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SUMMARY 

Effect of prote,n depr,vatwn on the act~wty of rat hver r, bonucleases and their ,nh,b*tor 
The act iv i t ies  of different  r lbonucleases of ra t  l iver in ra ts  m a l n t a m e d  on a 

protein-free  diet  were inves t iga ted  
I t  was shown tha t  dur ing  pro te in  depr iva t ion :  the  act ivi t ies  of bo th  "free" and 

" l a t e n t "  r ibonucleases are not  s ignif icant ly changed when tes ted  at  p H  5, on the  o ther  
hand,  the  act ivi t ies  of bo th  "free"  and  " l a t en t "  r lbonucleases are increased 5-fold 
and 2-3-fold,  respect ively ,  when tes ted  at  p H  8, concomi tan t ly  the  ac t i v i t y  of the  
r ibonuclease inhib i tor  is decreased 

An in t e rp re t a t ion  for these results  has been suggested 

INTRODUCTION 

Au cours d 'une  6tude du m6tabo l l sme  des R N A  du fore de ra ts  pnv6s  d ' un  
appo r t  prot6lque al imentalre ,  nous avons mls en fividence: (i) un accroissement  de 
la biosynth&se des dlff6rents types  de R N A  (mRNA, t R N A ,  r R N A ) ,  (2) une r6duct lon 
de la quant l t6  de R N A  h~pat ique  1,2. Nous avons not6 en pa r t l cuher  une balsse con- 
s ld6rable  du t a u x  des polysomes avec accrolssement  de celui des monosomes,  ce qul  
semble  bien ~tre dfl ~ une d iminu t ion  lmpor t an t e  du m R N A  duran t  la carence azot6e a. 
D'al l leurs ,  seule une intensif icat ion de la d6grada t lon  des R N A  peut  exphquer  le fai t  
que, malgr6 l ' accroissement  de la synth~se, la teneur  des divers  R N A  diminue.  Dans  
le pr6sent  t ravai l ,  nous mont rons  l ' exls tence d 'une  corr6lat ion entre  la d6grada t lon  
des m R N A  et des r R N A  d6montr6e an t6r ieurement  ~ d 'une  par t ,  l ' acerotssement  de 
l ' ac t lv l t~  de la r ibonucl~ase basique hbre  et la %duct lon  de l 'effet des lnhlbi teurs  
cy top lasmlques  de cet te  r lbonucl~ase d ' a u t i e  part_ 

Abrdvlatlons PCMB, parachloromercurobenzoate  de sodium 
" Boursl6re de la Cahforma Corporation for Biochemical Research Adresse permanente  

In s t l t u t  de Chlm]e Gdndrale et B]ologlque, Acad6mm de M6declne, Lodz, Pologne 

B,och~m Bwphy s  Acta, 159 (I968) 75-80 
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TECHNIQUES EXPERIMENTALES 

Ddterm~natzon de l'act~v~td de la rzbonucldase ac~de et bas~que (forme hbre et totale) 
Les foles de ra ts  no rmaux  et de ra ts  carenc6s en prot6mes pendan t  3 ou 4 se- 

mames  a sont broy6s au moyen d 'un  homog6ndlseur de Po t t e r  ~t pis ton en t6fton de 
manm~re/t obtenl r  un homog6nat  X IO~o dans du saccharose o 25 M. 

Le subs t ra t  utmhs6 pour  la mesure de l ' ac t iv l t6  de la r lbonueldase est une solut ion 
de R N A  de levure ~ I°/o (Schwarz-Fould  Springer) purlfi6 d 'apr+s la m6thode  de 
BRAWERMAN ET HADJIVASSILIOU 5. Cette solut ion est dialysde pendan t  24 h eontre  
I ' E D T A  o.ool  5 M afin d 'en lever  les ions m6talhques  con ta lnmants  

