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J.N'frl0DU~1'1 ~ 

Lorsque ~1~~~~rt (I) isola des cellules de pus et 

des sperrnatozoides de Saumon une substance phosphorée 

pour laquelle il proposa' le nom de "nucléine", il ne 

présumait certes pas de l'importance de sa découverte ni 

du nombre considérable de travaux qu'elle allait susci

ter. 

En un demi-siècle, org.aniciens et physiciens devaient 

déterminer· la structure et les pr~riétés des constituants 

de la "nucléine", pendant que cytologistes et biochimistes 

précisaient sa répartition et son rôle essentiel. Les ré

sultats obtenus montrent d'une façon éclatante combien 
1 

peut être féconde la collaboration d'hommes de science de 

formations différentes ; il nous donnent la preuve qu'il 
\ 

ne peut y avoir de cloisons entre les divers départements 

scientifiques, ta~t il est vrai que "la Science est une 

et c'est l'h~e seulement qui, en raison de la faiblesse 

de son intelligence, y établit des catégories". 

~~~~~rt s'aperçut bientôt que la "nucléine" qu'il 

avait isolée était une substance complexe, constituée par 

l'association d'une protéine basique avec un composé arga

nique acide, pour lequel ~'.1.'~.1'4.~» (2) proposa en !889 le 

terme d'acide nucléique. 
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KOssEL (3) en I89I recann~it l'existence de deux acides 

nucléiques différents par leur origine et par certains de 

leurs constituants : l'un isolé de la levure (acide zyrnonu

cléi~ue ou ribonucléi~ue), l'autre du thymus (acide thyrno

nucléique ou désoxyribonucléique). Longtemps on crut que les 

deux types d'acides nucléiques se locali~ient distinctement, 

l'acide ribonucléique dans le r~gne végétal ; l'acide ~ymo

nucléique dé..ns le r~gne animal. :lœ.is à la suite des travaux 

re~rquables de CASP~~SS~ (4) et de BRACHET (5) on reconnut 

que les &cides ribo- et désoxyribonucléique étaient des 

constituants cons~nts de la routière vivante et coexistaient, 

li , ' d , " l' t'i es a es proteines basiques pour formet des nue eopro e -

d·es", df:.ns toute cellule végétale ou anir.Jale. !fais ils sont 

inégalement répartis dans la cellule elle-même : l'acide 

désoxyribonucléi~ue se rencontre exclusivement dé..~s le noyau; 

l'acfde ribonucléique se localise dans le nucléole et d&ns le 

cyt::>plasme, o~ il se trouve à la fois associé aux mitochon-

dries et aux microsJrnes, et dissous dans le li~uide cyt~plas

rnique. 

Le rale biologique des acides nucléiques est considéra

ble. Il n'est pour s'en con~incre que de rappeler qu'ils for

ment une pë.rtie importante des Virus et de Bac té ri 'Jpha.-?es, que 

l'acide désoxyribonucléi,ue constitue les g~nes des chromoso

mes, que l'acide ribonualéinue intervient directement dans la 

synthèse des protéines et se trouve en quantité élevée dans 

les tissus qui sont le siège d'une rnultirlication cellulaire 

intense comme les tissus embryonnaires et néoplasiques. 



3 •. 

Camme il est probable que les acides nucléiques diffé

rent suivant leur ori~ine et leùr rôle, une telle diversité 

dans leur répartition ne pouvait s'accamrnod~r seulement de 

deux types de structure fondamentaux et l'on s'est efforcé de 

déterminer à quelles modalités structurales un acide nucléi

que devait ea spécificité. 

De nombreuses revues portant sur les acides nucléiques 

ont été publiées (6) et il n'entre pas dans notre intention 
. ' 

de faire un historique complet d'un suJet aussi. vaste. Apres 

avoir rapidement présenté les constituants des acides nucléi

ques, nous résumerons les diverses conceptions de leur 

structure, auxquelles les techniques d'analyse anciennes, 

puis modernes, ont conduit. 

\ 
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4. 

CHAPITRE I 

LE3 CONdTITUnNTS DES ACIDES NUCLEIQ.UES 

L'hydrolyse complète d'un acide nucléique conduit à 

trois sortes de compo&.nts : des bases azotées, un glucide, 

de l'acide orthopho~horique. 

! 0 - P.ases a7otées 

Les bases azotées se rattachent aux schémas de la puri

~ (I} et de la pyrirninine (II) dans la molécule desquelles 

un certain nombre d'atomes d'hydrogène sont substitués par 

des radicaux aminés ou hydroxylés. 

IV ~CH- ' /'1 - CH G -
l .f \ \ ,... 

" c c -,.,. 14- c eff ~ 

(l li 'eH~ Il Il / 
N c -~"~"' 

N Clt 

" 9 

(I} (II} 
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Les bases puriaues obtenues par hydrolyse des acides 

ribo et désoxyribonucléiques s0nt la guanine (III) et . 
1 'adénine· (IV) 

H1N 

N 

' -c 

n 
N 

==- C- OH 
1 
e-N 

Il '~H / 
-C-NH 

(III) 
guanine 

\ . 

(2-amino, 6-hydrozypurine) 

N 

1 
HC 

l\ 
N 

-== c - NH9, 
\ 
C..- N~ 
. l\ ~CH 

_e _Nu 

(IV) 
adénine 

(6-arnino-purine ) 

Les bases pyrimidi1ues sont la cytosine (V), cornoune 

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

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

cytosine (VI) trouvée,dans les acides désoxyribonucléiques. 

N -= c- NHt. 
\ 1 

-c. CH 

Il Il 
N -e~ 

(V) 
cytosine 

(2-hydroxy, ô-arnino pyrimidine) 

HO 

N == c- NH2 

' \ -c 
u 
N 

c-CH~ 
ll 

-CH 

(VI) 
5-méthyl-cytosine 
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(2 

N - c -OH -
\ 
c CI-l 

u Il 
N -CH 

(VII) 
Uracile 

6-dihydroxypyrimidine) 

6. 

N .. c.- OH 

HO- c. c -CH 3 
Il \1 
N -CI-l 

(VIII) 
Thymine 

(5-rnéthyl-ùracile) 

2o - Glucides 

. I,EVENE, en I909 (7), :puis plus récemment &RIŒR (8) 
, 1 e . , 

ont montre que/pentose constituant des acides ribonucleiques 

était le ·n (-) ribose (IX) et il semble actuellement bien 

~0 r-:.0~.: 
' 1 o1t- 0\H ., 

C - c _ c _ c _ 1~ H 2 0 H 
l' l .2, ' l, ' li, \ 

\4 \4 H \-ol 

(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 

uo r-:-
0

~ 
' 1 7 it-4 1 

c - c - c - c - #>!'C: 1-4 2 0 .... 
•' 1 t, 1 '. 1 ", 1 -.. 

1+ ~ ~ H 

(X) D-2'-désoxyribose 

-Les deux types d'acides nucléiques différent donc assez net

tement l'un de l'autre (tableau I} et tirent leur nom de la 

n~ture du pentose qui les constitue. Néanmoins, le doute 

subsistant qU&nt à la présence cer~ine de ribose ou de dé

soxyribose dans les molécules de t0us les acides nucléiques; 

des auteurs ont prudemment proposé les dénornina ti ons plus 

vagues d'acides pentose- et t1és0ment0se-nucléiques (note I) 

\ Tableau I 

Composition des acides nucléiques 

Acide ribonucléique 

Guanine 

Adénine 

• 
Cytosine 

Uracile 

D-ribose 

Acide orthophosphorique 

Acide désoxyribonucléique 

Guanine 

Adénine 

Cytosine 

Thymine 

D-2'-désoxyribose 

Acide orthophosphorique 

Note I :"rt is deplor~ble that such designations as desoxy
ribose - and ribose-nucleic acids continue to be used as if 
they were generic terrns. As a matter of factt only in few 
cases have the sug&rà been identified,C&RGn. F (9) 
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Nos recherches on~ porté exclusivement sur la structure des 

acides ribonucléi~ues, sur la constitution des~uels nous 

allons donner quel~ues précisions. 

L'hydrolyse alcaline ou ribonucléasi~ue (note 2) d'un acide 

ribonucléique fournit quatre nucléotides dans lesquels la ba

se est fixéepar une liaison glucosidi~ue au pentose pour 

former un nucléoside, lui-même estérifié au niveau de l'un de 

s~a groupements alcooliques par une des fonctions acides de 

l'acide orthorhosphorique (schéma XI) 

base - pentose - acide 

a 

b 

\ (XI) 

Schéma d'un nucléotide 

La déphoaphorylation des nucléotides fournissant un 

nucléoside (fraction a) peut être réalisée par l'action de 

la pyridine à I200 c pendant 6 jours (I2) ou d'une phospha.tase 

d'origine prostatique. La structure de c~cun des nucléosides 

a été confirmée par synthèse, les nucléosides puriques étant 

des N9 ribosides et les nucléosides pyrimidiques dea N3 

ri basides. Ia frac ti on b ( ester-phoaphori,.,ue du ri bose) 

Note 2 : La ribonucléase a été isolée en I920 par JONES (IO) 
du puncréas. C'est une protéin~ du type des albumines d'un 
poids moléculaire de !5.000 Kunitz (II) est p~rvenu à 

l'obtenir cristallisée en !940. 



se prépare à partir des acides guanylique ou adényli~ue et 

l'on a démontré (!3) que la ribose était estérifié en c3 
(note 3). A chacune dea bases correspond un nucléotide et 

les quatre nucléotides co~stituant un acide ribonucléique 

9. 

sont : l'acide guanylique, l'acide adénylique, l'acide cytidy

lique, et l'acide uridylique. 

Un acide ribonucléique est constitué par l'enchatnemP.nt 

d•un ~ertain nombre de molécules de chacun de ces nucléotides, 

C'est à propos du mode d'enchaînement - et non de la nature 

des composés identifiés - que ce heurtent les conceptions 

anciennes et modernes sur la structure des acides nucléiques, 

que n0us allons à présent tenter-d'exposer. 

\ 

Note 3 : Certains nucléotides portent le radical phospho

ryle sur leur carbone 5'. Tels sont les acides adénylique et 
inosinique du muscle. On ne les considérait pas comme des 
constituants des acides nucléiques. Cependant certains au
teurs prétendant les avoir identifiés dans des hydrolysats. 
en?ymatiques d'acides nucléiques (cf.page et réf. !4)· 
D'autre part une autre isomérie a été mise en évidence 
avec certitude (cf. page et réf. I5) : il s'agit d'une 
isomérie «-~ de la liaison glucosidi,ue ou d'une isomé
rie 2' - 3' de la position du radical phosphoryle. 
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CHAPITRE II 

CONCEPTIONS .hNCIENNES DE LA 

STRUCTURE DEcl ACIDES NUCLEI~UES 

' 

tes conceptions anciennes de la structure des acides 

nucléi~ues reposent sur deux hypothèses fondamentales : 

IO. 

I 0
) 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 

liais ons esters et· forment un té tranuclé otide ( "sta ti stical 

tétranucle.otide") qui constitue 1 'uni té structurale des aci

des nucléiques. 
\ 

Ces hypothèses s'appu~aient sur les faits expérimentaux 

suivants 

I 0
) l'action d'un acide dilué sur un acide nucléique porte 

sélectivement sur les nucléotides_puriques et libère leurs 

constituants : les bases, le ribose et l'acide phosphorique, 

dont le dosage indique la présence de 5o% de nucléotides pu-

riques. 

2°) la détermination du poids moléculaire des acides nucléi

ques donne une valeur d'environ I.30~ compatible avec la 

théorie tétranucléotidique. 

3°) l'électrotitra~ion révèle l'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 siltk.S (I6) ont proposé. le schéma de structure suivant 

-
OH 

' Base - pentose 0 - l' = 0 

"'· f 
OH 

0 

Base " 0 - pentose 0 - l' = 

" ' OH 
0 

" Base - :pentose 0 - p = 0 

"0 1 
OH 

' Base pentose 0 - l' = 0 
1 
OH 

En !932, TAKaHASHI (I7) sugcère l'existence d'un tétra

nucléotide cycli1ue après avoir montré que le mélange d'une 
et 

phos:phodi-estéra se/d' une' phosphomonoestéra se déphosphoryle 

complétement un acide nucléique mais que la phosphom.onoesté

ra se seule est inactive : 

OH 
1 

Base pentose 0 - p 0 pentose base 

' ll 
0 0 0 

1 ' HO p = 0 0 = p OH 
1 0 1 
0 1\ 0 
1 ' Base pentose 0 - p 0 - pentose - base 

l 
OH 
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L'ordre d'enchaînement des m~nonucléotides a été déter-

miné en I94I par LEH.UANN, (I8) qui est parven,1 à saisir les 

termes intermédiaires de la dégradation en?yrnati~ue des aci

des nucléiques. Le tétranucléotide de l'acide ribonucléique 

de Levure possèderait une structure - différant légèrement de 

celle proposée par LEVEl~ et SIMkS- dans laquelle l'esté

rification de la fonction alcool du c~rb~ne 2' du ribose 

par urie des fonctiJns acides des radicaux phosphoryles cons

ti tue le mode d'attache des nuc.lé otides entre eux. !a formu

le du tétranucléotide de l'acide ribonucléique de la Levure 

s ' é c ri ra i t : 

\ . 

• 

tt 

Ad , . 1 

enane - c 
1 

tt 

Cytosine - ~ 

H H 
' \ l 

-C-C-~ 
1 1 oJ 

Olt 0 
1 /oH 

lt ... -:r.o .. 
l 0 Il 1 

-é-è-C 
1 1 0 ..J 

'• ... ~ 0 
1 ,...... o M 

" 1t 't:o~t ... • 1 

Gu•nin~ -c-c ... ~ c-c 
~ ....... .,._ __ !- 0 -J 
- . 0 

··i 1,.., oM 
tt" 1'•ow 

0 .... " ' U rG c. i 1 e.. _ c _ C,.-- - c - c -
~----+-0~ 

CHzOH 
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Cependant, il apparut rapidement que le poids moléculaire des 

acides nucléiques variait suivant leur origine 'et qu'il était su

périeur à celui du tétranucléotide. Il devenait évident que la mo

lécule d'un acide ~ucléique était plus grosse que la molécule d'un 

tétranucléotide et l'on en conclut qu'-un acide nucléique était un 

polytétranucléotide, constitué par l'enchaînement uniforme et 

rér,ulier de l'unité tétranucléotidi1ue. La liaison des tétranucléo_ 

tides entre eux mettrait en jeu une des fonctions acides de l'aci

d~ pho·sphori·lUe, mais les modalités de cette liaison restaient 

inconnues. Far la suite, quelques modifications concernant le mode 

de liaison des mononucléotides ont été proposées par GULLAND et 

ses collaborateurs (I9) à la suite d'électrotitrations précises, 

et les schémas tétranucléotidiques suivants ont été suggérés, là 

polycondensation s'effectu~nt par les groupements acides A ou B • 

1 .......... 
cU(.- S"' CI('C. - o - "P • 0 

1 ' c,.& \ ... ____ 0 ---., 

~4\~c- «&u~e - o _ '?. ~ 
l 0 "-o~o~ 

1 
"ôase.- ,~~- o - ""P. o 

f O f OW 

l ~' e. - S uc..re. _ o - ""f--:=- 0 

'-...oH 

l 

l e--, 
~d.Se. -su c:,..re - o- "P ::s.,) 

"OH 

....,.ol4 
'?>~ c;.e. - c; \) ~ e. -0 - 'P-= c 

1 '0.., 0--, 
"'S~~e- Su~e. - o - "P • o 

• _f oM r ./ 
~•"e. _ Cl v CIC'e - o - '"P = o 

1 0 ........... Ot+ - -__,, 
--o~c:,e,.. - ~t~c:KC..- 0 - '{ = ~ 

'a lo4 
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~uelles que soient les modifications arportées dans sa 

structure, le tétranucléotide demeurait jusqu'à ces dernières 

années l'entité architecturale avec laquelle se consjruisait 

l'édifice nucléique. l~is la théorie polytétranucléotidique 

subissait cependant des critiques de plus en plus serrées • 
• 

BilliDERECK (20) avait bien isolé par la dialyse d'un hydroly-

sa t alcalin d'acide ribonucléi·::me une substance d'un poids 

moléculaire de II77 qu'il pensait être l'unité tétranucléoti

di:{ue fondamentale, mais GULLAND (2I) n'avait pu répéter ces 

expériences et avait montré qu'il s'agissait en'réalité d'un 

mélange de composés mal définis. ASTBlfBY (22) avait bien af

firmé que l'étude de la structure moléculaire de l'acide thymo

nucléique par les r&yons X plaidait en faveur d'une séquence 

régulière de tétranucléotides. Mais une telle structure était 

incompatible avec rn&ints faits expérimentaux et biologiques. 
\ 

En particulier la détermination des acidités libres et des 

poids m·oléculaires variait considérablement avec l'origine de 

l'acide nucléique. 

D'autre part, les tr~vaux de CASFERJ30N et de B.aACHET 

ont montré qu'il existait une relation étroite entre les 

acides nucléi::}ues et la synthèse des protéines, ceux-là .· 

jouant le rôle d'inducteurs, voire de ~triees; et il est 

probuble que la spécificité de la protéine est liée à celle 

de.l'acide nucléique et qu'il correspond à. cha1ue type de 

protéines un acide nucléique particulier. Pour cette raison, 

il faut envi~ger l'existence d'un nombre considérable de 

c ·ons ti tu ti ons différentes variant avec les individus, avec 
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les organes dont proviennent les acides nucléiques et, dans 

une cellule, avec les fractions aux~uelles ils sont associ~g. 

Or, les possibilités de combinaisons entre les 4 nucléotides 

sont restreintes et à peine augmentées par le degré de poly

mérisation du tétranucléotide, le nombre dP. nu~, !otides cons

tituant les molécules d'acides nucléiaues, mesuré par des 

méthodes de dialyse et de diffusion, étant au maximum de I26 

(Virus de la Jlosa{que du Tabac). 

~n outre, l'étude de l'action de la ribonucléase sur les 

acides nucléiques a révélé des ano~lies structurales.LORl~~ 

(23) et ~~ur (24) ont montré, en effet, que l'action de 

l'enzyme est'"complète et ne libère que 75% de m~nocléotides, 

·laissant inattaquée une fraction plus résistante. Ce fait ex

périmental est incompatible avec la répétition uniforme, tout 

au long de la chaine polynucléotidique, du même type de liai
