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LNTRODUCTL ON -

Lorsque EL&SUHER (I) isola des cellules de pus et
des spermatozoides de Sauﬁon une substance phosphorée
pour laguelle il proposa’ le nom de "nucléine", il ne
présumait certes pas de 1l'importance de sa découverte ni
du nombre éonsidérable'de travaux qu’'elle allait susci-
ter; '

En un demi-siécle, organiciens et physiciens devaient
déterminer la structure et les propriétés des constituants
de la "nucléine", pendant que cytologistes et biochimistes
précisaient sa répartiﬁion et son rdle essentiel. Les ré-
sultats obtenus montrent d’une fagon éclatante combien
peut étre féconde la collaboration d’hommes de science de
fermations différentes ; il nous donnent la preuje qu’il
ne peut y avoir de cloisons entre les divers départements
scientifiques, tant 11 est vrai que "la Science est une
et c'est 1'homme seulement qui, en raison de la faiblesse
de son intelligence, y établit des catégories”.

ulmsiniin s’apergﬁt bientdt que la "nucléine” qu’il
avait isolée était une substance complexe, constituée par
‘1’as§ociation d’une protéine basique avec un composé arga-
'.nique acide, pour iequel alllang (2) proposa en 1889 le

terme d’acide nucléigue.
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KOSSEL (3) en 1891 reconnait 1'existence de deux acides
nucléigues différents par leur origine et rar certains de
leurs constituants : l’ﬁn igolé de la levure (acide zymonﬁ-
cléizue ou ribonucléisue), l’autre du thymus (acidg thymo=
nucléigue ou désbxyribonucléique). Longtemps on crut que‘ies
deux typés d’acides nucléiques se localisauient distinctement,
l'acide ribonucléigue dans le régne végétal ; 1l’acide thymo-
nucléijue dans le régne animal. Mazis & la suite des travaux
remuzrquables de CASPERSSON (4) et de BRACHET (5) on reconnut
gue les acides ribo- et désoxyribonucléique étaient des '

constituants constants de la mutidre vivante et coexistaient,

1iés & des protéines basigues poﬁr formet des "nucléoprotéi-
des", dans toute cellule végétale ou animale. Mais ils sont
inégalement répartis dans la cellule elle-méme : l’acide
désoxyribonucléique se rencontre exclusivement daps le noyau;
l’acfde ribonudléique se localise dans le nucléole et dans le
cytorlasme, o il se trouve & la fois associé aux mitochon-
dries et aux microsomes, et dissous dans le liauide cytorlas-
mique.
| Le rdle biologique des acides nucléisues est considéra-
ble. Il n’est pour s’en convainecre que de rappeler qu’ils for-
ment une partie importante des Virus et de Ractériophazes, que

1’acide désoxyribonucléirue constitue les génes des chromoso-

mes, que l’acide ribonucléinue intervient directement dans la

synthése des protéines et se trouve en quantité élevée dans
les tissus qui sont le siége d’une multirlication cellulaire

intense comme les tissus embryonnaires et néoplasiques.

. ———




Comme il es£ probable que les acides nucléiques diffé-
rent suivant leur origine et leur rdle, une telle diversité
dans leur répartition ne pouvait s’accommoder seulement de
deux types de structure fondamentaux et 1’on s’est efforcé de
déterminer & quelles modalités structurales un acide nucléi-
que devait sa spécificité.

De nombreuses revues portant sur les acides nucléiques
ont été publides (6) et il n’entre pas dans notre intention
de faire un historique complet d’un sujet aussi vaste. Aprés
avoir repidement présenté les constituants des acides nucléi-
ques, nous résumerons les diverses conceptions de leur
structure, auxjuelles les techniques d'analyse anciennes,

puis modernes, ont conduit.




CHAPITRE I

LE3 CONSTITUaNTS DES ACIDES NUCLELRUES

L’hydrolyse compléte d’un acide nucléique conduit &
trois sortes de composants : des bases azotées, un glucide,

de l’acide orthophosphorique.

I° - Bases arzotées

Les bases azotées se rattachent aux schémas de la puri-

ne {I) et de la pyrimidine (II) dans la molécule desquelles

un certzin nombre d’atomes d'hydrogéne sont substitués par

des radicaux aminés ou hydroxylés.

N == cH4 © - N =—= CH ¢
" l L f;__y4.' 2 »l !!4 5

[ e |

N — ¢ __NH/ 3 N cH 4

(1) ' (11)




Les bases purioues obtenues par hydrolyse des acides

ribo et désoxyribonucléiques sont la guanine (III) et

1’adénine- (IV)

N ==C— OH

l I
'*2!‘ - C cC—N

I I

N ——C—NH

ch

\\V/4

(111)
guanine

\
(2-emino, 6-hydroxypurine)

T/ = T —_ AHHSE
i~ C ¢ —N
. D
[ AL
N —© — NH
(1Vv)
adénine

(6-amino-purine )

Les bases pyrimidioues sont la cytosine (v), commune

aux deux types d’acides, l'uracile (VII),caractéristique

des acides ribonucléiques, la thymine (VIII) et la méthyl-

cytosine (VI) trouvéesdans les acides désoxyribonucléiques.

N = C - ﬁJﬁ‘z

|

HO -¢ CH
[ Il

N — CH
(V)

cytosine

(2-hydroxy, 6-amino pyrimidine

N=C—NH8

||

1 h
N — CH

, (v1)
5-methyl-cytosine




N = ¢ —0OH N = ¢ = OH
HO — ¢ eH HO — ¢ ¢ —CHgq
| [ I \
N —CH N —Clid
(viI) ) (viir)
Uracile Thymine
(2 : 6-dihydroxypyrimidine) (5-méthyl-uracile)

2° = Glucides

LEVENE, en 1909 (7), puis plus récemment BARKER (g)
’ e - ’
ont montre que/éentose constituant des acides ribonucleisues

étzit le D (-) ribose (IX) et il semble actuellement bien

OH OH '|.
| \
- C - C - c_CH2OH
A T T T \

H H H W

-[F

(IX)
D-ribose
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prouvé d’autre part que le D-2’-désoxyribose (X) est le gluci.
de constituant des acides désoxyribonucléiques

o]
H O - oM
N\ ! !
A AT AT M
= 4 (W] -~ H

(X) D-2'-désoxyribose

-Les deux types d’acides nucléiques différent donc assez net-
tement 1’un de l’autre (tabieau I) et tirent leur nom de la
nature du pentose qui les_conétitue. Néanmoins, ie doute
subsistant quant 4 la présence certzine de ribose ou de dé-
soxyribose dans les molécules de tous les acides nucléiques;

des auteurs ont prudemment proposé les dénominations plus

vagues d’acides pentose- et désoxypentose-nucléiques (note I)
\ ‘ Tableau I

Composition des acides nucléijues

Acide ribonucléique Acide désoxyribonucléique
Guanine Guanine
Adénine - Adénine
. Cytosine | Cytosine
Uracile Thynine
D-ribose ) D-2'-désoxyribose
Acide orthophosphorijue Acide orthophosphorique

Note T :"It is derlorable that such designations as desoxy-
ribose - and ribose-nucleic acids continue to be used as if
they were generic terms. As a matter of fact, only in few
cases have the sugard been identified"c}‘lﬂm-ﬁ“‘&FF (9)



8.
Nos recherches ont porté exclusivement sur la structure des

acides ribonucléinues, sur la constitution desjuels nous

allons donner quel~ues précisions.

30 . NMucléotides

L’hydrolyse alcaline ou ribonucléasisue (note 2) d’un acide

ribonucléique fournit guatre nucléotides dans lesquels la ba-

se est fixéepar une liaison glucosidi~ue au pentose pour
former un nuclédside, lui-méme estérifié au niveau de 1'un de
ses groupements alcooliques par une des fonctions acides de
1l'acide arthophosphorique (schéma XI)

base - pentose - acide

[ ]

a

\ | (x1)

Schéma d’un nucléotide

Ia déphosphorylation des nucléotides fournissant un
nucléoside (fraction a) peut étre réalisée par l'action de
la pyridine & I20° C pendant 6 jours (I2) ou d'une phosphatase
d’origine prostatique. La structure de chucun des nucléosides
a été'confirﬁée par synthése, les nucléosides puriques étant
des Ng ribosideé et les nucléosides pyrimidiques des N3
ribosides. Ia fraction b (ester-phosphorisue du ribose)

Note 2 : Ia ribonucldase a été isolée en 1920 par JONES (10)
du puncréas. C’est une protéine du type des albumines d’un
roids moléculaire de I5.000 Kunitz (II) est parvenu &

1’obtenir cristallisée en 1940.



se prérare & partir des acides guanylique ou adénylijue et
1’on a démontré (I3) que la ribose était estérifié en Cx
(note 3). A chacune des bases correspond un nucléotide et
les quatre nucléotides constituant un acide ribonucléique
sont : l’acide guanylique, l'acide adenylique, l’acide cytidy-

lique, et 1l’acide uridylique.

Un acide ribonucléique est constitué par 1’enchainement
d'un ~ertain nombre de molécules de chacun de ces nuclédtides.
C'est a propos du mode d’enchainement - et non de la nature
des composés identifiés - que ce heurtent les conceptions
anciennes et modernes sur la structure des acides nucléiques,

que nous allons a présent tenter d’exposer.

Note 3 : Certains nucléotides portent le radical phospho-

ryle sur leur carbone 5'. Tels sont les acides adénylisue et
inosinique du muscle. (n ne les considérait pas comme des
constituants des acides nucléiques. Cependant certains au-
teurs prétendant les avoir identifiés dans des hydrolysats,
enzymatiques d’acides nucleiaues (cf.page et réf. I4)
D’autre rart une autre isomérie a ete mise en évidence

avec certitude (e¢f. page et réf. I5) : il s agit d’une
isomérie or.f3 de la liaison glucosidisue ou d’une isomé-

rie 2’ -« 3’ de la position du radical rhosphoryle.



IO,

CHAPITRE II

CONCEPTI ONS 4NCLENNES DE LA
STRUCTURE DE3S ACIDES NUCLEIQUES

Les conceptions anciennes de la structure des acides
nucléisues reposent sur deux hyrothéses fondamentales_1

I°) la molécule d’acide nucléique est forméepar l'associa-

tion de 4 nucléotides dans des proportions énuimolécualires;
2°) ces 4 nucléotides s’unissent les uns aux autres par des

liaisons esters et forment un tétranucléotide ("statistical

tétranucleotide") qui constitue 1’'unité structurale des aci-
des nucléiques.

Ces hypothéses s’arpuyaient sur les faits expérimentaux
suivants :
I°) 1l’action d’un acide dilué sur un acide nucléigue porte
sélectivement sur les nucléotides puriques et libére leurs
~ constituants : les bzses, le ribose et l’acide phosphorique,
dont le dosage indique la présence de 50% de nucléotides pu-

rigues. .

2°) la détermination du poids moléculairé des acides nucléi-
ques donne une valeﬁr d’environ I.SOO, compatible avee la
théorie tétranucléotidique.

30) l'électrotitrafion révéle 1l’existence de 4 fonctions

acides "primaires" et d'une fonction acide "secondaire" pour
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4 atomes de phosphore. Sur la base de ces observations, LEVENE

_ et SIMLS (16) ont proposé . le schéma de structure suivant :
OH
1
Base = pentose - P =0
{
\ OH

\

Base - pentose - - P =0
1
\ OH
Base - rentose = f = 0
\ OH
Base - pentogse - 0 - P = O
' i
OH

En 1932, TaKaHASHI (I7)bsugnére 1’existence d'un tétra-

nucléotide cyclinsue aprés avoir montre que le mélange 4° une
et

phosphodi=- esterase/&ﬁxe‘phosphomonoesterase déphosphoryle

complétement un acide nucléique mais que la phosphomonoesté-

ra se seuie est ihactive .

OH
. i
Base __ pentose - O - P - O - pentose - Dase
| I l
0 0 0
. ! [
HO - P = 0 0 = f - OH
'
)
? ]

Base ___ peﬁtose - 0 - 0 - pentose - base

8-—-'ﬂ=-o
'
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L’ordre d’enchafnement des mononucléotides a €té déter-
miné en I94I par LEH“ANN, (I8) qui est parvenu & saisir les
termes intermédiaires de la dégradation enzymatiaue des aci-
des nucléiques. ILe iétranucléotide de 1’acide ribonucléique
de Levure posséderait une structure - différant légirement de
celle proposée par LEVENE et SILLS - dans laquélle 1’esté-
rification de la fonction alcool du carbone 2’ du ribose
par une des fonctions acides des radicaux phosphoryles cons-
titue le mode d’attache des nucléotides entre eux. Ia formu-

le du tétranucléotide de 1'acide ribonucléique de la Levure

s'écrirait :

ﬂ H H H .

O"
v ¢ on
" t _P=O,
S A . CH,oH
Cyf‘osme ~¢~-C-Gg=¢ — CHg
: °
{ oM
. " ,T'go:‘
' o
Guanine —¢._. ¢ 2 d_¢ - CHgOH
- T ?
wooou ,7{:“;.
. ] 1.9 “ [ _ CH OH
Urau\e.._g-c_r;.‘.;_g: 9
? ol
’P:OO
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Cependant, 11l apparut rapidement que le poids moléculaire des
acides nucléiques variait suivant leur origine et qu’il était su-
périeur & celul du tétranucléotide. I1 devenait évident que la mo-
lécule d’un acide ﬁucléic_ue était plus grosse que la molécule d’'un

tétranucléotide et 1’on en conclut au’un acide nucléique était un

polytétranucléotide, constitué par 1’enchainement uniforme et
réculier de 1’unité tétranucléotidique. Ia liaison des tétranucléo.
tides entre eux mettrait en jeu une des fonctions acides de l’aci-
‘de phosphorique, mais les modalités de cette liaison restaient
inconnues. Par la suite, quelques modifications concernant le mode
de liaison des mononucléotides ont été proposées par GULLAND et

ses collaborateurs (I9) & la suite d’électrotitrations précises,

et les schémes tétranucléotidiques suivants ont été suggérés, la

polycondensation s’effectuant par les groupements acides 4 ou B.

Base~ Svere — o — 1,./:“ Base — Svwre -—-o-—’l’;:“
\L o ﬁ\"" o —y o
B3%€ — SUNE mm O . Pa o Base— Svxre — o0 — Peo
L o j\ou . — e I -
féaSL-SWt_o__’Peg “Base — Suxe — 0 —Pzo
° 1 L ° l\ou
’8553 —_ S:’C"i — 0 ._?::“ DadSe = DA — 0 —_ T =0
\oH \OH
’BASQ—-suwe_o_?-::”
I \oH
S
“dase -Sucrc_o__'?/o o ]
o .
Pase —svere — o P = Base - sucre ..o_.’Y-.-.\o
ou

Now
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Quelles gue soient les modifications arrortées dans sa
structure, le tétranucléotide demeurait jusgu’a ces dernidres .
années 1’entité architecturale avec laquelle se conspruisait
1’édifice nucléique. Mais la théorie polytétranucléotidique
subissait cerendant des critiques de plus en plus}serrées.
BRELERECK (20) avait bien isolé par la dialyse d’un hydroly-
set alcalin d’acide ribonucléisue une substance d’un poids
moléculaire de II77 gu'il pensait &tre 1’unité tétranucléoti-
dijue fondamentale, mais GULLAND (2I) n'avait pu répéter ces
expériences et avait montré qu’il s'agissait en réalité d’un
mélange de corposés mal définis. #STBURY (22) avait bien af-
firmé que 1’étude de la structure moléculaire de 1l'acide thymo- .
nucléiqué par les rayons X plaidait en faveur d’une séquence
réguliere de tétranucléotides. Muis une telle structure était
incompatible aveec muints faits expérimentaux et biologiques.
En particulier la détermination des acidités libres et des
poids moléculaires variait considérablement avec l'origine de

1’acide nucléique.

