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dont la vie de chaque jour  est un exemple 

poar moi. 

Je suis heureuse de lui donner aujourd'hui la 

joie qu'il mérite et de lui témoigner L o u t e  mon 

affection. 

A TOUS CZUX qui ont contribué directement ou indirec- 

tement à la réalisation et à la présenta-bioc 

de ce travail. 





Le présent travail a été réalisé sous la direction Cie 

hionsieur le Professeur kiOi.TTREUIL qui nous en a donné le sujet 

et qui s guidé nos recherches avec beaucoup d'autorité pen- 

dant de nombreuses ûnnées, Mous sommes reconncissonte à 

Moasieur le Professeur ~'IONT~'~XUIL d'avoir bien voulu superviser 

la rédaction de ce mémoire et d'avoir accepté le présidence 

de notre Jury, 

Nous remercions ib~essieurs les Professeurs DEF82X'IN et 

DURCEOII de nous avoir donné un deuxième sujet &e %hése aussi 

intéressant que celui des t'Lysosomes't et d'avoir accepté si 

aimablement de faire partie de notre Jury, Qu'ils trouvent ici 

l'expression de notre gratitude. 

Nous tenons à exprimer aujourd'hui tout nofre attacheme;~t 

k l~ionsieur le Professeur 30ULi,TJGEa qui, après nous avoir 

accueillie dans son service de la Feculté de Kédecine et de 

Pharmacie de Lille en 1956, nous a dirigée vers lz F~culté 

Ces Sciences, lors de la création du Service de Chimie 

Biologique. 11 n'a jcmeis cessé de nous prodiguer ses conseils 

et nous le remercions de sa hauLe bienveillance. Nous le 

remercions aussi de la confiance qu'il veut Sien nous %émoi- 

gner et de l'honneur qu'il nous fait en jugeant ce travail. 





prous zvons eu l'immense privilège d'être Prépsretrice 

pendant fieuf ans, de 19-46 2~ 1955, à l'Institut Pasteur de 

Lille,dirigé pzr i4onsieur le Professeur GEFtiJES-i3IStT:: et de 

cetoyer chcque jour des 5ommes de grande valeur. IlTous rener- 

cions hionsieur le Professeur GEBfJi3Z-RZZUX d'avoir Loujours 

encouragé noLre désir d'apprendre et $2 nous ?,voir inculqué le 

goût de le, recherche, guidée pzr 13 soif de conna$tre, mais 

aussi et surtout pzr le souci de soulager et guérir les 

melades. 

ilos recherches préçent6es aujourd'hui ont été effec-buécs 

à llIcLstitut de Recherches sur le Cancer de Lille ob @ionsicar 

le Professeur 3RIi2SSENS, Directeur de cet dtsblisxement, z 

bien voulu meLtre à notre disposition un Laboratoire 9 nous 

l'en remercions vivement. 

?Tous sommes reconnzissante à Monsieur le Professeur 

2ISEBTE de nous avoir toujours donné de précieux conseils 

et d'avoir contribué pour une grande part à notre formation 

de diocl?_irniste. ITous le remercions de ln biei~veillante 

sympathie qu'il nous témoigne et le prions de croire à notre 

admiration. 

Pionsieur le Professeur 09TZUX a bien voulu effectuer 

pour nous les courbes d'enregistrement des radio-aclivités 

et les cutorcdiogrammes présentés dans ce kémoire. iTous Pe 

remercions très chaleureusemerit de son aide et de sw cordi?"- 

lité 





Nos recherches S I  i n s c r i v e n t  dans l e  cadre g e n é r a l  

des  t ravaux q u i  ont é t é  e n t r e p r i s ,  depuis  p l u s i e u r s  années 

â l ' I n s t i t u t  de Recherches s u r  l e  Cancer de L i l l e ,  s u s  l a  

physico-chimie e t  l e  inétabolis~ne des  a c i d e s  nuclé iques  e t  

qu i  s e  j u s t i f i e n t  p a r  l e  r ô l e  important  que jouent c e s  

d e r n i e r s  dans l e s  phénomènes de l a  mitose. I l  n ' e s t  

dl a i l l e u r s  p a s  de l a b o r a t o i r e  de Becherches s u r  l e  Cancer 

qui  ne s ' i n t é r e s s e  à ces  composés, c a r  l ' hypo thèse  l a  p l u s  

classiquement admise en ~ a n c é r o l o g i e e s t  que l e  Cancer e s t  

une "maladie1' d e s  a c i d e s  nucléiques.  

L'un des b u t s  que poursuivent  l e s  b idchi rn is tes  

cancérologues e s t  de démontrer l a  présence 6ven tue l l e ,  

dans l e s  c e l l u l e s  cancéreuses,  d ' a c i d e s  nucl6iques 

'lanorrnauxu dl o r i g i n e  endogene ( t h d o r i e  muta t ionnai re)  ou 

exogène ( t h e o r i e  v i r a l e )  ou de met t re  en évidence des  

f a c t e u r s  d 1  a c t i v a t i o n  de l a  synthèse d e s  a c i d e s  nuclé iques  

qui pour ra ien t  ê t r e  rendus responsables  de l a  cancér i sa t ion .  

Dans une premiere s é r i e  de t ravaux,  nous nous 

sommes at tach6.e  p e r f e c t i o n n e r  du met t re  au po in t  d e s  

méthodes f i n e s  dl exp lo ra t ion  de l a  strv.cture d e s  a c i d e s  

r ibonucl6 iques ,  suffisamment p r é c i s e s  pour saisir  d '  éven- 

t u e l l e s  ~nodif i c a t i o n s  de leur composition dans l e s  c e l l u l e s  

cancéreuses,  Nos recherches nous ont conduite à l a  desc r ip -  

t i o n  d ' u n  procédé de  dé terminat ion  de l a  composition molaire  

en n u c l e o t i d e s  des  a c i d e s  r ibdnuclé iques .  Son a p p l i c a t i o n  

à d i f f é r e n t s  t i s s u s  du R a t  nous a amenée à é t a b l i r  une 
r e l a t i o n  physico-chimique e n t r e  l e s  a c i d e s  r i b o  e t  

désoxyribonucléiques.  



Dans une seconde s é r i e  de  t r a v a u x ,  nous  avons 

é t u d i é  l a  b io syn thèse  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  d e s  d i f f é -  

r e n t e s  p ~ r t i c u l e s  cytoplasmiques  2 1' a i d e  d e  1' a c i d e  

radiophosphor ique.  Ces r e c h e r c h e s  nous o n t  permis  de démdn- 

t r e r  q u ' i l  e x i s t a i t  une r e l a t i o n  mEtabolique e n t r e  l e s  

a c i d e s  n u c l é i q u e s  du noyau e t  ceux 2~ cy$ jp l a sne ,  

Enfin,ltinterx,r6tatio.q d e s  r é s u l t a t s  de  c e s  

deux Groupes d e  r eche rches  nous on t  permis  de  c o n c l u r e  h 

l t  e x i s t e n c e  d ' u n  ac ide  r i b o n u c l 6 i q u e  de t y p e  "messager" 

dans  l e s  c e l l u l e s  du f o i e  d e  R a t ,  

E o t r e  1n6rnoire colriportera q u a t r e  c l i ap i t r e s .  

Dans l e  p r emie r ,  r é s e r v é  d e s  g é n é r a l i t é s  s u r  

l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s ,  nous  p r é c i s e r o n s  l e u r s  p r i n c i p a l e s  

p r o p r i é t é s  physico-chimiques ,  l e u r  niétabolisrne e t  l e u r  

r ô l e .  Dans l e  second,  nous  d é c r i r o n s  un procédé  o r i g i n a l  

de d é t e r m i n a t i o n  de l a  compos i t ion  des  a c i d e s  r i b o n v c l 6 i ~ e s .  

Dans l e  t r o i s i è m e ,  nous rassemblerons  l e s  r é s u l t a t s  concer- 

nant l e  ne tabo l i sme d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  d e s  f r a c t i o n s  

c e l l u l a i r e s ,  Dans l e  d e r n i e r ,  nous  a p p o r t e r o n s  d e s  ar3- 

ments e n  f a v e u r  de l l e x i s t e n c e  d ' u n  a c i d e  r i b o n u c l é i q u e  de  

t y p e  "messager' t  dans l e s  c e l l u l e s  de f o i e  de  R a t .  



C H A P I T R E  1 
- 

1 - Ii5,POII'CANCE DES ACIDES NUCLEIQUES. 

II - PAYSICO-CHIl+!IE DES ACIDES NUCLEIQUES. 

III - METABOLIS3/il3 DES ACIDES NUCLBIQUES . 
I V  - BIOSDTTHESE DES Z'BOTEINES ET BIOCHIMIE 

DE L'HERmITE ET DE LA 1,IITOSE. 



1 - IBPORTiSKCE DLS ACIDES NÙ-CLEIQUES. 

Sn 1871 ,  I:IESCHEiI (1) i s o l a  d e s  c e l l u l e s  de pus  e t  Les 
s p e m ~ a t o z o l d e a  de Sau~non u n  compos6 phosphoré qu f  il a p p e l a  

nuc l é i l l e  e t  dans  l e q b e l  il m i t  en  évidence deux c o n s t i t u a n t s  e 
une p r o t S i n e  bas ique  e t  u n  composS phosphoré a c i d e .  Depuis ,  

de t res  noiilbreux che rcheu r s ,  c y t o l o g i s t e s ,  b i o c h i m i s t e s  e t  

p h y s i c i c n s ,  s e  s o n t  i n - t é r e s s é s  à c e t t e  subs t ance  dont  l a  

conna issance  d e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques e t  mdtabol i -  

ques  d e v a i t  . r6vo lu t ionner  l a  B i o l o g i e  e t  donner  n a i s s a n c e  à 

une s c i e n c e  n o u v e l l e  : l a  Biochimie  ~ S o l 6 c u l a i r e .  

En 1089 ,  ALSIil-lJPTT ( 2 )  p roposa  d ' a p p e l e r  a c i d e  

nuclSicl_e l e  groupement p r o s t h e t i q u e  de c e t  h é t e r o p r o t 6 i d e  

qu l  il ava i t r réuas j . .  à i s o l e ,  e t  ?i p u r i f i e r .  En 1891,  KOSSEL 

( 3 )  m i t  en  Qvidence l f  e x i s t e n c e  de deux a c i d e s  n u c l é i q u e s  

d i f f é r e n t s ,  s u i v a n t  l e u r  o r i g i n e ,  p a r  l a  n a t u r e  de  l e u r s  

c o n s t i t u a n t s  : l ' u n  i s o l é  de  l a  Levure e t  a p p e l é  en  r a i s o n  

même de solq o m g i n e ,  --- a c i d e  zylnonuclélque, l t  a u t r e  e x t r a i t  

du thymus e t  appe l é  - a c i d e  thyinonucléiquc, -- Longtemps, an  c r u t  

qlle l e  p remier  é t a i t  spc ' ,cif lque du règne v h g é t a l  e t  l e  

second du règne animal ,  C f  e s t  pouLrquoi, on l e s  d é s i g n a  p a r  
l e s  t e m e s  p l u s  genéra-vx d 1  a c i d e  phy-tonucléique e t  d 1  a c i d e  

z o o n u c l é i ~  - (LXVT;!IE) (4), 
Enf in ,  $. l a  s u i t e  de 1' i s d l e n e n t  e t  de  I f  i d e n t i f i -  

c a t i o n  p a r  LEVBPE, du r i b o s e  e t  du désoxyr ibose  parmi l e s  
p r o d u i t s  de l e u r  hyd ro lyse ,  o n  l e s  a p p e l a  a c i d e  r i b o n u c l é i -  

que e t  a c i d e  désoxyr ibonuc lé ique .  - 
Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  s o n t  d e s  c o n s t i t u a n t s  cons- 

t a n t s  de l a  m a t i è r e  v i v a n t e .  Depuis l e s  t r a v a u x  de  

HA?.iiURSTB$ (s), de CASPERSSON ( 6 )  e t  de  BMCHET ( 7 ) ,  on sait 

e n  e f f e t  que c e s  deux a c i d e s  c o e x i s t e n t  d a n s  t o u t e  c e l l u l e ,  



animale et végétale. Les nucléoprotéides ont en outre été 

mis en évidence dans les virus et les bactéries, 

Dans les tissus animaux et végétaux, l'acide 

désoxyribonucléique (ou Allu) est localisé dans le noyau au 

niveau des chr?mosomes, (x )  tandis que l'acide ribonucléi- 

que (ou ARN) se trouve, h la fois, dans le noyau, -en 

particulier dans le nucléole-, et dans le cytoplasme (suc 

cellulaire et granules cytoplasmiques : mitochondries et 

microsomes), 

Les désoxyribonucléoprotéides sont des constituants 

des gknes et les suppor-bs chiïniques de l'hérédité, tandis 

que les APJT interviennent dans la biosynthèse des protéines 

et dans la mitose. 
Le raie fondamental des acides ribonucléiques a 

été pressenti par des résultats obtenus par l'application de 

mgthdes cyt ochirniques , cytophysiques et biochimiques, 
Les analyses cytochiniques et cyfophysiques ont 

montrx que les A,FW se trouvent en quantité élevée dans les 

tissus o ù  la synthèse prot6iyu.e est active, comme, par 

exernple, la glande séricighne du ver $, soie (DEPTUCE) ( 1 2 )  
ou les graines en germination (OOTA) (13) et dans les micro- 
organismes qui se mlt iplient rapidement (CAS2E3SSON ) (14 ) ,  
~,ULTIIGREEDT et HEDEN (15), 

(x)  Certains auteurs 1' orrt caractérisé toutefois récemment 
dans le cytoplasme : au niveau des chloioplastes chez 
les végétaux (ICIREI (8) g BPAWEEIAI!? (9) ), et dans les 
mitochondries du foie de Rat (NASS & Coll. (10) ), 
LtA?N a été trouvé aussi dans les nucléoles chez les 
mammifères (I!LAXDEL & Colla (11) ) *  



Ces r k s u l t a t s  ont  é t é  confirmés p a r  l e s  dosages 

biochimiques (DAVIDSON ( 1 6 ) ,  LESLIE ( 1 7 )  e t  BRACHET (18)  ) : 
l e s  t i s s u s  g landu la i re s  q u i  s é c r è t e n t  de g rosses  q u a n t i t é s  

de p r o t é i n e s  sont  beaucoup p l u s  r i c h e s  en ARN que l e s  au t res .  

P a r  exemple, l e  pancréas ,  l e s  glandes s a l i v a i r e s ,  l a  f o i e ,  

l e s  muqueuses gastriclue e t  i n t e s t i n a l e  cont iennent  p l u s  

dlAIDT que l e  r e i n ,  l e  cerveau,  l e  coeur e t  l e  pounon. De 

même, l e s  t i s s u s  doués d 'une  a c t i v i t é  mi to t ique  i n t e n s e  

pdssèdent un t a u x  élevé d'Am? : cl est l e  c a s  en p a r t i c u l i e r ,  

des  t i s s u s  eriibryonnaires (ELSON, GUSTAFSdN, CHARGABF) ( l g ) ,  
des  t i s s u s  néoplzsiques e t  des  t i s s u s  en régénera t ion  

LI au toradiographie  a  demontré qu'  il y a v a i t  une 

r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l a  t e n e u r  en AET e t  l l i n c o q o r a t i o n  d e s  

a c i d e s  arîïinés dans l e s  p r o t é i n e s  (FICQ (21)  ; BUCHET & FI% 

(22)  ; DIKLAS & OXHLERT ( 2 3 ) ) .  

LI augmentation i n d u i t e  du t aux  de synthèse p r o t é i -  

s '  accompagne d'une é l é v a t i o n  de l a  t e n a u r  en AP? (PRICE) 

(24)  e t  de l a  v i t e s s e  d t  incorpora t ion  des  p r6curseurs  marqués 
dans l e s  ARN (PEIGXLSON & C o l l . )  (25 ) .  

Enfin,  l e s  e s s a i s  dl i n h i b i t i o n  de l a  synthèse pro- 

t é i q u e  p a r  l a  r ibonucléase ,  e f f e c t u é e ,  non seulement chez l e s  

micrr'organismes (GALB e t  FOLKES ( 2 6 ) ,  LESTER (27), BELJANSKI 

(,28), CAS!I!ER&MN e t  JEENEX (29) ,  GROTH ( 3 0 ) ~  TEONAS (31), 
LI3 CLERC (32)) , SPIEGELl~ï (33)7rnais  a u s d i  cbez Les v é g é t a u  

(\BUCHET (\34) e t  l e s  c e l l u l e s  animales (BRACHET & Coll; (35 ) , 
L3DOTJX 8: Coll. (36), e t  FIS& ( 3 7 ) )  confirment l e  s ô l c  de IfAm 

dans l a  biosynthèse des  p ro té ines .  