\ 

son. 

l~is il apparait surtout que la conception ancienne de 

la structure des acides nucléiques est entachée d'une erreur 

à la base. Elle s'appuie en effet beaucoup plus sur une vue 

de l'esprit que sur des résultats expérimentaux précis lors

qu'elle conclut à 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 puri1ues en totalité ou du phospho

re "purique". Ce dosage aurait cependant permis d'établir 

avec eertitude la notion d'équimolarité. De plus, il aV&it 

été postulé que les acides désoxyribo- et ribonucléi1ues 
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avQient des structures identiques et que les conclusions 

apportées par l'expérimentation sur l'un des acides étaient 

valé..bles pour l'autre. 

Nous avons pensé qu'il serait intéressant de citer à ce pro

pos .un. V.J..UI.)û~ (25) qui exp ose de la façon sui vc. nte les c ensi

dérations sur lesquelles les auteurs appuyèrent leur hypo

thèse : "Since preliminary exarnination of the nucleic acids 

had revealed 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 nucleotides, it seened therefore not unreasonable 

to conclude that the nucleic acid molecule was a tetranucleo

tide containing equimolecular amounts of the four différent 

ba. ses". 

Les progrès de la technique &nà:ly.ti ... ue 1 dus en particu-
\ 

lier à l'application de la chromatographie de partage sur 

papier, ont bouleversé les anciennes théories et infirmé en 

premier lieu l'existence de l'unité tétranucléotidique. l 
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C&PITRE III 

. 
LEd PRJGJ..I1;:;> DEd TECHlUQ.UEd .h:N"ALYTIQ,UES 

ET LES CONCEPTI ONJ MJDERNE3 

DE U STRUCTURE DES ACIDES 

RIBJNUCLEI,~UE.:> 

Le progrès de la Science est discontinu et la Biologie 

n'échappe pas à cet aphorisne. Cha~ue étape de son histoire 

est mar1uée par une "gr.s.nde découverte" qui enrichit 1 'Ho:rr1r.1e 

de canocis~nces nouvelles. Des esprits supérieurs ·ont mar

qué ces é~pes, le gP.nie des uns cré.s.nt des théories hardies 

et fécJnde, l'esprit inventif des autres arportant l'aide 

précieuse d'une méthode expérimentale nouvelle. CJNSDEN, 

GJRD~N, ~RTIN et clYNGE figurent parmi ceux-ci. Leur techni

~ue de chro~tographte sur papier ouvre une ère nouvelle en 

augmentant considérablement nos moyens d'investigation. Sa 

valeur est largement démontrée par l'abondance extraordinai

re de travaux qu'elle a suscités et de résultats ,u'elle a 

permis d'ac1uérir en un temps très court. A l'intérêt qu'el

le présente de nécessiter de très faibles quantités de .sub

s~nces, elle ajoute celui d'être une technique précise et 

simple. Ces 0Uulitr~s apparaîtront à la comparaison des métho

des anciennes et modernes d'an&lyse des acides nucléiques que 

nous nous proposons d'exroser brièvement. 



I8. 

I - TECHNI~UE~ bNCIENNES D•ANALYSE DEJ ~CIDEd NUCLEI~UEd 

L'étude de la composition et de la structure des acides 

nucléi1ues se heurte à la difficulté d'obtenir et de séparer 

qu&ntitativement des produits d'hydrolyse de constitutions et 

de propDiétés extrêmement voisines. Si la labilité des nu

cléotides puri~ues a permis rapidement un dosage rel&tive~ent 

aisé de~ bases puriques, au contraire la résistance des nu

cléotides pyrimidi1ues aux agents chimi1ues d'hydrolyse a 

A ' ' gene considerablement 1~ détermination exacte de la composi-

tion des acides nucléiques. Nous n'avons pas le dessein d'ef

fectuer une revue complète des nombreuses techniques qui ont 

été proposées et nous exposerons brièvement le principe des 

modes opératoires les plus couramment utilisés pour étudier 

la r~p~rtition des bases puriques et pyrimidi~ues dans les 

molécules d'acides ribonculéiques. 

1° - Dosage des bases puri,ue. - L'hydrolyse d'un acide 

nucléique par un acide minéral dilué (RCl ou SO H2 N1 I) 

pendant I h. à. IOOOC libère :mantitativernent les bases pu-
. 

ri~ues : la guunine et l'adénine, -pour le dosage 4esquelles 

de nombreuses techniques ont été proposées (cf. la revue 

générale de JORFEti (26) ). On réalise d'abord bne précipita-

ti on argenti~ue ( StU.KJWJKI (27) ; ~Cill.iiiDT et LEVENE (28) ou 
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cuprique (KRUGER et SCHklD (29), GRhFF et MhCULLA (30), que 

l'on fait suivre d'une détermination de l'azote du mPlange de 

sels puri?ues ainsi obtenu. 

LEVENE (3I) dose individuellement les purines après une 

hydrolyse acide d'un acide nucléi1ue en préciritant la guani

ne par l'ammoniaque puis l'adénine par l'acide picri~ue. 

SC.fu\UDT (32) précipite les purines sous la forme d'un com

lexe argenti~ue, dose l'azote aminé de la guanine et de 

l'adénine par.la méthode de diazotation de VAN. SLYKE, puis 

l'azote aminé de la guanine seule par désamination xx à l'ai

de d'une guanase extraite du foie de Lapin suivie d'une déter. 

mination de l'a~moniac formé. 

KhLCKhR (33) combine l'action d'enzymes spécifiques 

(guanase, xanthine-déhydrase, uricase) et la spectrcvhotomé

tri~ en lumière ultraviolette: les v ... riations de l'absorp-

tion des dérivés puriques permettent leur estim&tion. 

2° - Dosage des bases pyrimidiques. • Le dosage des bases 

pyrimi1iques peut être réalisé sur un hydrolysat partiel 

d'acide nucléique, après' l'élimination des bases puriques,en 

déterminant l'azote résiduel. Le dosage individuel des bases 

pyrimidiques est ensuite effectué par l'une des méthodes 

sui V"ci nte s. 

La cytosine (2-hydroxy-5-amino-pyrimidine) peut être do

sée selon la technique de VAN SLYKE en mettant à profit sa 

désamination par l'acide nitreux (RUSSO (34) ). 
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Une méthode microbiologique a été mise au point par 

llili&=U.FIELD et DUNN (35) ·= les deux bases pyrimidiques, fac

teurs de croissance pour Lactobacillus brevis, sont préala

blement dosées ; puis on détermine l'uracile seul, facteur 

de croissance pour I..act obacillus hel veticus. 

Nous citerons enfin une méthode colorimétriJue de dosa-. 
ge de 1 'uracile et de la cytosine pr:Jposée par SOODAK. 

:PIRCIO et CE:.:tECEDO (36) ·= les deux. bases, après brornuration 

et traitement par une solution de cyanure de sodium et d'urée 

réduisent le réactif à l'arsénotungstate de lithium de 

NEWTON: le dosage séparé de l'uracile est ensuite effectué à 

l'aide du même réactif, après action de la résine Amberlite 

I.R. IOO.H, qui retient la cytosine. 

KERR, SERAIDARIA et WARGON (37) ont mis au point une 

technique d'a~lyse complète des acides nucléi1ues après une 
\ 

hydrolyse partielle par l'acide sulfurique dilué : 1o~. bases 

puriques sont précipitées en milieu acide sélectivement par 

action de l'oxyde d'argent sur l'hydrolysat ; puis les nucléo

tides pirimidiques sont isolés de la solution,· préalablement 

alcalinisée par la soude, par l'addition d'oxyde d'argent et 

d'alcool isopropylique. Après traitement des précipités argen

ti ':lUes obtenus par 1 'acide chl orhyd~ique dilué ·là '~pectroJ,ho

tométrie en lumière ultra-violette permet le dosage de la 

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

de l'acide uridylique d'autre p&rt. 
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3° - Résultat§. - Dès l'application des méthodes de dosage in

dividuel des bases, il apparut que des diff~ren~es notables 

existaient antre les molarités des divers constituants des 

acides nucléiques. Déjà., en I9I9, FEULG'SN (38) avait remarqué 

dans l'acide ribonucléiaue du pancréas un taux de guanine 

supérieur à celui qu'aurait pu fournir un tétranucléotide. 

l1A.M1..:.c~.K:::>'.l'..t!.i~ ( 39) trou va q 'J.e 1 e r.;.pp ort gu6..nine-adénine dans 

le même acide nucléique s'élevait à 3 et en conclut que l'uni

té structurale était un hexanucléotide. Divers travaux de 

.J J.tti'~l:i (40), malgré la discordance des résultats, confirmaient 

la présence dans l'acide ribonucléi~ue du pancréas d'un taux 

de guanine très élevé, incompatible avec un schéma tétranucléo

tidique. Ces auteurs expliquaient cette augmenta ti on par 

1' "accrochage" sur le tétranucléotide d'une ou de plusieurs 

moléculesd'acide gu~nylique ; l'acide nucléique restant cons

tiju~ par la polymérisation du polynucléotide obtenu. Vais 

KERR et coll. (4I), appliquant leur technique d'analyse complè

~ d'un acide ribonculéique, attribuaient à l'acide ribonucléi

que du pancréas la constitution moléculaire suivante : guanine: 

3,5- adénine : !,~9- cytosine : 2,59- uracile : I. 

lŒRRIFIELD et coll. (42), à l'aide de leur méth.ode de 

dosage microbiologique des bases pyrimidiques, montraient que 

les taux de l'uracile et de la cytosine dans un acide ribonu

cléi'{ue de Levure étaient respect'i vement 0, 64 et 0, 90. Tans 

l'intervalle les premiers résultats arportés par la chromato

graphie sur parier achevaient d'infir~er la théorie de la 
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réparti ti on équimoléculaire des nucléotides dans les molécu

les d'acides nnnléi1ues. 

Nous nous proposons dans le chapitre suiTclnt de rappeler 

sommairement les détails de la techni1ue de la chromatographie 

de pa.rtage sur papier, puis d'exposer les modalités de son 

applicati~n à l'étude des constitu~nts des abides nucléiques. 

\ 
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A - Techni1ue de la chromatographie sur p~jier (43) 

L'appareillage est extrêmement simple. Il cornprend,d'une 

part, un tube è. solvant en verre ou en matière plasti1ue, fen

du longitudinalement, destiné à recevoir les feuilles de parier

filtre et à con tenir la "phase mobile" du système- sDl va nt ; 

d'autre part 1 une chambre étL.nche dont l'atmosphère saturée par 

les Vbpeurs du système-solvant empêche l'évaporation de la 

phase mobile (figure I). 

La sépara ti on chroma tographi~ue comprend plusieurs opéra ti ons : 

I 0 - Prép~ration des chromatogrL.mmes. -

a) phroma togrc:.mmes unidimensionnels (fig. I2) : la solution 
1 

contenunt les subst&nces à séparer est déposée dans de petits 

cercles esr;acés de 3 à 4 cm. sur une "ligne de départ" tracée à 

IO cm. environ du bord supérieur de la feuille de papier qui sera 

plongée dans le liquide constituL.nt la phase mobile. Les nuanti

tés de subs~nces soumises à la séparation chrornatographi~ue sont 

de l'ordre de 2 à I 0 e g. 

b) Chromatograrr.mes·bidimentionnels (fig.I3) : à l'intersec-
• 

tion de deux lignes tr~cées d~ns le sens de la largeur et de la 

longueur à IO cm parallèllement au bord de la feuille de papier, 

on dépose la solution à analyser. Un premier système-solvant sépa

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



Figure I 

1 

(J~ 
\ Cuve à chromatographie 

Figure 2 

erre 

1 • 

Section transversale d'un tube à chromatographie 
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fait mi~rer les substances soumises à la séparation préalable 

dans le premier 'système-solvant. Ce mode opératoire permet 

souvent de mettre en évidence plusieurs composés qui consti

tuaient une tache uni1ue dans l'un des solvants utilisés. 

2° -Préparation des systèmes-solvants : la majorité des 

systèmes-solvunts sont constitués en incorpor&nt de l'eau, en 

, , 1 ' genera a saturation
1
à des li~uides organiques tels que 

des phénols, des alcools, des cétones. Ia comrosition d'un 

système-solvant est souvent déterminée empiri~ue~ent en 

ten~nt compte, ns~nmoins, de certains rrincipes': 

a) - une substance migre d'autant plus facilement qu'el

le est plus : saluble dans 1 'une des phases du soln..nt. 

b) - si la substance est ioniSé<ble, le pH du solvc...nt 

joue un rôle considérç-.ble ~ns san cor.1portement chror.Iat·Jgra

phique. 
\ 

3° - Sér&ration chrornatographi~ue : - Les feuilles de parier 

sont ~intenues dans le tube à solvant suiv~nt le schéma de 

la figure 2. La phase ~turée d'eau (rhase mobile) est dépo

sée dans le tube à solvant. L'ensemble est enfermé dans la 

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

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

se par capillarité tout au long de la feuille de p&pier-fil

tre, formant un "front 11 que l'on repère aisément. Lorsque ce 

"front" a progressé d'environ 4~m., rendant un temps variant 

èe 6 heures à IOO heures suivant le système-solvant utilisé, 

le papier est retiré de la cuve et séché à l'é~uve à 800C. 

.. 
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4° - Révélation des taches. - La localisation des substances 

séparées est réalisée sur papier à l'aide de réactifs appro

priés : solution de ninhydrine pour les ·acides aminés, d'oxa

late d'aniline pour les glucides, de molybdate d'ammonium en 

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

diagrammes peuvent être réalisés si les substances séparées 

sont radioactives (fig. I9 ). 

5° - Identificàtion des ta~hes. - Dans certains cas, les 

substances sont identifiées par leur RF , dont la valeur 

est fixée par le rapport du déplacement de la tache au dé-
. ' 

placement du "front" de la phase mobile. Dans un systeme-sol-

vant déterminé, le R d'une substance est caractéristique 
F 

(tableau I , page 33 ). Cependant, le RF d'un composé 

est sujet à des variations et il est préférable de l'identi

fier par comparaison avec des produits purs placés sur le 

A meme chrornatogra~e. 

5° - Dosa~e des substances séparées. - La séparation 

chrornatographique est en général quantitative et la mise au 

point de techniqUeG particUlières permet le dosage deS SUbs

t~nceS soumises à l'analyse chromatographique. 



B- Séparation çhrornatographique et dosage des produits 

d'hydrolyse des acides nucléioues 
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Les difficultés que l'on rencontre dans l'application 

de la chromatographie sur papier à l'étude des constituants 

des acides nucléiques proviennent, non pas de la séparation 

chrornatographique elle-même qui n'intéresse qu'un nombre res

treint de subs~nces bien définies, mais de la mise au point 

de procédés d'hydrolyse capable de libérer en totalité 

sans les altérer, les constituants. C'est donc autant une 

étude des moyens d'hydrolyse utilisés ~u'uns. étude de l'ana

lyse chrornatographique des hydrolysats obtenus ~ue nous al

lons présenter. 

\ ! 0 - Séparation chrom&tographique des bases 

Il semble que ce soit par une tendance naturelle de 

l'e~rit d'aller du simple au complexe que les auteurs ont 

d'abord tenté de préciser la structure des acides nucléiques 

par l'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 lumiè

re ultra-violette étaient bien définis et le dosage spectro-
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' 
photométrique s'appliquait parfaitement à la détermination 

de qu&nti tés très faibles de substances. ~fais les auteurs 

avaient compté sans la ré9istance particulière d~s nucléoti

des pyrimidiques aux agents chimi~ues d'hydrolyse dont cer

tains risquaient de désaminer la guanine et la cytosine 

fol - c- 014 N ~ c-ol-l -
t ' \ l 

H,.N- c e-"' HO-t e-N 

' e"' l\ ~ C.H u n Il 
/ 

N _c. -N\4 N - c. - N~ • 
Guanine .xanthine 

\ e -OH N c. -N H& N = '= 

l \ 1 \ 
HO-c. e\-l HO-e C.lol 

\\ l \l \\ 

N _cw > N - c.~ 

Cytdlsine Uracile 

SI la désamination de la guanine n'était pas susceptible 

de fausser la détermination (il suffirait en effet de doser 

la y~nthine formée, que l'on sép~re aisément par chromatogra

phie d'avec les autres bases, et de ramener s~n taux à celui 



29. 

de la guanine), au contraire la désamination de.la cytosine en 

uracile ne permettait pas le dosaee précis des bases pyrimidi-

aue s. 

HryrCHKISS (44) a réalisé la séparation qûantitative des 

bases puriques et pyrimidiques après avoir effectué l'hydro

lyse totale des acides ribo- et désoxyribonculéiques par l'aci

de chlorhydrique concentré à l'autoclave à I200C pendant 2 

heures : après évaporation à siccité sous pression réduite 

de 1 'hydrolysat, les ba ses obtenues sont séparées dans le 

système-solvant : n-butanol saturé d'eau. Les taches sont lo

calisées en construisant la courbe des densités ~tiques 
• 

mesurées en lumière ultra-violette à ~500 A des élu&ts de 

