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Yeast lysyl-tRNA-synthetase can be obtained under two different forms: a native form (mol. wt. 140 000) bound
to lipids which are responsible for its low density; this form has a tendency to aggregate; the other form is partially
proteolyzed (mol. wt. 110 000) and is not bound to lipids. When the lipid fraction is removed from the native
enzyme it looses its activity which can be restored by adding back an amount of lipids equivalent to that which had
been removed. The proteolyzed enzyme is also activated, but to a lesser extent, by the addition of the lipid fraction
extracted from the native enzyme. At low concentration every preparation of lysyl-tRNA-synthetase seems to disso-
ciate into inactive subunits, but this is especially true for the delipidized native enzyme. Synthetases for several

other amino acids have a similar behavior.

1. Introduction

Nous avons démontré [1] que la lysyl-t ARN-ligase
de levure (EC 6.1.1.6) peut étre obtenue sous diffé-
rentes formes actives, selon les conditions de culture
des cellules et le mode de préparation de ’enzyme.
Lorsque la préparation est effectuée a partir de cel-
lules en phase logarithmique de croissance, en présence
de fluorure de phény! methyl sulfonium, on obtient
une enzyme homogeéne, dite native, qui a tendance a
s’agréger. Par contre, lorsque la lysyl-t ARN-ligase est
préparée a partir de cellules en phase stationnaire, on
obtient des formes multiples d’enzyme pouvant
provenir de la forme native, a la suite d’une protéolyse
partielle.

De toutes les méthodes essayées pour empécher
I'agrégation de 'enzyme native, seules la présence de
tARN et I'addition de détergent (dodécyl sulfate de
sodium) ont donné des résultats positifs. Les agrégats
résistent a 'addition de S-mercaptoéthanol, de sel
(NaCl, 1 M), d’urée 2 M. Ces résultats nous ont
amenés a penser que la préparation d’enzyme conte-
nait une fraction de nature non protéique déterminant
Pagrégation. Effectivement, la densité de flottaison
en gradient de chlorure de césium de la lysyl-tARN-
ligase native est nettement inférieure a celle générale-
ment admise pour les proteines, ce qui suggére que la
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protéine active est associée a une fraction lipidique.
Une telle association entre tARN-ligases et lipides a
été rapportée par Hradeé et Dusek pour Penzyme de
foie de rat [2]. Ils ont montré que dans ce cas la
partie lipidique était nécessaire a I’activité enzymatique
et que I'on peut reconstituer I'enzyme active a partir
des fractions protéique et lipidique. Nous rapportons
ici des expériences suggérant qu’il en est de méme
avec les tARN-ligases de levure et que les différences
de comportement entre les lysyl-tARN-ligases native
et dégradée proviennent en partie de leur différence
de contenu en lipides.

2. Materiels et methodes

2.1. Préparation du mélange des tARN-ligases

Les levures (Saccharomyces cerevisige) sont culti-
vées dans 101 de milieu contenant 30 g/l de glucose
et 5 g/l d’extrait de levure. La culture est arrétée au
milieu de la phase logarithmique de croissance. Aprés
lavage avec: Tris (pH 8), 0,01 M; MgCl,, 0,01 M et
EDTA, 0,001 M, les levures (78 g) sont broyées trois
fois 4 la presse hydraulique, avec 1120 kg/cm? de
pression dans la cellule, dans 78 mi du méme tampon
contenant 2 mM de fluorure de phényl méthyl sul-
fonium (inhibiteur des protéases a sérine). L’extrait
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est centrifugé 2 30000 g pendant 30 min, puis 4

200 000g pendant 2 hr et purifié par chromatographie

sur colonne de DEAE-cellulose Whatman DE 52

(36 X 2 cm). L’adsorption est faite dans un tampon

phosphate de potassium 0,02 M (pH 7,5); ﬁ-mercapto-
éthanol, 0,02 M; MgCl,, 0,001 M et glycérol 10%.

