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L E S  G R O U P E S  A C T I F S  D E  LA RIBONUCL~2ASE 

V. OXYDATION PAR L 'AIR  

L. L E D O U X *  
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INTRODUCTION 

En ~tudiant l 'action de diff&ents agents chimiques sur l 'activit6 enzymatique de 
la ribonucl6ase (RNase), nous avons montr6 pr~c6demment : 

(a) que la ribonucl6ase peut 6tre inhib6e par les r~actifs des groupes -SH (agents 
d 'oxydation 1, d'alkylation 2, de formation de mercaptansa) ; 

(b) que l 'inhibition par les agents d 'oxydation 1 ou de formation de mercaptans 3 
peut ~tre renvers6e par les thiols; 

(c) que la prot6ine native est normalement sous une forme r6duite active 
enzymatiquement  1; 

(d) que l'h6t&og6n6it6 chromatographique des pr@arations de RNase est due, 
en partie tout au moins, ~ la presence de fractions diversement oxyd6es ou r6duites, 
interconvertibles par oxydo-r6duction 4. 

L'ensemble de ces r6sultats nous a conduit ~ admettre la pr6sence dans la molecule 
de groupes thiols peu r6actifs, responsables d'une partie importante de l'activit~ 
enzymatique. 

Vu les conditions n6cessaires pour obtenir l 'inhibition de l 'enzyme et les caract&is- 
tiques d'oxydo-r~duction de la prot~ine, nous avons propos~ pour la RNase le schema 
de structure suivantl:  

dans lequel les groupes sulfur6s sont li6s ~ des groupes voisins charg6s positivement 
(NH+2, C + O-, ...). 

Plusieurs chercheurs ont r6cemment critiqu~ nos conclusions, en insistant 6 sur le 
fait que les inhibitions observ6es requi&ent de grandes quantit6s d'inhibiteurs et de 
longues p&iodes d'incubation, ce qui enl~ve ~. l 'action observ6e le b6n6fice de la 
sp~cificit6. D'autres critiquesS,7, s portent sur la r6alit6 m~me des r6sultats que nous 
avons obtenus. 

C'est pourquoi nous avons r6examin6 le probl~me en nous at tachant  particuli~re- 
ment ~ d6montrer la rdversibilitd de l ' inactivation par oxydation douce de la ribo- 
nucl6ase dans des conditions telles qu'une hypoth~se autre que celle des groupes 
thiols soit difficilement concevable. 

" Charg6 de Recherches  du Fonds  n a t i o n a l  de la Recherche  scientifique.  

Bibliographic p. z2 7. 



I 2 2  L. LEDOUX VOL. 23  (I957} 

MATI~RIEL 

i. Ribonucldase (RNase) : nous avons utilis6 diff6rents 6chantillons de ribonucl6ase fournis par  la 
General Biochemical Inc., la Wor th ingt ion  Biochemical Sales Co, la Armour  Co. et les Laboratoires  
P.E.V.Y.A. (Barcelone) que nous remercions pour  leur don g6n6reux de RNase cristallisde. 
2. Acide ribonucldique (ARN) : ARN Roche purifi6 et dialys6, mis en t a m p o n  ac6tique o.2 M de 
p H  5. 
3. Glutathion r6duit ou oxyd6 : produi ts  Schwarz. 
4. Les r6actifs mindraux sont  tous des produi ts  pour  analyse (Merck). 
5. Amberlite XE-63:  fournie par  la Rohln & Haas  Co. 

MI~THODES 

I. Chromatographic:  nous avons suivi /t la lettre les indications de HIRS, MOORE ET STEIN 9. Ces 
auteurs  ont  d6crit en d6tails les m6thodes de p r@ara t ion  de la colonne de chromatographic  ainsi 
que routes les op6rations qui s 'y  rappor tent .  
2. Dosage de l 'activit6 enzymat ique:  les dosages ont  6t6 effectu6s selon la m6thode spectrophoto-  
m6trique de KUNITZ 1. 
3. Dosage de la concentrat ion prot6ique:  nous avons utilis6: 

a. la m6thode de LOWRY et al.  
b. la mesure de l ' absorpt ion U.V. /~ 278. 5 m#. 

RI~SULTATS 

Puisqu'il existe des diff6rences profondes entre diverses RNases commerciales 1°, 
nous avons soumis k l 'analyse chromatographique plusieurs 6chantillons de ribo- 
nucl6ase cristallis6e dissous dans le tampon au phosphate de pH 6.47 employ6 par 
HIRS,  MOORE ET STEIN 9. 

