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INTRODUCTION 

Bien que l'6ventualit6 d'une intervention de groupes -SH actifs dans la ribonucl6ase 
parfit peu probable en raison des r6sultats obtenus antdrieurement par d'autres auteurs, 
il nous a sembl6 utile de reconsid6rer le probl~me. 

En effet, HOLMER 7 a inactiv6 la ribonucl6ase par les radicaux hydroxyles et il n'a 
observ~ aucune action du perhydrol; BURRON el al. 2 ne parviennent ~t inactiver la ribo- 
nucl6ase que par des doses d6naturantes de rayons X; ils ont d'ailleurs choisi cet enzyme 
comme exemple de "non sulfhydryl-enzyme". ZITTLE, apr~s avoir cru ~ la n6cessit6 de 
groupes -SH, s'est tourn6 vers les groupes amin6s 17 (qu'il a pu bloquer par HCHO, 
CeHsCNO et la ninhydrine). TaBORDA et al. 1~ ont obtenu, eux aussi, des r6sultats qui 
semblent incompatibles avec la pr6senee de -SH actifs (inhibition par les rfducteurs) 
tandis que ROTI~ 18,14 est arriv6 ~ activer une pr6paration de ribonucl~ase par le para- 
chloromercuribenzoate de sodium. 

D'autres travaux encore mentionnent l'action de divers r&ctifs "a sp6cificit6 
faible e,12,15,17, dont l'interpr6tation incertaine ne permet pas de conclure. Par contre, 
certaines indications que nous avons recueillies nous semblaient 6tre en faveur d'une 
intervention des groupes -SH et c'est pourquoi nous avons r~6tudi6 syst6matiquement 
la sensibilit6 de l 'enzyme ~ divers r6actifs' nous avons, en effet, signal6 pr6c6demment 
l 'action inhibitrice 1° du parachloromercur ibenzoate  de sodium et le pouvoir activateur n 
des substances r6ductrices sur la ribonucl6ase. 

Vu les r6sultats de ROTH 13,14 qui a trouv6, au contraire, une action activatrice du 
PCMB sur l'enzyme, il nous a sembl6 utile d'6tudier plus compl6tement l'action de ce 
r6actif, considfr6 comme l 'un des plus sp6cifiques des groupes -SH. 

Nous avions d6j~t, en effet, indiqu6 sommairement 1° la dualit6 d'action du PCMB 
sur le syst~me RNase-acide ribonuclfique (ARN), action caract6ris6e par une activation 
apparente de l 'enzyme due 5~ une interaction entre le PCMB et I 'ARN. Cette activation 
peut ~tre supprim6e et, mieux, invers6e par un exc~s de r6actif ou en modifiant les 
conditions exp6rimentales. Le pr6sent travail a pour but de d6crire plus en d6tail et 
d'fitendre ces r6sultats ant6rieurs. 

* Aspirant  du Fonds  national  belge de la Recherche scientifique. 
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MATI~RIEL 

i. Ribonucldase: nous avons utilisd la ribonucl6ase cristallis6e, d@ourvue  de sels, fournie par 
la General Biochemicals inc. Des essais ont  6t6 effectu6s, 5̀  t i tre de contr61e, sur  un 6cbantillon de 
ribonucl6ase pr@ar6e dans ce laboratoire selon la m6thode de KtlNIrZ s e t  sur  l 'enzyme fourni par 
la Wor th ing ton  Biochemical Sales Co. Des r6sultats  semblables ont 6t6 obtenus  dans t o u s l e s  cas, 
pour  au tan t  que les solutions aient 6t6 frMchement pr@ar6es.  