Aprés lavage par 370 ml du méme tampon, les tARN-

licasec cont éludes avec un tamnon nhosnhate de

ligases sont éludes avec un tampon phosphate de
potassium (pH 6,5) 0,25 M; §-mercaptoéthanol,

0,02 M; MgCl,, 0,02 M et glycérol 10%, puis concen-
trées jusqu’d 3,3 mg/ml par ultrafiltration. L’enzyme
est gardée 4 —20°C dans le méme tampon contenant
50% de glycérol.

Le mélange des tARN-ligases ainsi obtenus est
actif pour les acides aminés suivants: sérine, alanine,
asparagine, acide aspartique, leucine, isoleucine,
histidine, lysine, phénylalanine et valine.

2.2. Purification de la lysyl-tARN-ligase de levure

La ligase native a été purifiée a partir d’un lysat
de sphéroplastes: les levures, cultivées et lavées comme
ci-dessus (48 g) sont traitées 4 32°C pendant 2 hr
30 min par 7 ml de suc digestif d’Helix pomatia stabi-
lisé (L’Industrie Biologique Frangaise) dans 150 ml du
tampon suivant: Sorbitol, 1,4 M; EDTA, 50 mM;
f-mercaptoéthanol, 7 mM; phosphate disodique,
0,1 M; citrate trisodique, 0,05 M (pH 5,8). Les sphéro-
plastes sont lavés deux fois dans 150 ml de sorbitol
1,4 M, puis lysés dans 80 mi de sorbitol 0,4 M conte-
nant 2 mM de fluorure de phényl méthyl sulfonium
{PM \ Anrns cantrifnaatinn da min a3 NNNN o
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(PMSF centrifugation de 30 min 2 30000g,
puis de 3 hr a 100000 g, le surnagenat est purifié

par précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium,
colonnes de DEAE-cellulose et de Bio Rex 70 [1,3].
L’enzyme obtenue posséde toutes les propriétés de la
ligase native; en particulier son analyse par électro-
phorése sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécyl sulfate de sodium (SDS) montre une seule
bande protéique, ayant un poids moléculaire de
70000. L’activité spécifique de 'enzyme purifide

est 245 nmoles de lysyl-tARN formé/min/mg de
protéine dans nos conditions*. La ligase dégradée a
été obtenu a partir d’un broyat a la presse hydrau-

* Une erreur dans lc tableau 1 de la réf. (1] a fait écrire

‘pmoles’ a la place de ‘nmoles’.

lique de levures en phase stationnaire, san: 0

de PMSF. Son activité spec1f1qu u moment de
Iemploi était de 17 nmoles/min/mg de protéine.

2.3. Essais enzymatiques

La charge du tARN est effectuée a 30°C pendant

les temps indiqués, dans le milieu suivant: Tris—HC
(pH 7,5) 100 mM; MgCl,, 10 mM; ATP, 2 mM; tARN

100 mM; MgCl,, 10 mM; AT M; tARN
total de levure (Boehringer) 0,7 mg/ml; ac1de aminé
(**C) (C.E.N., Saclay) 1 uCi/ml, soit pour la lysine,
8.5 uM (activité spécifique 117 Ci/mole), sauf indica-
tion contraire. La détermination du tARN chargé

est faite sur 50 ul, selon la méthode décrite [4].

YA Coentrifuoation o ’dauii,
L4a5. Lentrjugaion a lequt

chlorure de césium

La centrifugation a I’équilibre en gradient de
chlorure de césium est effectuée afin de déterminer
les densités de flottaison de I’enzyme native et de
I'enzyme dégradée. L’échantillon est dilué dans 4 ml
de tampon N-morpholino 3-propane/H, S04 (pH 6,3)
0,01 M, contenant 40% de chlorure de césium (poids
par volume), et centrifugé i 45 000 tours/min dans le
rotor Spinco SW 56 pendant 72 hr, 4 4°C. La B-galac-
tosidase est utilisée comme marqueur.