bandes dé e oupée s tous les I 0 rn.rn le 1 ong du chr 0r.1a t ograrmne. On 

obtient ainsi une série de sommets dont chacuncorrespond à 

une ba'se purique ou py.rimidique (fig.3 et 4). L'identifica

tion et le dosage de chacune des bases sont effectués par 

apectrophotornétrie en lumière ultra-violette. 

VISCHER et CHARGAFF. ( 45) ont étudié systérna tiquernent 

le coMportement chrornatographi~ue de l'ensemble des bases 

puriques et pyrimidiques : guanine , xanthine, ad~nine, hypo

xanthine, cytosine, uracile, thymine. (figure 5 (note 4). 

Après séchage des chromatogrammes, les taches sont localisées 

' t i , , de la maniere suivante : les chromatogramnes son rnpregnes 

d'une solution 0,25 M de nitrc.te merc'uri:{ue dans l'acide ni

trique 0,5!. Les papiers soigneusement lavés, d'abord dans 

Note 4 : on trouvera dans le tableau I page '3'& la c omp osi ti :m 
des systèmes-solvcints permettant la séparation chromatographi
que des différentes bases 



Figure 3 

Popt>r Chromatosrom of .Known l'l•xture of .!oMa 

n Ob.served total obaorption 
'··: 'Partial ab~rption of indJv1du11J bases 
A !3moothed di.str1bution curve~ 

~- ~ 

50 XX> 150 mm 
DtMonce olon9 paper ~tr1p 

3 '). 

Révélation d'après rtJ'l'l.aiKl.::i.:) (48) de l'emplacement des bases 

après séparation chromatographique dans le solvant butanol

eau. 

En abcisses distances auxquelles ont été effectuées les 
mesures. 

En drdonn~es :densité~ optiques (abs~rption mesurée à 261~ À) 

Figure 4 

'Atpor Chromut.ogrom 
of ThymuD .Df!t~axyribonucl~u: And Jtytroly~·., 

n Obo!'ervt.'<i t.utol ab1>0rpt ''"' 
•·-1 lbrt.ial oboorption of' mdovnJ..,,J llov• 
A 5moothed drnt.r•Jbut.wn r.ur'Y<"f> 

Application de la technique à un hydrolysat d'acide 

désoxyribonucléique 
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Figure 5 
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Représentation schématique de la séparation des b~ses puri

ques et pyrimidiques dans différents systèmes4sol~nts étu-

diés par VISCKER et CHARGAFF (49). 

G guanine, x : xanthine, A adénine, H hyp oxan thine, 

c cytosine, U : uracile, T thymine. 

Les chiffres horizon tE< ux correspondent aux système a-sol vanta 

indiqués dans le tableau I. Les chiffres verticaux précisent 

les RF des différentes bases. Les abréviations hori7ontales 

inférieures signifient : n : neutre, a : acide, H : butanol, 

M : morpholine, D : diéthylèneglycol, Co : collidine. 
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rtgure 6 

\ 

sérarations chromatographiques de bases dans le système-sol

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

rique. 

Mélange des 7 bases (!); hydroly~t par HGl cane. à I200C 

pendant 2 heures d'un acide ribonu~léique de Levure (2) et 

d'un acide dés·::>xyribonucléique de 'l'hymus (3). 

G guanine, A : xanthine, c : cytosine, U : uracile, 

T thymine. 
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R des bases puriques et pyrimidi~ues dans 
F 

Tableau I 

différents systèmes-solvants. 

J : : : Hy:p o- : : : : : Me t~yl-
:Références :Adénine: Guanine :Xanthine :Xanthine :Uracile :Cytosine: Thymine :Cytos1ne Systèmes-sol vanta 

:. l :n-butanol saturé d'eau n 

~ :n-but~nol, morpholine, eau (3:!:4:) ( a 
3 -id0

- ) n 

4 :n-butanol, morpholine, diéthyléneglycol, eau )( an 
; 5: -id0 - (4.o : !.5 : I : 2 ) 

6 :Collidine- saturée d'eau 
'/ -id0

-. . 
8 :Collidine-quinoléine-eau (!:2:!.5) 
9 -id0

-

r ~ 
( a 
) n 

!lO :n-butanol-diéthylène glycol-eau (4:I:I:) (a 
:II : -id0

- (athrnosphère (NH3 ) ) n . 
:I2 :n-butanol-diéthylèneglycol, O.IN HCl (4:1:1) (a . . 
:r 3 : n-bu tan ol (sa tu ré avec HCl O. I .N) . . 
!14 !lsopropanol ti5% (v:v) eau-HGl (2 .N) 

!15 :n-butanol-eau (~o 

!16 :n-butanol-eau (~6 . 
!4) 

!4) + mr3 . ~ 

!!7 :n-butanol-acide formique-eau (77:!0!13) 

:r~ :n-but&nol-éthanol-eau {50: 15: 35) 

:!9 !Alcool amylique saturé d'eau· 

:~0 !Alcool amylique saturé d'eau + NH3 . . 

a 

:2! !Alcool amylique saturé d'eau-ac.formique (90:!0) . . 
:22 :Butanol-acide acétique-eau 40:!0:50 

' 

50 

" 

" 

" 

n 

n 

n 

" 
5! 

52 

n 

" 
" 
" 
" 
Il 

53 

:0.28 

:o. 53 
:o. 53 

:o. 50 
: o~ 72 

:o. 57 
:o. 62 -

:o. 55 
:o. 34 

' . . 
:o. 53 
:o. 52 

:0.20 

:o. 032 

:0.36 

:0.38 

:0.28 

:0.33 

:0.55 

: ~.28 

C.74 

0.29 
0029 

0.40 
0.45 

0.57 
0.56 

0.4! 
0.22 

0.27 
0.23 

0.08 

0.006 

0.25 

0.!5 

~ O. II 

0.13 

0.37 

0.05 

o. 04 

0 

0.17 O. C7I 

0.35 0.13 
0.35 0.!4 

0.48 0.35 
o. 58 0.4! 

0.58 
0.63 

0.58 
0.44 

0.42 
0.3! 

0.29 

0.054 

0.3! 

0.26 

0.!2 

0.30 

o.I 5 

o.œ 

0.70 
0.53 

0.63 
0.62 

0.27 
0.!5 

0.31 

0.09 

0.25 

0.!8 

0.05 

0.24 

O.IO 

t).OO 

0.!9 0.!6 

o. 45-: o. 33-
0.47 : 0.34 

. . . . . . . 
0.32 

0.55 
0.55 

0.55 
0.56 

('.8') 

0.77 

0.73 
0.74 

0.50' 
0.50 

o. 60 

0.30 

C.58 

0.3! 

0.!9 

0.39 

C1.46 

0.22 

o.œ 

0.23 

0.49-! 
o. 50 : 

O.I9 

0.47 
0.45 

0.54 
0.6! 

0.47 
0.42 

0.!7 
0.21 

0.45 
0.50 

tl 

0.34 

o. 035 

0.47 

. . ' 

0.47 

0.71 
o. 75 

0.82 
o. 76 

0.85 
0.84 

C'. 80 
0.84 
" 
0.77 
0.70 

0.74 

0.44 

0.77 

0.22 o. 52 

0.24 o. 35 . . ' 

0.26 o. 56 

0.53 

o. 09 

0.09 

0.07 

0.40 

0.55 

vve 

. .. 

. . . 

:0.15 

: 0.!2 

:o. 54-
: o. 55 . . 

--~--------------------------------------~------~~----~----~------~----~------~----~·----~---------· 
a : solution des bases dana 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.51!, puis dans l'eau distillée. 

sont ensuite passés dans une solution de sulfure d'ammonium. 

Une tache noire de sulfure de mercure· localise les bases 

puriaues ( 46). Far le même principe, ·on revèle 1' emplacement 

des bases pyrirni~i~ues (47), mais en substituant à la solu

tion de nitrate rnercurique une solution tamponnée d'acétate 

mercurique obtenue par le mélange extemporané de I volume 

d'une ~olution O,I M d'acétate mercurique avec 3 volumes - . 
d'une solution M d'~cétate de sodium et 6 volumes d'eau. 

5 à IO e g de base peuvent être décelés de cette manière. Ia 

séparation est quantitative et les bases sont dosées par 

spectrophotométrie dans l'ultra-violet après élution des 

fragments de papier correspondant aux taches non révélées et 
, , t reperees par comparaison avec un chror.a ograrnme identique 

soumis à la révélation mercurielle. 
\ , , 

les auteurs ont ensui te appli-:me leur mode operatoire au 

dosage des bases puri1ues et pyrimidiques obtenues par hy

drolyse des acides ribonucléiques de Levure et de Pancréas 

{55) • 

L'hydrolyse comporte deux stades : 

a - libération des bases puriques 

b - hydrolyse des nu_cléotides pyrirnidiaues. 

L'hydrolyse des nucléotides puri11ues s'effectue facile

ment par l'acide sulfurique! en tube scellé à IO~C pen

dant I heure. Après ajustement du pH, la séparation chromate

graphique est réalisée dans différents systèmes-sol~nts. 
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L'hydrolyse des nucléotidés pyrini0inues se fait par 1 'acide 

formique concentré en tube scellé à I75°C pendant 2 heures. 

Ces nucléotides sont obtenus au préalable suivant deux m~des 

opéra toi res différents : soit qu'ils aient été précipités de 
' l'hydrolysat partiel sulfurique sous forme de sels d'urane, -

soit qu'ils aient été libérés par le passage de HCl gazeux 

dans une suspension d'acide nucléique dans le méthanol. 

Cette dernière opération est réalisée dans un dispositif re-

présenté par la figure 7 l'action du gaz chlorhydrique 
.. 

est prolongée 3 à 5 heures à 500C. Les chlorhydrates de ba-

ses puriques précipitent et sont éliminés. Le résidu d'éva

poration sous pression réduite de la solution méthylique, 

exempt d'acide chlorhydriq~e. est ensuite hydrolysé par 

l'acide formique. Les résultats obtenus par VISCHER et CHAR

GAFF sont rassemblés dans le tableau II. 
\ 

Tableau II 

Proportions moléculaires des bases puriques et pyrimidiques 

d'acides ribonucléiques de Levure et de F.ancréas. 

Origine de 
l'acide 

Ac. nucléique 
de Levure 

Ac.nucléique 
de hneTéas 

Guanine 

3,I 

8;8 

Adénine 

3,2 

3.6 

Cytosine Uracile 

3 I 

4.5 I 
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Figure 7 

HCI 

.. cacr2 tube 

\ 

Montage réalisé par VISCHER et ~HARGAFF (56) pour hydro-
1.111/ 

lyser par~ourant d'H~l gazeux de petites quantités d'acide 

nucléique en suspension dans de l'alcool méthylique. 
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.. 
Le luxe de précautions dont s'entourent les auteurs, la 

c -Jmpl exi té des opéra ti ons d'hydrolyse, sont mo ti v~' par le 

souci d'éviter la désamination de la guanine et de la cytosi-

ne. 

Et cepndant VISCHER et CRA~r~FF ont constaté ultsrieurement 

(57) que leur techni:rue était imJ:!tfai te, 1 'acide uridy

li'"lue rPsistant ~.l'hydrolyse forr'lioue. Ce caractère explique 

la f~ible proportion d'uracile trouvé par ces auteurs dans 

les acides ribonucléi:J.ues. Leur mf)deqJératoire ne pouvait 

donc être utilisé pour la détermin~tion de la répartition des 

bases dans les acides rib0nculéioues, mais il s'applique 

parfaitement à l'étude des acides d~soxyribonucléi1ues, o~ 

1 'acide thymidylique, totale1~ent hydrolysable piir 1 'acide 

formique, remplace l'acide uridylique. 

WYATT (58) a simplifié la techni1ue d'hydrolyse de VISCHER 

et CRARGAFF en~éalisant la libération quantitative des bases 

par une hydrolyse uni:1ue des acides désoxypentose-nucléiques 

à l'aide de l'acide formique concentré en tube scellé à 

I75°C pendant 3!) minutes. 

Bien que les acides désoxyribonucléiJues ne constituent pas 

la ~tière de notre étude, nous avons rassemblé dans le 

U.bleau III la cJmr osition de quel·~ues-uns de ces acides 

pour montrer que la théOTie du tétr~nucléotide isomoléculaire 

ne peut prétendre représenter leur structu~e. Ces r~sultats 

montrent 1ue la composition d'un acide désoxyribonucléique 

est constante dans les différents organes d'une espèce 

' 
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donnée et qu'elle est caractéristi~ue de cette espèce - con

clusions qui sont en parfait accord avec la théorie génétique 

classique • 
• 

Récemment, MARSHAK (59) est parvenu à réaliser 1'~

drolyse totale des acides pentose- et désoxypentose-nucléiques 

par l'acide perchlorique I2! en tube scellé à IOOOC pendant 

I heure et à mettre ~u.point une méthode générale d'étude 

de la constitution des deux types d'acides nucléiques par la 

détermin&tion de la répartition m~léculaire des bases azotées. 
' " 

L'auteur a en outre apporté une simplification considérable à 

l'analyse des acides nucléi1ues en effectuant son hydrolyse 

directement sur le tissu traité selon la techni~ue de SCH1~Iê 

DER (50) sans isoler ni purifier préalablement les acides 

nucléiques, L'auteur s'est particulièreMent attaché à l'étude 

des acides rib~nculéiques obtenue à partir de produits du 

fractionnement_partiel de cellules :acides ribonucléiques du 

noyau et du cytoplasme (5I). Il a montré que l'acide ribonu

cléique du noyau contenait une proportion d'adénine double de 

celle de l'acide ribonucléi1ue cytoplasmique (64) et émis 

l'hypothèse que ce dernier tirait son origine du premier par 

perte d'une molécule d'acide adénylique nui serait à l'origine 

des acides adényliques libres du cytoplasme (tableaux IV ) • 

En conclusion, l'hydrolyse totale des acides nucléi1ues en 

vue du dosage des bases après leur séparation par chro~togra

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

Cgmposition d'acides désoxyribonucléique~ 

{en moléculeC)de bases pour une molécule de phosphore) 

Origine 

Organe Espèce :Guanine:Adénine:Cytosine:Thymine 

. . . 
Thymus Boeuf 0.2I 0.26 O.I6 0.25 

R&te " 0.20 0.25 . O.I5 0.24 . 
Foie " 0.20 0.26 

Thymus Homme O.I9 0.28 O.I6 0.28 

Sperme " O.I8 0.29 O.I8 0.3I 

Foie normal Il O.I9 0.27 . . 
Foie cancéreux: Il O.I8 0.27 O. I 5 0.27 

Levure O.I4 0.24 O.I3. 0.25 

:'Bacille tuber-: 
:cul eux a via ire: C.I2 0.28 0.26 O. II 
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Tableau IV. 

~pports moléculaires des bases puriques et pyrimidiques d'acides dé

soxypentose-nucléiques (ADN) et pentose-nucléiques (APN){VÂRSHAK 63) 

. . . . . . . . . . 
Origine des :AdP.nine :Guanine :Cytosine:Uracile ~ 'l'b.ymine 

acides nucléiques . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
No;yaux ADN Foie . I . 0.89 : . 0.85 . . I. 04 . . . . . . . . . . . . . . 

Thymus . I . 0.89 . 0.79 . . 0.99 . . . . . . . . . . . . . . . 
Rein . I • 0.79 . 0.78 . . I .. . . . . . . . . . . . . . . . 
Coeur . I . 0.82 . 0.82 . . 

I.~ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
APN Foie . I . I . 0.:59 . 0.45 . . . , . . . . . . . . . • . . . 

Thymus . I . 0.88 . 0.09 . 0.!7 . . . . . . . . . . . . . . . 
Rein . I 0 0.92 . 0.25 . 0.59 . 

0 0 0 . 0 . 0 . . . 
0 . . . 

Coeur \: I . 0.92 0 0.!9 . 0.29 . 
• . . 0 

0 0 . . 0 

0 . 0 . . . . 0 . 0 . . . . 0 

C:tt OJ2la srne APN Foie . I . !.8:5 • !.22 . !.!2 • . . . 0 0 . . 0 . 0 . . . . . 
Thymus . I . !.88 . !.44 . 0.89 . 

0 . . 0 . 
0 . . 0 • 0 0 . . . 

Rein . I . !.78 0 !.25 0 0.94 0 . . 0 0 0 . 0 . . 0 
0 . 0 0 . 

Coeur 0 ! . ! .20 0 0.77 0 o. 03(?) . . 0 . . . . 0 0 . . . . . . . . . . 0 
0 0 . . 0 

APN de Levure 0 ! . I .I3 . 0.7! 0 !).73 . . . . 0 0 . . . . . . . . . 0 
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nucléotides pyrimidiques- en particulier de l'acide uridy

lique - aux agents chirni~ues d'hydrolyse et par la difficul

té d'éviter la dé~mination de la guanine et de la cytosine. 

Cependant, l'étude des acides désoxYpentose-nucléigues peut 

être réalisée après hydrolyse formique (WYATT) ou sulfurique_ 

formique (VISCHER et CHA:1GAFF). L'hydrolyse perchlorique 

de VA~SXAK est d'autre part applicable, en principe, aux deux 
-

types d'acides nucléiques. 

2° - Séparation chrornatographique des nucléosides 

La séparation par chromatographie sur papier des nucléo

sides n'a guère été utilisée. En effet, ·il n'est pas possi

ble d'hydrolys~r quantitativement en nucléosides un acide 

nucléi~ue par des agents chimiques. Far exe~ple l'action 

prolongée de la pyridine pure à II8°C pendant 5 jours sui

Vdnt la technique de BREDERECK(65) ne libère qu'une partie 

des nucléosides. Cependant, BElLE, HARRIS et ROE (66) ont 

récerriL1ent mis au point une méthode d'hydrolyse totale des 

acides ribonucléiques suivie d'un fractionnement quantitatif 

de ces c0mposés sur des colonnes d'amidon : l'acide ribonu-

oléique purifié est traité par la soude diluée et les nucléo

tides obtenus sont hydrolysés par la pho~hatase acide d'un 

extrait prostatique. Les nucléosides sont ensuite fractionnés 

par passage de l'hydrolysat sur une colonne d'amidon et dé

veloppés à l'aide de n-butanol saturé d'eau. 
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L'identification et le dosage des nucléosides sont effec

tués par spectrophoton~trie dans l'ultra-violet. Les auteurs 

ont ainsi établi la constitution d'un ~cide ribonucléique 

isolé du Sarcome de la Poule. Les rapports moléculaires de 

la guanine, de l'adénine, de la cytosine et de l'uracile 

sont respectivement les suiv~nts : 3,72- I,II- 2,23- I. 

Ces résultats confirment la teneur élevée en guanine des 

acides nucléiques d'origine néoplasique, déjà observéepar 

certains autetlrs (CLAUDE (67), SI-Œ1.'1N (68). 

3° - Séparation chromatogra.phiaue des nucléotides 

La séparation des nucléotides par la chro~tographie de 

partage sur papier constitue la m~thode de choix dans l'étu

de de la const~~ution des acides ribonucléiques. En effet, 

l'hydrolyse de ces acid~ est réalisée très f&cilement par 

l'action de la soude! ou,!/2 à la température ordinaire 

pendant 24 heures (68). La soude libère quantitativement 

les ribonucléotides sans provoquer leur déphosphorylation ou 

1 e ur dé sa:rn. ina ti on • 

Yéanmoins, certains auteurs sont restés fidèles aux tech

nioues d'hydrolyse acide : 

J,~RKHAM et 81;-ITH réalisent une hydrolyse partiE-lle des acides 

ribonucléiques par l'acide chlorhydrique fi à IOOOC pendant 

I heure. Les b&ses puriques et les nucléotides pyrimidioues 

libérés sont séparés chromatogr&phiquement (70). Le système-