2. A cide ribonucldique: nous avons 6galement compar6 divers subs t ra t s :  
a. ARN pr6pard 5~ par t i r  de levure fraiche selon la mdthode de CHANTRENNE a, 
b. ARN Schwartz purifi6 et dialys6, 
c. nucleate A pr@ar6  selon la m6thode de CHANTRENNE 3. Ici aussi les r6sultats furent  en tou t  

point  comparables.  
3. Nucl6otides et bases pur iques  et pyrimidiques:  produi ts  Schwartz et Sigma. 
4- Les r6actifs mindraux sont  tous des produi ts  pour  analyse (Merck ou U.C.B.). 

METHODES 

I. Mdthode spectrophotomdtrique de KUNITZO: elle consiste 5. suivre 5̀  300 m#  les variat ions de la 
densit6 optique d 'une solution de ARN i°/00 en t am pon  ac6tique 0.2 M de p H  5 sous Faction de la 
RNase. 

On mesure les densit6s opt iques 5̀  l 'aide d 'un  spectrophotom6tre  Beckman, mod61e D.U. 
Les densitds opt iques 6taient mesur~es par  r appor t  ~ une solution de r6f6rence con tenant  les 

mSmes const i tuants  que la solution 6tudi6e, exception faite de la ribonucl6ase. 
Subs t ra t  employ6: nucl6ate A ou acide nucl6ique purifid. 
2. Mdthode opacimdtrique de CHANTRENNE4: elle consiste 5̀  faire floculer l 'acide ribonucl6ique 

non dig6rd par  la RNase et 5. mesurer  le trouble obtenu.  
Subs t ra t  employ6: nucldate A. 
3. Mdlhode de DUBOS ET THOMPSON 5 : elle consiste 5. pr6cipiter l'acide ribonucl6ique non dig6r6 

et 5̀  mesurer  la densit6 optique du surnageant  ~t 260 m#;  nous avons utilis6 comme subs t ra t  le nucMate 
A et, comme pr6cipitant,  le m6lange ac6tonique de Chantrenne.  

Nous avons choisi les concentrat ions  des diff6rents r6actifs de telle sorte que les r6sultats  
fournis par  les diverses m6thodes soient en tous points  comparables.  

Dans  chaque cas, nous avons obtenu des courbes d'activit6 superposables.  Pr6cisons que 
quelques essais seulement ont  6t6 effectu6s s imul tan6ment  5̀  l 'aide des trois m~thodes indiqu6es 
ci-dessus; dans la p lupar t  des cas, les r6sultats ont  6t6 obtenus uniquenlent  par  la m6thode de KIJNITZ s. 

A 

0 30 60 90 
Our'de d'ir~t~Oationen mirvdtos 

Fig. i. Action du PCMB sur la ribonucl6ase 
(5 ;@nl) 

A. Solution de r6f6rence 
(RNase pure  aux m~mes conditions) 

B. PCMB lO -4 M 5̀  p H  8 
C. PCMB io -z M 5̀  p H  7 
D. PCMB 5' lO-4 M 5̀  p H  9 
E. PCMB lO .3 M 5̀  pEI io 
F. PCMB IO -a M e t  lO -3 3 I  5, p H i  i 

RI~SULTATS 

Interaction P C M B - R N a s e  

Le graphique I exprime les variations 
d'activit6 d'une solution de ribonucl6ase ~t 
5 7/ml incub6e, au pH indiqu6, en pr~sence 
de PCMB de concentration donn6e. 

On voit que, pour des concentrations suf- 
fisantes en inhibiteur et ~ un pH convenable, 
l 'activit6 enzymatique devient nulle. 

Un effet activateur se manifeste pour 
de courtes dur6es d ' incubation; il prfc~de 
l 'inhibition qui s 'obtient dans tous les cas en 
prolongeant l 'action du r6actif. Les r~sultats 
obtenus en pr6sence de l ' inhibiteur sont ex- 
prim6s par  rapport  ~ ceux obtenus avec la 
solution enzymatique pure dans les m6mes 
conditions. L'act ion inhibitrice du PCMB 

peut 6tre supprim6e par  l 'adjonction d 'un exc~s d'ions O H -  ou de glutathion r6duit 
(GSH). Ces r6sultats sont consign6s dans le graphique 2. 
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Le cas du glutathion sera examin6 en 
cette note. D6s "k prdsent, sonlignons que 
centration de GSH qui soit suffisante pour 
produire une r6activation de l'enzyme bien 
qu'elle soit insuffisante pour provoquer la 
"ddnaturation" de la prot6ine ~. 