L'Am1 peut ,  en o u t r e ,  ê t r e  considéré comme un dé te r -  

minant génét ique aprês  l e s  nombreuses expériences e f fec tuées  
s u r  l e s  v i r u s  végétaux p a r  IUKLCHA~?I (38-39), JEETTER (40-41),  

CO):2,TOTlXR & YERCER ( 4 2 ) ,  PTATTHEFS (43), FR4El!JKEL-CONNLT (44) 

e t  GIERER & SCHPUTi"L (45) .  En e f f e t ,  1' i n f e c t i o n  d 'une  p l a n t e  

p a r  un  v i r u s  staccompagne de l a  synthèse d 'une p r o t é i n e  

anormale ident ique  2 l a  p r o t é i n e  du v i rus .  C e t t e  p r o t é i n e  



e s t  dépourvue de t o u t e  a c t i v i t é  i n f e c t i e u s e  e t  l a  présence 

de l t A R N  dans l e  v i r u s  p a r a î t  b i e n  â t r e  l a  condi t ion  essen- 

t i e l l e  & s a  m u l t i p l i c a t i o n ,  c ' e s t - à -d i re  à l a  synthèse de 

s e s  propres  p ro té ines .  Au c o n t r a i r e ,  l l A R N  v i r a l  s e u l  e s t  

i n f e c t i e u x  e t  l t i n t é g r i t b  de s a  riolécule e s t  indispensable  

à l a  synthèse pro té ique .  En e f f e t ,  l e s  p a r t i c u l e s  v i r a l e s  

l ldénaturéesu  p a r  1' incorpora t ion  d azaguanine ou de t h i o -  

u r a c i l e ,  bases  analogues à c e l l e s  de llAPU!J, perdent l e u r  

pouvoi r  de s e  m l t i p l i e r ,  

Dl a u t r e  p a r t ,  FlUEXIU3L-COPTlU!2 (46  ) a r é u s s i  à 

s é p a r e r  l t A R P ?  de l a  p r o t é i n e  de deux v i r u s  d 'espèces  d i f f é -  

r e n t e s  e t  â r é a s s o c i e r  l a  p ro té ine  de l t u n  avec l f A R I T  de 

l t a u t r e .  I l  a démontré que l a  p r o t é i n e  q u i  s e  forme au cours  

de l a  m u l t i p l i c a t i o n  de ce v i r u s  hybr ide  é t a i t  c e l l e  de 

l t  espèce dont p rov ien t  l'Am. 

Le nombre de t ravaux concernant l e  r ô l e  des  

a c i d e s  r ibonuclé iques  es-t considérable  e t  il é t a i t  i l l u s o i r e ,  

e t  même impossible ,  de t e n t e r  de l e s  résumer. C ' e s t  pourquoi 

nous nous soimes l i m i t é e  à 1' exposé des  p l u s  démonst ra t i f s  

de l f i m p o r t a n c e  biochimique e t  b io logique  des a c i d e s  ribonu- 

c l é i q u e s  e t  de l e u r  i n t e r v e n t i o n  dans l a  biosynthèse des  

p r o t é i n e s  e t  dans l a  mitose ( v o i r  revues généra les  de 

BRACHET ( 4 7 )  ). 
Le r ô l e  des  a c i d e s  b ibonucle iques  a  é t é  p rkc i sé  

ces  d e r n i è r e s  années e t  s e r a  développé dans l e  paragraphe I V  

de ce chapi t re .  



II - PHYSICO-CHISt?IE DES A9LI>ES NUCLEIQUES. 

A - LES COTJSTITIiAT;TTS, 

10) Les p r o d u i t s  d ' h y d r ~ l y s e  t o t a l e .  

L 'hydro lyse  t o t a l e  d ' u n  a c i d e  n u c l é i q u e  condui t  à 

t r o i s  s o r t e s  de coragosants : de l ' a c i d e  or thophosphor ique.  , 
un  p e n t o s e  e t  4 b a s e s  a z o t e e s .  

a )  Les Bases.  

Les b a s e s  a p p a r t i e n n e n t  à deux s é r i e s  de d é r i v é s  

h é t é r d c y c l i q u e s  e t  s e  r a t t a c h e n t  aux schémas de l a  pyrimi-  

d i n e  ou de l a  p u r i n e  d a n s  l e s q u e l s  un  ou p l u s i e u r s  atomes 

d 'hydrogkne s o n t  s u b s t i t u é s  p a r  d e s  f o n c t i o n s  hydroxyles  ou 

amines (F ig .  1). Les b a s e s  pyr i ln idiques  s o n t  : l a  c y t o s i n e  

(2-2igdroxy-6-amino-pyrimidine~) 9 1' u r a c i l e  (2,6-dihydroxy- 

p y r i m i d i n e )  e t  l a  thymine (5-méthy l -urac i le ) .  Les base s  

p u r i q u e s  son t  : l a  guanine  (2-amino-6-hydroxy-purine ) e t  

1' adén ine  ( 6 - a m i n 0 - ~ u r i n e ) ,  L a  guanine ,  1 ' adénine  e t  l a  

c y t o s i n e  sont  communes aux  deux t y p e s  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s ,  

t a n d i s  que l ' u r a c i l e  n ' e x i s t e  que dans l e s  ARN e t  l a  thymine 

que d a n s  l e s  ADN, x 

Les b a s e s  peuvent e x i s t e r  s o u s  deux formes tautornères ,  

l ' u n e  con tenan t  d e s  g roupes  NIj2 e t  C=O ( forme l a c t a m e ) ,  

l ' a u t r e  con tenan t  de s  g roupes  =NH e t  C-OH ( forme lac t i rne) .  

Ces b a s e s  absorben t  fo r t emen t  l a  lumière  u l t r a - v i o l e t t e  e t  

l ' o n  met à p r o f i t  c e t t e  p r o p r i é t é  pour  l e s  i d e n t i f i e r  e t  

p o u r  l e s  doser .  Chaque S a s e  possède ,  en  e f f e t ,  u n  maximum 

e t  u n  minilmm d '  a b s o r p t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e s  q u i  v a r i e n t  avec 

l e  p H  du mi l i eu .  Z l l e s  t r a n s m e t t e n t  c e t t e  p r o p r i é t é  aux 

composés qu i  les renferment  dans  l e u r  mol6cule,  

' La thymine a cependant é t é  mise en  Évidence d a n s  c e r t a i n s  
Am : l e s  ARN s o l u b l e s  ( v o i r  page LX) 
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Foriiiules des  bases  puriques e t  pyrii-iidiques cons- 

t i t u c n t  l e s  a c i d e s  nu-cléiques. 



Composants m i n e u r s  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s ,  ( m )  
Les  a c i d e s  r i b o n u c l E i q u c s  de  d i v e r s e s  o r i g i n e s  r e n f  e i -  

ment ,  o u t r e  l e s  4 b a s e s  "conven t  i o n n e l l e s "  , -guan ine ,  a d é n i n e ,  

c y t o s i n e  e t  u r a c i l e - ,  de  f a i b l e s  q u a n t i t é s  d e  d é r i v é s  de  

s u b s t i t u t i o n  d e  c e s  d e - r n i è r e s .  J u s q u l &  p r e s e n t ,  l e s  b a s e s  

s u i v a n t e s  ont  é t é  i d e n t i f i é e s  : 

- l a  6-diméthylamino-pur ine  

- l a  5 - m é t h y l c y t o s i n e  

- l e  5 - r i b o s y l u r a c i l e  

Ces b a s e s  s o n t  06nércrtlement p r é s e n t e s  à l ' é t a t  d e  t r a c e s  

d a n s  l e s  a c i d e s  r i b o n u c l i j i y u e s  l l to - t aux l '  d e s  c e l l u l e s ?  Toute-  

f o i s ,  l e s  a c i d e s  r i b o n u c l 6 i q u e s  l ' s o l u b l e s n  (ABNs) ( v o i r  

p. 26 ) e n  r e n f e r a e n t  d e s  q u a n t i t é s  non n é g l i g e a b l e s  (comme 

l e  montre  l e  T a b l e a u  A )  e t  l a  ï i i s e  a u  p o i n t  d e  p r o c é d é s  de  

s é p a r a t i o n  e t  d e  dosage  d e  c e s  compos6s de -v ien t  une  a b s o l u e  

n é c e s s i t é ,  En o u t r e ,  on ne p e u t  e x c l u r e  5 p r i o r i  l ' i d é e  que 

c e r t a i n s  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  "anormauxfl, comme l e s  a c i d e s  

n u c l é i q u e s  d e s  t i s s u s  c a n c é r e u x ,  n '  e n  s o i e n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  

r i c h e s  e t  l e s  p r e m i e r s  r d s u l t a t s  a c q u i s  d a n s  c e  domaine s o n t  

e n  f a v e u r  de c e t t e  h y p o t h k s e  ( ~ a b l e a u  B ) .  

- 
(x) V o i r  r e v u e s  g é n é r a l e s  d e  ALLEN (48) e t  d e  COKN (49), 



TABLEAU A ----- 

CO~IPOSITIOTJ DENTESIïïALE D ' ACIDES RIBONUCLEIQUES SOLUBLES. 

(AXIJS) 
- 

: E.col i  (3) : Foie de Rat (rr) i 
e * 
:Guanine 3 2 , 1  2992  e 

2073 :Adénine 1 9 , 7  

: Cytosine 2 8 , 9  28,8 a 

1 5  18,2 :Uraci le  
0 . 
: 

r Thyruine 1 1 - 
091 : 1-rnéthyl-guanine 

O - 
: 6-mé thyl-aminapurine : 091 - . : 2-riéthyl-adénine Op3 . - 
: 5 - - r i b o s y l u ~ a c i l e  271 3 9 9 5  . 

( 2 5 )  DTJ'TJN €i Col-1, ( 5 0 )  ('II:$) OSAWA (51)  

TABLEAU B -- --- 
RITSIDUS Di3 BASES TvUTHYLEES (p.  100 r é s i d u s  d ' u r a c i l e )  DANS 

LZS .rlCIDE RIBOTTUCLZIQUEF SQLUBLES (AFJ!TS) ?7 FOIE NOFüUL ET 

DE TISSU TUT ORAL DE LA SOURIS (d l  a g r è s  BERGQVIST & ~ATTIIEWS) 

(52)  

Foie :10~nlal Foie  hépatomateux~ 

, 1-ES thyl-suaniiic 0 ,86 1 , 0 3  



b) Les Glucides. 

Les acides nucléiques renferment généralement des 

pentoses : le D-ribose dans le cas des ART7 et le 2-désoxy-D- 

ribose dans celui des ADN (~ig.2). La présence dc ce dernier, 
qui est très labile, explique la grande fragilité des ADN 

vis-à-vis des agents d'hydrolyse acide, tandis que les 

dérivés du riboss - en particulier les dérivés pyrimidiques - 
sont plus stables et cette notion sera mise â profit dans le 

choix des procédés d'hydrolyse des aci&es nucléiques 

(voir p. 84 ) .  
Les pentoses ne sont pax lcs constitixa.nts glucidiciues 

exclusifs des acides nucléiques : on trouve, par exemple, le 

D-glucose,dans les acides nuclfiques phagiqucs. 

c) L1 acide phosphori~~ue. 

L'acide phosphorique constituant les acides 

nucléiques est 1' acide orthophosphoriquc. Il convient toute- 

fois de signaler que des complexes d'acides ribonucléiques 

et de poly ou métaphosphates ont (Sté isolés de la Levure 

(voir h ce sujet 1 ~ s  travaux de EBEI, & ~011.) (53 ) .  

S 0  ) Les produits dt hydrolyse partielle. 

LI hydrolyse chimique ou enzyinat ique des acides 
nucléiques conduit à des produits dtassociation des bases et 

des glucides que l'on appelle des nucléosides et à des esters 

phosphoriques de ces derniers qui sont des nucléotides, 

a) Les nucleosides. 

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : la fonc- 

tion semi-acétalique de l'ose est donc engagée dans la 

liaison glucosidique. La labilité particulière de celle-ci 

laisse supposer quf elle se fait par 1' intermédiaire d'un 

atome dlazote. Les nucléosides sont donc des N-ribosides, ou 

des N-désoxyribosides dans lesquels le pentose se trouve sous 



Formles des oses constituent les acides nucl6iques. 

( f orrx furannique ) 



f O m e  , furanni  que. Les p r o p r i k t é s  phys iques  e t  chimiques 

de c e s  colllposés e t  l e s  expé r i ences  de s y n t h è s e  on t  permis  de 

c o n c l u r e  que l e s  n u c l é o s i d e s  son t  d e s  4 - o s i d e s  e t  que l e s  

n u c l é o s i d e s  p u r i q u e s  s o n t  d e s  N - o s ides  e t  l e s  nu.cléosides 
9 

pyr imid iques  d e s  N,-osides. 
2 

Les n u c l é o s i d e s  abso rben t  l a  l umiè re  u l t r a - v i o l e t t e  e t  

p o s s è d e n t ,  comme l e s  b a s e s  co r r e spondan te s ,  d e s  maxima e t  d e s  

minima dl a b s o r p t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e s .  Les r i b o s i d e s  s o n t  

s t a b l e s  v i s - à -v i s  d e s  a l c a l i s .  Les r i b o s i d e s  p u r i q u e s  son t  

f a c i l e m e n t  hyd ro lysé s  p a r  l e s  a c i d e s  d i l u é s  (So4H2 N à 100° 

(1 h. ) ) , nais l e s  r i b o s i d e s  pyr imid iques  r é s i s t e n t  énerg i -  

quement à l ' h y d r o l y s e  a c i d e ,  Au c o n t r a i r e ,  l e s  désoxyribonu- 

c l é o s i d e s  (ou d é s ~ x ~ r i b o s i d e s )  s o n t  t r è s  i n s t a b l e s  en m i l i e u  

a c i d e .  Les n u c l i o s i d e s  s o n t  p r é p a r é s  p a r  d é p h o s p h o q l a t i o n  

enzymatique d e s  n u c l é o t i d e s .  

b) L e s  n u c l é o t i d e s .  

L 'hydro lyse  chimique (hyd ro lyse  p a r  l a  soude ou p a r  

l a  p o t a s s e ,  dans  l e  c a s  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s )  ou enzyma- 

t i q u e  (hydro lyse  d e s  deux t y p e s  d ' a c i d e s )  p a r  d e s  phosphodi- 

e s t é r a s e s ,  condui t  & d e s  n u c l é o t i d e s  q u i  r é s u l t e n t  de l l a a e o -  

c i a t i o n  d 'une  b a s e ,  d ' u n  g l u c i d e  e t  d ' a c i d e  phosphor ique.  

C e t t e  d é f i n i t i o n  l a i s s e  p r é s a g e r  de l ' e x i s t e n c e  de nolnbreux 

i somères  : i somères  de p o s i t i o n  du r e s t e  phosphoryle  s u r  l e  

p e n t o s e  i s o a e r e s  c y c l i q u e s  g présence  d ' u n  ou deux r e s t e s  

l tphosphory lcu ,  Une nomencla ture  p r é c i s e  a é t é  i n s t i t u é e  q u i  

répond aux r è g l e s  su i .van tes  : 

- 1. Les n u c l i o t i d e s  s e r o n t  d e s  r i b o n u c l 6 o t i d e s  (ou  r i b o t i d e s )  

ou d e s  désoxyr ibonuc l éo t ide s  (ou  d é s ~ x ~ r i b o t i d e s )  

- 2 . I l s  s e r o n t  p u r i q u e s  o u  ~ r i m i d i q u c s  

- 3 '  Ils s c r o n t  a p p e l é s  n u c l é o s i d e s  phosphût e s  ou nuclEosides-  

polyphosphat  e s  s u i v a n t  qu l  i l s  renzermeront  u n  ou p l u s i e u r s  

r e s t e s  "phosphoryle t t  e t  l ' o n  p r e c i s e r a  a l o r s  l a  p o s i t i o n  de  



ceux-ci sur le pentose, en affectant les chiffres du signe 

uprimetf afin d'éviter toute confusion avec la désignation des 

atomes de l'hétérocycle. 

Nous limiberons notre présentation aux ribonucléotides 

présents dans les hydrolysats df ARN, 

Les ribosides-2' et 3'-phosphates (~ig. 3a et b) 

coexistent dans les hydrolysats alcalins des ARN où leur 
présence s1 explique par le mécanisme même de l'hydrolyse 

sodique ou potassique des Am? (voir p.23 ). Ce sont les 

acides uridylique, cytidylique, guanylique et adénylique, 

LI isomère 3' est seul présent dans les hydrolysats ribonu- 
cléasiques des ARN. 

Les ribosides-5' -phosphates (~ig. 3 c )  se forment au 
cours de L'hydrolyse des ANY par des phosphodiestérases 
(phaspho-diestérase de venin de Serpent, par exemple). 

Les ribosides-2' , 3' -phosphates (Fig. 3d) sont des 
nucléotides cycliques qui apparaissent transitoirement dans 

les hydrolysats d'AM par la soude diluée (voir p.23 ) ou par 
la ribonucléase, Ils sont désignés par l'initiale de la base 

qui les constitue suivie d'un point dl exclamation (par 

exemple : A ! ). Selon certains auteurs, ils prééxisteraient 

dans des AmT o ù  ils se trouveraient en position terminale. 

Leur hydrolyse par les alcalis conduit au mélange des deux 

isomères 2' et 3', 

Les nucléosides-diphosphat es (pig. 3e) sont presents 

dans les hydrolysats alcalins dïARN et proviennent de la 

coupure de la liaison phospho-diester du nucléotide en 

position P-terninale, (voir p. 25). 
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Nuclcos ide  2 ' phosphat  c 

Nucldoside 3 ' 5 ' d i i 3 h o s p h ~ ~ t e  Acide pseudo-ur idg l iquè  
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\.-. * FIGURE 3 

Forrîules d e s  n u c l é c t i d e s  p rCsen t s  dzns  l e s  h y d r o L - s a t s  

d1ARN. 

( L C  s igne  \@ d i s i g n e  l e  grou~~er;ent~~ghosphory1~ I l )  



LI acide pseudo-uridglique (~ig. 3f) possède une conf igu- 
ration particulihre puisque la liaison du ribose et de 

l'uracile est du type C-C. Lt acide pseudo-uridylique, que 

l'on désigne par le signe est un constituant des 

acides ribonucléiques solubles (ARNS) du cytoplasme (voir 

p. 2 6 )  qui en renferment, suivant leur origine de 5 à 25 

résidus pour 100 résidus dl acide uridylique. 

