
~ARKHAM ET SMITH I°, 11, lZ ont confirm6 r6cemment 
G selon laquelle l'action de la ribonucl6ase (RNase) s e  

une d6polym6risation p%alable accompagn6e d'une 
,~ lib6r6, il se produirait une d6cyclisation provoqm 
~hate libre. 
~ch6matiquement, la r6action s'6crirait donc: 

B '  
! 

B ! 
! ! _ p . . .  
J I 

! 

D'autre part, nous avons montr68 que la ribonuel6a~ 
tiels ~ son activit6 enzymatique. Nous avons pu en 
-r~duetion (o.27 v e t  o.64 v) et pr6ciser que l'action 
te du hombre de -SH pr6sents. On peut se demander 
r~ellement n6cessaires aux deux stades de l'action 
~sus. Afin de pr~ciser ce point, nous avons 6tudi6 

RNase -> 

! l ! 
, . , _ _ ,  

ribonucl6ase contient des groupes -S 
d6terminer les potentiels ( 
de l'enzyme est une fonctk 
d~s lors s ices  groupes thio 
ribonucl6asique sch6matis 
chromatographiquement I, 

bonucl6ase par le cyanure. 
off, qu'une r6action telle que la digestion de I 'ARN par 
gime non stationnaire. C'est-tt-dire que si nous supposol 
[e la RNase, de la forme: 
~ttaquable par la RNase 

~s (Ax!)  

(Ab r) --* dinucl6otides inattaquables (Ab) 

les (AaT) 

te la forme repr6sent6e dans la Fig. I. 
[ beige de la Recherche scientifique. 

. . . - - !  

D'autre 
essentiels 
demi-r6duction 
directe 
sont 
ci-des 
effets de l 'activation de la ribonucl6 

On peut supposer, a priori, 
ribonucl6ase s'effectue en r6 
un sch4ma formel d'action de 

I AI~N (An) --~ r6sidu ina 

o~ynucMotides eycliques 

i~ucl6otides cycliques (A 

mononucl6otides eycliques 

mononuel6otides (Aa) 
on observera une ein6tique de 

* Aspi ran t  du Fonds  nat ional  
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Aa! 

;i l 'apparit ion de nouveaux groupes - S H  actifs pr~ 
s de la rfaction, cette activation se marquera par une 
itesses initiales et par un glissement des maxima 
ine des temps. Si, par contre, les groupes - S H  ne c', 
ions, les activations des r6actions par tielles seront tr6s 
dculer dans chaque cas). I1 est 6vident qu'un tel pr~ 
ant l 'apparition individuelle de chaque nucl6otide, 
qualitative et quanti tat ive exactes de chacun des g~ 

devraient ~tre d6termin6es "k l'aide d'un ou de plus 

2a pr6sente 6tude ne constitue qu'une premi6re apt 
nent  d'en d6gager les grandes lignes. Nous verrons , 
~er l ' intervention des groupes - S H  actifs dans les de 
2exp6rience a consist6 ~ pr61ever, ~ des temps v," 
ons contenant un m61ange d'acide ribonucl6ique e 
chantillons ont 6t6 d6pos6s sur les chromatogramme 

d'une souflterie puissante (s6chage complet en 2 m 

groupes separes par le soivai 
)lusieurs solvants de types diff 

)roche du probl~me, capab 
qu'elle permet  n6anmoins ( 

deux 6tapes de la r6action. 
variables, des 6chantillons ( 
et de ribonucl6ase (~ 35°C 

rammes et s6ch6s immfdia tement  
minutes environ). Nous avoi 

onucl6ase de concentrations variables afin d'obtenir d~ 
mesurables. 
avons choisi le cyanure de potassium ~ cause de la stabilil 

olutions aqueuses. 
ces 6tait conduite s imultanfment  en pr6sence et en Pal 
rs pr61~vements ont 6t6 d6pos6s alternativement sur 1~ 
sorte que les 6chantillons correspondants puissent ~tl 