La Fig. I reprfsente les r6sultats obtenus. 
On voit que la proportion de la fraction A 9 varie de 7 ° ~ 95 % selon l'6chantillon. 

La reproduetibilit~ a 6t~ v6rifi6e dans la cas de la RNase Armour. Le Tableau I 
d6montre les r6sultats obtenus au cours de 4 chromatographies effectu6es avec le 
m~me 6chantillon, conserv6 ~ sec au deep-freezer. On volt que la reproductibilit6 de 
la m6thode est excellente. 

T A B L E A U  I 

IMPORTANCE DES DIFFI~RENTES FRACTIONS DE LA RNAsE ARMOUR (EN ~o DE LA QUANTITE 
TOTALE DE PROTI~INE) 

Quatre  d6terminat ions successives effectu6es /t part i r  d 'un  6chantillon conserv6 ~ sec. 

No. de l'expdrience 
Pic Moyenne 

I 2 3 4 

A 72 69 76 68 71 ~ 2 
C 13 17 8 18 14 ~ 3 
D 15 14 16 14 15 ~ i 

Une partie de l'~chantillon de RNase Armour a 6t6 conserv6e, en solution st6rile, 
pendant plusieurs jours, ~ temp~rature ambiante et dans un flacon bouch~ ~ l'ouate. 
La Fig. 2 montre les r6sultats obtenus en effectuant des chromatographies suceessives 
sur des aliquotes de cette pr6paration. On voit que le vieillissement de la solution 
s 'accompagne de l 'apparition progressive de nouvelles fractions (B) s@arables par 
chromatographie. L'activit6 de ces diff6rentes fractions a 6t6 mesur6e avant  et apr~,s 

B i b l i o g r a p h i c  p .  1 2 7 .  
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F i g .  I .  Diagrammes de chromatographie de diff4rents 6chantillons de R N a s e .  

F i g .  2. Diagrammes de chromatographie de l'6chantillon de RNase Armour conserv6 dans de l'eau 
distilMe ~, temp6rature ambiante. Trois d4terminations successives: apr6s o, 20  e t  i o o  heures. 

action du glutathion r6duit (dans les conditions d6crites pr6c6demmenO) ou de la 
cyst6ine (E de la solution = o.20 V). 

Le Tableau II d6crit les r6sultats obtenus. 

T A B L E A U  I I  

CARACT~RISTIQUES DES DIFF~RENT]~S FRACTIONS 0BTENUES APR~S Oj 20  0 U  I 0 0  HEURES D'INCUBA- 
TION DE LA R N A S E  ARMOUR DANS DE L 'EAU DISTILL~E )k TEMP]~RATURE AMBIANTE 

Fraction 

A B C D 

0 2 0  I 0 0  0 2 0  1 0 0  0 2 0  ZOO 0 2 0  I 0 0  

% de la quantit6 totale 72 60  52 o 18 28  13 IO i o  15 12 IO 
Activit6 sp6cifique I i I 0 . 6  0. 7 0. 5 0. 4 0. 5 o o o 
Activit6 sp6cifique en p r 6 -  I i i i . I  i I 0 . 9  I o . 2  o. 3 0 .2  

sence de giutathion 

On volt que les fractions B qui ont apparu au cours du vieillissement de la 
ribonucl6ase, ont une activit6 sp6cifique 6gale k la moiti6 environ de celle du pic A. 
On voit aussi que l'activit~ initiale peut ~tre restaur~e enti&ement par r~duction. 

Les divers 6chantillons d6crits par la Fig. I ont 6t6 conserv6s pendant 78 h dans 
de l'eau distill6e en pr6sence d'air. 

Le Tableau U I  montre la variation d'activit6 de ces solutions et l'effet des 
agents r6ducteurs*. I1 est curieux de constater que l'inactivation est d'autant plus 
grande que la solution 6tait originellement plus h6t6rog6ne. 

* C]. A .  A .  H A K I M ,  B i o c h i m .  B i o p h y s .  Ac ta ,  20  ( I 9 5 6 )  5 8 1 .  
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TABLEAU III 

PERTE D'ACTIVIT~ SUBIE EN 7 s IIEURES PAR LES DIFFERENTES ~CHANTILLONS DE RNASE CONSERVES 

DANS DE L 'EAU DISTILL~E ,~ TEMPERATURE AMBIANTE 

(RNase = 0.o02 mg/ml) 

Act. initiale Act. apri's 7 8 h Act. apr~s rdac- 
~ l 'air o/, inhib, tivation par le 

Echantillon ( unitds arbitr.) (~o~itds arbitr.) o glutathion 

.Armour 5 ° 23 54 51 
Worthington 48 32 35 5 ° 
G.B.I. 49 34 31 48 
P.E.V.Y.A. 55 41 22 53 

Nous avons conserv6, k la temp6rature  du laboratoire, des 6chantillons de RNase 
Armour,  dissoute dans de l 'eau distill6e. Le Tableau IV indique l'effet de la concentra-  
t ion en ribonucl6ase sur l ' inac t iva t ion  obtenue,  de m~me que Faction des agents 
r6ducteurs. On voit  que le g lu ta th ion r6duit  et la g61atine protfigent l 'enzyme et 
empfichent la perte d 'act ivi t6  en pr6sence d'air. 

