1 ) E A E - c e l l u l o s e  ( I . I  cm × 13 cm)  d e  276  m g  d e  
p r o t d i n e s  a y a n t  u n e  a c t i v i t ~  s p d c i f i q u e  de  (5.6 u n i t 4 s  p a r  m g ,  6 ludes  p a r  u n  g r a d i e n t  l i nda i r e  d e  
c o n c e n t r a t i o n  d e  p h o s p h a t e  (dchel le  i n t & i e u r e  d ro i t e )  o .0o  5 M /t o. I5 M ( p H  7.2),  (32o ml)  c o n -  
t e n a n t  d e  I ' E D T A  o .oo2  M. L e s  f r a c t i o n s  o n t  u n  v o l u m e  de  6 .0  ml  . . . . . . .  A b s o r p t i o n  ~ 28o  n m ;  
- - -  , a c t i v i t 4  s p 6 c i f i q u e ;  , a c t i v i t ~  t o t a l e .  

6limind par passage sur une colonne de Sephadex, et o.o8 ml de la solution enzymati- 
que (o.56 mg) sont soumis ~ l 'ultracentrifugation. Aprbs fractionnement de la solution 
centrifug~e, l 'activit6 enzymatique est d6termin6e pour chaque fraction ainsi que la 
concentration des prot~ines (selon la m~thode de LOWRY et al.a), o; 55/o des protdines 
et 50o. 5 de l'activit~ enzymatique initiales sont r@arties dans les 37 fractions: 65°..{~ 
des protdines recueillies se trouvent dans les 9 fractions contenant toute l'activitd 
enzymatique obtenue apr~s la centrifugation. Pour les trois gradients centrifugals 
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Fig .  2. F r a c t i o n n e m e n t  de  o .56  m g  d e  p r o t ~ i n e s  c lans  u n  g r a d i e n t  d e  s a c c h a r o s e  5 2o0/o . a t - - & ,  
ac t iv i te"  e n z y m a t i q u e  ( u n i t d s  p a r  f r a c t i o n ) ;  0 - - 0 ,  c o n c e n t r a t i o n  des  p r o t ~ i n e s  ( / ,g  p a r  f r a c t i o n ) .  
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T A B L E A U  1 

P U R I F I C A T I O N  D E  L A  S g R Y L - t R N : \  S Y N T H E T A S E  

M. ROUGE 

Fraclion Protdi¢~es Activity! Aclivild Aclivild/g Re~de- Puriji- 
totales tolale spdcifique de foie meut catio~ 
(rag) (~ni/~,s) (~tnitds/,~g) (u~zitgs/g) (%) 

1. S u r n a g e a n t  36 ooo x g 32 200 2860 0.0880 5.72 ~oo ~: 
II .  E x t r a i t  p H  5 7 0oo ~8oo o.237 3.6o 03 2.7 

111. S u l f a t e  d ' a m m o n i u m  
52 6o°"o 25o 885 3.54 ° 1.77 3~ 4 ° 

IV.  D E A E - c e l l u l o s e  I ~o8 779 7 .200 ~.56 27-2 8~-4 
V. D E A E - c e l l u l o s e  11 6.0 22o 33.3oo 0.44 7-7 380 

VI .  G r a d i e n t  de s a c e h a r o s e  t .o7 57.3 53.3 oo o. t ~5 -, 600 

simultan6ment, les fractions centrales du pic contiennent 8 6 °/ 25.5-2 • /o de l'activit6 
initiale et 14.1 I5°/~, des prot6ines. La fraction la plus active a une activit6 sp6cifique 
de 58o unit6s. 

Le Tableau I r6sume les diff6rentes ~tapes de la purification de la s6ryl-tRNA 
synth6tase. Pour le gradient de saccharose, 1.68 mg de la Fraction V ont 6t6 soumis 
/~ l'ultracentrifugation (3 tubes ~ o.56 nag) et les valeurs report6es sont calcul6es pour 
les 6.6 mg de prot6ines de la Fraction V. 

