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INTRODUCTION 

Des t ravaux rdcents ont montr6 que la ribonucl6ase (RNase) peut traverser les mem- 
branes cellulaires de certains organismes vivants et arr~ter leur croissance: KAUFMANN 
et al. 1, 2 ont d6crit les anomalies produites par la ribonucl6ase dans les cellules des 
racines d'oignon et BRACHET 3, 4, 5 a 6tudi6 les ph6nom~nes biochimiques qui accom- 
pagnent l 'arr~t de la croissance de ces racines; il a constat6, en particulier, que la syn- 
th~se des prot6ines s'arr~te dans les racines trait6es ~ la ribonucl6ase. Nous avons, d' 
autre part  6-1°, montr6 que la RNase enzymatiquement active peut passer k travers 
les membranes cellulaires des oeufs d'Amphibiens et bloquer leur d6veloppement, 
m~me k des concentrations tr~s faibles. 

Des effets semblables ont 6galement 6t~ observ6s pour la synth~se des prot6ines ou 
la croissance dans des organismes tr~s divers: amibes::, :3, cellules synth6tisant le virus 
de la mosa~que du tabac :~ ou de la grippe :a, B. r~egatherium :5, :5, cultures de fibro- 
blastes ou de myoblastes 1~, :8. La RNase apparait  donc comme un agent inhibiteur 
puissant de la croissance ceUulaire normale et de la multiplication des virus qui con- 
tiennent de l'acide ribonucl6ique. 

En ce qui concerne les croissances cellulaires anormales, nous avons signal6, 
plusieurs reprises 18-23, l'effet canc~rostatique obtenu k l 'aide de la ribonucl~ase, sur 
un certain nombre de tumeurs solides ou de tumeurs d'ascites. 

L'6tude biochimique de cet effet canc6rostatique est complexe et le choix du 
mat6riel ceUulaire est tr~s important.  Parmi les tumeurs expfrimentales utilisables 
pour une telle 6tude, il convient de choisir celles qui offrent les meilleures garanties 
d'homog6n6it6 biochimique et biologique. Les tumeurs d'ascites r6pondent le mieux 
ces exigences: elles sont riches en cellules canc6reuses (8o--90 %)24 en suspension dans 
un milieu nutritif tr~s homog~ne ~s, continueUement brass6 par le p6ristaltisme. 

Nous avons d6crit pr6c6demment quelques-uns des caract~res biochimiques du 
mat6riel utilis6 ~8 (la tumeur  de Landschtitz) et fait part  des r6sultats pr61iminaires 
obtenus in vitro 18, ~,~-~:. Ces r6sultats indiquent que l 'action de la ribonucl6ase s'ac- 
compagne de troubles profonds du m6tabolisme cellulaire caract6ris6s par une impor- 
tante synth~se initiale d'acide ribonucl6ique et par une augmentation consid6rable de 
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la  t e n e u r  en  p r o t 6 i n e s  (due en  p a r t i e  t o u t  au  m o i n s  £ l ' a b s o r p t i o n  p a r  la ceUule de 

q u a n t i t 6 s  i m p o r t a n t e s  de  p ro t6 ine s  ex t raceUula i res ) .  

N o u s  a l lons  vo i r  q u e  l ' 6 t u d e  des  p h 6 n o m ~ n e s  p r o d u i t s  in  vivo p a r  la R N a s e  p e r m e t  

de  c o n f i r m e r  ces  r 6 s u l t a t s  e t  d ' e n  pr6c iser  la  por t6e .  

MATI~RIEL 

Tumeur 
Nous avons utilis6 des tumeurs d'ascites de Landschtitz, implant6es dans des souris C +. Le temps 
moyen de survivance des souris dans les conditions de nos transplants, est de 17 jours. 

Produits 
Ribonucl6ase Armour ou P.E.V.Y.A.*. La RNase oxyd~e a *t6 obtenue en oxydant ~ le produit 
avec de l'eau oxyg6n6e, en le dialysant pendant  24 h contre de l'eau distill6e et en le concentrant 
sous vide. Les r6actifs min6raux sont tous des produits pour analyse (Merck). 

METHODES 

a. Isolement des diOdrents constituants du tiquide ascitique en rue de l'dtude du m~tabolisme de l'acide 
ribonucldique (ARN), de l'acide ddsoxyribonucl~ique (ADN) et des proMines 
Le liquide ascitique est pr61ev6 ~ l'aide d'une seringue hypodermique munie d'une aiguille No. I2. 
L'6chantillon (0. 5 ml en moyenne) est rapidement transf~r~ dans un tube conique et centrffug~ ~, 
2,5oo tours/rain pendant 2 rain. Une aliquote de liquide sumageant est alors pr61ev6e et d6pos6e sur 
une lamelle de microscopie, puis s~ch~e sous une lampe infra-rouge. Le culot de ceUules est resuspen- 
du dans 5 ml de s~rum physiologique et recentrifug6 ~ 2,5oo tours. Le surnageant est ~limin6. On 
ajoute 2 ml d'acide perchlorique 2% aux cellules et on laisse l 'extraction se poursuivre ~ o°C 
pendant  20 rain. Apr~s centrifugation, les cellules sont rapidement lav~es ~ l'acide perchlorique 
i % ~ o°C et recentrffug6es. Les surnageants perchloriques sont r6unis: ils constituent la fraction 
acido-soluble. 