D’autre part, les trovaux de CASFERSSON et de BRaCHET
ont montré qu’il existait une relation étroite entre les
acides nucléijues et la synthése des protéines, ceux-la .
jouant le rdle d’inducteurs, voire de mutrices; et il est
probuble que la spécificité de la protéine est liée & celle
de l’acide nucléiqﬁe et qu’il correspond 4 chajue type de
protéines un acide nucléique particulier. Pour cette raison,
11 faut envisager 1l’existence d’un nombre considérable de

constitutions différentes variant avec les individus, avee
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les organes dont proviemnnent les acides nucléiques et, dans
une cellule, avec les fractions auxquelles ils sont associés,
Or, les possibilités de combinéisons entre les 4 nucléotides
sont restreintes et 4 peine augmentées par le degré de poly=
mérisation du tétranucléotide, le nombre de nu~!‘otides cons-
tituant les molécules d’acides nucléioques, mesuré par des
méthodes de dialyse et de diffusion, étant au maximum de 126
(Virus de la ¥osaique du Tabac).

kn outre, 1'étude de l'action de la ribonucléase sur les
acides nucléisues a révélé des anomalies structurales.LORING
(23) et SWBULVL (24) ont montré, en effet, que l’action de
1’enzyme esth%ompléte et ne libére que 75% de mbnocléotidest
‘laissant inatfaquée une fraction plus résistante. Ce fait ex-
périmental est incompatible avec la répétition uniforme, tout
au long de la chatne polynucléotidique, du méme type de liai-
son>

Yais 11 apparait surtout que la conception ancienne de
la structure des acides nucléiques est entachée d’une erreur
a4 la base. Flle s’appuie en effet beaucoup plus sur une vue
de 1’esrrit que sur des résultats expérimentaux rrécis lors-
qu’elle conclut & l’association de 4 nucléotides dans des

proportions isomoléculaires. En effet, il n'a pas été effec-

~tué de dosage de chacun des constituants du tétranucléotide
autre que celui des bases purijues en totalité ou du phospho-
re "purique"., Ce dosage auraif cependant permis d’établir
avec eertitude la notion d'équimolarité. De plus, il avait

été postulé aue les acides désoxyribo- et ribonucléisues
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avaient des structures identiques et que les conclusions
apportées par 1’expérimentation sur 1'un des acides étaient
valables pour l’autre.
Nous avons pensé qu'il serait intéressant de citer & ce pro-
pos WVLUSUN (25) qui expose de la fagon suivanté les consi-
dérations sur lesouelles les auteurs apruyérent leur hypo-
thése : "Since preliminary examination of the nucleic acids
had revealéd that the units out of wich they were constructed
were four.bases, a sugar and phosphoric acid, and since cold’
alkaline hydrolysis of yeast ribonucleic acid yielded four
different nucleotidés, it seemed therefore not unreasonable
to conclude that the nucleic acid molecule was & tetranucleo-
tide containihg equimolecular amounts of the four différent
bases".

Les progrés de la technique ansly.ti-ue ,dus en particu-
lie} a 1l’application de la chromatograrhie de partage sur
pepier, ont bouléversé les anciennes théories et infirmé en

premier lieu l'existence de 1l'unité tétranucléotidique.
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CHAPITRE III

LES PROGRELS DES TECHNIQUES aNaLYTIQUES
ET LES CONCEFTION3 XODERNES
DE La STRUCTURE DES ACIDES
RIBONUCLEIQUES

Le progrées de la Science est discontinu et la Biologie
n’échappe pas 4 cet arhorisme. Chajue étare de son histoire
est marquée par une "grande découverte" qui enrichit 1'Homme
de connzissances nouvelles. Des esprits supérieurs ont mar-
qué ces étupes, le génie des uns créant des théories hardies
et féconde, 1’esprit inventif des autres apportant 1l’aide
précieuse d’une méthode expérimentale nouvelle. CNSDEN,
GORDON  LARTIN ot SYNGE figurent parmi ceux-ci. Leur techni-
aue de chromutographie sur parier ouvre une ére nouvelle en
augmentant considérablement nos moyens d'investigation. Sa
veleur est largement démontrée par 1l’abondance extraordinai-
re de travaux Qu'elie a sﬁscités et de résultats qu’elle a
permis d’acquérir en un temps trés court. A 1’intérét qu’el-
" le présente de nécessiter de trés faibles quantités de sub-
stancés, elle ajoute celui d’'@tre une technique précise et
simple. Ces cualités apparaltront & la comparaison des métho-
des anciennes et modernes d'anzlyse des acidés nucléiques que

nous nous proposons d'exposer bridvement.
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I - TZCHNIQUES ANCIENNES D'ANALYSE DES ACIDES NUCLEIQUES

A

L’étude de la cormposition et de lé structure des acides
nucléiques se heurte & la difficulté d’obtenir et de séparer
quantitativement des produits d’hydrolyse de constitutions et
de proppiétés extrémement voisines. Si la labilité des nu-
cléotides rurijues a rermis rapidement un dosage relativement
aisé des bases puriques, au contraire la résistance des nu-
cléotides pyrimidisues aux agents chimiques d’hydrolyse a
géné considérablement lu détermination exacte de la composi-
tion des acides nucléiques. Wous n'’avons pas le dessein d'ef-
fectuer une reVue compléte des nombreuses technigues qui ont
été proposées et nous exposerons bridvement le principre des
modes opératoires les plus couramment utilisés pour étudier
la répartition des bases puriques et pyrimidiques dans les

molécules d’zcides ribonculéiques.

1° - Dosazge des bases purisue. - L'hydrolyse dfun acide

nucléique par un acide minéral dilué (HCl ou SO Hy N/I)
pendant I h. & IOO°C libére osuantitativement les bases pu-
ri~ues ! la guanine et 1’adénine, - pour le dosage Qesduelles
de nombreuses techniques ont été proposées (cf. la revue
générale de JORFES (26) ). On réalise d’abord ime précipita-
tion ergentique (BALKIWSKL (27) ; SCHIIDT et LEVENE (28) ou
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cuprique (KRUGER ¢t SCHMID (29), GRaFF et MACULLA (30), que
1’on fait suivre d’une détermination de 1l’azote du mélange de

sels purijues ainsi obtenu.

LEVENE (31) dose individuellement les purines aprés une
hydrolyse acide d’un acide nucléitue en préciritant la guani-
ne par l’ammoniancue puis l'adénine par l'acide picrijue.
.SCHﬁIDT (32) précirite les purines sous la forme d'un com-
lexe &argentinue, dose l’azote aminé de la guanine et de
1'adénine par la méthode de diazotation de VAN SLYKE, puis
1’azote aminé de la guanine seule par désamination #E 3 1’ai-
dg d'une guanase extraite du foie de ILapin suivie d’une déter.
mination de 1’ammoniac formé.

KiLCK4R (33) combine 1’action d’enzymes spécifiques
(guanase, xanthine-déhydrase, uricase) et la spectrophotomé-
trié en 1umiére ultraviolette : les wuriations de 1l’absorp-

tion des dérivés puriques permettent leur estimation.

2° -~ Dosage des bases pyrimidigues. - Le dosage des bases

pyrimidiques peut €tre réalisé sur un hydrolysat partiel
d’acide nucléigue, aprés 1'élimination des bases puriques,en
déterminant 1’azote résiduel. Le dosage individuel des bases
pyrimidiques est ensuite effectué par 1l'une des méthodes
suivantes. |

la cytosine (2-hydroxy-3-amino-pyrimidine) peut &tre do-

sée selon la technique de VaN SLYKE en mettant & profit sa

désamination par 1l'acide nitreux (RUSSO (34) ).
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Une méthode microbiolbgique a été mise au point par
LERRIFIELD et DUNN (35) -: les deux bases pyrimidiques, fac-

teurs de croissance pour lactobacillus brevis, sont préala-

blement dosées ; puis on détermine 1'uracile seul, facteur.

de croissance pour lactobacillus helveticus.

Nous citerons enfin une méthode colorimétriaue de dosa-
ge de 1l’uracile et de 1la cyfosine proposée prar SOODAK,

PIRCIO et CERECIDO (36)': les deux bases, aprés bromuration
et traitement par une solution de cyanure de sodium et d'urde
réduisent le réactif & 1’arsénotungstate de lithium de
NEWION ; le dosage séparé de l'uracile est ensuite effectué 3

'aide du méme réactif, aprés action de la résine Amberlite
I.R. I00.H, qui retient la cytosine.

KERR, SERAIDARIA et WARGON (37) ont mis au point une
technique d’anzlyse compléte des acides nucléinues aprés une
hyd?Llyse partielle ﬁar 1'acide sulfurique dilué : l1en bases
purigues sont précipitées en milieu acide sélectivement par
action de 1'oxyde d’argent sur 1’hydrolysat ; puis les nucléo-
tides pyrimidiques sont isolés de la solution, préalablement
alcalinisée par la soude, par 1'addition d’oxyde d’argent et
d'alcool isopropylique. Aprés traitement des précipités argen-
tijues obtenus par 1'acide chlorhydrique dilué 13 Bpectropho-
tométrie en lumidre ultra-violette permet le dosage de la

guanine et de 1l'adénine d’une part, de 1l'acide cytidylique et

de l'acide uridyligue d’autre part.



<I,

30 Q.Réanllazg. - Dés l’application des méthodes de dosage in-
dividuel des bases, il arrarut que des difféfen&es nofables
existaient antre les molarités des divers constituants des
acides nucléiques. Déji, en I9I9, FRULGEN (38) avait rerarquéd
dans l’acide ribonucléisue du pancréas un taux de guanine
supérieur & celui ou’aurait pu fournir un tétranucléotide.
HAMLAKSIEN (39) trouva gque le rapport guaniné-adénine dans
le méme acide nucléique s’élevait & 3 et en conclut que 1l’uni-
té structurale était un hexanucléotide. Divers travaux de
JURFES (40), malgré la discordance des résultats, confirmaient
la présence dans 1l'acide ribonucléisue du rancréas d’un taux
de guanine trés élevé, incompatible avec un schéma tétranucléo-
tidigue. Ces auteurs expliquaient cette augmentation par
1’"accrochage” sur le tétranucléotide d’une ou de plusieurs
moléculesd’acide guanylique ; 1'acide nucléiqﬁe restant cons-
titud par la polymérisation du polynucléotide obtenu. lais
KERR et coll. (4I), arrliquant leur technique d’analyse complé-
te d’un acide ribonculéeéique, attribuaient 4 1l'’acide ribonugléi-
que du pencréas la constitution moléculaire suivante ! guanine:
3,5 - adénine : I,29 - cytosine : 2,59 - uracile : I. |
MERRIFIELD et ¢oll. (42), & l'aide de leur méthode de
dosage microbiologique des bases pyrimidiques, montraient que
les taux de 1l'uracile et de la cytosine dans un acide ribonu-
cléique de Levure étaient respectivement 0,64 et ©,99. Tans
1’intervalle: les premiers résultats arportés par la chromato-

graphie sur rarier achevaient d’infirmer la théorie de la



répartition équimoléculaire des nucléotides dans les molécu-
les d’acides nuuléijues. |

Nous nous'proposons dans le chapitre suivant de rappeler
sommairement les détails de la technique de la chromatographie
de partage sur papier, puis d’exposer les modalités de son

\

arrlication & 1'étude des constituants des atides nucléiques.
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II - TECHNIQULS DraNaLYSE CHRAEATUGRRPHIQUE DES s&CIDES NUCLEIQUES

A - Technique de la chromatographie sur pzpier (43)

L'appareillage est extrémement simple. Il comprend,d’une

part, un tube % solvant en verre ou en matidre plastique, fen-

du longitudinalement, destiné & recevoir les feuilles de parier-
filtre et & contenir la "phase mobile" du systéme-sblvant ;

d'autre part,une chambre étunche dont 1’atmosphére saturée par

les vapeurs du systéme-solvant empéche 1’évaporation de la
phase mobile (figure I).

La séparation chromztographijue comprend plusieurs opérations,

I® - Préparation des chromatogrammes. -

I12) : la solution

a) gﬁromatogrammes unidimensionnels (fig.
contenant les substances 2 sépafer est déposée dans de petits
cercles esracés de 3 4 4 cm. sur une "ligne de départ" tracée &
I0 cm. environ du bord supérieur de la feuille de papier qui sera
plongée dans le liguide constituent la phase mobile. Les cuanti-

tés de substunces soumises & la séparation chromaztograrhijue sont

de 1l'ordre de 2 4 10 Be.

b) Chromatogrammes bidimentionnels (fig.I3) @ & 1’intersec=

tion de deux lignes trecées dans le sens de la largeur et de la
longueur a I0 cm parzlléllement au bord de la feuille de rapier,
on dépose la solution & analyser. Un premier systéme-solvant sépa-

re les composés dans une direction, et un second systéme-solvant



28

&
’.—h
(6
[+
=
@
i

O\ ' ———
( “:;) -

Cuve a chromatographie |

Figure 2
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fait migrer les substances soumises % la séparation préalable
dans le premier systéme-solvant. Ce mode opératoire permet
souvent de mettre en évidence plusieurs composés qui consti=

tuaient une tache unijue dans 1’un des solvants utilisés.

2° - Préparation des systémes-solvents : la majorité des

systemes-solvants sont constitués en incorporant de 1’eau, en

’ ’
général & saturation,d des liruides organiques tels que

!
des phénols, des alcools, des cétones. la comrosition d’un
Systéme-solvant_est souvent déterminée empiriguement en
tenzant compte, néunmoins, de certains prrincipes’:

a) - une substance migre d'autant plus facilement qu’el-
le est plus :sduble dans 1l’une des phases du solvent.

b) - si la substance est ionissble, le pH du solvent

joue un rdle considércble duns son comportement chromatogra-

phique.
\
3° - Séraration chromatopraphisue : - Les feuilles de papier

sont muintenues dans le tube & solvant suiwnt le schéma de
la figure 2. Ia phase saturée d’eau (rhase mobile) est dépo-
sée dans le tube & solvant. L'ensemble est enfermé dans la

cuve étanche, au fond de laguelle on a disposé, dans un réci-

pient, la phase anueuse (phase saturante). Le solvant progres -

se pur capillarité tout au long de la feuille de pepier-fil-

tre, formant un "front" que 1’on repére aisément. Lorsque ce
"front" & progressé d'environ 4%cm., rendant un temps variant
de 6 heures & IO heures suivant le systéme-solvant utilisé,

le papier est retiré de la cuve et séché & 1'étuve & 80°C,

[N
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4° - Révélztion des taches. - la localisation des substances

séparées est réalisée sur papier & 1l’aide de réactifs appro=-
priés @ solution de ninhydrine pour les acides aminés, d’'oxa-
late dfaniline pour les glucides, de molybdate d’ammonium en

milieu acide pour les nucléotides (fig.I2 ). Des autora-

diogrammes peuvent étre réalisés si les substances sérarfes

sont radiocactives ( fig. I9 ).

5 - Identification des taches. - Dens certains cas, les

substaences sont identifiées par leur Rp , dont la veleur

est fixée par le rapport du déplacement de la tache au dé-
placement du "front" de la phase mobile. Tens un systéme-sol=
vént déterminé, le RF d’une substance est caractéristique
(tableau I , page 33 ). Cependant, le Rp d’un ¢ orp 0sé

est sujet & des veriations et il est préférable de 1’identi-
fier par comparaison avec des produits purs placés sur le

A
meme chromatogramre.

6° - Dosace des substances séparées. - Ia séparation

chromstographique est en général quantitative et la mise au
point de techniques particuliéres permet le dosage des subsg-

tances soumises & 1'analyse chromatographigue.
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B - Séparation chromatographique et dosage des produits

d’hydrolyse des acides nucléiques

Les difficultés que 1'on rencontre dans 1’aprlication
de la chromztographie sur papier & 1'étude des constituants
des acides nucléiques proviennent, non pas de la séparation
chromatographigue elle-méme qui n’interesse qu’un nombre res-
treint de substances bien définies, mais de la mise au point
de procédés d’hydrolyse capable de libérer en totalité .
sens les altérer, les constituants. C’est donc autant une
étude des moyens d’hydrolysé utilisés cu’une étude de l’ana-
lyse chromatographique des hydrolysats obtenus aue nous al-

lons présenter.

\ I® - Séparation chromaztographique des bases

i1 semble que ce soit par une tendance nzturelle de
1’esprit d’aller du simple au complexe que les auteurs ont
d’abord tenté de précider la structure des acides nucléiques
par 1'étude de la répartition des bases au sein de leur
molécule.

les différences qui existent dans la structure des bases
laissaient présager une rapide mise au point de leur sépara-
tion chromatographique. Leurs spectres d’absorption en lumié-

re ultra-violette étaient bien définis et le dosage spectro-
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photométrique s;appliquait parfaitement & la détermination
de quantités trés faibles de substances. Mais les auteurs
avaient compté sans la résistance particuli®re des nucléoti=
des pyrimidiques aux agents chimijues d’hydrolyse dont cer-

tains risquaient de désaminer la guanine et la cytosine :

N=c¢C=0H | N = C—=OKH
A B
N=-c ¢c—N | P'C)-; ¢ . ¢—N
0o S en Lo Dew
'Guanine ‘ xanthine
N = C —NHz N = c = OH
[ L
HO =¢ HO—-C  CH
“ | Il I
N —CH — N — c®
Cytdsine Uracile

ST la désamination de la guanine n’était pas susceptible
de fausser la détermination (il suffirait en effet de doser
la xanthine formée, que 1'on sépcre aisément par chromatogra-

phie d’avec les autres bases, et de ramener son taux & celui
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de la guanine), au contraire la désamination de la cytosine en
uracile ne pérmettait pas le dosage précis des bases pyrimidi-
Jues.