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Salvant utilisé est le suivant : butanol-tertiaire-acide 

chlorhydrique pur concentré-eau (700: I32 : I68 ). Les ta

ches correspondant aux produits de l'hydrolyse sont révélées 

à l'aide d'une technique qui est applicable à l'identifica

tion de tous les dérivés des acides nucléi~ues et que nous 

exposerons en détai~. 

Les auteurs mettent à. profit la propriété que possèdent 

les bases puriques et pyrimidiques d'absorber fortement les 

radiations ultra-violettes de la bande voisine de 2.6~0 A . 
HOLIDAY et JaHNSON (7I) a~ient mis au point une technique 

"visuelle" : les chrornat0gramrr.es étaient exposés au rayonne

ment ultra-violet et des taches de teinte foncée localisaient 

les acides nucléiques. KARKHAM et SL~TH (72) ont sensibilisé 

la méthode en utilisant une lumière aussi monochromatique que 

possible. Ils emploient à cet effet un système de filtres 
\ . 

don~ l'un contient une solution de sulfat~de nickel et 

de coba~t et l'autre du chlore séché sur chlorure de cal-

cium (fig. 8). 

Les chro~tograrnmes mis au contact d'un papier photogra

phique sont eip os~ aux radia ti ons ainsi filtrées. Après dé

veloppement, l'emplacement des dérivés nucléiques est marqué 

sur la surface sensible par une tache blanche apparaissant 

sur le fond noir (fig.9). Cette technique de localisation est 

très sensible et per~et de déceler des quantités très faibles 

de substances (I ~g d'adénine). 



Figure~. 8 

Dispositif de filtration de la lumière ultra-violette. 

in MARKHAU et Sl\:ITTH ( 73) 

\ 

(~(b) 

~, 

0 tm. 
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a - Section longitudinale : A : filtre contenant du chlore, 

H filtre contenant la solution des sels de cuivre et.de 

nickel, G et D : diaphragmes, E : lampe à vapeur de mercure. 

b - Section transversale du filtre contenant du chlore 

desséché par du chlorure de calcium (F). 
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Figure 9 

l 

\ 

Séparation chrornatographique d'un hydrolysat d'acide ribonu-

cléique par HCl ~ à I00°C pendant I heure. 

Système-sol va nt butanol-tertiaire-acide chlorhydrique-eau. 

Hévél~tion par la lumière ultra-violette suivant la technioue 

de MAR!CHAM et Sl'I TH. 

Les taches correspondent de haut en bas aux composés suivants: 

guanine, adénine, ~cide cytidylique, acide uridylique. 

(MARKHAM et S1:ITH (81). 
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l~RKHAM et s~riTH ont arpliqué leur mode opératoire à 

l'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) montre~qu(il existe .. 
des disproportions 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 

{!t'ARKHAM et S~:ITH 80) 

. . . . 
Soucqes . Adénine . Guanine ;cytosine :uracile . . . . . . . . . . . . . 

?losaique de l'Aucuba . I .20 . t). 95 . 0.78 . I. 05 . . . . . . . . . . . . 
!losatque du T~bac 

. !.24 . I .I 7 . 0.62 . 0.96 . . . . . . . . . . . . 
Rib-grass . I.I7 . I. 08 . 0.69 . I. 05 . . . . . . . . . . . . 
Concombre 4 . I .04 . I .13 . 0.74 . I.I9 . . . . . . . . . . . . 
Mosaïque de la Toma te: I .!8 . I. 04 . 0.73 . I. 05 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Ac. ribonucléique de . I. C3 . !.25 . 0.80 . 0.93 . . . . 

Levure . . . . . . . . 

Cependant, l'J\RKHAM et S1riTH ont récemment reœrqué que 
A 1 1 1 l'hydrolyse chlorhydriaue, meme menagee, liberait de petites 

quantités de cytidine et d'uridine (82). Le chromatogramme 

schématique de la figure ro. empr~ntée aux auteurs • met en 
'· 

évidence les nucléosides formés au cours de l'hydrolyse acide. 

Il semble donc que l'hydrolyse acide d'acide nucléique. 

aussi douce soi~-elle, ne puisse éviter l'altération des 
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produits formés. La séparation chromatographique des ouatre 

ribonucléotides obtenus par une hydrolY,se alcaline constitue 

donc la méthode la plus précise dans l'étude de la constitu

tion des acides ribon~léiques. Deux procédés de sP.paration 

chromatographique'des ribonucléotides ont été proposés, l'un 

par CHAR GA Fi? et coll. ( 83), 1 'autre par B':1tTLANGE~ et MOYTREUIL 

( 84). 

CHARGAFF et coll. (85) réalisent la séparation des nucléotides 

à l'aide de deux spstèmes-solvo.nts: l'un -"acid system"- con

siste en un mélange d'acide isobutyrique et d'eau (II : 6 ), 

1 'é:. tmosphère de la cuve étant sa tu. rée d'a mn oniaque. L'autre 

-"buffered system" - est constitu~ par un m{lange de IO volu

mes d'acide i sobutyrique amené à pH :3, 6 - 3, 7 par l' â.adi ti on 

de 5 volumes d'amr.oniaque 0,5]. 

Les nucléotides sont localisés par la technique de WARKBAM et 

Smith ou par l'utilisation d'un réactif chimique : les chro

matogr~mmes sont passés lentement dans une solution aqueuse 

d'acétate d'urane à 0,!5 g p. !00 ml, lavés 20 secondes à 

l'eau distillée, puis soumis à l'action d'une solution aqueuse 

à 3 g.p.I')() ml. de ferrocyanure de potassium acidifié par 

l'addition d'HCl ~ • Des taches brunes révèlent l'emplacement 

des nucléotides. 

Le dosage des nucléotides isolés est effectué par spectre

photométrie dans l'ultra-violet. CHA~GA~F et coll. ont appli

qué avec succès leur mode opératoire à l'étude de la constmtu-
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Ghrom.atograrunes d'hyàrolysats d'acides ribonucléiques ~ 

A : hydrolyse par HCl N , I h. à IOOOC. Solvant : butanol 

3 aire-&cide chlorhydrique. 

B hydrolyse par NaOH! à 200C. SolRnt : iso:propéinol-eau 

C hydrolyse par HCl ], I h. à I00°C.Solv~nt : sulfate 

d 'ammonium-isopropanol. 

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

uridyli?ue, 5 : F04 H3 , 6 : cytidine, 7 : uridine, 8 :mélan4 

ge des acides adényli1ue ;, guanjlique et cytidyli1ue. 

Rer.:arquer en A et C la présence de nucléosides pyrirnidigues 

(in 1iARKHAM et S1H TH ( 86) ) • 
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tion d'un ce~tain nombre d'acides ribonucléi~ues animaux et 

végé~ux (88). Leurs résultats sont rassemblés dans le tableau 

VI • • 

Cependant, l'emploi des systèmes-solvdnts à base d'aci

de isobutyrique ne permet pas la séparation des acides uri

dyliCJue et guanjli=!ue (figure II) qui doivent être dosés en

senble.L'àvantage de la technique ~ue nous avons l""ise au 

point et que nous exposerons dans la partie consacrée à. nos 

recherches personnelles est de permettre la séparation des 

4 nucléotides et de faciliter à la fois les déterminations 

qualitatives et quantitatives. 

\ 
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Figure II 

m 

\ 
Séparation chromatographique de mélang~de nucléotides dans 

le système-solvant : acide isobutyrique - eau (87) . 
Révélation en lumière ultra-violette suivant la technique 

de A 'A RIŒ.AM et Sl:I TH. 

I : "spot" u~ique des acides urjdylique et guanylique, II 

acide cytioylique, III : acide adénylique. 

I mél&hge des acides uridylique et cytidylique ; 2 hydro-

lysat alcalin d'un acide ribonucléique de Levure : 3 : 

rn~lanGe nes acides guanylique et adéhylique. 
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Tableau VI 

Composition de différents acides ribonucléiques (CHARGAFF 89) . 

-
Origine de Rapports moléculaires des nucléotides 

l'acide 
Acide ribonucléique Acide Acide Acide 

:guanylique adénylique :cytidylique :urjdylique 

Levure I 9.7 IO 6.I 7 

" 2 9.6 IO 7.5 6.7 

" 3 !0.6 IO 8.6 8.2 

" ' I0.5 IC 8 !0.2 . . 
Fancréas de \22.5 IO 9.8 4.6 

Fore 

Foie de Fore !6.3 IO I6.I 7.7 

Foie de Mouton !6.8 IO !3.4 5.6 . . . . 
Foie de Veau !6.2 IO II.I 5.3 

Foie de Boeuf I4.5 IO !0.9 6.5 . . 
Foie humain 32.9 IO 28.8 8.3 

.Foie humain 4!.4 IO 43.2 7.2 
carcinbrna teux 

(méta stase) 
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c - Conclusions 

Les conceptions modernes de la structure des acides 

ribonucléiques reposent sur un ensem~le de résultats cancor-

dants obtenus grâce à. des modes d'hydrolyse et des méthodes 

chromatographiques différents. Les constitutions d'acides 

nucléioues d'originoodiverses ont ~té ~récis~es. Elle ne 

s'accordent pas avec la théorie de la répartition éauimolécu

laire des nucléotides dans un tétranucléotide. 

En outre, la chrornatoeraphie sur papier a permis de préciser 

certaines modalités de l'enchatnement 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, mais que des nucléotides occupaient dans leur mo

lécule des positions particuli~res et que l'existence de plu

sieurs types ,de liais~'>ns entre les nucléotides achevaient de 

compliquer considérablement leur schéna de structure. 

C"'HN et coll. (9"), cAqTE:R et coll. (9!) ont mis en 

évidence une isarnérie des nucléotides en fractionnant des 

hydrolysats sodiques ou ribonucléasiques d'acides ribonucléi

'JUes sur des colonnes d'échangeurs d'ions. Ces auteurs. 

ont obtenu deux iso~ères ~ et b de chacun des nucléotides, 

d ont la m..ture eXLcte n'est pas encore précisée. S'agit-il 

d'une isomérie 0(-0 de la liaison osidique (schéma XII) ou 

encore d'une isomérie de position du radical phosphoryle en 

2' (isomère a ?) e,t en 3' (isomère b) de la molécule de 
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Isomérie des nucléotides 

0 CH.t,OH 7/ 0 CH! OH 

'1 'Bt. .. e/1/ '-.,. 1 
C H H C ~~se. c ... H c ,,1 tl' 

C-C H 
H ( \ /oH 

oH o-~-o 

'oH 

Isomère normal~) d'un nucléotide 

{liaison OC glucosidique) 

"J' 1 '/\ c -- c H 

1 l ,_.oti 
01-f o-?•o 

"-oH 

Isomère a 

(liai son ~ glue osidique) 

Schéma Xli 

~o4)e.. H 
'/ c--"""'11 \ 

' H- C -oH 
l ~OH 

H-C-0__,..-'P.o 
1 o 'oH 

·&-1-C. ' 
1 

C Ht,OH 

"&.\t. H 
'/ c---. 

' H- c-o 

' H-C:.-OH 

' 0 a-4- c 1 

' CHC),oH 

'"&6\& H 
\ / 
e---
1 

W-C.-OM 

' H- C -OH 

' 0 
t-1 - c. _ ____,) 

' 
' 

,.·bH·· 
C.Ht·O-'P::o 

'oH 

I s ornère norral {b) : Isomère a rib oside 5'phospha te 
riboside 3'phosphate riboside 2'phosphate 

Schér.w. Xlii Schéma )(1'/ 



ribose (schéma XIII) ? Les isomères portant leur radical 

phosphoryle en position 5' (schéma XIV) ont également été 

identifiés dans des hydrolysats ribonucléasiques par C'JH.N 

et VOLKI.N ( 92). 

o4. 

B:Jt"LAXGER et W.~7TR"S'L11L (9:3), lfagasanik et en.argaff (94) o.nt 

étudié la cinét~que de l'action d'agents d'hydrolyse chimiques. 

Des prélèvements effectués à des temps déterminés permettent 

de suivre le clivage de la molécule d'acide nucléiaue. Ces 

~uteurs ont mis en évidence la mobilité particulière de l'acide 

uridyli,ue et l'existence d'une fraction plus stable de la mo

lécule, riche en nucléotides puriques. 

Les travaux de MAGASA~IK et ~HARGAFF, que nous exposerons briè

veMent, ont conduit ces auteurs q proposer un schéma de struc

ture des acides nucléiques. L'action de la soude sur un acide 

ri bonucléiC'!Ue \est très rapide. 0n voit d'a bard apparai tre 

l'acide uridyli~ue, qui est libéré en totalité dès le début 

de l'hydrolyse. Le clivuge des nucléotides puriques s'effectue 

plus lentement (tableau VII). Inversement, la fraction plus 

st~ble de la mo~6cule s'appauvrit en acide uridylique et s'en

richit en nucléotides puriques (t&bleau.VIII). Ues r~sultats 

permettent de conclure que l'acide uridylique occupe une posi

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

de nucléique, dont's1uelette est riche en nucléotides puriques. 

1 



Tableau vii :::>5. 

~ction de la soude sur un acide ribonucléique de Levure. 

Durée de 
l'hydrolyse 

en minutes 

Cinétique de la libération des mononucléotides. 

Mononucléotides (en molécules pour IOO molécules 
de nucléotides au départ) 

.. 
~~-------·~·-----------------------------------------------------i 

15 

35 

2·t eso 

. Acide Acide Acide Acide . 
:guanylique:adénylique:uridyli1ue:cytidylique: ·rotal . . . . : . . . . . . ... 

I9 9 .. 26 54 

G3 I5 • 23 ôl 

29 30 2I 20 "roo 

.. dé termina ti on imp os si ble. 

'l'ab 1 eau VII I 

Action de la soude sur un acide ribonucléique de Levure: 

constitution des résidus polynucléotidiques après hydro

lyse inc 'Jmplète • 

Durée de .Mononucléotides (en molécules p'Jur I"n molécu
les de nucléotides) 1 'hydrolyse 

en minutes: 

0 

I'5 

35 

Acide 
guanylique 

24 

2I 

Acide 
adénylique 

38 

45 

Acide acide 
cytidylique: ur 1d Y.Lique 

2I 

25 

24 

20 

I2 

IO 

jo 

li 
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L'existence d'une fr&ction r&sistant ~l'action de la 

ribonucléase a ét2 confirr:.ée par l:$.JUkl:\GJ!it( et 1:ClTTRE"L"'L (95) 

et par l:ASASAHIK et CHARGAFF ( 96) qui ont étudié à 1 'aide 

de 1~ chro~tographie sur papier la répartition des nucléoti

des duns les fractions dialysables et non dialysables d'un 

acide ribonucléique s'Junis à l'action de l'enzyme. 1:AGASA1'iiK 

et CEARGAFF ont montré aue le dialysat contenait des nucléo-

tides libres exclusivement pyrimidiques et des p0lynucl~oti

des constitués par la presque totalité de l'acide adényli'Jue 

présent dé..ns l'acide nucléique, par une f&ible :pDoportion 

d'acide guanylique et par de petites auç_ntités des acides 

uridylique et cytidylique (tableçlu IX). la fraction résistant 

à l'action de la ribonucléase n'est constituée prati~uement 

q_ue de nucléotides puriaues (tableau X). 

\ Tableau IX 

Action de la ribonucléase sur un acide nucléique c -:>mp osi-

tion du dialysat 

. 
:U.olécule s de nucléotides {P -:>ur I 0n mo
: cules de nucléotides au depart) 

Fractions 

Acide Acide . Acide Acide . . 
:guany- Adény-: Cytidy-: Uri dy-: Total 

li0ue lique liaue lioue 

:constitution de 1 'ARN 28 27 23 22 IO:J . . 
:Jiononucléotides 0 0 I4 2I 35 
:Nucléotides totaux I7 I9 I8 22 76 



Tableau X 

Co~osition du résidu de la dialyse 

Molécules de Nucléotides pour I 00 molécules au départ 

Acide 
Guanylique 

63 

Acide 
Adénylique· 

27 

Acide 
Cytidylique 

7 
. . . 

Acide 
Uridylique 

57. 

Deux hypothèses permettent donc d'expliquer la spécifi

~ité de l'action de la ribonucléase : a) l'en7yme ne peut 

hydrolyser que les liaisons entre des nucléotides pyrimidi

ques; b) l'em,-yme peut hydrolyser toutes les liaisons inter

nucléotidiques~ exceptées celles qui lient l'acide guanylique 

à un autre nucléotide. 

Les schémas de structure Xv et XVI , proposés par 

UAGASA1"'K et CH.ARGAFF, essaient de rendre compte des ré sul tata 

des hydrolyses sodiques et_ ribonucléasiques : sur une chaine 

riche en nucléotides puriques se greffent des chaînes 

latérales où prédominent les nucléotides pyrimidiques • La 

position éloignée de l'acide uridylique par rapport à la 

chaine purique tient coMpte de la mobilité particulière 

de cè nucléotide. 
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u 
• 
• c •. u 
• 

u u 
• 
• • 
c ''U c .. u . . . 
• • • 

. ~ 

• • • 
-G-A-G-C-G-A-G-

Schéma XV 

u u u 
• • • 
• • 
c c •• u c 
• • • 
• • • 

\ A-G c-G A-G 
• • • 

• • 
A A c 

' 1 ' - G -G-G-G-G- G- G-

Schéma XVI 

En pointillés, les liaisons rompues par la ribonucléase: 

en traits pleins, les liaisons réfractaires à l'action 

de l'en:zyme • 
• 
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CHAPITRE IV 

T& v~ux PER.:iJN1TELS 

. I _ TECHNIQ,UES D•ANnLYo:)E DES .hCIDEd RIBJNUCLEIQ,UES 
• 

\ 

A- Chromatograrhie quantitative sur papier 

des ribonucléotides (97) 

Nos premiers essais de chromatographie sur papier deS 

dérivés des acides nucléiques avaient :porté sur la sé:parati~ 
des bases. M..is les difficultés de l'hydrolyse et la comple~·,; 

. let 
té des dosages :par mesure de l'absorption dans l'ultra-viO . 

nous ont amené à mettre au point une méthode simple permet" 1 

tant la chrornutographie des ribonucléotides suivie de leur 

détermination quantitative par un microdosage de l'acide 

phosphori:].ue nuclé otidique. Nos. essais de s~para ti on chro~~l 
. ,,. 

. t , , f , ,de tograph1que on ete e fectues sur des acides guanyli1ue, ~ 

nylique, cytidylique et uridylique provenant de prépara.ti 0ti
1

J 

co~erciales dont nous avons vérifié la pureté. Mais nous 

avons .été. amené à préparer certains nucléotides - tels 1e9 .! 
acides xanthylique, hypo~nthylique, isosinique - par une 

technique simple de diazotation des 

respondants: les acides guanylique, 

adénosine-5' -phosphorique. 