Les cellules sont alors d$1ipid~es et lav6es 3 fois ~ l'alcool, 2 fois avec un m61ange d'aleool et 
d'6ther (3: i), z fois avec un m61ange d'6ther et d'alcool (3: i) et finalement ~ l'6ther, l_~s sur- 
nageants sont 61imin6s. 

Les cellules sont extraites par 2 ml de NaOH o.I N pendant i8 h ~ 3o°C. On ajoute de I'HC1 
concentr6 jusqu'~ pH I, et on centrifuge la suspension. On lave trois lois le culot par HC1 N. Les 
liquides surnageants sont r6unis, ils constituent la #action A R N .  

Le s~diment est extrait ~ Ioo°C pendant  i h avec de I'HC1 N. Le culot de centrffugation est 
lay6 2 lois par 1' HC1 N e t  les surnageants sont r~unis pour former la ]faction ADN.  Le culot restant 
constitue la #action prot~ique principale. 

b. D~termination de la radioactivit~ sp~cifique des constituants de ces diO~rentes #actions 
I. Liquide extracellulaire. La radioactivit6 du liquide extracellulaire dess6ch6 sur des plaquettes de 
verre est estim~e au compteur de Geiger-Mtiller. On extrait la fraction acido-soluble par HCIO 4 2 % 
pendant  2o min A o ° C. On lave deux lois par le m~me acide, avant de passer g nouveau les plaquet- 
tes sous le compteur de Geiger. On peut estimer alors la concentration de la fraction acido-soluble 
en compos~s puriques ou pyrimidiques au spectrophotom~tre Beckman. 

2. Fraction acido-soluble intracellulaire. La concentration de l 'extrait perchlorique en compos6s 
puriques et pyrimidiques est mesur6e par l 'absorption U.V. de la solution ~ l'aide d 'un spectro- 
photom~tre Beckman. Une aliquote de cet extrait est pr616v6 imm6diatement, d6pos6e sur une 
lamelle de verre et 6vaporce sous la lampe infra-rouge. La radioactivit6 est alors mesur6e. Une 
autre partie aliquote est hydrolys6e pendant  3o rain ~, ioo°C dans l'acide perchlorique qui a servi 

l 'extraction, puis chromatographi~e sur papier Whatman No. 3 avee le solvant butanol tertiaire- 
HC1 az6tropique d6crit par MARKHAM ET SMITH 43. Les radioactivit6s sp6cifiques des diff6rents 
constituants ainsi s6par~s sont alors d~termin6es. 

3. Fraction A R N .  La radioactivit6 sp6cifique de l'ensemble de la fraction ARN est d6termin6e 
de la fa~on qui vient d'Stre d~crite pour la fraction acido-soluble. De m~me, la radioactivit6 sp6ci- 
fique des bases puriques et des nucl6otides pyrimidiques est d6termin6e apr~s une chromatographie 
semblable A celle d6crite g propos de la fraction acido-soluble. 

On a v6rifi6 que les chromatogrammes obtenus dans ces conditions ne sont pas contamin6s 

* Nous remercions tr~s vivement les laboratoires P.E.V.Y.A. (Barcelone) de leur don g6n6reux 
de RNase cristallis~e. 
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p a r  des  acides amin6s ou des peptides provenant des prot6ines intracellulaires. On s'est assur6 
6galement que l'extrait ARN n'est pas contamin6 par la fraction ADN, en y dosant le d6soxyribose 
et en y recherchant la thymine. Nous avons, enfin, contrS16 ]es r6sultats obtenus de cette maniSre 
e n  d6terminant la radioactivit6 sp6cifique des bases puriques apr~s pr6cipitation de celles-ci sous 
la forme de sels d'argent 47. La concordance des r6sultats 6taft excellente. 

4. Fraction ADN.  L'extrait chlorhydrique est 6vapor~ jusqu'~ siccit~, repris par l'acide 
formique concentr6 et hydrolys6 en tubes scell6s pendant 2 h ~ 180 ° C. Les bases puriques et pyrimi- 
diques ainsi obtenues sont chromatographi~es sur papier Whatman No. 3 avec le m61ange iso- 
propanol-HC1 ~. La radioactivit~ sp6cifique des diff6rentes bases est d~termin6e de la fagon habi- 
tuelle. Nous avons v6rifi6 que ni l'uracile, niles acides amin6s d'origine prot6ique ne contaminent 
les chromatogrammes. 

5. Prot~ines. La radioactivit6 sp~cifique des prot~ines a 6t6 6valu~e selon les proc6d6s suivants : 
I. M6thode de VAN SLYKE ~ : d6carboxylation des acides amines (provenant de l'hydrolyse par HC1 
6 N ~ 135% pendant 12 h, en tubes scelMs, des prot6ines) par la ninhydrine et d6termination de la 
radioactivit6 sp6cifique du CO~ d6gag6. 
2. D6termination de la teneur en prot6ines de "la fraction prot6ique principale" dissoute dans 
NaOH N A l'aide de la m6thode de LOWRY et al. ~ et ~valuation de la radioactivit6 de cette solution. 