Lemps, dans des conditions absolument semblables, 

ucl6ase cristallis6e, d6pourvue de sels, fournie par  la General Bi 

rents. 
La 

seulemenl 
pr6ciser 

g ' ex  
solutions 
Ces 6chantillons 
l 'aide 
utilis6 des solutions de ribonucl6a 
actions partielles facilement 

Comme activateur, nous 
relativement grande de ses soIutions 

Chaque s6rie d'exp6rien. 
sence de cyanure. Les divers 
chromatogrammes, de telle 
chromatographi6s en m~me tern 

Ribonucldase (RNase) 
Nous avons utilis6 la ribonucl6ase 

chemicals Inc. 
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tiales d 'apparit ion des diverses e 
¢~ d6ternainer l 'activation due aux 

! 

Fig. t 

provoque 1' 
augment 
des r6acl 

catalysent 
diffdrent 

)robl~me d, 
c'est-~-di 
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ldase 

o n s  
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11 f i e  1~1-~ 3 s o n l ;  aeposes  a u  io11(1 ( l e  l a  c u r e ,  par v o l u m e  (1 u n  

m a n  n ° I. 

,e 

Apr~s ~lut ion des taches  dans HC1 o . i  N (i  nu i t  & la ch a mb l  
reuse) les 61uats o n t  6t6 dos~s. N o u s  avons  mesur6 leurs der 
spectrophotom~tre  B e c k m a n ,  modble D.U. ,  par rapport  ~. un 

On trouvera dans les Tableau I, II et III et les Figur 
de mesures; le sch6ma du chromatogramme est 

6ros des graphiques et des tableaux correspondent 

Fig. 2. Schema de c h r o m a t o g r a m m e  (cf. 

l l I 
M A R K H A M  E T  S M I T H  10,11,12) 

o polynucl~otides complexes 
i AG, GC, GU, AAC, AAU, AGU 
2 G, AC, AU, ACC! 
3 GC!, GU! 
4 A , C , U  
5 G!, AU!,  AC!, AU!,  UUU!  
6 A!, C!, U! 

AG dinucl6otide ad6nyl ique-guanyl ique 
AAG tr inucl6otide ad6nyl ique-ad6nyl ique-guanyl iqu 

Le signe! signifie nucl6otide cyclique 

rag, RNase  = o.3~,  KCN = 5 . i o - S M ,  vol. so lvant  = o . I i  
diff6rents 61uats. 

20 rain 30 rain 

o.166 o.149 

0.060 0.055 

i ii~i'~ilJi/~: i ~ 
~ / J  4 |~i 

A ac. ad6nylique 

ii i ~ ( ii G a c .  guanyl ique 
C ac. cyt idyl ique  

Expdr ience  1: A R N  = 5 
Densit6s opt iques  ~. 26o m,u des 

o re.in. 
No.  des taches o m i ~  C N  

o o.o69 o.o6z 

I 0.030 0.027 
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ff~rents subst ra ts .  Les r6sultats  ment ior  
1re pr6par6 pa r  la m6thode de CHARGA 
A R N  Schwarz purifi6 e t  dialys6, ainsi 
N N E  3. 
r a n t s  organiques s en t  tous des produi  

M~THODES 

d~crite par  MARKHAM ET SMITHt0,11 
- - H ~ O  3 o %  et  en t rava i l lan t  dans u 
de la volume d 'un  litre). Le 

chambre  froide et 
densit~s optic 
une solut ion 

RI~SULTATS 

:ures 3, 4 et  
6ga l emen t  

ce sch6m 

U ac. uridylique 

T A B L E A U  I 

zo rain zo  rain 20 rain 
C N  C N  

0.093 o.115 o.12o 

o.o37 o.o48 o.o46 

se rappor-  
r6sul tats  

mcl6ate A 

se (Merck 

nt comme 
"e de NH s 
du papier  

t ' ag i ta t ion  
p, A l 'a ide 
[o . I  N. 

a t s  d ' u n e  
g. 2); les 

He 

1111, 

3o rain 
CAT 

o.197 

O.075 



/ /  --- / . /  

O.O col'np~exesjj / - -  
(250mp - -  . .  