Stabilitd de l'enzvme 
La stabilit6 des diffdrentes aminoacyl-tRNA synth6tases qui ont 6t6 isol6es 

varie beaucoup d'une enzyme / tune autre, de m~me que les facteurs permettant  de 
stabiliser ces enzymes. Comme d'autres aminoacyl-tRNA synth6tases, la s6ryl-tRNA 
synth~tase devient de plus en plus instable au cours de la purification. L 'extrai t  pH 5, 
par exemple, peut ~tre conserv6 pendant plusieurs semaines h 8 ° ou plusieurs mois 
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Fig.  3. S t ab i l J t d  de  l ' e n z y m e  en  f o n c t i o n  du  t e m p s .  L a  s o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  ( p a r t i e l l e m e n t  pu r i -  
fide p a r  p a s s a g e  su r  co lonne  de D E A E - c e l l u l o s e )  a une  a c t i v i t ~  spdc i f ique  i n i t i a l e  de  16 u n i t d s / m g  
e t e s t  conse rv6e  /~ --T5 ° en  p r 6 s e n c e  de  t a m p o n  p h o s p h a t e  o.o 4 M ( O - ~ O )  ; de t a m p o n  p h o s p h a t e  

- o /  o.o 4 M e t  de g l y c e r i n e  (,~o/o) ( A - - A ) .  

F ig .  4. F r a c t i o n n e m e n t  d ' u n e  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  o.15o m g  d ' e x t r a i t  e n z y m a t i q u e  pur i f i6  (31 uni -  
td s /mg) ,  o.25 ° m g  de  d e s h y d r o g d n a s e  l a c t i q u e  e t  o. 125 m g  de  p h o s p h a t a s e  a lca l ine ,  d a n s  u n  g ra -  

o /  cl ient  de  s a c c h a r o s e  (5 2o /o ) .  l k - - A ,  a c t i v i t 4  de la  s d r y l - t R N A  s y n t h 6 t a s e ,  en  c o u p s / m i n  p a r  
2/~1; O - - . - - O ,  a c t i v i t d  de  la  d ~ s h y d r o g d n a s e  en  u n i t d s  a r b i t r a i r e s ;  (2) . . . .  @, a c t i v i t 6  de  la  phos -  
p h a t a s e  en  u n i t d s  a r b i t r a i r e s .  
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dans l 'air liquide sans perdre son activit6, mais apr~s passage sur la colonne de DEAE- 
cellulose II ,  l 'enzyme purifi6e est beaucoup plus instable et perd jusqu'& 4o% de son 
activit6 apr~s I jour ~ --  8 °. L'addition d 'EDTA, de mercapto6thanol ou de glutathion 
ne stabilise pas l 'enzyme pendant la conservation; de mfime, l 'addition d'albumine 
s~rique, qui pr6viendrait une inactivation due A la dilution, reste sans effet. La pr6- 
sence de glycdrol, par contre, permet de stabiliser l 'enzyme purifide; comme le montre 
la Fig. 3, l 'enzyme peut ~tre conserv~e pendant plusieurs semaines dans une solution 
contenant 35% de glyc6rol 5 --18 ° sans grande perte d'activit~. )~ 37 °, temp6rature 

laquelle a lieu l 'incorporation de s6rine, l 'enzyme pH 5 est stable, alors que l 'enzyme 
purifi~e perd environ 7o% de son activit~ en 15 rain. A la tempdrature de l'incubation, 
l 'addition d'albumine sdrique ou de composants prot~geant les groupes SH n'em- 
p~che pas non plus l ' inactivation de l 'enzyme. Cependant, dans les conditions aux- 
quelles a lieu l 'aminoacylation du tRNA, les composants de la solution incub~e, en 
particulier le Mg 2+, stabilisent l 'enzyme, qui ne perd alors que quelques OJ/o de son 
activitd. 

Ddtermination du poids moldculaire 
Pour ~valuer le poids moldculaire de la s6ryl-tRNA synthdtase, l 'extrait  enzy- 

matique obtenu apr~s passage sur la deuxi~me colonne de DEAE-cellulose est centri- 
lug6 dans un gradient de saccharose en m~me temps que deux autres prot6ines de 
poids mol6culaires connus et dont le dosage est simple : la d6shydrogdnase lactique et 
la phosphatase alcaline (Fig. 4). Calculd ~ l'aide de la fornmle 6tablie par MARTIN ET 
AMES 9, le poids mol6culaire de la s6ryl-tRNA synthdtase a l e s  valeurs suivantes: 
lO4 ooo avec la ddshydrog6nase lactique, et 80 ooo avec la phosphatase. 

