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SUMMARY

Aurin tricarboxylic acid (A.T.A.), an inhibitor of protein biosynthesis (initiation and elongation steps), acts also as a compet-
itive inhibitor of phenylalanine, in the ATP—PP; exchange and tRNAPhe aminoacylation reactions catalysed by cytoplasmic wheat
germ phenylalanine:tRNA ligase.

1. Introduction
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Dl de nomoreuwb subs§tances somnt connues pour eur

action inhibitrice des étapes de I'initiation et de I’élonga-

tion des chaines peptidiques [1], rares sont celles, non
analogues de substrats, qui agissent sur les réactions
catalysées par les amino acides:tRNA ligases, c’est-a-dire
P'activation et la charge sur les tRNA des acides aminés.
Seule jusqu’ici la Borrélidine, un antibiotique, a été
signaiée pour son inhibition spécifique de ia thréonine:
tRNA ligase [2—4].
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(A.T.A.), Siegelman et Apirion [5] ont cependant
montré que cette substrance, souvent citée comme
inhibitrice de I'initiation de la synthése des protéines
[6—9], exercait également une inhibition sur d’autres
étapes de ce processus et en particulier sur 'amino-
acylation des tRNA.

No ntrang dans ce travail aue dans
NOUS montrons Gans ¢ travau que aans

conditions, I’ A.T.A. se présente comme un mhxblteur
compétitif de la phénylalanine dans les réactions
d’échange et d’aminoacylation catalysées par la
phénylalanine:tRNA ligase des embryons quiescents
de Blé.

2. Materiel et methodes
Les embryons de Blé proviennent d’une minoterie
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locale. Une double chromatographie sur BD-cellulose
de tRNA global du germe suivant les procédés de
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le tRNAPhé de BIg. La Phé-tRNA ligase électrophoré-
tiquement pure est obtenue selon un procédé qui sera
publié ultérieurement. Son activité spécifique est de
50 nmol de ['*C]Phé-tRNA formé par minute et par
milligramme d’enzyme, dans les conditions d’amino-
acylation décrites.

Le pyrophosphate *?P et ia L-['*C]phénylalanine
sont fournis par le Commissariat i ’Energie Atomique;
Pacide autine tricarboxylique (sel d’ammonium) est
un produit Sigma.

2.1. Test d’'aminoacylation

L’activité enzymatique est mesurée a son pH opti-
mum dans un milieu réactionnel qui contient pour
un volume final de 0.1 ml: HEPES (pH 8.2) 5.5 umol,

1.5 nmn‘ I- 1 umn] TP 5 umr\! KC1.0.12 umnl

mol MgCl,, 1 umol AT KC), 0
de glutathlon redu1t, 30 ug de sérum albumine bovme,
30 ug de tRNAPh¢, 0.2 uCi de L-['*C]phénylalanine
(250 uCi/umol) et 0.4 ug d’enzyme purifiée.

Aprés 3 minutes d’incubation 4 37°C, la totalité
du milieu est déposée sur un disque de papier Whatman
3 MM qui est ensuite traité selon le procédé de Mans

at Navall; 1191
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2.2. Réaction d'échange ATP—PP;
L’activation de la phénylalanine s’observe dans
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un milieu réactionnel qui contient pour un volume
final de 0.25 ml: HEPES (pH 8.2) 13.75 umol, 3 umol
MgCl,, phénylalanine en quantité variable, 0.5 pmol
ATP, 0.5 umol de pyrophosphate de sodium 2P

(0.5 uCi/umol) et 1 ug d’enzyme.

La réaction est arrétée aprés 15 minutes d’incuba-
tion 4 37°C, la radioactivité incorporée dans 'ATP
est déterminée selon le procédé décrit par Lemoine
et al. [13].

Par analogie avec 'aminoacylation, le diagramme
de Lineweaver et Burk permet de définir un para-
métre que I’on peut assimiler & une constante
d’échange (le pyrophosphate et ' ATP étant constants)
lorsque la phénylalanine constitue la variable du
systéme.

3. Resultats et discussion
3.1. Aminoacylation du tRNAT#¢ en présence d'atide

aurine tricarboxylique (A.T.A.)
L’expérience, réalisée pour deux valeurs du rapport
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Fig.1. Effet de ’acide aurine tricarboxylique {A.T.A.) sur
Tactivité enzymatique au cours de la réaction d’aminoacyla-
tion du tRNAPDE, Mg?*/ATP infra optimal, 0.75 (e......e) et
optimal 1.5 (A— — —a). L’activité enzy matique est exprimée
en pmol de ['*C]Phé:tRNA formé par minute dans les

conditions décrites (2.1.).
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Fig.2. Détermination des constantes de Michaelis apparentes en présence ou non d’A.T.A. pour la réaction d’aminoacylation du

tRNAPhe

. Les conditions expérimentales correspondent A celles indiquées au chapitre 2.1. 1/V est exprimé en unités arbitraires

a partir des mesures de radioactivité en cpm. La concentration de phénylalanine S varie de 4:10~7 M 4 8:107° M. Les constantes
de Michaélis apparentes ont pour valeurs: 6.1-10° M (A.T.A. = 0);8.1-10"°* M (A.T.A. = 2:107° M);16.9-10"¢ M(A.T.A. =