. 3. Experience i. Action [de 
RNase sur  I 'ARN (voir texte) 

RNase seule a,~x 
RNase activde par  le cyanure  

_ - L ~  ]fi 

~Nase , o .o6 .zo  - a ~ m ~ * ~  

Y 
ao~ 

4 l ] " . _ _ _ _ . ~  Fig. 

I./l 
t mln) 

4. Experience 2. Action de la R 
sur  I 'ARN (voir texte) 

// I . R asosou,o ~ RNase activ~e par  ,e cyanur~ 

0.6. lO _3 

/ 

I 4C! 4U! 
U! UWf ~ 

Fig. 5. Experience 3. Action de la R 
sur  I 'ARN (voir texte) 

• RNase  seule 
/~ RNase  activ~e par  le cyanur  

, /* = " • 3 "  1 ° - 3  
- e . , ARN 

A R N  . . . . . .  

// 

D.O] 6 4C/4U! 

I 001C - • 
0 010 ' ,I 

30ml~ 60mln 2h t , I h  

D£ i AU! 
~ 2 6 0  m J J, __  

O.OK • 0.010 

T= 3 5 ° C  

4RN : 5 m~ 

CNK : 3~IO~ hf 

RNase 

ARN 

RNase 

. RNase 

n u r e  

RNase 

ulTe 



Exprrience 3 : ARN = 3 mg, RNase = 9.2 y, KCN = 3" IO-3 

z o  sec 30 m i n  3o rain 
xo  see C N  C N  x h 

o.Ioo 0.086 o.21o 0.235 0.250 0.260 0.265 0.270 0.2: 

o.o49 o.o57 o.o57 o.o61 o.o55 o.o57 0.o55 o.o50 0.02 

o.o51 o.o55 o.124 o.157 o.154 o.2o 7 o.191 o.21o 0.2( 

La composi t ion  des bandes  2, 3, 4 et  6 A 4t6 v4rifi4e p 
lua t s  e t  ch romatograph ie  k l ' a ide  du so lvan t :  isob 
NH3 n. 

)n  vo i t  que le cyanure  p rovoque  une ac t iva t ion  ide,  
.qles: les vi tesses ini t ia les  d ' a p p a r i t i o n  de chaque  gn 
doubl4es en pr4sence de cyanure .  
~s r4sul ta ts  f igurant  ci-dessus ont  6t6 reprodu i t s  ~ plu~ 
iques diff4rents. Ces essais ont  mont r6  que l 'activ~ 

isobutanol-HC113 ou isopropan( 

iden t ique  de tou tes  les r4actio~ 
groupe de nucl6otides sont  

)lusieurs reprises avec des acid  
l ' a c t iva t ion  des diff6rentes vi tess  

le l  que soit  l ' ac ide  r ibonucl4ique utilis4. 
e cas pa r t i cu l i e r  des nucl4ot ides  de la bande  5 (AC ! AU ! ( 
:p4rience 2) que la  pr4sence du  cyanure  pa ra l t  inac t iver  
;. Cependant ,  l 'exp6rience 3, qui  a 4t4 v4rifi4e k de non 
l ' a u g m e n t a t i o n  de la concent ra t ion  en r ibonucl6ase exer~ 

!uelle que soi t  1 'explicat ion de ce ph4nom~ne, on voi t  qu ' i  
(donc l ' a u g m e n t a t i o n  du nombre  des groupes  - S H  act i f  

de l ' ac t iv i t4  enzymat ique .  
au t res  nucl4otides cycl iques (bandes 3 et  6) est  4galemel 
pouvons  en conclure que les deux 4tapes  de l ' ac t ion  de 
a ta lys6es  p a r  les m6mes groupes actifs ,  des groupes  - S t  
; mont r6  que l ' ac t iv i t4  de la  r ibonucl4ase d4pend du nomb~ 
leur pouvoi r  oxydo-r4ducteur) .  C'est  ce 9ui  nous a condu 
r le m~canisme in t ime  de la  r6act ion enzymat ique .  