1.1 est en effet ndcessaire d'employer un 
exc~s de thioP, la rdactivation 6tant d6ter- 
minde par la valeur relative des constantes 
de dissociation enzyme-PCMB et glutathion- 
PCMB : mais cet exchs ne doit cependant pas 
~tre trop consid6rable, car il provoquerait 
alors, ainsi que nous l 'avons d6j~ montr6 n, 
la d6naturation de l 'enzyme et, par cons6 
quent, l'inhibition compl6te de celui-ci. 

Interaction PC M B-A R N  

d6tails au cours de la discussion terminant 
nous avons choisi empiriquement une con- 

÷ 

f 
/ 

36 6b. 
Our'oe a'incubatl n n mira.Ces 

Fig. 2. Rdactivation de la ribonucldase inhibde 
par le PCMB 

A. Solution de rdfdrence (RNase) 
B. RNase inhibde par PCMB io 3 M, 

+ GSH IO -2 M 
C. RNase inhibde par PCMB IO 3 M, 

rnise ~ pH lO. 5 

Nous avons vu 10 qu'il y a de bonnes raisons de supposer une interaction PCMB- 
substrat. 

Nous avons, par consdquent, dtudi6 les variations du spectre d'absorption de l'acide 
ribonuclgique en tampon acdtique de pH 5, en prdsence de PCMB. La longueur d'onde 
correspondante au maximum 6tait constante (258 m/z), celle du minimum variait avec 
la concentration de l'acide ribonucldique (le PCMB n'avait  aucun effet sur la position 
de ces extrema). 

Le graphique 3 exprime les valeurs du rapport maximum/minimum du nucldate 
A correspondant ~t celles du rapport conc. PCMB/conc. ARN. La courbe a 6t6 d6terminde 
en faisant varier, dans une premi&re sdrie d'expdriences (cercles du graphique), la concen- 
tration du PCMB et en maintenant constante celle du nucl6ate A. Dans une seconde 
sdrie d'essais (carrds du graphique), nous avons maintenu la concentration du PCMB 
constante et fait varier celle de l'acide nucldique. On voit que le spectre de I 'ARN se 

modifie tr~s profonddment sous l'influence 
I 

¢ 

z I 

Fig. 3- Action du PCMB sur le spectre de 
l'acide ribonucldique 

du PCMB. 
Malheureusement, les conditions de so- 

lubilitd et l 'absorption dlevde du PCMB ne 
permettent pas de suivre les variations spec- 
trales pour de grandes valeurs du rapport 
conc. PCMB/conc. ARN*. 

Nous avons alors mesurd la variation de 
la densitd optique produite par le PCMB sur 
des solutions de concentrations dquivalentes 
de diffdrents nucldotides et de diff6rentes 
bases puriques et pyrimidiques (en tampon 
ac6tique 0.2 M de pH 5). 

Nous rdsumerons ces observations en 
insistant sur le fait que les rdsultats sont identiques pour les nucldotides et les bases 

* La densitd optique de chaque mdlange a dtd mesurde par  r appor t  ~ une solution de ]?CMB de 
concentrat ion identique. 
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correspondantes. Les diff@entes substances 6tudi6es se comportent de m6me, exception 
faite pour l'ad6nine et l'acide ad~nylique qui ne pr&entent pas de variation sensible 
sous l'influence du PCMB. Notons que les variations spectrales de l'acide nucl~ique 
sont 6gales & celles de chacun des autres nucl6otides ou bases puriques. 

Les graphiques 4 et 5 donnent un exemple des r&ultats obtenus. 

