
)iff6rents auteurs ont montr6 que certains inhibitem 
onucl6ase dans des conditions telles que l 'on peut col 
',s groupes thiols. 
.~appelons £ ce sujet les t ravaux de ZITTI,~- ~9 (inactiva 
te et l 'ac6tate ph6nylmercurique) et les n6tres (inhibit 
)ate de sodium ~5, x~, la chloropicrine TM et activation pe 

ces r6sultats semblent s 'opposer ceux de HOLIES 
~ux hydroxyles et action nuUe de l 'eau oxyg6n6e), c 
:ente par  le parachloromercuribenzoate de sodium) 

qous avons d6j~ discut6 TM les r6sultats de ROTH et rr 
compatibles avec les n6tres. Le probl~me soulev6 

;nzyme k r~agir avec l 'eau oxyg6n6e nous a pouss6 
aziations de l 'activit6 enzymatique sous l'influence 

~lous avons 6tudi6 successivement l 'action: 

c e u x  de  I~OTH ~ ,  ~o (actlvatl( 
et ceux de TABORDA et al 

montr6 qu'ils 6taient parfait  
par l'impossibilit6 apparen 
k 6tudier syst6matiquemel 
de divers r6actifs d 'oxyd 

ou oxyd6 7. de syst~mes ~ potentiel r6dox impos6. 

un sch6ma de structure qui rend compte des ph6nomSn 
ifi6 par  des dosages amp6rom6triques. 

lous avons  utilis6 la ribonucl6ase cristallis6e, d6pourvue de s e  

icals inc. Des essais on t  6t6 effectu6s, ~. t i tre de contr61e, sur  1 
la Wor th ing ton  Biochemical Sales Co. Des r6sul tats  comparab] 

[ de la l~echerche scientifique belge. 

(inactivation par  les r6ducteurs). 
No1 

ment  
de l'enz~ 
les vati~ 
r6duction. 

Nous 

I. du cyanure 
2. du sulfite 
3. du glutathion r6duit ou 
4. de l 'acide o-iodosobenzoique 

Nous avons pu en tirer 
observ6s et nous l 'avons v6rifi6 

I. Ribonucl~ase (RNase): Nous  
fournie pa r  la General Biochemicals 
6chantillon d ' enzyme  fourni  pa r  
on t  ~t6 ob tenus  dans  lcs deux cas. 

* Asp i ran t  du Fonds  nat ional  
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e et d'une 61ectrode de platine vibrante plongerant dans la sol 
Ljoute des ions argent par fractions d'un/zl, 
,orsque les ions sont consomm6s enti~rement par les SH le 
tensit6 est proportionnelle A la concentration en ions Ag+ li 

* du cyanure (Fig. I,  a) 

Ious avons 6tudi6 les var ia t ions  enz: 
acl6ase k 5 7/ml sous l ' ac t ion  du cyanure  de potas  
tre se r4part issaient  entre  IO -6 M/1 et IO -1 M/1. La r4: 
lue 0.2 M (pH 5). Les r6sul tats  ne sont  significatifs 
anure voisines de IO-~ M/1 v u l e  p K  ~lev6 de cette sl 
Iotons que pour  une  solut ion molaire en CNK, i l  
'me (influence de la var ia t ion  de pH, d6na tu ra t ion  ?). 
,a courbe a de la Fig. x qui exprime les var ia t ions  d 

zymat ique  en fonct ion des Ic 

L 'ac t ion  du cyanure  sel 

L'effet observ6 est, glob 

y a l n I l l O l U O n  apparen~e C 

). 
du logar i thme de l 'act ivi t6  el 

,garithmes des concentrat io ,  
d 'ac t iva teur ,  rend  compte des r4snl ta ts  obtenus.  

sera discut6e plus loin de favc 
approfondie.  

Action du sulfite (Fig. I,  b) 

lobalement ,  le m~me mais l 'act  
va t ion  est cependant  plus faible (65% au lieu de lOO% 
Nous avons 4tudi6 la var ia t ion  de l 'act ivi t6 enzymat iq l  
en pr6sence concentra t ions  croissantes d'activate~ 
(de IO -5 M]I ~ i o  -1 M/1). Remarquons  d~s k pr4sent ql 
la RNase oxyd~e (voir plus loin) est r6activ4e par  
sulfite jusqu% ce que la moiti6 de l 'act ivi t6 init iale so 
restaur6e. 