TABLEAU IV 

VARIATION D'ACTIVIT1~ DE LA R N A s E  ARMOUR 
(EN °' o DE LA VALEUR AU TEMPS ZI~RO) CONSERVI~E )k s e e  DANS DE L 'EAU DISTILLI~E 

Concentrations (mg/ml)  

0.002 0,002 
+ glutathion ! gdlatine 

ro -a  ,]I 1°'oo 

Variation de l'activit4 
a. apr~s 72 h (en %) o ---38 --5 ° +5 o 
b. apr~s I I jours --2o --5 o --52 
c. apr~s 7 2 h et gluta- o .... 2 + i  +3 +6 
thion 

Nous pouvons donc conclure que le ph6nom~ne qui condui t  k l ' appar i t ion de 
nouvelles fractions moins actives et r~activables enti~rement par  les agents r6ducteurs 
est un  ph6nom~ne d 'oxydor6duction.  

DISCUSSION 

Afin d '6viter  les critiques soulev4es par  l 'emploi de fortes concentrat ions d 'agents  
inhibi teurs  (H20 2 par exemple6), nous avons 6tudi6 plus en d6tails l 'une des actions 
inhibitr ices signal6es pr6c6demmentl :  l 'oxydat ion  par  l 'air. Cet agent  d 'oxydat ion  
a l ' avantage  d 'etre incapable  de provoquer l 'oxydat ion  totale et irr6versible des 
thiols en groupes sulfoniques n.  

Nos r4sultats mon t ren t  c lairement  que la ribonucl6ase na t ive  peut  ~tre homog~ne, 
au point  de r u e  de la chromatographic;  elle est constitu6e d 'une  esp~ce prot6ique 
qui se t ransforme len tement  k Fair, en d 'autres  formes moins actives enzymat ique-  
ment ,  mais dont  l 'act ivi t4 sp6cifique init iale peut  ~tre restaur6e enti~rement par les 
agents r4ducteurs. 

Bibliographie p. 127. 
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Comme le glutathion r6duit empSche cette inhibition r6versible, il est vraisem- 
blable que des phfnom~nes d'oxydo-r6duction sont mis en jeu dans Fun et l 'autre cas. 

Ces observations confirment nos rfisultats antfrieurs oil il a 6tfi montr64 que les 
fractions obtenues par chromatographie sont interconvertibles par oxydo-rdduction. 
En comparant  les diagrammes de chromatographie obtenus pr6c6demment k ceux 
dfcrits dans le pr6sent travail, on voit que de nombreuses fractions apparaissent au 
cours de l 'oxydation et que plusieurs de ces fractions poss~dent la mSme activit6 
spfcifique. 

En outre, il semble que ron  puisse arriver k un 6quilibre d'oxydo-r~duction 
entre les diff6rentes formes*. Cet fiquilibre est suffisamment stable pour permettre la 
conservation du m61ange k 5°C pendant plusieurs semaines sans qu'il y ait perte 
ult6rieure d'activit6: Les solutions de RNase utilisfies lors des mesures d'oxydo- 
r6duction dfcrites pr~c6demment (ces solutions 6taient constitu6es par un m61ange 
de formes oxyd6es et r6duites 4) ont 6t6 conserv6es plusieurs mois sans qu'il y ait de 
modification de l 'activit~ enzymatique. 

Ces ph6nom6nes d 'oxydation sont donc tr~s complexes. Rappelons d'ailleurs que 
la vitesse d' inactivation des diff6rents 6chantillons de RNase (Tableau I I I )  semble 
d6pendre de l'h6t6rog6n6it6 initiale de la solution; tout se passe comme si les fractions 
oxyd6es avaient un effet catalytique sur roxydat ion des fractions r6duites ou si elles 
~taient n6cessaires ~ la formation d 'un complexe oxyd6. I1 est d'ailleurs ~ noter que 
la fraction A, isolfe, s 'oxyde beaucoup moins ais6ment que le m61ange des diff6rentes 
fractions. 