31075 M); 28.6:10°° M (A.T.A. =4-10"° M).
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Fig.3. Variation des K apparents en fonction de la concen- 0 - 2 4 .
tration d’A.T.A. presente dans le milieu d’aminoacylation. (6.107M) [aTa] 10-6m
L’effet inhibiteur de I’A.T.A. se manifeste & partir d’'une
concentration limite (1.8-10-% M). La translation de 1’axe o
des ordonnées jusqu’a cette valeur & partir de laquelle le K pg Fig.5. Variation des ‘constantes’ apparentes d’echange en
pour la phénylalanine est une fonction linéaire de la concen- fonction de la concentration d’A.T.A. Ce diagramme permet
tration d’A.T.A. permet de déterminer K. de définir la constante K (9:107° M).
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Fig.4. Détermination des ‘constantes’ apparentes d’échange en présence ou non d’A.T.A. au cours de la réaction d'échange
ATP-PP; ‘Phé dépendante’. 1/V est exprimé en unités arbitraires (voir fig.2). La concentration de la phénylalanine (S) varie
de 2-107° M 2 2:10"* M. Dans les conditions expérimentales indiquées au chapitre 2.2., les ‘constantes’ apparentes d’échange
déterminées ont pour valeurs: 5.0-107° M (sans A.T.A.); 7-10"° M(A.T.A. = 4-10"° M); 1-10~* M (A.T.A. = 1-10-5 M);
1.5:107* M(A.T.A. = 2:10"% M).
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Mg?"/ATP (optimal: 1.5; infra optimal: 0.75) (fig.1),
montre que ’'A.T.A. (sel d’ammonium) inhibe la réac-
tion d’aminoacylation  partir d’une concentration
limite (1.8-107¢ M).

3.2. Etude cinétique de la fixation de la phénylalanine
en présence d’A.T.A. (aminoacylation du tRNA )
La cinétique de fixation de la phénylalanine en

présence de diverses concentrations I’A.T.A. (1 a

4-107% M) montre que la vitesse maximale de la

réaction n’est pas influencée par I'inhibiteur alors

qu’au contraire la constante de Michaélis augmente

(fig.2).

De plus, la représentation graphique des K
apparents en fonction de la concentration d’inhibiteur
est linéaire (fig.3) dés que la valeur limite de la con-
centration d’A.T.A. est atteinte. L’inhibition est donc
bien compétitive, la constante d’inhibition K est
égale 4 61077 M. L’existence d’une valeur limite
a partir de laquelle s’exerce I’inhibition pourrait étre
due a des intéractions du colorant avec des sites
distincts de ceux impliqués dans le processus
enzymatique proprement dit, puisque ce phénomeéne
n’est pas observé dans la réaction d’échange Phé
dépendante (voir 3.3.).

3.3. Etude cinétique de la réaction d’échange ATP—PP,

‘Phé dépendante’ en présence d’A.T.A

Pour cette réaction, PA.T.A. exerce également une
inhibition compétitive (fig.4). A 'appui de ce résultat,
la représentation des ‘constantes’ apparentes d’échange
en fonction de la concentration d’inhibiteur (0.4 4
2:1075 M) est linéaire (fig.5) et permet de déterminer
la constante K. On peut toutefois s’étonner que ce
colorant exerce une inhibition de type compétitif sur
la fixation de la phénylalanine étant donné la différence
d’encombrement stérique entre ces 2 molécules, la
présence d’un ou plusieurs noyaux benzéniques ne
suffisant pas pour envisager une inhibition par analogie
de substrat. En effet, I’acide benzoique et la tyrosine
qui possédent elles-aussi un noyau benzénique,
n’exercent aucune inhibition sur les réactions catalysées
par 'enzyme (travaux non publiés).
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4. Conclusion

Les résultats présentés dans ce travail montrent
qu’on ne devrait pas négliger le role inhibiteur de Pacide
aurine tricarboxylique sur 'aminoacylation du tRNAPh¢
lorsque ce colorant est utilisé pour bloquer l'initiation
de la synthése protéique dans certains systémes acellu-
laires destinés 4 ’étude de I’élongation des chaines
polypeptidiques sous la direction de I’acide polyuridy-
lique ou d’un ARN messager naturel. En effet, si
I'allongement de la chaine peptidique dépend d’une
aminoacylation du tRNAPh I’A T.A., méme
employée & des concentrations préférentiellement
inhibitrices de Pinitiation [6] pourrait, suivant la
concentration de la phénylalanine, inhiber également
I'élongation.
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