Nous verrons plus loin l ' in te rpr6 ta t ion  de ces ph6n~ 
m~nes. 

tve encore, mais l ' ac t iva t ion  max ima  s 'ob t ien t  d6jk ~ d, 
faibles en act ivateur .  
s ' impose ici: t o u s l e s  r6ducteurs utilis6s ac t ivent  la rib 

La 

t8 

t 

"~ 1.7 
tO 

_o ~ '~ ~ ~ _  
1.4 _~ .~ .~ .~ _~ .~ 

log co-c. actiz 

Fig. I. Action des r4ducteurs 
sur l'activit4 de la ribonucl4ase 

a. cyanure 
b. sulfite 
c. glutathion 

Action du glutathion (Fig. I,  c) 

Le m6me effet se re t rouve 
concentra t ions  re la t ivement  

Une  remarque  g~n4rale 
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METHODES 
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kRN ~ I0/0 0 en tampon ac4tique 0.2 M 
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On saitS,9, 2e qu 'aux p H  sup6rieurs b ~ ,  
6gaux ~ 7, aucun groupe autre que 
SH n'est  oxyd6 par  l 'iodosobenzoate, 
me aux tr~s fortes concentrations. 
fair que l ' inhibition est beaucoup 
s rapide ~ des pH sup6rieurs ~ 7 
tt provenir de la nature des SH de 
ribonucl6ase: supposons, en effet, 

ces SH forment des liaisons avec 
groupes voisins (S- -NHs  + par  exem- 

). Les r6actifs employ6s 
is cette 6ventualit6, briser d 'abord 
liens; la r6action globale d6pendra 
la valeur relative des vitesses des Fig. 2. Action 

On comprend que si l 'on augmente 
)H du milieu, les liens S--~NH~ + (ou tous autres lie~ 

de plus 

x " * tion po~ 
N o  

~ .  rieurem 

de l 'ac ide iodosobenzofque  ~ T 
(RNase :  5 ~/ml) 

a. lO -4 M ;  b. I O  - ~  M ;  c. Io  -3 M.  

liens du m~me type) deviend 
en plus faibles et que l'ox: 

)OUlTa s'accomplir plus ais6m 
Nous reviendrons d'ailleurs 1 

rieurement sur cette interpr6tation 

Action de l'eau oxyg~n~e 

Contrairement aux r6sultats o 
nus par HOLMES et al. 1~ (qui signa 
cependant avoir observ6 parfom unq 

c hibit ionnonreproductible),notre 6c] 
tillon de ribonucl6ase s'est mo 

d oxydable par l 'eau oxyg6n6e. 
Ourle incubation en minutes I1 faut  cependant admet t re  
sobenzoique  zo -3 M & pH 7 les concentrations de perhy 
s e :  5 y/ml)  requises sont fort 61ev6es, lorsqu 
=I 8.5; d. p H  xo. r6action n 'est  pas catalys6e. 

de nos r6sultats (RNase: 4.7 y/ml). 

:6traac6tique.  

r6actions partielles. 

le F 

100~ 

'x_ 

l [ 
0 m 60 

Fig. 3. Action de l'acide iodosobenzoh 
diff6rents  p H  (RNase  

a. p H 5 ;  b. p H 7 ;  c. p H  

Le Fig. 4 rend compte 

* Acide ~ thy lene-d iamine- t6 t raac6 t i  
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nder si cette action n'est  pas due i 
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50 RNase (4.7 #~it 

I ~ I \l{ I I 
lh 

Fig. 4. Act ion  du  pe rhydro l  0.6 M sur  la R N a s e  (, 

(x) : idem, apr6s  ac t ion  d ' u n e  gou t t e  d ' u n e  so lu tk  
(xx):  idem, apr~s ac t ion  de 2 gou t t e s  d ' u n e  solutio 

4- ad jonc t ion  de g l u t a t h i o n  r6dui t  
5. r6ac t iva t ion  pa r  le c y a n u r e  apr6s  des t ruc t ion  com I 

Lorsque l 'on d6truit l 'eau oxyg6n6e (en 3) par  une (x 

2h 3h 4h 51h 6h 

(4"7 ~,/ml) ~ pH 7 

ition de ca ta lase  
solut ion de ca ta lase  

)16te de l ' eau  oxyg6n6e 

(x) ou deux (xx) gouttes d 'm 
'ajouter  le r6ducteur, l 'effet catalytique disparalt  et Pact 
uit. Lorsque l 'adjonction de cyanure est effectu6e apt  
l 'eau oxyg6n6e (5) l 'enzyme retrouve son activit6 initial 
~ment r~versible. Puisque le glutathion n 'a  pas les propri6t 
n pouvait  esp6rer qu'il n 'aurai t  pas la m~me action cat 
ut6 du glutathion r6duit (IO -3 M) ~ la solution enzymatiql 
a activation de l 'enzyme. 

es groupements autres que les groupes SH n'6taient p~ 
m de l 'enzyme, nous avons suivi les spectres ultra-viol 
en pr6sence de diverses proportions d 'eau oxyg6n6e. L 

is avec du glutathion et du cyanure. Le spectre de l 'enzyn 
~tion appr6ciable, alors que l 'activit6 enzymatique 6ta 
yrosine, responsable du spectre d'absorption, n'interviel 
es processus d 'act ivat ion et d ' inactivation ci-dessus. 

