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L E S  G R O U P E S  ACTIFS I )E  LA R I B O N U C L E A S E  

IV. SUR L'HOMOGI~Nt~ITI~ DES SOLUTIONS DE PROT~2INES 

par 

L. L E D O U X *  

Laboratoire de Morphologie animale, Universit~ libre de Bruxelles (Belgique) 

L'homog6n6it6 des solutions de ribonucl6ase (RNase) a r6cemment 6t6 raise en doute 
par diff6rents auteurs2,1° qui ont 6 t a b l i - - p a r  ch romatograph ie - - l a  pr6sence de 
plusieurs constituants dans des solutions de RNase cristallis6e obtenues selon la m6thode 
de KU•ITZ 4 et McDONALD 9. 

L'examen des conditions exp6rimentales adopt6es par les auteurs montre que: 
I. les fractions ainsi s6par6es ont des activit6s enzymatiques qualitativement 

semblables, mais quantitativement diff6rentes: celles qui migrent le plus rapidement 
sont nettement moins actives que les autres, bien qu'elles agissent sur le m~me substrat ; 

2. r importance relative des pics varie selon les 6chantillons, bien qu'ils aient 6t6 
pr@ar6s et purifi6s de la m~me fa~on; 

3. la position de la fraction "la plus active" varie fortement avec le pH, d'une 
mani~re impr6vue: alors que la ribonucl6ase a un point iso61ectrique de 7.8, la vitesse 
de la migration croit de fa~on continue avec l 'augmentation du pH, sans pr6senter de 
minimum ~ 7.8. 

Ces constatations sont compatibles avec l'hypoth~se que les diff6rentes fractions 
seraient constitu6es par des ribonucl6ases de degr6s d'oxydation diff6rents; en effet, 
nous avons montr6 pr6c6demment ~ que la RNase contient deux paires de -S H  oxydables 
(dont les potentiels redox normaux valent respectivement 0.27 v e t  0.65 v) qui contri- 
buent ~ l'activit6 enzymatique de la prot6ine; d~s lors, il est possible que l 'oxydation 
ou la r6duction des groupes -SH modifie l 'adsorption de la prot6ine et que les fractions 
obtenues correspondent en fait d des/ormes diffdrernrnent oxyddes ou rdduites de la m~me 
esp~ce protdique. 

Afin de pr6ciser ce point, nous avons 6tudi6 par chromatographie le comportement 
de solutions de RNase oxyd6e ou r6duite k des degr6s diff6rents. Ainsi que nous l'avons 
d6j~ indiqu6 sommairement 7, les r6sultats obtenus montrent, effectivement, que tYtat 
des groupes - S H  ddterrnine les conditions de la chromatographie des solutions de RNase. 

MATI~RIEL 

i. Ribonucldase: nous avons  utilis6 la RNase cristallis~e, d6pourvue de sels, fournie par  la 
Wor th ing ton  Inc.  et celle fournie pa r  la General Biochemical Inc. 

* Aspi ran t  du Fonds  nat ional  belge de la Recherche scientifique. 
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2. A cide ribonucl~ique: ARN Schwarz purifi6 et dialys6, mis en tampon ac6tique 0.2 M de pH 5. 
3. Glutathion oxyd~ ou rdduit: produits Schwarz. 
4. dmberlite IRC-5o:  nous avons broy6 de la r6sine Amberlite IRC-5o fournie par la Cie Rohm 

et Haas de fa~on ~. obtenir des grains de 2o0-40o mesh environ. 
5. Les rdacti/s mindraux: sont tous des produits pour analyse (Merck ou U.C.]3.). 

METHODES 

I. Chromatographie: nous avons suivi ~. la lettre les indications de HIRS, STEIN ET MOORE. Ces 
auteurs ont d6crit en d6tails les m6thodes de pr6paration de la colonne de chromatographie ainsi 
que toutes les op6rations qui s'y rapportent 2. 

2. Dosage de l'activitd enzymatique: les dosages ont 6t6 effectu6s selon la mdthode spectrophoto- 
m6trique de Ku~ITZ 5. 

3. Dosage de la concentration protdique : nous avons utilis6: 
a. la m6thode de LOWRY et al. 8, 
b. la m6thode de dosage des acides aminds par la ninhydrine 2, 
c. la m6thode de dosages des groupes -SH prot6iques par le ferricyanure 1. 

RESULTATS 

Nous avons soumis ~ l 'analyse ch romatograph ique  un 6chantil lon de ribonucl6ase 

cristallis6e dissous dans le t ampon  phosphate  de pH  6.47 employ6 par  HIRS, MOORE 

ET STEIN. 

La Fig. I repr6sente les r6sultats obtenus (dosage de la concent ra t ion  en prot6ines 

et dosage des act ivi t6s enzymatiques) .  