Les nucléotides sont actifs sur la lumihre polarisée 

et possbdent un spectre dl absorption caractéristique. Ils 

sont solubles dans l'eau, les solutions alcalines et dans les 
3 acides dilués . Ils sont insolubles dans les solvants orga- 

niques. Ce sont des acides forts et leur acidité est supé- 

rieure à celle des orthophosphates minéraux. Ils donnent des 

sels bien cristallisés, Ils sont déphosphorylés sous lt action 

de l'ammoniaque concentré à 16 p, 100 à 1800 pendant 3 heures 
(LEVENE & JACOBS) (54) ou de la pyridine à 50 p. 100 à 

l'ébullition pendant 5 jours (BREDEHEK) (55) ou sous l'action 
des nucléotidases. Les nucléotides puriques sont très sensi- 

bles à l'action des acides dilués : ils sont totalement 

hydrolysés par HC1 N à 100°C pendant 1 heure en libérant les 

bases et une faible proportion de nucléosides (5 à 10 p. 100). 
Les nucléotides pyrimidiques, au contraire, sont très stables 

et leur hydrolyse nécessite 1' emploi d t  acides concentrés et 

de températures élevées : acide formique pur à 175OC (%%), 

acide perchlorique 12 N à 100°C ou acide chlorhydrique 6 N 

à 120°C* 

LI acide guanylique est difficilement soluble dans 1' eau, 
dans les solutions airnoniacales et dans l'acide chlorhy- 
drique 0,01 K. 

(ir) ~ ê m e  dans ces conditions brutales, l'acide uridylique 
est incomplèt ement hydrolysé. 



B - LES ACIDZS NUCLEIQUES. ---- -- --- 

De t r è s  nombreux t r a v a u x  r z l a t i f s  ad l a  phys ico -  

ch imie  d e s  a c i d e s  n u c l 4  -q :es o n t  & t é  effectués d e p u i s  p l u s  

d ' u n  s i g c l e  e t  p r i n c i p a l e m e n t  d a n s  l a  d e r n i è r e  décade .  Aussi 

n? d é c r i r a n s - - i i o u s  ; o u s  une forïne résumée,  que  l e s  r é s u l - b a t s  

~ i u i  aoilU ind Opensab - e s  & 1' a r g u m e n t a t i o n  d e  n o t r e  mémoire, 

) .A.cides D é s o x y r i b o n u c l é i q u e s  ( A D N ) .  - --- L .--- . - -  

Les  i?L>N s o n t  d e s  p o l y n u c l é o t i d e s  d e  p o i d s  mol6cu- 

lai:% é l e v x ,  ( d e  1-' o r d r e  d e  p l u s i e u r s  m i l l i o n s ) .  L ' u n i o n  d e s  

dé';o~::rri13o;iucléotides e s t  r é a l i s é e  p a r  d e s  l i a i s o n s  ' 3 '  
5 - j ,hosphodiest  e r n ,  Ce-it e  s t r u c t u r e  pr imtuire  a é t é  démontrée  

p a r  C,1RTE? (56), e t  par IliICHELSOTJ 7. '-ID ( 5 7 )  q u i  o n t  p rouvé  

que 1-es dtsoxj- - i b o n u c l é o t i d e s  s o n t  d e s  n u c l é o s i d e s - 5 '  - 
pizof ~ h z t r :  e t  -ar D E X E R  Cc C o l l ,  ( 5 8 )  q u i  o n t  i s o l é  d e s  hydro-  

l y s f c a  c c t i i e s  de  l lbDK d u  sperme d e  Hareng;  l e s  a c i d e s  

t3y ii-&i?e -?i; c y t i d i n e - 3  ' , 5 ' - d i p h o s p h o r i q u e s ,  

T l '  iiiJi;u{le p h y s i q u e  de  1'BDTII , , e n  p a r t i c u l i e r ,  l n  

_ ~ ' c i o h i c o ~ i e  é3ec-~ronriq-ue (SCOTS ( 5 9 )  ) o n t  montré que l a  
1 

O 
-13~ 2 c ~ l . c  CE+: une f i b r e  d e  20 A c?' é p a i s s e u r .  L t u L t i l i s a t i o n  

LP:: - ;3;70n~' I (-~:J-::CT?!S (i Co11 ) (60-61) (FMWRLIX & Co11. ) ( 6 2  ) 

a 1911~:s 5 \,-A.'I'SOL~ Se C R I C K  ( 6 3 ) ( 6 4 )  c?e p r o p o s e r  p o u r  c e t t e  

P i b i e  1.3 r d - r é s c n t c t i o n  s u i v a n t e  s deux che?nes  p o l y n u c l é o -  

tri 6-i cLue:; e n r o ~ ~ l é e s  e n  s p i r a l e  a u t o u r  d ' u n  a x e  commun e t  u n i e s  

p 2 r  ?te? "iioilt s hydrog&rie t l ,  LES b a s e s  p u r i q u e s  e t  p y r i m i d i q u e s  

c ~ - i t ;  o r i e q t é e o  vers  l f i n t é r i e u r  de l a  f i b r e  e t  d i s p o s é e s  

y e ~ p e n d i c u l a i r e m c n t  à l ' a x e ,  t a n d i s  que l e  p e n t o s e  e t  l e  

r ~ ~ d i c a l  p h o s ~ h o r y l ~  s e  t r o u v e n t  e n  p o s i t i o n  e x t e r n e  e t  s o n t  

pa? conséqu-cil-t s e u l s  a c c e s s i b l e s  à l a  t i t r a t i o n .  Les p o n t s  

h y i r o g 3 r e  u n i s s e n t  t o u j o u r s  une  b a s e  p u r i q u e  e t  une  b a s e  

p2-r imidique p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  l a  f o n c t i o n  CO du  

c a r b o n e  6  d ' u n e  b a s e  e t  l a  f o n c t i o n  BH2 d u  c a r b o n e  6 de  l a  

b c s e  opposée ,  LI a d é n i n e  s '  a p p a r i e  t o u j o u r s  a v e c  l a  thymine 



e t  l a  guanine avec l a  cytos ine  ( ~ i g . 4 ) .  
L a  mol6cule d'ADN peut donc ê t r e  comparée à une 

é c h e l l e  h é l i c o ï d a l e  dont l e s  inontants s e r a i e n t  c o n s t i t u é s  p a r  

l 'enchaînement de désoxyribose e t  de groupe phosphoryle e t  

dont l e s  barreaux s e r a i e n t  r e p r é s e n t é s  p a r  l e s  bases  

appar iées  ( ~ i g ,  5 e t  6), 

Les molécules d'ADN ne sont  pas  s t a b l e s  e t  1' on 

sépare  aisément l e s  deux chaînes polynucldot id iques  p a r  un 

simple chauffage d 'une  s o l u t i o n  s a l i n e  2i 70-800 ( C E ) .  Ce 

mécanisme e n t r a l n e  une modif ica t ion  dcs  c a r a c t é r i s t i q u e s  

physiques de l a  molécule ( v i s c o s i t é  , absorp t ion  de l a  

lumière ; pouvoir  r o t a t o i r e ,  e t c . .  , ). P a r  ref ro id issement  

t r è s  l e n t  de ces  s o l u t i o n s  l e s  deux chaînes  peuvent s e  

r é a s s o c i e r  pour  reformer une double h é l i c e .  

La r e p r é s e n t a t i o n  en double h é l i c c  de l'ADN e s t  

en p a r l a i t  accord avec l e s  données ana ly t iques  concernant l a  

composi t io~i  de cet-te laacromolécule (VEATT) (65)  ; (CHARGAFF) 

(66). En e o î e t ,  12s r a p p o r t s  : bases  puriques/bases  p y r i ~ -  

d iques  ; adénine/thymino ; guanine/cytosine ; fonc t ion  6  CO/ 
f o n c t i o n  6 NH2,  son% -tous égaux à 1, q u e l l e  que s o i t  l a  

source de l'ADN dtuclié, Cependant, l a  composition des  ADN 

v a r i e  su ivant  l e s  organismes dont i l s  proviennent ( v o i r  p a r  

exelliple, l e s  r c w e z  g h é r a l e s  de CHAI:GAFF ( 6 7 )  e t  de 

BOULANGER & i:OTVTRE[JIL (68 ) .  Z l l e  e s t  cons tante  dans l e s  

d i v e r s  organes d 'une mcme espèce e t  e l l e  e s t  c a r a c t é r i s t i q u e  

de c e t t e  espèce, Ce t t e  s p é c i f i c i t é  des  ADN s ' accorde  p a r f a i -  

tement avec l e  r ô l e  de support  chilnique des  c a r a c t è r e s  

héréditaires q u i  l e u r  e s t  a t t r i b u é ,  

La séquence des  n u c l é ~ t i d e s  2i l ' i n t é r i e u r  des  

chaînes  d'ADN n ' e s t  pas  encore connue. C e t t e  séquence 

rep résen te  l e  code génét ique lui-rnême : chaque gène e s t  

c a r a c t é r i s é  p a r  un enchafnement d é f i n i  de  nuc léo t i aes .  C e t t e  

n o t i o n  s e r a  ddveloppée à propos dc l a  Biochixaie de l l h é r é -  

dité ( v o i r  p. 52 ). 

(E) ou p a r  l e s  s o l u t i o n s  concentrées  d ' u r é e .  



Adénine 

Guanine Cytosine 
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Appariencnt d e s  bases dans la nolecule d'ADN. 



P : groupe I@hos;~horylo~ ; D : d é s ~ x y r i b o s c  ; 
A : adénine ; G : gucnine ; C : cytcs ine  : 

T : thynine. 

FIGURE 6 

S t ruc ture  en hé l i ce  de l1fdIN, proposée par 

WATSON & CRICK. 



2 O  ) Acides r i b o n u c l é i q u e s .  -- 

1 )  S % r u c t u r e  d e s  Aml. 

Les ARN s o n t  d e s  p o l y r i b o n u c l é o t i d e s  e t  LEVEPTE 

( 6 9 )  en  1926,  avait  émis l ' h y p o t h è s e  que l l u n i t é  s t r u c t u r a l e  

fondamentale é t a i t  x1.n t é t r a n u c l 6 o t i d e  c o n s t i t u é  p a r  l ' u n i o n  

d e s  4 n u c l é o t i d e s  d i f î é r e n t  s c t  que l e s  n u c l é o t i d e s  p u r i q u e s  

e t  pyr imid iques  û l t  c r n a i e n t  r égu l i è r emen t  a u  s e i n  de c e t t e  

molécule ,  Le schéma qu'  il p r o p o s a i t  r e p o s a i t  s u r  l e s  r é s u l -  

t a t  s s u i v a n t s  : 

a - L'APJT dc  Levure possede 4 b a s e s  d i f f é r e n t e s  en  pro- 

p o r t i o n s  é q u i m o l é c u l a i r e s  

b - Les e x p é r i e n c e s  de t i t r a t i o n  e f f e c t u é e s  p a r  l ' a u t e u r  

é l i m i n a i e n t  1' é v e n t u a l i t é  dl une l i a i s o n  d e s  nuc l6o t  i d e s  p a r  

l ' i n t e r m 6 d i a i r e  d e s  r ad i caux  de r i b o s e  e t  d e s  r e s t e s  phos- 

pho ry l e s .  E l l e s  r é v h l a i e n t  en  e f f e t  l a  p ré sence  de 4 fonc- 

t i o n s  a c i d e s  p r i m a i r e s  e t  une f o n c t i o n  a c i d e  s econda i r e .  

Ce t t e  l iypothèse Zut l o n g t e n p s  é t a y é e  p a r  u n  r é s u l t a t  

ob tenu  p a r  1:IYRBACK Sc JORPES ( 7 0 )  concernan t  l e  p o i d s  molécu- 
3 l a i r e  d ' u n  Am1 q u ' i l s  a v a i e n t  t r o u v é  é g a l  à 1 , 3 1  x  1 0  . Le 

p o i d s  r ~ i o l é c u l a i r e  du t é t r a n u c l é o t i d e  s t r u c t u r a l  e s t  e n  e f f e t  

de 1300, Cependant,  aucun argument expér imenta l  n1 e s t  venu 

con f i rmer  p a r  l a  s u i t e  l ' e x i s t e n c e  de ce  t é t r a n u c l é o t i d e  

r é g u l i e r  e t  d e s  méthodes a n a l y t i q u e s  p l u s  r i g o u r e u s e s  on5 
montré que, d a n s  l e s  molécu les  dlAXN, l e s  b a s e s  n t  é t a i e n t  p a s  

r é p a i t i e s  en p r o p o r t i o n s  équ imo lécu l a i r e s .  L 'hypothèse  du 

' ~ é t r a n u c l é o - t i d e  s t r u c t u r a l  ou s t a t i s t i q u e  ( p o l y m é r i s a t i o n  du 

p r é c é d e n t )  e s t  depubis longtemps abandonnée, m a i s  l e s  t r a v a u x  
de LEVENE e t  ceux de FLETCJTNER, GULLAND & JOFlDAN ( 7 1 )  a v a i e n t  

t o u t e f o i s  é t a b l i  que l e s  n u c l é o t i d e s  é t a i e n t  u n i s  p a r  une 

l i a i s o n  phospho-diest  e r .  Le r i b o s e ,  dans  u n  n u c l é o s i d e ,  

possédan t  3  f o n c t i o n s  a l c o o l  l i b r e s  ( e n  2 '  , 3 '  e t  5 '  ) il 

e x i s t e  p l u s i e u r s  p o i n t s  d 1  a t t a c h e  p o s s i b l e s  d e s  l i a i s o n s  

i n t e r n u c l é o t i d i q u e s .  



Nous avons vu, à propos des  c o n s t i t u a n t s  des  a c i d e s  

nuclé iques ,  que l e s  n ~ i c l é o t i d e s  l i b é r é s  au cours  de l1hydro- 

l y s e  a l c a l i n e  des  AIüa é t a i e n t  un mélange de nucléosides-2'  

e t  3 -phosphates, La présence de ces  n u c l é o t i d e s  s t  expl ique  

p a r  l e  mécanisme même de l ' h y d r o l y s e  a l c a l i n e  (sodique ou 

po tass ique)  q u i  implique dans un premier  temps, l a  format ion  

d 'un  t r i e s t e r ,  p u i s  l ' h y d r o l y s e  de l a  l i a i s o n  i n t e r n u c l é o t i -  

dique e t  e n f i n  l ' o u v e r t u r e  en a ou en b du nucléot ide  

cycl ique  i n s t a b l e  (2 ,~ - ï  & WTH) î72) g (BROWH & TODD) (73)  
( ~ i g .  7 ). D1 a u t r e  p a r t ,  1' hydrolyse r ibonucléas ique  conduit  

t o u j o u r s  aux nucléosides-3'-p%asphates, t a n d i s  que l ' hydro-  

l y s e  p a r  l a  phosphodiestérase de venin de serpent  f o u r n i t  

des  nucléosides-5'  -phesphates. On peut  donc conclurv,  que 

l a  l i a i s o n  i n t e r n ~ ~ c l é o t i d i q u e  e s t ,  dans l e s  AHN, du type  3 ' ,  
5' -phosphodiester (~ig.8). 

idais, s i  l e  mode d 'union  des  n u c l é o t i d e s  e s t  b i e n  

é t a b l i ,  l a  s t r u c t u r e  pr imaire  de l a  chaîne  r ibonucléique 
s u s c i t e  encore de nombreuses con t roverses  e t  r e s t e ,  pour  

l1 i n s t a n t  pratiquement inconnue. 

2) Hétérogénéi té  des  AEST. 

La s e n s i b i l i t é  p a r t i c u l i è r e  d e s  ARJJ aux enzymes de 

dépolymt5risation e t  aux s e l s  min2raux p r 6 s e n t s  dans l e s  

s o l u t i o n s  df c x t r n c t i o n  a longtemps r e t a r d é  l a  connaissance de 

l e u r s  poids n o l é c u l a i r e s  exacts .  En e f f e t ,  l a  degradat ion  pnr- 

t i e l l e  des Al% au cours  de l e u r  isolement  conduisa i t  

t o u j o u r s  à des  p r é p a r a t i o n s  c o n s t i t u é e s  p a r  des melanges de 

composés, de po ids  molécula i res  tres v a r i a b l e s ,  L1 arn6liox-a- 

t i o n  des procédés d l e x t r a c t i o n  des  Am t i s s u l a i r e s  a permis 

d 1  o b t e n i r  des  ARN " n a t i f s v v ,  sans  t o u t e f o i s  é l iminer  l a  

n o t i o n  d 'hé té rogéné i t é .  Actuellement, on connai t  t r o i s  t y p e s  

d1  ARN d i s t i n c t s  p a r  l e u r s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques ef 

p a r  l e u r  r ô l e  biochimique : l e s  ARN v ' s o l u b l e s l v ,  l e s  ARN 
ribosomaux e t  l e s  ARN llmessagers". 



Base -C-C--C-C-C 
I 

c: 
1 

HO- P = O 
---2' + C 

Base -C-C-C-C-C 

8 l 

HO- P = O 
1 
OR 

Base -C-C-C-C-C 
l !  

O 
G!+ 

Base-C-C-C-C-C 

O I 
HO- P = O 

Base  -C-C-C-C-C 
i I 

( i s o n è r c  h)  (iso~èrê dh) 
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Schén2 de l'hydrolyse a l c a l i n e  des ARN 



1 ' 2 ' 3 ' 4 ' 5 '  
Base @ i nucléos ide  iliphos;~h?.t~ 

4 nucl6oside nonophosphate . . 
C . . 

Base -C-C-C-C-C $'@ -" nucl4oside i:ionophosghnte 

Base -C-C-C-C-C 

FIGURE 8 

Schdrla de  s t r u c t u r e  des  a c i d e s  r ibonuclé iques .  

 es doubles  f l è c h e s  T indiquent  l e s  p o i n t s  
v 

dl a t t a q u e  de 1' hydrolyse a l c n l i n o  ). 



a )  AR?? llsolubles!' (ARNs) 

La p u r i f i c a t i o n  des ARN c e l l u l a i r e s  to taux ,  p a r  p réc i -  

p i t a t i o n  de l e u r s  s o l u t i o n s  p a r  l e  ch lorure  de sodium 1 M a  
montré que ces  ARN é t a i e n t  hétérogènes.  En e f f e t ,  c e r t a i n s  
p r é c i p i t e n t  t a n d i s  que d ' a u t r e s  r e s t e n t  en s o l u t i o n  ( 
(CRESTFIEID & ~011. ) (74);  (DAVIS & ALLEN) ( 7 5 ) ;  (PZURA & COU. ) 
(76) ;  (KAVVADE & c o l l e  ) (77)  ; (COLTER & ~011. )(78)  ; (BROWN & 

Co11. ) (79 )!. Les Am a i n s i  obtenus sont  d i f f é r e n t s  p a r  l e u r s  
poids  molécula i res  (~IIuRA & Col l ,  ) (80)  p a r  l e u r  comportement 

é l ec t rophoré t ique  en g e l  de s i l i c e  (HARRIS 6 DAVIS) (81)  e t  
p a r  l e u r  composition en n u c l é o t i d e s  (LIPSHITZ & CHARGAFI?) (82).  