2.5. Extraction des lipides a partir des tARN ligases
partiellement purifiées
Le mélange des tARN-ligases est traité d I’éther
(Merck, pur) selon la méthode de Hrade¢ et Dusek

. A
(2): L’enzyme (2 4 8 mg) est dialysée contre du

tampon Tris—HCI (pH 7,5) 0,01 M, et adsorbée sur
300 mg de DEAE-cellulose (Whatman DE 52) qui est
ensuite lyophilisée. L’extraction des lipides est
effectuée par 200 ml d’éther pendant 4 4 7 hr dans
l’appareil de Soxhlet. Aprés extraction, la protéine
est éluée de la DEAE-cellulose avec 2 ml de Tris
{pH 7,5) 0,5 M. Le témoin, non extrait a 'éther, a
subi par ailleurs le méme traitement que I’échantillon.

Pour les essais de réactivation de la protéine
enzymatique, on ajoute a la solution des lipides dans
I’éther: 1 ml de polyéthyléne glycol 600 (Merck).
L’éther est évaporé et la suspension de lipides dans le
polyéthyléne glycol est ajoutée en quantités variables
a la protéine dans ie milieu réactionnel habituei. Le
polyéthyléne glycol seul n’a aucun effet sur ’activité
de I'enzyme.

L’enzyme délipidée s’inactive beaucoup plus vite,
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Fig. 1. Densité de lysyl-t ARN-ligases native et dégradée en gradient de chlorure de césium. La centrifugation est faite comme dans
‘Méthodes’, avec des échantillons de 150 ug d’enzyme purifiée, soit native, soit dégradée. On collecte des fractions de 120 ul, et
25 ul de chaque fraction sont utilisés pour I'essai de charge (10 min a 30°C), comme indiqué dans ‘Méthodes’. La g-galactosidase
est dosée selon la méthode décrite [5]. La densité de chaque fraction & 20°C est mesurée par pesée.

4 0°C, que ’enzyme non traitée  I’éther; dans nos
conditions, son inactivation est compléte au bout de
deux jours, alors que I’enzyme native ne perd pas
d’activité.

3. Résultats

Nous avons mis en évidence I'interaction entre la
lysyl-tARN-ligase et les lipides de deux fagons:

3.1. Centrifugation a I'équilibre en gradient de
chlorure de césium
La centrifugation en gradient de chlorure de césium
donne, pour ’enzyme native purifiée, une densité de
flottaison de 1,18 en comparaison avec 1,32 pour la
-galactosidase. Par contre, ’enzyme dégradée a une
densité moyenune de 1,40 (fig. 1) et parait beaucoup
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plus hétérogéne que I’enzyme native. On constate
donc une corrélation entre I’état natif de enzyme et
son association avec un composant moins dense que
les protéines, de nature probablement lipidique. La
présence effective de lipides dans 'enzyme native est
d’ailleurs observée directement par sa coloration au
rouge Sudan III, sur papier.

La densité assez forte de ’enzyme dégradée peut
faire penser 4 un complexe tARNLYS-ligase. Cependant,
un tel complexe devrait normalement se dissocier
dans le milieu de force ionique trés élevée du gradient,
et d’autre part nous n’avons pas détecté de charge
sans addition de tARN (moins de 0,2 pmole pour
60 ug de protéine).

3.2. Effet sur Uactivité de l'enzyme de l'extraction et
de la ré-addition de lipides
3.2.1. Enzyme brute
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La préparation fraiche de ligases, adsorbée sur
DEAE-cellulose, perd son activité pour la charge du
tARN par la lysine lors de P’extraction par I'éther.

Tableau 1

September 1974

Fig. 2. Stimulation de la lysyl-t ARN-ligase brute par les
lipides. L’extraction a I'éther est effectuée a partir de 6 mg
d’une préparation fraiche de ligases (voir ‘Méthodes’). La
suspension de lipides dans le polyéthyléne glycol 600 (0 &
15 ul) est ajoutée, selon les proportions indiquées sur la
figure, a 100 ul du milieu de charge du tARN contenant

58 uM de (14C)-lysine (activité spécifique, 17 Ci/mole) avec
les concentrations suivantes de I’enzyme extraite: », 220 ug/
ml; © 440 ug/ml; @ 660 ug/ml. L’activité est mesurée sur

10 min.