La  mesure de l ' ac t lv l t6  r lbonucldaslque est bas6e sur la hb6rat lon d 'ohgonucl~o- 
t ides acldo-solubles ~ pa r t i r  de R N A  de levure purlfi6; elle a 6t6 effectu6e selon la 
m6thode de WATTIAUX ET DE OUVE 6 et VANDERMEERS-PIRET, CAMUS ET CHRISTOPHE 7 
modlfi6e Les incubat ions  ont  heu /~ 37 ° pendan t  3 ° mln, d61ai pour  lequel la d~gra- 
da t lon  du R N A  est hn~alre chez les t6molns et chez les carenc~s On arr~te l ' hydro lyse  
pa r  addi t ion  d 'une  solution comprenan t  IO par t ies  d 'd thanol  glac6 h 75% dans du  
HC1 I M e t  une par t le  d 'ac6 ta te  d ' u rany le  o 75% dans de l 'ac ide perchlor lque 2-5 M 
On r6ahse paral l+lement  pour  chaque s6rle des d6terminat lons  au temps  z6ro par  pre- 
c ip i ta t ion  nnm6dla te  sans incubat ion  ~ 37 ° Les tubes  d ' l n c u b a h o n  sont mamtenus  au 
frold pendan t  30 m m  Apr+s 30 mm de centrmfugatlon ~ 2000 × g, on d6 te rmme la 
densltd optaque ~ 260 nap, de o.2 ml de surnageant  dllu6 ~ 3 ml avec de l 'H20  

( z )  Essaz de l'actzv2td de la rzbonucldase actde et baszque hbre Le mdlange rdac- 
t ionnel  poui  la d6termmataon de l ' ac t lv l t6  de la rlbonucl6ase acide l ibre comprend:  
o 2 ml de R N A  ~ I % ,  o 2 ml de t ampon  acdta te  de sodium I M (pH 5), o 25 nil de 
saccharose I M et o 35 ml d 'HzO Celul nOcessaire ~ la dd te rmmat ion  de l ' ac t lv l t6  de la 
rabonucldase baslque est ldentmque au pr6c6dent ~ 1'exception du t ampon  aedtate  I M 
(pH 5), qul est remplae~ par  le t a m p o n  Tris-HC1 o 2 M (pH 8). 

A o 2 ml de chacun de ces m61anges r~actlonnels,  on a]oute o 2 ml d 'homog~nat  
prdpar6 ~ part~r de foles de ra ts  no rmaux  d 'une  pa r t  et de foles de ra ts  carenc6s en 
prot6ines d ' au t r e  par t  

(2)  Essa~ de l'acttz,ztd de la ribonucldase ac, de et bas~que totale. Les mil ieux rdac- 
t ionnels utilis6s sont  mdent~ques ~ ceux utflls6s pour  les nbonucl6ases  libres, ~t l ' excep-  
t ion du saccharose qul est remplae6 par  un d6tergent :  le Tr i ton  X IOO & 2 %  (v/v) 
raison de o.I  ml  par  incubat ion  

A 0_2 ml de chacun des m~langes r6actlonnels,  on a joute  0.2 ml d 'homog6na t  
dllu6 et on smt  le m6me mode op6rato~re que celui lndlqu6 pour  le dosage de la r lbo- 
nucl6ase hbre  saul  qne la di lut ion de l 'homog6nat  se fai t  dans  du Tr i ton  X IOO ~t o oI  °/o 
(v/v) 

(3)  Essaz de la r, bon~cldase lalente Pour  tes ter  l ' ac t lv l t6  de la r lbonucl6ase 
la tente ,  on utll lse le pa rach loromercurobenzoa te  de sodium (PCMB) ~ une concen- 
t r a h o n  finale de I 85-IO a M dans le m4me md~eu d 'mcubatxon que celul utd~s6 
pour  la rlbonuclOase bas~que hbre 

Mesure de l'act~vztd de l'znhlb¢teur naturel de la rzbonucldase 
Pour  6tudier  l 'effet  de l ' lnh lb i teur  de la nbonuc l fa se  contenu dans le su rnagean t  

de fole de rats ,  nous prdparons  celui-cl ainsi que le R N A  subs t ra t  d 'apr~s  la technique 
ddcrlte par  SHORTMAN 8. Le fole est broy6 dans 4 vol. de saecharose o 44 M. Apr~s 2 
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centrifugatlons ~ 81 ooo × g pendant  60 mm, on r6allse dlff6rentes dilutions du sur- 
nageant  dans I ' E D T A  o 0005 M (IO ~ 30 fols). 