Les ARN s o l u b l e s  dans l e  ch lo ru re  de sodium M ont é t é  

i d e n t i f i é s  aux ARN de l a  s o l u t i o n  cytoplasmique (OTAKA & Col l . )  

(83) > ( s N I T ~ ) ( 8 4 ) , ( e t  appe lés ,  pour  c e t t e  r a i s o n  ARN ' 'solubles11 
ou A P ~ S ) ,  à ~~'ARI!? pH 5"  obtenu p a r  p r é c i p i t a t i o n  à pH 5 de 
l a  s o l u t  i o n  cytoplasmique (HOAGLAND) (85 ) e t  auxtlARN de t rans- 

f e r t t 1  (SILUTH) ( 8 6 ) ,  (BROWN) (87)  (TLEROLA & DAVIS) (88)  des  
a c i d e s  aminés du mi l ieu  c e l l u l a i r e  v e r s  l e s  ribosomes, s i è g e s  
des  synthèses  pro té iques .  I l s  semblent &tre i d e n t i q u e s  pour 

t o u t e s  l e s  espèces (CANTONI ~011, ) (89) .  On l e s  a c a r a c t é r i s é ,  
à l a  f o i s  dans l e  tlsucll n u c l é a i r e  e t  dans l e  'lsucff cytoplas-  
nique. I l  s ' a g i t  dtARN l ' l i b res"  non conjugués à d e s  p r o t é i n e s ,  

dont l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  physico-chimiques sont  l e s  
su ivan tes ,  ( v o i r  revues généra les  de SPIRIN (90)  e t  de BROWN 

(91) t 

1 - La molécule e s t  c o n s t i t u é e  p a r  l t a s s o c i a t i o n  de 80 
O 

n u c l é o t i d e s  e t  possède une longueur  de 100 A. E l l e  e s t  formée 

d 'une s e u l e  chaîne enroulée en une double s p i r a l e  analogue à 
c e l l e  d e s  ADN, avec l e s  appariements G-C e t  A-U c l a s s iques .  

Cet te  s t r u c t u r e  a é t é  confirmée p a r  l e s  s p e c t r e s  de d i f f r a c -  
t i o n  d e s  rayons X, Deux schémas d i f f é r e n t s  ont é t é  proposés 
pour r e p r é s e n t e r  l a  inolé c u l e  dtARNS ( p i g e  9a e t  b ) .  



2 - I l s  posskdent une conçt2nte de ssdimentat ion de  

4 S e t  un poids  moloculaire  de 25.000 2 1.000. P a r  chauffage 

100°C, on o b t i e n t  un compos6 c r i s t a l l i s a b l e  dc cons tante  

de sédimenta t ion  de 2 , S  S e t  d ' u n  poids molécula i re  de 

10.000. Ce r é s u l t a t  e s t  en f a v e u r  du schéma de s t r u c t u r e  b 

de l a  Fig.9. 

3 - Les AflN S renferment des  p ropor t ions  non nég l igeab les  

de b a s e s  " ~ n o - m a l e s "  : p s c u d o - u r ~ ~ c i l è  ( 4  p. 100 env i ron) ,  thy-  

mine (1 p. 100 env i ron) ,  5-at!ithyl-cytosine e t  de p e t i t e s  

q u a n t i t é s  de  bases  pur iques  méthylées (voir p , l l  ), 

4  - Les séquences nucl6ot id iques  son t  spLcif iques de 

chaque APW. Toutefo is ,  c e r t a i n s  enchaîneincnts son t  c o l m n s  

à t o u s  les AnTS ; l c s  nio1i:culeç dlAIIT\TS c ~ ~ k i e n c e n t  p a r  un 

r é s i d u  guanylique,  ( p o r t e u r  d ' u n  r e s t e  phosphoryle en 3 1  ) e t  

s e  terminent  p r  l a  séquence cyt  idyl -cyt  idyl-adénylique.  Le 

t r i p l e t  nucléot  id iquc  t e m i n a l  n t  e s t  donc pas spec i f ique .  

5 - Au c o n t r a i r e ,  le ' ~ r l p l e t  s ~ ~ b t c r m i n a l  e s t  spéc i f ique  

de l ' a c i d e  aiiziné dont l'A12?I"TX c s t  res;onsable du t r a n s f e r t  : 

p a r  cxemi2le ce t r i p l e t  e s t  G-C-A pour  l a  l e u c i n c  c t  U-C-A pour 

l t i s o l e u c i n e  ( L A G E P ~ I S T  & BERG (92) ; BERG 2- Col l .  ( 93 )  ), 
L'ac ide  aminé se  Pixe pzir son carboxyls s u r  l'OH en 3' du 

r ibose  de 1)ac i .de  adénylique terminal, (T ig ,  1 0 ) .  

6 - Dans l a  t l cou~bure l '  de  l a  double h é l i c e  t r o i s  nucléu- 

t i d c s  ne sont pas appar ibs  avec d e s  n u c l é o t i d e s  complémentaires. 

I l s  p e m ~ i e t t r a i e n t ,  s e l o n  l c s  a u t e u r s ,  l a  f i x a t i o n  de l f amino-  

acyl-AP?S s u r  1' APJY "messager", p a r  1' i n t e r m é d i a i r e  d 'un  

t r i p l e t  nucléot id ique  complémentaire ( v o i r  Fig.22 g p. 59 ). 



b  ) AIZi.-l1 r i b o  s o ~ ~ a u x " .  (A~' ;NX) - - -  - - - - - -  
Les APDI i n s o l u b l e s  dans  l e  c h l o r u r e  de s o d i ~ m  Id 

 nt e t 6  i d e n t i f i é s  aux AlQt ribosomaux. I l s  o n t  é t é  f r a c t i o n i l é s  

e n  AL'? 1 6  S e t  23 S chez l e s  b a c t e r i e s  e t  e n  AP3 18 S e t  28 S  

chez l e s  roaunif è r e s ,  Ces Al:l!T sont  l e s  c o n s t i t u a n t s  "I^iZajeurs" 

d e s  A13T c e l l u l a i r e s  : i l s  e x i s t e n t  sous  l a  fomie de  nuclho- 

p r o t é i n e s  que 1' o n  t r o u v e  l i b r e s  d a n s  l e  cytoplasriie e t  dans  l c  

suc  n u c l é a i r e  ( ribosoines ) ou a s s o c i é e s  a u  r&t-iculum endopla i -  

miquc ( g r a i n s  d e  PAUDE) (s), Les r ibosomes l e s  p l u s  abondants  

(70-80 S )  ~:it u n  PI2 de l ' o r d r e  de 3 l r i l l i o n s  e t  s e  d i s s o c i e n t  

e n  sous-un i tés  30 S e t  50 S l o r s q u e  l e  i n i l i e u  e s t  pauvre  e n  

i o n s  ?,Tg+' (GROS êL Coi l .  ) (94  ) . I l s  s t  a s s o c i e n t  e n t r e  eux p o u r  

foriiler d e s  a g r E g a t s  a p p e l é s  p~ l ;y somcs  ou ergosones ,  Ces dc r -  

n i e r s  on t  Q t é  m i s  en cv idcnce ,  LU m i c ~ o s c o p c  B lec t ron ique ,  non 

seulem6nt dans d e s  p r é p a r a t i o n s  a c e l l u l a i r e s ,  mais a u s s i  d a n s  

l e s  c e l l u l e s  elles-mêines ( v o i r  a c e  s u j e t ,  l a  revue gCn6rale 

de bIUNRO & C o l l .  (95) ) Il  s ' a g i t  de ribosonles a t t a c b b s  e n  

nomnbrz var ia ,b le  ( d e  3 â 40  cnv i ron )  & une molLcule l i n é a i r e  

d1B2N que cerJcnins a u t e u r s  i d e n t i f i e n t  & 1 '  ARN l 'rnessagei", 

l e* ;  principales p r o p r i c t e s  d e s  AP? l ~ ~ i b o s o , n a u x ' ~  eont l e ç  

s u i v a n t 5 s  : ( v o i r  revue gén: r a l c  dc SPIl'I?l (96) ) 

1 - 11 s ' a g i t  dlARl!T d e  po ids  rno l6cu la i re  é l evé  o 
5 5,6 x 1 0  (163)  e t  .i,l x 106 (239) chcz l c s  b a c t é r i e s ,  s e l o n  

5 6 IXJRLAND ( 9 7 )  p 6 x  1 0  (10s) e t  1,3 :r 1 0  ( 2 8 s )  chez l e s  ma-zl- 

mnifères s e lon  HALL 6. DOTY ( 9 8 ) ,  

2 - Leur composi-tion i l o l a i r e  v a r i z  d a n s  de l a r g e s  l i i ~ l i t e s  

e t  I c s  r é s u l t a t s  contradictoires ob tcnus  j u s q u l à  p r h s e n t  

s1  exp l iquen t  p a r  l a  g ~ a n d e  l a b i l i t é  d e s  AP? " r iboso l~ laux~ '  vj s--h- 

v i s  de l a  r i bonuc l éa se  ou d e s  s e l s  r i inéraux p r é s e n t s  dans l e s  

s o l u t i o n s  d l e? r - t r ac t i on .  Cependant,  il seïrtble que l e  noi3brc de  

f o n c t i o n s  6 fJH2 é g a l e  c e l u i  d e s  f o n c t i o n s  6 CO et, que l a  s o m e  

A + G & g a l e  l a  som~ne C -1 U. 

.-- 

(i;,) Le flcomplexe" g r a i n s  d e  PALADE - r b t  i culurn 1 ipop ro t é iC ' I -  -ci~?- 
c o n s t i t u e  l e s  ~ ~ m i c r o s o m e s ~ ~  (ou  " f r a c t i o n  r n i c r ~ s o m a l e ~ ~ )  de  
CLAUDE que 1' on o b t i e n t  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  d i f f  é i e n t i c l l e  



FIGURE 9 

Schenas de structure d e s  A13a solubles 

(ARN S) 

o : poin t  d'attache de l'acide aïriin6 
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FIGURE 10 

t r i p l e t  de  codage 

( n u c l é o t i d e s  non q q a r i ~ s )  

Schéna de s t r u c t u r e  de llAP& S. rèsponsa.ble  du 

t r a n s f e r t  de l n  leucine .  



3 - Les s p e c t r e s  de d i f f r a c t i o n  d e s  rayons 2: semblent 

démontrer 1' ex i s t ence  d 'une  s t r u c t u r e  p a r t i a l l e  en double 

h é l i c e .  Le schéma de l a  Yig. 11 i l l u s t r e  12s conceptions 

a c t u e l l e s  concernant l a  s t r u c t u r e  des  AInf ~ribosomaux". 

4 - Les A I ) ?  ribosomaux 16 S (ou  18 S) sont l e s  cons t i -  

t u a n t s  des  p a r t i c u l e s  r ibosona les  30 S t a n d i s  que l e s  ARN 

riiiosoimux 23  S (ou 28 S )  s e  t rouvent  dans l e s  p a r t i c u l e s  

50 S. L ' a s s o c i a t i o n  d 'une p a r t i c u l e  30 S e t  d 'une part icu. le  

50 S d o m c  u n  ribosome 70 S ; c e l l e  de deux ribosomes 70 S 

donne un ribosome 100 S. La cohésion dc c e s  ag réga t s  e s t  en 
r e l a t i o n  é t r o i t e  avec l a  concen t ra t ion  en  ions  magnéaium 

( ~ g + + )  du aiiilieu. 

c )  AIIN tti;iessagersll. (ARN m.)  - - - - - - - - - -  
LI ex i s t ence  dl a c i d e s  r ibonuc lé iques  i n s t a b l e s ,  à 

v i t e s s e  de renouvellement tres é levée ,  a é t 6  démontrée p a r  

VOLKIN 6c ASTRACHAN, en 1456-1958 (99-100) p a r  GROS & C o l l .  

(101)  e t  BPaHNER & Coll .  ( 1 0 2 ) c b ~ ~  l e s  microorganismes . Ces 

a c i d e s  r ibonuclé iques  p a r t i c u l i e r s  sc  f o rne ra ien t  p a r  

"moulage" s u r  l c s  rfiolécules d'ADN dont i l s  s e r a i e n t  des  

r e p l i q u e s  exac tes  e t ,  passant  dans l e  cytoplasme, s e r a i e n t  

l e  support  a c t i f  de l a  synthèse d e s  p r o t é i n e s  ( v o i r  p. 55 ). 
A ces  a c i d e s  r ibonuclé iques  qui  t r a n s p o r t e n t  l e s  "informa- 

t i o n s "  génét iques ,  J A C O B  L bTOTqOD (103)  ont  donné l e  non d l A R N  

"messagersI1. Ces ARCi messagers ont é t é  recherchés chzz l e s  

maijmif&rcs p a r  de t r è s  nombrcux au teurs .  Leurs p r o p r i é t é s  

sont  encor2 rial connues, en r a i s o n  même dcs  d i f f i c u l t é s  que 

l t  on rehcont re  l e s  i s o l e r .  Taous pouvons t o u t c f o i s  résumer 

l e u r s  p r i n c i p a l e s  c z r a c t é r i s t i q u e s  de l a  manière su ivante  : 

( v o i r  revues généra les  de Iiri)liilNN (104) e t  de G R U P I B E X - ~ ~ ~ A G O  

e t  GBOS (105) ) 



FIGURE -- 11 

Schhrna s t r u c t u r a i  hyi2othétique des ARN nacronolé- 

c u l a i r e s .  

LI nsparicncnt  des  bases  p a r  dos "2onts  hydrogêne" 

est- indiqué pzr d e s  p o i n t i l l é s .  

(d'apr&s FRESCO & Coll. (106)). 



1 - Les ARN "messagers" sont  p r é s e n t s  dans l e s  c e l l u l e s  

en t r è s  f a i b l e  p r o p ~ r t i o n ,  n tcxcédan t  p a s  4 h 7 p. 100 des  

APQ? to taux.  

2 - Leur v i t e s s e  de renouvellement e s t  extrêmement 

rapide  e t  l e u r  demi-vie e s t  brèvc. ( 2  ?L 3 mn chez l e s  bacté-  

r i e s  ; 3 à 4 h, chez l e s  c e l l u l e s  animales) .  

3 - Leur composition molaire  s e  rapproche de c e l l e  d e s  

ADN. Chez l e s  ~iaminifêres, e l l e  c s t  inve r se  de c e l l e  des  a u t r e s  

AD? c e l l u l a i r e s  : s i  l a  composition centésimale d e s  ADN e s t  

G : 20 C : 20 A . : 3 0 -  T : 3 0  
11 celle .?es hm "~~ess ' :~i . , r5  s e r i .  t h & ~ r i ~ ~ ~ : - ~ 1 2 t  : 

G : 2 0  Cl : 20  A : 30 TJ* : 30 
e t  c e l l e  cics ?;utres AI'? s 

G : 30 C : 30 A : 2 0  3 : 20  

4 - Le p o i d s  moléculaire  des BEI$ " ï ~ e s s a g e r s ' ~  n t  e s t  p a s  

d é f i n i  avec p r é c i s i o n .  On s a i t ,  cependant q u ' i l  s ' a g i t  de 

macromolécules dc cons tante  de sédimenta t ion  6 à 30 S chez 1 pCi 

b a c t 6 r i e s .  L thé t6 rogéné i t é  e s t  encore p l u s  grande dans 15, 

c e l l u l e s  anilnales ou l t o n  t rouve  en o u t r e  des  molécules de 

cons tante  dc  sédimentat ion supér i cu rc  30 S. 

5 - Les  APIT "niessagers" S I  a s s o c i e n t  i n  vivo e t  i n  vitro 

avec un  nombre v a r i a b l e  de ribosomes 70 ou 100 S pour  former 
l e s  ergosornes ou polysones ( ~ i g .  2 2  ; p. 59 ). 

3 )  Fractionnement des  A m .  

Ltisolemen-t; e t  l ' é t u d e  de c e s  d i f î é r c n t s  ARN ont pi: 

&%re r é a l i s é s  c e s  d e r n i è r e s  années,  grfice aux perfcctionne-i..rnts 

appur tés  aux méthodes de p r é p a r a t i o n  e t  de fmctionnement  d e s  

ARN ( v o i r  à ce s u j e t  l a  revue généra le  de  STAEHELIN (107) ). 



L e s  AXA s o l u b l e s  s o n t  g é n é r a l e m e n t  p r é p a r é s  à p a r t i r  d e  

l a  l l s o l u t i o n  c y t  ~ p l a s r u i q u e ~ ~  o b t e n u e  a p r è s  é l i m i n a t i o n ,  p a r  

c e n t r i f ~ g a t i o n ~ d e s  p a r t i c u l e s  c e l l u l a i r e s  ( v o i r  p . ~ l )  ou  à 

p a r t i r  dlAfüY t o t a u x  e n  m e t t a n t  à p r o f i t  l e u r  c a r a c t è r e  d e  

s o l u b i l i t é  d a n s  l c  c h l o r u r e  d e  sodium ITE , p r o p r i é t é  q u i  

perhict d e  l e s  s 6 p a r e r  d e s  A i 3  r ibosomaux a ins i  i s o l é s .  