L’enzyme peut étre réactivée en ajoutant la fraction
lipidique 2 la protéine. L’activité ainsi restaurée aug-
mente avec la quantité de lipides ajoutée jusqu’a un
optimum qui correspond a une quantité de lipides
équivalente i celle que I’enzyme a perdu lors de
Pextraction (fig. 2). Les activités des autres ligases de
la méme préparation diminuent par suite de I’extrac-
tion a I'éther dans des proportions variables et sont
en général partiellement restaurées par une quantité
de lipides équivalente a celle qui a été extraite
(tableau 1, exp. 1). Les ligases activées par les lipides

Effet des lipides sur I’activit¢ des t ARN-ligases de levure

tARN-ligase Activité (pmoles/min/mg protéine)

1ére expérience

Aprés
extraction
a IPéther

Aprés
extraction
et addition
de lipides

2éme expérience

Témoin
non-traité
a I’éther

Aprés
extraction
i Péther

Aprés extraction
et addition de
lipides

Alanyl 8,3
Asparagyl 12,0
Valyl 217
Lysyl 207
Histidyl 156
Isoleucyl 5,1
Aspartyl 108
Leucyl 64,5
Phénylalanyl 140

21,5 (2,61)*
25,1 (2,10)
406 (1,88)
370 (1,80)
220 (1,41
6,9 (1,36)
118 (1,10)
64 (0,99)
119 (0,84)

13,2
11,0
144
10,0
236
7,4
58
27,6
44

11,5
10,6

11,3
58

18,6 (1,62)
10,8 (1,0)
49,3 (0,53)
10,6 (0,88)
41,0 (0,46)
5,2(0,89)
7,9 (1,0)
9,8 (0,87)
107

* Le rapport des activités de ’enzyme extraite en présence et en absence de lipides est indiqué
entre parenthéses. La premiére expérience a été faite avec une préparation enzymatique
fraiche (voir Méthodes). La deuxiéme expérience utilise une préparation ayant séjourné i
4° pendant plusieurs jours. Les essais sont effectués pendant 10 min avec 0,4 mg/ml (exp. 1)
ou 1 mg/ml (exp. 2) de protéine. La quantité de lipides ajoutée est équivalente 2 celle qui a
été extraite. Les activités spécifiques (en Ci/mole) des acides aminés (14C) sont les suivantes:
Alanine, 58; asparagine, 102; valine, 105; lysine, 117; histidine, 120; isoleucine, 124; acide
aspartique, 115; leucine, 151; phénylalanine, 260.
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sont: I'alanyl-, ’asparaginyl-, 1a valyl-, et la lysyl-tARN
ligases; I’histidyl- et I'isoleucyl-tARN-ligases le sont
moins, tandis que I'aspartyl-, la leucyl- et 1a phényl-
alanyl-t ARN-ligases sont peu affectées par la présence
de lipides, dans les conditions essayées. Ces observa-
tions sont similaires a celles de Hradeé et coll. [2]

sur les ligases de foie de rat.

Par contre, une préparation vieillie 4°C ne montre
pas cette activation par la fraction a 1’éther, au con-
traire; en particulier P'activité de la lysyl-tARN-ligase
(qui est d’ailleurs trés faible) est insensible &
Pextraction (tableau 1, exp. 2).

3.2.2. Lysyl-tARN-ligase purifiée

Avec I’enzyme purifiée, on retrouve des résultats
analogues aux précédents, ce qui prouve que l'action
des lipides sur I’activité de la préparation brute n’est
pas un artefact di & la présence d’autres protéines. La
ligase native est fortement inactivée a la suite de
’extraction par ’éther et retrouve une partie de son
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Fig. 3. Effet des lipides sur la lysyl-tARN-ligase native
purifiée. L’extraction a ’éther est effectuée sur 150 ug de
protéines. Les essais sont effectués en présence de poly-
éthyléne glycol 600 (0,1 ml pour 0,47 ml de milieu
réactionnel analysé par aliquotes de 50 ul), contenant une
proportion variable du lipide présent originellement dans

la quantité d’enzyme utilisée. Cette proportion est désignée
par L: A - Cinétiques de charge de I'enzyme délipidée.