RESULTATS 

Afin d '~tablir  un  schema du mode d 'ac t ion de la RNase, nous avons abord~ 
l '~tude du m~tabolisme des tumeurs  d'aseites trait6es par  cet enzyme en su ivant  les 
modifications initiales (premieres heures) des vitesses d ' incorporat ion des diff~rents 
cons t i tuants  cellulaires. 

Les pr~curseurs employ~s sont  : l'ad6nine-8-14C, la glycine-iJ*C, l 'acide orotique- 
2-1'C et le formiate de potassium-l*C. Les an imaux  ont  6t6 trait~s k des temps variables 
apr~s l ' implan ta t ion  de la tumeur .  Les r~sultats qui von t  8tre d~crits ont  6t~ obtenus  
sur des groupes de 2 souris du m~me tLge trait~s paraU~lement. Les donn6es num~ri-  
ques repr~sentent  la moyenne  des r6sultats obtenus.  

I .  A d~nine-8-14C 

Age des tumeurs :  I8 louts ;  quant i t6  de RNase inject6e: 2 mg/ml  de liquide ascit ique; 
quant i t6  d 'ad6nine:  IO ~c/ml de liquide ascitique. 
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Fig. I. Incorporation de l'addnine-8-14C dans les cellules d'ascites in vivo. a. Radioactivit~ sp6ci- 
fique de la fraction aeido-soluble, b. Radio~mtivit~ sp~cifique de I'ARN. c. Pourcentage d'incorpora- 

tion dans ]'ARN. (D--O--O Contr61e ; × - -  × - -  × RNase. 
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Fig. 2. Incorporation de l'ad6nine-8-14C dans les bases puriques intracellulaires, a. Radioactivit6 
sp4cifique de l'ad4nine (A), de l 'hypoxanthine (H) et de la guanine (G) dans la fraction acido- 
soluble, b. Radioactivit6s sp4cifiques de l'ad4nine (A) et de la guanine (G) de I'ARN. c. Pourcentage 
d'incorporation de l'ad6nine et de la guanine de I'ARN. C ) - - O - - O  contrSle; × - - × - - ×  trait6 

par RNase. 
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Les Fig. ia  et ib  montrent l'4volution de l'incorporation de l'ad6nine dans la 
fraction acido-soluble et I'ARN des cellules d'ascites avant et apr~s l'injection de la 
RNase dans l'animal. La Fig. IC exprime la variation du pourcentage d'incorporation 
dans I'ARN, obtenu en divisant la radioactivit6 sp~cifique de I'ARN par celle de la 
fraction acido-soluble. La pente de la courbe en fonction du temps repr4sente a/ors 
la vitesse d'incorporation de l'ad4nine dans l'ARN. 

On voit que, d~s l'adjonction de la RNase, il y a une augmentation rapide du 
pourcentage d'incorporation; la vitesse d'incorporation augmente de 100% environ. 

Les Fig. 2a et 2b montrent l'incorporation de l'ad4nine-I-14C dans l'ad4nine, 
l 'hypoxanthine et la guanine de la fraction acido-soluble intracellulaire ainsi que dans 
l'ad~nine et la guanine de I'ARN. On observe que l'ad6nine et l 'hypoxanthine 6voluent 
parall~lement au cours du temps, dans la fraction acido-soluble. L'exp4rience montre 
que la RNase ne modifie pas la vitesse d'incorporation de l'ad~nine (ou de l'hypo- 
xanthine) dans l'acide ad~nylique de I'ARN, tandis qu'elle arr~te celle de la guanine 
dans l'acide guanylique. 

2. Glycine-z-l~C 

Age de la tumeur: 6 j ours; quantit6 de RNase inject4e: 2 mg/ml de liquide ascitique; 
quantit6 de glycine inject4e: IO ~c/ml de liquide ascitique. La glycine est inject6e au 
temps o et la RNase apr~s 18 h. 

La Fig. 3 montre l'4volution de la radioactivit4 du milieu extraceUnlaire (nombre 
de coups/min/ml de plasma ascitique). On volt que, 16 heures apr~s l'injection de la 
glycine-I-z4C, la plus grande pattie de la radioactivit~ du plasma ascitique e.st localis6e 
dans la fraction acido:insoluble, constitu4e principalement par des prot6ines =e. Les 
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Fig.  4 a et 4b mon t r en t  l '4volut ion de la  rad ioac t iv i t4  sp4cifique de la f ract ion acido- 
soluble et  de I ' A R N  intracel lulaires .  Le Fig.  4c 
d6crit  la modif icat ion du pourcen tage  d ' incor-  
pora t ion  dans  I ' A R N  en pr4sence de RNase .  

Les Fig. 5a et  5b exper imen t  la va r i a t ion  
de la rad ioac t iv i t4  sp4cifique de l ' ad4nine  et  de 
la guanine  de I 'ARN,  ainsi que celle des con- 
s t i tuents  cor respondants  de l 'acido-soluble ,  
La  Fig.  5c r4sume les r~sul ta ts  en d6cr ivant  
la modif icat ion de la vi tesse d ' incorpora t ion  
de ces deux cons t i tuan t s  dans  I 'ARN.  Les 
r6sul ta ts  sont  comparab les  k ceux qui  ont  6t4 
ob tenus  avec l'ad4nine-8-14C. 