On 
par t ie l les :  
effet 

Les 
nucl4ic 
in i t ia les  est  reproduct ib le ,  quel  

Considrrons  c e p e n d a n t  le 
UU!  U U U ! . . . ) :  on voi t  (ex 
l i b r r a t i on  de ces nucl4otides.  
breuses  reprises,  mon t r e  que 
le m~me effet i nac t i va t eu r :  quelle 
aussi  la  pr4sence de cyanure  
condui t  h une a u g m e n t a t i o n '  

Puisque  l ' a p p a r i t i o n  des 
ac t iv re  p a r  le cyanure ,  nous 
r ibonucl4ase semblen t  ~tre catal ,  

D ' a u t r e  par t ,  nous avom 
des - S H  pr4sents  (et non de leur  

formuler  une hypoth~se  sur  
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TABLEAU II 

~ase = 3.0 y, KCN = 3" Io-3 M, vol. s~ 

5 rain i o  rain 20 rain 2o rain 
C N  Io  rain C N  C N  3 ° t t  

o.183 0.225 0.270 0.270 0.325 0.2 

o.o47 o.o35 o.o52 o.o42 0.o76 o.o 

o.o42 0.033 0.o49 0.040 o.o57 o.o 

o.044 o.o29 o.o46 0.o36 0.055 o.o 

0.o55 0.o36 0.o60 o.o40 o.o78 o.o 

0.027 o.o37 0.029 o.o42 0.029 o.o, 

TABLEAU I n  

• 1 0  - 8  M ,  v o 1 .  S( 

zh zY~h 2h 
C N  x ½  h C N  ~ k  C N  

0.255 0.265 

0.057 0.055 

0.205 0.205 

pa r  hydro l  

DISCUSSION 

ml. 

n i n  60 m i n  
C N  

3 ° 0.340 

64 0.090 

65 o.Ioo 

53 0.077 
67 o.115 

73 0.037 

ml. 

3 h  3 h  
C N  

0.265 0.280 

o.o49 o.o55 

o.217 o.19o 

I alcaline 
)anol- 

reactions 
en 

tes 
sses 

G! 
la  

nom- 
exerce 

u ' ic i  
actifs) 

a l emen t  
la  

- S H .  
nombre 

duit  



] O 
-- - C H  1 HCO - -P OaH 2 < . . . .  > I . . . .  CH 

1 
H C O H  O CH 

[ II 
HCO - - - P - - - - - - O C H  2 f H C - - O -  

I I ...... i - - - C  H OH i 

CH 2OH S--- R Nase  

qous repr6senterons plus commod6ment la suite de r~ 
nte : 

i i 

+ O  H i H2 { d +  , 
j " , .  . . .  
I 0 

~ +  I / p \  
H - -  C - - O - - O  

3 

, 

H--C--OH O H--C---+-O ~ -  

l / p \ ,  * J //,% 
H - -  C - - O - - O  H - -  C - - O - - O  + C t  

I 
R N a s e  

lectron6gatif que l 'oxyg6ne (il a la m~me 61ectron6gativi 
on du thioester (i) provoquera une augmentation d e  
amets du t6tra6dre du groupe phosphate. I1 en r6sutte t 
PO--CH2- .  Si l'61ectron6gativit6 du g r o u p e - O H  (du ribos 
ion d'dchange deviendra possible avec formation (2) d ' t  
Lra formation d 'un anhydride interne (3). Un second effet- 
'enzyme--  %sultera de la pr6sence du solvant (4). Un nouv 
yes se produira et le cycle sera rompu en faisant apparatt  
ade ultfrieur consistera en une hydrolyse du thioester (, 

ls sont les arguments en faveur de ce sch6ma: tout d 'abor 

! 
H -+-  C - - > -  C 

t ~ O / "  
t1 

I 
H - - C - - O H  

I + H S - - R N a s e  + - -  
H - - C - - O  POaHz 

I 

Le soufre 6tant moins 61ectron~ 
que le carbone), la formation 
densit6 61ectronique aux sommets 
affaiblissement de la liaison P O - - C t  
voisin le permet, une r6action 
complexe transitoire. I1 y aura 
toujours dfi k la fixation de l'enz, 
6change de particules n6gatives 
un groupe acide libre. Un stade 
lib6rant l 'enzyme. 

