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SUMMARY

Effect of protewn deprivation on the activity of rat lwer ribonucleases and thewr inhibitor

The activities of different mbonucleases of rat liver in rats mamtained on a
protemn-free diet were mvestigated

It was shown that during protein deprivation: the activities of both “free”” and
“latent’’ ribonucleases are not significantly changed when tested at pH 5, on the other
hand, the activities of both “free” and “latent” ribonucleases are increased 5-fold
and 2-3-fold, respectively, when tested at pH 8, concomitantly the activity of the
ribonuclease mhibitor 1s decreased

An interpretation for these results has been suggested

INTRODUCTION

Au cours d’une étude du métabolhisme des RNA du foie de rats privés d'un
apport protéique alimentaire, nous avons mis en évidence: (I) un accroissement de
la biosynthese des différents types de RNA (mRNA, tRNA, rRNA), (2) une réduction
de la quantité de RNA hépatiquel.2. Nous avons noté en particulier une baisse con-
sidérable du taux des polysomes avec accroissement de celur des monosomes, ce qui
semble bien étre dii 4 une diminution importante du mRNA durant la carence azotée?.
Drailleurs, seule une intensification de la dégradation des RNA peut exphquer le fait
que, malgré 'accroissement de la synthése, la teneur des divers RNA diminue. Dans
le présent travail, nous montrons I'existence d'une corrélation entre la dégradation
des mRNA et des TRNA démontrée antérieurement? d’une part, 'accroissement de
Pactivité de la ribonucléase basique libre et la réduction de l'effet des inhibiteurs
cytoplasmiques de cette ribonucléase d’autie part.

Abréviations PCMB, parachloromercurobenzoate de sodium
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TECHNIQUES EXPERIMENTALES

Détermination de I’ actvnté de la ribonucléase acide et basique (forme hbre et totale)

Les foles de rats normaux et de rats carencés en protéines pendant 3 ou 4 se-
maines? sont broyés au moyen d'un homogénéiseur de Potter & piston en téflon de
maniere a obterur un homogénat a 109%, dans du saccharose o 25 M.

Le substrat utilisé pour la mesure de I'activité de la ribonucléase est une solution
de RNA de levure a 19, (Schwarz-Fould Springer) purifié d’aprés la méthode de
BraweErMAN ET HapjIvassiLious. Cette solution est dialysée pendant 24 h contre
I'EDTA o.0015 M afin d’enlever les 1ons métalliques contaminants

La mesure de I'activité ribonucléasique est basée sur la hbération d’oligonucléo-
tides acido-solubles a partir de RNA de levure purifié; elle a été effectuée selon la
méthode de WATTIAUX ET DE DUVE® et VANDERMEERS-PIRET, CAMUS ET CHRISTOPHE"
modifiée Les mcubations ont lieu & 37° pendant 30 min, délai pour lequel la dégra-
dation du RNA est linéaire chez les témoins et chez les carencés On arréte ’hydrolyse
par addition d’'une solution comprenant 1o parties d’éthanol glacé a 759, dans du
HCI 1 M et une partie d’acétate d'uranyle o 759, dans de l'acide perchlorique 2.5 M
On réalise parallélement pour chaque série des déterminations au temps zéro par pré-
cipitation immédiate sans mcubation & 37° Les tubes d’'incubation sont maintenus au
froid pendant 30 min Aprés 30 min de centnifugation 4 zo00 X g, on détermine la
densité optique a 260 mu de 0.2 ml de surnageant dilué a 3 ml avec de 'H,O

(1) Essas de Uactinté de la ribonucléase acide et basique libre Le mélange réac-
tionnel pour la détermination de l'activité de la ribonucléase acide libre comprend:
02 ml de RNA a 19, o2 ml de tampon acétate de sodium 1 M (pH 5), 0 25 ml de
saccharose 1 M et 0 35 ml d’"H,O Celu1 nécessaire a la détermination de 1'activité de la
ribonucléase basique est identique au précédent a 'exception du tampon acétate 1 M
(pH 5), qu1 est remplacé par le tampon Tris—-HClo 2 M (pH 8).