I e t  2. ad jonc t ion  de cyanu re  
3. ad jonc t ion  de c y a n u r e  

Lorsc 
solution de catalase avant  d ' a  
vation de l 'enzyme se produit. 
d6composition compl6te de l 'eau 
L 'oxydat ion est donc parfai tement r~ 
complexantes du cyanure, on 
lytique : aussi avons nous aj out6 
(4). Dans ces conditions, il y 

Afin de d6terminer si des 
responsables de l ' inactivation 
de solutions de ribonucl6ase 
m4mes essais ont 6t6 effectu6s 
n 'a  jamais subi de modification 
profond6ment affect6e. La t3 
donc pas directement dans les 
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ntration 0. 9 M e n  H20 , (pH 7), 1 
n .  
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eures d' incubation et en l 'absenc 
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:tivation. 
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~ous l ' a c t l o n  ctu cyanure IO-" 1r2, 11 y a r e a c t i v a t i o n  1 

ttres solutions sont activ6es de la fa~on pr6vue. 

~nes d potential d'oxydo-r~duction impos~ 

?uisque l 'activit6 de la ribonucl6ase peut ~tre mesur~ 
ons (dans la m6thode que nous employons, la concel 
7/ml, soit 4 .1o -7 moles/litre), nous pouvons envisa 
ax ~ potentiel impos6. 
;i, par exemple, nous choisissons les concentrations e 
pH qui conviennent, nous pourrons obtenir une s6ri, 

~do-r6duction ne variera pas si l 'on ajoute de faibles 
aire, ce potentiel imposera ~ 1'enzyme un 6tat d'ox 
~i du milieu. 
~i, par cons6quent, l 'activit6 enzymatique d6pend d. 
zme, elle variera en fonction du potentiel du milieu. 
Foutefois, la possibi]it6 qu'il existe des complexes en 
nzyme devra ~tre consid6r6e dans chaque cas. 
La plus grande difficult6 de la m6thode r6side dans l 
zdo-r6duction impos6. On peut soit le calculer, soit le 
[1 est possible de le calculer chaque fois que le syst~m¢ 

normal bien d6termin6 et que les variations E = f 
[1 est difficile de le mesurer ~ l 'aide des m6thodes 6] 

de l '6tat  d'oxydo-r6duction 

entre le systbme r6dox tamp( 

la d6termination du potenti 
le mesurer. 

rstbme r6dox tampon a un potenti 
(pH) sont connues. 

61ectrom6triques: elles ne pe 
le potentiel d 'un m61ange de glutathion oxyd6 et r6dui~ 
est inactif vis-a-vis de l'61ectrode de platine. 

Lvec les indicateurs de potentiel d'oxydo-r6duction ne so 
t p r~s  WURMSER 28, car il n 'est pas possible par cette m6thoq 
tuilibre vrai entre la forme oxyd6e et la forme r6duite. L 
ldant de d6terminer le potentiel d'oxydo-r6duction appare 

de r6soudre le probl~me en employant  des substances do 
ion est bien connu et dont les variations de potentiel 
!termin6es. 
aque fois mesur6 le potentiel ~t l 'aide d'indicateurs color 
Lions pour lesquelles ces valeurs ne concordaient pas (parl 
rois seulement ont du ~tre ainsi rejet6es). Nous avons d6t~ 
tues en pr6sence de: 

l'enz3 
Toutefois 

et l'enz, 
La 

d'ox 3 
n 

r6dox 
I1 

met tent  pas de d6terminer 
parce que le compos6 oxyd6 

Les exp6riences faites avec 
pas concluantes non plus, d 'a  
de rnettre en 6vidence un 6~ 
indicateurs permettent  cependant d~ 

quelques pourcents pr~s. 
Nous avons alors essay6 

le potentiel d'oxydo-r6duction 
fonction du p H  sont bien d6termin~ 

De plus, nous avons cha( 
et nous avons rejet6 les solutions 
un grand nombre d'essais, trois 
rain6 les activit6s enzymatiques 
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natique (dans de l 'eau distill6e) es 
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ltiques que l 'on place dans les m 
istill6e fralche. 
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3. k, b n / u b b t , ' ' :  L --- 0.45 + 0.03 log (GSH), 

