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\+‘hen yeast lysyl-tRNA-ligase is extracted in the presence of protease Inhibitor (PMSF) a homogeneous Fpecies 01 

enzyme is obtained, the subunits of which have ;1 mass of 70 000 daltons. Endogenous degradation products lighter 

active species of the enzyme, dimers with subunits in the range 50 000 60 000 daltons. Partial trypsinolysis mimics 
this degradation, which is therefore thought to occur through proteolysis. 

1. introduction 

Les priparations de lysyl-tARN-ligase obtenues 
jusqu’8 prCsent dans ce laboratoire j partir de 

Saccharmryces cerevisiae (souche H4) [I 1 ltaient 
homogines par centrifugation en gradient de sacchar- 
ose; celle-ci, effectude en prkence d’alcool dCshydro- 
gCnase comme marqueur, avait permis d’ivaluer la 
constante de sidimentation i S&6.1 S, et le poids 
mokulaire i 117.000 [ 1, 21. Cependant. I’ilectro- 
phorkse sur gel de polyacrylamide de ces pkparations 
donne principalement deux bandes protkiques, trk 
proches, migrant vers I’anode (fig. I, gel I ). Et I’on 
constate, aprks klution des bandes le melange d’in- 
cubation et dosage de charge du tARN. que ces deux 
bandes protkiques sont actives. 

Plusieurs hypothkses peuvent &tre envisagkes pour 
expliquer cette hltCrogCnCiti: artefact de I’Clectro- 
phortse: existence it? l~ilw de plusieurs espkes trk 
pro&es de l’ewyme; protiolyse partielle de I’enryme, 
dont il existe de nombreux exemples, tels que, parmi 
les aminoacyl-tARN-ligases, la leucyl-tARN-ligase 
d’k’. co/i [5], ou la tryptophanyl-tARN-ligase de 
pancrkas de boeuf [6]. 

Notre but &ant de dkterminer le nombre et la 
nature chimique des sous-unit& de la lysyl-tARN-ligase. 
nous nous sommes efforck d’obtenir une preparation 

d’enzyme homogkne en rkduisant I’hltCrogCnCitC des 
cellules due au vieillissement de la culture, et les 
risques de coupures par des protkases. 
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2. Materiels et methodes 

7.1. l:‘ssais enzymatiqucs 

La charge du tARN est mesurCe selon ia mlthode 

d&rite par Berry et Grunberg-Manago [‘I, avec 400 

pmoles de [ 14C] lysine (activitk spkifique I 17 Ci/mole 

par essai de 0,05 ml. L’incubation est habituellement 
effectule i 70” pendant 2 min. 

L’Ichange ATP- [ “PI pyrophosphate est effectuk 
dans 0,l ml du milieu suivant: 13*P] pyrophosphate de 
sodium (activitk spkifique 400 000 cpm//..mole), 
2. mM; ATP, IO mM; MgCl,, 5 mM: lysine, 2. mhl: 
/3-mercaptokthanol, 5 mM; Tris, pH 8, 100 mM. Au 
bout d’une heure d’incubation B 37”. on ajoute 5 PI 
d’EDTA 0,l M h 20 PI du mklange rkactionnel que 

l’on dCpose sur papier Whatman DE-Xl. Aprks 6 hr 

d’llution avec du borate de sodium 0.05 M, pH 7, la 
tache correspondante i I’ATP est d@coupke et 1a radio- 
activiti mesurCe dans un compteur Packard Tri-Garb. 
dans 5 ml de melange scintillateur ti base de toluke 
(5 g/l de 2.5-diph~nyloxazole et 0.3 dl de 
1.4-bis-( ?-(4-mCthyl-S-ph~nyloxazolyl)) benkne). 

7 ’ Pr~paratior2 de I ‘etlzynzc _.-. 
Les levures (souche H, ) ont It6 cultivkes dans le 

milieu habitue1 [I ] (30 g/l de glucose et 5 g/l d’extrait 
de levure). Afin d’obtenir des cellules dans le meme 
ltat physiologique. on a effect& successivement deux 
prkultures qui. de mtke que la culture finale, sont 
men&es jusqu’au milieu de la phase logarithmique de 
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croissance. Aprks centrifugation, 60 g de levure ont 
CtC broykes avec une French Press dans 60 ml de 
tampon phosphate, pH 7, 20 mM et EDTA 0.1 M, 
contenant 7 mM de fluorure de phCnylmCthylsulfonium 
(PMSF). un inhibiteur des protkases i sCrine dans leur 
centre actif [7] . La mCthode de purification a kte 
ICgirement modifiCe par rapport j, celle dljh publiCe 
[I] ; en effect, notre mkthode comporte: Prtkipitation 
au sulfate d’ammonium (le fractionnement par la 
streptomycine Ctant omis); colonne de DEAE-cellulose 

et colonne de Bio-Rex 70 [S] remplacant le fraction- 
nement sur Sephadex A-50 (tableau 1). 