La  Fig.  6 mon t re  la modif icat ion de la 
rad ioac t iv i t~  sp4cifique des pyr imid ines  de 
I 'ARN.  Cette radioact iv i t4  est faible;  les don- 
n4es cor respondantes  pour  la f ract ion acido- 
soluble font  d6faut,  ce qui  ne pe rme t  pas  d '4 ta -  
bl i r  la  vitesse d ' incorpora t ion  propre  de ces 
const i tuants .  Les r6sul ta ts  d4crits dans  la  Fig.  
6 ne donnen t  donc qu 'une  indica t ion  (qui se 
ve r ra  confirm6e pa r  les exp4riences avec 
l ' ac ide  orot ique et  le formia te  de K) de la 
modif icat ion profonde du m6tabol i sme des py-  
r imidines  de ] ' A R N  en pr6sence de RNase.  
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Fig. 3. Incorporation de la glycine-i-14C 
dans le liquide extracellulaire: radioac- 
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Fig. 4 .Incorporation de la glycine-I-14C in vivo dans les cellules d'ascites, a. Radioactivit4 sp6ci- 
fique de la fraction acido-soluble, b. Radioactivit6 sp6cifique de YARN. c. Pourcentage d'incorpo- 

ration de l'acido-soluble darts I'ARN. O - - O - - O  contr61e; × - -  × - -  × RNase. 

Bibliographie p. 352]353. 



VOL. 2 4  (1957) ACTION DE RNASE SUR CROISSANCE NI~OPLASIQUE V 345 

Q 
Acldo - soluble 

R.S 

, 

70,00( - ~  500C 

x 

[ , , looo 

16 16 20 2 2  1 6  .~h 

b 
ARN 

R.S 

RNase 

C 

% Incorporati¢~ 

/° 
x , A  

51 
I I 

Fig. 5. Incorporation de la glycine-i-14C dans les bases puriques intracellulaircs, a. Radioactivitds 
sI~cifiques de l'addnine (A), de l'hypoxanthine (H) et de la guanine (G) de ta fraction acido-soluble. 
b. Radioactivitds spdcitiques de l'addnine (A) et de la guanine (G) de I'ARN. c. Pourcentage d'in- 
corporation dans l'addnine (A) et dans la guanine (G) de I'AKN. Le contrSle est constitud par 

la m~me tumeur avant traitement ~ la RNase. 

La Fig. 7 exprime la variation de la radioactivit6 sp6cifique des purines de rADN 
et la vitesse d'incorporation (calcul6e k l 'aide des donn6es fournies par  la fraction 
soluble, Fig. 5a). On volt que la RNase n 'a  aucun effet sur le m~tabolisme des purines 
de I 'ADN. 

Nous avons v6rifi6 6galement que la radioactivit6 sp6cifique des prot6ines intra- 
cellulaires n 'est  pas modifi6e en pr6sence de RNase, bien qu'il y ait probablement pino- 
cytose (Fig. 3). Ceci est dfi k ce que les radioactivit6s sp6cifiques des prot6ines intra- 
et extraceUulaires sont ~quivalentes au moment  de l 'adjonction de RNase (7,000 c/ 
min/unit6s Folin). 

3. Acide orotique-2J*C 

Age de la tumeur:  14 jours; quantit6 de RNase inject6e: 3 mg/ml de liquide ascitique; 
quantit6 d'acide orotique-2-x4C: 4 ~c/ml de liquide acitique. 

Nous avons d6termin6 la radioactivit~ sp6cifique de l'uracile de I 'ARN et celle de 
la fraction acido-soluble globale. Les Fig. 8a et 8b expriment ces r6sultats et montrent  
que le m6tabolisme de l'uracile est vraisemblablement acc616r6 par la RNase. 

Afin de d6terminer la nature du pr6curseur de l'uracile dans les tumeurs d'ascites 
et d'6tudier de fa~on d6taill6e le m6tabolisme des diff6rents constituants de I 'ARN, 
nous avons utilis6 clans une mSme exp6rience de l'acide orotique et du formiate de K 
inject6s ~ des temps diff6rents. 
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Fig. 6. Incorporation de la glycine-I-l~C duns les bases pyrimidiques de I 'ARN intruceUulaire. Le 
contr61e est constitud par  la m~me tumeur  avan t  son t ra i tement  par  la RNase. 

Fig, 7. Incorporat ion de la glycine-I-14C duns les bases puriques de I 'ADN (v/. pour la radioactivitd 
sp~cifique des bases acido-solubles, la Fig. 5). Radioactivitd sp6cifique de I 'ADN (RS) et pour- 
centage d ' incorporation (I) dans I'ADN. Le contr61e est constitud par  la re@me tumeur  uvunt  

t rui tement  par  RNase. 

4. Formiate de K-14C et acide orotique-14C 

Age de la tumeur: 9 jours; quantit~ de RNase inject6e: 3 mg/ml de liquide ascitique; 
quantit6 de formiate inject6e, au temps o: 15 ~c/ml de liquide ascitique; quantit@ d' 
acide orotique inject6e, au temps 6o rain: 4 ~c/ml de liquide ascitique. 