La litt6rature abonde en valeurs discordantes e,*°, 
la plus 
parfait, 

RNase = 7.4 ~,/ml ~ 25% 
. O~utathio. effectm 
• Cyanure de K 
• Sulfife de K 

Indicat 

2--1 

\ • T 6  

m& 

sH . . . . . . . . . .  ® ~ Er, 

nucl6as 
H~O~ t 

, , fixer I', 
+0.5 +0.6 +0.7 

Potentiel d'oxvdo-r~ductton(volt=) 
;. 5. Variations de l'activit~ d'nne solution de Le 
onucl6ase (7.47/ml) en fonction du potentiel tique el 
~xydo-r6duction du milieu et courbe d'oxydo- 

r*duction th6orique (volt discussion) r6ducti 

En partant  de solutions de 
tse plus ou moins oxyd6e 
par exemple), il est possibl 

l '6tat d'oxydo-r6duction de 
zyme selon le potentiel du milieu• 

Les valeurs de l'activit6 enz: 
en fonction du potentiel d'ox 
tion sont donn6es dans la FJ 

ide iodosobenzoique et l'oxyg~ne de Fair ont tous trois 
e sur la ribonucl6ase. 
it efficacement, k pH 7, que lorsque la rfaction est catal, 
cas analogue de l'ur6ase TM, dont les SH ne sont aucunel 
t6pourvue de toute trace mgtallique. 
d. ont observ61~ une inhibition faible et non reproductib 
:ion du perhydrol, il est probable que les solutions util 
itement exemptes de catalyseurs d'oxydo-r6duction. Le, 
It de temps ~ autre permettaient l 'oxydation et l'inhib 
.~. I1 se peut d'ailleurs qne l'6chantillon de RNase dont 
rune quelques traces m6talliques permettant k la rgactic 

20 

~0 

÷ a2 +d3 + &  

Fig. 
rib 
d'ox' 

Action das oxydants 

L'eau oxyg6n6e, l'acide 
action inhibitrice marqufe 

L'ean oxygfn6e n'agit 
rappelons k ce propos le 
oxyd6s si la solution est d6 

Lorsque HOLMES et al. 
la ribonucl6ase sous l'action 
6taient, en g6n6ral, parfaite 
puret6s qui s 'y trouvaient 
occasionnelle de l'enzyme. 
nous sommes servi contienne 
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.dicaux hydroxyles (capables d'aiUeurs d 'oxyder  de~, 
de raison de l ' admet t re  n6cessairement, puisque d 'au 
Ltalyser 6galement l 'oxydation et que ceUe-ci peut 
ians des conditions favorables. L 'eau distill6e, qui nou 
,.halt surtout  des ions cuivre; ceux-ci ont 6t6 d6cel6 
k montr6 que le cuivre inhibe la ribonucl6ase; mais 1: 
lyre n'inhibe que si  l 'oxyg~ne de l 'air intervient, on 
aon pas en se fixant sur l 'enzyme, mais en catalysam 
3n salt qu'il  en est de m~me pour la cyst6ine, le glut~ 
,ale ~ pour tous les  thiols. 
La n6cessit6 de l ' intervention d 'un catalyseur peut 
ine que les SH de la RNase ne sont pas libres dans 1¢ 
[e proviendrait  surtout  de la n6cessit6 de rompre une 
reviendrons plus loin sur ce point qui nous parai t  dev, 
RNase tant  au point de rue  des oxydo-r6ductions q 

Remarquons auparavant  que l'acide iodosobenzoiqu 
t est plus 61ev6, alors qu'il est d6jk fort actif k pH 
:yde quant i ta t ivement  la cyst6ine en une m i n u t e ) ;  
pas av6r6 sp6cifique n ont 6t6 signal6s en milieu acid 

7, m~me aux fortes concentrations. De plus, les 
avons faites excluent la tyrosine de la liste des aci 

se susceptibles d'etre touch6s par  les conditions d' 

liaison pour reformer l 'autl 
devoir expliquer le comporteme 

qu'k celui du pH. 
ue  r6agit d ' au tan t  mieux q 

~H 7 dans la plupart  des cas' 
les rares cas off ce r6actif 

acide, mais jamais ~ un p H  suy 
mesures spectroscopiques q 

acides amin6s constitutifs de 
d'oxydo-r6duction. I1 ne res 

rine et la thr6onine, alcools primaires et secondaires do 
t douteuse dans des conditions aussi douces. 
:ydation de la ribonucl6ase porte bien sur des groupes S 
aent facilement. 

si l 'on exprime les activit6s enzymatiques en fonction 
du milieu, on obtient une courbe pr6sentant un palier 

n aspect semblable k celui des courbes de t i tration d 'oxyd 
[es syst~mes contenant deux couples d 'oxydo r6ducti 

be selon la formule: 

de la 
Reman  

le pH 
(il oxyde 
s'est 
rieur 
nous 
RNas, 
comme possibilit6 que la s6nne 
l 'oxydation r~versible est fort 

I1 semble donc que l 'oxy 
libres ou lib6rables relativement 

Action des r~ducteurs 

Le Fig. 5 montre que sl 
potentiel d 'oxydo-r~duction 
deux parties ascendantes. 

Cette courbe pr6sente un 
r6duction obtenues pour des 
distincts. 

Si l 'on calcule une courbe 
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r (un seul 61ectron). De m~me, on peut  superposer um 
et 126 u) aux points  situ4s entre 0.2 V et o.4V. 