3. Resultats 

On constate que les conditions de culture et de 
broyage influent sur le rksultat de la purification: 
lorsque les levures sont receuillies en phase stationnaire 

et que les cellules sont broykes sans PMSF, la skpara- 
tion sur colonne de DEAE-cellulose foumit deux pits 
d’activitk. La fraction la plus importante se reconvertit 

B nouveau en deux espkces mokulaires sCparCes sur 
Bio-Rex 70. Lorsque l’on prend des prkcautions 
spkiales de culture et de broyage (extraction en 
prksence de PMSF) on n’obtient, au contraire, qu’une 
seule fraction active i chaque Ctape de purification. 
C’est cette derniere prkparation que nous appelons 
ci-aprk “enzyme natif’. 

3.1. Agrigation 
L’enzyme natif ne pknirtre pas dans le gel de poly- 

acrylamide au tours de I’llectrophorise (fig. 1, gel 2), 
mCme lorsque la concentration de gel est abaisske i 3% 
en acrylamide et l’klectrophorise faite i p H 9.5, 8,3, ou 
2,3. Ceci suggire que cette prkparation, contrairement 
aux prkkdentes, s’agrkge facilement. 11 pourrait s’agir 
d’un artefact de la technique; cependant, on trouve le 
mCme rksultat par filtration sur gel de Sephadex G-200, 
CluC avec un tampon phosphate 0,02 M, pH 7,4, plus 
KCl, 0.1 M: l’enzyme natif, i l’inverse des autres 
prkparations est entiirement exclu du gel. Sa constante 
de skdimentation, en gradient de saccharose ou de 
glydrol, est largement supkrieur i 16 S (limite 
mesurable dans les conditions utiliskes), mCme en 
prtkence de NaCl 1 M, ce qui semble exclure que 
l’agrkgation de I’enzyme soit de nature purement 
klectrostatique. 
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Fig. 1. Electrophorke de la lysyl-tARN-ligase sur gel de poly- 

acrylamide. Pour les gels 1. 2. 3 et 4 I’elcctrophor&se est 
effectuk sur gel i 7.5’; d’acrylamide selon la mL:thode 

habituclle [3] avec dcs khantillons de 20 j 25 pg. Pour les 
gels S et 6 I’ClectrophorPse est effectude en prdsencc de 

SDS (0.1%) scion la mCthode classique 141 les Cchantiilons 

(25 pg protCines/O,l ml) sont dissociks avant electrophorkse 

par incubation 5 min ri 60”, en prCsence de SDS (IF,) et dc 

P-mercapto&thanol (I’,:). Les protkines sont color&s au blue 
de Coumassie. 

Gel I : Enzyme prCparC sans PMSF ri partir de levures 

r&oltl:es au dCbut de la phase stationnaire (“enzyme 

d@radC’). 
Gel 2: Enzyme prtpare avec PMSF, i partir de levurcs 

rCcoltCes en phase csponentielle (“enzyme natif”). 
Gel 3: Enzyme natif dans le milieu de charge du tARN 

(mimes concentrations de tARN. d’ATP et de lysine 

que dam la fi:. 3). 

Gel 4: Enzyme natif partiellement dig&i par la trypsine. La 

digestion de la lysyl-tARN-ligase (250 &ml) est 

effectude d 20” dans un volume de 0.1 ml avec 

0,5 &ml de trypsine dans un tampon Tris-Cl, ptl 8. 

0.2 hf. La digestion est arrEtke au bout de deux 

minutes par 2 pg d’inhibiteur de trypsine du soja 

(Koch Light. Gde Bretagne). Dans ces conditions 

I’activite de charge est 90’% de I’activiti de I’enzyme 

natif. 

Gel 5: Enzyme d&ad6 aprk dissociation. 

Gel 6: Enzyme natif aprks dissociation. 

En prCsence du milieu de charge (tARN -ATP-~ 
lysine) I’agrCgation de I’enzyme natif ne se produit 
pas; on n’obtient, dans ce cas, qu’une seule bande 
protCique sur gel de polyacrylamide (fig. 1, gel 3). 
L’enzyme, centrifugk en gradient de glydrol en 
presence de tARN donne une constante de skdimenta- 

tion de 8.2 S i pH 8 (fig. 2); les marquers utilisk ktant 
I’alcool dtkhydrogknase de levure et la polynuclkotide 
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Nos de fractions 

Fig. 2. SCdimentation dc la lysyl-tARN-ligase en prthence de tARN charg&, en gradient de glycdrol. Un gradient linialre de 1Ov. li 