HOTCHKISS (44) a réalisé la séparation quantitative des
bases puriques et pyrimidiques aprés avoir effectué 1l'hydro-
lyse totale des acides ribo- et désoxyribonculéiques par l'acia
. de chlorhydrique concentré 3 1’autoclave & I20°C pendant 2
heures : gprés évaporation & siccité sous pression réduite
de 1’hydrolysat, les bases obtenues sont séparées dans le
systéme-solvant : n-butanol saturé d’eau. Les taches sont lo-
celisées en construisant la courbe des densités optiques
mesurées en lumiére ultra-violette & 2600 R des éluats de
bandes déeoupées tous les IO mm 1le long du chromatograrme. On
obtient ainsi une série de sommets dont chacun correspond a
_une ba'se purique ou pyfimidique (fig.3 et 4). L’identifica=-
tion et le dosage de chacune des bases sont éffectués par
spectrophotométrie en lumidre ultra-violette.

VISCHER et CHARGAFF (45) ont étudié systématicuement
ie cormportement chromatographique de 1’ensemble des bases
purigues et pyrimidiques : guanine , xanthine, adsnine, hyﬁo-
xanthine, cytbsine, uracile, thymine. (figure 5 (note 4).
Aprés séchage des chromatograrmes, les taches sont localisées
de la manidre suivante : les chromatogrammes sont imprégnés

d’'une solution 0,25 M de nitrate mercurique dans l’acide ni-

trique 0,5 N . Les papiers soigneusement lavés, d’abord dans

Nofe 4 : on trouvera dans le tableau I page 33 1a composition
des systémes-solvants permettant la séparation chromatographi-

gue des différentes bases



32.
Figure 3

Paper Chromatogram of Known Mixture of Boses

>
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Revelation d’aprés HOIUHKLSS (48) de 1’emplacement des bases
aprés séparation chromatographique dans le solvant butanol-
eau.
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mesures.
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Application de la technique 4 un hydrolysat d’acide

désoxyribonucléique
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Représentation schématique de la séparation des bases puri-
ques et pyrimidiques dans différents systémesdsolvants étu-
diés par VISCHER et CHARGAFF (49).

G : guanine, X : xanthine, A : adénine, H ! hypoxanthine,

C : cytosine, U : uracile, T : thymine.

Les chiffres horizontzux correspondent aux systémes-solvantg
indioués dans le tebleau I. Les chiffres verticaux précisent
les RF des différentes bases. Les abréviations horizontales

inférieures signifient : n ! neutre, a : acide, B : butanol,

M : morpholine, D : diéthyléneglycol, Co : collidine.
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¥igure 6

Sérarations chromatographiques de bases dans le systéme-sol=-

vant butanol-acide acétique (54). Révélation : acétate mercu-

rique.
Mélange des 7 bases (I); hydrolysat par HCl conc. 3 I20°C

pendant 2 heures d’un acide ribonucléique de Levure (2) et
d’un acide désoiyribonucléique de 'Thymus (3).
G ¢ guanine, X @ xznthine, ¢ @ cytosine, U @ uracile,

T : thymine.
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Tableau I

RF des bases purioues et pyrimidijues dans différents systémes-solvants.

: 7 : : © Hypo- : . : : T Méthyl-

: Systémes-solvants : 'References Adenlne Guanine:Xanthine: iXanthine: Tracile:Cytosine: Thymlne Cyt031ne

{1 in-butanol saturé d’eau n : 50 (0.28 © t C.74 1 017 : 0.OTT @ ©.32 : 0.19 1 0.47:

: % in-butanol, morpholine, eau (3:1:4:) (a : 0.53 : 0.20 ¢ 0.35: 0.I3 : 0.56 : 0.47 @ 0.71 : :
: 3 -ige- )n 10,53 @ 0%29 : 0.35 : 0.I4 : 0.55 : 0.45 ¢ 0.75: .
: 4 n-butanol, morphollne, diéthyléneglycol, eau ( a ; " 30.60 : 0.40 ; 0.48 ¢ 0.35 ¢ 0.65 ¢ n.54 : 0.82 f
; 5 -id%= (4.5 : 1.5 : 1 : 2 ) )n 0,72 ¢ 0.46 ¢ 0.58 : 0.4 ¢ 0.66 ¢ 0.5 ¢ 0.78 :
: 6 :Collidine- saturée d’eau | (& £ = 10.67 ¢ O.57 i 0.68 : 2,70 : .80 : 0.47 : 0.85 : ’
. : -id°~ ) n :0.62 - ¢ 0.56 ¢ 0.63 ¢ 0.63 ¢ 0,77 ¢ 0.42 ¢ 0.84 :

: 8 Collidine-auinolelne -eau (1:2:1.5) (& : n 20.55 : 0.1 ¢ 0.58 : 0.63 i 0.73 : O0.I7 : 0.80 : ‘
9 -ido- )n : :0.34 . 0.22 ¢ 0.44 : 0.82 : 0,74 : 0.21 : 0O.84 : :
:10 ¢ -butanol -diéthyléne glycol-eau (4:I:1:) (a n :0.53 : 0.27 ¢ 0.42 : 0.27 T 0.60 0.45 : 6.77 ; :
(I -1d°- (athmosphere (NHs ) ) n :0.52 ¢ 0.23 : 0.3 : 0.I5 ¢ 0.50: wq 50 @ 0.70 : :
:12 :n-butanol-diéthyléneglycol, O.IN HC1 (4:1:I) (& : w 10.20 : 0.08 : 0.29 : 0.31 : 0.60: 0.34 : 0.74 :

:13 :n-butanol (saturé avec HC1l O0.I N) a : " ;0.032 ; 0.006 ¢ 0.054 ¢ ©.09 : O.30: O0.035 : 0.44 : :
:14 :Isopropanol 5% (v:v) eau-HCL (2 N) S £0.36 ¢ 0.25 : 0,31 : 0.25 : C.68 : 0.47 : C.77 : 0,55  :
:I5 :n-butanol-eau (86 : I4) | 52 :0.38 : 0.I5: 0.26 : 0.I8 : 0.30 : 0.22 : 0.52 :
16 :n-butanol-eau (86 : I4) + Ni, - o8) ¢ o to.28 + OII ¢ 0.I2: 0.05 : 019 : 0.24 : 0.35 : :
: : < wwe/ : : : : : . . : :
:I7 :n-butanol-acide formique-eau (77:10:13) : " 0,33 ¢ 0,13 : 0.30: 0O.2¢ : 2.39 ¢ 0.26 : 0,86 : :
118 in-butanol-éthanol-eau (50:15:35) S 10,55 : 0,37 : = i = 1 0463 0,83 : . :
;IQ ;Alcool amylique saturé d'eau : " ;0.28 ; 0.05 ; 0,15 ¢ 0.I0 f 0.22 : D.09 ¢ 0.40 ; ;
;20 ;AICOOI amyligue saturé d’eau + NHy ; n 50.15 : - : 0.2 : 92.00 : 0.08 : 0.09 : - : ;
:21 :Alcool amylique saturé d’eau-ac.formique (90:10) : " £0.12 : 0.04 : 0.19 : O.I6 i0.83 1 0.07 : . . N
;22 :Butanol-acide acétique-cau 40:10:50 ; 53 ;0.54_ : 0 : 0.45-: 0.33- ¢ ©.49-: 0.40 : ;

: : :0.55 : : 0.47 @ 0.34 : 0.50 : : :

a : solution des bases dans SO H N/IO; n solution des bases neutraliSée par les vapeurs de NH3 avant la chromatographie
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un bain d’acide nitrique o,slg, puis dans 1l'eau distillée,
sont ensuite passés dans une solution de sulfure d’ammonium.
Une tache noire de sulfure de mercure localise les bases
purioues (46). Par le méme principe, on revtle 1l’erplacement

des bases pyrimidisues (47), mais en substituant & la solu-

tion de nitrate mercurique une solution tamponnée d’acétate
mercurigue obtenue par le mélange extemporané de I volume
d'une solution 0,1 ¥ d’acéta@e mercuriqﬁe avec 3 volumes
d’une solution M d'acétate de sodium ef 6 volumes d’eau.
534 IOpg de base peuvent &tre décelés de cette maniére. la
séparation est quantitative et lés bases sont dosées par
spectrophotométrie dané 1’ultra-violet aprés €élution des
fragments de papier correspondant aux taches non révélées et
repérées par comparaison avec un chromatﬁgfamme identique
soumis & la révélation mercurielle.l
Les auteurs ont ensuite appliqué leur mode opératoire au
dosage des bases purisues et pyrimidiques obtenues par hy-
drolyse des acides ribonucléiques de Levure et de Pancréas
(55).
L'hydrolyse comporte deux stades

& - libération des bases puriques

b - hydrolyse des n@cléotides pyrimidinues.

L’hydrolyse des nucléotides purinues s’effectue facile-

ment par l'acide sulfurique.g en tube scellé 3 IO™C pen-
dant I heure. Aprés ajustement du pH, la séparation chromato-

‘graphioue est réalisée dans différents systémes-solvants.
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- L’hydrolyse des nucléotides pyrimidioues se fait par l’acide

formioue concentré en tube scellé 3 I75°C pendant 2 heures.
Ces.nucléotides sont obtenus sau préalable suivant deux modes
opératoires différents ! soit qu'ils aient été précipités de
l’hydrolisat partiel sulfurique sous forme de sels d’'urane, -
soit qu’ils aient été 1ibérés par le passage de HCl gazeux
dans une suspension d’acide nucléique dans le méthanol,
Cette derniére opération est réalisée dans un dispositif re-
présenté par la figure 7 ; l’action du gaz chlorhydrique

est prolongée 3 & 5 heures & 50°C. Les chlorhydrates de ba=-
ses puriques préciritent et sont éliminés. Le résidu 4’'éva-
poration sous pression réduite de la solution méthylique,
exempt d’acide chlorhjdrique, est ensuite hydrolysé par
l'acide formique. Les résultats obtenus par YISCHER et CHAR-

GAFF sont rassemblés dans le tableau II.
\

Tableau IIX
Proportions moléculaires des bases puriques et pyrimidiques

d’acides ribonucléiques de Levure et de Pancréas.

Origine de ! Cuanine : Adénine : Cytosine : Uracile
l’acide : : :

Ac. nucléique 21 : z 9

de Levure : e ’ : 3 I

Ac.nucléique ¢  8;8 3.6
de Fanecreas : :

-
L]

(&)}
-




Figure 7

Montage réalisé par VISCHER et CHARGAFF (56) pour hydro-

un
lyser parféourant d’HCl gazeux de petites quantités d’acide

nucléique en suspension dans de l’alcool méthylique.
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Le luxe de précauti&hs dont s’entourent les auteurs, la
complexité des opérations d’hydrolyse, sont motivéspar le
souci d'éviter la désamination de la guanine et de la cytosi-
ne.

Et cepndant VISCHER et CHARGAFF ont constaté ultérieurement

(57) que leur technijue était imparfzite, l'acide uridy-

1itue résistant 3 1’hydrolyse formiocue. Ce caractdre explique

la faible proportion d'uracile trouvé par ces auteurs dans
les acides ribonucléiosues. Leur modecpératoire ne pouvait
donc &tre utilisé pour la déterminxtion de la rérartition des

bases dans les acides ribonculéioues, mais il s’arplique

parfaitement & 1'étude des acides désoxyribonucléiques, ol

l’acide thymidylique, totalement hydrolysable par l'acide
formique, remplace l’acide uridylique. .

WYATT (58) a simplifié la technijue d’hydrolyse de VISCHER

et CHARGCAFF en \réalisent la libération quantitative des bases
par une hydrolyse unisue des acides désoxypentose-nucléijues
4 1'aide de l'’acide formique concentré en tube scellé 3

175°C pendant 30 minutes.

Bien que les acides désoxyribonucléisues ne constituent pas
la matiére de notre étude, nous avons rassemblé dans le
tubléau IIT la comrosition de queloues-uns de ces acides
pour montrer que la théorie du tétranucléotide isomoléculaire
ne peut prétendre représenter leur structure. Ces résultats

montrent sue la composition d’un acide désoxyribonucléique

est constante dans les différents organes d’une.espéce



donnée et qu’elle est caractéristisue de cette espéce - con-
clusions qﬁi sont en parfait accord avec la théorie génétique
classiquez

Récemment, MARSHAK (59) est parvenu & réaliser 1’hy-

drolyse totale des acides pentose- et désoxypentose-nucléiques

par 1l'acide perchlorique I2 X en tube scellé & IOC®C pendant
I heure et a mettre aulpoint une méthode générale d’étude

de la constitution des deux types d’acides nucléiques ﬁar la
détermination de la répartition moléculaire des bases azotées.
L’auteur a en outre apporté une simplification considérable &
1'anzlyse des acides nucléitues en effectuant son hydrolyse
directement sur le tissu traité selon la technijue de SCHNEIS
DER (60) sans isoler ni purifier préalazblement les acides
nucléiques, L’'auteur s’est particuliérement attaché i 1'étude
des acides ribqpculéiques obtenue 2 partir de produits du
fractionnement partiel de cellules : acides ribonucléiques du
noyau et du cwytoplasme (6I). I1 a montré que l’acide ribonu-
cléigque du noyau contenazit une proportion d’adénine double de
celle de l'acide ribonucléijue cytoplasmique (64) et émis
1’hypothése que ce dernier tirait son origine du premier par

perte d’une molécule d’acide adénylique nui serait & 1’origine

des acides adényligues libres du cytoplasme (tableaux IV ).

En conclusion, l’hydrdlyse totale des acides nucléizues en
vue du dosage des bases aprés leur séparation par chromatogra-

phie sur papier est rendue délicate par la résistance des
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Tableau III (CHARGAFF 62)

~Composition d'acides désoxyribonucléiques

(en moléculesde bases pour une molécule de phosphore)

Origine
Orgaﬁe : Espéce quanineiAdéninenytdsinefThymine
Thymus Boeuf i o.21 0.26 0.16 0.25
Rate oo i 0.20: 0.25 : 0I5 @ 0.24
Foie P i 0.20: 026 : - o -
Thymus Homme 0.19 0.28 0.16 0.28
Sperme " 0.18 0.29 0.18 0.31
Fole mormal i 0.19 0.27 :
Foie cancéreux% h % 0.18 E 0.27 % 0.15 % 0.27
| : ievure f 0.14 f 0.24 f 0.13 . E 0.25
‘Bacille tuber-: : : :

tculeux aviaire: ¢€.I2 : 0.28 : 0.26 : 0.11




) , 10.

Tableau IV

Rapports moléculaires des bases puriques et pyrimidiques d’acides dé-

soxypentose-nucléijues (ADN) et pentose-nucléiques (APY)(¥ARSHAK 63)

Origine des :Adénine :Guanine :Cytosine:Uracile :Thymine
acides nucléiques : : : : : :
Noyaux ADN TFoie : I : 0.89 :- 0.85 ; : I.M4
Thymus @ I 0.80 ¢ 2,79 ¢ 0.99
Rein ¢ I © 079 0.8 .
Coeur I : 0.82 : 0.82 :oT.ar
APN  Toie : 1 : 1 © 0.39 : 0.45
Thymus : I : 0.8 :: 0.0 : 0,17
Rein ¢ I : 0.92 : .25 : 0.59
Coeur \ I : 0,92 : 0.I9 : 0.29
Cytoplasme AFN Foie T : 1.83 : I.22 : I.I2
Thymus : I : 1.88 : TI.44 : 0.89
Rein : I I.78 : 1.25 ¢ 0.94 :
Coeur i I 1.20 : 077 : 0.03(?)
ATN de Levure . 1 © T.IZ : 0.7 0.73
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nucléotides pyrimidiques - en particulier de 1l’acide uridy-
lique ~ aux agents chimi~ues d’hydrolyse et par la difficul-
té d’éviter la désamination de la guanine et de la cytosine.

Cependant, 1'étude des acides désoxypentose-nucléiques peut

étre réalisée aprds hydrolyse formique (WYATT) ou sulfurique.
formique (VISCHER et CHARGAFF). L’hydrolyse perchlorique
de MARSHAK est d’autre part appliczble, en principe, aux deux

types d’acides nucléiques.

20 . Séparation chromatographique des nucléosides

Ia séparation par'chromatographie sur papier des nucléo-
sides n'a guéere été utilisée. En effet, ‘il n’est pas possi-
ble d’hydrolysQr quantitativement en nucléosides un acide
nucléisue par des agents chimiques. Par exemple l'action
prolongée de la pyridine pure & II8°C pendant 5 jours sui-
vant la technigue de BREDERECK(65) ne libére ou’une partie

des nucléosides. Cependant, BRALE, HARRIS et ROE (66) ont
récemrent mis au point une méthode d’hydrolyse tbtale des
acides ribonucléiques suivie d’un fractionnement quantitatif
de ces composés sur des colonnes d’amidon ! l'acide ribonu-
cléique purifié est traité par la soude dilude et les nucléo-
tides obtenus sont hydrolysés par la phosphatase acide d’un
extrait prostatique. Les nucléosides sont ensuite fractionnés
par passage de 1l’hydrolysat sur une colonne d’amidon et dé-

‘veloppés & 1'aide de n-butanol saturé 4’eau.
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L'identification et le doéage des nucléosides sont effec-
tués par spectrophotométrie dans 1’ultra-violet. Les auteurs
ont ainsi établi la constitution d’un acide ribonucléique
is0lé du Sarcome de la Poule. Les rappbrts moléculaires de
la guanine, de 1l’adénine, de la cytosine et de l’uracile
sont respectivement les suiwnts : 3,72 - 1,11 - 2,23 - I.