A o0 2 ml de chacun de ces mélanges réactionnels, on ajoute 0 2 ml d’homogénat
préparé a partir de foles de rats normaux d’'une part et de foles de rats carencés en
protéines d’autre part

(2) Essar de I'activté de la ribonucléase acide et basique fotale. Les milieux réac-
tionnels utilisés sont 1dentiques & ceux utilisés pour les ribonucléases libres, & I'excep-
tion du saccharose qui est remplacé par un détergent: le Triton X 100 a 29, (v/v) &
raison de 0.1 ml par incubation

A 0.2 ml de chacun des mélanges réactionnels, on ajoute 0.2 ml d’homogénat
dilué et on smt le méme mode opératoire que celui indiqué pour le dosage de la ribo-
nucléase libre sauf que la dilution de 'homogénat se fait dans du Triton X 1004 0 019,
(v/v)

(3) Essar de la vibonucléase latente Pour tester l'activité de la mbonucléase
latente, on utilise le parachloromercurobenzoate de sodium (PCMB) a une concen-
tration finale de 1 85-10% M dans le méme milieu d'incubation que celu1 utihisé
pour la nibonucléase basique lhibre

Mesure de Iactivité de Uinhibiteur naturel de la vibonucléase

Pour étudier l'effet de 'intubiteur de la ribonucléase contenu dans le surnageant
de foie de rats, nous préparons celui-c1 ainsi que le RNA substrat d’aprés la technique
décrite par SHORTMANS. Le foie est broyé dans 4 vol. de saccharose 0 44 M. Apres 2
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centrifugations 4 81 000 X g pendant 60 mn, on réalise différentes dilutions du sur-
nageant dans 'EDTA o coos M (10 a 30 fo1s).

L’évaluation de la quantité d’inhibiteur de la ribonucléase nécessite un RNA
hautement purifié C’est pourquor la solution de RNA de levure a 39, est dialysée
contre 20 vol d’EDTA o0.01 M puss contre du NaCl 0.15 M et de 'H,O bidistillée On
I’ajuste & une concentration 1%, puis la solution est conservée a —20°.

La solution mére de ribonucléase pancréatique cristalline (Sigma) a 40 ug/ml
dans de la gélatine o 19%,, préparée selon SHORTMANS, est conservée a —20°. Le jour de
I'utilisation, elle cst diluée jusqu'a une concentration de o 10 & 0 15 ug/ml.

Dans un volume final de 0 6 ml, le mélange d'incubation contient: o 2z ml de
tampon véronal 0.03 M (pH 7 8}, 0 2 ml de solution de RNA 32 19, o 1 ml de surnageant
de foie & diverses dilutions dans 'EDTA et 0.1 ml de ribonucléase (0 o010 ug a 0 0I5 ug).

On procede ensuite sutvant le méme mode opératoire que celm indiqué pour la
mesure de I'activité dela ribonucléase acide et basique ibre En plus des déterminations
au temps zéro, on réalise parallélement pour chaque série d’animaux soumis au régime
complet ou au régime carencé des déterminations de l'activité de la ribonucléase
pancréatique cristalline avec le méme substrat, dans les mémes conditions, mais en
absence de surnageant de foie

RESULTATS

(1) Effet de la carence protéwque sur I’ actrvité des ribonucléases acides et basiques, formes
“Libres’’ et “lotales”

Les résultats obtenus sont résumés dans le Tableau I.

Nous constatons qu’il n’y a pas de différence significative dans 'activité de la
ribonucléase acide mesurée directement (ribonucléase libre) ou aprés action du Triton X
100 (ribonucléase totale) entre les rats témoins et les rats carencés en protéines. Par
contre, la ribonucléase basique “libre”” et la ribonucléase basique “totale” des foies
de rats privés de I'apport azoté ont une activité beaucoup plus élevée que celle de la

TABLEAU T
EFFET DU JEUNE PROTEIQUE SUR L’ACTIVI1E DES RIBONUCLEASES ‘‘LIBRES’’ ET ''TOTALES’ DU
FOIE DE RAT

Les valeurs représentent la movenne de 10 expériences Les activités ribonucléasiques sont
exprimées en unités d'absorption a 260 my