30% de la glycCro1 est prtpak dans un tampon Tris-Cl. pII 8, 100 mM. L’khantillon (175 ~1) contient: Tris, 100 mM; MpC12, 
10 mM; ATP. 2 mM; lysine, 0.1 mM; tARN total de levure, 10 mg; lysyl-tARN-l&se, 65 ~g; alcool d&hydrogdnase de levure 

(7.5 S) (Sigma. USA) 50 kg; polynuclCotlde phosphorylase d’E. ~oli (9.1 S), 30 unitG [9]. On centrifuge i 40 000 tpm pendant 

15 hr $ 4” et I’on rcceuille des fractions de 120 ~1. L’activitg de charge (i--u, ) est mesur& sur des aliquotes de 25 ~1; la poly- 
nucl~otide phosphorylasc (*‘ii- ) est dos& sur 10 ~1 par la reaction de phosphorylasc (9) et I’alcool dCahydrogCnase (*-a) 

sur 5 fil [ 1 ] 

phosphorylase d’.E. coli. Ceci dkmontre que le tARN 

empeche la formation d’agrkgats de l’enzyme natif, 

probablement en formant un complexe enzyme 

tARN. 

La dissociation de la lysyl-tARN-ligase a It@ 

effect&e en prCsence de dodkcyl-sulfate de sodium 

(SDS) 1’2 et de P-mercaptokthanol g 1% g 60” 

pendant 5 min. L,‘Clectrophorkse sur gel de polyacryl- 

amide en prCsence de SDS (O,l%) a ensuite permis, en 

utilisant des marqueurs de sous-unit& connues, de 

determiner le poids molkculaire des sous-unit& de la 

lysyl-tARN-ligase (fig. 3). Avec I’entyme natif. on 

obtient uniquement des sous unit& de poids molC- 

cuiaire 68 000%70 000 (fig. 1, gel 6). Avec les autres 

preparations, reconnues comme Ctant hitCrog&cs, on 

obtient deux types de sous-unit&: 50 000 et 60 000 

(fig. I, gel 5); il s’agit done d’un dim&-e. 
L’enzyme natif, s’il se trouve in viw sous forme de 

Fig. 3. Voids mol&ulairc des sous-unit& de la lysyl-tARN- 

ligase native. Les marqueurs utilis@s sont: (1) trypsinc. 

23 300; (2) a-chymotrypsine, 25 000; (3) carbouypeptidase, 

34 600; (4) pepsine, 35 000; (5 ) glycCraldehyde-3-phospho- 

ddshydrogt%se. 36 000; (6) ovalbuminc. 45 000; (7) pyruvate 

kinase, 57 000; (8) cat&se, 60 000; et s&urn albumine: 

(9) monom&e. 68 000; (10) dim&e, 136 000; (11) trim&e, 

204 000. 1,~ migration est mesurde par rapport au blue dc 
bromophe’nol. 
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Etapes 

Tableau I 

Purification de la lysyl-tARN-ligase de levure. 
__~_____ ___ 

A2ao/A26~ 
Activite’ spe’cifique 

(pmole/min/mg protknes) 

Activitt totale 

(pmoles/min) 

Extrait brut 

(60 g de levure) OS 0.66 4000 

I Precipitt fractionnk au 
sulfate d’ammonium 

(40&6OY saturation) 
0,5 15 8250 

II DEAE-cellulose 0,76 30 1425 

III Bio-Rex-70 I.3 150 114 
~___ 

L’activitd est mesurbe par la charge du tARN. Les tssais itant faits dans des conditions oti la [ I4 C] lysine n’est pas en concentration 
saturante. on n’obtient pas la vitesse maximum de charge. Les ‘etapes 1 et II du tableau 1 correspondent 2 celles diji ddcrites [ I], 

Apr& la prkipitation au sulfate d’ammonium, I’enzyme est dialyk et ensuite purifie’ par chromatographie sur collone de 

DEAE-cellulose (35 X 3 cm) CquilibrCe avec un tampon phosphate 0,OS M pH 7 et klu8e avec un gradient liniare de tampon 

phosphate 0,05 M i 0,15 M et EDTA, 1 mM. 

La colonne de Bio-Rex 70 (2.5 X 4 cm) est tquilibke dans un tampon phosphate de potassium 0,2 M, pH 7. L’enzyme est 

adsorb6 dans le meme tampon et e’lu8 par un gradient de phosphate pH 7, de 0,2 i 0.5 M. L’activite’ est e’lue’e vers 0.4 M. Apris les 
&apes II et III, I’enzyme est concentre par ultrafiltration (Diaflo, membranes XM-50, Aminco Corp., USA). 