Ces résultats confirmént la teneur éle¥ée en guanine des
acides nucléiques d’origine néoplasique, déja observéepar

certains auteurs (CLAUDE (67), SHEKIN (68).

39 - Séparation chromatographique des nucléotides

Ia séparation dés nucléotides par la chromatographie de
pertage sur parier constitue la méthode de choix dans 1l'étu-
de de la constitution des acides ribonucléiques. En effet,
1’hydrolyse de ces acides est réalisée trés fucilement par
~l’action de la soude N ou N2 & la température ordinaire

pendant 24 heures (68). la soude libére cuantitativement

les ribonucléotides sans provoauer leur déphosphorylation ou
leur désamination.
Yéanmoins, certains auteurs sont restés fidéles aux tech-
niocoues d’hydrolyse acide *
MARKHAM‘et SMITH réalisent une hydrolyse partielle des acides
ribonucléigues par 1l'acide chlorhydrique H 3 100°C pendant
‘T heure. Les bases puriques et les nucléotides pyrimidiques

1ibérés sont séparés chromatogruphiquement (70). Le systéme-
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-

olvent utilisé est le suivant : butanol-tertiaire-acide

. chlorhydrique pur concentré-eau (790 : I32 : I68 ). Les ta=-
ches correspondant aux produits de 1’hydrolyse sont révélées
4 1'aide d’une technique qui est applicable & 1l’identifica-
tion de tous les dérivés des acides nucléioues et que nous
exposerons en détails.

Les auteurs mettent 3 profit la propriété que possédent
les bases puriqﬁes et pyrimidiques d’absorber fortement les
radiations ultra-violettes de la bande voisine de 2.600 % .
HOLIDAY et JOHNSON (7I) aveient mis au point une technique
"visuelle" : les chromatogrammes étaient exposés au rayonne-
ment ultra-violet et des taches de teinte foncée localisaient
les acides nucléiques. VARKHAM et SMITH (72) ont sensibilisé
la méthode en utilisant une lumiére aussi monochromatique que
possible. Ils emploient & cet effet un systéme de filtres
dont 1’'un contfent une solution de sulfatesde nickel et
de cobadt et l'autre du chlore séché sur chlorure de cal-
cium (fig. 8).°

Les chromatograrmmes mis au contact d’un pepier photogra¥
phique sont exposésaux radiations ainsi filtrées. Aprés dé-
veloprement, l’emplacement des dérivés nucléigues est marqué
sur la surface sensible par une tache blanche apparaissant
sur le fond noir (fig.9). Cette technicue de localisation est
trés sensible et permet de'déceler des quantités trés faibles

de substances (I uyg d’adénine).
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Figure: 8

Dispositif de filtration de la lumiére ultra-violette.

in KARKHAM et SMITH (73)

@ - Section longitudinale : A : filtre contenant du chlore,

B ¢ filtre contenant la soslution des sels de.cuivre et de

nickel, ¢ et D : diaphragmes, E : larpe 2 vapeur de mercure.

b - Section transversale du filtre contenant du chlore

desséché par du chlorure de calecium (F).
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Séparation chromatographique d'un hydrolysat d’acide ribonu-

cléique par HC1 N & I00°C pendant I heure.

Systéme-solvant : butanol-tertiaire-acide chlorhydrique-eau.
Révélation par la lumiére ultra-violette suivant la technique
de MARKHAK et SMTTH.

Leé.taches correspondent de haut en bas aux composés suivents:
guanine, adénine, acide cytidylique, acide uridylique.

(MARKHAM et SMITH (8I).
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YARKHAM et SIITH ont apﬁliqué leur mode opératoire &
1’étude de la constitution des acides ribonucléiques de la
Levure et de différents virus végétaux (74). les résultats
que ces auteurs ont obtenus (tableau V) montredou{il existe

des disprdportions sensibles dans la répartition des nucléo-

tides dans les différents acides ribonucléiques.

Tableau V

Proportions moléculaires des bases puriques et pyrimidiques
d’acides ribonucléiques de virus - végétaux et de Levure

(VARKHAXM et S)ITH 89)

Souches ; Adénine § Guanine §Cytosine gUracile
¥osaique de 1l'Aucuba : 1.20 : 0.95 : 0.78 I.75
Mosalque du Tébac : .24 : 1.17 0.62 : 0.96
Rib-grass : T.I7 ¢ I.08 : 0.69 : I.05
Concombre 4 : I.M4 : I.23 ¢ 0.74 I.I9
¥osaicue de la Tomate: I1.18 : I.4 0.73 : I.05
Ac. ribonucléique de ¢ I.03 ¢ I1.25 0.80 : 2.93

Levure : : : :

Cependaht, MARKHAM et SNITH ont récemment remarqué que
1°'hydrolyse chlorhydricue, méme ménagée, libérait de petites
quantités de cytidine et d’uridine (82). Le chromatogramme
schémztique de la figure 10, empryntée aux auteurs , met en
évidence les nucléosides formés au cours de 1’hydrolyse acide.
I1 semble donc que 1’hydrolyse acide d’acide nucléique,

" aussl douce soit-elle, ne puisse éviter 1’altération des
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produits formés. La séparation chrometographique des qﬁatre
ribonucléotides obtenus par une hydrolyse alcaline constitue
donc la méthode la plus précise dans 1'étude de la constitu-
tion des acides riboneeléiques. Deux procédés de séparation
chromatographique ‘des fibonucléotides ont été proposés, l'un
par CHARCATT et coll. (83), l’autre par BUTANGER et XONTRTUIL
(84). .
CHARCAFF et coll. (85) réalisent la séparation des nucléotides
3 1'aide de deux systémes-solvents ! 1l'un ="acid system"- con-
siste en un mélange d’acide isobutyrique et d’eau (II : 6 ),
1’ztmosphére de la cuve étant saturée d’ammbniaque. L’autre
-"buffered system" - est constitué per un mélange de 10O volu-
mes d’acide isobutyrique amené & pH 3,6 - 3,7 par 1’addition
de 6 volumes d’arroniaque 0,5 N. | |
Les nucléotides sont localisés par la technigue de NARKFAM et
Smith ou par 1'utilisation d’un réactif chimique : les chro-
matograrmes sont passés lentement dans uné solution aqueuse
4’ acetate d’urane a 0 I5 gp. I00ml, lavés 20 secondes &
l’eau distillée, puis soumis a l’actlon d’une solution agueuse
4 3 g.p.I0 ml. de ferrocyanure de potassium acidifié par
1’addition d’HC1 N . Des taches brunes révélent 1'’emplacement
des nucléotides.l

Le dosage des nucléotides isolés est effectué par spectro-
photométrie dans 1’ultra-violet. CHARGATF et coll. ont eppli=-

qué avec succés leur mode opératoire & 1’étude de la constitu-
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Figure I0

t

; N

| \,g}\‘)
Wl . .'\ p
Chromatogrammes d'hydrolysats d’acides ribonucléicues

A : hydrolyse par HC1 X, I h. a I100°C. Solvant @ butanol
3 aire-acide chlorhydrique.

B : hydrolyse par NaCH N & 20°C. Solwant : isopropanol-eau

C : hydrolyse par HC1 X, I h. & I00°C.Solwant : gulfate
d’ammonium-isopropanol.

1 : guanine, 2 : adénine, 3 : acide cytidylique, 4 : acide

uridylisue, 5 : PO, Hy , 6 ¢ cytidine, 7 ! uridine, 8 ‘mélan.

ge des acides adénylisue s, guanylique et cytidylijue.

Rerarquer en A et C la présence de nucléosides pyrimidijues

(in VARKHAM et SMITH (86) ).
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tién d’'un cerfain nombre d’acides ribonucléitues animzux et
végéteux (88). Leurs résultats sont rassemblés dans le tableau
Vi..

Cependant, l'emploi des systémes-solvants i base d’aci-
de isobutyrique ne permet pas la séperation des acides uri-
dylisue et guanglioue (fipure II) qui doivent étre dosés en-
serble.L’avantage de la technique sue nous avons rise au
point et que nous exposerons dans la partie consacrée & nos
recherches personnelles est de permettre la séparation des
4 nucléotides et de faciliter & la fois les déterminations

gualitatives et cuantitatives.
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Figure I

' .2 \

Y 1]
173

pi1d

N
R

\
Séparztion chromatographique de mélanges de nucléotides dans

le systéme-solvant-: acide isobutyricue - eau (87)

Révélation en lumiére ultra-violette suivant la technique

de NARKHAM et SMITH.

I ! "gpot™ unique des acides urjdylique et guanylique, II
acide cytidylique, III : acide adénylique.

I : mélchge des acides uridylioue et cytidylique ; 2 hydro-
lysat alcalin d’un acide ribonucléique de Levure ; 3

mélange des acides guanylioue et adéhylique.
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Ihbleau VI

Composition de différents acides ribonucléiques (CHARGAFF 89) .

A

(métastase)

Orig;ggdgé 5 Repports moléculaires des nucléotides
ribonucléique : Acide : Acide : Acide :  Acide
fguanylique i adenylique fcytidylique furtdylique
Levure I % 9.7 'g 19 % R % 7

" 2 9.6 i IO : 7.5 i 6.7

" 3 : 10.8 ;10 : 8.6 1 8.2

" & 105 i IO 8 10,2

Fancrdas de ¢ . 22.5 ¢ IO : 9.8 : 4.6
Pore E \ E f E

Fole de Pore : 16.3 % 10 % 16,1  : - 7.7

Foie de Mouton :  16.8 é 10 % 13.4 5 5.6

Foie de Veau :  16.2 i 10 i ILI i 5.3

Foie de Boeuf % 14.6 E 10 : 10.9 % 6.6

|Pote humiin % 32.9 ¢ 10 :  28.8 i 8.3

Fole humain ¢ 4I.4 ¢ IO C o4z 7.2
carcinbmateux 3 :

s e
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C - Conclusions

Les conceptions modernes de la structure des acides
ribonucléiques reposent sur un ensemble de résultats concor-
dants obtenus gréce 3 des modes d’hydrolyse et des méthodes
chromatographiques différents. Les constitutions d’acides
nucléiaues'd’originasdiverses ont été précisfes. Flle ne
s*accordent pas avec la théorie de la répartition éouimolécu-
laire des nucléotides dans un tétranucléotide.
En outre, la chromatographie sur papier a permis de préciser
certaines modalités de 1l’enchalinement des nucléotides . Plu-
sieurs auteurs ont pu montrer que les acides nucléiques n’é-
taient pas constitués par la répétition uniforme d’une unité
structurale, mzis que des nucléotides occupaient dans leur mo-

1lécule des positions particuliéres et que l'existence de plu-

sieurs types de liaisons entre les nucléotides achevaient de
compliquer considérablement leur schérma de structure.

CHN et coll. (99), CARTER et coll. (91) ont mis en
évidence une isomérie des nucléotides en fractionnant des
hydrolysats sodigues ou ribonucléasiques d’acides ribonucléi-
7ues sur des colonnes d’échangeurs d’ions . Ces auteurs.
ont obtenu deux isoméres g et ® de chacun des nucléotides,

d ont la nature exacte n'est pas encore rrécisée. S'agit-il
d’une isomérie d-@ de la liaison osidique (schéma XII) ou
encore d'une isomérie de position du radical phosphoryle en

2' (isomére a ?) et en 3' (isomeére b) de la molécule de
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- Isomérie des nucléotides

(o) CH20H H o CH20H
Base / l 7 N
C_ H H G Base C H C
I\ 1/} N N | /)
l | o OH | | _oH
OH Q—-P=mo OH O0~-Teo
"\ oH ~SoH
Isomére normal b) 4’un nucléotide Isomére &
(1iaison & glucosidioue) (liaison (3 glucosidique)
Schéma X||
Base H Pase H Base H
\ / \c/ \c/ |
\ —
(‘: | ,OH !
H-C"OH H_C-Q——P’O H-C-0OM
H‘C‘o———?so H-C-OH H’c\- (o]
\ \
| O OM o) ,
l l l ?15“;
-O- =°.
CHzOH CHQOH CHa e
H
Isomére normal(bl : Isomére a riboside S5'rhosphate
riboside 3’phosphate riboside 2’phosphsate

Schéma Xl Schéma XIV
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ribose (schéma XIII) ? Les isomeéres portant leur radical
phosphoryle en position 5° (schéma XIV) ont égzlement été
identifiés dans des hydrolysats ribonucléasigues par CTHN

et VOLKIN (92).

BOULANGER'et ¥ WTREUIL (93), Magasanik et €hargaff (94) ont
étudié la cinétdque de l'action d’agents d’hydrolyse chimiques.
Des prelévements effectués & des temps déterminés permettent

de suivre le clivage de la molécule d’acide nucléizue. Ces
auteurs ont mis en évidence la mobilité particuliére de 1l’acide
uridylinsue et 1l’existence d’une fraction plus stable de la mo-
lécule, riche en nucléotides puriques.

Les travaux de MAGASANIK et CHARCAFF, que nous exposerons brid-
vernent, ont condu;t ces auteurs % proposer un schéma deAstruc-
ture des acides nucléiques. L'action de la soude sur un‘acide
ribonucléique\est trés rapide. Mn voit d’zbord apparaltre
l’acide uridylioue, qui est 1ibéré en totzlité dés le début

de 1’hydrolyse. Le clivage des nucléotides puriques s’effectue
rlus lentement (tableau VII). Inversement, la fraction plus
steble de lé molécule s’appauvrit en acide uridylique et s’en-

richit en nucléotides puriques (tableau .VIII). tes résultats

permettent de conclure que l’acide uridyligue occupe une posi=- -

tion "extérieure" par rapport au reste de la molécule d’aci=-

de nucléique, dontkénuelette est riche en nucléotides puriques.




Tableau viI ’ n5.

action de la soude sur un acide ribonucléique de Levure.

Cinétique de la libération des mononucléotides.

Durée de

1’hydrolyse

en minutes @

¥ononucléotides (en molécules pour I00 molécules
de nucléotides au départ)

: Acide : Acide ¢ Acide ! Acide
tguanylique :adénylique:uridylique:cytidylique: Totall

L5 19 : 9 X : 26 : 54
35 23 15 : x  : 23 el
2¢880 29 : 30 : 21 : 20 109
X détermination impossible.
Tableau VvIII
Action de la soude sur un acide ribonucléique de Levure:
constitu¥ion des résidus polynucléotidiques aprés hydro-
| lyse incompléte.
Durée de Mononucléotides (en molécules pour I molécu-
1’hydrolyse les de nucléotides)

en minutes:

15
35

: Acide ¢ Acide : Acide : acide
! guanylique @ adénylicue : cytidylique: uridylique

29 : 50 : o1 . 20
24 - 38 : 26 i I2
: 21 : 45 : 24 : 10
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| L’existence d’une fraction résistént a2 1l’action de la
ribonucléase a été confirmée par BJIULaANGLR et LCNTREUIL (95)
et par YABASAWIK et CHARGAFF (96) qui ont étudié & 1’aide
de la chromatographie sur papier ia répartition des nucléoti-
des duns les fractions dialysables et non diclyszables d’un
acide ribonucléiaque soumis 3 1l’action de 1'enzyme. VAGASANIK
et CHARGAFF ont montré aque le dialysat contenait des nucléo-

tides libres exclusivement pyrimidiaques et des polynﬁcléoti-

des constitués par la presoue totalité de l'acide adénylinue
présent dans 1l’acide nucléique, par une fzible prpoportion
d’acide guanylique et par de pretites ouzntités des acides
uridylioue et cytidylique.(tableau IX). Iz fraction résistant
a 1l’action de la ribonuciéase n'est constitude prati-uement

oue de nucléotides purioues (tableau X).

\ Tableau IX
Action de la ribonucléase sur un acide nucléigue : composi-

tion du dialysat

:¥olécules de gucléotides rour IND mo-
icules de nucléotides au départ)

Fractions
; Acide : Ac@de ! Acide : Acide :
'guany=- : Adéeny-: Cytidy-: Uridy=-: Totey
' f liogue : ligue : liocve lioye :
:Constitution de 1'ARN ; 28 ; 27 ; 23 ; 22 ; I10)
‘Xononucléotides : 0 i 0 : 14 :+ o1 . 35
:Nucléotides totaux S ; I9 ; 18 29 ; 75
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- Tableau X

Corposition du résidu de la dialyse

Molécules de Nucléotides pour I00 molécules au départ

Acide ' Acide ¢ Acide ¢  Acide
Guanylique : Adénylique : Cytidylique : Uridylique

63 : 27 : " : 3

Deux hypothéses permettent donc d’expliquer la spécifi-
€ité de 1'action de la ribonucléase : a) 1’enzyme ne peut
hydrolyser que les liaisons entre des nucléotides pyrimidi-
ques; D) l’enzyme‘peut hydrolyser toutes les liaisons inter-
nucléotidiques, exceptées celles qui lient 1’acide guanylique
& un autre nucléotide.