La Fig. 9 exprime la radioactivit6 sp6cifique des prot6ines du plasma ascitique et 
des prot6ines intracellulaires. L'augmentation momentan6e de la radioactivit6 sp~- 
cifique des prot6ines du milieu intracellulaire peut ais6ment s'expliquer par des ph~- 
nom~nes de pinocytose d6j~ d6crits ~. Ils correspondraient ~ environ 6% d'augmenta- 
tion de la masse des cellules dans la population consid6r6e. 

La Fig. Ioase rapporte ~ la fraction acido-soluble intracellulaire: on constate que 
seule la radioactivit~ sp6cifique de l'uridine augmente brusquement d~s l'adjonction 
d'acide orotique. La Fig. lob montre l'6volution de la radioactivit6 sp~cifique des bases 
puriques et pyrimidiques de I'ARN cellulaire. On volt que l'uracile, seul, incorpore 
l'acide orotique de fa~on appr6ciable. La Fig. ioc, qui est bas6e sur ces r@sultats, 
montre l'6volution de la vitesse d'incorporation des diff6rents pr6curseurs dans les 
constituants de I'ARN en pr6sence de RNase. On voit que le m~tabolisme de la cyto- 
sine est tr~s fortement acc~16r6 d~s l'injection de l'enzyme. On constate aussi, chez les 
t6moins, que les vitesses d'incorporation de l'uridine clans l'acide uridylique de I'ARN 
et de l'acide cytidylique dans le constituant correspondant de l'acide ribonucl~ique 
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Fig. 8. Incorporation de l'acide orotique-2-14C dans les bases pyrimidiques intracellulaires, a. Radio- 
activit6 sp6cifique de la fraction acido-soluble, b. Radioactivit6 sp~cifique de l'uracile de I'ARN. 
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Fig. 9. Incorporation du formiate-14C de potassium dans les prot6ines extra- et intra-ceUulaires. 
radioactivit6 sp6cifique des prot6ines intracellulaires; . . . . .  radioactivit6 sp6cifique des 

prot6ines extracellulaires; (3-- (3-- O contr61e; × - -  × - -  × RNase. 

restent constants apr~s l'adjonction d'acide orotique. I1 faut en conclure que ces con- 
stituants de la fraction acido-soluble sont des pr6curseurs des bases pyrimidiques de 
I 'ARN. 

La Fig. I I  montre l'6volution de la radioactivit6 sp6cifique des diff6rentes bases 
de I 'ADN en pr6sence de RNase. Seule la radioactivit6 sp6cifique de la thymine change 
d~s radjonction de l'enzyme. Ce r6sultat semble indiquer que le m6tabolisme de I 'ADN 
est, lui aussi, perturb6 par la RNase. Des exp6riences sont en cours pour pr6ciser ce 
point. 

5. Formiate de K,  incubation in vitro 

Afin de v6rifier la signification des r6sultats d6crits ci-des~us, nous avons utilis6 ensuite 
des suspensions de cellules d'ascites incub6es in vitro en pr6sence de RNase. Le t6moin, 
clans ce cas-ci, 6tait constitu6 de ceUules incub6es en pr6sence de RNase oxyd6e, in- 
active enzymatiquement 32, sa. Les ceUules utilis6es proviennent de tumeurs £g6es de 
8 jours et incub6es pr6alablement in vivo pendant trois heures en pr6sence de 15 pc 
de formiate de K. Les cellules ont 6t6 pr61ev6es, centrifug6es et resuspendues clans un 
plasma ascitique non radioactif, obtenu k partir d'une tumeur du m~me Age. 

Les suspensions sont agit6es, ~t 37 ° C, en pr6sence de 3 mg/ml de RNase (oxyd6e 
ou active). 

Les Fig. I2a et I2b montrent les r~sultats obtenus pour la radioactivit6 sp6ci- 

Bibliographie p. 352/353. 



348 L. LEDOUX, F. VANDERHAEGHE 

o 

Acido soluble 

R.S R . S  

. ; i  , 
i 

b 
ARN 

x 

' _ ...'_'_- . . . . . .  " " " - u - - : Z  l /  " , ~ / ' ,  " ,  ~ l ~  i o'__V-~ [ 

",.:'1/ 
/ .¢'," ".  uridi ne~. I / ) ~  

/ / / ~ . ~ - ~  ~ .  - - - ~  I / 7 , ' . -  . ~ . . . - ~ - - -~ - - - -Z -~  
11 A ; ~  ',. ~.~_~urjdil . . . .  j / / ~ /  
I1~ "/  " ~ - - L . .  6..c~zd,. - I / / . f  " ~  " 
L ~,--x-~ -- -- ~L:.Z 

(SO 120 180 240 300 60 120 180 240 300 
- - ~ e -  rain ~ rain 

Fig. IO. Incorporation du formiate-z4C et de l'acide orotique- 
2-zlC dans les bases puriques et pyrimidiques intraceUulaires. 
a. Radioactivit6s sp6cifiques de l'ad6nine (A), de ]a guanine 
(G), des acides cytidylique et uridylique et de l'uridine (U) 
de ]a fraction acido-soluble, b. Radioactivit~s spc~cifiques 
de l'ad6nine (A), de la guanine (G), de l'uracile (U) et de 300 
ha cytidine (C) de I'ARN. c. Pourcentage d'incorporation 
des bases puriques et pyrimidiques de I'ARN. O - - O - - O  

contr61e; × - -  × - -  × RNase. 