La sdryl-tRNA synthdtase a un poids moleculaire voisin de celui ddtermin6 par 
MAKMAN ET CANTONI 1° pour la sdryl-tRNA synth6tase isol6e de la levure: 89 ooo ou 
114 ooo selon les deux m~thodes qu'ils ont employ6es. 

i i 

1 2 
Enzyme (pg) 

cq 

b~ 

o ~ 

( J  1 

m 

o 

._c 
E 

0 
L) 1 

s 1'o 
Mg2+( I.lmoles / ml } 

Fig. 5. Inco rpora t ion  de s~rine en fonct ion  de la concen t r a t ion  d ' u n  ex t r a i t  e n z y m a t i q u e  par-  
t i e l lement  purifi~. 

Fig. 6. Inco rpora t ion  de s~rine en fonct ion  de la concen t ra t ion  du Mg 2+ en/~moles /ml ,  en presence 
d ' e n z y m e  purifi~e et  de 9.4 uni t6s  d'A de t R N A  dialysd (foie) (It--Ill) ou 6.6 uni t~s  d'A de t R N A  
non  dialys~ (foie) (O --Q). 
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Conditions de la rdaclion 

La rdaction d'incorporation de sdrine au tRNA est fonction de la concentration 
de l'enzyme, jusqu'~ saturation du tRNA. En prdsence d'un exc6s de tRNA, elle 
d@end lin~airement de la concentration de l'enzyme, et dans ces conditions elle 
permet la mesure de l'activit~ spdcifique de l'extrait enzymatique (Fig. 5)- La rdaction 
est dgalement fonction du temps, mais elle ne permet l'aminoacylation totale du tRNA 
que lorsque la quantit6 d'enzyme prdsente est suffisante pour pouw)ir aminoacyler 
tout le tRNA en 15 rain environ; l'instabilitd de l'enzyme et celle de l'aminoacyl- 
tRNA formd emp~chent la rdaction d'C~tre complete en t)rfisence d'une plus faible 
quantitd d'enzyme. 

T A  I]I .E:k  U I I 

C O N C E N T R A T I O N S  D U  M A G N E S I U M  D A N S  L E  t R N A  A V A N T  ET A P R E S  I ) I A L Y S E  

l .es so lu t ions  (le t R N A  o n t  dtd d ia lysdes  p e n d a n t  ~4 h 5, 6 c o n t r e  nne  so lu t ion  c o n t e n a n t  (lu 
MgC1 e o.ol  M, du  Tr i s  H C l o . o z M  ( p H  7.5) e t  d e l ' E I ) T A  o.o0 5 M ,  

ll~:\r.t .'I / m l  icmoles t tmoles  M g  "a' / 
Mg2÷/ml  * l o o  I tmoles 

R N A  - P 

l~evure,  non  d i a lv sde  5 ° 0  -' 3. i 
l . e v u r e ,  d i a h ' s d e  5 ° 5 7 8 
Foie,  d ia lysd  5 ° 5 7 8 

* Les  c o n c e n t r a t i o n s  de  Mg ~-~ o n t  dtd ( ldtcrmim~es s p e c t r o p h o t o m ~ t r i q u e m e n t ,  et  nou:; 
t e n o n s  it r e m c r c i e r  I'Z lc 1)r. 1 t. G. HAaS (B&le), qui  a c f fec tud  ces d d t e r m i n a t i o n s .  