Témon Jetineur Valeur velative  Testtde
au témoin = 100 Fisher

Ribonucléase acide hibre 01844+ 0048 0208 0049 113 P > oojs

Ribonucléase basique libre 0029 + 0005 0144 + 00I9 496 P < ooo1

Ribonucléase acide totale 0758 + 0202 0649 + 0125 86 P > oo0j5
{+ Triton X 100)

Ribonucléase basique totale 0115+ 0031 0266 4 0 062 231 P < ooor1

{(+ Tnton X 100)
Ribonucléase basique hibre +-

ribonucléase latente 0153 + 0026 0149 4+ 0029 97 P > ooj5
(+ PCMB)

* Erreur standard
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nibonuciéase basique correspondante du foie de rat normal Amsi 'activité de la
ribonucléase basique hibre et totale des foies de rats jeineurs est respectivernent 5 et 2,
4 fois supérieure a celle des foles de rats témoins L’augmentation de cette activité
pourrait étre due soit a I'accroissement de la quantité d’enzymes, soit 4 la réduction
ou a 'absence de “I'imhibiteur” Ce dernier est mactivé par les réactifs qui bloquent
les groupements sulthydrilést! Nous avons choisi le PCMB pour libérer la ribonucléase
alcaline du complexe enzyme-inhibiteur afin d’évaluer le taux de ribonucléase alcaline
dont I'activité a été bloquée par I'inhibiteur Il ressort des valeurs consignées dans le
Tableau I que la ribonucléase basique de I'homogénat de foie de rats témomns en pré-
sence de PCMB est 5 fois supérieure a I'activité de cette méme ribonucléase en I'absence
de PCMB Dans I’homogénat de foie de rats carencés en protéines, les deux activités,
en présence et en absence de PCMB, sont identiques. De plus, chez les rats carencés,
I'activité de la ribonucléase alcaline, en présence de PCMB, est égale & celle correspon-
dante des témoins Ces résultats sont donc en faveur d'une réduction de I'immhibiteur
de la rbonucléase dans le foie des rats jetineurs

Notons encore que ’on trouve dans la hittérature des valeurs fort différentes du
rapport ribonucléase alcaline/ribonucléase acide®-1? Ceci peut étre di a la contami-
nation par des 1ons métalliques du RNA utilisé comme substrat pour la ribonucléase
Dans nos conditions expérimentales, avec une préparation purifiée de RNA, ce rapport
est de o 15 pour le foie de rat normal et de 0.69 pour le foie de rat carencé en protéines.

(2) Détermnation de I'activité de inhubitenr de la ribonucléase hépatique chez les rats
normaux et carencés

L’inhibiteur de la ribonucléase dans le foie de rat a été étudié par SHORTMAN®
et par RoTH!! Les travaux plus récents de ce dernier!? montrent que la ribonucléase
basique ntracellulaire existe peu sous la forme hbre mais qu’elle est liée pour une

TABLEAUII

EFFET DE LA CARENCE PROTEIQUE SUR L'INHIBITEUR DE LA RIBONUCLEASE HEPATIQUE

Les valeurs représentent la moyenne de 5 expériences (Nous avons constaté des variations im-
portantes suivant les expériences, alors que B/A (Colonne C) reste sensiblement constant ) L’acti-
vité ribonucléasique est exprimée en unités d'absorption a 260 my

Rats Dilution du  Actinté de la ribonucléase B|d X roo Inhibition
testés surnageant — pancréatigue (%

Adbsencede  Présence de

surnageant  surnageant

hépatique hépatique
B

Témoins 10 fo1s 0 215 0014 654+ 105" 935
Jetineurs 10 fois 0 202 0047 2334170 767
Témoins 20 fois 0214 0 048 2244137 776
Jetineurs 2o fois 0 203 o0 088 4354+ 273 565
Témomns 3o fois 0214 o108 505+ 237 495
Jetineurs 3o fois 0 202 o158 782+ 487 218

* Erreur standard
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grande part & 'inhibiteur dans le surnageant et pour une faible part aux sous-unités
ribosomales.