L '6valuat ion de la quantl t6 d ' inhiblteur de la ribonucl6ase n6cesslte un RNA 
hau tement  punfi6 C'est pourquol la solution de R N A  de levure ~ 3% est dialys6e 
contre 2o vol d ' E D T A  o_oi M puis contre du NaC1 o.15 M e t  de l 'H20 bidistlll6e On 
l 'a luste  ~ une concentrat ion 1% pros la solution est conserv6e g - -20 °. 

La solution m6re de ribonucl6ase pancr6atlque cnstalhne (Sigma) ~ 4 ° #g/ml 
dans de la g61atine o I °/o, pr6par6e selon S H O R T M A N  8, est conserv6e ~ - -20 °. Le lout  de 
l 'u t ihsahon,  elle est dilufe jusqu"X une concentrat ion de o IO X o 15 #g/ml. 

Dans un volume final de o 6 ml, le m61ange d 'mcubat ion  contient" o 2 ml de 
tampon v6ronal 0.03 M (pH 7 8), o 2 nil de solution de R N A  A I °/o, o I ml de surnageant  
de role A dlverses dilutions dans I ' E D T A  et o.I  ml de nbonucl6ase (o OlO #g A o Ol 5 #g). 

On proc6de ensuite SUlvant le m6me mode op6ratoire que celul indlqu6 pour la 
mesure de l 'achvi t6  de la ribonucl6ase aclde et basique hbre En plus des d6termmatlons 
au temps z4ro, on r6alise parall61ement pour chaque s6ne d ' an imaux  soumis au r6glme 
complet  ou au rfglme carenc6 des d6termlnatlons de l 'actlvlt6 de la ribonucl6ase 
pancr6atique crlstalhne avee le m4me substrat ,  dans les m4mes conditions, mals en 
absence de surnageant  de fole 

RE SU L T A T S 

( I )  Effet de la carence protdzque sur l'act,vztd des rzbonucldases aczdes et baszques, formes 
"hbres" et "totales" 

Les r6sultats obtenus sont r6sum6s dans le Tableau I. 
Nous constatons qu'll  n ' y  a pas de diff6rence significatlve dans l 'actlvit6 de la 

rlbonucl6ase aclde mesur6e dlrectement (rlbonucldase libre) ou apr6s action du Tri ton X 
IOO (nbonucl6ase totale) entre les rats t6moins et les rats carenc6s en prot61nes. Par  
contre, la ribonucl6ase baslque "hbre"  et la rlbonucl6ase baslque " totale"  des roles 
de rats prlv6s de l 'apport  azot6 ont une actlvit6 beaucoup plus 61ev6e que celle de la 

T A B L E A U  1 

EFFET DO JEUNE PROTI~IQUE SUR L'ACTIVIq-I~ DES RIBONUCLI~ASES "LIBRES" ET "TOTALES" DO 
FOIE DE RAT 

Les v M e u r s  r e p r 6 s e n t e n t  la  i n o v e n n e  de  io  e x p d r l e n c e s  Les  a c t l v l t d s  r l b o n u c l g a s l q u e s  s o n t  
e x p r l m 6 e s  en  un l t6 s  d ' a b s o r p t l o n  k 260 111/2 

Tdrnmn J e a n e u r  Valeur  relatzve Test  t de 
au  tdmozn = i o o  F~sher 

R l b o n u c l 6 a s e  ac l de  h b r e  o 184 4_ o o48"  o 208 -}- o 049 113 P > o 05 
iRlbonucl6ase  b a s l q u e  h b r e  o o29 ± o o05 o 144 -4- o o19 496 P < o o o i  
R l b o n u c l 6 a s e  ac lde  t o t a l e  o 758 ± o 202 o 649 ~- o 125 86 P > o o 5 