Nous appellerons les diff6rents pics: O, A, B, C et D. Ces fractions ont  des act ivi t6s 

diff6rentes: les pics C et D ont la m~me activit6,  c 'est-~-dire que le rappor t  act ivi t6 

enzymat ique /concen t ra t ion  prot6ique est le m4me pour eu×; le pie O est peu actif  et 

les fractions A et B ont des activit6s interm6diaires.  
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Fig. I. Chromatographic d'un 6chantillon de ribonucl6ase sur une colonne de IRC-5 o (0.9 × 3 ° cm.) 

Afin de v6rifier notre hypoth~se sur la nature r6elle de cette h6t6rog6n6it6, nous 
avons soumis le pic C k l'action de l'eau oxyg6n6e dans des conditions oh l'inhibition 
de l 'enzyme est r6versible ~. 
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Dans ce but, les fractions qui le composent ont 6t6 rassembl6es, puis dialys6es et 
6vapor6es. On a ajout6 o.5 ml d 'eau oxyg6n6e concentr6e et o.oi ml de CNK IO -2 M 
(servant de catalyseur e) aux 9/lO de la solution C. Apr~s une heure l 'eau oxyg6n6e a 6t6 
d6truite par des traces de catalase cristallis6e (Armour). Le I/IO restant de solution C 
a 6t6 alors ajout6 et on a effectu6 la chromatographie du m61ange obtenu. 
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,L 
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Fig. 2. Chromatographie des fractions C apr~s oxydation par H20 ~ des 90 % de ces fractions. 

Dans une autre exp6rience, nous avons soumis les fractions A et B k l 'action 
oxydante de 3 mg de glutathion oxyd6. La solution enzymatique a 6t6 dialys6e, 6vapor6e 
et soumise k l 'analyse chromatographique. La Fig. 3 rend compte des r6sultats obtenus. 
On voit qu'apr~s l 'oxydation les fractions A et B migrent en position O. 
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Fig. 3. Chromatographie des fractions A e t  B apr~s oxydation par du glutathion oxyde (apr~s dialyse). 

Les fractions O obtenues au cours de ces deux exp6riences ont 6t6 r6unies: apr~s 
6vaporation et dialyse de la solution, celle-ci a 6t6 soumise k l 'action de 5 mg de glu- 
tathion r6duit. 
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Apr~s avoir laiss~ la r~action s'accomplir pendant I heure, 
mflange a 6t6 effectu~e. 

La Fig. 4 repr6sente les r6sultats 
de cette chromatographie. 

On voit que l'on obtient mainte- ,,o.~oc 
nant 6 fractions dont deux nouvelles, 
que nous appellerons G z et G v '~ 

Des dosages compl6mentaires au .~ 
ferricyanure et k la ninhydrine ont 6t6 
effeetu~s afin de prficiser la nature des 
pics G~, G~ et O. La Fig. 5 exprime les 
r6sultats obtenus. Chacune des fractions ~ 
obtenues par chromatographie a 6t6 
dialys~e et le dosage des prot~ines a ~o.~oc 
6t6 refait par la m6thode de LOWRY. 
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Fig. 5. Dosage des acides amiu6s 
et des -SbI libres effectu6s sur 

les fractions G1, G~, O. 
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Fig. 4- Chromatographic des fractions O apr~s r6- 
duction par du glutathion r~duit, 
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Fig. 6. Chromatographic des fractions O apr6s r6duction par 
du glutathion r6duit (apr~s dialyse des fractions obtenues). 

Nous avons obtenu les r6sultats indiqu6s par la Fig. 6. On voit donc que les fractions 
G 1 et G2 proviennent sans doute de l'6chantillon de glutathion utilis6. 

Nous avons alors essay6 de r6duire davantage les fractions O recueiUies pr6c6dem- 
ment: dans ce but nous avons soumis ces solutions ~ l'action de I'H2S gazeux pendant 
cinq heures, ~ pH 7. 

Nous avons effectu6 la chromatographie de cette solution sous une atmosphere 
inerte, l'air 6tant chass6 des solutions par barbotage d'azote. Darts ces conditions, nous 
avons obtenu les r6sultats indiqu6s dans la Fig. 7. 
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Nous avons ensuite tent6 de r6duire 
en le soumettant  pendant IO heures h 
l 'action d'un r6ducteur. La Fig. 8 ~°5°~ 
montre le diagramme de chromato- 
graphie obtenu. Ce diagramme peut 
~tre compar6 utilement k celui de la .~ 
Fig. I ,  car i! s 'agit dans les deux cas, 
de la m~me pr6paration enzymatique. .~ 
Ce diagramme exprime aussi les r6sul- 
tats  des mesures d'activit6 effectu6es 
sur les diff6rentes fractions. 
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Fig. 7. Chromatographie des fractions O apr6s 
r6duction par  H2S 

un dchantillon de ribonucl6ase par I'H2S gazeux 
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Fig. 8. Chromatographie de la RNase cristallis6e (Fig. i) apr6s r6duction par  H=S. 