400 40C " 
/ / /  ~' / / 1 "  

350 .4 35(, / / 

306 ~ /  30~ X\\,, ~ -" \ \  / / ' /  

25C • / / 25( / ~" ~ 

I I P 2;o 2;0 2ao 2,s 
Fig. 4. Act ion  du PCMB sur  l ' adSnine et l 'acide Fig, 5. Act ion  du PCMB sur  l 'uracile,  l 'acidc 
ad6ny l ique  en t a m p o n  ac6t ique de p H  5 ur idyl ique  et  l 'acide r ibonucl~ique en t a m p o n  

A. Ac. addnyl ique  + PCMB acdt ique de p H  5 
B. Ac. ad~nyl ique  A. Uracile D. Ac. u r idy l ique  + PCMB 
C. AdSnine + P C M B  B. Ac. ur idyl ique  E. Ac. r ibonucl~ique 
D. Addnine  C. Uracile + PCMB F. Ac. r ibonucl~ique + PCMB 

DISCUSSION 

PCMB + RNase 

On peut donc affirmer que le parachloromercuribenzoate de sodium agit sur la 
ribonucl6ase en produisant une baisse sensible de l'activi% enzymatique. 

Cette action est favoris6e par une 616vation du pH (~ l'int&ieur de certaines 
limites) et par une augmentation de la concentration en r6actif et de la dur6e d'incubation 
du m61ange PCMB + RNase. 

Puisque l'inhibition peut ~tre supprim6e par l 'augmentation de la concentration 
en OH-  ou l 'adjonction de thiol, on est en droit de supposer que des -SH sont n6cessaires 

l'activit6 enzymatique. Le PCMB, en effet, est Pun des r6actifs les plus sp6cifiques 
des thiols que l'on connaisse & l'heure actuelle, du moins quand son action est r~versible I. 
On ne connait, en outre, pas d'exemple oh le PCMB aurait produit l'inhibition r6versible 
d'un enzyme ne contenant pas de groupes -SH essentiels ~ l'activit61. 

Lors de la r6activation par le glutathion r6duit, il est 6vident que nous nous trouvons 
en p%sence d'un ensemble de r4actions fort complexe: 

a. PCMB + RNase . . . . . . .  R N a s e -  PCMB (inhibition) 
b. GSH + PCMB . . . . . .  GSH - -  PCMB 
c. GSH + RNase - -  PCMB . . . . . .  --> RNase k G S H - -  PCMB (r6activation) 
d. GSH + RNase - ~ RNase activ6e n 
e. GSH + RNase activ4e ~ RNase inhib6e n 

Selon la concentration en glutathion r6duit, la r4action s'arr~te 5 Fun ou l 'autre 
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stade. La prdvision quanti tat ive du r6sultat global n&essiterait la connaissance des con- 
stantes des diverses drapes de la r&ction et nous ne pouvons donc encore que constater, 
qualitativement,  l'effet de rdactivation d'une concentration donnde de glutathion. 

Notons 6galement que quelques essais d'orientation nous ont montr6 que le cyanure 
est 6galement capable de r6activer l 'enzyme bloqu6 par le PCMB. Mais, dans ce cas, 
la r&ction est plus compliqu6e et les r6sultats ne sont gu~'re reproductibles, trop de 
facteurs intervenant simultan6ment. Quoiqu'il en soit, ces r&ultats  semblent bien con- 
firmer que les groupes actifs de la ribonucl&se sont - -  en partie tout au moins - -  des 
groupes thiols. Rappelons que ROTH l~,la a obtenu r6cemment une activation d'une 
ribonucl6ase de foie de rat  par le PCMB ; mais cet auteur a travaill6 sur un homog6n6isat 
de foie oh, ~ c6t6 de la ribonucl6ase, existent des enzymes et des substances de toutes 
sortes; l 'examen des conditions exp6rimentales semble montrer  d'ailleurs que ce r6sultat 
6tait tout-h-fait pr6visible et qu'il est dfi ~ l 'activation apparente de l 'enzyme par l 'action 
du PCMB sur le substrat. Rien ne prouve d'ailleurs qu'il s'agisse de la m~me ribonucl6ase 
dans le foie et le pancr6as 13. 