, , 0 ot' nu cleotides umines 
· ~SI 

adéno sine-3 'phosphori.Cl 
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1° - Préparation de nucléotides hydroxylés par dia?otation 

des nucléotides aminP.s correspondants. 

On dissout dans un tube à 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 à 97-98%.Quand la réac

tion de diazotation est terminée, la solution obtenue est 

éV?tporée à siccité sous pression réduite, reprise avec 10 ml • 

. d'eau distillée et passée sur une colonne de "Deacidite", 

résine à échange d'anions dont nous préciserons ultérieurement 

les modalités d'utilisation. Le nucléotide, fixé sur la rési

ne, est ensuite développé avec une solution aqueuse d'acide 

formique à I pour cent (acide hypoxanthyli~ue) ou à IO pour 

cent {acides xanthylique, inosinique, uridylique). La solution 

formique est ~oncentrée sous pression réduite à 400C puis éva

porée à siccité dans le vide. Le résidu est constitué par le 

nucléotide pur. 

2° - Choix des systèmes-solvants. Les considérabions qui nous 

ont guidé dans la recherche de systèmes-solvants permettant la 

séparation des nucléotides ont été de deux ordres 

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

avons précéde~Jent signalé que le déplacement d'une substance 

sur un chromatogra~e est d'autant plus rapide que cette subs-

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

gration étant de ce fait liée au pH de la phase mobile, nous 

avons préparé des systè~es-solvants en y ajoutant différents 

acides. 

Les chromatographies unidi~ensionnelles, qui permettent 

la séparation quantitative des quatre nucléotides, sont effec

tuées avec différents m~langes l base de phén~l~ Ueux-ci 

exigent une préparation minutieuse : les RF et l'homogé-

néité des taches sont en effet con sidéra blement ··influencés 

par les variations de la tenpérature ambi~nte. Les quantités 

d'acide et d'alcool cons ti tu~ nt les différents systèr.1es-sol-

vanta sant exactement mesurées , puis le rnélanr;e ph~n0l 

cristalli&..ble 95') g. +eau f'):) g. est ajouté jus'Ju'l un valu

me connu. Après saturation par l'eau distillée, on laisse le 

système biphasique se déc~nter pendant 24 heures dans un lo

cal dont la t~mpérature a~biante est inférieure de quelques 

dégrès .9. celle de la chambre de chromatographie. Ia phase 

aqueuse, 9. laauelle on ajoute un peu de cyanure de potassium 

destiné l complexer les métaux souillant éventuellement le 

papier à chro'C'léltographie, constitue la "phase de saturation" 

et est déposée dans un técipient au fond de la cuve à chro

matographie. La phase phénolique constitue la .wphase mobile" 

Le tableau ..x..1 groupe les divers systèmes-solvants que nous 

v."?"ons mis &u point. D:..ns la prati':_1ue, n·Jus utilisons princi

palement le systè~e-sal~nt n°I, qui n~us donne d'excellents 

ré sul ta ts, é:. in si que le montre la figure !2 • 

• 
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Des chro~togr&mrles bidimensionnels (fig.I3) peuvent 

être réalisés en utilisant comne prer.'lier solvant un des 

systèmes-solvc...nts alc0'1lioues, dont le té.bleau XII d::mne la .. 
CJmposition et le pouvoir rés0lutif ; le second système-sol

va nt étant un des systèmes- s0l VcJ nts phénol iaue s précéderrrrnent 

décrits. 

Tableau XI 

RF des ribonucléotidee dans différents systè~es-solvants ph8noliaues 
(98) 

Systè~es-solvdnts 

no: Co~position 

. . 
I :Fhén')l-isopropanol

:acide-formique-eau 
: ( 85 : 5 : I 0 : I 00) . . 

2:Phénol-isopropanol- \ 
:acide formique-eau 
: ( 8 0 : I 0 : I 0: I 00) 

. l' . u . G . c . 
A3 

. . . . . . . 
• . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
: o. 22: :). 3 7: o. 49: o. 58: ~. 7 0: 
:0.23:1.38: ~. 5~: :). 59: o. 71: . . . . : . . . . . . . . . . .. . . 
: ::'.!7.: 0.33: ("1.44: 'J. 50:0.64: 
: ,. !8: 0.34: .,.45: ('1. 54: o. 65: . . . . . . . . . . . . . . 

3:Phénol-butanol tertiai-: : : : · : 
:re-acide formique-eau :0.22:0.35:~.46:~.57:~.70: 
: { 84 : 6 : I 1) : I 00) : : : : : : . . 

4:rnénol-acide formique 
: eau ( 9 0 : I 0 : I 00) . . . : ('.28: 0.4I: O. 52:0.60: O. 7~: 

:0.3I:0.44:0.54:0.63:0.75: 

x . H . A5 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1 

l' : :Po
4 

H
3

, u:acide urjdylique, G:acide guan:.ylique, c:acide cytidyli-
que, 

A
3

. :acide adénosine-3'phosphorique, !:acide inosinique, X:acide 

xanthylique, H:acide hypoxanthylique, A
5 

: acide adénosine-5(-phos 
phorique. 
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~~i'i gur e I 2 

\ 
Sépa:~;at~on ch:~;o~tographique unidimensionnelle des ribomono
nucleot~des t99J 

Système-solvant: phé nol-isopropanol-acide-formique-eau 
( 8 5 : 5 : I 0 : I 00) 

Dur é e de l a sépa ration : 24 h. à 22°C sur pap ier Vffi.A TMAN n°I. 

U : a cide uridylique, G : acide guanylique (la 
est constituée par de 1 ' acide phosphoriq ue}, C 
que. A3 : acide adénosine-3'-phosphorique; A5 
-5 'phosphorique. 

tache supérieure 
acide cytidyli< 

: acide adé nosine. 

4N : mé l a nge des 4 nucl é otides + p 04 H3 ; ARJ:J : hydrolysa t am

moniacal d'un acide ribonuc1 é i nue de Levure + P0
4 

H
3 

• · 

Les fl è ch es ind i quent le "front" du solvant . 



b4. 
Fi gure I3 

A 

A 

h b .d \ . 1 C r oma. togrammes 1 _1mens1onne s. 

A : mé l ange des 4 nucléotides purs, .H hydrolysat ammoniacal d'un 

acide rib onucl é i que de Levure. 

Ière dimens ion (h ori 7ontalement) : système-solvant alcoolique n°3. 

2ème di me n s ion (verticalement) système-solvant phénoli que n°I. 

U a cide uridylique, G : acide gua nyl.'ique , C : acide cytidylique 

·A a ci de adénylique. Les HI:i' dans le second solvant sont modifiés 

à ca u se de 1 ' a ci dité chlorhydrique r ési duelle du premier sol va nt . 

On r emarquera l a parfaite identité des deux chroma t ogrammes. 
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T'ci. bl eau XII 

des ribonucléotides ~ns différents systèmes-sQl~nts alcoQliques 
(I 00) 

Systèmes- s Jl vu nt s 

. .. 
RF à 20-22°0 

:no/: Composition C U P X H I 

. . 
:I :Isopr·'J:r'"nol-monochlorhy: 

: dri::me du glycol HCl 1! :o. 36: ~. 43: 0. 43: 0. 52: o. '7 o: 
: (60:30:IO) 

:2 :Is'1propanol-HC1 N :0.55:0.62:0.66:0.82:0.90: 
( 80 :· 2 0 ) 

: (~: 
:3 :'8utanol tertiQire -HCl-:~.46:0.50:0.56:0.80:0.90: o,n: o,s]:o,S't: o,s1 

: eau ( 7 0 : I 3, 2 : I 6, 8) : : : : : : : 

:4 :BuU.nol tertiaire -so4 : : : : · : : :H2 N (8') : 20.) : 0.4I: 0.47':·1l.8I: ~.92: :).92: . 
•' . . 

(+} Smith et 1la r kh.E.tm ( I OI ) 

3° - Localisàtion des ~ches. La techni1ue de r~vélatinn ~c 

lfARKHAM et SMITH (I02) n'est pas applicable À. cause de 1 'ab

sorption de la lumière ultra-violette par le phénol et la lo

calisation des taches corresyondant aux différents nucléoti

des se fait selon le mode opératoire suiwnt :.le chro:rnatogr~-

me est séché dans un courant d'air pend~nt 24 heures ou dans . 

une étuve à 70-8000 sui va nt 1 ,'"a gre ssi vi té" de 1 'acide entrant 

dans la constitution du système-solvant. Cn pulvérise ensuite 

sur le papier à la dose de I à 5 ml pour IOO cm2 le réactif 

de HA1"ES et ISHERWOOD (I03) que ces auteurs utilisent pour 

révéler les esters phosphorioues des glucides(nQte 5) • 

Note 5 • Acide pèrchloriaue pur (D=I,6I) :5 ml; acide chlorhy
drique NII : I·':J ml; solution de rnolybdate d'ammonium à 4 g. 
pour IOO ml : 25. ml; eau bidistillée : 60 ml. 



sui vc:nt leur mode opéra taire, le chr0r.1a togrammes est séché 

à l'étuve à 700G puis I!lE,in.tenu quel1ues minutes dans une at

mosphère d'hydrogène sulfuré. Des taches bleues &pparaissent, 

qui 1 'Jcal i sent 1 'emplacement des nucléotides sur le· chr 'Jr.Ja

tocr~mne. cette technique de révélation est peu sensible ; 

en outre, le fond du pa~ier brunit sous l'action de l'hydro

gène sulfuré •. Nous lui préférons le mode oréra taire sui va nt, 

dont 1~ mise au point a été "accidentelle" : après la pulvé

risation du ré;;:ctif de HA.NSS et ISH.E1w00D, le chrorratogramrne 

est exposé à la lumière solaire. Les taches de nucléotides 

~pparaissent en bleu sur un fond blan~.La réaction est suffi

S&r:'li-::ent sen si ble pour que l'on puisse mettre en évidence 2 à 

5 eg. de nucléotide (104). 

4o - Rerroduction photogr&phioue des chror.JE-.tor;ram!'l'ies. La dif

ficulté de re\roduire les chron:.. togrammes sur un film photo

graphique provient du fait que toutes les émulsions sont ~n

sibles à la coloration bleue. Cependant, les films infra

r'Juges "Kodak I .R.., permettent d • obtenir d'excellents négatifs, 

si leur emploi est associé à l'utilisation d'un filtre rou

ge. Le tirage en positif est réalis~ sur parier "Ko1ak B.~. 

5.Z". 

5° - Dose.ge des nucléotides isolés. A cause de la propriété 

~ue possède le phénol d'absorber les radiations ultra-violet

tes, le dosage des nucléotides par spectrophot0métrie dans 

l'ultrti-violet est i~possible. Le principe de la technique de 

dosage que nous utilisons c1nsiste simplement en la déter~i

nation de 1 'acide ph-Jsrhori~ue nucléotidique .: les 
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taches repérées s~nt décJupées et introduites dans des tubes 

à de.:;truction en verre Pyrex possédant un étranglement avec 

un trëii t de jauge à !5 ml. On &joute O. 5 :rrJ.. du mélé<.nge des-

tructeur sui~nt : 

, f acide sulfuri~ue pur (ne ~ !,83) 3 volumes 

) acide perchlori1ue pur (ne= !,6!) 
., 

2 volmes, 

puis, sel on la o. ut..nti té de pé..pier à dé tru ire, 0, I 0 à 0, 3:) ml 
, 

.d'~cide éi.ZOtique pur (De = !,38). On ch&~;.ffe doucement;puis, 

dès l'apparition de vapeurs blanches, on place un petit enton

noir dans l'orifice du tube. La destruction est prolongée 

pendant environ I heure. Arrès refroidissement, on ajoute 

environ IO rrJ. d'eau bidistillÉ:e, I ml. d'une solution de 

molybdute d'~mmonium pur à 8,3 g. p. IOOml. d'eau bidistil

lée, puis 2 ml. de réactif d'Allen (!05) dont ' la co~posi

tion est la ~uiv~nte : 

f( 
Sulfite de sodium anhydre 

f ~u bidistillée 

Amidol (2,4-diaminophénol) 

q; s;p; 

2 g. 

40 g. 

:2.:)0 ml. 

On c0rn:plète à !5 ml et au bout de IOminutes on mesure à l'é-·· 

lectrophotomètre de MEIDITER (écran rouge, cuve de 4 cm) l'in-

tensité de la coloration bleue obtenue. Cette technique colo

rimétri1ue est à la fois simple et sensible, puis1ue I e g de 

phosphore peut être déterminé ~ns erreur. 

Nous avons effectué des mél&nges de nucléotides purs soigneu

sement dosés; puis, nous avons d~terminé le taux de chacun 



68. 

des nucléotides séparés par chromatographie dans différents 

solvants phénoli1ues. C~e le montre le tableau XIII, la ré

cupération est qu&ntitative. 

Tableau XIII 

Réc~paration quantitative après chromatographie d'un 

mélange de nucléotides (I06). 

. . . . . . . . 
Système s-s 01 w. nts :Nucléotides:Ini~l , , , E :Recupere: rreur . . (+\ : (+\ : . . . . . . . . . 

Phénol-acide forni1ue-eau . u . 4.29 . 4.13 . -I,4 . . . . 
(90 . IO . IOO) . G . . 5 . 4.88 . -2,4 . . . . . 

c . 4'266 . 4.70 . -0,37 . . . . . A : 3 50 . 3 1)3 . +3.7 . . . . . . . . . . . u . . 4,26 . -n 7 . . . 4,29 ' J 

Ph4nol-isopropantJl-acide : G . 5 . 5,29 . +5, 8 . . . 
formi~ue-eau (80:IO:IO:IOO): c . 4,66 . 4,59 . -I,5 . . . A . 3.50 . 3 58 . +2,3 . . . . . . . . . . 

\ . u . 4,29 . 4,26 . -0,7 . . . . 
Phén -::>1-i s Jpropanol-acide . G . 5 . 5, 00 . 0 . . . . 
formique-eEou (80: 5:IO:IOO) -0,65 

( 

. c . 4,66 . 4,63 . . . . . A . 3-"" 50 . 3"' 55 . +2.3 . . . . 
) 

, 
de phosphore nucléotidique. + exprime en ~g 

La technique de chromatographie sur parier des ribonu

cléo~ides que nous avons mise au point permet donc de prépa

rer et de doser non seulement les nucléotides qui sont des 

c:mstituants hé.<bituels des aci~.es ribonucléi~ues (acides 

uridyli~ue, guanylique, cyti~lique, adényli~ue), mais aussi 

des nucléotides dont la présence p0urrait se ~nifester à la 

suite d'hydrolyse d'acides nucléiques n~turels ou d'acides nu-. 
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oléiques naturels ou d'acides nucléiaues préalablement trai

tés (p.e. diazotés) (acijes :r1:..nthyli~ue, hypoxunthylique, 

inosinique, &dénosine-5'phosphori~ue). Des sép~rations excel

lentes ont été obtenues à l'aide de solvc...nts phénoli1_ues dont 

1 • emploi été<i t interdit aux éi.Uteurs utilisQ.nt la réyéla ti on 

et le do~ge des nucléotides d~ns l'ultr~-vi0let. 

Notre méthode est simple et la rigueur de ses résultats 

rend possible son Q.rplication à l'an~lyse de très petites 

quç_ntités d'acide ribonucléique. Cependi;;<nt, nous nous sommes 

rapide~ent aperçu aue lt:~ pr'~ sence d'ions minéraux. dans des 

mélanges de nucléotides gênait leur sép~ration chromatographi· 

que et interdisait leur déterrnin&tion quantitative; on ne 

peut obtenir des chromatogrammes :parfaits d 'hydr-Jly&. ts sodi

ques d'acides ribonucléiaues a&ns les avoir privés au prPala

ble des ions l~a+ qu'ils contiennent. L',5tu1e des acides 
.\ 

ribonucléiques ne nous a été possible qu'en combinant l'appli, 

cation de la chromutographie sur P"-Pier éi.Vec l'utili~tion 

de colonnes de résines à échanges d'ions , dont nous allons 

exposer les m·')dé...lités. 

B- Purification des nucléotides à l'aide des résines 

à échanges d'ions 

Le pas&<ge de S'üutions nucléotidi,ues sur des col<Jnnes 

de résines synthéti~ues à échange d'ions constitue une opé

ration précédant la séparation chrornatographi.,ue cha::1ue fois 

qu~un mélange de nucléotides contient des ions minéraux ou 
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des substances susceptibles de gêner la chrorratographie, com

me des protéines ou des polypeptides. Nous utilisans deux 

types différents de résines R éch~nge d' ions : la Permutite 

50, ré sine à échange de ca ti ons, et la Dea cid i te 200, ré sine 

à échange d'anions. 

I 0 - MIJntélee des ce>lonnes de résines (figure I4). Un poids 

déterrr.iné de résine (I5 g. de Deacidite ou 30 g. de Fermutite) 

est introduit dans un tube de verre Pyrex de 0,20 cm de lar-
' 

geur et de 0,75 cm de hauteur. A la partie supérieure du tube, 

un système de siphonnage permet l'alimentation continue de la 

colonne en li~uide. A la partie inférieure, un dispositif à 

robinet permet de régler l'écoulement et d'éviter que la rési

ne ne reste à sec. 

, 
20- Préparation des r~sines. Av-ant leur utilisation, les re-

\, 1 , , ) 1 sines sont "regenerees" par le passage lent a d une solution 

d'acéU.te de sodium y/4 dans le cas de la résine "Deacidite 

200" : ou b) d'un'"' ~o1 ·,tion d'acide chlorhydri1_ue N/3 dans le 

cas de la résine "Permuti te 50". Toute trace des solutions de 

régénération est ensuite soigneusement éliminée par le passa

ge sur la résine d'une grande ~uantité d'eau distillée ~ue 

l'on prolonge jusqu'à ce que la résistivité des eaux de lavage 
' 

avoisine celle de l'eau distillée. Les colonnes de résines 

sont alors prêtes a être utilisées • 

. 3° - Purification des nucléotides. Les conditions d'utilisa

tion des deux types de résines sont bien distinctes : 

a) la I'ermuti te" nous sert à purifier les hydrolysa ts sodi-



'Figure • I 4. 

r·......._._ .. , ........... _ ....... 
~- . 

r";oo-~- --~ 

t 
L•i ne de.. ve.r:"t. 
:. 
t· 
1t 

~: 

!ille.~ d& VI~ 

\ 1. 
' 

• 

Sché~ de montage d'une colonne de résine à échan
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aues d'acides nucléiaues purs (I ()7): 

b) l'er.-:ploi de la "Deacidite" est appliqué aux hydrolysélts 

soài~ues des acides nucl~iaues nrm is0lés des tissus (I!l8). 

Dans ce cas, en effet, les solutions de nucléotides obtenues 

sont souillées d'une grande qu~ntité de protéines et de po-

lypeptides. 

a) Turification des nucléotides par la Fermutite fSO. I.a. 

~ermutite 50, résine polystyrè~e-sulfonée à coractère acide. 

fixe les dérivés "basiques" ; en particulier, dans un hydra

lysat sodique de ribonucléotides : la soude, l'acide cytidy

lique et l'acide adénylique. Les acides uridyli~ue, guanyli

que et phosrhorique ne sont pas retenus. et constituent la 

fraction F1 • 

Le developpement sélectif des nucléotides retenus par 

la résine es\ réalisé avec une solution d'ammoniaque~ (frac

tion F2). La soude reste fixée p~r!Î~rrnutite. Il est ensuite 