La prdsence de Mg 2 !- est indispensable ~ la rdaction (Fig. 6) ; ce cation ne peut 
d~tre que tr(es t)artiellement remplacd par le mangan6se, qui inhibe la rdaction en prd- 
sence de magndsium. La concentration optimale de magnfisium d@end de la concen- 
tration de tRNA et de celle d'ATP. La courbe obtenue en prfisence de tRNA t)rfiala 
blement dialysd contre une solution contenant du MgC12 o.oz M, du Tris o.o2 M 
(pH 7-5), et de I 'EDTA o.ooz M, montre que le tRNA rdagit avec le magndsium: le 
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Fig.  7. a. I n c o r p o r a t i o n  de  sdrine en  f o n c t i o n  de  la c o n c e n t r a t i o n  d ' A T I ' ,  l ,a  v i t e s sc  de la r d a c t i o n  
es t  e x p r i m d e  on c o u p s / m i n  × IO a e t  la c o n c e n t r a t i o n  de I ' A T P  en  #M.  b. I n c o r p o r a t i o n  de  
sdr ine  en  f o n c t i o n  de  la  c o n c e n t r a t i o n  d ' A T P .  I / i n v e r s e  de  la v i t e s se  de  r d a c t i o n  es t  e x p r i m d  e en 
( c o u p s / m i n )  ~ ~. lor' e t  l ' i n v e r s e  de la  c o n c e n t r a t i o n  en nM 1. 
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Fig. 8. a. Incorpora t ion  de s6rine en fonction de la concentrat ion de s6rine en presence de 51 #g 
d 'enzyme (pH 5) (A A) et de 7.8 ttg d 'enzyme fractionn~e par  le sulfate d ' a m m o n i u m  ( O - - O )  
La vitesse de la r4action est exprim4e en coups/min × io 3 et la concentrat ion de s6rine en / ,M.  
b. Incorpora t ion  de s4rinc en fonction de la concentrat ion de s6rine en pr6sence de 51 #g d 'enzyme 
(pH 5) (A--A)  et de 7.8 #g d 'enzyme fractionn6e par  le sulfate d ' a m m o n i u m  (O--O) .  L' inverse 
de la vitesse de r~action est exprim~e en (coups/min) 1 × lO 5 et l ' inverse de la concentrat ion en 
nM--~. 

tRNA a fixd une grande quantit6 de Mg 2+ (Tableau II) et le d6but de la courbe 
sigmoidale est supprim6. D'autre part, lorsque l'influence de la concentration du 
Mg 2+ est d6termin6e en pr6sence de diff6rentes concentrations de tRNA (non dialys6), 
la courbe est d6plac6e vers la droite lorsque la concentration de tRNA augmente 
(de 1.2-1.8/ ,moles Mg 2+ par ml pour IOO unit6s d'A/ml) ; et l'addition de diff6rentes 
quantitds de tRNA non dialys6 a un effet inhibiteur sur l'aminoacylation du tRNA 
dialys6 en pr6sence d'une faible concentration de MgC12. 
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Fig. 9. Influence du p H  sur  l ' incorporation de s6rine en pr6sence de 37 #g d 'enzyme non purifi~e, 
et d 'une solution t ampon  de Tris HCI o.i M (i) ou de phospha te  de sodium o.o 4 M (2). 
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La Fig. 7 montre que I 'ATP est indispensable ~ la r~action. Le rapport des 
concentrations de MgC12 et d 'ATP dolt 6tre sup6rieur ~ I, et la concentration de I 'ATP 
modifie aussi l'influence de diff~rentes concentrations de Mg ~+ sur l'activit~ enzymati- 
que. L'affinit6 de I 'ATP et du Mg ~+ est tr~s grande ~ et l'effet inhibiteur d'une trop 
forte concentration d 'ATP peut ~tre expliqud par la diminution de la concentration 
du Mg ~+ non li6 ~ I 'ATP ndcessaire ~ la r6action. La Fig. 7 permet de d6terminer la 
constante de Michaelis pour I'ATP, elle a ta valeur de 4" IO-'~ M. 

La Fig. 8 montre l'effet de la variation de la concentration de la s6rine sur la 
r~action d'aminoacylation, et la constante de Michaelis pour ce substrat est 5" io ~ M. 

Le pH optimum de la r6action a ~t6 d6termin6 en presence de solutions tampons 
de phosphate ou de Tris. La Fig. 9 montre que le pH optimum est voisin de &4. Pour 
d~terminer le pH optimum de l'enzyme, il faut tenir compte de la stabilitd du com- 
plexe interm6diaire et du produit final de la rdaction; or, la stabilit6 du s6ryl-tRNA 
diminue lorsque le pH augmente; on peut estinler que le pH optimum de l'enzyme 
est voisin de 9, pH off la grande instabilit6 de l 'anfinoacyl-tRNA ne permet plus 
d'obtenir des valeurs optimales lorsqu'on consid&re la r~action globale d'aminoacyla- 
tion. 