Les schémas de structure XV et Xvi , proposés par
MAGASAYIK et CHARGAFF, essaient de rendre compte des résultats
des hydrolyses sodiques et ribonucléasiques : sur une chaine
riche en nucléotides puriques se greffent.des chaines
latérales ol prédominent les nucléotides pyrimidiques . Ia
position éloignée de 1l’acide uridylique par rapport & la
chaine purigue tient compte de la mobilité particuliére

de cé nucléotide.



58.

U
C..U
U U
i de
AmG AmG Ao
—G—A—-G—é—-c-fa—e_

Schéma XV

U
¢

-G A—2G
c
\
G o G o

Schéma XWVI

En pointillés, les liaisons rompues par la ribonucléase;
en traits pleins, les liaisons réfractaires & 1l’action

de 1° enzyme.
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CHAPITRE 1V

TRAVAUX PERSONNELS

-I . TECHNIQUES D’ANALYSE DES ACIDES RIBUNUCLEIQUES

\

A - Chromatograrhie quantitative sur papier

des ribonucléotides (97)

Nos premiers essais de chromatograrhie sur papier des

dérivés des acides nucléiques avaient porté sur la sépa.ra*"io’1
des bases. M.is les difficultés de 1l’hydrolyse et la com.ple‘i‘i
té des dosages par mesure de 1’absorption dans 1’u1tra-vi°”.
nous ont amené & mettre au point une méthode simple pérmet‘!
tant la chromatographie des ribonucléotides suivie de leur
détermination quantitative par un microdosage de l'’acide
phosphorigue nucléotidigue. Nos essais de séparation chrO“‘“|
tographique ont été effectués sur des acides guanylijue, 9d
nylique, cytidylique et uridylique provenznt de pre’pza.naf‘cioﬂ
cormerciales dont nous avons vérifié la pureté. Mais nou?
avons étéaymné 4 préparer certains nucléotides - tels 1lef |
acides xanthylique, hypoxanthylique, imosinique - par uné .
technique simple de diazotation des nu cléotides aminés Cw,

respondants ¢ les acides guanylique, adenosine-S’phosphoria

adénosine=-5'-phosphorique.

A
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1° - Préparation de nucléntides hydroxylés par diazotation

des nucléotides aminés correspondants.

On dissout dans un tube & essais 0,05 g.'de nucléotide
dans I ml. d’eau distillée, puis 0,5 g. de nitrite de sodium
pur. On ajoute ensuite par petites fractions, sous agitation
constante, I ml. d’acide formique pur & 97-98%.Quand la réac-
tion de diazotation est terminée, la solutionlobtenue est
évaporée & siccité sous pression réduite, reprise avec 10 ml,
d’eau distillée et passée sur une colonne de "Deacidite", |
résine a4 échange d'anions dont nous préciserons ultérie&rement
les modalités d’utilisation. Le nucléotide, fixé sur la rési-
ne, est ensuite développé avec une solution.aqueuse d’acide
formique & I péur cent (acide hypoxanthylique) ou & IO pour
cent (acides xanthylique, inosinique, uridylique). la solution
formique est Qoncentrée sous pression réduite & 40°C puis éva-
rorée & siccité dans le vide. Le résidu est constitué par le

nucléotide pur.

2° - Choix des systémes-golvants. Les considérabions qui nous

ont guidé dans la recherche de systémes-solvants permettant la
séparation des nucléotides ont été de deux ordres

a) les nucléotides sont sobubles dans le phénol ; or , nous

avons précéderment signalé oue le déplacement d’une substance

sur un chromatogramme est d’autant Plus rapide que cette gubs-

*

tance est plus soluble dans la phase mobile.
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b) les nucléotides sont des composés ionisables ; leur mi=-

gration étant de ce fait liée au pH de la rhase mobile, nous
avons préparé des systémes-solvants en y ajoutant différents
acides.

Les chromatograrhies unidimensionnelles, qui permettent

la séparation quantitative des quatre nucléotides, sont effec-
tuées avec diftérents mélanges & base de phénol. Ceux-ci
exigenp'une préparation minutieuSe‘: les RF et 1l’homogé-

néité des taches sont en effet considérablement influencés

par les variations de la température embiznte. Les quantités
d’acide et d’alceol constituant les différents systémes-sol-
vants sont exactement mesurfes , puis le mélange phénaol

cristalliscble 957 g. + eau L29 g. est ajouté jusou’a un volu-

me connu. Aprés sazturation par l'eau distillée, on laisse le
systéme biphasique se décunter pendant 24 heures dans un lo-
cal dont la température ambiante est inférieure de quelques
dégreés 4 celle de la chambre de chromatographie. Ia phase
aqueuse, % laaquelle on ajoute un peu de cyanure de potassium
destiné & complexer les métzux souillant éventuellement le
pepier a chromatographie, constitue la "phase de saturation"
et est déposée dans un técipient au fond de la cuve % chro-
ma tographie. la phase phénolique constitue la "phase mobile"
Le tableau xx'groupe les divers sysfémes-solvants gue nous
avons mis «u point. Iens la pratinue, nous utilisons prineci-
ralement le systéme-solvent n°l, qui nous donne d’excellents

résultats, ainsi que le montre la figure I2.
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Des chromatogramres bidimensionnels (fig.I3) peuvent

- étre réalisés en utilisant comme premier solvant un des

syétémes-solvants alconlioues, dont le tableau XII donne la

composition et le pouvoir résolutif ; le second systéme-sol-

vant étant un des systémes-solvents phénoliacues précédemment

déerits.

Tableau XTI

Rp des ribonucléotidee dans différents systémes-solvants phénoliques

(98)
Systémes-solwvunts : Rp & 20-22°C
no: Composition PP U G CiAgi X P OHIASD T
I;Fhénol-iSOprOpanol- : : : : : : : : :
tacide~formigue=-cau :0.22:0.37:0,49:0.58:2,.70: : : :
(85 ¢ 5 : 10 : 100) :0.23:2.38:0.50:2.59:0,71: : : :

2:Fnénol-isopropanol- : : : : :
tacide formique-eau T ININ,33:0,44:2.50:0.64: : :
(80 IO 1I9: IOO) :G.I820.3410.45:0.54:0.65: : :
3:Thénol-butanol tertiai-: : : : : : :
‘re-acide formicue-eau :0.22:0,35:0.46:0.57:0.70: :
: (84 : 6 : I0: 170) : : : : : :
4:Thénol-acide formique : : : : :
: eau (90 : I0 : I00) $0.28:0.41:0.52:0.60:0.73:
T ) :0.31:0,44:0.54:0.63:0.75:

f : Po4 HS’ U:acide urjydylique, G:acide guanl.ylique, Ciacide cytidyli-

que
A3 tacide adénosine-3’phosphorique, I:acide inosinique, X:acide ’

xanthylique, H:iacide hypoxanthylique, A
phorique.

g & &cide adénosine-s(-phosr
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Séparation chromatographique unidimensionnelle des ribomono-
nucleotides 987

Systéme-solvant: phénol-isopropanol-acide-formioue-eau
(85 : 5 : I0: 100)

Durée de la séparation : 24 h. & 22°C sur papier WHATMAN n°I.

U : acide uridylicue, G : acide guanylique (%a tache supérieure
est constituée par de l’acide phosphorique), C : acide cytidyli--
que. A; ! acide adénosine-3’-phosphoricue; Ag : acide adénosine
-5'phosphoriaue.

4N : mélange des 4 nucléotides + p0Oy Hz ; ARN : hydrolysat am-

moniacal d’un acide ribonucléioue de Levure + PQ4 H3 e

Les fleches indiguent le "front" du solvant.
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" Figure 13

Chromatogrammes bid}mensionnels.

Al méiange des 4 nﬁcléotides purs, B.! hydrolysat ammoniacal d’gn
acide ribonucléique de Levure.

I&re dimension (horizontalement) : systéme-solvent alcooiique ne3.
2éme dimension (verticalement) : systéme-solvant phénolique n°I;

.
.

U ! acide uridylique, G : acide guanylique , C ! acide cytidylique
"A ! acide adénylique. Les RF dans le second solvant sont modifiés
& cause de l’acidité chlorhydrique résiduelle du premier solvant.

On remercuera la parfaite identité des deux chromatogrammes.
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Tableau XII

Rp des ribonucléotides dans différents systémes-solvants alcooliques
(100)
Systémes-salvants : Rp a 20-22°C
INYZ Composition :G:AS:C:U:P:X:HiAsiI

‘I EIsopropanol-monochlorhy;

:drijue du glycol HCl N :0.36:0.43:0.43:0.52:0,70:

: (60:30:10)

:2 :Isopropanocl-HCl X £0,55:0.52:0.65:0.82:0,90:
o (80 : 20) : : : : : :
L

3

‘Butanol tertiaire -HCl-:0.46:0.50:0.55:0.80:0.90: 0,53: 0,53:0,5% : 0,53
: eau (70 : 13,2 : 18,8): : : : : : : IR

;4 ;Butanol tertiaire -89, : : : I : : :
! Hg X (87 : 20) :10.41:0,47:0.81:0.92:9.92: .« .

() Smith et Markhem (IOI)

" révéler les esters phosphoriocues des glucides(note 5)

30 . Localisation des tzches. Iz technijue de révélatfﬁn Ao
YARKHAM ef.SMITH (I22) n’est pas applicable A cause de 1l'ab-
sorption de le lumiére ultra-violette par le phénol et la lo-
calisation des taches corresrondant aux différents nucléoti-
des se fait selon le mode opératoire suivent ! le chromatogran-
me est séché dans un couraﬁt d’air pendant 24 heureg ou dans
une étuve & 70-8C°C suivant 1l'"agressivité" de 1l’acide entrané
dans la constitution du systéme-solvant. Cn pulvérise ensuite
sur le papier & la dose de I & 5 ml pour IO cm2 le résctif
de HANES et ISHERWOOD (103) que ces suteurs utilisent pour

Note 5 . Acide perchlorigue pur (D=I,6I):5 ml; acide chlorhy-
drique N/I : IJ ml; solution de molybdate d’ammonium 2 4 g.
pour I00ml : 25 ml; eau bidistilléde : 60 ml. ’
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suivent leur mode opératoire, le chromatogrammes est séché

3 1'étuve 3 70°C puis meintenu quelaues minutes dans une at-
mosphére d'hydrogéne sulfuré. Des taches bleues apparaissent,
gui localisent l’erplacement des nucléotides sur le chroma-
togramme. Cette techniocue de révélation est peu sensible ;

en outre, le fond du parier brunit sous l’action de 1l’hydro-
géne sulfuré. MNous lui préférons le mode orératoire suivant,
dont la mise au point a été "accidentelle" : aprés la pulvé-
risation du réuctif de HANES et ISHERWOOD, le chromatograrme
est exposé & la lumiére solaire. Les taches de nucléotides
epparaissent en bleu sur un fond blane.la réaction est suffi-
sumrment sensible pour que 1'on puisse mettre en €vidence 2 3

5 pg. de nucléotide (104).

49 -~ Rerrnduction photogsraphioue des chromatogrammesT Ia dif-
ficudté dg regroduire les chromztogrammes sur un film photo-
graphique provient du fait que toutes les érmulsions sont sen-
sibles & la coloration bleue. Cependant, les films infra-
rouges "Kodak I.R., permettent 4’obtenir d’excellents négatifs,
si leur emploi est associé & 1'utilisation d’un filtre rou-

ge. Le tirage en positif est réalisé sur parier "Xodak B.3.

5.2",

5° - Dosege des nucléotides isolés. A cause de la propriétd
aue possede le phénol d’absorber les radiations ultra-violet-
tes, le dosage des nucléotidés rar spectroprhotométrie dans
1’ultra-violet est irmpossible. Le principe de la technigue de
dosage que nous ﬁtilisons consiste simplement en la détermi-

“nation de 1l'’acide phosrhorijue nucléotidique . les
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-

taches repérées sont découpdes et introduites dans des tubes
a4 destruction en verre Fyrex possédant un étranglement avec

un trait de jaﬁge a I5ml. On ajoute 0.5 ml. du reElange des-

tructeur suivent

14

) acide sulfurijue pur (D€ = 1,83) 3 volumes

) acide perchlorijue rur (Dé = I,6I) 2 volumes,

puis, selon la quantité de pupier & détruire, 9,I0a 9,30 ml
d’zcide azotigue pur (Dé = I,38). On chauffe doucement;puis,
dés l'apparition de vapeurs blanches, on place un petit entona
noir dans 1l’orifice du tube. Ia destruction est prolongée
pendant environ I heufe. Arreés refroidissement; on ajoute
environ IO ml d’eau bidistillée, I ﬁl. 3’une solution de
molybdute d’emmonium pur 2 8,3'g. D IObzml. d’eau bidistil-
1ée, puis 2 ml. de réactif d’Ailen'(Ios) dont ' la composf-

tion est la suivante

§ Amidol (2, 4-diaminophénol) : 2 g.
)( Sulfite de sodium anhydre : 40 g.
( Bau bidistillée Q;s;p; 1290 ml.

On compléte 3 I5 ml et azu bout de IO minutes on mesure & 1°4--

lectrophotométre de MEUNIER (écran rouge, cuve de 4 cm) 1'in-
tensité de la colorution bleue obtenue. Cette technique colo-
rimétrique est & la fois simple et sensible, ruisiue Iug de

phosphore peut &tre déterminé sans erreur.

' Nous avons effectué des mélanges de nucléotides purs soigneu-

sement dosés; puis, nous avons déterminé le taux de chacun
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des nucléotides séparés par chromatograrhie dans différents
solvants phénolisues. Comme le montre le tableau XIII, la ré-

cupération est cuantitative.

Tablegu XITI

Récuparation quantitative aprés chromatographie d’un

mélange de nucléotides (I05).

Systémes-solvants :Mucléotides:Inifial :Récupéré :Erreur

@ @
Phénol-acide formizue-eau 4.29 : 4.3 @ -I, 4
(90 : I0 : 100) 5 : 4.88 1 -2,4

4266 ¢ 4.70 : =0,37
3,560 ¢ 3.A3 : 43 .7

4,29 : 4,26 : -0,7
5 : 5,29 : 45,8
4,66 : 4,59 :! -I,5
3,50 ¢ 3,58 : 42,3

4,29 : 4,26 : =0,7
5 : 5,00 : O
4,66 : 4,863 : -0,65
3,60 : 3,55 : 42,3

Thénol-isopropanol-acide :
formivue-eau (80:I0:10:100):

\ .
Phénosl-isopropanol-acide :
formique-ezu (80:5:10:109)

»ang Paog [Paeg

( + ) exprimé en g de rhosrhore nucléotidigue.

Ia technique de chromatographie sur parier des ribonu-
cléotides que nous avons mise au point permet donec de prépa-
rer et de doser non seulement les nucléotides qui sont des
eonstituants hubituels des acides ribonucléigues (acides
uridylijue, guanyliﬁue, cytidplique, adénylijue), mais aussi
des nucléotides dont la présence pourrait se ranifester & la

suite d'hydrolyse d’acides nucléiqdes ne.turels ou d’acides nu-



69,

cléijues naturels ou d’acides nucléisues prialablement trai-
tés (p.e. diazotés)(acides »znthylinue, hypoxanthylique,
inosinioue, &dénosine-5'phosrhorisue). Des séparations excel-
lentes ont été obtenues & l’aide de solwents phénolinues dont
"~ 1'emploi étuit interdit aux cuteurs utilisant la révélation
et le dosage des nucléotides duns 1l’ultra-violet. |
Notre méthode est simple et la riguéur de ses résultats
rend possible son arplication & l’analyse de trés petites
guentités d'acide ribonucléique. Cependant, nous nous sommes
rapidemient apergu que la présence d’ions minéraux,dans“des
mélanges de nucléotides génait leur séparation chromatographie
gue et interdisait leur détermination quantitative; on.ne
peut obtenir des chromatogrémmes rerfaits d*hydrolysats sodi-
ques d’acides ribonucléisues sans les avoir privés au préala-
ble des ions‘§h+ su'ils contiennent. L'%tude des acides
ribonucléiqués ne nous a été possible ou’en combinant l'applia
cation de la chromutographie sur papier avec l’ufilisatibn |
de colonnes de résines & echanges d'ions , dont nous allons

exposer les modalités.