Voyons maintenant  quels sont 
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ribonucl6ase forment des liaisons 
t compte de la r6sonancc du noyal 
)iide pyrimidique : 

l 

14 

t N = CH 

° O - - C  CH 

II L[ 
* N - - C H  

i 

* i  

, 1 6 +  
] H C O t t  o 
o 1 in 
E i . . . . . .  ] ~ - - -  

i 1 
- - C H  S 

I 
CH~OH 

le r6actions e 

CH 2 

H - > -  C - -  O H  6 d - -  , 

H - ~ -  C --->-  
" - \ S . J  

I 
R N a s e  

1 6 +  H 

+ H + O H -  

4 

] ~ S J  
I 

R N a s e  

-CH. 

ue ,  n o u s  

CH 
I 

CH 

It 
CH 

t 

- P O a H  2 

la fagon 

. O H  [ 
I::CH= 

I 
R N a s e  

I 
+ CH~OH 

tivitd 
la 

un 
:u ribose) 

d 'un 

ravel 
~arattre 

(5), 

d'abord, 



me base pyrimidiqueL c'est-h-dire qu'elle poss~de u 
t ribose. I1 en r6sulte que la partie importante  du nl 

(C3)-phosphate est constitu6e par la base azot6e. D 
tte base, substi tuant le ribose en C1, est importante. 
2'est ainsi que, d 'apr& MARKHAM ET SMITH 11,12, les 
6s par  la ribonucl6ase: 
t. les dinucl6otides puriques 
). les dinucl6otides purine 3'-pyrimidine 5' 
-. les nucl6otides puriques cycliques. 
Foutes ces substances ont ceci de particulier, qu'elles 
pha de la liaison base-  ribose (Ca)-phosphate. 
)e  plus, on sait que ies dinucl6otides purine 3'-pyrimi 
ne la base purique (avec apparition du groupe al 
uables par la RNase. Cet effet montre bien que c* 
mentation de la positivit6 du carbone I du ribose (re 

gn outre, nous avons d6j~t montr6 que le parachlor~ 
eut-6tre la chloropicrine B) active la digestion enzyr 
L sous la forme -C+-O - - :  or il est 6vident qu'une telk 
]u earbone I en ffxant une configuration de r6sonanc 
9n constate encore que le deuxi6me stade de l'aetic 
Ce fair est ~t pr6voir s'il est d6termin6 par  la diffusio 

a m e n y o l q u e  nore) aevlenne~ 
ce qui importe r6ellement e 
renforc6 ici par l 'apparition c 

~arachloromercuribenzoate de sodiuI 
:ymatique en fixant le C=O~ 

telle r6action renforcera la posil 
~nance favorable. 
Faction de la ribonucl6ase est tr  

diffusion des ions OH-,  comme no 
ade, lui, d6pend de facteurs tout diff6rents, et principal 
sibilit6 des mouvements  des groupes r6agissants. A prio~ 
de temp6rature puisse inhiber plus fortement la cyclisatk 
t diminue la mobilit6 relative de ces m~mes groupes r6actil 

a pr6cis6ment relat6 des exp6riences de dilatom6tri 
~6ratures, oh on voit la dilatation initiale, eorrespondant 
uli6rement de 35 ° C k 5 ° C pour disparaitre ~t o ° C. De pK 
augrfientation du pH aec616re consid6rablement le secoi 

differ le premier; I1 semble donc que le m6canisme propo 
ante les donn6es actuelles du probl~me. 

l'augJ 
groupement C = O  ald6hydique). 