aisé de débarrasser les solution d'élution de l'annoniaque 

qu'elles contient en les concentrant sous pression réduite. 

La récupération des nucléotides est qu~ntitative (voir page 

7S ) • 

b)- Turification des nucléotides par la neecidi.te. Ia 

Deacidite 200, résine dont les grou;enents actifs sont des 

radic&ux &zotés : - l~ • - NH - }ffi - • et - N = N - • 

possède un car&ctère b&sique et retient tous les nucléotides. 
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La soude de l'hydrolysat et les produits de clivage des pro

téines ne sont pas ret2nus r~r la résine et sontP.liminés 

par un l&vage à. l'eau distillée. Le développement sélectif 

des nucléotides est ré~lisé en deux temps a) le p& ssage 

d'une solution aqueuse d'acide formique k I p.cent (en vo-

lu!':les) fournit la fraction Fr (acides adényliaue et cytidyli ... 

que); b) le pas;x:.ge d'une solution o.queuse d'acide formique 

à IO p. cent (en volumes) fournit la fraction F~ (acides gua

nylique, uridylique et phssphorique) (figure I9). Nous pous 

efforçons de rendre ouantitative la récup~r&tion des nucléo

tides. L'utili~tion des colonnes de Deacidite, associée à la 

chromatographie sur p~pier nous pernettra alors d'étudier la 

co~osi tian des ac Ldes ribonucléi..,ues ·tissulaires sans effec

tuer leur isole~ent et leur préparation préal&ble. Il est 

nécessaire p0,~1r obtenir une p~rfuite purification des nucléo

tides d'effectuer très lentement le passa~e des hydrolysats 

et des solution~ à•~1utiofi sur'les polonnes de résines. D'au

tre p&rt, la concentration des différentes fractio~ obtenues 

sera rt}t..lisée à busse température (40-45°C) et s:ms pression 

r~duite. 

Les diac;rar:n:Jes des fi;:;ures I5 et IG illustrent les ré-, 

sult~ts du pas~&ee de sJlutions nucléotidiques sur les r~-

sines rr--rmutite et I'eacidite rlor.t n~nts venons d'ery.oser le 

principe d'utilisation, nous rés 0 rvc:nt de préciser les dé

tails techni1ues d~ns les charitres ult6rieurs. 
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Figure I5 
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Schéma de l'utilisation de la Permutite 50 

(I) pas~ge d'un hydrolysat sodique d'acide ribonucléique 
purifié. 

(2) lavage à l'eau de la résine. Obtention de la fraction 
FI (:P : :P04 H3 , U : acide uridylique,· G : acide 
guanylique) 

· (3) développement par l'ammoniaque N/I. Obtention de la 
fraction F2 (C : acide cytidylique, A:acide adénylique) 
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Figure !6 
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Schéma de l'utilisation de Deacidite 200 

.(I) passage d'un hydrolysat sodique de tissu 

(2) lavage à l'eau : élimination de la soude ~t des protéines 

(3) déve~lope~ent par l'acide formique à I%: obtention de 
la fraction Fr (acides cytidylique et adénylique) 

(4) développement par l'acide formique à I5 %: obtention de 
la fraction F2 (acides phosphorique, uridylique et 
guanylique). 
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II - C~T':;SITI "N DSS ACI"';BS RI"'3"l~UCLEI<î,UE3 

JJ.lli LEVUaE ET DE F.-.. 1W~3 (I '}9) . 

Notre technique d'analyse des acides ribonucléiques 

compbrte les phases suivç:.ntes 

a) hydrolyse alcaline de l'acide nucléique en nucléotides; 

b) élimin~tion de l'agent d'hydrolyse ; 

c) chromatographie unidimentionnelle des quatre n?cléo-

tides suiv~nt le mode opératoire précéde~nent décrit 

d) détermination quantitative des nucl~otides isolés 

par microdost.ge du phosphore nucléotidique~ .. 

Bydr~Jlyse alcaline des acir:les pentose-nucléiaue. 

I.a r6soluti on quanti ta ti ~.re des C;.cides pentose-nucléi:1ues 

en mononucléotides peut être r3alisée soit par une hydroly

se arnr.IOniuc~l'e C"'Ue nous avons mise au point, soit par une 

hydrolyse sodi1ue suiv""nt la technique de S1'EUD-:1L (IIO). 

1° - Hydrolyse ~~oniac&le. - Pour préparer les riba.mononu

cléotides, LE.,.VTI:~~ (III) soumet les ~cides nucléiques à l'ac

tion de l'é.!.mmoniaetue à 25 p.I:)') dans un autoclave à II5°G 

pendant une heure .. Nous avons constaté qu'8. cette tenpérature, 

même avec des· concentrc.;.tions am~:~oniacales inférieures des 
'· 

quanti tés importantes d'acide phosphori "Ue sont libérées. 

Far contre, l'hydrolyse par l'a ~oni&1Ue concentrée pendant 

IO jours 9. la température du laboratoi.re (CAL~BRY et J~:::ES 

(II2)) reste partielle et libère inconpl-~tement les mono

nucléotides. 
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Après avoir vérifi.S avec des nucléotides purs nu'il ne 

dann~it lieu ni a une d~phospharylation des nucl~otides ni ~ 

une désC:.minatian des nucléotides aminés, naus avons a1opté 

le mode opératoire suivant : l'acide ribonucléique est hydro

lysé en tube scellé à 45°C pendant 8 jours par une solution 
, 

d'ammoniaque concentrée (ne = 0, 925) ajoutée dans la propor-

tion deI ml pour 0,0[ à 0,05 g. d'acide ribonucléique. L'hy

drolysat est é~dporé à siccité dans le vide et le résidu sec, 

exe~pt d'arnmonia1ue, est repris par une nuantité d'eau t~lle 

aue la concentra ti on fi nD le soit de 2 à. 3 grar.unes pour 

cent de nucléotides totaux. 

Les chromatoBrammes sont réalis~s avec des auantités de 

IO à I5 t 1 de cette solution, correspondant à environ 50 e_g 

de chacun des nucléotides. 

2° - Hydrolys~ sodique • - L'hydrolyse des acides ribonucléi

ques par la soude N ou N.'2 à tempéra ture ordinaire ou 37°C 

est totale en 24 heures (II3). 

~ous avons Yé~ifié que dans de telles conditions l'ac-

tien de la soude ne libérait pas d'acide phosphoriaue et ne 

provoquait pas de désamination. L'avantage de ce mode d'hy

drolyse est d'être plus rapide. Cependant, l'utilisation 

pour la chro~atographie d'une solution sodiryue entraîne une 

rnDuvaise séparation des nucléotides ; des traînées se for-

ment et les déterminations du phosphore nucléotidiaue sont 

faussées. Il est donc indispensable de priver l'hydralysat 

dea ions ~+ ~u'il contient en le faisant passer sur une 
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, 
colonne de Permutite 5~ dont nous avons e:'q)ose le princi:re 

d ' ut i 1 i sa ti on • 

L'hydrolysat est dilué à un volune de 50 ml et passe très 

lenter.1ent 9. travers la colonne de résine, de façon ?.. recueil

lir 0, 5 r.'ll de li:1uide effluent par minute. La résine est en

suite lavée à l'eau distillée ; on joint les eaux de lavage 

au li·1Uide précédent (fr&ction Fr). Les nucléotides retenus 

par la r~sine sont ~lu{s par 250 à 300 r.1l d'une solution 

J.'ur.r.1onic:.oue N (fr&ction F2 ). Le fr&ctionner.lent sur ;Fermutite 

50 n'est pas tigoureux et de l'acide cytidyliaue est souvent 

pré sent dans la. frac ti on Fr. Aussi, nous réunissons générale

ment les deu:x: fractions FI et F
2 

qui sont concentrées sous 

pression réduite Èt 4~45°C, puis év.:.porées à. siccité dans le 

vièe. Le tc:.bleau XIY r.1ontre aue le passage des nucléotides 

sur une colonne de rermutite 50 n'entraîne pas de perte de 

phosphore nuc~éotidi~ue. 

Tableau XIV 

no Fhosnhore contenu dans: p 
IO '!'nÎ de l'hydrolysat 

, , , 
Erreur recupere 

initial (Fr + F2 ) .. ' p .roc . 
I 22,7 mg 23 mg + I,32 

2 2I,5 mg 2I,2 mg - I, 85. 

L:>rparation chrrnnator;raphi"~Ue et à.0sar;e des rib0nucléotides. 

La s?.paration chromatographique unidi~ensionnelle des • 

ribonucléotides obtenus par hydrolyse a~oniacale ou so

di~ue des acides nucléiques est réalisée dans le systèr.Ie-sol

vant : phénol-isopropanol-acide formique-eau (e5; 5:IO:IOO) . 
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sel on le mode opéra taire que n:ms a vans décrit, et leur do-

s&ge est effectué (fig.I2). Nous avons appli~ué notre tech

nique à l'étude des acides ribonucléiques de Levure et du 

~ncréas de boeuf. 

A- Acide ribonucléique ~eLevure (II4). 

Notre étude à porté sur des échantillons cor.~erciaux 

d'acides ribonucléiques de Levure, souillés d'acide désozy

pentose-nucléioue et donnant une réaction du biuret positi

ve. Nous les avons purifiés selon le procédé décrit par S3VAG 

(II5) en mettant à profit le gel que for~ent par agitation 

les protéLnes avec le chlorofJrme, gel que l'on élimine par 

centrifugution. Ainsi purifiés, les acides nucléiques se pré

sentent sous l'aspect d'une poudre blanche et leurs carac

téristiques sbnt résunées dans le tableau XV 

Tableau XV 

. . . . . . . . . 
no . p . N :Rapport: Phosphore hydrolysa-: Rapport . . . . . . ble par les acides . . . . . . 

:p .r o8:p .r oo: N,·1p . dilués (phosphore . Purines . . . . . purique) ( + ) . Py . . " . . . . . . r1m1,A1nes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
I . 8 :I4,35: I,79 . 54,5 . I,2 . . . . . . . . . . . . 
2 . 9. ~8: - . - . 54,4 . I .I 9 . . . . . . . . . . . 

(+) 
libér&tion du phosphore rfalisée La puri1.ue est p&r une 

' hydroly;.;e p[<r HCL a I00°C en tube scellé pendélnt une heure. 
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ro - Identificction des constituants de l'acide ribonucl~i~ue 

de Levure. -

a - Glucide. - L'&cide nu clé i::~ue est hydrolysé partiellencnt 

SJ4 H2 .N tube scellé pendant heure ' I:J0°C. par en une a 

L'hydrolysé:t est purifié :p~r passcr;e ~ur une c 01 on ne de 

Deacidi te. Il est en suL te chrm~ toc::ç,.p'hié dans le systène-

solvant butanol-acide é-.cétique-eau ( 40 : I 0 : 50). '(Tne tache 

principale révélée par le r<?uctif à. l'oY..alate d'aniline .. de 

FA"qT-:1IDG~ (II6) correspond exactement au RF ~u D-ri1Jose. 0n 

note en outre deux taches second<..ires très f~ibles correspon

dant aux .H.B' du xyl ose et de 1 'ara bin ose ; li][; i s, eu écard 

à la qu<.<ntité infir.1e ·,e glucides que les taches représentent, 

on peut penser que ces pentoses proviennent d'une épi~érisa

tion du ribos~ au cours de l'hydrolyse. Il faut cependant re

marquer que l'action de l'acide sulfuri...,ue dilué n'hydrolyse 

que les nucléotides puri~ues dont les bases libérées : la gua

nine et l'adénine, non retenues par la Deacidite, peuvent être 

mises en évidence par chronatographie dans la mêne solution 

qui contient le ribose. Le passage d'une solution aaueuse 

d'acide formique ?:..IOp.cc:nt dr~place de la résine les deux 

nucléotides pyrimidiques que nous avons c2ractérisés en chro-

rnatogr~phiant la fra~ion d'élution, pré&lablenent concentrée 

sous pression réduite. 
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b - rucl~otides. - Les chronato~ra:phies unidimensionnelles et 

bidi~ensionnelles montrent la pr~sence de ~uatre nucl4otides 

distincts dont les RF correspondent ~ ceux des acides 

uridylique, guanyli:'!ue, cytidylique et adényli:rue (figure!! r2:. 

et I3). Cerend~nt, afin de d6finir avec certitude la nature 

de ces différents composés, nous les av~ns s~urnis, après sépa-

ration par chronatocraphie unidi~ensionnelle et élution con

s~cutive sui~nt la technique de DB1IT (II7), oui p~r~et l'iso

leMent de plusieurs milligr&nnes de substance, à une identi-

fication chimique et spectroeraphioue. 

Les résidus d'r~vc.i.poration des éluats correspondc..nt;. 

ch~cun des nucléoti1es sont hydrolysés par l'acide chlorhydri-

que concentré è. I20°C pendant 2 heures (F.OTCHKIS3 (II8)); le 

résidu d'é~poration sous vide, débarrassé de l'acide chlorhy-

d;ri:=:ue, est chror:J.a tographié dans le système sol v...:;.nt butanol-
\ 

acide acéti~ue-euu (40:I~:50) qui conduit 8 une parfaite sépa-

ration des bases puriques et pyrimidi~ues (cf tableau I ). 

L'hydrolyse àe chacun des nucléotides isolé a fourni la base 

corre sp :mdante. 

Les spectres d'~bsorption des nucléotides dans l'ultra-

violet ont confirné les indications fournies par les essais 

précédents et ont ~chevé l'identification certaine des nucl8o

tides constitu~nt l'acide ribonucléique de Levure. Les déter-

rninations spectrographi1ues ont été effectuées sur des éluats 

de chromatogra~es unidimensionnels, évaporés à siccité puis 

repris duns un volume déterminé de té:.mpon phosphatique M'I de 
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pH 7, O. 

Les résultats que n0us avons obtenus (tableau XVI) s0nt en 

acc0rd avec ceux de c--ARGA"lf:J' et coll. (II9) et de FL0~3:!:~ 

et L'JRI!:G (I2 :J) et les spectres a in si obtenus sont superp o-

sables aux spectres fournis par les substances-t6moins pures. 

T&bleau XVI 

. . . . Longueur d'onde d'absorption tr'B. xi !'la en . 
A'liTE'U!lS . ancstrar:1s . . 

. . . . . acide : Acide . Acide Acide . . 
:Guanylique:Adényliaue:Cytidylique: Dei dy .. . . . :1 ioue . . . . . . . . . 

CF.ARGA "E'F et C0ll. (I) . 2. 540 . 2. 590 . 2.7')) :2.620 . . . . . . . . . . 
FLOE:3~R et L0~IJ'TG (I) . - . - . 2.7CO :2.62 ·') . . . . . . . . . 
Ghiffres personnels (2) . 2.550 . 2. 59 'J . 2.700 :2.620 . . 

(I) 

(2) 

. . . . . . 
\ des nucléotides Chiffres obtenus avec purs. 

Chiffres obtenus avec des élua ts 

L'acide ribonucléique de Levure est donc constitué ex-

clusivement de 4 nucléotides : les acides guanylioue, uridyli

liaue, cyti1yliC~ue et adénylique, et le dosage de chacun de 

ces nucléotides nous a permis de préciser sa co~r0sition 

(tableaux XVII et XVIII). On rem&rcmera que les chiffres 

trouvés sont identi~ues auel que soit le mode d'hydrolyse. 
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Tableau XVII 

Répartition des nucléotides d8ns des acides ribonu~l~iques de 

Levure, exprimée en no~bre de molécules de P nucléotidi~ue 

p -:mr I OC molécules de. P ri bonuclé iq ue initial (I2I) • 

:Acide:Acide:Acide Acide: . . Rapport 
nucléi-: Type d'hydrolyse :r,uany:uridy:adény:cytidy:Purines: Purines 
0ue . :lique:lique:lique:lique: p .100 :Pyrimidines . 

no . . . . . . ( +) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . sodique . 30 •· 27 :24,2 . I8,8: 54,2 . I,IS . . . . . 
I . . . . . . . . . . . . . . . am:.'l on ia cale : . 30 . 26,6:24,8 . I8,8: 54,8 . I,~I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . sodioue . 2G,6: 22,5:29,2 . 2I,7: 55,8 . I,26 . . . . 
2 . . . . . . . . . . . . . . arnnoniacale . 25, 5: 22,7:29,7 . 21,9: 55,2 . I,23 . . . 

: . . . . . . . . . . . 
( +) Ces chiffres sont confirmés par les 
1~artielle (voir tG:.bleau XV) 

résultats de l'hydrolyse acide: 

\ 

Tableau XVIII 

Pr?Portions moléculaires des nucléotides dans l'acide ribonu
cléique de Levure (I22) 

'rypes d'hydrolyses 

sodique 

'-<Tnr.I onia cale 

sodiaue 

m:Jmoniacale 

: Acide : Acide : Acide : Acide 
: A~N :Guanylique:uridylique:Adénylique:cytidylique 
: no . . . 

.. . . 

I 

2 

I, b9 

I, 59 

1,32 

I,l7 

I,44 

I, 4 ') 

I' 'J4 

I, N 

1,29 

I,32 

I,34 

I,35 

I 

I 

I 

I 
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Le tableau XIX montre ~ue la récupération des nucléoti

des est ouantitative et que la son~e du phosph1re nucl~oti-

dique corresro~d au phosrhore ribonucléioue initial 

'l'c. bl eau XI x 

Fhosph 'Jre nu clé otid ique e:;:priné en e. g p ')Ur I 5 1! 1 

. . . . . . . . p p p p p p . . . . . 
;~xpéricnce s; 1-iydr olyse: Ini ti&l: Guany-: Ur idl)- ;Adény- ~ Cytidy-: R.é curé ré: Er]f)U:r 

r 

2 

: · : :ligue 'lique : li0u.e: liou.e : :p.IOC'1 . . . . . . . . . . . . . . . 
: .Ar.1m on ia- . I 6, 8 . 5 . 4,6 . 4,3 . 3,2 . I 7, I :+I,8 . . . . . . . . . . . . . . 

c&le . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Sodique . 22 '7 . ti, 8: 6 . 5, 4 . 4 . 22,2 :-2,2 . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

B - Acide ribonucléique du pancréas de Boeuf 

\ 
L'acide ribonucléique a été préparé à partir de la ribo-

nuclé~rotéine du pancréas de Boeuf extraite suivant la tech

nique de JORPES (I24). 

I 0 - Préparation de la ribonucléaprotéine du FancrPas. -

I.OOO g. de glandes broyées sont traitées pendant 3 

heures à -4°C par une solution de chlorure de sodillr:1 à IO p. 

cent. Après filtration, on ajoute à la solution obtenue I,5 

volume d'alcool à 95 p.cent. Le pr~cipité est s!p~ré au bout 

de 24 heures puis on le laisse 'macérer IO à I4 ,jours dans de 

· l'alcool à 80 p. cent. Le précipité est alors porté è. l'ébul

lition dans une solution de chlorure de sodiun à IC p.cent 

et filtré. A la solution on ajoute 2 vol~~es d'alcool à 95 

p.cent. Le précipité obte~u constitue la nucléoprot~ine. 