Fig. I I .  Incorporation du formiate-x4C et de l'acide orotique- 
2-z4C dans l'ad6nine (A), la guanine (G) et la thymine (T) de 

I'ADN. 0 - - 0 - - 0  contr6le; X I X - - X  RNase. 
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Fig. i2. Incorporation du formiate-X4C dams les cellules d'ascites in vitro, a. Radioactivit6s Sl~Ci- 
fiques de rad6nine (A), de la guanine (G), de l'uridine (U) et de l'acide cyt/dylique (C) de la fraction 
acido-soluble, b. Radioactivit6s sp6citiques de l'ad6nine (A), de la guanine (G) de l'uracile (U) et de 
la cytosine (C) de I'ARN. c. Pourcentage d'incorporation des bases puriques et pyrimidiques de 

I'ARN. O - - O - - O  contr61e; x - -  × - -  x RNase. 

fique des diff6rentes bases de la fraction acido-soluble de YARN intraceUulaire. Le 
Fig. I2C montre la vitesse d'incorporation dans les diff6rentes bases de I 'ARN. 

On voit que l'allure des r6sultats obtenus in vitro pendant les 30 premieres minutes 
de l'incubation est semblable ~ ceUe observ6e dans les exp6riences in vivo. On volt aussi 
que les conditions de survie in vitro ne sont pas optimales u et que le m6tabolisme 
g6n6ral de I 'ARN s'abaisse rapidement (les vitesses d'incorporation sont nuUes ou 
n6gatives chez les contrSles d~s le d6but de l'exp6rience). I1 y a cependant, par rapport 
au t6moin, un effet d'activation du m6tabolisme des pyrimidines par la RNase. 

CONCLUSIONS 

Le Tableau I r6sume l'ensemble des r6sultats obtenus au cours du pr6sent travail. Son 
examen suscite une remarque g6n6rale k propos de l'emploi des isotopes dans l'6tude des 
variations du m6tabolisme ceUulaire. On volt clairement que, dans le cas de l 'action de 
la RNase, il ne suffit pas de suivre l'6volution de la radioactivit6 sp6cifique de I 'ARN, 
de I 'ADN ou des prot6ines pour obtenir une image satisfaisante de leur m6tabolisme. 
En effet, nous voyons que la radioactivit6 sp6cifique de I 'ARN, par exemple, augmente, 
diminue ou reste inchang6e suivant les cas (il enes t  de m~me d'ailleurs pour les diff6- 
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T A B L E A U  I 

VARIATIONS DU M1~TABOLISME CELLULAIRE EN PRESENCE DE RIBONUCL~ASE 

( p a r  r a p p o r t  a u x  t 6 m o i n s )  

No. prdcurs, ajould 

A R N  A D N  Protdines 
Durde Acido- 
incub, soluble rib. cps/min ARN Age de la 
avant Rad. Rad. Vii. Rad. ViL ADN turaeur 

RNase spec. spdc. incorp, spdc. inc. /mole /mole (iours) 
tyrOS, CO I 

A d 6 n i n e  
G l y c i n e  
G l y c i n e  
A c .  o r o t  
F o r m i a t e  
a c .  o r o t  
F o r m i a t e  
i n  vitro 

3 ° m i n  N ' X  "x S /*  18 
I 8 h  = /~ 7 . . . .  /* 6 
i 7 h  = .1  /~ = = /*  6 

75 m i n  = /~ .~ = 14 
9 0  m i n  "x = /~ = /~ 7 
3o  m i n  

o h  ~ = /*  /*  = = = 8 

Bases puriques et pyrivnidiques 

Vitesse d' imorpovation Radio~ivitgs spg*iaques 

Acido-sol~uble ARN 

Ad Gu Ur Cy Ad Gu Ur Cy Ad Gu U¢ Cy 

ARN 

I A d 6 n i n e  = "~ = "~ = "x 
2 G l y c i n e  = /*  = /* = "x 

3 G l y c i n e  = J / *  7 / *  
4 A c .  o r o t  = 7 t 7 
5 F o r m i a t e  = = ~ ' x  ~ = = ~ /~ = = /* /~/*  

ac .  o r o t  
6 F o r m i a t e  = = "x "x . . . . . .  /* /*  

rentes bases qui le constituent). La settle mesure de la radioactivit6 sp6cifique de I'ARN 
en presence de RNase conduirait donc k des r6sultats non reproductibles et m~me 
contradictoires. Au contraire, l'6tude simultan6e de la radioactivit6 sp6cifique des 
pr6curseurs et des produits finaux du m6tabolisme cellulaire permet le calcul de vites- 
ses d'incorporation ind6pendantes des pb6nom~nes de perm6abilit6 ou des fluctuations 
natureUes du pool des pr6curseurs intra- 0u extracellulaires. C'est d'aitleurs la raison 
pour laqueUe nous avons 6t6 forc6s d'abandonner l'6tude de ces pb6nom~nes 
l'aide de la m6thode autoradiographique courante ~ oh les pr6curseurs 6chappent 
l 'examen. 