B - Purification des nucléotides a 1l’aide des résines

Le passage de solutions nucléotidirues sur des colonnes
de résines synthéticues & échange d'ions constitue une opé-
ration précédant la séparation chromatographi~ue chajue fois

quun mélange de nucléotides contient des ions minéraux ou
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des substances susceptibles de géner la chromatographie, com-
me des protéines ou des polypeptides. Nous utilisens deux
types différents de résines & échange d' ions : la Permutite

59, résine & échange de cations, et la Deacidite 200, résine

a échange d'anions.

19 - Montapge des colonnes de résines (figure I4). Un poids

déterminé de résine (I5 g. de Deacidite ou 30 g.Ade Pernutite)
est introduit dans.un tube de verre Pyrex de 0,20 cm de lar-
geur e; de 0,75 cm de hauteur. A la partie supérieure du tube,
un systéme de siphonnage permet l’alimentation continue"de la
colonne en linuide. A la partie inférieure, un dispoéitif a

robinet permet de régler 1'écoulement et d'éviter aue la rési-

ne ne reste 3 sec.

20. Préparation des résines. Avant leur utilisation, les ré-

sines sont "f%générées" per le passzge lent a) d'une solution
d'acétate de sodium M/4 dens le cas de la résine "Peacidite
200" ; ou b) d’un~ mo’“tion d’acide chlorhydrisue X3 dans le
cas de lavrésine "Permutite 50". Toute trace des solutions de
régénéfation est ensuite soigneusement éliminée par le passa-
ge sur la résine d’une grande yuantité d’eau distillée rue
1l’on prolonge/jusqu’é ce sue la résistivité des eaux de lavage
avoisine celle de 1l’eau distillée. Les colonnes de résines

sont alors prétes a &tre utilisées.

30 - TPurification des nucléotides. Les conditions d’utilisa-

tion des deux types de résines sont bien distinctes

2) la Fermutite" nous sert i purifier les hydrolysats sodi-
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aues d’acides nucléicues purs (IC7);

b) 1’emploi de la "Deacidite" est applicué aux hydrolysats

sodinues des acides nuclédinues non isolés des tissus (I108).

Iens ce cas, en effet, les solutions de nucléotides obtenues
sont souillées d’une grande quantité de protéines et de po-

lypeptides.

a) Turification des nucléotides par la Fermutite 50. Ia

rermutite 59, résine polystyrbpe-éulfonée a caractére acide,
fixe les dérivés "basigues" ; en particulier, dans un hydro-
lysat sodigue de ribonucléotides ¢ la soude, l’acide cytidy-
lioue et 1l’acide adénylique. Les acides uridyli~ue, guanyli-
que et phosthoriaue ne'sont pes retenus et constituent la
fraction Fy.

Le developpement sélectif des nucléotides retenus par
la résine eé% réalisé évec une solution d’ammoniaque N (frac-
tion F2). Iz soude reste fixée par/}%rmutite. I1 est ensuite
aisé de débarrasser les solution d’élution de 1’armoniague
qu’elles contient en les concentrant sous pression réduite;
la récupération des nucléotides est cuantitative (foir rage
7% ).

b) - Turification des nucléotides par la Descidite. Ta

Deacidite 200, résine dont les grourements actifs sont des

radicaux &zotés : - MH, , - M - Y -, et ~ N= N -

. posséde un caractére basiaue et retient tous les nucléotides.
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Ia soude de 1l’hydrolysat et les produits de clivage des pro-
téines ne sont pas retenus par la résine et sont éliminés

par un lavege 3 l'eau distillée. Le développement sélectif
des nucléotides est réulisé en deux temps : a) le passage
d’une solution aqueusé d’acide formique 2 I p.cent (en vo-
lumes) fournit la fraction FI. (zcides adénylioue et cytidyli-
que); b) le rassage d’'une solution aqueuse d’acide formigue

a 1o pl cent (en volumes) fournit la fraction F, (acides gua-
nylijue, uridylique et phssphorique) (figure 19).'Nous nous
efforgons de rendre guantitative la récupération des nucléo-
tides. L’utilisation des conlonnes de Deacidite,~associée a la
chromatographie sur pepier nous permettra alors d’étudiervla
composition des acides ribonucléi~ues -tissulaires sans effec-
tuer leur isolement et leur préparation prézlable. Il est
nécesséire pour obtenir une parfaite purification des n&cléo-
tides d'effectuer trés lentement le passage des hydrolysats
et des solutiong afélﬁtioh‘sur’leg polonnes de résines. D’au-
tre part, la concentration des différentes fractiom obtenues
sera rioulisée & busse tempdrature (40-45°C) et sous pression
réduite.

Les diapgrarmes des figufes I5 et I5 illustrent les ré-
sultuts du passecge de solutions nucléotidiques sur les ré-
sines Fermutite et Teacidite dont nous venons d’evposer le
rrincipe d’utilisation,'nous réscrvant de préciser les dé-

tails technifues duns les chapitres ultirieurs.
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Schéma de l’utilisation de la Permutite 50

(I) passage d’un hydrolysat sodique d’acide ribonucléique
purifie. '

(2) lavage & 1'eau de la résine. Obtention de la fraction
Fp (P : POy Hz , U : acide uridylique, G : acide
guanylique)

(3) développement par l'ammoniaque N/I. Obtention de la
fraction Fp (C : acide eytidylique, A:acide adénylique)
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Figure 16
TProteipes
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Schéma de 1'utilisation de Deacidite 200

(I) passage d’un hydrolysat sodique de tissu

(2) lavage & 1’eau : élimination de la soude &t des protéines

(3) dévedlodement par 1’'acide formique & 1% : obtention de
la fraction FI (acides cytidylique et adenylique)

(4) développement par l’acide formique i I5 %: obtention de

la fraction Fo (acides prhosphorique, uridylique et
. guanyligue).
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IT - CHTISITICN DIS ACITES RIZTWUCLEINUES
us LEVURE ET DE FalCREaS (1) -

Notre technicue d’analyse des écides ribonucléiques
compbrte les phases suiventes

a) hydrolyse alcaline de l’acide nucléigue en nucléotides;

b) éliminction de 1l'agent d’hydrolyse ;

c)‘chromatographie unidimentionnelle des quatre nycléo-
tides suivant le mode opératoire précéderment déerit ;

d) détermination guantitative des nucléotides isolés

par microdosuge du phospnore nucléotidiques.

Hydrolyse alcaline des acides pentose-nucléiaue.

la résolution quantitative des wcides pentose-nucléioues
en nmononucléotides peut €tre rfalisde soit par une hydroly-
. \ . . .
se ammoniacale cue nous avons mise au point, soit par une

hydrolyse soditue suivant la technique de STEUDZL (IIC).

1° - Hydrolyse wcrmoniacele. = Pour préparer les ribomunonu-

cléotides, LEVE¥E (III) soumet les acides nucléiques & 1'ac-
tion de 1’ammoniacue & 25 p.I127 dans un autoclave & II5°C
pendant une heure. MNous avons constaté qu’a cette terpérature,
A N .- . . s’ -

meme avec des concentrations ammoniacales inferieures, des
quantités importantes d’acide phosphori-~ue sont libérées.
Pzr contre, 1l’hydrolyse par l’a moniaque concentrée pendant
IO jours & la température du laboratoire (CALVERY et JIES

(112)) reste partielle et libére incomplitement les mono-

nucléotides.
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Apreés avoir vérifié avec des nucléotides purs au’il ne
donnait lieu ni a une déphosphorylation des nucléntides ni X
une dés;mination des nucléotides aminés, nous avons adopté
le mode opérztoire suivant : l’acide ribonucléique est hydro-
1lysé en tube scellé & 45°C pendant 8 jours par une solution
d'ammoniasue concentrée (Dé = 0,925) ajoutée dans la propor-
fion de I ml pour 0,0I & 9,05 g. d’acide ribonucléique. L’hy=-
drolysat est évapofé 34 siccité dans le vide et le résidu sec,
exempt d’ammonianue, est repris par une auantité d’eau telle
aue la concentration finale soit de 2 3 3 grammes pour
cent de nucléotides totaux.

Les chromatogrammes sont réalisés avec des cuantités de
10 2 IStl de cette solution, correspondant 3 environ.SO Lg

de chacun des nucléotides.

2° - Hydrolyss\sodigue . = L'hydrolyse des acides ribonucléi-

ques par la soudé N ou N.2 3 température ordinaire ou 37°C
est totale en 24 heures (iIS).

Nous avons Yérifié que dans de telles conditions l’ac-
tion de la soude ne libérzit pas d’acide phOSphorioue et ne
provoquait pas de désamination. L’awantage de ce mode d’hy-
drolyse est d’'étre plus rapide. Cerendant, 1l’utilisation
rour la chromatographie d’une solution sodisue entraine une
mauvaise séparation des nuéléotides ; des trainées se for=-
ment et les déterminations du phosphore nucléotidiaue sont
faussées. I1 est doﬁc indispensable de priver 1’hydrolysat

des ions sat ou'il contient en le faisant passer sur une
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colonne de Permutite 59 dont nous avons evposé le prrincire

d’utilisation.

L’hydrolysat est dilué & un volume de 50 ml et passe tres
lentement 3 travers la colonne de résine, de fagon 2 recueil-
lir 0,5 mi de lisuide effluent par minute. Ia résine est en-
suite lavée & 1l'eau distillée ; on joint les ezux de lavage
au linuide précédent (fraction Fr). Les nucléotides retenus
rar la résine sont élués par 250 &4 300 ml d’une solution
d’ammoﬁiaaue‘ﬁ (fraction Fy ). Le fréctionnement sur Fermutite
50 n'est pas rigoureux et de l’acide cytidyliaue est souvent
présent dans la fraction Fr. Aussi, nous réunissons générale=
ment les deux fractions FI et Fé oui sont concentrées sous
pression réduite & 40-45°C, puis évapordes 3 siccité dans le
vide. Le teblezu XIX montre cue le passage des nucléétides

sur une colonne de Fermutite 50 n’entraine pas de perte de

phosphore nuc%éotidique.

Tableau XAV
n® Phospvhore contenu dans: P :
: IO ml de 1’hydrolysat : reécupére ! TFErreur
: initial : (Fp + Ty ) ¢ p.IO0O
I 22,7 mg : 23 mg : + I,32
2 : 21,5 nmg : 21,2 mg : - 1,85

Séparation chrometographitue et dnsage des ribonucléotides.

Ia s?paration chromatographique unidimensionnelle des
ribonucléotides obtenus par hydrolyse ammoniacale ou so=-
diaue des acides nucléiques est réalisée dans le systéme-sol-

vant : phénol-isopropanol-acide formique-eau (85;5:10:100) .
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selon le mode opéfatoire que hous avons décrit, et leur do-
sage est effectué (fig.I2). Nous avons applijué notre tech-
n;que 3 1'étude des acides ribonucléicues de Levure et du

Poncréas de boeuf.

A - Bcide ribonucléigue de Levure (II4).

Notre étude a porté suf des échantillons commerciaux
a’acides ribonucléioues de Levure, souillés d’acide désoxy-
pentose-nucléique et donnant une réaction du biuret positi=-
ve. Nous les avons purifiés selon le procédé décrit par SIVAG
(II5) en mettant & profit le gel que forment par agitation
les protéines avec le chloroforme, gel que 1’on élimine par
centrifuguation. Ainsi purifiés, les acides nucléiques se pré-
sentent sous l’aspect d’une poudre blanche et leurs carac-

téristiques shnt résunées dans le tableau XV

Tableau XV

n® : P ! N Rapport Thosphore hydrolysa=: Rapport
: : ble par les acides : )
P 100 p IO° NP : dilués (phosphore : Purines

: : purique) (+ ) : Pyrimidines
I : 8 :14,35: 1,79 : 54,5 : - I,2
2 :9,M: - - . 54,4 I.IS
(+)

Iz libéretion du phoop 10re purizue est réalisée par une
‘hydrolyse par HCL & I20°C en tube scellé pendant une hLeure.




1° - Identificztion des constituants de l'acide ribonucléioue

) 1
de Levure. -

a - Glucide. = L’zcide nucléiosue est hydrolysé partiellerent
rar SO, Hy N en tube scellé pendant une heure & I36°C.
L’hydrolyset est purifié par passcge sur une colonne de
Deacidite. Il est ensuite chromatogrephié dans le systéme-
solvanf butanol-zcide ecétique-cazu (49 : I90 : 50). Une tache
principale révélée par le réactif 3 l'oxzlate d’aniline de
TARTRIDGE (II6) correspond exactement au Rp €¢u D-ribose. "n
note en outre deux taches segond;ires trés fuibles correspon-
dant aux Hp du xylose et de 1l’arabinose ; muis, eu égard

3 la cuantité infime e glucides que les taches représentent,
on peut penser que ces pentoses proviennent d’une épimérisa-
tion du ribosg au cours de l’hydrolyse. Il faut cependant re-
marquer que l’action de 1l’acide éulfuriﬁue dilué n’hydrolyse
que les nucléotides purisues dont les bases libérdées : la gua-
nine et l'adénine, non retenues par la Deacidite, peuvent &tre
mises en évidence par chromatographie dans la méme solution
gui contient le ribose. Le passage d’une solution acueuse
d’acide formique % IO p.cent 4éplace de la résine les deux
nucléotides pyrimidiaoues que nous avons caractérisés en chro-
matographiant la fration d’élution, préalablement concentrée

sous pression réduite.
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b - Yucléotides. - Les chromatozraphies unidimensionnelles et
bidimensiommelles montrent la présence de quatre nucléotides
distincts dont les Ry correspondent 2 ccux des acides
uridylique,.guanylique, cytidyligue et adénylique (figureslI2.

et I3). Cerendant, afin de définir avec certitude la nature
de ces différents composés, nous les avons soumis, apres sépa-
raztion par chromatograrhie unidimensionnelle et £lution con-
‘sécutiVe suivent la technique de DENT (II7), oui permet 1'iso-
lement de plusieurs milligrermes de substance, & une identi-
fication chimigue et spectrogrephioue.

Les.résidus d’svaporation des éluats correspondint
chacun des nucléotides sont hydrolysés par l’acide chlorhydri-
que concentré 2 I20°C pendant 2 heures (FOTCHKISS (1I8)); 1le
résidu d’évaporation sous vide, débarrassé de l'’acide éhlorhy-
drique, est chromatographié dans le systéme solvant butanol-
acide acétiqué-eau (40:10:50) qui conduit 3 une pzrfaite sépa-
ration des bases puriques et pyrimidioues (cf tableau I ),
L’hydrolyse de chacun des nucléotides isolé a fourni la base
correspondante.,

Les spectres d’absorption des nucléotides‘Qans 1’ultra-
violet ont confirmé les indications fournies par les essais
précédents et ont vchevé 1’identification certaine des nucléo-
tides constituant l’acide'ribonucléique de Levure. Les déter-
minations spectrographijues ont été effectudes sur des éluats
de chromatograrmes uﬁidimensionnels, évaporés & siccité puis

repris dans un volume déterminé de tampon rhosphatioue M/T de



pH 7, 0.
Les résultats oue nous avons obtenus (tableau XVI) sont en
accord avec ceux de CTARGATT et coll. (I19) et de FLOZ3TIR

et L7RIVG (I29) et les spectres ainsi obtenus sont superpo-

sables aux spectres fournis par les substances-témoins pures.

Tableau XVI

Longueur d’onde d’zbsorption maxima en

- AUTEURS R angstrins
acide : @cide : Acide : Acide
:Guanylique tAdenylioue:Cytidyliocue: Bridyd

:lioue
CHARGATF et coll. (I) : 2.540 @ 2.500 : 2,790  :2.620
FLOESYR et LORIVG (I) - - i 2,700  12.620

tchiffres personnels (2) : 2,550 : 2,599 : 2.7 12,620

(1) Chiffres obterus avec des nucléotides purs.

(2) Chiffres obtenus avec des €luats

L’scide ribonucléique de Levure est donc constitué ex-

clusivement de 4 nucléotides : les acides guanylioue, uridyli- -

licue, cytidylioue et adénylisgue, et le dosage de chacun de
ces nucléotides nous a permis de préciser sa cormposition
(tableaux XVII et XVIII).'Cm remarauera que les chiffres

trouvés sont identi-ues ouel que soit le mode d’hydrolyse.
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Tableau XVII
Reépartition des nucléotides dans des scides ribonugléiques de
Levure, evprimée en nombre de molécules de P nucléotidiaue

pour I00 molécules de. P ribonucléioue initial (I2I).

Aicide @ ‘Acide:hAcidetAcide Acide: * Rapport
nucléi=-:iType d’hydrolyse :guany:uridy:adény:cytidy:Purines: _Purines
aue : :lique:lique:ligue:lique: p.I100 'Fyrimidines
n : : : : : : +) ¢
¢ godique : 30 27 24,2 ! 18,8: 54,2 : I,I8
I . . . . . - -

: armoniacale ! 30 : 25,6:24,8 : I8,8: 54,8 : I,2I

.