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La ribonucléoprotéine du Fé:ncréos contient I2,9 p.cent. 

d'a7ote et 7,IO g. p.I,'iO de rh~srhore, ('lrmt 2 g. de phospho-

rP. ribonucléique. Elle est souillée d'acide désoxypentose-nu-

cléi~ue. 

Les clichés d'électr~horèse montrent qu'elle n'est p~s 

hor1ogène et r8vèlent la présence d'au moins deux constituants 

~ 0 - Pr·~naration dG l'acide ribonucléi,ue du IBncr~as. -

La _nucléoprotéine est dissoute dans 1' eau et on ajoute à 

la solution obtenûe I/4 de son volune d'une solution d 'acéta

te de baryum è. pH 6,6. Le précipité barytique lavé est traité 

p~P l'~gi~g par l'acide chlorhydri8Ue dilué. L'acide nucléi

que libéré est ensuite disnous par addition de soude dans 50 

ml. d'eau. Cn ajoute à cette solution !.00~ ml. d'acide acé-

tique. L'acide ribonucléique précipite; on le recueille sur 

un filtre de BUchner, on le lave à l'alcool et on le s~che. 

\ 
3° - Cor:m osi ti on de 1 'acicte ri bonnclPinue àu Ft ncréa s. -

La composition de 1 'acide ribonuclt~i..,ue du Pancréas, 

soumis ~ l'hydrolyse sodiJue, est rapportée dans le tableau 

xx. 
Tableau XX 

Cor1position de l'aciŒe ribonucléique 

du Fancréas de Boeuf 

1xpression des : Acide: Acide :Acide :Acide ·: Fu:rines 
résultats : Guany- :Cy-tidy- :Adény- :Uridy-: Purines :ryrimidinee 

:lieue :linue :li,ue :liaue : T'l.I0, : 

p .IOO du l' 
initial 

Prop or ti ons 
moléculaires 

49,! 

6 

2!,2 

2,S 

2!,2 8,2 

2,6 I 70,4 2,38 
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4° - Cm:•1')0si ti0n de lL rrotPine de la ribonuclROL'rotéine du 

PancrPas. - La nucléoptotéine est hydrolys(~e par l'acide 

chl orhydrlque 6 ! en tube scellé à I OOOC pendant 36 heures. 

Apr8s centrifugation, l'hydrolysat est passé sur une colonne 

de Per~utite 50 qui retient les acides a~inés que l'on d6vel~-

pe. ensuite par le pcssage d'une solution d'a1~onia~ue N. La 
• 

solution obtenue est so~ise è. une séparation chrornatographi-

que bi-dir.1ensi onnelle. Les acides aminés suivants ont été mis 

en évidence : en for:be prop or ti on : ac ide aspartique, acide 

gluta~ique, sérine, glycocolle, alanine, v~line, ~éthionine, 

lysine, - en proportion moyenne : leucine, arginine, - en fei-

ble proportion : thréonin~, tyrosine, phénylalanine, proline, 

histidine, méthionine-sulfone. 

\ C - Conclusi0ns 

La présence dans les acides ribonucléiaues de quatre 

nucléoti1es différents ressort de nos analyses chror.ztogra-

phiques. Après les recherches de KO'JAL:!!:VSKY {I25) et de JJJ:SS 

et FF.RI-:11~3 (I26), tendant à prouver que 1 'acide uridylique se 

formait au cours des hydrolyses par désamination de l'acide 

cytidyli~ue, un doute avait plané sur s0n existence· réelle 

au sein des molécules d'acide nucléique. l'"algré des résul-

tats positifs ul t/rieurs, DA~TIDS·:JN et RAY1f:~11) (I27) posaient 

r~ce~Ment encore la auestion de savoir si l'acide uridylique 

était un constituant de l'acide ribonucléi1ue du foie in vivo. 

Gertains auteurs avançaient que l'acide uridylique se for-
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mait au cours de l'extraction des acides nucléiques par une 

dés&mination de l'acide cytidylique sous l'action de désami-

nases cellulaires. Rous so~~es en mesure d'affirmer avec cer-

titude que l'acide uridylique est bien un constituant norr~l 

des acides ribonucléioues ; en effet, les aeents d'hydrolyse 

que nous utilisons ne désaminent pas l'acide cytiiylioue : 

d'autre rart, les taux d'acide uridyli~ue obtenus par deux 

modes d'hydrolyse différente sont rernar:mublement identiques 

pour un même échantillon; enfin; son existence in vivo sera 

prouvée plus loin par la déterminution de sa radioctivité, 

différente de celle de l'acide cytidylique, et par sa présen

ce dan;.; des acides :pucléiques étudiés èans des tissus "fix:és" 

par l'acide trichloracétique. 

Les chiffres des tableaux XVII, XVIII et XX montrent 

que la s'tructu'r~ de lu molécule d'acide nucléique n'est pas 

conforme au schéma "isonucléotidi"lue" classiaue. La comparai-

son des constitutions des acides pentose-nucléiques de Levure 

et de Pancréas fait apparaître les différences frarpantes aui 

existent entre les deux types d'acides. Les acides nucléiaues 

' 't . t t' . ' t d' 'd vcge aux para1ssen c&rac er1ses par un aux ac1 e cytidy-

lique inf~rieur à celui des autres nucléotides, tandis que 

les acides ribonucléiques animaux renferment un taux d'acide 

uridylique trè;s bas. Ainsi se précisent des m0dalités de stru::-

ture des acides nucléiques suivant leur origine.· 

Il faut cependant noter aue la constitution d'un acide nu

cléique d'origine déterminée varie parf~is (voir t&bleaux XVII 
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et x~ITII). Rous pensons que l'action des ~gents d'extraction 

des acides nucl~ioues ou la pr~sence de ribonucl6ase peut 

dans certains cas amorcer leur hydrolyse. C'est pour cette 

rais~n que nous essayons de mettre au point une technique 

d'~~lyse des acides nucléiques tissulaires sans procéder à 

l'isole~ent et ~ la purification prCalables de l'acide nucléi

que. 

\ 
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Uise en ~vidence de diff~rents types de liaisJns internu

clé otid ique s 

Au cours de la mise au point de nJtre technique d'hydra-

lyse ~r!TIJnié:.c<;;le,. ignorant d.tJ ter~ps nc~cessuire à la réalisa-

tian d~une hydrolyse totale de l'acide ribonucl6ioue, nous 

avons été amené ?:t étudier la cinétique de l'action de l'ann0-
.. 

niaaue et nous fÛmes fort surpris de constater que les diffé-

rents nucléotides étaient libérés avec des vitesses très va-

riables sui~nt leur n~ture. ~aus per.siJns encore, arrès avoir 

d~ter:aüné la cor:1positior. des acides hucléiaues, :1ue les nu

cléotides pJuv.:.ient s'unir pour former une lon.3ue ch(;l.Îne régu

lière, r.1ais l'observation aue nous venons de relater nous fit 
\ 

soupçon ::1er une truc ture be<o.. uc oup pl us c onpl exe à ont n·Jus 

s·Ji:'ll::es en rne:iure de préciser QUel:1ues aspects. N·ous appor-

t·:ms d<:..ns notre d{monstrution 3 s0rtes d'&rr;;uments fournis 

a.l pt..r 1'6tu~e de la cinétique d'action des agents d'hydra-

lyse chimioue alcLlins; 

b' par l'~tude de l'hydrolyse ribonucl{asique; 

c' par 1 'étude de la réparti ti on du pb'Jsphore isotopique dans 

les mJ16cules d'acides ribonucléiques. 

A ~ Etude cin~tinue des hydr'Jlyses alc&lines et rib0nuclé&si-

.9..llit.2 ( I 2 8 ) 

1° -Action de l'a~onia~ue. - 5 g. d'acide ribonucléique de 
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Levure sont dissous dans IOO ml d'une solution d'ammoniaque .. 
, 

concentrée (ne= 0,925). La solution est répartie dans des 

tubes scellés par fractions de 5 ml, puis maintenue à la ter.i

pérature de 45°C.Les tubes sont prélevés à des temps variables 

échelonnés entre 30 minutes et 8 jours. La solution est éva

porée à siccité dans le vide. Le résidu est repris par l'eau 

et à la solution obtenue, amenée à pH 2,5 par l'addition d'aci-

de for0i~ue, on ajoute un volune 
, 
egal d'alcool absolu. Le préc1. 

pité, représentant la fraction ribonuclP.iJue non hydrolysée, 

est él irüné par centrifuc;t. ti on. Le 1 i0u ide surnétr;cant est éva

poré ~ siccité d&ns le vide. Les r~sidus secs correapon1ant 

G:.UX difl'(~rents stades de 1 'hydrolyse sont repris rar u:1 même 

V'Jlm"!'l.e d'eau dis tillée et chr on& t o0rc.phi é s. Après ré v:~ la ti on 

du chron&togr~r.J.r.:e, on observe ~ue l'acide uri~yliaue se dé-

tache le premier de la molécule d'acide nucl~ique, puis appa

raissent les ~utres nucléotides, rr~is les taches correspondant 

aux nucléotides pyrimidiques s'intensifient becmc oup plus 

r~ridc~cnt que les taches des nucléotides puriques, libérés 

plus lentement. 

2° -Action de la souàe. - 5 g. d'acide ribonucléinue de 

Levure sont dissous duns I0~ ml. de soude N ~. Des prélève

ments de 5 1~1. sont effectués.?.. des ter1ps échelonnP.s entre 

I minute et 24 leures. Aux hydrolysats, amenés à pB 2,5 par 

l'addition d'acide fornique, est a,jouté I volur.Je d'alcool 

absolu. Le précipité est éliminé p&r centrifucati'Jn et la 

s·olution surnac;eante est d2barrassée des ions }Ta+ petr passa-
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ee sur une colr.mne de Permutite 50 suivant le m0de opératoire 

précéder.~ent décrit. Après c0ncentration des soluti0ns de dé

vel0ppeMent, les hydr0lysats s0nt chronato2raphi~s et l'op 

observe, C0~'e nans l'hydrolyse amr.1oniacale, une lib~rction 

pr6férentielle des nucléotides pyrir.Jidiaues. 

3° -Action ne la ribonucléase. - Les travnux de LB1IRG (I29) 

de SSI-ëtiDT (I30), de KER':t (I3I) concerm;nt l'action de la 

ribon~cl&ase sur les ~cides ribonucl~iques rév~lent des dif

férences sensibles de stabilité entre les nucléotides puri-

ques d'u~e p~rt, et les nucl~otides pyrimidiques, d'~utre 

part. Ces auteurs ont ~t~bli que les ~~n0nucl~otides lib6r6s 

par l'action de l'en7yme ~taient principalement des nucléoti-

des pyrimidiques et que 1 'hydrolyse incor1plZ;te par la ribo

nucl•~a se l<.;. issa i t une frac ti on enrichie en nu clé ot ides puri

ques. Ainsi est n~e la notion d'un "noyau" purique au sein de 
. \ 

la mol~cule d'acide ribonucléioue. 

L'utilisation de notre technique de chromatographie nous 

a permis d'étudier la cin8ti1ue de l'action de la ribonucléa

se sur les acides nucléiques : 600 ~· de ribonucléate d'am

monium purifié sont dissous dans 25 ml. d'eau distillée. La 

solution obtenue amenée h pH 7,6 et additionn~e de 6 mg. de 

• ribonucléase cristallisée, est mise ~ incuber ~ 37oc. A des 

temps déterminés, v~riant entre 3~ minutes et 24 heures, des 

prslèvements sont effectués. en am~ne l'hydrolysat à pH 2,5 

par addition d'acide for~i~ue et on y ajoute I volume d'al-. 

cool absolu. Le précipité obtenu est éliminé par centrifuea

tion et la solution surnageante, contenant des nononucléoti

des et des oligonucléotides, est mbumise à la séparation 

c roma togr~ phi- u,. 
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En sui~nt le cli~ge de la m~lécule, on voit appar8Ître 

sur le chror:1~tograrm:;e d'~bord l'acic1e uridyli.,ue. 'n observe 

ensui te 1 'accrois ser.1ent rapide des taches cor re sp ondant aux 

nucléotides pyrimidiaues, tandis que les nuclé0ti~es ruriaues 

se d~tachent plus t8rdivc~ent et plus lente~ent. Quand l'ac

tion de la ribonucl6ase est ternin8e, le chror.atograr~e des 

nucléotides libres montre des taches intenses de nucl~oti-

des pyrimidiques, et des taches nette~ent plus faibles de nu-

cléotides puri::'lues. ::.rais le chro1:1&tograru-2e de l'hydrolysat 

sodi~ue du "noyau" est inversé. ~ous rapportons dans le·ta-

bleau XXI la répartition du phosrhore nucléotidi~ue dans 

l'acide ribonucl6ique initial , dans le m6lance des nucl~oti

des lib~r~s et dans le ~noyau". 

\ 

ribonucléique 

T&bleau L'TI 

Proportions mol~culaires 

:Acide :Acide ::Acide : 
:Uridy-:Cytidy-:Adény-: 
: lique: lique : lique: 

initial: !.44 I I,3 

Acide 
Guanylique 

!,6 

'~u c 1 é o ti de s lib,?rés 4 2 2 I 

~~uclé ot ides cons ti tm. .. nt I I 4 5 
le "noyau" rrécip i té ' a 

pH 2, 3 • 1 
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L'étude des produits de l'hydrolyse ménagée des acides 

ribonucléiq_ues par la soune; par l'a 1'!roonia~ue ou :par la rib:'J

nucl~ase conduit donc k des r6sultats identi,ues : d'une 

part certains nucléotides occupent des positions particuliè

res dans la molécule d'acide ribonucléique ; d'autre part,les 

1 io.isons des nucléotides entre eux s :)nt inéGalement st& bles, 

• celles des nucl~otides pyrirnidiaues paraissant les plus 

labiles. 

D - Nucléotides à 32p 

"Mobilité" du phosphore nucléotidique (I32) 

11 nous a paru intéressant de préciser, grâce au phospho

re radioactif, si les acides ribonucléioues des cellules vi

vç;,ntes poss~daient égu.ler~ent des liaisons inéealement labiles. 

Il était en effet logique de penser aue l'intéiration du phos

phore radioactif serait plus rapide dans le radical phospho

ryle d'un nucléotide "mobile" que dans celui d'un nucléotide 

appartenant à des fractions plus stables de la molécule. 

La difficulté et la longueur des opérations d'isolement et cie. 

purification des acides nucléiques nous ont ~Mené à mettre 

au point une technique de séparation par chroF.~toGraphie sur 

papier d~s ribonucléotides radioactifs obtenus par hv~rolyse 

directe du tissu sans isoler au préalable l'acide nucléique. 

La "vie" de 1 'élé1:1ent radioactif que nous utilisons est en 

effet très courte ; sa période est d'environ I5 jours. Il 
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ét~it donc indispens~ble d'effectuer l'epse~ble des opéra-

tiens d&ns un ter.1ps suffis~:-:rr:1ent bref pour :;ue les radioacti

vités restent mesurables. • 

Choix de la dose de P32 à injecter. - Nous avo~s vérifi~ 

dans un :prcr.:i er ter.Jp s que la rad i oacti vi té spé c ifi('lue des nu

cléotides était pr or; ort i annelle à la quanti té de phosr:h ore 

isotopique injectée. Nos résU:ltats sont rasscr::blés dans le 
-

tableau L~II et illustrés par la courbe de la figure If· 

Tableau X...'UI 

·~u~nti té de 32P injectée par I 00 g. : 20 
d 'aniœl, en ~e 

40 I 0:) 250 500 

1adiouctivité Gpéci-:Ac.Ad6nylique 
fiC'lue en coups -

I.6II:2.I24:5.5I6:I3.84?: 34.151 

ninute rar rng.de r. :Ac\Uridylique 
. 

:1.394:1.823:5.308:!2.993: 29.516 . . 
(prélèvement 2 h. 
L:pràs l'injection) 

:Ac .Cytidyl ique :I. 303 :I. 528: S. 075: I 0. 865: 26. I88 

:Ac. Gua nyli1ue 877:1.196:3.255: ~.116: I9.II3 

~~ur obtenir la précision r.~xim& d&ns nos mesures de radioac

tivité nouG administrons une dose relativenent élevée de 
j2 . 

P : 250 ~c p')ur 1~·0 g. d'anir.lfll. 

1°- Cinétin_ue de l'échange du phosrhore r&dioactif dans 

les ribonucléotides du foie de Rat 

• 

Mode 0Pér~toire. - Des rats de 2a0 g. sont injectés par 



Abcisses 

,, 
Ordonne ès 
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A 

Q,uanti té de 32p injectée par I 00 g. d'ani
r.Ial, en ~ C. 

~dio&ctivité spécifiaue en milliers de 
c aup s-P.Jinute par mg. de ph os:rh are 

A acide adényl i:pie 

u acide uridyliQue -
c acide cytidylique 

G acide guanlylique 
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v:>ie intn~péri tonéule et sacrifiés 8. des temps variant entre 

15 minutes et 10 jours. Les foies sont ré..pid.e!:lent prf:lev~s, 

b~~y~s puis hornog~n6isés ~ fois dans une solution aqueuse 

d'acide trichloracéti,.,ue è. I~ g. p0ur 10"' r.ll. ~-l'aide d'un 

hom!Jg,'néiseur du type P0TT3:1 et :':!:L"~.Œ:ï-InM (133) , constitué 

par une resselotte en acier inoxydé.ble tournant rç_pidef'lent 

,.. ' ( ) ' . •t' d~ns un cylint1re creux de ner:ïe metal "?i71.1rei8 . Le pr'-:clpl e, 

lavé t.rois fois p&r tHl J .. 'ltn::el'alcool c..bsolu froid, est ensuite 

délipidé trois fois par un mél&n0e alcool-2ther (v:v) bouill&nt 

Enfin, on hydrolyse par la soude N~ (60 ml pour 2 foies de 

rat) à. 37°C pendé.lnt 18 heures. La solution refroidie est 

amenée à pH 4,C'I-4,2 par l'c..::'ldition d'acide formioue concentré. 

Après un repos d'une heure, le précipité, constitué par l'aci-

de déso)~pentose-nucléiaue et par les produits d'hydrolyse 

sodique des protéines, est éliminé par centrifu,n;-c..tion. 

Le dié<.eré..!I!li!le\de la pace 98 rf:sm:1e les<pérations oue nous 

venons de décrire. I..a solution surn&.ceante, amenée ,g_ un vo-

lune de IOO ml, est p&ssée lentement sur une colonne de Deaci

dite. Nous avons exposé à la page 70 le principe de l'utilisa

tion de cette résine et nous préciserons à présent le mode 

opératoire per~ettant la purification des nucléotides u~ 

lavace par 5~0 ml d'eau distillée élimine les ions Na+ et la 

najeure partie des substances d'oriGine protéique. Le dévelop

pe~ent sélectif par 400 ml d'une soluti0n d'acide formique 

à 1 p.100 fournit une fraction F1 contenant les acides e..dé

nyli~ue et cytidyli:Jue. 'Ensuite le passage de I.C'X) nl d'acide 

formique à 15 p.IOO fournit une fraction F
2 

qui cor:1porte, 
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.E'i gure I8 

\ 
~~~~_(_~~.t 