DISCUSSION 

La purification de la sdryl-tRNA synth6tase du foie de rat d6crite ici repr~sente 
un enrichissement de l'extrait de 6oo fois par rapport au surnageant de la fraction 
centrifugfie 5 36 ooo × g. Cette m~me enzyme a ~t~ partiellement isol~e du pancreas 
de bceuf par WEBSTER ET DAVlE 12 e t a  6t6 purifide h partir de la levure par MAKMAN 
ET CANTONI 1°. La centrifugation de l'extrait purifi6 (Fraction V) dans le gradient de 
saccharose a inontr6 que cet extrait enzymatique contient aussi d'autres prot6ines: 
35~/o des prot~ines recueillies sont contenues dans des fractions qui ne poss~dent pas 
d'activit6 enzymatique. La fraction ayant l'activit6 sp6cifique maximale est aussi 
celle dans laquelle se trouvent le plus de prot6ines, mais cette fraction est aussi 
contamin6e par d'autres prot6ines (d'aprSs le profil d'dlution des prot6ines). 

On peut comparer l'activit6 spdcifique de l'extrait purifi6, qui peut incorporer 
53.3 nnaoles/min par rag, avec la valuer obtenue par MAKMAN ET CANTONI 1° pour 
l'enzyme de levure pure : 84 nmoles/min par rag, ou encore avec des valeurs obtenues 
pour d'autres enzymes isol~es du foie de rat : Io8 nmoles/min par nag pour l'arginy1-13 
et I I I nmoles/min par mg pour la thr6onyl-tRNA synth6tase 14. 

Dans l'dvaluation de l'activit6 sp6cifique des extraits purifi6s, il faut tenir 
compte du fait que la ddtermination de l'activit6 est basde sur la mesure de l'incorpo- 
ration de s6rine au tRNA h 37 ° pendant 15 min; or, les expdriences concernant la 
stabilit6 de l'enzyme ont montr6 que l'enzyme purifi6e n'est pas stable dans de telles 
conditions: les valeurs reprdsentant l'aetivit6 sp~cifique de ces extraits sont done 
inf~rieures aux valeurs rdelles. Ces expdriences ont aussi conduit h modifier les condi- 
tions d'aminoacylation en prdsence de l'extrait purifi6, notamment it abaisser la 
temp6rature et diminuer le temps d'incubation. 

Comme cela a aussi ~t6 remarqu~ pour d'autres aminoacyl-tRNA synth6tases 15,16, 
l 'extrait enzymatique brut est beaucoup plus stable que l'extrait purifi6, et la diminu- 
tion de la stabilit6 est parall~le 5 la diminution de la teneur en acides nucl~iques de 
l'extrait. L'enzyme pH 5, ou m~me l'enzyme ffactionn6 par le sulfate d'ammonium, 
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qui contiennent 5.5 6.5% d'acides nucl6iques, sont des extraits stables qui peuvent 
6tre eonservfs plusieurs jours /~ - -8  ° sans perte d'activit6. Mais apr6s passage sur 
colonne de DEAE-cellulose, l 'enzyme ne contient que tr6s peu d'acides nucl6iques 
(o-i .5%) et est tr6s instable, m~me congel6e elle est rapidement inactiv6e. 

L'effet stabilisateur de glycfrol dans la solution enzymatique a 6t6 ntis en 
6vidence pour d'autres enzymes; dans le cas de la sdryl-tRNA synth6tase, il va per- 
mettre de conserver l'enzyme purifi6e, et ainsi de pouvoir 6tudier ses propri6tds, 
notamment  son comportement en pr6sence de diff6rentes fractions de tRNA sp6cifi- 
ques de la s4rine homologues ou h6t6rologues. 
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R~SUM~ 

I. La s6ryl-tRNA synth6tase (EC i . i . I I )  a 6t6 isol6e du foie de rat et purifide 
environ 600 fois par rapport ~t l'homog6nat de foie, par prdcipitation ~ pH 4.9, pr6ci- 
pitation fractionnde par du sulfate d'ammonium, chromatographie sur colonne de 
DEAE-cellulose, et centrifugation sur un gradient de saccharose. 

2. L'influenee du pH sur la r6action d'aminoacylation, et celle de la concen- 
tration du Mg 2+, de la s6rine, et de I'ATP (les constantes de Michaelis pour ces deux 
substrats sont, respectivement, 5" IO-4 et 4" lO-5 M) ont 6t6 d6termin6es. 

3. Quelques propri6tfs de l 'enzyme ont 6t6 6tudides: elle a un poids mol6culaire 
voisin de 9 ° ooo, et la solution enzymatique peut ~tre stabilisde par la prdsence de 
glyc6rol. 
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