! sodioue : 26,6: 22,5:29,2 ¢ 2I,7: 55,8 : 1,26
armoniacale : 25,5: 22,7:29,7 ¢ 2I,9: 55,2 I,23

(+) Ces chiffres sont confirmés par les résultats de 1’hydrolyse acidd
rartielle (voir tzbleau XV)

Tableau XVIII

Proportions moléculaires des nucléotides dans l’acide ribonu-
cléique de Levure (I22)

: :  Acide . Acide : @cide ¢ Acide
Types d’hydrolyses : ARN :Guanylique:Uridylique:Adenylique:Cytidylique
' P no : : :

sodique : : I,59 : I,44 @ 1,29 : I
I ol : :

srmoniccale : : I, 59 : _1,40 : I,32 : I

sodique ; 2 : 1,32 I, 1,34 ; I

ammoniacale : : I,L7 : I,04 : I,35 : I
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Le tableau XIX montre nue la rdécupération des nucléoti-
des est ouantitative et que la somme du phosphore nucléoti-

dique correspond au phosphore ribonucléioue initial

Tablezu XIX

Thosphore nucléotidicue erprimé en ¢g pour I5 41

: : P : P F P P - P , ¢
ixpéricences;tydrolyse:Initial:Guany-:Uridy-:Adény-:Cytidy~:Récuperc Ereun
: ) : :ligque ;ligue : liaue: liouve : D100
I :Armonia- : 16,8 ¢ 5 : 4,6 : 4,3 : 3,2 17,1 :+4I,8
: cale : : : : : :
2 : Sodique @ 22,7 : 5,8: 6 : 5,4 : 4 1 22,2 1=2,2

B - Acide ribonucléique du pancréas de Boeuf

\ )
L'acide ribonucléicue a été préparé & partir de la ribo-

nucléoprotéine du pencréas de Boeuf extraite suivant la tech-

nique de JORPES (124).

I° - Préparation de la ribonucléapeotéine du Pancréas. =

I1.000 g. de glandes broyées sont traitées pendant 3
heures A -4°C par une solution de chlorure de sodium & IO Pe
cent. Aprés filtration, on ajoute 3 la solution obtenue I,5
volume d’alcool & 95 p.cent. Le précipité est s’'psré au bout
de 24 heures puis on le laisse macérer IO & I4 jours dans de

" 1’alcool & 80 p. cent. Le précipité est alors porté 3 1’¢bul-
lition dans une solution de chlorure de sodium & IO p.cent
et filtré. A la solution on ajoute 2 volumes d’alcool & 95

p.cent. Le précirité obtenu constitue la nucléoprotéine.
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Iz ribonucléoprotéine du.Iancréas contient 12,9 p.cent.
d’azote et 7,10 g. p.I70 de rthosrhore, dnont 2 g. de rhospho-
re ;ibonucléique. Elle est souillée d’acide désoxypentose-nu-
cléirue.

Les clichés d'électrophorése montrent ou’elle n’est pas

homogeéne et révilent la présence d’au moins deux constituants

2° - Préparetion de 1l’acide ribonucléi~ue du Isncrias. -

La_nucléoprotéine est dissoute dans l’ezu et on ajoute &
la solution obtenue I,/4 de son volume d’une solution d’acéta-
te de baryum 2 pH 6,6. Le précipité barytique lavé est traité
pordedeiinairde par l'acide chlorhydrisue dilué. L’acide nucléi-
que libéré est ensuite dissous par addition de soude dans 50
ml. d’eau. On ajoute & cette solution I.709 ml. d’acide acé-
tique. L’acide ribonucléigue précipite; oﬁ le recueille sur

un filtre de Blichner, on le lave 2 1l'alcool et on le sache.
\

30 - Cormosition de 1'acide ribomucléinue du P.necréas. -

Ia composition de l’acide ribonucléitue du Fancrdas,

sounis & 1'hydrolyse sodizue, est rarportée dans le tableau

XX.
Tableau XX
Composition de 1l’acide ribonucléique
du Fancréas de Bocuf
Txpression des : Acide: Acide ‘Acide :Acide ¢ ! _Turines

résultats ‘Guany=-:Cytidy=-:Adény-:Uridy-: Furines:Fyrimidinas
:lioue tlinue tliove 1lioue ¢ ».I0ON

p.100 du P : 49,1 : 2I,2 : 21,2 : 8,2 :

initial : : : : :
Froportions P 6 0 2,8:2,6 : I : 70,4 : 2 33
moleculaires : : e . . ' -
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49 - Cormnsition de lc protéine de la ribonucléonrotéine du

Pancréas. = Ia nucléoptotéine est hydrolysée par l’acide
chlorhydrfque 6 X en tube scellé & IOM®C pendant 35 heures.
Arrds centrifugetion, 1’hydrolysat est passé sur une colonne
de Permutite 59 oui retient les acides aminés que 1’on dévelop-
pe ensuite par le passage d’une solution d'armoniasue N. ILa
solution obtenue est soumi%e 2 une séparation chromatograrhi-
que bi-dimensionnelle. Les acides aminés suivants ont été mis
en évidence ! en forte proportion : acide aspartique, acide
glﬁtamique, sérine, glycocolle, alanine, w.line, méthioniﬁe,
lysine, - en proportion moyenne ! leucine, arginine, - en fai-
ble proportion : thréonine, tyrosine, phénylalanine, proline,

histidine, méthionine-sulfone.

\ C = Conclusionng

1a présence déns les acides ribonucléioues de quatre
nucléotides différents ressort de nos analyses chromatogra-
phicues. Aprés les recherches de KOJALEVSKY (I25) et de JIES
et FERYIXS (I26), tendant & prouver que l’acide ufidylique se
formait au cours des hydrolyses par désemination de l’acide
cytidylisue, un doute avait plandé sur son existence réelle
au sein des molécules d’acide nucléique. Yalpgré des résul-
tats.positifs ultfrieurs, DATIDSCN et RAYM WD (127) posaient
récerment encore la question de savoir si 1l'acide uridyliaue
était un constituant de 1'’acide ribonucléisue du.fbie in vivo.

Certains auteurs avancaient oue 1l’acide uridylique se for-
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meit au cours de 1l’extraction des acides nucléiques par une
désamination de l'acide cytidylique sous l’action de désami-
nases cellulaires. Nous sommes en mesure d’affirmer avec cer-
titude cue l’acide uridylique est bien un constituaht norral
des acides ribonucléiques ; en effet, les agents 4’hydrolyse
gue nous utilisons ne désaminent pas l’acide cytidylique f
d’autre rart, les taux d’zcide uridyligue obtenus par deux
modes d’hydrolyse différents sont remarjuablement identiocues
pour un méme échantillon; enfin; son existence in vivo sera
prouvée plus loin par la détermination de sa radioctivité,
différente de celle de 1’acide cytidylique, et par sa présen-
ce dans des acides pucléioues Atudiés dans des tissus "fixés"
rar l'acide trichloracétique.

Les chiffres des tableaux XVII, XVIII et XX montrent
que la structure de lu moléecule d’acide nucléicue n’est pas
conforme au schéma "isonucléotidinue" classioue. Ia comparai=-
son des constitutions des acides pentose-nucléicues de Levure
et de FPancréas fait apparaitre les différences frarpantes oui
existent entre les deux types d'acides. Lés acides nucléioues
végétaux paraissent caractérisés par un taux d’acide cytidy-
lique inférieur & celui des autres nucléotides, tandis que
les acides ribonucléiques animaux renferment un taux d’acide
uridylique tres bas. Ainsi se précisent des modalités de struc-
ture des acides nucléigues suivant leur origine.’

I1 faut Eependant noter aue la constitution d’un acide nu-

cléique d’origine déterminée varie parfois (voir tableaux XVII
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et XVIII). Xous pensons que l’action des agents d’extraction
des acides nucléioues ou la présence de ribonucléase peut
dans certains cas amorcer leur hydrolyse. C’est pour cette

raison aque nous essayons de mettre au point une technique
d’anzlyse des acides nucléioues tissulaires sans procéder &
1’isolement et 3 la purification prdalables de l'acide nucléi-

que.
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III - STRICTIRE DT3 ACITTS NUCLTINTUTS

Iise en évidence de différents types de liazisons internu-

cléotidiques

Au cours de la mise au point de notre technigue d’hydro-
lyse armonizccle, ignorant dv temps nécessaire a la réalisa=-
tion d’une hydrolyse totale.de 1l’acide ribonucléioue, nous
avons €té amené 3 étudier la cinétisue de l’azction de 1l’ammo-
niacue et nous flmes fort surpris de constater cue les éiffé-
rents nucléotides étaient 1ibérés avec des vitesses tr2s va-
riables suivant leur nature. Nous pensions encore, zrrés avoir
déterminé la composition des acides hucléisues, 2ue les nu-
cléotides pouveient s’unir pour former une lonzue chalne régu-
lidre, rmais 1’observation nue noﬁs venons de relater nous fit
soupgonner une tructure becucoup plus complexe dont nous
somres en mesure de préciser sueloues aspects. Nous arpor-
tons duns notre ddmonstration 3 sortes d’arguments fournis :
a’ paor 1’¢tude de la cinétique d’action des agents d’hydro-
lyse chimioue alczlins; |
b~ par 1’étude de 1’hydrolyse ribonuclizsique;
¢’ par 1'étude de la répartition du phnosphore isotopigque dans

les molécules d'acides ribonucléigues.

A - Etude cinétinue des hydrolyses alcazlines et ribonuclécsi-

aues (128)

1° - Action de 1’ammoniacue. ~ 5 g. d’acide ribonucléique de
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Levure sont dissous dans 109 ml d’une solution d’armoniaque-:
concentrée (Dé = 0,925). lIa solution est répartie dans des
tubes scellés par fractioﬁs de 5 ml, puis maintenue a la tem-
pérature de 45°C.Les tubes sont prélevés 3 des temps variables
échelonnés entre 30 minutes et 8 jours. Ia solution est éva-
rorée A siccité dans le vide. Le résidu est repris par l’eau

et & la solution obtenue, amenée 2 pH 2,5 par 1l’addition d’aci-
de formizue, on ajoute un volume €gel d’alcool absolu. Le prici.
pité, rerrésentant la fraction ribonucléisue non hydrolysée,
est éliminé par centrifugution. Le linuide surnagcant est éva-
poré & siccité dens le vide. Les résidus secs correspondant
gux différents stades de 1’hydrolyse sont repris rar un méme
volume d'eau distillée et chroretographiés. Aprés révilation
du éhromatogramme, on observe fue l’acide uridyliaue se dé-
tache le premier de la molécule d’zcide nucléiocue, puis apra-
raissent les Eutres nucléotides, mais les taches correspondant
aux nucléotides pyrimidigues s’intensifient beaucoup plus
reridement que les taches des nucléotides puricues, libérés

rlus lentement.

20 - Action de la soude. = 5 g. d’acide ribonucléioue de

Levure sont dissous duns I%O ml. de soude ¥ 2. Des préléve~
ments de 5 ml. sont effectués 2 des termps échelonnéds entre
I minute et 24 Jeures. Aux hydrolysats, amenés & pH 2,5 par
1’addition d’acide formiaue, est ajouté‘I volume d’alcool
absolu. Le précipité est €liminé per centrifumation et la

. +
solution surnapeznte est débarrassée des ions Ma® par passa-
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ge sur une colonné de Fermutite 50 suivant le mode onératoire
rrécéderment décrit. Aprés concentration des solutions de dé-
velovperment, les hydrolysats sont chromatocrarhiés et 1’on
observe, comre dans 1’hydrolyse ammoniacale, une libdration

rréférentielle des nucléotides pyrimidioues.

3° - Action de la ribonuclézse. - Les traveux de LARING (I29)

de SCHMIDT (I30), de KERR (I3I) concernent l'action de la
ribonucléase sur les acides ribonucléigues révelent des dif-
férences sensibles de stabilité entre les nucléotides puri-
oues d’une part, et les nucléotides pyrimididues, ’aﬁfre
rart. Ces auteurs ont €tabli ocue les mononucléotides 1libérés
rar l’zction de 1l’enzyme étaient principalement des nucléoti-
des pyrimidiques et que 1l’hydrolyse incompl=te par la ribo-
nucléase liissait une fraction enrichie en nucléotides puri=-
ques. Ainsi\est née la notion d’un "novau" purisue au sein de
la molécule d’acide ribonucléioue.

L’utilisation de notre techniaue de chromatographig nous
a permis d’'étudier la cinétiaﬁe de l'action de la ribonucléa-
se sur les acides nucléiques : 600 mg. de ribonucléate d'am-
monium purifié sont dissous dans 25 ml. d’eau distillée. Ia
solution obtenue amenée & pH 7,6 et additionnée de 6 mg. de
ribonucléase cristallisée, est mise 3 incuver & 37°C. A des
terps déterminés, variant entre 39 minutes et 24 heures, des
ﬁrélévements sont effectués. On amdne 1'hydrolysat 2 pH 2,5
~par addition d’acide formiaoue et ony ajouﬁe I volume d’al-
cool absolu. Le précipité obtenu est éliminé par centrifuga-
tion et la solution surnageante, contenant des mononucléoti-
des et des oligonucléotides, est mbumise & la séparation

c'romatogr;phi‘uw.
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En suivent le clivege de la moldécule, on voit ezpparaitre
sur le chromafograﬁmé d’zbord 1l’zcide uridyli~ue. ™n ohserve
ensuite 1l’accroissement rapide des taches correspondant aux
nucléotides pyrimidiques, tandis oue les nucléontides ruriaques
se détachent plus tardivement et plus lentement. Quzand l’ac=-
tion de la ribonucliase est terminée; le chromatograrme des
nucléotides libres montre des taches intenses de nucléoti-
des pyrimidiques, et des taches nettement plus faibles de nu-
cléotides purisues. lzis le chromatograrme de l’hydrolysat
sodisue du "noyau" est inversé. Nous rapportons dans le ta-
bleau XXI la répartition du phosrhore nucléotidizue dans |
1’acide ribonucléique initial , dans le mélange des nucléoti-

des libérés et dans le "noyzu".

Tebleau XXI

\

Proportions moléculaires
tAcide :Acide :!:Acide : Acide
:Uridy=-:Cytidy=-:Adény-: Guanylique
: lique: lique ¢ lique:

Jacide ribonucléique initial: I.44 : I ¢ I,3 : 1,6
Yucléotides libirés : 4 : 2 2 : I
Nucléotides constituwnt : I : I T 4 : 5
le "noyau" précipité a : : : :

pH 2,3 o : : Y
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L’étude des produits de l’hydrolyse ménagée des acides

ribonucléioues par la soude; par l’arroniasue ou rar la ribo-
nucléase conduit donc & des rdésultats identi~ues : d’une

part certains nucléotides occupent des positions particulia-
res dans la molécule d’acide ribonucléinue ; d’autre part,les
liaisons des nucléotides entre eux sont inégalement stables,
‘celles des nucléotides pyrimidiques paraissant les plﬁs

labiles.

B - Nucléotides a 325

"Mobilité" du phosphore nucléotidique (I132)

f1 nous a paru intéressant de préciser, grace au phospho.
re radioactif, si les acides ribonucléiques des cellules vi-
ventes poss§daient épalement des liaisons inégalement labiles,
11 était en effet logique de pensgr que l’intégration du phos-
phore radiozctif serait plus raride dans le radical phospho-
ryle d’un nucléotide "moﬁile" que dans celui a’un nucléotide
appartenant 3 des fractions plus stables de la molécule.
La difficulté et la longueur des opérations d'isolement et de
purification des acides nucléiques nous ont azmené % mettre
au point'une'technique de séparation par chromatographie sur
repier des ribonucléotides radiozctifs obtenus par hvdrolyse

directe du tissu sans isoler au préalable 1l’acide nucléinue.

Ia "vie" de 1’élément radiocactif que nous utilisons est en

effet tres courte ; Sa rériode est d'environ 15 jours. Il
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était donc indispensable d’effectuer l’epsemble des opéra-
tions dans un termps suffisamment bref pour cue les radiocacti-

vités restent mesurables. -

Choix de la dose de Py 3 injecter. - Yous avons verifié

dans un premier terps que la radioactivité spécifioue des nu-
cléotides ¢tait proportionnelle 3 la quantité de phosrhore
isotopicue injectée. Nos résultats sont rassemwblés dans le

tableau‘AXII et illustrés par la courbe de la figure I;.~

Tableau XXII

yuantité de
d’animal, en gu

°2p injectée par 100 g.: 20 : 40 : 10D : 250 : 500

Rediosctivité spéei-:Ac.Adénylique I1.6I1:2.124:5.516:13.847: 34,151
fioue en coups - : : : : : .
minute rar mg.de F. 3Ac\Uridylique '1.394:1.£223:5,308:12.993: 29.5156

(prélévement 2 h. tAc.CytidylioveT1.373:1.528:5.075:17.855: 25.188
cprés 1’injection) . . 02 : :

;Ac.Guanylijue ¢ 877:1.196:3.255: 5.1163 I9.113

pour obtenir la précision maxime dens nos mesures de radioac-
tivité nous administrons une dose relativement élevée de

%2p : 250 4C pour I20 g. d’animal.