;ela nous a permis de d6terminer les potentiels de dem 
constantes  d'4quilibre correspondantes:  

~ '  = 0.27 V :}: o.oi  V 

~ '  = 0.64 V 4- o.oi  V 

Pout semble donc se passer comme si la r6duction d~ 
6tapes distinctes. 

)n  pourrai t  penser que la r6action ne met  en jeu quh 
imentale @ouse la courbe th4orique construite selon 

(Ox) 
E = E ° + log (Red) 

;i cependant  l '4quilibre d 'oxydo-r~duct ion de l 'enzyn 

;i l 'act ivi t6 enzymat ique  d6pend de la concentratic 
,,ndre ~ ce que la courbe expr imant  l 'activit6 en fo: 

'me 6tait de la forme: 

R S S R  + 2 s ~ 2 R S -  

(RSSR/~ 
log - -  E = E ° + 0.06 log - -  

(RS-) 

concentrat ion de la forme RS- ,  on dc 
fonction du potentiel  d ' oxyd  

m m e n t  que le transfert  d 'un  seul 41ectron. 
qui a 4tfi dit plus haut ,  nous voyons  que la r4action dc 

NH3+ N H a \  
I .S 

~ \ b S  
NH3+ NHa  / 

t d ' incubat ion n 'a  pas d'influence sur l 'aetivit6 enzymat iqu  

R T  
ons:  G °' = --E °'*iF E o' = ~ i n K  °' 

)re p a r f a i t e m e n t  rdversible.  Ce n 'es t ,  en r6alit6, pas  1~. le cas, pu i sq  
t pou r  a m e n e r  une  solut ion de r ibonucl4ase  5. un  6 ta t  de r6duct i  
? p lus  l o n g t e m p s  pour  o x y d e r  l ' enzyme .  De plus ,  le cMcul ass im 
ce qui  ne p e u t  6tre fair q u ' e n  solut ion tr~s dilu6e. 

Si 

On aurai t  : 
o.o6 

E = E ° + - -  
2 

Si 
s ' a t tendre  
r6duction n ' implique apparemment  

En  tenant  compte  de ce 
~tre du type :  

En  effet, le pH  du milieu 

* Calculds ~t l 'a ide des  4qua t ions  

** Remarque 
Ce calcul  suppose  u n  4quil ibre 

I 5 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  suff isent  
impos4 alors qu ' i l  f au t  beaucoup  
les ac t iv i t6s  a u x  concen t ra t ions ,  
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0.06 (Ox) 
= Eo + -  l o g -  

n (Red) 

ec (Ox) + (Red) : C te 
(Ox) 

ars diffSrentes du rappor t :  - -  
(Red) 

S. 
be expSrimentale que nous avons 
ns, comme paliers de la premi~re, 
nt  alors une courbe (indiqu4e sur ? 
ous les points exp~rimentaux 8 c 

)oser une seconde 

demi-r4ducti~ 

K ~ ' * =  1.4" Io  ° G°l ' * =  - -  

K~.' = 2.5" I o  =1 G~' = - -  

de la ribon 

u 'un  ~lectr( 
m la formt 

0.06 

n 

RSSR) 

(RS-) ~ 

rrespond 
activit6 

;) au tour  
prendre 

; (paliers 

ies libres 

aisait en 

a courbe 

doit 
~do- 

doit  

u e :  

p m s q u e  
.uction 

iimile 



rupture par r6action 61ectronique 
=omplexion subs6quente diminuant l 'activit6 enzymr 
la premiere serait d6terminante. 

Si l'on observe une proportionnalit6 apparente entre 1, 
matique, cela provient du fait suivant: 
[maginons l'6quilibre : 

la constante d'6quilibre est: 

Le potentiel d'oxydo-r6duction du cyanure vaut:  

E = 0.27 - - c . o 3  log (CN-) 

log (CN-), + E -  o.: 

mtivit6 enzymatique sera une fonction exponentieUe 
de K r~glera la position du potentiel de demi-r6ductioJ 
oincidence des courbes obtenues en f(E) pour le glutathio: 

pour le glutathion peut donc ~tre consid6r6e comme e: 
t t ivement simples. 

L e  

(I) nous donne: 

\s- ] 
log K = log s 

E = (0.03 

Dans ce cas encore, l'activit~ 
potentiel impos6. La valeur 
de cette valeur d@endra la coincidm 
le cyanure et le sulfite. 