( +  T r i t o n  X ioo)  
R l b o n u c l 6 a s e  baS lque  t o t M e  o 115 i o o31 o 266 ~ o 062 231 P < o o o i  

( +  T r i t o n  X ioo)  
R l b o n u c l ~ a s e  b a s l q u e  h b r e  + 

r l b o n u c l 4 a s e  l a t e n t e  o 153 ± o o26 o 149 ~ o o29 97 P :> o 05 
( +  P C M B )  

" E r r e u r  s t a n d a r d  
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nbonucl6ase basique correspondante du foie de rat  normal  Alnsi l 'actlvlt6 de la 
ribonucl6ase baslque hbre et totale des foxes de rats ]eflneurs est respectmvement 5 et 2, 
4 fois supdneure h celle des foles de rats t6moms L 'augmenta t ion  de cette actlwt6 
pourrmt ~tre due solt ~ l 'accrolssement de la ~uant l t6  d 'enzymes,  solt ~ la r6ductlon 
ou ~ l 'absence de 'Tmhib l t eu r "  Ce dermer est mnactiv6 par  les r6achfs qm bloquent  
les groupements  sulfhydrm1~s n Nous avons cholsl le PCMB pour hb~rer la nbonucl6ase 
alcahne du complexe enzyme- inh ib l t eur  afin d 'dvaluer le taux de ribonucldase alcahne 
dont  l 'actlvit6 a 6td bloqu6e par l ' inhlbl teur  I1 ressort des valeurs consigndes dans le 
Tableau I que la rlbonucl6a~e baslque de l 'homogdnat  de fole de rats t6molns en pr6- 
sence de PCMB est 5 fois supdrleure h l 'actlvlt6 de cette m6me ribonucl6ase en l 'absence 
de PCMB Dans l 'homogdnat  de role de rats carencds en protdmes, les deux actlmt6s, 
en pr6sence et en absence de PCMB, sont ~dentlques_ De plus, chez les rats carencds, 
l ' achvl td  de la nbonucl6ase alcahne, en pr6sence de PCMB, est dgale ~t celle correspon- 
dante  des t~moms Ces rdsultats sont donc en faveur d 'une  rdduction de l 'mhlb l teur  
de la nbonucl6ase dans le fole des rats ]eflneurs 

Notons encore que l 'on trouve dans la h t t6ra ture  des valeurs fort diff6rentes du 
rapport  rlbonucldase alcahne/ribonucldase ac~de s ~0 Ceci peut ~tre dfi ~ la contami-  
na t ion  par des ions mdtalhques du RNA utlhs6 comme subst ra t  pour la nbonuc16ase 
Dans nos condR~ons exp6rlmentales, avec une pr6parataon purifi6e de RNA, ce rapport  
est de o 15 pour le fole de rat  normal  et de 0.69 pour le foie de rat  earenc6 en prot6ines. 

(2) Ddtermznatton de l'act~vztd de l'znh~bzteur de la rzbonucldase hdpatzque chez les rats 

normaux  et carencds 

L'mh~blteur de la nbonucldase dans le fole de rat  a dt6 dtudm6 par SHORTMAN 8 
et par ROTH H Les t ravaux  plus r6cents de ce dernler ~2 mont ren t  que la nbonucl6ase 
basmque lntracellulaire exlste peu sous la forme hbre mals qu'elle est h6e pour une 

T A B L E A U  I I  

EFFET DE LA CARENCE PROT~2IQUE SUR L'INHIBITEUR DE LA RIBONUCLI~ASE HI~PATIQUE 

Les valeurs  reprdsen ten t  la moyenne  de 5 exp6rlences (Nous avons  cons ta td  des va r i a t i ons  lln- 
po r t an t e s  su lva l l t  les expdrlences, alors que B/A (Colonne C) reste  sens lb lemen t  c o n s t a n t  ) L 'ac t l -  
vl t6 r ibonucldas lque est  exprlmde en umtds  d ' a b s o r p t l o n  k 260 m/~ 