Quelques  e s s a i s  d e  s 6 p a r a t i o n  d e s  A1W s o l u b l e s  e t  d e s  Am 
ribosomaux o n t  é t é  f a i t s  p a r  ch romatograph ie  s u r  c o l o n n e  d e  

c e l l u l o s e  n o d i f i é e  ( v o i r  p a r  exemple : GOLDTHWAIT & C o l l .  

(108) ; BOSCH & C u l l .  ( 1 0 9 )  ; OSAIYA ( l l u )  ; OTAKA & C o l l .  4 

(111)  ) ou dl amidon c a t i o n i q u c  (SEIITH Gr C o l l .  ( 1 1 2 ) ) .  Mais c e  

s o n t  surtor- t  l e s  méthodes d e  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  

s a c c h a r o s e  (NCQUILLEN & C o l l .  ( 1 1 3 )  ; BRITTEN ei ~011. ( 1 1 4 ) )  

e t  d e  chromat o g r û p h i e  sur c o l o n n e  d e  sé runa lbumine  m é t h y l é e  

( I ~ X D E L L  & HZRSIIEY ( 1 1 5 ) )  q u i  ont c o n t r i b u é  l e  p l u s  à l a  

c o n n a i s s a n c e  p a r f a i t e  des d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d l  ARN. ( v o i r  

p a r  exemple : C O C I T O  ?C C o l l .  ( 1 1 6 )  ; SUEOU ( 1 1 7 )  ; TAKA1 & 

C o l l .  (118)  ; KUBINSKI & C o l l .  ( 1 1 9 ) ) .  

Ces t o c h n i g u o s  d e  f r ac t ionnernen t  o n t  p e r m i s  en o u t r e  d e  c o n f i r -  

mer 1 1 h é t é r o g é n 4 i t é  d e s  ANN s o l u b l e s  (SUXOKA ( 1 2 0 ) )  e t  d e  

d é m o n t r e r  c e l l e  d e s  Am m e s s a g e r s  ( v o i r  p a r  exemple : T A U 1  & 

Col l .  (121)  ; 160NIER & C o l l .  (122)  ; I S H I H m  & C u l l .  ( 1 2 3 ) )  

e t  c e t t e  n o t i o n  s ' a c c o r d e  p a r f a i t e m e n t  a v e c  l e  r ô l e  b i u l o g i -  

que que  jouen t  c e s  Am. 

De nombreux t r a v a u x  o n t  é t é  c o n s a c r é s  au f r a c t i o n n e m e n t  

d e s  d i f f é r e n t s  ARlY s o l u b l e s  9 ceux-c i  o n t  é t 6  s é p a r -  p a r  l a  

méthode de  d i s t r i b u t i o n  B c o n t r e  c o u r a n t  (HOLLEY & C o l l .  - (124) ;  

EVEFLETT Gr C o l l .  ( 1 2 5 )  ; DOCTOR & C o l l .  ( 1 2 6 )  ; APGAR & C o l l .  

(127)  ; ZACHAU & Col l .  (128)  ; TADA & C o l l .  ( 1 2 9 )  ; VIESD'IEYER& 

(2011. (130)  ; STAEHELIN & C o l l .  (131)  ), ~ a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  co lonne  di3 c e l l u l o s e  m o d i f i é e  (HOAGLAND & C o l l .  ( 1 3 2 )  ; 
NISHIYAMA & C o l l .  (133)  ; OFFENGAmD 2 C o l l .  ( 1 3 4 )  ; BROWN & 

C o l l .  (135)  ; KAWADA & C o l l .  (136)  ) ou d ' amidon  c a t i o n i q u c  

(STIITH & Col l .  (137)  ) o u  s u r  c o l o n n e  de  p h o s p h a t e  d e  c a l c i u m  

(KART~WT & C o l l .  (138) ; CANTONI (139)  ) ou e n c o r e  p a r  ul t ra-  



centrifugation ( LUBORSKY & CANTONI (140) ou gel filtration 
sur Séphadex (TANAXA & Coll. (141)) ou par chromatographie 
sur papier imprégné de DEAB c e l l ~ l o s e ~ ( ~ ~ ~ 0 ~ ~ 0 ~  & Co11. (142)). 

Il devient possible d1 isoler l1APS3 de transfert spécifique 

d'un amino-acide donné pour en étudier la composition et la 

séquence nucléotidique (voir par exemple : ZOLLEX & Coll. (143). 

Quant au fractionnenent des A R J  messagers les expé- 

rimentations sont encore trop fragmentaires pour permettre 

une interprétation sérieuse des résultats (voir par exemple : 

BOLTOrJ & McCARTHY (144 ) ; RIDSON & Coll. (145)). 

-- 

E 
DEAE ccllul~se : ài6thylaninoéthylcelluli:se, 



III - MEIIldOLISNIE DES f&IDES NUCLEIQUES, 

Nous décrirons brièvement dans ce paragraphe les 

étapes essentielles du métabolisme des acides nucléiques dont 

la connaissance est indispensable pour discuter les résultats 

de nos travaux concernant le renouvellement du radio-phosphore 

dans les acides ribonucléiques tissulaires. La synthèse des 

acides nucléiques comporte les deux étapes suivantes : 
A - Synthèse des nucléotides 
B - Synthèse des acides nucléiques eux-mêmes, 

A - SYNTHESE DES NUCLEOTIDES, 
La cellule réalise la synthèse des nucléotidcs, 

soit à partir de pyécurseurs 'Inon nucléiques" comme des acides 
aminés, des carbonates, des radicaux formyle (synthèse l'de 

novof1), soit ü partir de procurseurs llnucléiquesll comme les 
bases et les nucléosides, La synthèse Ilde novoll conduit à la 

formation de deux ribonucléotides, l'un purique, 1' acide 

inosinique, l1 autre pyrimidique, l1 acide uridylique , ~,ui sont, 
par des réactions de conversion, à l1 origine de tous les 

nucléotides, respectivem~nt puriques et pyrimidiques, On sait 

dl autre part, que les désoxyribonucléotides se forment i 
partir des produits de la dégradation des ribonucléotides 

(bases et ribonucléosides) et des ribonucléotides aux-mêmes, 

Le schéma géneral du métabolisme des ribo et des 

désoxyribonucléotides est illustré par la Fig. 12 

Nous décrirons en premier lieu, les étapes de la 

synthèse des ribonucléotides puriques et pyrimidiques, à 

partir de précurseurs dl origine non nucléique ( "synthèse de 
novo"). Nous exposerons ensuite le mécanisme de la formation 

des ribo et des désoxyribonucléotides à partir de précur- 
seurs d1 origine nucléique : les bases et les nucléosides. 
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1°) Synthèse des nucléotides à partir de précurseurs non 

nucléiques (synthèse "de novo"). 

a) Synthèse "dc novoH des ribonucléotides puriques. 

L'utilisation de composés marqués par des atomes de 

14c ou de 1 5 ~  a permis de reconstituer 1s voie de la synthèse 

du noyau purique et de démontrer qui: cet hétérocycle complexe 

se construisait à partir de nolécules très sinples : le glyco- 

colle, l'sinmoniaque, le CO2, l'acide aspartique et des radi- 
caux "fornyltt transportés par des dérivés de l'acide folique. 

Los réactions métaboliques, rassemblées dans la Fig. 13, 
conduisent à l'acide inosinique qui donne par des réactions de 

conversion décrites dana la Fig. 14, les acide ribo-guanyligue 
et ribo-adénylique. 

b) Synthèse "de novo" des nucléotides pyrimidiques. 

La synthèse "de novo" des nucléotides pyrimidiques 

conduit à la formation dt acida ribo-uridylique, à partir 

duquel se fornent 1' acide ribo-cytidylique, 1' acide désoxyribo- 

cytidylique et l'acide désoxy~ibo-thyaidylique, suivant le 

schéma de la Big. 15. 

2 0 )  Sgnthèsc des nucléotides à partir de précurseurs d'origine 

nucléique, 

L'adninistration à des animaux d t  exp6rience de bases 

et de nucléosides marqués par lc radiocarbone et par le tritium 

est suivie d'une incorporation de ces composés dans les acides 

nucléiques. Les organismes sont donc capables d'effectuer la 

synthèse de nucléotides à partir de buses ou de nucléosides, 
et ce processus métabolique sembl~ prbsentcr la principale voie 

de formation des dEsoxyribonucléotides. 



FIGURE 13 

Synthèse Ilde novo" de 1' acide  inosinique. 
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F I G U R E  14 

Synthèse des ac ides  adénylique e t  gclanylique à 
s a r t i r  de l t  acide inos in ique .  
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Biosynthèse d e s  n u c l é o t i d e s  pyr imidiques .  
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a) Formation des nucléotides à partir des nu,cléo- 

La phosphorylztion des nucléosidés est réalisée : 
- soit par des phosphatascs 

Iiucléoside + ester phosphorique -? nucléotide 

- soit par des nucléoside-phosphokinases 
Nucléoside + AT? ,,-+ nucléotide + ADP 

Origine des nucl6osidcs. 

Les nucléosides possèdent ur-2 double origine. Ils proviennent 

en cffct, soit des nucléotides, dont la déphosphorylation est 

rgalisée par des phosphatases ou par des nucl6otidase~ spéci- 

fiques, soit des bases sur lesquelles le pentose est greffé 

par des nucléoside-phosphorylases ou par des transglycosylases 

- adénine + hypoxanthinc- adénine-désoxyriboside + 
désoxyriboside ' hypoxanthine 

[t r~.ns~lycosylase~ - 
b) For~nztio:~ 3és nucléotides par-tir des bases. 

Les nucleotides peuvent se forner par condensation 

des bases avec 1' acide 5-phospho-ribosylpyrophosphorique 

(PRPI?) en  résen en ce d'un.; nuci6otide-pyrophosphorylase. Le 
PRPP lui-même est synthétisé par l'action d~ la 5-phosphoribo- 

pyrophosphokinase sur le ribose-5-phosphate et 1'ATP (~ig.16 ). 
Selon KALCKAR, une 5-phosphoribokinase catnlyse la 

réaction suivantè : 

Le ribose-1,S-diphosphate réagit ensuite sur lcs bases et 
donne lieu à la formation de nucléotides gr&ce à l'action d'une 

nucléotide-phosphorylase : 
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FIGURB 16 

~iosynthh se du phosphoribosyl pyrophosphate (Pm? ) 
et des nucléotides à partir du PRPP. 



Origine des bases. 

Les bases puriques et pyrimidiques proviennent essentiellement 

de la dégradation des nucléotides dont les étapes sont les 

suivante s : 

Acides nucléiques 

dr 
Nucléotides 

\t 
Nucléosides 

5 
Bases 



Depuis les travaux de KORNBERG et drOCHOA, on sait 
quc les chalnes polynuciéotiüiques qui constituent les molé- 

cules d'acides nucléiques se formcnt partir de nucléoside- 

polyphosphates selon des modalités légerement différentes 

pour lcs deux types dl acides nucléiques. 

10) 3iosynthèse dcs acides désoxyribonucléiques. 

Les travaux de KOl2BERG (146) ont pemis de préciser 

les modalités de la synthèse des acides désoxyribonucléiques. 

L'auteur a démontré en u-tilisant des nucléotides riiarqués, que 

la, formation dcs chaînes polynucl4otidiqucs des acides désoxy- 

ribonucléiques sf effectuait suivant un mécanisme identique à 

celui qui conduit la synthèse de coenzymes nucléotidiques, 

corne le diphosphopyridine-nucl6otide (DPN) ou le flavine- 
adénine-dinucléotide (PAD) : 

ATP + nicotina~iide mononucléotide - 9~ f .M  + acide pyrophospho- 
ri que 

ATP + FJPIN--)I'RD + acide pyrophosphorique 

Sous l'action d'un enzymc extrait de E, Coli, l'ADN 
polymérase, un m6langc de4 désoxyriboside-triphosphates (voir 

p, 47 ) de la guanine, dc 11ad4nine, de lu cytosine et de la 
thymine conduit en presencc d'un acide désoxyribonucléique à 

la synthèse d'un acide désoxyribonucléique identique à celui 

qui a et6 introduit dans le milieu réactionnel et qui sert, 

semble-t-il, de modèle molkculaire. KORNBEIiG a démontré que 

le mécanisme d'allongement de La chaîne polynucléotidique 

Q 1  eff cc-tuait conf orm6men-t au schérfia de la :t?ig,l7. 

L1&tude de l'incorporation de désoxyribonucléosides 

triphosphates, inarqués spiicifiquement par le 3 2 ~  sur lf'un des 

trois restes phosphoryle û p e r d s  en outre ,  à l'auteur, de 
préciser la destinée des residus phosphoryl6s et de montrer 

que la formation des rnol6cules d'ADN s'effectuait selon le 
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FIGURE 17 

Ifiecanisne de l1 allcngement de la chaîne polynucl6ot i- 

dique d'un ADN. 
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En c o n c l u s i o n ,  il a p p a r a î t  donc  : 

- a )  que 1' enzyme i m p l i q u d  d a n s  l a  r a a c t i o n  n é c e s s i t e  u n  

démoulage su r  u n  c h a î n o n  prQe::is-tmt (il s1 a g i t  dl-anc polym6- 

r a s e )  9 

-- b )  qui: d a n s  1s c a s  de dG, dA e t  dC, l e  p h o s p h o r y l c  .y e s t  

i n c o r p o r é  dans l a  mol6cu lc  t a n d i s ,  quc d a n s  l e  c a s  de l l z c i d c  

t h y m i d y l i q u e ,  il s ' z g i t  du  p h o s p h o r y l c  (3 d e  l a  T P P P d ' o r i -  

g i n e .  

2 O  ) B i o s y n t h è s e  ù ~ s  a c i d e s  r i b o n u c l b i q u c s ,  -- - 
Deux nScanismes  s o n t  a c t u , l l e ~ r c n t  p r o p o s e s  p o u r  

e x p l i q u e r  l e s  r k a c t i o n s  de p o l y r i i 6 r i s a t i o n  d e s  r - i b o ~ ~ u c l é o t i c i e s ,  

a )  I ) o l g n i t r i s a t i o n  h ~ 2 r t i r  d d s  n u c l ~ o s i d e s  d i s o s -  - -- - 
phat e s  s o u s  1' a c t i o n  de  l a  p o l g n u c l e o t i d e  p h o s p h o r y l a s c .  -- 

Les t r a v a u x  de  GXUTJBBIIG-I,LA.IJAGO e t  d r  OCHOA (147 ) o n t  

c o n d u i t  2. l l i s o l c m e n t  d e  l a  polynuclt20tide-phosphoq~1;3.sc 3 
p a r t i r  d ' A z o t o b a c t e r  v i n e l a n d i i  e t  ci' a u t r c s  b a c t 6 r i e s .  11' enzyme 

c a t a l y s e  s p 6 c i f i q u e m e n t  l a  s y n t h e s e  dlAEm 5 p a r t i r  dc  n u c l é o -  

s i d e s  d i p h o s p h a t e s  s ~ l o n  l e  sch6ma s u i v a n t  : 