I1 est vraisemblable que des rfactions secondaires se produisent aussi; les r6sultats 
obtenus par TANFORD ET HAUENSTEIN 8 semblent plaider dans ce sens, puisque ces 
auteurs observent des diff6rences dans le nombre des groupes carboxyles des RNases 
isol6es par chromatographie. 

Nous avons soulign6, k plusieurs reprises 1,1°, que les groupes sulfur6s de la ribo- 
nucl6ase devaient ~tre de la forme 

puisque leur fiquilibre d'oxydo-rfiduction est ind~pendant du pH ~. On s'explique 
ainsi que TANFORD ET I-'IAUENSTEIN s n 'aient  pas pu observer, par titrimfitrie, de 
differences dues ~ des - S H  entre les fractions qu'ils ont ~tudi~es. Cette structure a 
d'ailleurs, ainsi que nous ravons  soulignfi prficfidemment, ravantage  d'expliquer ~ la 
r~activit~ faible de la ribonucl~ase envers les inhibiteurs des groupes thiols (puisqu'il 
faut d 'abord briser la liaison S-X avant  de complexer le groupe S-). 

Ainsi que l 'ont soulign6 RABINOVlTCI~ ET BaRRON", les conditions n6cessaires 
pour obtenir rinhibition de la RNase par certains r6actifs des groupes thiols peuvent 
faire craindre un effet non sp6cifique. II n 'en reste pas moins vrai que les inhibitions 
obtenues sont rdversibles en pr6sence de r6ducteurs ou d'autres thiols tels que la 
cyst6ine et le glutathion; cette r6versibilit6 constitue un crit~re important  de la 
sp6cificit6 de la r6actionn, 6. 

Par  exemple, les seuls groupes des protfines connus d c e  ~our, qui puissent ~tre 
oxyd6s rdversiblement dans des conditions aussi douces que celles dans lesquelles 

* Quand  la prot6ine na t ive  a perdu environ 50 ~o de son activit6. 
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agissent l'oxyg~ne atmosph6rique, sont des groupes thiols, quelle que soit leur 
%activit6 propre; celle-ci peut d'ailleurs d6pendre de causes st6riques ou autres. 

I1 est clair, 6galement, que m~me si--comme le supposent RABINOVYrCH ET 
BAl~RON6--1'inhibition de la RNase par certains inhibiteurs s'accompagnait de 
l 'arrachement de groupes -OH ou -NHz, il faudrait admettre que ces groupes sont in- 
diff6rents du point de vue enzymatique, puisque l'activit6 peut 6tre restaur~e dans 
une mesure app%ciable en pr6sence de %ducteurs ou de thiols. 

En outre, on a montr612,13 que la d6gradation de la ribonucl6ase peut ~tre 
profonde (perte de 4 o% de l'alanine, de 22 % de la valine, etc .... ) sans qu'il y ait 
perte d'activit6. I1 est clair que la mol6cule de RNase ne doit pas 6tre enti~re et 
intacte pour ~tre active 14. 

Quant aux r6sultats obtenus par GAWRON et alS, qui ont plac~ la pro%ine k 
5 °0 en pr6sence de cyanure et qui ont observ6 k pH 8 une augmentation initiale de 
l'activi% enzymatique accompagn6e de l'apparition de groupes thiols, il est curieux 
de constater qu'ils n6gligent ee r6sultat volontairement et qu'ils ne retiennent que 
les effets d~naturants produits par le cyanure k pH lO.14 et k 45 °, 6videmment 
accompagn6s d'une perte d'activi%. 

I1 est ~tabli que m~me si, comme nous le croyons, la RNase contient des groupes 
sulfur~s, elle poss~de 6galement au moins trois disulfuresaS; la rupture de ces liaisons 
S-S et l'apparition de-SH de d~naturation n'ont rien X voir avec celle des groupes actifs. 

I1 nous semble, par cons~quent, que, dans lYtat actuel de nos connaissances de 
la chimie des pro%ines, les r6sultats qui viennent d'fitre d~crits rendent vraisemblable 
l'hypoth~se, 6raise p%c6demment, de la pr6sence de groupes sulfur& lents, importants 
pour l'activit6 enzymatique, dans la RNase. Une remarque s'impose encore au sujet 
de cette hypoth~se: nous savons maintenant que les 6chantillons utilis6s a-4 pr6c6dem- 
ment et consid~r~s k l'6poque comme rep%sentatifs de la ribonucl~ase na t ivO- -  
6talent en fair constitu6s par un m61ange complexe de formes diversement oxyd6es. 