Seule la courbe obtenue 
primant des ph6nom6nes relativem, 
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~ i x x . ~  ~ ~ , z x  l x x ~ v s ~  u x ~ r _ . z x o ~  x x  

tion en faisant varier la concentr~ 
t 'oxydo-r6duction du glutathion 
btienne ainsi le m~me potentiel-ta 
ion de l 'enzyme par le cyanure ou 
mplexant de ces r6ducteurs. On 

+ C N -  ~ R S C N  + R S -  

+ SO3 -2 ~ RSSO 3- + RS- 

n'a plus que la valeur d'une indi 
en deux 6tapes: 

;ymatique, 

le potenti¢ 

= K  

d'oh log K = log 

den 

U C t C U r  e L  

ces deux 

probl~me 
effet, les 

fins d'ad- 

l'activit6 

0.27 

0.03 

du 
Lion; 

ltathion, 

e x -  



zanure d@end k la fois de la concentration en RNas¢ 
L'ensemble des r6sultats ci-dessus nous conduit £ pr( 
,nt pour les groupes actifs de la ribonucl6ase: 

I 

s 

S R - - S  
I ~ GSH 

S 
C N  

:a  ribonucl6ase contiendrait k son 6tat d'activit6 maxi 
Le potentiel r6dox de l'6quilibre d'une de 

I /  

i maximum 4 SH libres ou lib6rabl 
des deux paires de SH est t 

Iectu6es au cours de la preparation de l 'enzyme, cette pai 
me II.  Cette forme est stable dans les conditions habituell 
de catalyseurs et en solution neutre ou basique, la forme Y 
toute solution de RNase sera d~s lors un m61ange de c 

L priori supposer que toute solution £ l'6quilibre contiendl 
eulement, puisque l'6quilibre est possible de l'une £ l 'autr 
ent de calculer les activations th6oriques dans chaque ca 
contr61e au sch6ma. 

d l e  cas du cyanure: 

La ribonucl6asq 
ais6ment (I). 
qu'apr~s les manipulations effectu6e~, 
peut s'oxyder, donnant la forme 
de conservation. En prfsence d, 
apparalt. I1 est 6vident que 
diff6rentes formes. On peut a 
deux de ces formes et deux seulemer 

Ces hypotheses permettent 
c'est ce ealcul qui servira de 

Consid6rons tout d 'abord 
Ier  couple: 

S 

I 
S - - R - - S  

I 
S 
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s attentivement le cas du cyanure 
(CN-) sont obtenus en faisant agb 
Nase d'activit6 initiale difffrente : 
activit6 initiale = 63 u ( . . .  2); ] 
art d'activit6 plus faible ( . . .  z) m 

donc une importance primordial 
glutathion, on obtient toujours 1 

1rant que la concentra t ion  en enzy] 
nn6e en RNase, le glutathion ic 
ndante de l'6tat d 'oxydation initi~ 

e et de l'a 
proposer le 

II III 

s s 
] o , . ,  / 1  

S - - R - - S  S - - R - - S  

S S 

i CN- CN- / \ S O :  / "x 
S SCN S', 

I I I 
S--R--S  S--R--S  S--R 

I I /  I. 
SCN S S 

I C N -  

SCN 

S - - R - - S  
I 
SCN 

t6es 

nent 

S SCN 

/ I  c~-  I 
"--"  S - - R - - S  --" S - - R - - S  x - - -  

I I 
S S 

quantit6 
firieur (2) 
~rieur (I) 

concen- 

la m~me 
leur quel 
l~me. 
l'activit6 

l'action 
de. 
structure 

Lb6rables 
tel 

3alre 
bituelles 

I I I  
c e s  

ntiendra 
l'autre. 

cas; 



nous est  p a r  consequent  facile de t r ace r  une abaq~ 
• p a r t i r  de 1~, l ' a c t i va t i on  due au cyanure :  (y - -  I) % 

couple : 

S S 

/ [  / I  
S - - R - - S  --~ S - - R - - S  x - -  

I r s /  - s ~ 

S e N  S 200 % 
I / I  

S - - R - - S  S - - - R - - S  

I I 
S S C N  

l p l o y a n t  les m@mes symboles ,  nous avons  ici :  

I 0 0  ~ X ~ X I 0 0  - -  X 
- - ' o ]  ------'3+-- 

/ 

./  
S C N  100 ~ / 

S - - R - - S  ./'/" 

i i l I i i I 

5O% 

% RS2 

F i g .  6. A c t i v a t i o n  p r o v o q u 6 e  p a r  ] 
c y a n u r e  e n  f o n c t i o n  d e  l ' 6 t a t  d ' o x y d c  

r 6 d u c t i o n  d e  l a  r i b o n u c ] 6 a s e .  

diquera ,  dans  chaque  cas, l ' a c t i va t i on  m a x i m u m  que l '6 ta  
le t  d 'ob ten i r .  
:entage (x) de la  forme I I ,  nous avons  proc6d6 comme suit  
:ilion d 'une  solut ion enzyma t ique  de concent ra t ion  donn6 
entiel  donn6 k l ' a ide  de g lu ta th ion .  Selon l ' ac t iv i t6  obtenuc 
mt ra t ion ,  il est facile de d6 te rminer  quelles formes contien 
lels  pourcentages .  
nne les va leurs  ob tenues  exp6r imen ta lemen t  dans  chaqu  
r r e spondan te s :  