La d6termination d'une vitesse d'incorporation, c'est-k-dire la variation du pour- 
centage d'incorporation au cours du temps, implique la connaissance des pr6curseurs. 
La question a fait l 'objet de nombreuses recherches dans diff6rents organismes~-~; en 
nous guidant sur les r6sultats d6jk obtenus, nous nous sommes efforc6s de pr6ciser, 
dans le cas des tumeurs d'ascites, les constituants de la fraction acido-soluble qui sont 
des pr6curseurs des bases puriques et pyrimidiques de rARN. 

Nos r6sultats indiquent que l'ad6nine (ou l 'hypoxanthine, qui est en 6quilibre 
avec l'ad6nine) et la guanine - -  ou des d6riv6s de ceux-ci - -peuvent  ~tre consid6r6s 
comme des pr6curseurs de l'ad6nine et de la guanine de I'ARN. De m~me, ruridine, 
l'acide uridylique ou cytidylique apparaissent comme des pr6curseurs de l'uracile et de 
de la cytosine de I'ARN. 
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Le Tableau I montre ~galement que le calcul des vitesses d'incorporation permet 
d'obtenir des r~sultats qualitativement semblables, quelle que soit la substance mar- 
qu~e inject6e (adenine, glycine, acide orotique, formiate). I1 montre, en outre, que la 
RNase agit quel que soit l'~ge de la tumeur; mais son action est plus rapide dans le cas 
de ceUules tumorales jeunes que dans celui des tumeurs ~g~es. 

Nos r~sultats 6tablissent clairement que la RNase modifie le m~tabolisme des 
diff~rentes bases nucl~iques k des degr~s divers. La phase initiale de l'action (qui cor- 
respond dans la plupart des cask une augmentation rapide du rapport ARN/ADN) est 
caract~ris~e par une 61~vation rapide du m~tabolisme des pyrimidines. Tout se passe 
comme si la RNase pouvait activer in vivo la formation des liens qu'elle est capable 
de rompre lorsqu'ene agit comme phosphatase. Rappelons que l'action enzymatique 
in  vitro de la RNase est limit~e aux esters phosphoriques de structure b (-3-P) 4°. La 
RNase serait donc un enzyme qui int~resse directement la formation ou la rupture de 
ces liaisons dans les ceUules vivantes. HEPPEL et al. 41, 42 ont d'ailleurs montr6 r~cem- 
ment que la RNase est capable d'activit~ anabolique in vitro. 

L'injection de ribonucl~ase dans une souris portant une tumeur d'ascites provoque 
une modification rapide de l'incorporation de d~riv6s puriques et pyrimidiques dans les 
constituants de I'ARN. Comme la RNase modifie davantage la m6tabolisme des pyri- 
midines que celui des purines de I'ARN, on peut s'attendre k ce que la composition de 
I'ARN synth~tis~ dans ces conditions soit diff~rente de celle de I'ARN initial. Nous 
avons d'ailleurs d~j~ signal~ quelques cas de modification significative de la composi- 
tion de I'ARN ~ en presence de RNase. Rappelons qu'il s'agissait d'une augmentation 
de la teneur relative en cytosine (35 %) et d'une diminution de la teneur relative en 
guanine (20%). De son c6t~, la composition de I'ADN restait inchang~e pendant la 
phase de synthSse de I 'ARN; elle se modifiait progressivement au cours de la phase 
finale. La variation observ~e consiste, k ce moment, en une augmentation de la teneur 
relative en thymine (20%). Dans les experiences pr6sentes, nous observons une modi- 
fication de la radioactivit~ sp~cifique de la thymine seulement. 

La modification de la composition de I'ARN semble donc pr6c6der celle de I'ADN 
qui, elle-m~me, precede une ~ventueUe variation du m~tabolisme des prot~ines. A c e  
propos, soulignons qu'au cours de nos experiences d'incorporation, il ne nous a pas ~t~ 
possible de mettre en 6vidence une variation de la radioactivit6 sp6cifique des prot~ines 
dans les ceUules trait6es par la RNase. Ce fait confirme les r6sultats obtenus au cours 
d'essais in vitro, oh la vitesse d'incorporation de la ph6nylalanine dans les prot~ines 
est rest~e constante en presence de l'enzyme, pendant la premiere phase de l'action ~°. 

Nos r~sultats permettent de penser que l'action de la RNase sur la croissance des 
tumeurs d'ascites s'exerce au niveau du m6tabolisme des acides nucl~iques et que l'ori- 
gine de l'effet canc~rostatique doit 8tre recherch~ dans le d~s~quilibre de ce m6tabolis- 
me et, peut-Stre, dans l 'apparition d'un ARN intraceUulaire anormal. 