- - -  - - 

3 marque 1' emplxccment d u  3 2 ~  
~TPPP, ~ G P P P ,  dlZP?P, dCP?P : r o s p c c t i v e i n e n t ,  d 6 s o x y t h y i n i d i n ~  
~~~~~~~~~anosine-, désoxyadénos ine - ,  d 6 s o x y c y t i d i n e - t r i p h o s -  
p h a t  e s .  
PP : a c i d e  p y r o p h o s p h o r i  que,  
dTP, dGP, dAP, dCP : r c s p e c t i v c m e n t  d 6 s o x y r i b o t i d c s  de l a  
t h y m i n e ,  de  l a  @ a n i n e ,  de  l ' a d é n i n e  e t  d e  l a  c y t o s i n e ,  



- 48 - 
(X = adénine, , hypoxanthine , guanine, u r a c i l e  ou cy tos ine  ; 

R = r ibose  ; Pi = orthophosphate)~.  

Cet enzyme a permis d ' o b t e n i r  d e s  po lynuc léo t ides  de syn- 
t h è s e  dans l e s q u e l s  l e s  n u c l é o t i d e s  sont u n i s  p a r  d e s  l i a i s o n s  

3' , 5' , corne dans  l e s  ARN c e l l u l a i r e s  e t  q u i  posskdent d e s  
a c t i v i t é s  biologiques.  Hous évoquerons, dans l e  paragraphe sui- 

vant  consacré à l a  biosynthèse p ro té ique  , l e s  expérimentat ions 
fondamentales q u i  ont é t é  e n t r e p r i s e s  à p a r t i r  de c e s  polynu- 
c l é o t i d e s  de synthèse e t  qu i  ont permis de p r é c i s e r  l a  p l u p a r t  

d e s  séquences n u c l é o t i d i q u e s  s p é c i f i q u e s  d e s  ac ides  aminés 
( v o i r  p. 61). 

L a  polynucléot ide phosphorylase n ' a  p a s  é t é  mise en Qvi-  
dence avec c e r t i h d e  chez l e s  mammifères. De p lus ,  c e t  enzyme 
provoque l a  polymér isa t ion  des n u c l é o t i d e s  sans a v o i r  r ecours  
à un  modèle ; i n  v i t r o  l a  séquence l iucléot idique s e  r é p a r t i t  au 
hasard  e t  ce mode de r é p a r t i t i o n  e s t  d i f f i c i l e m e n t  acceptable  

i n  vivo,. 

b )  Formation d e s  séquences r ibonuc léo t id iques  spéc i -  

f i q u e s  sous l t  a c t i o n  de  11ART;I polymérase (ARPT n u c l é o t i d y l  
t r a n s f  é r a s e j  . 

La synthèse des  séquences n u c l é o t i d i q u e s  s p é c i f i q u e s  s ' e f -  
f e c t u e ,  p a r  une voie  d i f f é r e n t e ,  2i p a r t i r  d e s  nucl6osides tri- 
phosphates e t  implique u n  démoulage s u r  l fADIT,  sous l t  a c t i o n  
d 'une ARN polymérase. Cet enzyme a é t é  c a r a c t é r i s é  dans l a  

p l u p a r t  des c e l l u l e s  v ivan tes .  I l  p résen te  l a  p a r t i c u l a r i t e  
dl ê t r e  inhibé sélectiverilent p a r  l1 actinoïiiycine D. Les deux 
mécanismes r é a c t i o n n e l s  p o s s i b l e s  sont  schématisés  dans l e s  
Fig. 1 8  e t  18-Bis. Les AKN formés sont  à chaîne simple e t  

possèdent une séquence nucléot id iquo codée, déterminée p a r  
c e l l e  des  ADB. 

Il a é t é  démontré, d t  a u t r e  p a r t ,  chez l e s  b a c t é r i e s ,  que 
1'AR.N pouvait  s e  t t r é p l i q u e r t ' ,  m a i s  jusqut à présen t ,  l e s  enzymes 
de polymér isa t ion  des nuc léo t ides ,  n é c e s s i t a n t  llhRN pour modèle, 
n1  ont  pas  é t é  mis en évidence avec c e r t i t u d e  dans l e s  c e l l u l e s  
d i f f é renc iées .  

Notons que dans l e s  v i r u s  à AI@i monocaténaire, l a  forme 

t ' r ep l i ca t ive ' t  e s t  une double chaîne.  



ADN - 
(1 chaîne) 

t 
dG C  T P  
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dC G T P  
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dG C T P  
1 ;  

dT A T P 
I 

dA U ? P  
I 

dT A T P 
I 

Hl bride  Am-ADN 

C ( chaîne ' simple A - 

hlécanisme de formation dos chaînvs d l A ~  par d6mou- 

lage sur l'ADN dissocié (1 chaîne), sous l'action 

de l1AF?.U polymérase. 

La chaîne ADJ formée est complémentaire de la chaîne 
ADN aodèle. 



ADN - 
2 chaînes 
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( chaîne sirii;ple ) 

FIGURE 18-Bis 

Nécanisne de f orrnation des  chaînes  d t  ARE p a r  dCnoulage 

s u r  l t A D N  en double chaîne,  sous l ' a c t i o n  de 1'RiDT i2oly- 

m6rase. 

La  chzîne AFJG fornée  est i den t ique  à une chaîne ADN e t  

coz1pl6~ientaire de l t  a u t r e .  



CONCLUSIONS. 

Ccs connaisctnnccs m6taboliqu.e~ nous perincttcnt de 

f a i r e  r e s s o r t i r  l c s  p o i n t s  sinivant =; :- 

10) Lc biosynthSac de novo des  nuclCotides  c s t  l i é e ,  colîxxe 

nous l ' a v o n s  vu, au, nl tabol i sme des  ac ides  aminés puisque l e  

g lycoco l l e  p a r t i c i ~ e  ?.i l a  f o r ï : ~ t i o n  des nOy8Wi: pur iques  e t  

que l ' a c i d e  aspa r t ique  e s t  impliqué dans l a  synthese des  

noyaux p y r i n i d i q ~ e s .  En o u t r c ,  dc nombreux t r avaux ,  en 

p a r t i c u l i e r  ceux de PAZDEE & a l .  (148) ,  dc TXJPTRO & TKUCJaRJI  

( 1 4 9 )  e t  de GROS & GZOS (150) ont dénontrg que l e s  amino- 

a c i d e s ,  comme l e  t ryptophanne,  etairnt  n é c e s s a i r e s  h l a  

polymér isa t ion  des  nuc léo t ides ,  Ce t t e  d e r n i 5 r e  r e q u i c r t  

d ' a i l l e u r s  ' ' i n  vivo" l a  présence de t o u s  l e s  amino-acides 

ind i spensab les  e-t on s a i t  qui: des  regilnes p r o t é i q u e s  désé- 

q u i l i b r é s  sont  u t i l i s e s  pour  déclêncher  des  cancers  expéri-  

mentaux en a g i s s a n t  s u r  l e  métabolisme nucléique p a r  l f i n t e r -  

mediaire  des  a c i d e s  aminés. Ces mécanismes f o n t  a p p e l  h des 

phénomenes r é W l a t c u r s  fondés e s sen t i e l l ement  SUT d e s  

a c t i o n s  dz "feed-back". 

20) Les r e a c t i o n s  de fonilûtion des  c h a b e s  polynucléotidiqvces 

des  a c i d e s  r ibonuclé iques  f o n t  i n t  z r v e n i r  1' AXI-polymérasc 

e t  un  mCcanisme de moulage e t  de démoulage s u r  l e s  ADN. 

Ce t t e  synthèse9  sounise aux l o i s  de l a  conplérnentarité 

nuc leo t id ique  de C'UCK ( 1 5 1 )  détermine 13 formation de molé- 

culesd1A13N dont l a  séquonce nucleot id ique  e s t  exactement 
F e  

ca1qué.e s u r  c e l l e  des  ADN géniques : c ' e s t  l e  codage gene- 

t i q u e  d e s  AP? dont l a  connaissance é t a i t  i nd i spensab le  ?i l a  

compréhension des  mécani smcs de l a  synthèse de p r o t é i n e s  

s p e c i f i q u e s  sous l e  c o n t r ô l e  du noyau. 



I V  - BIOSYNTHESE DES PRDTEINES ET BIOCHIPGIE DE L'HEFZDITE 

ET DE Lk PCLTTOSE. 

I l  p o u r r a i t  2 p r i o r i  p a r a î t r e  s u r p r e n a n t  q u ' u n  

phénomène biochiïniyuc: co;;mc l a  s y n t h è s e  d e s  p r o t é i n e s  p u i s s e  

e t P e  a s s o c i 6  d a n s  un nême p a r a g r a p h e  & deux phénomènes b i o l o -  

g i q u e s  c o r n e  l f h L r é d i t é  c t  l a  m i t o s e ,  En f a i t ,  l e s  t r o i s  néca-  

n i s m c s  son'c é t ro i t i l i xen t  l i é s  p u i s q u ' i l  e s t  b i en .  é t a b l i  a c t u e l -  

l c m c n t ,  d ' u n e  p a r t ,  que l e s  s u p p o r t s  a c t i f s  d e  l ' h é r é d i t é  

s o n t ,  non p a s  l e s  g è n e s ,  imis l e s  enzymes e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  

q u f  il e x i s t c  une  r c l a t i o n  6 t r o i t v  e n t r é  l a  m i t o s e  c t  l a  b i o -  

s y n t h e s e  d e s  prote > m e s .  ' 

I l  n o u s  e s t  i i x p o s s i b l e  d e  d 8 c r i r c  ~ 1 1  d é t a i l  t o u s  l e s  

r é s u l t a t  a  c::péric~:?ent~lux q u i  o n t  p ~ r i l î i s  d~ d é m o n t r e r  l e s  f a i t s  

p rkcéc len t s  c t  n o u s  nous  p r o p o s o n s  dd r6sinrncr, s?ms e f f e c t u e r  

une  b i b l i o g r s p h i o  d L t 3 4 i l l é c ,  l d s  b a s e s  p r i n c i p a l e s  d e  l i a rgu-  

nlentat  i o n  cil r ~ v o y a n t  1~ l c c t  d u r  a u x  noiilbreuses ~ C V U O S  géns-  

r a l e s  q u i  c o n c c r n e n t  c e s  s u j e t s .  

A - BIOSmYHESE DES PLlOTEIr\rES ET BIOCHIIiIE DE 

L ' IIEL:CDITE. 

10) La th5or1e "un gene ,  u n  enzyme". 

LLS t r a v a u x  h l s t o r i q u v s  d e  EPHRUSSI & BEAI)LE ( 1 5 2 )  

sur l e s  p igment s  omnitztidiques de  D r o s o p h i l a  i lze lanognster  e t  

ceux  de  BUTEKANDT (153)  sur l e s  p ig lncn t s  t é s rncn t3 i re s  

d i  E p h e s t i a  o n t  démont r é  que l a  b i o s y n t h è s e  d c s  cnzydics s p é c i -  

f i q u e s  SC t r o u v a i t  s o u s  l e  c o n t r ô l e  d i r e c t  d e s  gènes .  

Les  t r a v a u x  d e  BUTENATJDT o n t  p a r t é  s u r  d e u x  v a r i é t é s  

d l E p h c s t i a .  L ' u n e  e s t  c o l o r é e  z n  b r u n  p a r  un p igment  p z r t i -  
4- 

c u l i e r  : l a  xanthoi:xi1atine c t  p o s s è d e  l e  phénotype  v . L1 z u t r c  

e s t ,  depigmentée  e t  p a s s è d e  le phéno type  v, Drùns unc p r e ü i i è r c  



s é r i e  de t ravaux p o r t a n t ,  l e s  uns s u r  l a  s t r u c t u r e  du pig-  

ment, l e s  a u t r e s  s u r  son métabolisme, BUTENANDT démontra qut il 

e x i s t a i t  une r e l a t i o n  é t r o i t e  e n t r e  l e  catabolisme du try-pto- 

phannc e t  l a  b iosynthèse  de  l a  xanthomr~i~"~tinc ,dont naus avona 

résuni6 dans I c  çché~na d o  l n  f i g u r e  l g 9  l e s  p r i n c i p a l e s  &tapes .  

Dans une seconde s é r i e  de recherches,  BUTXNANDT nont ra  que 

l'existence de l t E p h c s t i a  v é t a i t  l i é e  à l l a b s e n c e ,  chez ce 

matant, de l a  tryptophanne-pyriolase,  En effet, d t u n e  g a r t ,  l e  

tryptophanne staccurriule dans 1 c s  t i s s u s  d l E p h e s t i a  v e t ,  

d 1  a u t r e  p a r t ,  1' i n j e c t i o n  à c ~ t t e  d e r n i è r e ,  de farmylcynuré- 
ai nine  provoquv s a  pigmentation. L a  i m t a t i o n  d t E p h e s t i a  v e t  la 

d i s p a r i t i o n  dtu+n c a r a c t è r e  h é r é d i t a i r e  s ~ n t  donc dues à 
l l a b s e n c e  d ' u n  s e u l  enzyriie. 

Dc nombreux t r avaux  ont confiriné l e s  r é s u l t a t s  de 

BUTENATJDT comie ceux de PAULING (154 ) e t  d 1  I N G X i ' i  (155)  sur 
l e s  héilloglobines anor~îlalca et ceux de YAPOFSIX ( 1 5 6 )  s u r  l e s  

tryptophanne-synthétascs d1  Eschcr i ch ia  c o l i ,  

I l  e s t  donc b i e n  ë t a b l i  que l e s  c a r a c t è r e s  héréditaires 
sont  liés 5, l ' e x i s t e n c e  d1enzymcs e t  que c c s  d e r n i e r s  sont  l e s  

supp0i"'t;s a c t i f  x de 1' l . iérédi té .  A c t u c l l e ~ i c n t  , l e s  t h é o r i e s  bio-  

chimiques de l1 l-iérédit é reposcnt ~ s s c n t i e l l c n i c n t  s u r  1' axioiiie 

"un gen?,  un cnzyme". E l l e s  ont é t é  puissaïnilient renforcées p a r  

l e s  d C c o u v c r t ~ s  r é c s n t e s  concernant l e s  méccinisnies de l a  b io-  

synthèse  des  p r o t é i n e s  spéc i f iques  e t  du con t rô le  génétique 
de c e t t e  d c r n i è r c .  

2 O )  Biosynthèse des  p r o t é i n e s  sp6c i f iques .  

Deux mécanisjnes de synthèsc des  p r o t é i n e s  ont 6th mis 

en évidence, L 'un,  l e  lxieux connu, s e  dé rou le  au nivzau d c s  

r ibosoncs ,  I l  f a i t  i n t e r v e n i r  p l u s i ê u r s  t y p c s  d t  a c i d e s  r ibo-  

nuc lé iques  e t  sz connaissance t rouve son o r i g i n e  dans l e s  tra- 

vaux de I-IOAGLA3TD (157 ) ,  L1 a u t r e  r évé lé  p a r  HETJDLE? (158) a 

x ou de  cynurénine 
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- 
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FIGURE 19 

Schém s i q l i f i é  de l a  biosynthèse de  l a  xantho~l- 
r a t i n e  (dl a p r è s  BUTETTANDT) . 



l i e u  dans l e s  ixmbranes ergastoplasiiiiques. Il implique l a  par-  

t i c i p a t i o n  de phospholipides,  

a )  Syn-kiièses ribosomalcs d ~ s  p ro té incs .  

Le nécanisae s e  déconipase en t r o i s  é t apes  e s s e n t i e l l e s  : 

1 _____P_I__ Btape ; ~ c t i v a t i o n  dc l l a c i d e  m i n é  p a r  l lATP c t  p a r  des  

enzymes spéc i f  iqucs  e t  f ormation d 1  uLn aliino-acyladénylnto. 

( ~ i g ,  20) .  

2Bmc étape  : con6-ensation dù 1 1  aiaino-acyladénylatc avec un  ARTi 
--s------- 

s o l u b l e  spéc i f ique ,  

3ème ------- étapc: --- : t r a n s f e r t  des  coiilplcxcs ADJ$-S-ainino-acides v c r s  
l e s  poIysolis ; ;  c t  l n  format ion  de chr.încs peptidiquluos spéc i -  

f i q u e s  cont rô lée  p a r  ltAJ;IV-messa~cr, 

La f i g u r e  21 résume l e s  r é a c t i o n s  e s s e n t i e l l e s  dcs  deux 

premières  é t apes  e t  l a  f i g u r e  22 s ~ h é n ~ ~ t i s c  l c  mécanisme du 

t r a n s f e r t  d o  ltAIQ1-S - AA' s u r  l e s  polysomos en t enan t  cornpte 

de l a  structure secondaire  de ltAP3-S. La p o l y d r i s a t i o n  d e s  

a c i d e s  aminés se  f a i t  au nivezu dzs polysomes, p a r  I f i n t e r n i e -  

d i a i r e  des  polypept ides  syn thé tascs  g l e s  particules riboso-  

males 00 S sont  l c s  suppor ts  des  chaîiids paptid-iqucs néoforn6as,  

dont l a  sdqucnce e s t  d é t c r u i n é c  p a r  I c a  t r i p l c t s  nuc léo t id iques  

coinplé~ientaires  des  AiiI'\T-S c-t dc ltA?Jt iïicssngcr. Le ilouvcment 

dcs  p a r t i c u l e s  8G X l e  long de l a  chalne de l1A1'8 rrùssager 

détermine vis-&-vis d e  chaclue t r i p l c t  nuc léo t id iquo ,  l t o r d o n -  

nancelnent d e s   cide des aixinés d s  l a  chaîne p ro te iquc  eLi cours  

de f or~îmtion. 

DL c e t  cnseilible de donncea on peut donc f a i r e  r e s s o r t i r  

l e s  p o i n t s  su ivan t s  : 

10) Les cnzyncs d t s . c t ivù t ion ,  p o r t m i s  du doux s i t e s  a c t i f s 7  

s p é c i f i q u e s , l r u n  dù l l ~ ~ c i d c  2rninë,ct l ' a u t r e  de l'AGA-S cor- 

respondant, déterlninent 12 prciîxièrc cornpl6mentarité : ac ide  

aminé - t r i p l e t  nucléot idiqui :  s p é c i f i c p c  dd l'AiaT-S. 



2 O )  L ' A ? ?  mesûzgcr e s t  l1 orclonnatcur des  séquences pept id iqueû 

en f a i s a n t  intervenir l a  deuxièrize co.:iplémentnrité : t r i p l e t  

nucléot id iquc  de  ltAIS-S - t r i p l e t  cofiipléincntnirc dc llAIQJ- 

messager, 

Les dçux agcnt  s déterminants sont  donc 1' enzyme a c t i -  

v a t z u r  cytoplasmique d 'une  p a r t ,  e t  11.fl13i ïîiessagdr d e s  poly- 