E n  e m  

) y • 2 ff I00 i00  

D ' o h :  x + 200 
y - -  _ _  

2 X  

(Fig. 6, courbe  I I  ~ III). 
L ' a b a q u e  ainsi  dress6e indic 

de la  solut ion de d6par t  p e r m e t  
Pour  d6 te rmine r  le pourcenta i  

nous avons  pr61ev6 un 6chant i l lon 
et  nous l ' avons  por t6  ~ un po ten t i e l  
l ' ac t iv i t6  de d6par t  et  la  concen t ra t io  
la  solut ion de d6par t  et  en quels  

Le t ab l eau  ci-dessous donne 
cas et  les va leurs  calcul@es cor tes  
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catif  de l ' ac t iv i t6  enzymat ique .  S 
s, on a:  

x ~ IOO - -  x x 
- -  - 2 )  - -  - - -  4 + - - ' ~  ~- I00 I00 IO0 

2 S et  puisque 

RS 4 CN- .- RS 4 

RS~ C N -  RS8 

400 - -  x 
y - -  

400 - -  2 x 

ue donnai  
% (Fig. 6, 

o ! 300 

~ C N -  

[ 

f 
S C N  

0 %  , 
~00% 

I o o  

t i o n  

• t ion de 
U. 

/ 

zo% 

le 
r d o -  

ae l ' 6 t a t  

sui t  ; 
nnee  

~btenue, 
=ontient 

u e  



:,'accord entre les nombres trouv6s et les valeurs th6, 
i1 est possible de r6aliser une abaque dans le cas du 
aleurs exp6rimentales et de celles obtenues par  le cak 
SSOUS : 

x Couple 

0 2--0 
a( 

4 7  2 - 0  
I OO 2 - - o  

2 -  4 

:,'accord est ~ nouveau tr6s bon et le sch6ma semble 
16ma parait  se heurter k une objection: c 'est que Pal 
~s de la RNase ~ n' indique que o. 7 cyst4ine pour 8 cy 

gous avons, pour cette raison, dos6 les SH de la mol 
ode de B~,NESH ET BENESI: 1 , cette technique, utilisan 
sensible, permet  de doser le 7 de SH k 3 % pros et 1 

"entage correspond k une erreur 6gale k deux fois 1'6( 
Nos dosages amperom6triques ont montr6 qu'il  existe 

donc se confirmer. Toutefoi 
l 'analyse quanti tat ive des acid 
cystine/2 dans chaque mol6cu 

mol6cule native de RNase par 
utilisant un appareillage particuli6r 

le dixi6me de y ~t 6 % pr6s ( 
l '6cart-type). 

en r6alit6 dans la ribonucl~a 

2.: -4- o.:  SH par mol6cule 

dans des conditions oh l 'enzyme est totalement inactiv 

o.:  + o.: SH par mol6cule 

propos6 trouve une confirmation directe dans les r6sulta 

ossible de doser les SH en pr6sence d'une exc6s de cyanuI 
nous avons mesur6 les SH libres dans des hydrolysats 

sous azote, en tube scell6. On 6vaporait I'HC1 en exc6s 

dement apergu de ce que la m6thode ne fournissait pas ,  

ce schdma 
amin6s 
de prot6ine. 

Nous 
m6thc 
ment  
pourcenta  

Nos 
nat ive:  

apr~s oxydation par  H~O~ dans 
on trouve : 

On voit que le sch6ma pro r 
de ces dosages. 

Puisqu'il  nous 6tait impossible 
de sulfite ou de glutathion, 
ribonucl6ase. 

L'hydrolyse s'effectuait 
l 'on  dosait de la mani6re usuelle. 

Nous nous sommes rapidement 
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% Activation 

Calculd Observd 

oO O0 

a c t i v i t 6  = 7 ° u a c t i v i t 6  = ] 

115  l O 7  

75 8 0  

5 ° 5 ° 

23  2 7  
2 0  2 0  

th6oriques e, 
sulfite at 

:alcul est do 

% A a@ation 

GalcuM Observd 

O0 GO 

a c t i v i t 6  = 3 4  u a c t i v i t 6  = 

5 8  6 6  

o 3 

dlent. 
paraison 

tableau 

outefois, 
.cides 

nol6cule 

la 
li6re- 

(ce 

ase 

inactiv6, 

l ta ts  

lanure, 
de 

et 

de 
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Jne solution tdmoin de cystdine accuse, apr~s hydro ! 
)erte de groupes SH dgale ~ 15% environ, due vrai, 
~sage (milieu ammoniacal, dur6e du dosage). 
)n peut supposer, d~s lors, qu'une perte du mSme ( 
dans le cas de la RNase; s'il ene s t  bien ainsi, il y 
par molecule (perte ---- I8%), ce qui correspond bi 

aa que nous avons proposal. 
.~emaxquons enfin que des raisons stdriques pourraJ 
!itd relatif des liaisons disulfures rdsultant de Pox) 
ion de cystine est hydrolysde dans les m~mes condil 