En ce qui concerne nos propres r6sultats, soulignons que l ' inhibition par le PCMB 
exige des concentrations en r6actif et des pH assez 61ev6s (sup6rieurs aux pH des 
groupes - S H  habituels). Ce fair semble indiquer que les groupes thiols sont difficiles h 
atteindre dans la mol6cule de l 'enzyme. 

Remarquons encore que la variation d'activit6 est beaucoup plus rapide dans le 
cas des solutions de ribonucl6ase fraichement pr6par6es que dans celui des solutions 
conserv6es un certain temps en glaci~re. Ce fait s'explique peut-gtre en supposant qu'en 
milieu aqueux les groupes - S H  et d 'autres groupes de la prot6ine acqui6rent la possibilit6 
de r6agir pour former soit des ponts, soit des cycles intramol6culaires. Une telle con- 
figuration rdsisterait 6videmment mieux 5~ l 'action des rdactifs. 

Nous poursuivons actuellement l '6tude de ce ph6nom6ne et, d& ~ prdsent, il semble 
acquis que les oxydations y jouent un grand r61e. 

P C M B  + A R N  

I1 est ind6niable que le PCMB agit sur l 'acide ribonucl6ique en produisant une 
modification de structure favorisant l 'action de la ribonucl6ase. 

Comme les spectres d 'absorption des bases azot6es et des nucl6otides subissent des 
modifications parall~les, on peut conclure que le PCMB agit sur les bases puriques et 
pyrimidiques de l 'acide ribonucl6ique. 

L'effet obtenu est du m~me ordre dans le cas de la mol6cule de I 'ARN et de chaque 
nucl6otide (saul l 'acide ad6nylique) alors que l 'on pourrait  s 'at tendre ~ la voir tripl6e 
(5. concentration molaire 6gale) dans le cas de l'acide. I1 faut  6videmment tenir compte 
des interactions possibles entre les diff6rentes parties du polynucl6otide ; ces interactions 
doivent, selon toute vraisemblance, tendre ~t diminuer l'efficacit6 du rdactif. 

Tentons maintenant  d' interpr6ter cette action d'un r6actif que l 'on sait 6tre 
sp6cifique, dans le cas des prot6ines, des groupes - S H :  nous avons vu que, parmi tous 
les nucl6otides et les bases azot6es, seuls l'acide ad6nylique et l 'ad6nine ont un com- 
portement particulier: ils sont seuls, en effet, ~ ne pas fitre influencds significativement 
par la pr6sence du PCMB. 

Or l'ad6nine est la seule base azot6e pr6sente dans I 'ARN qui ne contienne pas de 
groupements C = O e t  on sait que ces groupes peuvent, dans les bases puriques et 
pyrimidiques, acqu6rir une structure qui les rend assez semblables aux groupes -SH:  
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I ls  s '6nolisent ,  en effet, et  ils sont  suscept ib les  de s ' ioniser.  On peut ,  d~s lors, nous 
semble- t - i l ,  supposer  que leur  r6act ivi t6  sera i t  assez semblable  "X celle des - S H  protdiques  
pour  qu 'une  in te rac t ion  ent re  la base  azot6e et le PCMB soit  possible.  