Les concenttrations d’enzyme sont les suivantes: ®, 5,1 ug/ml;
X, 10,2 ug/ml; O, 15,3 ug/ml; B — Effet de ’'addition de
lipide sur la cinétique de charge par ’enzyme extraite a
I’éther. Concentration d’enzyme: 10,2 ug/ml; concentration
de lipides: , L=0;0,L=0,62; »,L=1,0; o, L =1,88;

C — Influence de la proportion de lipides sur le taux de
réactivation. Les concentrations d’enzyme sont les mémes
qu’en A. L’activité est mesurée sur 5 min.

activité aprés addition de la fraction lipidique (fig. 3,
B et C). L’activité spécifique de I’enzyme délipidée
est trés faible et augmente avec la concentration en
protéines. D’autre part, il semble que la réaction
comporte une phase de latence jusqu’a 10 ug/ml
d’enzyme. Ces observations suggérent que I’enzyme
délipidée a tendance a se dissocier en sous-unités in-
actives, a faible concentration. Il en est d’ailleurs de
méme avec I'enzyme native de départ, avec I'enzyme
délipidée a laquelle on a rajouté la fraction lipidique
en concentration optimale, et avec ’enzyme protéoly-
sée (fig. 4), mais ceci pour des concentrations en
protéine bien plus faibles. Dans tous les cas, la non-
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Fig. 4. Effet de la concentration de lysyl-tARN-ligase sur son activité. Les vitesses initiales sont mesurées sur les 3 premiéres
minutes de réaction, temps au-dela duquel les cinétiques ne sont, en général, plus linéaires: A — Enzyme native. (2) Non traitée a
Péther. Dans un cas (0,8 ug/ml) une concentration de lipide correspondant a celle présente dans 1,6 ug/ml d’enzyme native est
ajoutée. La vitesse initiale est inchagée, mais une inhibition de 75% est observée au-dela de 1 min (a); (©) Enzyme extraite a
I’éther, sans addition de lipide; (®) Enzyme délipidée, essais faits en présence de la proportion optimum de lipides (résultats repris
de la fig. 3); B — Enzyme dégradée. (0) Sans addition de lipide; (®) Avec addition d’une concentration de lipide équivalente a

celle présente dans 1,6 ug/ml d’enzyme native.

linéarité de I’activité en fonction de la concentration
d’enzyme se produit dans la zone des activités infé-
rieures 4 20 nM/min. La réactivation de ’enzyme
délipidée n’est pas instantanée [2] et elle est probla-
blement d’autant plus lente que la concentration de
lipide est plus faible. Cela peut expliquer I’allure
sigmoide des courbes de réactivation en fonction de
la concentration d’enzyme, qui correspondent 4 un
temps d’incubation de 5 min (fig. 3, C). Lorsqu’on
rajoute un excés de lipide 4 ’enzyme native, on con-
state une inhibition qui ne se manifeste qu’au bout
d’une minute 4 30°C (dans le milieu réactionnel)
(fig. 4, A).

La lysyl-tARN-ligase dégradée est peu affectée par
Pextraction a I’éther (tableau 2), et contient une

quantité trés faible de lipides. Elle est cependant
activée par la fraction lipidique extraite de ’enzyme
native (fig. 4, B).

Tableau 2
Effet de I'extraction a ’éther sur la lysyl-t AR N-ligase dégradée

Activité (nmoles/min/mg)

Témoin 9.7
Enzyme extraite a I’éther 9.0

L’enzyme dégradée (4 mg) est extraite i I'éther comme
décrit dans ‘Méthodes’ L’activité est mesurée avec une 45 ug/
ml d’enzyme sur 2 min.
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3.3. Nature de la fraction lipidique

Des résultats préliminaires (chromatographie sur
plaque de silice dans le benzéne) indiquent que la
fraction lipidique se compose d’un stérol libre, et de
plusieurs de ses esters d’acides gras. Le spectre U.V.
dans 'hexane montre deux bandes & 283 nm et
275 nm, ayant des coefficients d’extinction équi-
valents. Il pourrait donc s’agir d’isoméres de ’ergosté-
rol [6]. Les résultats obtenus avec le foie de rat
montrent que seul le méthylhexadécanoate de choles-
téryle est capable de réactiver les ligases délipidées
[2,7];il y a peut-étre une spécificité analogue chez la
levure. En tous cas, le stéarate de cholestéryle n’est
pas capable de réactiver la lysyl-tARN-ligase de levure.