)n voit done que le schdma que nous avons propc 
"idtds enzymatiques de la ribonucldase semble eorre 

qous remercions vivement Monsieur M. C. DURAND d( 

• Le g lu ta th ion rdduit, le cyanure  et le sulfite act ivent  la : 

)os6 ~ la suite de l'dtude d, 
correspondre dgalement aux pr, 

de l'dchantillon de ribonuclda,, 

ribonucldase Cette act ivat ion e 
s oxydo-rdductrices de ces substances.  
'acide iodosobenzoique inhibent  au contraire l 'enzyme. Cette in]~ 
des rdducteurs et sa vitesse ddpend des condit ions de pH.  

m oxygdnde inhibent  aussi l 'enzyme. La  rdaction est  catalysde p~ 
;t pa r  le cyanure.  Les solutions ainsi traitdes sont  rdactivables p~ 
s) apr~s destruct ion des agents  d 'oxydat ion.  
~pons rddox mont re  que l 'activitd de la ribonucldase est une foncti¢ 

le la protdine est  proposd sur  la base de ses propridtds enzymat ique 
ouples de thiols oxydables dont  les potentiels  n o r m a u x  sont  dvalu 
at responsables,  en part ie  t ou t  au moins, de l 'activitd enzymatiql  

'est  vu confirmd par  vole chimique. 

~nide and sulphite act ivate ribonuclease. This act ivat ion is due 1 
these substances.  
iodosobenzoic acid inhibit  the enzyme. This inhibit ion is reversib 

ats and its rate  depends on the p H  conditions. 

propridtds 
pridtds chimiques de la protdine. 

N o u  

qu'il nous a aimablement oflert. 

I .  

due exclusivement  aux  propridtds 
2. Le g lu ta th ion  oxydd et l 'acide 

bition est rdversible sous l 'action 
3. L 'oxyg~ne de Fair  et l 'eau 

des ions mdtalliques (Cu+2 . . . )  et 
les rddueteurs  (cyanure y compris) 

4- L 'emploi  de solut ions-tam 
simple du potent iel  d 'oxydo-rdduct ion.  

5- Un schdma de s t ruc ture  de 
I1 implique la prdsence de deux cou 
~t 0.27 V e t  o.64 V. Ces thiols sont  
de la protdine. 

6. Ce schdma de s t ruc ture  s 'est  

i. Reduced glutathione,  cyanide 
the  oxido-reduction proper t ies  of th. 

2. Oxidized gluta thione and 
under  the  action of reducing agents  and 
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conditions: apr6s chaque 6vapor 
lume d'HsO et recommencer l'op 
6otrope HC1-H20. En am61iorant 

avons 6t6 amend k monter un d 
tions ~ rabri  de l'air et ~ tempdra 
ent les rdsultats deviennent repr 
.e tableau ci-dessous reproduit les 

Mode d'dvaporation (Rdsultat hombre de SH 

Fair  1.3 o ~ o. 4 
iellement sous vide 1.75 ~ o.i  

sous vide 3.28 4- o.I  

vdrolyse et dv 
vralsemblabk 

ordre de 
aurait en 

bien ~ l a v  

)ourraient exp[ 
Marion: 

conditions, il r 

R~SUMf. 

SUMMARY 

reprises 
L plus la 
~ e t t a n t  
inde. 
ils sont 

~nues  : 

)us vide, 
mditions 

produit 
"alent de 
~e pax' le 

nque de 
rsqu'une 
)parition~ 

de~ 
) t o -  

nucldase 

es t  

inhi- 

) a t  

3 a r  

~ fonction 

u e s .  

dvaluds 
u e  

to  

reversible 



lliesslich den Oxyda t ions - teduk t ionse igenschaf ten  dieser Sut 
,. Dagegen wirken oxydiertes  Glutathion und Jodosobenzoe 
iemmung ist bei der E inwirkung  von iReduktionsmitteln rew 
yon den Bedingungen des p H ' s  ab. 

b Luftsauerstoff  und Wassers toffsuperoxyd wirken auch hemn 
ron MetMlionen (Cu +~ . . .) und Cyanid katalysiert .  Nach der i 
lie so behandel ten LOsungen durch Redukt ionsmit te l  (Cyanid 
t. Die Verwendung yon Redox-Pufferl6sungen zeigt, dass die 
he Funkt ion  des Oxydat ions-Redukt ionspotent ia l s  ist. 
~. Es  wird auf  Grund seiner enzymat ischen EigenschMten 
schlagen. Es beriicksichtigt die Gegenwart  yon 2 Paaren ox 
tiale zu o.27 V und o.64 V bes t immt  wurden.  Diese T h i o l e  
aatische Aktivitiit des Proteins verantwort l ich.  
5. Dieses S t ruk tu r schema  ha t  sich auf chemischen Wege best 
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