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The influence of the esterification of the 3’(2’) hydroxyl group of tRNA on the hydrolysis by venom phospho- 
diesterase (Crotalus adamanteus) was studied. It was shown that this esteritication does not change the rate of hydro- 
lysis. At pH 7 -8, no significant differences were observed either when the (Y amino group of the attached amino acid 
was free or blocked, or when the aminoacid contained a free carboxyl group or a second amino group (glutamic acid 
or lysine). Aminoacyl-AMP OI oligopeptidyl-AMP can be prepared by this method. 

1. Introduction 

On sait que l’hydrolyse des Acides Nuclkques par 
la phosphodiestkrase du venin de serpent (Crotalus 
ahtnanteus) conduit A la liberation de nuclkosides- 
5’-monophosphates B partir de l’extrbmitC 3’-OH. 

Dans le cas des ARN de transfert, les nuclkotides cor- 
respondant g l’extr$mitC -CCA sont t&s rapidement 
lib&& alors que le reste de la mokule est beaucoup 
plus rksistant $ I’attaque par cet enzyme. On dispose 
de peu d’informations sur l’importance du groupe- 
ment hydroxyle en position 3’ lors de cette hydro- 
lyse. 11 a Ct6 montrk que la vitesse de degradation des 
3’-phosphooligonuclkotides est extremement faible [I] 
alors que l’acktylation du groupement OH en 3’ n’en- 
traine qu’un lkger ralentissement de l’hydrolyse [2]. 
Dans le cas d’une autre exonuclkase (ExonuclCase I de 
E.coli) ces m&mes substitutions empkhent complB 
tement la degradation [3]. 

Dans ce travail nous avons examine l’influence de 
l’estkrification par les acides amin& du groupement 
-OH en position 3’(2’) des ARN de transfert vis-& 
vis de l’attaque par la phosphodiestkrase du venin. 
Les rksultats obtenues montrent que ce blocage n’in- 
fluence pas la vitesse d’hydrolyse des ARN de trans- 
fert. Celle-ci est sensiblement identique quelle que soit 
la nature des acides amink: basique, neutre ou acide. 
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2. Materiel et mCthodes 

Les acides ribonuclkiques de transfert de E. coli B 
(General Biochemicals) ou de la levure (General Bio- 
chemicals) ont CtB charges avec diffkrents L-14C- 
amino-acides, dans les conditions habituelles. 11s ont 
BtC utilis& directement ou apres acktylation par voie 
chimique du groupement amine de l’amino-acide [4]. 
Cette acetylation augmente par un facteur de cinq la 
stabilitk de la liaison ester entre I’amino-acide et le 
tARN vis&vis de l’hydrolyse alcaline. 

11 a BtC verifie que le lot de phosphodiestkase du 
venin (Sigma) employee &tit dkpourvu de 5 ‘-nucl&- 
tidase et, dans les conditions utilisees, d’activitb en- 
donuclkasique dkcelable par la liberation d’oligonuclb 
otides non prkipitables par l’acide trichloracktique. 

Les produits lib&s en prksence de la phosphodies- 
tCrase ont BtC identifies par comparaison B des sub- 
stancestkmoins: 3’(2’)-U-(N-acktyl-L-valyl) - AMP 

synth&i~ par voie chimique, qui nous a BtC fourni par 
le Dr. Boris Gottikh; 3’(2’)0-(L-14C-aminoacyl)- 
addnosine et 3’(2’)-0-(N-acktyl-L-I4C-aminoacyl)- 
adenosine obtenus par action de la RNase pancrka- 
tique sur l’aminoacyl-tARN a&y16 ou non; N-acCtyl- 
LI4C-amino-acide prepare par voie chimique. 

Aprbs incubation des diffkrents substrats en prk- 
sence de l’enzyme, les substances du milieu rbaction- 
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nel sont separees soit par chromatographie sur couche 
mince, soit par Blectrophorese sur papier; elles sont 
localisees soit par leur absorption a 260 ml.c soit par 

leur radioactivite apres exposition au contact de films 
Kodirex. La determination quantitative de la radioac- 
tivite des differentes substances a ttC effectuee a 

l’aide dun spectrometre fl a scintillation liquide dans 
le melange: toluene - PPO - POPOP, apres decou- 
page en bandes des supports de la chromatographie 
ou de I’dlectrophorese. 

3. Resultats et discussion 

La figure 1 represente un autoradiogramme obte- 
nu aprts chromatographie sur couche mince du milieu 
reactionnel lors de l’incubation, en fonction du temps, 
de N-acetyl-L4C-valyl-tARN en presence de la phos- 

phodiesterase du venin. On observe la liberation dun 
produit dont le Rf est 0,14, identique a celui de 
3’(2’)-0-(N-acetyl-L-valyl)-AMP. Apres son isole- 
ment et incubation en presence de phosphatase alca- 
line, on met en evidence une substance qui se com- 
Porte en chromatographie et Clectrophorese comme 
3’(2’)-0-(N-acetyl-L-valyl)-adenosine. Ces analyses 
montrent que le produit lib&e par I’action de la phos- 
phodiesterase correspond a 3’(2’)-0-(N-acetyl-L-valyl) 
-AMP. 