I I 

‘\ 

kmps de digestion par la Trypsine (min) 

Fig. 4. Perte d’activitk au tours de la digradation par la 

trypsine. L’enzyme (50 @g/ml) est dig&Z avec 0,5 &ml de 

trypsine dans un tampon TrisCI, pH 8, 0,2 M (volume total 

0,3 ml) j 20”. Des aliquotes de 50 ~1 sont diluCes dans Ic 

milieu de la rCaction (charge ou Cchange, voir mCthodes 

contenant 2 pg d’inhibiteur du soja. L’activitC de charge est 

mesurke sur 2 min 5 20” et l’activite d’khange sur 1 hr j 37” 

dimkre, devrait avoir un poids mokulaire de 
13% 140 000; c’est d’ailleurs la valuer obtenue 
rkemment par Rymo et toll. [IO] 

3.3. D&gradation trypsique de 1 ‘enzyme 

LA lysyl-tARN-ligase de levure existe done sous 
plusieurs formes actives, de poids molkulaires 
diffirents. II est vraisemblable que la diminution de 
poids mokculaire provient d’une protkolyse partielle 
par des protkases endogines qui ne sont pas cornpEte- 
ment CliminCes au tours de la purification, puisqu’il 
y a conversion de l’enzyme jusqu’i la derniire Ctape 
de celle-ci. 

Dans le cas de la mkthionyl-tARN-ligase. Cassio et 
toll. [ 1 I ] ont dCmon trC qu’une protlolyse partielle pa 
la trypsine produit une forme active modifike, qui 
semble identique i celle obtenue par dkgradation 
spontanke de l’extrait brut pendant I’incubation g 37” 

II a CtC d6montrC que l’enzyme natif a tendance g 
former des agrkgats; une fois I’enzyme dCgrad6 par 
proteolyse endogkne. l’agrigation n’a plus lieu. Cette 
hypothke se trouve CtayCe par I’effet d’une prodolyst 
trypsique partielle. Effectivement, aprk proteolyse 
mknagke. I’enzyme pCn6tre dans les gels de polyacryl- 
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amide a 7.5’2 dans des conditions ou I’activite reste 
90% de celle de I’enzyme natif (fig. I, gel 4) (Rapport 
poids/poids ligase/trypsine = env. 500). 

Une etude des activitds de charge et d’echange 
ATp/ppi en fonction du temps de degradation par la 
trypsine (ligase/trypsine = 100) montre que ces deux 
activites decroissent en m&me temps et i peu pres 
dans les memes proportions (fig. 4). La Iysyl-tARN- 
ligase de levure qui perd simultanement I’activite de 
charge et d’echange reagit done differemment de la 
leucyl-tARN-ligase d’l:l w/i [S] , par example, dont 
I’activite d’echange est beaucoup plus stable vis-a-vis 
des degradations proteolytiques que I’activite de 
charge. 

4. Discussion 

Nous avons montre que selon lemode de prepara- 
tion, on peut obtenir des lysyl-tARN-ligases dc levure 
dent les proprietes moleculaires sont differentes. 
Lorsque la preparation est effecttree en presence de 
PMSF, on obtient un enzyme homogene, qui a forte- 
ment tendance a s’agreger et ne penetre pas dans le 
gel de polyacrylamide. neanmoins, cette agregation 
n’a pas lieu en presence de tARN, le complexe enzyme- 

tARN penetrerait alors dam le gel, et I’on observe une 
bande unique apres Clectrophorese. Cet enzyme 
possede un seul type de sous-unites de poids mole- 
culaire 70 000. Ceci est en accord avec les resultats de 
I’analyse en gradient de glycerol en presence de tARN, 
ainsi qu’avec les valeurs trot&es par d’autres auteurs 
[IO]. Lorsque. au contraire. la lysyl-tARN-ligase est 
preparee sans precaution particulibre. elle ne s’agrege 
pas, et Ton trouve deux bandes d’enzyme actif apres 
electrophorese en gel de polyacrylamide. L’Clectro- 
phorese en presence de SDS permet de mettre en 
evidence deux types de sous-unites. de masse 50 000 

et 60 000 daltons. 
D’autres auteurs [ 101 ont note une heterogeneite 

de la lysyl-tARN-ligase (sur colonne d’hydroxyl- 
apatite) et l’ont attribuC 3 des changements de con- 
formation de la proteine. Dans notre cas, I’h@tCrogCn&te 
resulte d’une degradation de I’enzyme natif par une 
protease endogene. Nous avons d’ailleurs pu modifier 

les proprietes de !‘enzyme natif par un traitement 
trypsique: I’enzyme trait6 reste actif. mais ne s’agrege 
plus et penbtre dans le gel de polyacrylamide. Une 

proteolyse endogene intervient surtout au tours de la 
phase stationnaire de la culture de levure. Elle serait 
responsable des formes d’enzyme a faible poids mole- 
culaire, decrite par divers auteurs, de masse molCcu- 
lairel17000[1] et 113000[12]. 
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