Consid@ons, pa r  exemple ,  le cas du nucl6ot ide cy t idy l ique"  la base py r imid ique  
est like au sucre pa r  l ' azo te  en a du groupe  C = O. On peu t  imaginer  comme sui t  Fac t ion  
du  PCMB : 

N ~  C - - N H  2 N = C - - N H  2 COO- N ~ C - - N H ~  
I I ® I ,  i / )e I 

O = C CH 4 - - - ~  O - -  C CH + C6H4Hg+C1- COO-CoH4Hg-O - -  C CH 
J If t rl > I II 

R - - N - - C H  R - - N - - C H  R - - N - - C H  

I 
¢ 

N ~ C - -  NH~ 
I I 

COO-CaH4Hg-O - -  C CH 
IJ JF 

R - - N - - C H  
O 

Une telle ac t ion du PCMB n 'es t  pas  accompagn6e de l ' a p p a r i t i o n  de protons .  Nous 
ne sommes d 'a i l leurs  pas  parvenu ,  au cours d 'essais  61ectrom6triques, ~t d6celer, dans  
ce cas, une baisse du pH.  

Pour  l ' ac ide  ur idyl ique,  p a r  contre,  nous avons  consta t6  une l ib6rat ion d ' ions  
hydrog~nes,  ainsi  que no t re  hypoth6se  le fa isa i t  pr6voir :  

H H 
/ 4 - c = o  / , i -  c*-  o ~ 

COO- I I I I + ~ C~H~ ~ Hg+cl 
O ~  C CH ~---~ O - - 0 N  CH 

I I] I II \ ,  
I{-- N-- CII R - - N -  CH "-~ 

. . . .  H 

N C - -  O-HgC~H4COO- 1~" - -  C ° = __ O-HgC6H4COO- 
I I Io I 

COO-C6H4Hg O - -  C CH <--- COO-CoH4Hg-O - -  C CH 
II II I II 

+ H + R - - N - - C H  R - -  N - - C H  
• . .  

Cette  l ib6ra t ion  de H + p rodu i t  un saut  du p H  de 0. 4 unit6s, co r respondan t  ~ la 
f ixat ion de 7.5" IO-6 moles de PCMB sur  7.2" I o  -" moles  d ' ac ide  ur idyl ique.  L ' a d j o n c t i o n  
ul t6r ieure de PCMB ne p rodu i t  p lus  de var ia t ions  du p H  (les solut ions  r~agissantes  sont  
6v idemmen t  ajust6es  au m6me p H ;  le mil ieu est alcalin). 

I1 est  p a r  cons6quent  permis  de supposer  que le PCMB r6agit  ef fect ivement  avec 
les g roupes  C = O polaris6s des bases  pur iques  et  py r imid iques ;  mais  on doi t  cependan t  
a jou te r  que l ' ac t ion  du PCMB sur  le po lynucldot ide  ne se l imi te  pas  n6cessairement  
ce t te  ac t ion  directe  sur  les bases azot6es;  d ' au t r e s  m6canismes,  t e n d a n t  ~ favor iser  
l ' ac t i0n  r ibonucl6as ique sont  concevables  6galement .  

Nous  tenons  k remerc ier  Messieurs les Professeurs  BRACHET ET CHANTRENNE pour  
l ' in t6rSt  avec lequel  ils ont  suivi  ce t r ava i l  et les conseils qu ' i ls  nous ont  prodigu6s.  

Nous  remerc ions  6galement  Monsieur  M. C. DURAND pour  l '6chant i l lon  de r ibo-  
nucl6ase qu ' i l  nous a g rac ieusement  offert. 
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RFSUM~;  

Le parachloronlercuribenzoate de s o d i u m  agi t  sur  la r ibonucldase  en p r o v o q u a n t ,  selon les con- 
di t ions  exp6r imenta les ,  soit  une  inhibi t ion,  soit  une  ac t iva t ion .  

I. L ' i nh ib i t i cn  p rov ien t  d ' u n e  in te rac t ion  r6elle en t re  le PCMB et  la R N a s e ;  elle d6pend  du  pH,  
des concen t r a t ions  re la t ives  et  du t e m p s  d ' i ncuba t ion .  Elle es t  rdversible (sous Fac t ion  des ions O H -  
et  du g lu t a th ion  n o t a m n l e n t )  et  elle cor respond  v r a i s en lb l ab l emen t  ~t u n  blocage de l ' enzyme  au 
n iveau  de groupes  - S H  actifs.  