Rats D,lutzon du Actzvzt~ de Ia rzbonucldase B/,4 × ±oo Inhzbztzon 
testds sarnageant pancrdat~que (%) 

.4b~ence de Prdsence de 
sz~rnageant s~rnageant 
hdpatzque hdpatzque 
.4 B C 

T 6 m o l n s  i o  l o i s  o 2 1 5  o O l  4 

Jeflneurs t o  f o l s  o 2 0 2  o 0 4 7  

T ~ m o i n s  2 0  l o i s  o 2 1 4  o 0 4 8  

Jefineurs 2 o  f o l s  o 2 0 3  o 0 8 8  

T~moms 3 ° fols o 214 o io8 
Jefineurs 3o foxs o 2o2 o 158 

6 ~ ~: IO5" 935  
233-~:  t 7 ° 767  

224  ± I 37 7 7 6  
43 5 -- 2 73 56 5 

505 ~: 2 3 7  4 9 5  
78 2 ~ 4 87 21 8 

" Erreur standard 
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grande  pa r t  5. l ' l nh lb l t eur  dans  le s u m a g e a n t  et  pour  une falble pa r t  aux  sous-unltds 

r lbosomales .  
Dans  les essals concernant  l 'mhib i teur ,  nous avons compar6 l ' a c t lw td  de la 

r lbonucl6ase pancr6a t lque  cr is ta lhne ,  en prdsence de su rnagean t  con tenan t  l'lnh~b~teur, 
/~ l ' ac t iv i t6  de la r ibonucl6ase en absence d 'mhib l t eu r .  

Comme l ' ava i t  d6crlt  SHORTMAN 8, la r6duct ion de l ' ac t lv i t6  r lbonucl6aslque en 
pr6sence de quantxt6s croissantes de surrmgeant  de role s ' m s c n t  dans  une courbe de 
forme exponent lel le .  L 'ac t Iv l t6  r lbonucl6asique en pr6sence de l ' inh lb i teur  (Tableau II, 
Colonne C) est d ' a u t a n t  plus grande que la di lu t ion de l ' ex t r a l t  con tenan t  celui-ci est  
plus ~levfe Nous constatons ,  d 'aprfis le Tab leau  II,  que le pouvol r  lnhibI teur  du surna-  
gean t  de fole envers la r lbonucl6ase pancr6a t lque  est ne t t emen t  diminu6 chez les ra t s  
carenc6s en prot f ines .  La  r6ductmn de l ' ac t lv l t6  mh lb l t nce  chez ces derniers  est de 
18% pour  une di lu t ion du surnageant  de I 5. IO, de 28% pour  une di lut ion de I 5. 20 et  
de 56% pour  une d l luhon  de I 5. 30 pour  laquelle l ' ac t lv l t6  de l ' lnhlbxteur  est la plus 
falble  et  chez les t6moms et  chez les carencds. 

DISCUSSION 

Nos r6sul ta ts  lnd iquent  une d iminut ion  de l 'mh lb l t eu r  de la nbonucl6ase  dans  
le foae des ra ts  carencds en protdines  

Plusieurs  t r a v a u x  suggbrent  une corr6lat ion 6trolte entre  la rtchesse en R N A  et 
l ' augmen ta t i on  de l ' ac t lv i t6  rxbonucl6aslque d ' un  t lssu :a-Is. Cependant  SHORTMAN :7 
a montr6  que dans  le foae en rdg6ndration, para l l~lement  5. l ' accroissement  du RNA,  
l ' ac t lv l t6  de la r ibonucMase to ta le  cy top lasmique  dlminue et celle de l 'mh lb l t eu r  