En 
(et peut-6tre 
alpha 
vit6 du 

On 
lent. 
le supposons. Le premier s ta  
ment,  semble-t-il, de la possibilit6 
il semble qu 'un abaissement 
que le second stade, puisqu'il 

VAN DEN DRIESSCHE 13 

effectu6es k diff6rentes tem~ 
la cyclisation 14, diminuer r6g 
cet auteur a observ6 qu'une 
stade de la %action sans modit 
%sume d'une fagon satisfaisanl 
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ont montr6 que la chaine prima 
idiques lib6r6s poss6dent un grou 
SRI 2 et LORING et al. 8 ont apport6 
n 3 du earbone b dans la chalne & 
avons sch6matis6 le dinucldotide 
ont 6tudi6 l 'action de la RNase s 

phosphate-R, ont montr6 que 1~ 
l 'action enzymatique. On voit qu 

nte de l 'une des parties seulemc 
(Ca)-phosphate. 
la ribonucl6ase agisse, il faut qu, 

un C = O  
nucl6otide 
De plus, o: 

corps se 

u'elles ne conti 

'rimidine (ou 
ald6hydiq 

te li6 au 
mrs con- 
.~st sur la 
le figur6 
:s mono- 
t groupe 
inclusion 
"16otides, 

¢6e en B 
e l 'azote 
a liaison 
a nature 

sont pas 

de C = O  

orsqu'on 
viennent 

est 
du 

ium 7 
en 

,siti- 

tr6s 
nous 
mle- 

)nori, 
:lisation 
r~actifs. 

:om6trie, 

,lus, 
)nd 
)ose 



• C h r o m a t o g r a p h i c  inves t iga t ion  of t he  ac t i va t i on  of ribonuc] 
n o n s t r a t e  t h a t  t h e  s a m e  ac t ive  - S H  g roups  ac t  in t he  diffe 
[e. 
• On  t he  bas is  of these  r e su l t s  an  ac t ion  m e c h a n i s m  of r ibo 
rma t ion  of a P - S  b o n d  be t ween  t he  s u b s t r a t e  and  t he  e n z y m e  

of t he  ac t ion  of r ibonuclease  can  be considered as essent ial l  
elps to  exp la in  the  i nac t i v i t y  of r ibonuclease  towards  nuc l eo  
in t h e  a -pos i t ion  of t he  base-r ibose  bond.  

~oreover, i t  is in accordance  wi th  all t h a t  is a t  p r e s e n t  kno~ 

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

• Die c h r o m a t o g r a p b i s c h e  U n t e r s u c h u n g  der  Ak t i v i e rung  de 
veisen, daBs die se lben a k t i v e n  S H - G r u p p e n  bei den  versch ied  
L R e a k t i o n e n  Ante i l  n e h m e n .  
',. Au f  G r u n d  dieser Ergebnisse  wird ein W i r k u n g s m e c h a i  
en, E r  enth~ilt die B i ldung  einer  P - S - B i n d u n g  zwischen  dm 
daBs die be iden  au fe inande r fo lgenden  S tu fen  der  W i r k u n g  der  
he A u s t a u s c h r e a k t i o n e n  b e t r a c h t e t  werden  k 6 n n e n  u n d  erlar 
ucleinsi iure gegenf iber  Nucleo t iden ,  die keine  CO-Gruppe  : 

~r s t e h t  ferner  im  E i n k l a n g  m i t  al lem, was  m a n  gegenwiirti~ 

%{, BROWN ETA.  R. TODD, J .  Chem. Soc., (1953) 2040. 

s m e c h a n i s m u s  der  R ibonuc lease  vorg  
d e m  S u b s t r a t  u n d  d e m  E n z y m .  

der  R ibonuc lease  als im wesent l iche 
e r l aub t  a u s s e r d e m  die Inakt ivi t~i t  dt 

in a -S te l lung  zur  B a s e n - R i b o s  

g fiber die R e a k t i o n  RNS-RNa , ,  
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