2. L ' a c t i v a t i o n  p rov i en t  d ' u n e  in te rac t ion  acide nuc ld ique-PCMB favor i san t  Fac t ion  enzy-  
ma t ique .  

3. L ' d tude  des va r i a t ions  spect ra les  des nucldot ides  et  des bases  azot6es sous  Fac t ion  du  PCMB 
m o n t r e  que  v r a i s e m b l a b l e m e n t  le r6actif  agi t  sur  les groupes  C = O polar isables  de ces subs t ances .  
Des mesu res  61ectrom6triques pa ra i s sen t  conf i rmer  cet te  hypoth6se .  

S U M M A R Y  

Sod ium p-ch lo romercur ibenzoa te  affects  t he  ac t ion  of r ibonuclease  by  caus ing ,  depend ing  on 
expe r imen t a l  condi t ions ,  e i ther  an  inhib i t ion  or an  ac t iva t ion .  

I. Inh ib i t ion  resu l t s  f rom a real in t e rac t ion  be tween  PCMB and  r ibonuclease ;  i t  is d e p e n d e n t  
on pH ,  on rela t ive concen t r a t ions  and  on t ime  of incuba t ion .  I t  is reversible (i.e. u n d e r  t he  ac t ion  
of O H -  ions and  g lu ta th ione)  and  p r o b a b l y  cor responds  to an  inac t iva t ion  of func t iona l  - S H  groups .  

2. Ac t iva t ion  is due  to an  in te rac t ion  of r ibonucleic  acid wi th  PCMB favour ing  enzymic  ac t iv i ty .  
3. A s t u d y  of spec t ra l  va r i a t ions  of t he  nuc leo t ides  and  n i t rogen  bases  unde r  t he  ac t ion  of 

PCMB sugges t s  t h a t  th i s  r eagen t  is ac t ive  on polar isable  C = O groups  of these  subs t ances .  
E lec t romet r ic  m e a s u r e m e n t s  give fu r the r  ev idence  for th i s  in te rp re ta t ion .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

p-Chloromercur ibenzoesaures  N a t r i u m  beeinf luss t  die R ibonuc leasewi rkung  je nach  den  exper i -  
men te l l en  Bed ingungen ,  i n d e m  es eine H e m m u n g  oder Ak t iv i e rnng  ve ran lass t .  

i .  Die H e m m u n g  r i ihr t  von  einer  t a t s~ch l i chen  R e a k t i o n  der  PCMB u n d  der  R ibonuc lease  her .  
Sie h~ng t  ab  v o m  pH,  den  re la t iven  K o n z e n t r a t i o n e n  u n d  der I nkuba t i onsze i t .  Sie is t  revers ibel  (d.h. 
bei der E i n w i r k u n g  yon  O H -  u n d  Glu ta th ion)  u n d  wahrsche in l i ch  m i t  der I n a k t i v i e r u n g  der  funk-  
t ionellen - S H - G r u p p e n  gle ichzusetzen.  

2. Die Ak t iv i e rung  ist  einer R e a k t i o n  der  Ribonukle insXure  m i t  PCMB zu zuschre iben ,  welche 
die e n z y m a t i s c h e  Akt iv i t i i t  begi ins t ig t .  

3. E ine  U n t e r s u c h u n g  der  Ver~tnderungen des  S p e k t r u m s  der  Nucleo t ide  u n d  S t i cks to f fbasen  
bei  der  E i n w i r k u n g  y o n  P C M B  l~tsst v e r m u t e n ,  dass  dieses Reagenz  auf  die polar i s ie rbaren  CO- 
G r u p p e n  dieser S u b s t a n z e n  e inwirkt .  

E l ek t rome t r i s che  M e s s u n g e n  gaben  wei tere  A n h a l t s p u n k t e  fiir die In t e rp re t a t i on .  
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