L’intégrité de la fraction lipidique est indispensable
au maintien de I’activité de I’enzyme dans une prépa-
ration brute: cette préparation qui perd rapidement
son activité au cours du stockage a 4°C est en effet
protégée tres efficacement par la superoxide dismu-
tase [8]. On sait que cette enzyme élimine les radi-
caux O et ralentit ainsi fortement I'oxydation des
lipides qui semble donc étre la cause principale de
I'inactivation.

5. Conclusion

La lysyl-tARN-ligase peut donc étre obtenue sous
deux formes différentes: une forme native, liée a des
lipides, qui lui conférent une densité anormalement
faible, et qui a tendance a s’agréger, et une forme
partiellement dégradée, mais active, qui ne se trouve
pas en association avec des lipides. L’enzyme native,
qui posséde des sous-unités de poids moléculaire
70000 [1], perd une grande partie de son activité
si ’on en enléve la fraction lipidique, et recouvre
cette activité aprés addition du lipide (dont la nature
exacte est encore indéterminée). L’enzyme dégradée,
dont les sous-unités ont des poids moléculaires de
50000 et 60000 [1,9], est également activée par la
fraction lipidique extraite de 'enzyme native, mais
a un degré moindre. Toutes les préparations de lysyl-
tARN-ligase semblent se dissocier en sous-unités
inactives, a trés faible concentration, mais particuliére-
ment ’enzyme native délipidée. Le role de la fraction
lipidique pourrait étre de favoriser la réassociation,
soit directement, soit indirectement en augmentant
Paffinité pour un substrat qui se fixerait de préfé-
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rence sur la forme associée. Cependant, 'enzyme
dégradée, bien qu’elle contienne trés peu de lipides,
se dissocie beaucoup moins facilement que 'enzyme
native délipidée. Peut-étre cette enzyme a-t-elle perdu
au cours de la protéolyse une portion de chaine poly-
peptidique qui rendait I’association plus difficile.

La lysyl-t ARN-ligase n’est pas un cas isolé: les
ligases pour plusieurs autres acides aminés se compbr-
tent de la méme fagon; leur cas est donc analogue i
celui des ligases de foie de rat [2]. Il est probable que
la levure, de méme que de nombreux tissus animaux
(10—-13) posséde des complexes de haut poids molé-
culaire (15 S 4 30 S) regroupant les tARN-ligases, du
tARN, et peut-étre aussi les facteurs d’élongation {13].
Ces agrégats contiennent également des lipides [11].
Il faut remarquer que souvent les ligases des tissus
animaux se trouvent en grande partie associées avec
les ribosomes [12,14,15] et les microsomes [14], ce
qui est 4 rapprocher de leur fort contenu en lipide.
Néanmoins ce n’a pas été le cas ici: 10% seulement
de I’activité lysyl-tARN-ligase était associ€e au ribo-
somes, probablement parce que les cellules ont été
lysées dans un milieu de faible force ionique, sans
addition d’ion divalent. Dans d’autres conditions, nous
avons trouvé une fraction importante de la ligase
adsorbée sur les microsomes. Ce n’est peut-€tre pas
représentatif de la situation in vivo.

11 semble que la lysyl-t ARN-ligase native, lorsqu’elle
est associée au tARN se trouve sous une forme non-
agrégée [1]. 1l serait intéressant de savoir si 'enzyme
est alors dissociée de la fraction lipidique et si, in vivo,
elle peut également exister dans des états d’agrégation
différents correspondant a des phases différentes de
son fonctionnement.
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