DISCUSSION 

Les r6sultats qui viennent d'etre expos6s montrent  que la ribonucl6ase est loin 
d'Stre aussi h6t6rog6ne qu'on aurait p u l e  supposer en consid6rant uniquement les 
diagrammes de chromatographie obtenus k part ir  de la prot6ine cristallis6e : on constate, 
en effet, qu'lme grande partie de l'h6t6rog6n6it6 est due, en r6alit6, aux conditions 
d'oxydo-r6duction dans lesquelles s'effectue la chromatographie. 

On volt que les fractions O, A, B, C et D sont parfaitement interconvertibles si 
on modifie leur 6tat d'oxydo-r6duction. On peut donc en conclure qu'elles correspondent 
d des/ormes di~&entes d'une mime prot~ine. 

Nous avons effectu6 sur les diff6rentes fractions des mesures d 'activation ~ l'aide 
de milieux g potentiel d'oxydo-r6duction impos6 s. Par  l 'emploi de solutions de glutathion 
et de cyanure de sodium, nous avons essay6 de d6terminer ~ queue forme d'oxydo- 
r6duction correspondent les diff6rentes fractions obtenues e. Les r6sultats montrent  que 
les fractions C et D sont peu activables: 20 & 50% selon les cas, tandis que les fractions 
A et B sont activables de IOO k 15o%. 
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La fraction O est r6activable totalement par le cyanure; c'est-&-dire que l 'activit6 
enzymatique se superpose, sur nos graphiques, h la concentration en prot6ines. En 
pla~ant ces diff6rentes fractions dans des milieux k potentiel d'oxydo-r6duction impos6, 
nous avons observ6 que les pies C et D ne sont pas activ6s 5. un potentiel d 'oxydo- 
r6duction de o.37 v ( =  2 -SH),  tandis que les pies A e t  B le sont, k raison de lOO% 
environ. 

L'ensemble de ces r6sultats permet de supposer que les pics C et D correspondent 
la ribonucl6ase & 2 -SH,  alors que les pies A e t  B correspondent & un m61ange de 

RNase oxyd~e et de RNase k 2 - S H  en proportions k peu pros 6quivalentes. 
Ainsi se v6rifie done une partie du sch6ma de structure que nous avons pr6c6dem- 

ment propos66: c'est celui qui concerne le couple: 

s s 
I / I  

S - - R - - S  -~ S--R--S 

t/ I/ 
s s 

dont le potentiel r6dox normal vaut  0.64 v. 
La s6paration de ces deux formes n'est possible que parce que la vitesse absolue 

de la r6action d 'oxydation est lente vis-&-vis du proeessus ehromatographique. 
Nous ne pouvons toutefois pas encore expliquer pourquoi on obtient cinq fractions 

diff6rentes. D~s ~ pr~sent, il semble cependant possible que les pies A e t  B correspondent 
des zones d'entrMnement m6canique. Les dosages d'activit6 montrent,  en effet, que 

les activit6s enzymatiques de ces fractions A e t  B sont variables d 'une exp6rienee 
l 'autre. Rappelons & ce propos que HIRS, MOORE ET STEIN signalent qu'ils ne sont pas 
parvenus ~ cristalliser, ~ part ir  de ces fractions qui 6taient cependant actives, une 
prot6ine ayant  une activit6 enzymatique quelconque. Ce r6sultat n6gatif s'explique 
ais6ment par l 'oxydation (due & l'air) au cours des manipulations d'isolement. I1 est 
normal que eette oxydation soit plus rapide dans le eas d 'un m61ange de ribonucl6ase 
oxyd6e et de ribonucl6ase & deux - S H  que dans eelui d'une solution de ribonucl6ase 
contenant seulement la forme ~ deux - S H ;  on comprend d~s lors que les auteurs am6ri- 
cains aient pu isoler - -  dans les m~mes conditions - -  la fraction qui correspond & notre 
pic C sans que son activit6 soit modifi~e de fa~on appr~ciable. 

Remarquons, en outre, qu'on ne peut pas esp6rer s@arer par chromatographie la 
RNase ~ 2 paires de groupes -SH,  qui s 'obtient par r6duction complete de l 'enzyme 8. 
En effet, la chromatographic est tr~s lente et les possibilitds d 'oxydation multiples; on 
ne peut donc pas effectuer l 'ensemble des op6rations dans des conditions permet tant  
le maintien du couple 

s s 
I t 

S - - R - - S  ~ S - - R - - S  
I I /  
s s 

En eget, le potentiel r~dox normal de ce couple est de 0.27 v, correspondant ~ la valeur 
du potentiel normal du couple cyst6ine-cystine. Or on salt qu'il est extr~mement malais6 
de s@arer la cyst~ine par chromatographie, surtout ~ des pH voisins de la neutralit6. 