"augmente Plus rdcemment ,  CHAKRAVORTY ET BUSCH 18 ont  observ6 des r~sul tats  siml- 
lalres dans  les noyaux  de tumeurs .  Dans  le cas du foie des ra ts  soumis A une carence 
prot~xque, le t aux  de R N A  change 6galement  en sens inverse de l ' ac t lv i td  r ibonucl6asi-  
que ; l ' augmen ta t Ion  de la quan t l td  de r lbonucl6ase basique,  ] olnte 5. une d iminu t ion  de 
l ' i nh lb l t eu r  peu t  exphquer  le t aux  r6dul t  de R N A  cellulaire alors que la synth~se est  
accrue Ces r6sul ta ts  sont  5. r approcher  de ceux observds lorsqu 'on  admmis t r e  du  
N,N'-dl6thyl~ne-N" phdn6thylphosphoramxde ~ des ra ts  por teurs  de t umeur  W a l k e r  
256 (bibl. 19). Chez ces ammaux ,  l ' admin I s t r ahon  de N,N'-dl6thyl~ne-N" ph6n6thyl-  
phosphoramlde  en t ra ine  une d iminu t ion  de la croissance de la t umeur  para l lb lement  
tt une r~duct lon du R N A  et un accrolssement  de l ' ac t lv l t6  r ibonucldaslque du t issu 
Des changements  slmilalres en R N A  et r lbonucldase sont  observ6s dans les feullles 
~g~es de pommlers  2°. En somme,  la d iminu t ion  du R N A  tIssulalre to ta l  et le faxble 
t a u x  de polysomes observes lors de la carence prot61que pourra ien t  avolr  pour origine 
une d6grada t ion  plus intense du r R N A  et du m R N A  due 5. l 'act:vxt6 accrue de la 
r lbonucl6ase bas lque en r appo r t  avec la teneur  plus faible en lnhlb i teur  

On sai t  qu ' au  cours de la carence azot6e, certalnes protdines b6n6ficlent d 'une  
blosynth&se pr6f6rentielle alors que la synthbse d ' au t r e s  prot~lnes est cons id6rablement  
dimlnude AlnsL l ' lnh lb i teur  prot61que de la r lbonucldase pour ra l t  6tre rang6 dans la 
deuxl+me cat6gorle alors que la r ibonucldase basique f igureral t  pa rml  la premiere  
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Ce t r ava i l  a 6t6 effectu6 g race  ~ l ' a ide  mat6r le l l e  de la D616gahon Gdn6rale  ~ la 

R e c h e r c h e  Sc len t l f ique  e t  T e c h n i q u e  et  de  l ' I n s t l t u t  N a h o n a l  de la San t6  e t  de  la 

R e c h e r c h e  M4dlcale.  

RlSSUM]~ 

L ' a c t l v i t 6  des  d l f f6rentes  n b o n u c l 6 a s e s  h 6 p a t l q u e s  a 6t6 6tudl6e chez  le r a t  au 

cours  d ' u n e  ca rence  en p ro t6 ines  

Sous  l ' e f fe t  de  la ca rence  prot61que:  l ' a c t iv l t6  des r lbonuc l6ases  " h b r e "  e t  

" l a t e n t e " ,  d 6 t e r m i n 6 e  A p H  5, n ' e s t  pas  modlf i6e  de fa~on s l g n l f i c ah v e ,  p a r  con t re ,  

d 6 t e r m m 6 e  ~ p H  8, l ' a c t lv i t6  des  r lbonuc l6ases  " h b r e "  e t  " l a t e n t e "  es t  a u g m e n t 6 e  

r e s p e c h v e m e n t  de 5 e t  de  2 -3  fols ,  para l l61ement ,  on n o t e  u n e  d i m i n u t i o n  l m p o r t a n t e  

de l ' a c t l v i t6  de l ' i n h l b l t e u r  de  la r ibonucl6ase .  

U n e  i n t e r p r 6 t a t l o n  des  r6su l t a t s  est  sugg6r6e 
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