sones ,  d l a ~ ~ t r c  p a r t .  L c s  dèux u o u v r i e r s t '  sont  l1A1?.N-S qui  

t r a n s p o r t e  l e s  a c i d e s  aminés du c y t a p l ~ ~ s m e  vcro l e s  polysomes 

dlvLne -art ct l e s  r ibosones  qui ,  en migrant 1~ long d e s  chaî-  

n e s  dlA?'?T messager, t r a n s p o r t m t  l e s  a c i d e s  zrnines e t  l e s  poly- 

mér isent  en  chaînes pep t id iqucs  spécifiques. 

Contrôle  génétique de l a  biosynthèse des  protéines, --- 

Les polysoines (ou ~r'20sorncs) sont  donc l e s  s i t e s  a c t i f s  

de l a  biosynthèse prot6 ique .  L a  s p é c i f i c i t é  des  séquences pep- 

t i d i q u c s  es t  déterminée p a r  llordonnancellzent des  t r i p l e t s  

nuc l6a t id iques  d e s  Am-messagers. Ces ARN messagers, praduit-s 

de ~ a n s c r i g t i a n  d ' u n  au plusieurs gènes d i r i g e n t  au niveau 

de chaque polysame l a  sy-nthèsc d l u n c  cru de p l u s i e u r s  p r o t é i n e s  

sg6ci f iqucs .  

Le c o n t r ô l ~  gén6tique de l a  b iasyn thèse  p ro té ique ,  qui 

s' appuie s u r  l e  mécanisme de biosynthèse ded Am à 9a~fLir des 

ADN p a r  Le jeu d e s  g ~ l y r u é r a s e s  ( ~ i g ,  18 page 49  ) a été 
définit ivement;  démontré p a r  l e s  expérimentat ions f a i s a n t  appe l  

aux g ~ l y n u c l é a t i d e s  de synthèse e t  à L'AHN chiraiquement n i a d i -  

f i é  du v i r u s  de 12  nasaïque du Tcbac, 

NImBERG e t  I!USTHAEI (161) en 1961, p u i s  OCHOA e t  c a l l .  

W D H A  (162)  e t  b i e n  d' a u t r e s  depuis ,  ont gréparé, à p a r t i r  &es 

g.alymérases de KORTJBERG (163) e-k d e s  galynucléotide-phosphci- 

r y l a s c  s de GHUNBERG-l,MAGO (164 ) , &es polynucLCatidcs de syn- 

t h è s e  d a n t  l e s  séquences n u c l é a t i d i q u e s  sont  connues. 

L1 obtent ion  i n  v i t r o  de polysomcs par i n t r o d u c t i o n  d 'un  

poLy U p a r  exemple (P, M. 30 à 50.000) dans un nélange de r ibo-  



A T P  - H~ 
Acide AïLiné 

FIGURE 2 0  

"Activntionfl des acides arxinés destinés zux synthèses 

protéiqucs.Fonlation dl un auino-acyladénylate. 



ATP 

Acide anin6 > P P i  

J 
Enzyne a c t i v a t  cur [ ~ ~ ~ i n o - a c ~ l ~ A l ! K P ~  Enz. 

L i z i s o n  e s t e r  e n t r e  l t 2 c i d e  a n i n é  

e t  le r i b o s e  de l t c , c i d e  adény l ique  

-teen?inal cie l 1 R R N  S. 

FIGURE 21 

R e p r é s e n t a t i o n  ~c i ié , i~~t iqu l ie  d e s  deux s r e d è r e s  é t î p e s  de  

l a  b io syn thèse  y ro tOique  (d l  a g r è s  I'IO?JIER) (159) .  
Nous avons p r é c i s é  l e  node de l i a i s o n  de llARN S. e t  Cie 

1 ' a c i d e  %Luné, 



Chaînes polypept id iques  
en c ro i s sance  

AR13 nessager  
-3". l i b r e  

c c  1 

Chaîne pept id ique  -> :-' 
c o ~ i p l é t  e 0 

7' 
ribosolle l i b é r é  

Sens du déplaceiient des  r ibosones  l e  long 
de l'Am nessager  

FIGUliE 22 

Représentdbion de l a  3èrie Btnpe de 1s synthèse p ro té ique  

d 1 a p r e s  OCHOA -(160).  

TJouî avons ïiontr6 1s correspondance o n t r c  t r i p l e t s  nucléo- 
t idiqihes dc  l'ADN, de llAP? xessager ,  de l1ARJT de t r a n s f e r t  
e t  l 'ordonnancenent  d e s  arxLno a c i d e s  dans l a  p r o t é i n e  syn- 
t l i é t i s é e ,  



sames e t  de s o l u t i o n  cytoplasmique, pravaque La b i ~ s y n t h è s e  

spéc i f ique  d'une poly-phény1212.nine. Les poly  A sgnthé-kisent 

des  pa ly lys ines  , dans 42s mêmes cond i t ions  ; l e s  poly  C des  

p a l ~ r a l i n e s ,  e t c . .  . L 1 u t i l i s a t i o n  des  polynucléot ides  mixtes ,  

dont il e s t  p o s s i b l e  p a r  un c z l c u l  s t a t i s t i q u e ,  dc détcr~naincr 

Le paurcentage de c e r t a i n s  t r i p l e t s  préférentiels 2 pennis  

d t  é t a b l i r  une l i s t e  li able au C )  dc l a  p l u p e r t  des  t r i p l e t s  

spécific4ues dc  chaque ainino-acidc. 

b )  Système protéosynth6t iquc  de HENDLIE. 

De nombreux a u t c u r s  ont obscrvg depu i s  12s t r a v ~ ~ u x  de  

lt équipe dc HOAGIAND guc 1' a c t i v i t é  pro t6osynthé t ique  des  

sys tèncs  ~ c c l l u l a i r c s  ne r e p r é s e n t a i t  que 1 p. 100 à 1 p. 1000 

dc l t  a c t i v i t é  t o t z l e  d e s  c e l l u l e s  i n t ~ c t e s ,  a u s s i  b i c n  dans 

le c a s  des  t i s s u s  a~ilxc2~1: que d z . s  c ê l u i  d e  c c l l u l d s  micro- 

b iennes .  . HXNDLEE n donc proposé un nouveau 

système qu i  f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  phospholipides dés  rnernbr,mes 

i n t r ~ c y t o p l ~ ~ s m n i q u ~ ! ~  dans l c .  ~liécanisme d t  a c t i v a t i o n  c t  clc! poly- 

n d r i s a t i o n  des ncid-es an ines ,  s o i t  sous 1~ forme de complcxe 

ghospholipidés-zcides amines, s o i t  sous Ln f orne cl' ansoci.2- 
t i o n s  phospholipides-Am, p r é s e n t s  dans 1' ergastoplasme, Se lan  

T R I A  e t ,  BAI?NABEI (165)  l e s  ca thcps incs  j aue ra ien t  un r ô l e  dans 

l n  phné t ra t ion  d e s  a c i d e s  alriinés dans l a ,  c e l l u l e  9 l e s  a c i d e s  

a d n é s  s c  f i x e r a i e n t  s u r  La mcabranc c e l l u l a i r e  sous forne se 

phosphat idapept ides ,  p a u r  ê t r e  t n s u i t e  l i b b r é s  dans Le cyto- 

plasmc p a r  l e s  c.a%EPepines a% &%re gr is  en cha~ge gar Les calû- 

G e x e  s r h a s p h a l i p i d e s  -,4BlY de 1' e r g  as t~plas1se .  

Ces mécanismes sont  à l ' é t u d e  nc tue l le~ien- t  e t  l e s  

données expérimentales  ne sont  pas  encore s u f f i s a m e n t  
concordantes pour  pouvoir  confirmer ces  hypothèses. 



ACIDZ AIfiTNE 

Alanine 

Arginine 

Aspa,ragine 

Acide a s p a r t i q u e  

Cyst é ine  

Acide glutaï-fique 

Glut alline 

Glycocolle 

H i s t i d i n e  

I so leuc ine  

Leucine 

Lysine 

Méthionine 

Phényl-alanine 

P r o l i n e  

Sér ine  

Shréonine 

T q p J z  ophanne 

Tyrosine 

Valine 

TRIPLETS DE CODAGE(ARN m. ) 

CUG , CRG 

GUC GAR 

UAA CUA 

GUA GCA 

GUU 

AUG AAG 

UAC MC 

GUG GAG 

AUC ACC 

UUA AAU 

WC cm 
AUA AAA 

AGU 

mu um 
mC CAC 

CUU ACG 

UCA ACA 

UGG 

AUU ACU 

UUG 

CCG 

GCC 

CAA 

GCG 

CRU 

UGU UAU 

CCC 

UCC 

CCA 

TABLEAU C 

Code génét ique d e s  t r i p l e t s  nucl6ot id iques  

correspondant aux d i f f é r e n t s  anino-acides. 

d a p r è s  OCHOA (160) .  



B - ACIDES WCLEIQUES, SmTHESE DES i?I?OTSIKTs ET 
L'IITOSE 

Les r eche rches  de  CASPEIiSSON e t  de  BRACHET, g u i s  c e l l e s  

de no~ i~b reux  a u t r e s  l u t  e u r s ,  ont dénantra: "qu'  il e x i s t a i t  une 

c a r r é L a t i o n  e t r a i t e  e n t r e  l a  t e n e u r  en ARlT d ' u n e  c e l l u l e  e t  

s a n  a p t i t u d e  à s y n t h é t i s e r  d e s  p r a t & i n e s t ' ,  d ' u n e  p a r t ,  e t  

"que L 1 i n t 6 g r i t é  de l ' A m  e s t ,  dms l e s  c e l l u l e s  v i v a n t e s  

i n d i s y e n s a b l e  p o u r  que 1s c r o i s s z n c e ,  1' s c t i v i t é  m i t o t i q u e ,  

l l i n c o r p o r a t i o n  d e s  a c i d e s  aririnés dans l e s  p r o t é i n e s  e t  l a  

s y n t h è s e  même de c e l l e s - c i  p u i s s e n t  s e  p r o d u i r e " .  C' e s t  sur 

ces  deux n o t i o n s  f ondanentaLes que r e s a s e  1- démons t r s t i on  que 

l e s  Am i n t e r v i e n n e n t  i n d i r e c t e m e n t  par 1' intcrmédiaire des pro- 

t é i n e s  à l c  syn thèse  d e s q u e l l e s  i l s  p a r t i c i p e n t ,  dans  l a  Luto- 

s e ,  

D e  nombreux argument s expé r inen t aux  p o u r r a i e n t  ê t r e  ap- 

p o r t é s  d l n s  c e t t e  dGmonstrzt ion e t  nous nous  bornerons  â c i t e r  

ceux q u i  son t  l e s  p l u s  sûrs  e t  l e s  p l u s  d é m o n s t r a t i f s .  

1 - Ln v i t e s s e  dl &change des n c i d e s  aminC-s d a n s  l e s  pro-  

t é i n e s  e s t  p l u s  6 l evée  d i a s  l e s  t i s s - a s  g u i  s o n t  l e  s i 6ge  de 

m i t o s e s  a c t i v e s  (!Tableau 3 ) .  

2 - Les tissus q u i  possèden t  une û c t i v i t é  m i t o t i q u e  impor- 

tcii-be s o n t  r i c h e s  en n c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  ( ~ ~ ~ b l e ~ u  E). 

3 - Il e x i s t e  u n  p a r a l l é l i s m e  E t r o i t  e n t r e  l e s  mi to se s ,  

l a  t e n e u r  en A B 3  e t  13 syn thèse  der; p r o t b i n e s  chez l e s  Bac- 

t é r i e s  q u i  sont  e n  p h l s e  l oga r i t hmique  de  croii;sz.nce e t  l e  

t a u x  d e s  AI31 e s t  p r o p o r t i o n n e l  au  t z u x  de l n  c r o i s s a n c e .  

4 - Le ~iiétabolisme d e s  .-cides n u c l é i q u e s  riesuré p c r  Ir. 

v i t e s s e  d e s  é c h ~ n g e s  de l ' a z o t e  e t  du phosphore i s o t o p i q u e s ,  

e s t  bei.ucoup p l u s  a c t i f  d a n s  l e s  c e l l u l e s  d e s  t i s s u s  q u i  s o n t  

l e  s i è g e  de mi to se s  noabreuses .  



l'mi - 
V i t e s s e  d 1  6 c h n . n ~ ~  ~ I C  - - ----*+ Ou -t l ' a l a n i n e  ~ î a r q u é e  dans  

l e s  p r o t é i n e s  de  t i s s u s  d i v e r s  ( e n  couas n a r  r n i n i l t ~ )  - 2. 
- - , 

d ' a p r è s  Z A I a C K I K  & Col l .  (166)  
O O 

F o i e  . . . 8 

: Foie  . : F o i e  . :F rac t ion  non: 
: N o m a l  en  f o e t a l  : HÉpatone :néo l~ la s ique  : 

' régénération ' 
: - - - - - - - - - - O  *----------:------ *de l 'hép tome ------O . . 

38 O O 9 1  
e . 255 1 91 * 

e 8 

TABLEAU E 

Teneur en  a c i d e  r i bonuc lé ique  ( e x p r i ~ i é e  en ng de phosphore 

p o u r  l O O g  de  t i s s u  f r a i s )  de  d i f f u r e n t s  t i s s u s  du R a t  e t  de  l a  

S o u r i s  (d l  a p r h s  S C H ~ T E I D ~ R )  (167 ) 

Rat 
O 

Rein 

lia t e  

F o i e  

Panc réas  

i iusc le  

Coeur 

C e  rve  au 

Pou;llon 

Sûrcone de Jensen  53,2 

S o u r i s  Pouraon 22,6  

Tu~:ieur du poulilon 59,6 



5 - La r ibonucléase  inh ibe  l e s  synthéses  d e s  p r o t é i n e s  

e t  a r r ê t e  l e s  mitoses. L ' i n j e c t i o n  de r ibonucléase  dans des 

lmersion oeufs  fécondés d '  Oursin eï-ipêche l a  segnentcttion. L t  i- - 

de r a c i n e s  d 'oignons dans d e s  s o l u t i o n s  de r ibonucléase  

i n h i b e  l t i n c o r p o r a - t i o n  des  a c i d e s  aninés  dans l e s  p r o t é i n e s  

e t  provoque l ' a r r ê t  de  l a  cro issance .  Des r é s u l t a t s  iden t iques  

ont é t é  obtenus avec des  ai;iibes, des  b a c t é r i e s  e t  des  v i r u s  

6 - La p lupar t  d e s  f a c t e u r s  a n t i m i t o t i q u e s ,  qur i l s  s o i e n t  

de n a t u r e  physique, coliie l e s  r a d i a t i o n s  i o n i s a n t e s  ou l e  

rayonnement u l t r a - v i o l e t ,  ou de na tu re  chin ique ,  colme l e s  

uioutardes azo tées  ou coime l e s  a l i t imé tabo l i t e s  nucléiques,  

sont  des  agents  de d é n a t u r a t i o n  des a c i d e s  nuclgiques.  

Les i n t e r r e l a t i o n s  f ~ n d a ~ ~ e n t a l e s  q u i  u n i s s e n t  l a  

c h i n i e  e t  l e  iLiétabolislze d e s  AB? aux deux f a c t e u r s  b io logiques  

e s s e n t i e l s  2 i  l t  é q u i l i b r e  v i t a l  de l a  c e l l u l e ,  à s a v o i r  l r h é r é -  

d i t é  et l a  n i t o s e ,  s u f f i r o n t  8, j u s t i f i e r  n o t r e  t r a v a i l .  Cet 

expos6 succ in t  dénontre en e f f e t  que l t h y p o t h è s e  du cancer ,  

n a l a d i e  des AIUT, pe rne t  dl exp l iquer  l e  phénomène néoplasique. 

C e t t e  hypothèse de t r a v a i l  i1:lpose l a  mise au po in t  de n6thodes 

d 1  é tude  des ALW, p a r t i c u l i è r e n e n t  f i n e s  e t  s e n s i b l e s ,  pour 

s e m e t t r e  de dé terminer  des  ~ ; lod i f i ca t ions  dans l a  cor2~posi t ion 

ou dans l e s  sequenees nuc l6o t id iques  des  a c i d e s  r ibonucléiq~xes.  
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b )  P r 6 i a r u t i o n  e t  d i s s o c i a t i o n  des r ibonucléoproté ides .  - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Les r ibonucléoproté ides ,  con t ra i r enen t  aux desoxyribo- 

nucl6oprot&ides ,  sont  s o l u b l e s  dans l e  ch lo ru re  de sodiuln 

0,14 81, e t  c e t t e  propr i i i té  a é t é  ;?lise à p r o f i t  pour l a  prépa- 

y n t i o n  des  r i b o n u c l é o l ~ r o t é i d e s  p a r  TKiRSKY & POLLISTER (176). 
Leur néthode d l  e x t r a c t i o n  d e s  r ibonucléoproté ides  t i s s u l a i r e s  

p a r  l e  ch lorure  de sodiun 0,14 NI a é t é  appl iquée s a r  de non- 

breux au teurs ,  en p a r t i c u l i e r  par KER3 & SEFlAIDAXIAN (177 ) 
VOLXIN Or CiLllTER (178) KAY h DOUNCE (179) ,  q u i  ont u t i l i s é  

d e s  procédés d i f f é r e n t s  pour  r é ~ l i s e r  l a  d i s s o c i a t i o n  des  

Am e t  d e s  p ro tL-  . lnes.  

Procédé de MEER & SEPdIDARIAîJ. 

Dans l e  procédé de KERB & SEilRIDARIAR, 

l e s  r ibonucléoproté ides  son t  d i s s o c i é s  p a r  l e  ch lorure  de 

sodium 2 demi-saturat ion pendant 36 heures.  LI a d d i t i o n  à l a  

s o l u t i o n  obtenue d ' a c i d e  chlorhydrique jusqu 'à  pH 4 ,2  permet 

de p r é c i p i t e r  l e s  p r o t é i n e s  qu i  sont e l i n i n é e s  p a r  f i l t r a t i o n .  

Les ARN contenus dans l e  f i l t r a t ,  sont  p r C c i p i t é s  p a r  1' 6thanol .  

C e t t e  technique a  percxis aux Auteurs de p r é p a r e r  1 'AIQT cle 

pancréas  (180) e t  a é t é  uJc i l i sée  p a r  GOLD & STUEGIS (181)  pour  

l l é t u d e  des Am de f o i e  e t  d f u t 6 r u s  de  r a t e .  

Procédé de V O I K I N  & CARTEL 

VOLI(1N 8c. CARTER (182) ont d é c r i t ,  en 

1951, une méthode de p r é p a r a t i o n  des  ARN d e s  t i s s u s  aninaux 

dans  l a q u e l l e  l a  s o l u t i o n  de nuc léos ro té ines ,  e x t r a i t e  par l e  

c h l o r u r e  de sodium 0,15 M tamponné à pH 6,8 , e s t  addi t ionné  

de chlorhydrate  de guanidine (concen t ra t ion  f i n a l e  2 M ) .  Ge 
lîi6lange e s t  p o r t é  h 3 8 O C  pendant 30 r m ,  p u i s  à O 0  pendant 