L'effet de la RNase sur les cellules de tumeur d'ascites semble diff~rer de celui ob- 
serv~ par BRACHET chez les amibes TM et les racines d'oignon 5 oh la d~gradation de 1' 
ARN est imm6diate ou pr6c6d6e de la formation d'un complexe inactif entre l'enzyme 
et le substrat. I1 faut cependant souligner que ce sont les conditions du milieu extra- 
cellulaire (plasma ascitique) qui r~gissent l 'apparition d'un ARN anormal dans les 
tumeurs d'ascites. I1 n'est donc pas ~tonnant qu'une teUe modification de structure ne 
soit pas d6celable, chez d'autres organismes, qui ne disposent pas n6cessairement des 
r~serves suffisantes en pr6curseurs. 
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Rt~SUM]~ 

La  r ibonucl6ase  p rovoque  dans  les cellules des t u m e u r s  d 'asc i tes  (Landschii tz)  t ra i t6es  in vivo ot~ 
in vitro, une  modif ica t ion  rapide  du  m~tabo l i sme  de l 'acide r ibonucl6ique.  

Les  v i tesses  d ' incorpora t ion  de l ' ad6nine  ou de la guan ine  ne  son t  pas  ou son t  peu  modifides 
t and i s  que  les v i tesses  d ' i nco rpora t ion  de l 'uracile et  de la cy tos ine  son t  cons id~mblemen t  aug-  
men t6es  (plus de IOO%). Le m6tabo l i sme  des pyr imid ines  es t  donc tr~s acc6Mr6 en prdsence de 
RNase .  

D ' a u t r e  par t ,  le m6tabo l i sme  de la t h y m i n e  de I 'ADN est  perturbS,  et  il semble  6ga lement  que ,  
darts ces condi t ions ,  c 'est-A-dire p e n d a n t  les p remiers  t e m p s  de l 'act ion,  le m6tabo l i sme  des pro-  
t~ines n ' e s t  pa s  modifid. 

Nos  r6su l ta t s  i nd iquen t  que  la R N a s e  p rovoque  l ' appar i t ion  rapide  d ' u n  acide r ibonucl6ique 
a n o r m a l  et  que  l 'origine de Fact ion canc~ros ta t ique  de cet e n z y m e  dolt  6tre recherchd darts le 
d6s~quilibre du  m~tabo l i sme  des acides nucl6iques.  

S U M M A R Y  

I n  t h e  cells of  asci tes  t u m o u r s  (Landschii tz)  r ibonuclease  causes,  bo th  in vivo and  in  vitro, a rap id  
a l t e r a t ion  in t h e  m e t a b o l i s m  o1 r ibonucle ic  acid.  

The  ra tes  of  incorpora t ion  of aden ine  a n d  of guan ine  are  modif ied  on ly  s l ight ly  or  no t  a t  all, 
whereas  those  of uracil  and  cytos ine  are  cons iderab ly  increased (more t h a n  Ioo %). T h u s  t he  
m e t a b o l i s m  of t he  py r imid ines  is g rea t ly  accelera ted in t h e  presence of RNase .  

Moreover,  t h e  m e t a b o l i s m  of t h e  t h y m i n e  of A D N  is d is turbed.  I t  also seems  t h a t  unde r  these ,  
condi t ions ,  i.e. du r ing  t h e  first  s t age  of t h e  action,  t h e  m e t a b o l i s m  of t he  p ro te ins  is no t  modified.  

Our  resul ts  indicate  t h a t  R N a s e  causes  t he  rap id  appea rance  of a n  a b n o r m a l  r ibonucleic acid 
a n d  t h a t  t h e  carc inos ta t ic  ac t ion  of th is  e n z y m e  m u s t  be  s o u g h t  in t he  imba lance  of t he  m e t a -  
bo l i sm of t h e  nucleic  acids.  
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C Y S T A L D I M I N E :  T H E  P R O D U C T  OF O X I D A T I O N  OF CYSTAMINE 

BY D I A M I N E - O X I D A S E  

D. CAVALLINI ,  C. D E  MARCO AND B. MONDOV1 

Institute o/Biological Chemistry, University o/Rome, and Centro di Enzimologia del C.N.R., 
Rome (Italy) 

INTRODUCTION 

I t  has been shown that  cystamine is oxidized by diamine-oxidase extracted either 
{rom pig kidney cortex or from pea seedlings 1. The rate of oxidation of this sulfur- 
containing diamine is in the range of that  found, under the same conditions, using 
a typical substrate such as cadavefine. Although the analytical values are in agree- 
ment  with a typical diamine-oxidase reaction, the total O, uptake, with cystamine 
:as substrate, is higher than that obtained with cadaverine. This probably indicates 
:a high reactivity of the reaction product of cystamine which is further metabolized. 

Cadaverine and putrescine have been shown to be oxidized by diamine-oxidase 
to the cyclized internal Schiff bases instead of their free amino-aldehyde derivatives 2, 3. 
In this paper we present evidence on the analogous intermediate formation of a 
cyclized disulfide-containing azo-methine derivative, by the interaction of eystamine 
with diamine-oxidase. 

METHODS AND MATERIALS 

I) iamine-oxidase extracted from pea seedlings, according to the method of KENTEN AND MANN 4, 
has been used as enzyme th roughou t  this work. 20 mg  of the final acetone powder, or higher 
propor t ional  amounts ,  have  been homogenized wi th  2 ml of o.i M phospha te  buffer, a t  the ap- 

,Re/erences p. 358. 