~ 

Homogénéiseur . 



1 Tissu broyéJ 

. + ATCA IO~ 

Précipité 

délipidé 

Résidu 

+Na OH 

Solution· 

+ HCOOH \ 

pH 4 

[ 
1 

1 Solution 

98. 

Solution contenant le phosphore dit 
"acido-soluble" et toutes les molécu. 
les n0n précipit&bles p~r·l'ATCA 

Solution des lipides ; en p~rticu
lier des phOS]Jholipides 

Frécipi té conteœnt les produit de 
clivage des protéines et l'acide 
dé soxy:pent ose nucléique 

Conten~nt = pry4 H3 des phosrhoprotéines 

4 ribonucléotides 

substances X 

~uelques produits de clivage des protéines. 

~la OH 

L'élimination de l~a'JH et des protéines, puis le fractionne

ment sont effectués sur colonne de Deacidite 200 selon le 

schéraa de la pace 75. 
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outre les acides phos:r:;horique, uridylique et guanylique, une 

ou plusieurs substances X contenant de l'acide phosrhorique 

et dont l'identification est en cours (fiGure 19). 

Les fractions sont concen~rées sé~8ré~ent sous pression 

réduite à 40-45°C, puis éVE.porées à siccité dans le vide. 

Les résidus secs de chacune des fractions sont rerris avec 

I à 2 ml d'eau a,·,r.:oniacale à 25 p.IOO. Après centrifueation, 

6 Èt I2 e 1 des solutions obtenues sont S'JUr.liS Èt la séparation 

chr O:r:Ja t ograph iq u e • 

Autor8diocrammes (figure I9). -Pour vérifier l'absence de 

co1~~p0sés autres que ceux que relève le réactif de P..ANES et 

ISH~~WO~D, nous avons effectué des autoradiographies de nos 

chroret!Jgrt:..rnrJ.es en les appliquant sur un film Koè~k Super XX 

:rendant I moi~, cha:Jue tache "émettant"ini tialenent environ 

2.000 coups ·minute. En outre, nous av0ns mesuré la radioacti

vité de bandes de 5 mn. découpées successivement depuis le 

"spot•· de départ jusqu'au "front" atteint par le solvant. 'En 

tracant les courbes correspondant aux radioactivités mesurées - , 
on obtient une série de "pics" dont chacun correspond è. uh 

conposé phosphoré radiœ.ctif (figure I9). 1Tous avons pu ainsi 

vérifier la vt:.leur de n·Jtre technique de sépara ti on chror.~a to

grarhique : en effet les taches sont nettement individuali

sées et aucune perte de pho~hore ne se produit dans le cou

rant de la chronatographie, ce oui se traduirait par une 

"trainée" prenant naiss&nce au "spot" de départ. 
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FIGURE !9 
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Courbes de la répartition de la radioactivité (32pl~dans des chromatogrammes d'un hydrolysat 
d'acide ribonucléique du foie de rat puririé sur Déacidite 200. 
I: fraction Fr, fraction F2 
En abcisses: distances en cm auxquelles ont été effectuées les mesures de radioactivité; 
En ordonnées: nombre de coups-minute. 
Au dessous des courbes, autoradiogrammes de chacune des fractions; a: négatif, b: positif. 
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Courbes de la répartition de la radioactivité (32p~dans des chromatogrammes d ' un hydrolysat 
d ' acide ribonucléique du foie de rat purifié sur Déacidite 200. 
I: fraction Fr, fraction F2 · 
En abcisses: distances en cm auxquelles ont été effectuées les mesures de radioactivité; 
En ordonnées: nombre de coups- minute . 
Au dessous des courbes, autoradiogramraes de chacune des fractions; a: négatif, b: positif. 
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Résultats. - 1Tous avons déterl!'!iné la radiœctivité directe~'1ent 

sur des r andelle s à é coupées à 1' er.1p or te-pi~~ ce dans le milieu 

des taches correspondant à chacun des nucléotides. Après rni

crod0sage du phosrhore nucléotidique, la radioactivité spécifi-
32 , 

que, définie par le rr.tpp ort ~ , est calculee et exprimée 
3Ip 

en cours-minutes par milligri;.;.rlll:les de phosphore. I!'ous avons 

rass'e1~1blé nos résultats dans le tableau XXIII 

Tableau XXIII 

l')re' 

écoulé ' I5 min.: 30Ir~in.: Ih. 2 h. 
~'er.1ps apres 4 h. 

• Lnjection de 1'32 

• 

t . 

i 

24 h. 

Uridylique I .I 00 . 3.350 6.150 9.280 : I 9. 3~') 38.4 oo: 

ci de 

~ . 

Cytidylique e30 2.Geo 4.980 8.12~ :Is.04o 28.500: . 

Adénylique 697 2.117 5.945 I '). ~I 0 :22\820 . 41.300: 

. . 
Guany_l iC1 ue 375 I.950 3. 7? 0 5.820 :r3.350 ~7 .400: 

ra ficure 20 reproduit la partie la plus caractéristique 

de la cinétioue, celle qui va de I5 minutes à 4 heures. 

I&ns les 3~ premières minutés, l'échange porte principa

lement sur les nucléotides pyrinidiques et JJlus spéciale:r.1ent 

sur l'acide uri1ylique; puis au bout de 2 heures, la radioacti

vité de l'acide adénylique r~ttrape et dépasse celle des au

tres nucléotides. Jus"u'à la 24 è~e heure.l'acide guanylique 

j 

i; 
1 • 

------......-- --·-- - ·-

5 j. 6 j • 8 j. ·I 0 j. 
2 j • 

53.30J '72. I 00 78. '7 ':fJ 45.600 42.270 

65.3JO 78.90:) e4. t; '.)J 50. o::n 4I.90:l 

64.8 c;o 79.801 84.300 48.2CO 4I. 600 

49.000 43.700 
'16.400 84.400 

64.800 
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Figure 20 

• 
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• 

• 

, 
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Courbe de l'échange du radiophosphore en fonction 

du temps dans le radical phosrhoryle des ribonucléoti

desdu foie de Rat. 

En abcisses : temps en heures ; 

En ordonnées : radioactivités spécifiques en milliers 

de coups-minutes par mg. de phosphore. 



demeure le nucléotide le moins radioactif. A partir du second 

jour les radio-activités s'égalisent, croissent jusqu'au 

Sème jour, puis diminuent lentement. 

Nos constata ti ons s'écartent de celles de :l':ARSHAK (I34) 

et de V0.LKIN et CA"iT!:~ (I35) : ces auteurs ne trouvent pas de 

différ0nces sensibles entre les radio-~ctivit8s srécifiques 

des différents ribonuclloti1es, ce qui tient sans doute à 

leur mode opérc t~ire (J!.ARSHAK n'observe pas non plus de va

ri& ti ons sensibles d&ns le te~ps). r~r contre, des r~sultats 

superpo&.bles ont été obtenus par S!I.~LLIE et DAVIDS'JN (I36) 

après sépar~tion des nucléotides par électrophor~se sur pa

pier ; mais leurs mesures n'ont porté que sur des foies pré

levés 2 heures après l'injection. 

Cmclu3ions. -Cette étude relève le cor1portenent spécial de 
\ 

l'acide guanylique, dont le radic~l phosrhoryle arr~rait le 

m0ins labile. ALnsi s't.ffirre le notion d'un"noy&u" puriaue 

et plus s:péciateY".!ent "~uo..ny1i1ue", qu'avait déj~. mise en évi-

denee 1' étude des hydrolyses chimicmes et enzyrna tiques des 

acides ribonucléiques. La grande labilité des li&isons des 

nucléotides pyrirnidi~ues est confirmée par la mobil{té xlus 

crande de leuT radical phosphoryle. Tlus p&rticulière~ent 

la gr&nde vitesse d'~change de l'acide uridylique confirme sa 

position "externe" dans la molécule d'acide ribonucléique 

telle que la répré sente le schér1a de 11:AGASA1iiK et CHARC"..AFF 

(voir page 58). 
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t,- 1~obili té du phosphore des 

isomères a et b des nucléotides 

Il était intéressnnt d'étudier la vitesse d'incorpora

tion du 32p dans les isoMères§. et b , découverts par COHN 

t ( , , t ' e por CA"qTF.R dont nous avons precede:·,r:en expos~ les tra-

vaux),. non seulenent pour affirmer la notion de l'existence 

de liaisons de. stabilités différentes entre les divers nu

cléotides, rn[;is aussi pour tenter de rréciser la nature· exac

te de ces iso~ères. Nous avons s~paré les isor:ères .ê:. et ~ 

par chroMatographie sur p~pier en utilisant le solvant de 

l.~A'RI\H.AM et S:l'I~H (I:S7), constitué par le mélange d'une solu

tion saturée de sulfate d'am~onium, d'alcool isopropylique 

et d'ecu (79 : 2 : I9). Le t~bleau XXII reproduit les résul

tats des mes~res de radioactivités srRcifiaues des isomères. 

Tableau XXII 

. . Ra di œ. cti vi te spc c ifiq ue s en . . 
Isomères . 

RF 
. coups-minutes par mg. de p . . . . (2 h. après l'injeétion) . . . . . . . . . . 

Acide 
. , 

( . o, 25 . I O. 6?5 . 
adenyli(lue a . . 

~ 
. . . . 

b . 0, !6 . 8.!70 . . . . . . . . . . . 
Acide eu&nylique l a . o, 50 . 4.700 . . . . . . 

b . ~. 40 . 2. 7!5 . . . . . . . 
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L'~cart entre les mobilit~s des radicaux phosphoryles 

des deux isomères d'un nucl~otide est significatif et démon-

tre l'existence de ~lusieurs types de liaisons internucléoti-

diJues s'il ~t<:l.it prouvé oue l'on eût affaire à une isomé-

rie 2' - 3', l:influence du point d'attache du radical phos

phoryle ~prar~itrait d~cisive. 

Il peut paraître audacieux, dans l~état actuel de nos 

rech~rches, d'essayer de préciser la nature des isomères ~ 

et .!2.· Cependant, il nous semble qu'une isorn~rie C(.~ expli

que difficile~ent à la fois le comportement chromatorrarhique 

si différent de chacun des isomères d'un même nucl~otide et 

les mobilités inébûles de leurs r&dicaux phosphoryles. Une 

isomérie de la liaison osidique en 7 et 9 du noy~u purique, 

ou en I et 3 du noyau pyrimidique semble d'autre part bien 

improbable. 

Aussi, une ~som~rie 2' - 3' de la position du radical phospho

ryle sur la ~olécule de ribose nous parai-elle le plus 

plausible. l'A nr<HAM et S!•~ TH ( I38) 1' expl i(Juent par un artefact 

de l'hydrolyse : lesnucléotides libérés seraient convertis en 

nucl~osides 2!:3'-!"lononhosrhates (schéma ""'' ). puis 

i somr~risé s : 

H H H H 
1 1 ' 1 

Base c - .B - S - B - CH2 OH 
I' 2'\ 1 3' J 4' 5• 

0 0 

0 

0 = ·p- OH 

· Schéma XV 11 



IOô •• .. 

Cependant cette théorie n'expliaue pas les différences 

entre les radioactivités des deux isomères c~nstmtués à par

tir du Même radical phosphoryle. 

Il faudrait donc admettre : a) ou bien que les nucléosides 2' 

et 3'-rhosphate préexistent dans la molécule d'acide nucléi

que; b) ou bien ou' ils l. se forment au cours de 1 'hydro'lyse, 

sui va nt la 1 ia i son· ester sur la::JUelle porte cette hydrolyse. 

Les schér:as ~VIl\ et Xl~ montrent que suivEmt le point 

d'attaaue onu un isor.1ère 2' ou 3' dont les radicaux phospho-

ryles ont des oti~ines diff~rentes 

\ 1' 
Base - c - c - c - c - c 

l' 1 411i<------
®~ ~/OH 

P=O o ....... 
1 l' 

P~se ~ C - C - ü - c - c 
\ .! ' ' 'llf~-------

~ 0 OH 

\:J ~0 
0 ..... 

1 1' 
Base -.e - ~ - c - c - c 

2' ' 

Schérw. XVIII 

L'hydrolyse en @donne un nucléotide 3' 

~· 

• .Base...;;;..._ o - C - C - C - c 
1 
0 OH 
\/ 

HO- P=O 
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L'hydrolyse en (E} donne un nucléotide 2' dont le p,roupe

rnent phosrhoryle e~t différent du premier 

HO OH ,, 
P= 0 

1 

.l' /0 
Basé - C - t; - c - ü - G -

Schéma TI~ 

\ 
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Conclusion 

11 est m&inten&nt bien établi que les différents acides 

ribonucl~iaues contiennent, selon leùr origine, des propoP

tions très v~ri~bles des différents nucléotides. Rn outre, des 

constatations exrérimentules d'une concord&nce rern&r~u&ble, -

r{sultats de l'hydrolyse partielle in vitro des acides ribo

nucl2i~·ues et de 1~ cinétique de l'échange du 3~P' - sont en 

fo.veur d'une structure ramifiée dont les schémas de 1~':AGASA~ITK 

et dHARGAFF don~-::ent des exer.rples : sur une chaine principale, 

o) prédomient des nucléotides puriques et surtJut l'acide 

guanyli~ue, se grefferaient des chaînes latérales dont la lon

gueur ne peut encore être prPcisée, et nui seraient for~~es 

d'une prop or ti on ir::p Jrtante de nu clé ot ides pyrimidiques. !-los 

résultats ~ont d'autre part favor&bles à l'existence de plu-
' 

1 

sieurs types de liaisons inter-nuoléotidiques de stabilités 

inécales : la c0mraro. is'Jn des isor:1ères !!. et b est à cet 

éCMrd très dém0nstrative. 

Ainsi, l'hypotnèse d'une ~cromolécule ribonucléique 

constituée par une cht. Îne linéaire uhique formée de la répé- .. 

tition uniforme d'un t~tranucl6otide doit @tre abandonn~e. 

ut.ut-il p~ur autEc.nt jeter la pierre à ceux qui 1 'avaient édi

fi~e sur des bases ecrériEentales trop fragiles Y 

" ••... En fo.is~nt des hypothèses, et nêne des hypothèses tr8s 

h&r1ies, p0ur tenter d'e:-:pliquer ce qu'il est donné d'observer 
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on ne sort nullement de la Science. Puissants instruments de 

. travail, ces hypothèses provisoires que sont les théories 

permettent seules au chercheur de formuler de façon précise 

les questions qu'il doit poser à la·}àture". 

Il n'en reste pas moins que_ nos prédécesseurs ont lais

sé entre nos ~ins les instruments qui nous permettront peut

être de résoudre l'un des problèmes fondamentaux de la Bio

chimie. Nous le devons à la perfection des techniques analy

tiques de LEVE:NE, de GULLA1'D, de HA1~.':ARSTEl'T, de B~~DE::ŒCK, de 

J01~S. Ces auteurs ont isolé, identifié, synthétisé tous les 

éléments constituant la molécule d'acide nucléique ; s'ils 

n'ont pu éclaircir les modalités de leur enchaînement, il 

n'en reste pas moins qu'ils ont réalisé le travail le plus 

difficile, gr~ce au~uel nous pourrons franchir des étapes 

n0uvelles.\A leur oeuvre s'appli~ue parfaite~ent la phrase de 

PASCAL : 

"Les ptemières connaissances que les anciens n0us ont è0n

nées ont servi de der.:ré aux n0tres, et dans ces avanta(J'es 

n0us leur soF~es redcv~bles de l'ascendant que nous avons 

aur eux; parce que s'étant élevés jusqu'~ un certain degré 0~ 

ils nous ont portés, le moindre efftJrt nous fait monter plus· 

h~ut, et, avec moins de peine et moins de gloire, nous nous 

trouvons au-dessus d'eux. C'est de là que nous pouvons dé

couvrir des choses qu'il leur était impossible d'ape~cevoir". 
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