De toute fa~on et bien qu'il reste encore des points 5. pr~ciser, il semble d~s 5. present 
certain que les diverses [raetions obtenues par chromatographic g~ partir de RNase cristallisde 
correspondent g~ des dtats d'oxydo-rd~uction di~drents d'un mOme ddifice protdique. 
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U n e  te l le  c o n c l u s i o n  p e r m e t  d ' a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  su r  le p o i n t  s u i v a n t :  l ' o b t e n t i o n ,  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e ,  de  f r a c t i o n s  d i f f6 ren t e s  it p a r t i r  d ' u n e  m ~ m e  p r @ a r a t i o n  de  p ro -  

t6 ine  ne  s ignif ie  pas ,  n 6 c e s s a i r e m e n t ,  que  l ' o n  se t r o u v e  en  p r 6 s e n c e  d ' e spSces  p r o t 6 i q u e s  

p r o f o n d 6 m e n t  d i f f6 ren tes .  

I1 s e r a i t  i n t 6 r e s s a n t  de  r e c o n s i d 6 r e r ,  ~ la  l u m i 6 r e  de  c e t t e  conc lu s ion ,  le cas  d ' a u t r e s  

e n z y m e s  qui ,  t e l  le t r y p s i n o g ~ n e  a, o n t  p u  ~t re  f r a c t i o n n 6 s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e .  II  e s t  

p r o b a b l e  q u e  la  m ~ m e  r 6 s e r ve  d e v r a  ~t re  6 t e n d u e  ~ des  m 6 t h o d e s  d ' a n a l y s e  vo i s ine s  

de  la  c h r o m a t o g r a p h i e  : des  essais  p r61 imina i r e s  p a r a i s s e n t  m o n t r e r  qu ' e l l e  es t  6 g a l e m e n t  

v a l a b l e  p o u r  les m 6 t h o d e s  d ' 61ec t rophor~se .  

RI~SUMI~ 

L'6tude chromatographique (sur amberlite IRC-5o) de l 'homog6n6it6 des pr6parations de ribo- 
nucl6ase montre  que les diverses fractions qui peuvent  4tre obtenues correspondent ~t des 6tats 
d'oxydo-r6duction diff6rents d 'un mgme 6difice prot6ique. Ces fractions sent  interconvertibles par  
oxydation (HaO 2, glutathion oxyd6) et par  r6duction (HAS, glutathion r6duit). A l 'aide de cette 
m6thode, on peut  s6parer la RNase oxyd6e de la RNase contenant  2 -SH par mol6cule. 

L 'obtention,  par  chromatographie, de fractions diff6rentes "g par t i r  d 'une m6me solution de 
prot6ine ne signifie donc pas n6cessairement que l 'on se trouve en pr6sence d'esp6ces prot6iques 
profond6ment diff6rentes. 

SUMMARY 

Chromatographic s tudy (on amberlite IRC-5o ) of the homogeneity of preparations of ribo- 
nuclease shows tha t  the various fractions tha t  can be obtained correspond to different oxide-reduction 
states of the same protein edifice. These fractions are interconvertible by oxidation (HaOa, oxidized 
glutathione) and by reduction (HAS, reduced glutathione). With this method, it is possible to separate 
oxidized RNase from RNase containing two -SH groups per molecule. 

The fact t ha t  different fractions are obtained from the same protein solution, by  chromato- 
graphy, does not necessarily signify t ha t  profoundly different proteic species are present. 

ZUSAMMENFASS UNG 

Die chromatographische Untersuchung (auf Amberli t  IRC-5o) der Homogenit~it yon Ribo- 
nuclease-Pri~paraten zeigt, dass man verschiedene Frakt ionen erhalten kann, welche verschiedenen 
Oxydations- und ReduktionszustXnden eines selben Proteingerfistes entsprechen. Diese Frakt ionen 
k6nnen durch Oxydation (HTO a, oxydiertes Glutathion) und dutch Reduktion (HAS, reduziertes 
Glutathion) in einander verwandett  werden. Mit Hilfe dieser Methode kann man die oxydierte RNase 
yon derjenigen RNase scheiden, die 2 SH-Gruppen pro Molekel enth~lt.  

Die Tatsache, dass man aus ein und derselben Proteinl6sung chromatographisch verschiedene 
Frakt ionen erh~ilt, bedeutet  also noch nicht  unbedingt,  dass man mit  grunds~itzlich verschiedenen 
Eiweissarten zu tun  hat. 
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