Dans les essais concernant I'mmhibiteur, nous avons comparé 'activité de la
ribonucléase pancréatique cristalline, en présence de surnageant contenant l'inhibiteur,
A lactivité de la ribonucléase en absence d'inhibiteur.

Comme V'avait décrit SHORTMANS, la réduction de 'activité nbonucléasique en
présence de quantités croissantes de surnageant de foie s'inscrit dans une courbe de
forme exponentielle. L'activité ribonucléasique en présence de I'intubiteur (Tableau 11,
Colonne C) est d’autant plus grande que la dilution de I'extrait contenant celui-ci est
plus élevée Nous constatons, d’aprés le Tableau II, que le pouvorr inhibiteur du surna-
geant de foie envers la nnbonucléase pancréatique est nettement diminué chez les rats
carencés en protéines. La réduction de I'activité inhibitrice chez ces derniers est de
189 pour une dilution du surnageant de I a 10, de 289, pour une dilution de 1 a 20 et
de 569, pour une dilution de I & 30 pour laquelle I'activité de I'mhibiteur est la plus
faible et chez les témoins et chez les carencés.

DISCUSSION

Nos résultats indiquent une diminution de I'mhibiteur de la ribonucléase dans
le foie des rats carencés en protéines

Plusieurs travaux suggérent une corrélation étroite entre la richesse en RNA et
I'augmentation de 1'activité ribonucléasique d'un tissul3-¢. Cependant SHORTMAN'?
a montré que dans le foie en régénération, parallélement a I'accroissement du RNA,
Pactivité de la ribonucléase totale cytoplasmique diminue et celle de I'mhibiteur
"augmente Plus récemment, CHAKRAVORTY ET BUscH!® ont observé des résultats simi-
laires dans les noyaux de tumeurs. Dans le cas du foie des rats soumis a une carence
protéique, le taux de RNA change également en sens inverse de I'activité ribonucléasi-
que; I'augmentation de la quantité de ribonucléase basique, jointe a une diminution de
I'inhibiteur peut expliquer le taux réduit de RNA cellulaire alors que la synthése est
accrue Ces résultats sont a rapprocher de ceux observés lorsqu’on administre du
N,N’-diéthyléne-N’’ phénéthylphosphoramide a des rats porteurs de tumeur Walker
256 (bibl. 19). Chez ces amimaux, I'administration de N,N'-diéthyléne-N '’ phénéthyl-
phosphoranude entraine une dimimnution de la croissance de la tumeur parallélement
a une réduction du RNA et un accroissement de 'activité ribonucléasique du tissu
Des changements similaires en RNA et nibonucléase sont observés dans les feuilles
agées de pommuers??. En somme, la dimmution du RNA tissulaire total et le faible
taux de polysomes observés lors de la carence protéique pourraient avoir pour origine
une dégradation plus intense du TRNA et du mRNA due a l'activité accrue de la
ribonucléase basique en rapport avec la teneur plus faible en inhibiteur

On sait qu’au cours de la carence azotée, certaines protéines bénéficient d'une
biosynthése préférentielle alors que la synthése d’autres protéines est considérablement
diminuée Ainsi, I'inhibiteur protéique de la ribonucléase pourrait étre rangé dans la
deuxiéme catégorie alors que la ribonucléase basique figurerait parmi la premiére
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RESUME

L’activité des différentes ribonucléases hépatiques a été étudiée chez le rat au
cours d’une carence en protéines

Sous l'effet de la carence protéique: l'activité des ribonucléases “libre” et
“latente”, déterminée a pH 5, n'est pas modifiée de fagon significative, par contre,

Iy

déterminée & pH 8, I'activité des ribonucléases “libre” et “latente” est augmentée
respectivement de 5 et de 2-3 fois, parallélement, on note une dinunution importante
de l'activité de I'inhibiteur de la ribonucléase.

Une interprétation des résultats est suggérée
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