Une etude parallele conduite avec la polynucleo- 
tide phosphorylase de it4. lysodeikticus et E. coli n’a 
pas permis de mettre en evidence I’attaque de N-ace- 
tyl-valyl-tARN en presence d’orthophosphate alors 
que l’on sait que l’extrbmite -CCA des tARN non 

acyles est phosphorolysee. 
Dam le materiel dig&e par la phosphodiesterase 

seulement une fraction du tARN total est acylee, 
celle qui accepte la valine. De ce fait une competition 

entre les tARN acyles et non acyles doit avoir lieu. 
Pour l’etudier, N-acetyl-L‘kT-valyl-tARN a Bte incube 
en presence de quantites croissantes du m6me tARN 
non acyle (fig. 2). L’addition dune quantite Bquiva- 
lente de tARN non acyle reduit la vitesse d’hydro- 
lyse de 30%. On deduit de ces resultats que le tARN 
charge avec la valine est hydrolyse g une vitesse au 
moins Cgale a celle du tARN non acyle. 

L’influence de groupements amines ou carboxy- 
hques port& par I’amino-acide qui esttkifie le tARN 
a Bte examinee en utilisant 14C-valyl-tARN, 14C-glu- 
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Fig. 1. Autoradiogramme apres separation chromatographique 
(n-butanol: 78; acide acetique: 5 et eau: 17) sur couchemince 
de silice (Kodak, type K 301R) du milieu riactionnel incube i 
370C et contenant: 150 wg de tArn de E. Coli charge avec 
14C-valine et acetyle; 7 @g de phosphodiesterase du venin; 4 
PM de barbital de Na-HCl, pH = 8; 1,5pM de MgC12. 5 ~1 de 
ce melange ont itk preleves pour I’analyse, apris 2, 5, 10, 20 
et 30 min d’incubation. A: N-Ac-Val-tARN (Rf = 0), B: IV- 
Ac-Val-AMP (Rf = 0,14). Dans ce solvant N-Ac-Val-adenosine 
et iV-Ac-Valine migrent ensemble (Rf = 0,71); leur separation 

est obtenue par electrophorese sur papier. 
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Fig. 2. Inhibition de l’hydrolyse de N-acetyl-14C-val-tARN 
par tARN non acyle. Dans plusieurs tubes contenant 145 I.cg 
de tARN de E. cob charge avec 14C-valine et acktyle, et 5 c(g 
de phosphodiesterase, on ajoute des quantites croissantes du 
mdme tARN non charge. Quinze minutes aprks l’incubation 
i 370 C, la quantitk de N-acetyl-14C-val-AMP est determinCe. 
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Fig. 3. Influence des groupements - NH2 et - COOH SUI la vitesse d’hydrolyse. Divers 14C-aminoacyl-tARN de levure (875 ).tg) sub- 
stitues ou non, ont Bt6 incub& en presence de phosphodiesterase (25 pg) dans des conditions identiques a celles de la figure l.Hydro- 
lyse de Val-tARN (= n n ), de N-Ac-Val-tARN ( q q o), de N-Ac-Glu-tARN (0 l l ), de N-Ac-Lys-tARN (o o o) et de N-N-diAc-Lys- 

tARN (a a a). 

tamyl-tARN et 14C-lysyl-tARN, substitues ou non. 
Les resultats rapport& dans la figure 3 montrent que 
dans les conditions employees, la vitesse d’hydrolyse 
n’est pas modifiee par la presence de groupements ba- 
siques ou acides du residue aminoacyl. 

I1 a CtC aussi observe qu’un oligopeptidyl-tARN 
(N-acetyl-phe-l’%-val-tARN) est hydrolyse a une vi- 
tesse sensiblement identique. 

Richards et Laskowski [S] ont montre que le pH 
optimum pour l’activite de la phosphodiesterase du 

venin est different selon que le groupement 3’-OH des 
oligonucleotides est est&ifie ou non par le phosphate. 
11 est possible que ce type de difference puisse s’ob- 
server dans le cas des substrats ci-dessus; mais l’ab- 
sence de stabilite a pH alcalin de la liaison ester dam 
les aminoacyl-tARN empeche d’envisager une telle 
etude. 

Mis a part les quelques renseignements ayant trait a 
l’etude generale de la phosphodiesterase, il ressort de 
cette etude que l’emploi de cet enzyme offre une me- 

thode simple de preparation des aminoacyl-AMP et 
des oligopeptidyl-AMP. 
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