I° - Cinéticue de 1’échange cu phosrhore radioactif dans

les ribonucléotides du foie de Rat

Mnde Mérctoire. - Des rats de 220 g. sont injectés par
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Figure I7

w 80 ™

4.0 "
L

! Quantité de 32p injectée par 100 g. d'ani-

mel, en ¢ cC.

! Radiozctivité spécifinue en milliers de

coups-minute par mg. de rhosrhore

A

Y

Ia

I

! acide adénylique

¢ acide uridyliocue

! acide cytidylique

! acide guanlylique
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voie intrepéritondale et sacrifies 3 des temps variant entre

15 minutes et I9 jours. Les foies sont repidement prélevés,
brovés puis homogéniéisés ? fois dans une solution acueuse
d'acide trichloracétisue 2 I2 g. pour IO ml. 2 1l'aide d’un
homog’néiseur du type POTTIR et TLVEHJIEY (I33) , constitud

rar une mzsselotte en acier-inoxydable tournant repidement

dans un cylindre creux de mére métal (TisureI8). Le précirits,
lavé trois fois par we——dcwamel'alcool absolu froid, est ensuite
délipidé trois fois par un mélunge alcool-2ther (v:v) bouillent
Enfin, on hydrolyse pur la soudé‘E’Q (50 ml pour 2 foies de
rat) 3 37°C pendunt I8 heures. Ia solution refroidie est
emence & pH 4,0-4,2 par 1’'addition d’acide formioue concentré.
Apr:s un repos d’une heure, le précipité, constitué par 1'aci-
‘de désoxypentose-nucléioue et par les produits d’hydrolysé
sodique des protiines, est éliminé par centrifusetion.

\

Le dicgruemme ‘de la pagé 98 résume les @érations gue nous
venons de décrire. Ia solution surnagéante, amenge A un vo-
lure de I00 ml, est passée lentement sur une colonne de Deaci-
dite. Nous avons exposé & la page 70 le principe de 1l’'utilisa-
tion de cette résine et nous préciserons & présent le mode
opératoire permettant la purification des nucléotides : up
lavage par 579 ml d’eau distillée élimine les ions Na+ et la
majeure partie des substances d’origine’protéique. Le dévelop-
perment sélectif par 409 ml d’une solution d’acide formigue

& I p.100 fournit une fraction F; contenant Yes acides adé-

| nylicue et cytidylioue. Ensuite le passage de I.070 ml d’acide

formicrue a I5 p.I00 fournit une fraction Fé qui comporte,



Figure I8

> ’ / .
Homogenelseur.
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Tissu broyé

T4 ATCA I07%

Solution cbntenant le phosphore dit
"acido-soluble” et toutes les molécua
les non précipitables par- 1’ATCA

Précipité
délipidé Solution des lipides ; en particu-
lier des rhospholipides
Résidu
+ Na OH

+ HCOOH

Précipité contenznt les produit de
pH 4 clivage des protéines et 1l’acide
désoxypentose nucléiaque

Solution

Contenant : F9, Hy des phosphoprotéines
4 ribonucléotides
substances X
RQuelques produits de clivege des protéines.

Ma OH

L'élimination de Ya7H et des protéines, puis le fractionne-
ment sont effectués sur colonne de Deacidite 200 selon le

schéma de la page 75.
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outre les acides phosphorigue, uridylique et guanylique, une

ou plusieurs substznces X contenant de 1l’acide phqsrhorique

et dont 1'identification est en cours (figure 19).

Les fractions sont concenfrées sénarément sous pression
réduite & 49-45°C, puis évaporées & siccité dans le vide.
Les résidus secs de chacune des fractions sont rerris avec
I 322m d’eau armoniacale & 25 p.I20. Aprés centrifugation,
6 & 12 ¢l deé golutions obtenues sont soumis.é la séparation

chromatographiaue.

Autoradioprammes (figure 1I9). - Pour vérifier 1l’absence de

corpnsés autres que ceux que reldve le réactif de EANES et
ISHZRVOOD, nous avons effectué des autoraﬁiographies de nos
chromatograrmes en les aprliouant suf un film ¥Xodak Super XX
vendant 1 moié, chasue tache "émettant"initialement énviron
2.000 coups minute. En outre, nous avonsg mesuré la radiocacti-
vité de bandes de 5 mm. découpées successivement depuis le
"spot" de départ jusqu’au'"front" atteint par le solvant. Bn
tracant les courbes correspondant aux radiocactivités mesurées,
on obtient une série de "pics" dont chacun correspond é uh
composé rhosphoré radioactif (figure I9). Nous avons pu ainsi
vérifier la veleur de notre technique de séparation chromato-
grarhicue @ en effet les taches sont nettement individuali-
sées et aucune perte de phosphore ne se produit dans le cou-
rant de le éhromatographie, ce aui se traduirait par une

"trainée" prenant naissance au "spot" de départ.
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FIGURE I9 '

mmes d'un hydrolysat

- GguUx T

A C v x P
Courbes de la répartition de la radiocactivité (32p). dans des chromatogra
dtaclde ribonucléique du fole de rat purifié sur Déacldite 200,
I: fraction ¥y, fraction Fgo
En abclsses: dlstances en cm suxquelles ont été effectuées les mesures de radioactivité;

En ordonnées: nombre de coups-minute,
Au dessous des courbes, autoradiogrammeg de chacune des fractions; a: négatif, b: positif,
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GLURXE BT

Courbes de la répartition de la radiocactivité (32p) dans des chromatogremmes dtun hydrolysat
dtacide ribonucléigue du foie de rat purifié sur Déacidite 200,
I: fraction Fy, fraction Fo

T A C U x TR

fectuées les mesures de radiosctivité;

abcisses: dlstances en cm auxquelles ont été e

En
En ordonnées: nombre de coups-minute.
Au dessous des courbes, autoradiogrammes de chacune des fractions; a: négatif, b: positif,
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Résultats. - Yous avons déterminé la radioczctivité directerment
sur des rondelies ddcoupées a 1’emporte-picce dans le milieu
des taches correspondant % chacun des nucléotides. Aﬁrés mi=-
crodosage du phosphore nucléotidiaue, la radiéactivité SPécifie

s ’ 32 ,
que, dcfinle par le rapport P , est calculee et exprimée

31
. . . P
en coups-ninutes par milligraniaes de phosphore. Nous avons

rasé&mblé nos résultats dans le tableau XXIIT

Tableau XXIII

Redio-activités spécifioues(en coups-minutes rer mo de vhosnhore)
“hosrhore)

mmtm———

cerps écould arrés i IS min.: 39 min.: Ih. : oS h. ¢ 24 . :.
1'injection de Fzp * : . ; ; 4 h. h. : 2

5 Je. ¢ 6 Je

g j. & ‘103,

icide Uridylique @ I.I00 .i 3.350 & 6.150 | 0.280  119.300 38,2001 63.300

72,100 : 78.7%0 ¢

L 45.600 : 42.270

—3s Cybtidylioue @ 830 @ 2.680 : 4.980: 8.120 :18.040 2p.500"

P 55,300 |

78,900 & 84.877 ;

50,000 ° 41.90D

p—

cide Adényligue ¢ 697 F 2.II7 1 5.945 1 19.719 oo\ 020 41.300. 64.800

70,807 ¢ 84,30

. 48.200 : 41.600

-

acide Guanylinue : z75 ¢ 1.950 ¢ 3,770 ¢ 5.820 :13.359 27.400E

la figure 20 reproduit la partie la plus caractéristicue '
de la cinétioue, celle qﬁi va de I5 minutes 2 4 heures.

Ins les 3° premiéres minutes, 1’échange porte princira-
1cment sur les nucléotides pyrimidicues et plus spécialement -
sur 1'acide uridylique; ruis &u bout de 2 heures, la radioactie ‘

vité de l'acide adénylique rattrape et dérasse celle des au

tres nucléotides. 10y 1n . ,
ides. Jusu’a la 24 eme heure 1l’acide guanyligue

v
ST hal O xs 2

: 64,800 ¢

16.200 i 84.400 : 49,000 : 43.700

B = .
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Figure 20

avam §

Courbe de 1l'échange du radiophosphore en fonction
du temps dans le radical phosrhoryle des ribonucléoti-
desdu foie de Reat.

En abcisses : temps en heures ;
En ordonnées : radioactivités spécifiques en milliers

de coups-minutes par mg. de phosphofe.
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demeure le nucléotide le moins radiocactif. A partir du second
jour les radio-activitésis’égalisent, croissent jusqu’au
6eme jour, puis diminuent lentement. |

Nos constatations s'écartent de celles de FARSHAK (134) -
et de VOLKIN et CARTER (I35) : ces auteurs ne trouvent pas de
différences sensibles entre les radio-zctivités srécifiques |
des différents ribonuclfotides, ce qui tient sans doute &
leur mode opérctoire (FMARSHAK n’observe pas non plus de va=-
rictions sensibles dens le terps). Fer contre, des régultats
superposwbles ont été obtenus par SMELLIE et DAVIDSON (138)
aprés séparation des nucléofides par électrophor3se 'sur pa-
pier ; mais leurs mésures n’ont porté que sur des foies pré-

levés 2 heures aprés l'injection.

Conclusions. - Cette étude reléve le comportement spécial de

‘zcide gua;ylique, dont le radical rphosrhoryle arpérait le
moins labile. Ainsi s’affirrme le notion d’un™oyzu" puriacue
et plus spécialement "guanylisue", qu’aveit déj2 mise en évi-
dence 1'étude des hydrolyses chimioues et enzymatiqﬁes des
acides ribonucléiques. Ia grande labilité des lizisons des
nucléotides pyrimidiques est confirmée par la mobiiifé,plus
grande de leur radical phosphoryle. Tlus particuliérement
la grande vitesse d’échange de l'acide uridylique confirme sg
position "externe" dans la molécule d’acide ribonucléique
telle que la réprésente le schérma de FAGASANIK et CHARGATY

(voir page 58).
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® - Iobilité du phosphore des

isoméres a et b des nucldotides

11 était intéressant d'étudier la vitesse d’incorpora-
tion du 32p dans les isoméres g et b, découverts pa£ COHN
et par CARTER (dont noﬁs avons précéderment exposé les tra-
veux), non sculement pour affirmer la notion de 1l'existence
de liaisons de stabilités différentes entre les divers nu-
cléotides, mais aussi pour tenter de préciser la nature exace
te de ces isomdres. Nous avons séparé les isomeres g et b
par chromatographie sur fapier en utilisant le solvant de
VARKHAN et SIITH (137), constitué par le mélange d’une solu-
tion saturée de sulfate d’ammonium, d’alcool isopropylique
et d’'eau (79 : A I9). Le tableau XXITI reproduit les résul-

, \ . . . . o .
tats des mesures de radioactivités spécifiques des isoméres.

Tableau XXI1I

. , ! Radioactivite spécifinues en
Isomeres : R : coups-minutes rar mg. de P

F (2 h. apr2s 1’injection)
Acide adényliaue § a : 0,25 : 10.575
(b o016 : - 8.170
Acide guanylique § a : 0.50 o 4.720

(b : 0,40 : 2.715
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L'écart entre los mobilités des radicaux phosphoryies
des deux isoméres d’un nucléotide est significatif et démon-
tre 1’existence de plusieurs types de liazisons internucléoti-
disues : s8'il était prouvé oue l'on elit affaire & une isomé;
rie 2’ - 3’, 1’influence du point d’attache du radical phos-
phoryle ayraraitrait décisive.

I1 peut paraltre audacieux, dans 1{état actuel de nos
recherches, d'essayer de préciser la nature des isoméres a
et b. Cependant, il nous semble qu’une isomérie 0(-(3 exrli-
que difficilerment & la fois le corportement chromatograrhique
si différent de chacun des isoméres d’un méme nucléotide et
les mobilités indgules de leurs radicaux rhosphoryles. Une
isomérie de la liaison osidique en 7 et 9 du noyau purique,
ou en I et 3 du noyzu pyrimidique semble d’autre part bien
improbable. A
Aussi, une Ysomérie 2° - 3’ de la poéition du radical phospho-
ryle sur la molécule de ribose nous paral-elle le plus
plausible. VARKHAM et SVITH (138)1’expliocuent par un artefact

de 1’hydrolyse : lesnucléotides 1ibérés seraient convertis en

nucléosides 2!3’-monophosrhates (schéma Xvu ), puis

{somérisés

H H H H
] l ] '
T — C - . B - H - B. - CH OI'I
Base 0 o\ g ' 5,2
00
\V’ 0
0 =P - OH

"Schéma Xvil



Cependant cette théorie n’explicue pas les différences

entre les radioactivités des deux isoméres constiutuds 3 par-
tir du méme radical phosphoryle. '
I1 fuudrait donc admettre : a) ou bien gque les nucléosides 2°
et 3'-phosphute préexistent dans la molécule d;acide nucléi-
cue; b) ou bien qu’ils  se forment au cours de 1'hydrolyse,
suivant la liaison ester sur lasuelle portg cette hydrolyse.
Les échémas XVIill et Xix nmontrent que suivant le point

d’attacue on & un isomére 2’ ou 3' dont les radicaux phospho-

ryles ont des ofrigines différentes

' \ 3’
HBase - C -« C =C -« C =2C
y | e @
: 0 OH
® v
\O/on
{ 3/
Base T C aC=¢ =0 -¢
et ©
0 OH

Schéma XVili

L'hydrolyse en donne un nucléotide 3*

;’
g Base-’;-—C-C-(i‘-C-C

0 OH

\/
HO == P=0
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L'hydrolyse en (:) donne un nucléotide 2' dont 1le groupe-

ment phosrhoryle est différent du premier

HO OH
N
P=20
/
. 0

z'
Base-——C-U-C-U-(,‘-

Schéma XIX
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Conclusion

11 est re.intenant bien établi que les différents acides
ribonucléioues contiennent, selon leur origine, des propoz-

tions trds wriables des différents nucléotides. En outre, deg

constatations exrérimentales d’une concordancé remarduable, -
risultats de 1’hydrolyse partielle in vitro des acides ribo-
nucléi~ues et de la cinétique de 1’échange du 3?p, - sont en
faveur d’une structure ramifide dont les schémas de M@G SANIK
et CHARGAFF donnent des exerples ! sur une chaine principale,
oY prédomient des nucléotides puridues'et surtout 1l’acide
guanylioue, se grefferaient des chailnes laférales dont 1le lon-‘
gueur ne peut encore étre précisée, et oui serzient formfes
d’une proportibn irportante de nucléotides pyrimidisues. Nos
résultats sont d’autre part favorubles a l'existence de rlu-
sieurs types de liaisons inter-rucléotidiques de staﬁilités
inégales : la comparaison des isoméres a et Db est a cet
€rard trés démonstrative.

Ainsi, 1’hypotnése d’une macromolécule ribonucléique
constituée par une chaine lindaire uhique formée de la répé-
tition uniforme d’un tétranucléotide doit étre abandonnde.
Feut-il pouf autent jeter la pierre 3 ceux aqui l’avaient édi-
fide sur des bases ecrérirentales trop fragiles ¢
",.... En fuisant des hypoth®ses, et mdme des hypothéses trés

‘hardies, pour tenter d’explicuer ce qu’il est donné d’observer
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on ne sort nullement de la Science. Puissénts instruments de
“traveil, ces hypothéses provisoires que sont les théories
permettent seules au chercheur de formuler de fagon précise
les questions qu’il doit poser & la Mature".

I1 n’en reste pas moins que nos prédécesseurs ont lais-
sé entre nos mains les instruments qui nous permettront peut-
étre de résoudre 1'un des problémes fondamentaux de la Bio-
chimie. Nous le devons & 1la perfection des technioues analy-
tigues de LEVENE, de GULLAXD, de HAYI'ARSTEN, de BREDERECK, de
JONES. Ces auteurs ont isolé, identifié, synthétisé fﬁus les
éléments constituant la molécule d’acide nucléique ; s’ilé
n’ont pu éclaircir les modalités de leur enchalnement, il
n'en reste pas moins cu’ils ont réalisé le travail le plus
difficile, gréce ausuel nous pourrons franchir des étapes
nouvelles.YA leur oecuvre s’aprlisue parfaitement la phraée de
FASCAL ¢
"Les ptremiéres connaissances que les anciens nous ont don-
nées ont servi de depgré aux notres, et dans ces avantares
nous leur sormes redevables de l’ascendant gue nous avons
sur eux; parce que s’étant élevés jusqu'a un certain degré oY
ils nous ont portés, le moindre effort nous fait monter plus;
huut, et, avec moins de peine et moins de gloire, nous nous

trouvons au-dessus d’eux. C’est de 13 que nous pouvons dé-

couvrir des choses qu’il leur €tait impossible d'apercevoir"
1Y voir
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