Nos conclusions ant6rieures ne sont donc plus valables quantitativement et le 
nombre des groupes sulfu%s possibles 1 doit sans doute ~tre ramen6 k deux: c'6tait 
d'ailleurs lk le nombre de groupes sulfur6s suppos6s pour la prot6ine native. Nous 
proposons donc comme schdma de structure des groupes actifs de la RNase native 
(responsables d'une grande partie au moins de l'activi%) la formel: 

S \  / S  

17 51 
X X 

oh S repr6sente un groupe sulfur~ peu r~actif et X un groupe charg6 positivement, 
capable de neutraliser la charge du groupe sulfu% et de former avec celui-ci un lien 
chimique relativement stable. 

RI~SUM~ 

La  r ibonucl6ase s ' inac t ive  s p o n t a n ~ m e n t  en  pr6sence de l 'oxyg~ne a tmosph6r ique .  Cet te  inac t iva-  
t ion  peu t  6tre suppr im6e  ~ l 'a ide de g l u t a t h i on  r6dui t  de cyst6ine.  

De nouvel les  formes  de la prot6ine,  s~parables pa r  cbromatograph ie ,  appara i s sen t  au tou r s  
de l ' oxyda t ion .  Ces formes  on t  des ac t iv i t6s  sp6cif iques fa ibles;  elles p e u v e n t  5tre ac t iv i t6es  
l ' a ide  d ' agen t s  r6ducteurs .  

L 'oxydabi l i t6  des 6chant i l lons  util is6s est  tr~s var iable  et semble  d6pendre  de leur 6tat  
initial.  La  pr6sence de g lu t a th ion  r6dui t  ou de g61atine emp~che  l ' oxyda t ion  pa r  Fair t and is  que 
la di lut ion de la solut ion la favorise.  

Ces r~sul ta ts  conf i rment  l ' hypo th~se  que la R N a s e  con t ien t  des groupes  S peu r6actifs et 
responsables  d ' u n e  par t ie  i m p o r t a n t e  de l 'act ivi t6 enzyma t ique .  

Bibliographie p. 12 7. 
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SUMMARY 

Ribonuclease is spontaneously inactivated in the presence of atmospheric oxygen. This inactiva- 
tion can be suppressed by reduced glutathione or cysteine. 

New forms of the protein appear during the oxidation process. These forms, which are sepa- 
rable by chromatography, have low enzymic activity; they can be activated by reducing agents. 

The oxidizability of the samples is very variable and apparently depends on their inital state. 
The presence of reduced glutathione or gelatin prevents oxidation, dilution of the solution 

favours it. 
The results confirm the hypothesis that  RNase contains sluggish S- groups, essential for an 

important part of the enzymic activity. 
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ENZYMIC HYDROLYSIS OF CEPHALIN IN RAT 

INTESTINAL MUCOSA* 
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In  c o n t r a s t  to  t h e  e n z y m i c  h y d r o l y s i s  of l ec i th in ,  v e r y  l i t t le  i n f o r m a t i o n  is ava i l ab l e  

c o n c e r n i n g  t h e  e n z y m e  s y s t e m s  i n v o l v e d  in  t h e  h y d r o l y s i s  of t h e  c e p h a l i n  f r a c t i o n  in  

t i s sues  of h i g h e r  an ima l s .  In  an  ear l ie r  p a p e r  f r o m  th i s  l a b o r a t o r y  1, t h e  r a p i d  d i sap-  

p e a r a n c e  of l ip ide  p h o s p h o r u s  d u r i n g  t h e  i n c u b a t i o n  of m i n c e d  m u c o s a  of t h e  s m a l l  

i n t e s t i n e s  of t h e  r a t  was  r e p o r t e d .  A q u e o u s  emu l s ions  of b r a i n  c e p h a l i n  are  r a p i d l y  

t r a n s f o r m e d  to  w a t e r - so lub l e  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s  b y  th i s  m a t e r i a l .  T h e  re su l t s  of 

t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  in  t h i s  p a p e r  s h o w  t h a t  t h e  e n z y m e  s y s t e m  w h i c h  c a t a l y z e s  

t h i s  t r a n s f o r m a t i o n  is c losely  a s s o c i a t e d  w i t h  a pa r t i c l e  f r a c t i o n  of t h e  mu co s a ,  a n d  t h a t  

* This study was aided by grants of the National Institutes of Health (RG B-356 and RG 
H-599), of the Godfrey H. Hyams Trust Fund, and of the Charlton Fund. 

** A part  of the data reported in this paper was taken from a thesis submitted by MAURICE J. 
BESSMAN to the Graduate School of Tufts University, Medford, Massachusetts in partial fulfil- 
ment of the requirements for the degree of Doctor of Philosophy, January, 1956. 
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