1 heure.  L a  p l u p a r t  d e s  p r o t é i n e s  r e s t e n t  en s o l u t i o n ,  t a n d i s  

que l e s  ARN foï~l ient  u n  p r é c i p i t é  gé la t ineux ,  q u i  e s t  r e c u e i l l i  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  l avé  avec l a  s o l u t i o n  de chlorure  de 

sodium ta1;zponné e t  de chlorhydra te  de gaarlidine. Les AR5T sont  

débar rassés  des  t r a c e s  de 2 r o t é i n e s  p a r  l e  proc6dé de SEVAG 
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La composi t ion mola i re  ou c e n t 6 s i n a l e  en b a s e s ,  

n u c l é o s i d e s  ou n u c l e o t i d e s ,  des  Am9 peu t  ? t r e  d é t e r ~ i i n é e ,  

s o i t  s u r  d e s  ARN p u r s ,  s o i t  d i rec tement  s u r  d e s  p r 6 p a r a t i o n s  

de t i s s u s ,  s ans  r é a l i s e r  1' isolement  i2réalable  d e s  Am. 

A - ISOLEI-3NT DES AS@? PURS. 

LF- g l u p a r t  d e s  z u t e u r s  q u i  s e  s o n t  a t t a c h g s  h l a  

d S t e m i n a t i o n  de l a  c ~ ~ l p o s i t i o  d e s  APdT s e  s o n t  e f f o r c é s  

d ' i s o l e r  ce s  co1iiposés à l ' é t a t  pur. f e u  de néthodes  é t a n t  

s a t i s f a i s a n t e s ,  on a vu s ' accumule r  dans  la l i t t é r a t u r e  de 

norllbreuses desc l - ip t ions  de t echn iques  p l u s  ou moins " q u a n t i t a -  

t i v e s ?  p l u s  ou moins " ~ é l e c t i v e s ~ ~  e t  donnant d e s  p r é p a r a t i o n s  

dlARJ!l p l u s  ou n o i n s  dégradées  ( v o i r  revues  g é n é r a l e s  de 

TLAGASANIK ( 1 6 8 )  , de  JORDAN (169) e t  d'RLLEP.1 ( 1 7 0 ) ) .  

l0 ) 1,"ithodes anciennes .  

Les Am d e s  t i s s u s  animaux ont  é t é  p r é p a r é s ,  s o i t  

p a r  e x t r a c t i o n  d i r e c t e  à p a r t i r  d e s  t i ssus  d é l i p i d é s ,  s o i t  p a r  

d i s s o c i a - t i o n  d e s  ribonucl6oprotbiC1es préa lab lement  i s o l é s ,  

a )  E x t r a c t i o n  d i r e c t e  d e s  ARIY. - - - - - - - - - - - - - - -  
- .  

LI ex t r ac -  

$ i o n  d~s^d l ?R  o f f ~ c t u C ~  à l ' a i d e  du c h l o r u r e  de  ao<.iu: 

à 1 0  p. 100  à l f é b u l l i t i o n ,  s e l o n  u n  procédé analogue à c e l u i  

de CLARKE & SCHRYVER (171)  mis au p o i n t  p o u r  la p r é p a r a t i o n  de 

l'Am de Levure. C e t t e  t echn ique  p l u s  ou moins n o d i f i é e ,  a é t é  

app l iquée  p a r  DAVIDSON & WAYTViOUTH ( 1 7 2 ) ,  CHARGAFF & Co11. ( 1 7 3 ) ,  

TSUBOI & STOWELL (174)  e t  DAVIBSON & Col l .  (175).  



b )  Prépara t ion  e t  d i s s o c i a t i o n  des r i b o n u c l é ~ p r o t é i d e s ~  - - - . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Les r ibonucléoproté ides ,  con t ra i r enen t  aux desoxyribo- 

nucléoprot  é ides ,  sont  s o l u b l e s  dzns l e  ch lo ru re  de sodium 

0,14 M, e t  c e t t e  p r o p r i 6 t é  a  é t é  n i s e  à p r o f i t  pour  l a  prépa- 

r a t i o n  des  r ibonucléoproté ides  p a r  ItiIRSKY & POLLISTER (176) .  

Leur néthode d l  e x t r a c t i o n  des  r i b o n u c l é o ~ ~ r o t é i d e s  t i s s u l a i r e s  

p a r  l e  chlorure de sodium 0,14 NI a é t é  appl iquée  s a r  de non- 

breux au teurs ,  en p a r t i c u l i e r  p a r  KERR Sc SEPAIDARIAN (177) ,  

VOLKIN & CA2TER (178) ,  P4Y & DOUNCE ( 1 7 9 ) ,  q u i  ont u t i l i s é  
d e s  procédés d i f f é r e n t s  pour  r é ~ ~ l i s e r  l a  d i s s o c i a t i o n  des  

ARN e t  d e s  p ro té ines .  

Procédé de KERR & SEPL4IDAXIrUJ. 

Dans l e  s rocédé  de KERR & SElUIDARIAN, 

l e s  r ibonuc léopro t f ides  son t  d i s s o c i é s  p a r  l e  ch lorure  de 

sodiuni & demi-saturat ion pendant 36 heures .  L ' a d d i t i o n  l a  

s o l u t i o n  obtenue dl ac ide  chlorhydrique jusqulà  pH 4,2 permet 

de p r é c i p i t e r  l e s  p r o t é i n e s  qui  sont é l i ~ i i n é e s  p a r  f i l t r a t i o n .  

Les ARN contenus dans l e  f i l t r a t ,  sont  p r é c i p i t é s  p a r  1' é thanol .  

C e t t e  technique a peri?iis aux Auteurs de p r é p a r e r  l'Am cie 

pancréas  (180) e t  û é t é  u t i l i s é e  p a r  GOLD & STUBGIS (181)  pour  

l ' é t u d e  des  ARE de f o i e  e t  d ' u t é r u s  de r a t e .  

Procédé de V O L K I N  & CARTE3. 

VOWIN & CARTER (182) ont d é c r i t 9  en 

1951, une méthode de p r é p a r a t i o n  des  ARN des  t i s s u s  animaux 

dans  l a q u e l l e  l a  s o l u t i o n  de n u c l é o ~ r o t é i n e s ,  e x t r a i t e  p a r  l e  

ch lo ru re  de sodiun 0,15 M tamponné pH 6,8 , e s t  addi t ionné  

de  chlorhydrate  de guanidine (concen t ra t ion  f i n a l e  2 M ) .  Ge 

mélange e s t  p o r t é  ?i 380C pendant 30 nm, p u i s  2 00 pendant 

1 heure,  L a  p l u p a r t  des  l ~ r o t é i n e s  r e s t e n t  en s o l u t i o n ,  t a n d i s  

que l e s  ARN f o r ~ ~ i e n t  un p r é c i p i t é  gé la t ineux ,  q u i  e s t  r e c u e i l l i  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  l a v é  avec la s o l u t i o n  de chlorure  de 

sodium tmxponné e t  de chlorhydra te  de giaanidine. Les ARN sont  

d é b a r r a s s é s  des t r a c e s  de s r o t é i n e s  par l e  procédé de SEVAG 



(183)  ( a g i t a t i o n  à 40°C, avec un mélange de chloroforne e t  

d 1  oc tnnol  (5/1)), I l s  sont p u r i f i é s  p a r  i 2 r é c i p i t ~ ~ t i o n  éthano- 

l i q u e  de  l e u r  s o l u t i o n  aqueuse, r e d i s s o u s  dans l e  ch lo ru re  de 

sod iua  0,05 M e t  p r é c i p i t é s  de nouveau p a r  l ' é t h a n o l .  

La ïnetllode de VOLKIN & CARTER a é t 6  modifiée p a r  GRINNAN Sr, 

I:iOSHER (184) qui  ont p o r t é  l a  concen t ra t ion  en chlorhydra te  

de guanidine à 4 Ma 

Procéd6 de KAY & DOUNCE, 

Les d 6 t e r g e n t s  anioniques q u i  p r é c l -  

p i t e n t  l e s  p r o t e i n e s  en l e s  dcnaturant  avc ien t  é t é  u t i l i s é s  

avec succès pour  1s p r é p a r a t i o n  des  ADN à p a r t i r  des  désoxy- 

r ibonucléoproté ides ,  YSLY & DOUNCE (185) ont étendu l e u r  

u t i l i s a t i o n  a l a  2 r é p a r a t i o n  des Am$ t i s s u l a i r e s  o l a  technique 

cles a u t e u r s  c o n s i s t e  à a j o u t e r  à une s o l u t i o n  de  ribonucléo- 

p r o t é i d e s  dans l e  ch lo ru re  de sodium 0,14 M, du dodécyl- 

s u l f p t e  de  sodiun (sDS) à 5g pc  100 dans une s o l u t i ~ n  aqueuse 

d ' 6 t h z n o l  5 45 p ,  100 ( v  : v), sous a g i t a t i o n ,  p i s  de l a  sou?-p 

3. 10 p. 100, j u s q u t à  pH 7, L ' a g i t a t i o n  e s t  poursuiv ie  pendant 

t r o i s  heures  c t  du chlorure  de sodiua  s o l i d e  e s t  a j o u t é  (con- 

c e n t r a t i o n  î i n z l e  : 1 M), Les p r o t e i n e s  dénaturées  s o n t  

é l iminées  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e t  l e s  s e l s  de sodiuw d e s  ARH 
aonJ~ i ~ r é c i p i t é s  de l a  s o l u t i o n  surnagez-nte p a r  1' é thano l ,  

En 1956, ICCXBY (186) d é c r i t  une wd thode d i  i s o l e a e n t  

d e s  AR3 des t i s s u s  de Mam~iifères dans l a q u e l l e  l lhonogéna t  

t i s c u l c i r e  e s t  t r a i t é  par un é g a l  volume de phénol aqueux à 

90 p. 3-00 sous a g i t a t i o n  pendant 1 heure  2 3 O ,  Une c e n t r i f u -  

g a t i o n  pem? \ de c c v e i l l i r  une ,2hase aqueuse q u i  c o n t i e n t  _ l p C <  

d ' E ,  t and in  que l e s  p r o t h i n e s  dénaturées  s e  t rouvent  dans la 

phase phénolique ou dans 1' in terphase .  Ln phase aqueuse 

renferme égaleuent  d e s  p o l y s ~ ~ c c h a r i d e s  ( l e  glycogène, en p a r t i -  

c u l i e r )  qui  s o n t  j l i m i n é s  p a r  t r a i t e r i e n t  avec l e  2-méthoxy- 



é t h a n o l  e t  l e  phospha te  1 , 2 5  NI s u i v i  de  c e n t r ï f u g a t i n n .  La 

s o l u t i o n  surnagean te  e s t  s u r i f i é e  pa.r d i a l y s e  e t  l e s  Am pré-  

c i p i t é s  p a r  l t  é t h a n o l  a p r è s  a d d i t i o n  d t  a c é t a t e  de p o t a s s i u n  

( c e n c e n t r a t i o n  f i n a l e  2  p. 100) .  

3 O  ) Méthode d e  TTIAVAGLIDI & IFriELOPJI. 

En 1962,  TRAVAGLIIVI 8 IXLONI (187)  on t  p u b l i é  une 

i ~ é t h o d c  dl e x t r , r c t i o n  e t  de  s é p a r a t i o n  d e s  a c i d e s  n u c l e i q u e s  

d ' u n  homogénnt c e l l u l a i r e  e f f ec tuL  dzns  l e  c h l o r u r e  de  c é s i u n  

s a t u r é .  Une c e n t r i f u g z t i o n  e n  g r a d i e n t  de d e n s i t é s  dans  du 

tanipon phosphate  0 ,05  1,l de  pH 6,4, cox tenan t  du s u l f a t e  de 

mgnésiui.1 0 ,O l  Di e t  s s t u r 6  e n  c h l o r u r e  de oésiuliz seriizet 

di  o b t e n i r  l e s  a c i d e s  n u c l e i q u e s  e t  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  d ' u n e  

p a r t  e t  l e s  p r o t é i n e s  e t  l e s  l i p o p r o t d i n e s  d ' a u t r e  p a r t .  APG? 

e t  son t  e r i su i te  s t p a r é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  dans  u n  a u t r e  

g r a d i e n t  de d e n s i t é .  S e l o n  c e s  a u t e u r s ,  l t e x t r n c t i o n  e s t  

t o t a l e  e t  f o u r n i t  d e s  a c i d e s  nuc l6 iques  non dégradés .  Toute- 

f o i s ,  une p a r t i e  d e s  Am7 r e s t e  conjugée avec  l e s  p r o t é i n e s  et 

l t  é l i n i n a t i o n  du c h l o r u r e  de  c é a i u n  n é c e s s i t e ,  en o u t r e ,  une 

d i a l y s e .  

Ci i lTIQUE DES ?!!THODES D t  ISOLEiiCiENT DES RRN, 

Tous c e s  p rocédés  d t  i s o l e n e n t  e t  de  p u r i f i c a t i o n  

d e s  ATU ont  é t é  &lis au p o i n t  pour  f a c i l i t e r .  l t a n a l y s e  de c e s  

macronolecules .  Cependant,  si  lt on cor- pare l e s  r é s u l t a t s  

ob t enus  p a r  l e s  d i f f é r e n t s  a u t e u r s  q u i  l e s  o n t  u t i l i s é s  pour  

d é t e r u i n e r  l a  cornposit ion n u c l é o t i d i q u e ,  on e s t  f r a p p é  p a r  

l e u r  g r ~ m d e  d ivergence   ableau au 1). On colnprrndra f a c i l e L i e n t  

c e l l e - c i  en f a i s a n t  l a  c r i t i q u e  d e s  méthodes de 12réparûtion 

d e s  -!RNo 
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z : C o ~ q ~ o s i t i o n  ~ ~ ~ l c u l d e  d izL3rès  l e s  r i s u l t z t s  d e s  

k a t  e u r s .  
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p a r  1' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e .  



1°) Toutes l e s  techniques  que nouszvons d é c r i t e s  sont  
longues e t  d l  a p p l i c a t i o n  d & l i c a t e ,  

De p l u s ,  e l l e s  exigent d e s  q u a n t i t é s  inpor tan tesde  

t i s s u s .  Enfin, e l l e s  comportent deux czuses dl e r r e u r  p r i n c i -  

p a l e s  : l e  r i s q u e  de l ' h y d r o l y s e  enzyr~iatique des ABN au cours  

des  manipulat ions e t  l e  r i sque  d 'une  e x t r a c t i o n  non quan t i t a -  

t i v e  ou p r é f é r e n t i e l l e  de c e r t a i n e s  c l a s s e s  dlATiN, 

2O ) Dégradation d e s  ARTJ au cours  de l e u r  isolement.  

a )  Néthodes anciennes.  

Les sont  extrêmeii~ent s e n s i b l e s  à 

l ' a c t i o n  des nuc léases ,  o r ,  dans t o u t e s  l e s  riléthodes que nous 

avons d e c r i t e s ,  c e l l e s - c i  ne sont pas  inh ibées ,  ou, s i  e l l e s  

l e  s o n t ,  e l l e s  l e  sont t r o p  ta rd ivenent .  En e f f e t ,  l ' h y d r o l y s e  

enzymatique des Am s r  e f f e c t u e  ~u  cours  de l a  pr6parnt ion  d e s  

t i s s u s ,  précédant l ' e x t r a c t i o n  des ARN p a r  l e  ch lorure  de 

sodiun  à 10 p. 100, 

E l l e  a l i e u  égalel~lent pendant l a  d i s s o l u t i o n  des ribonucléo- 

p r o t é i d e s  dans l e  ch lo ru re  de sodiun 0,14 M qu i  c o n s t i t u e  

1' é tape  p r & l i L i i n a i r e  com~-mne de l a  p l u p a r t  des  ~ i6 thodes  

anciennes g e l l e  cont inue pendant l a  d i s s o c i a t i o n  des  ARN 
e t  d e s  p r o t é i n e s ,  dens l e  procedé de KF,RR & SEPLRIDARIAN.(l92). 

Le t r n i t e ~ a e n t  d e s  t i s s u s  p a r  le ch lo ru re  de  sodiun à 10 p.100 

à 1' é b u l l i t i o n  (;?rocédé de DAVIDSON & WAYP,iiOUTH (193) ) , c e l u i  

des  nucléoproté ides  p a r  l e  dodécyl s u l f a t e  de sodium (procédh 

de KAY & DOUflCE (194) ) ou p a r  l e  ch lo rhydra te  de guanidine 

(procédé de VOIKIN & CARTER (195)), dénaturent  l e s  enzymes 

hydroly t iques  m a i s  l e u r  a c t i o n  e s t  t r o p  t a r d i v e ,  

D'heureuses modi f i ca t ions  ont é t é  appor tées  à ces  techniques  : 
c ' e s t  a i n s i  que DAVIDSOW & SYLELLIE (196) ont  prgconisé de 

p r é c i p i t e r  l e s  puc léopro té ides  p a r  1' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  

avant de procéder  à l ' e x t r a c t i o n  d e s  APa p a r  l e  ch lorure  de 

doclium à 10 p. 100  ; d 1  a u t r e  p a r t ,  VOLKIN & CARTER (197)  ont  

c o n s e i l l é  dlhonogénéiser  directement  l e  t i s s u  f r a i s  dans 18 



chlorhydra te  8e %anidine 2,5 M f r o i d .  IIalgré c e s  a ~ ~ z é l i o r a t i o n s  

l e s  raéthüdes prgcédentcs  deneurent s u j e t t e s  & c z i t i q u e  : nous 
P 

ver rons  plus l o i n  (p.?? ) que l l e x t r z c t i o n  des  A?? p a r  l e  

ch lorure  de aodiw 10  p. 100 n '  e s t  p a s  q u a n t i t a t i v e  ; d t  a u t r e  

p a r t ,  l e  chlo-rhydrîte de guanidine n ' i n h i b e  13 r ibonuclkase 

y u t &  l a  concen t ra t ion  de 4 El ( v o i r  SELA & C o l l .  (198)), 
Une airiélioration s e n s i b l e  de ln, m$thode de VOLKIN & CARTER à 
é t é  obtenue en 1962 p a r  C a  & ~iL7fJSSEIN (199) qu i  ~ e i ~ i b l e n t  

o b t e n i r  des  ARE non dégr?dés, 

b )  La  nethode "ai ph6no11'. - . ...-- 
E l l e  f u t  conslddrée pendant quelque 

temi2s corme l ' u n e  des  meilleures méthodes dl e x t r a c t i o n  d e s  Ara. 
Le phénol,  en  e f f e t ,  inhibe  l e s  nucléases .  Cependznt en 1959, 

U S K O V  C, Coll .  (200)  s ion- lent  qu' i l s  obtiennent, p a r  l a  

technique de KTmY ( 2 0 1 ) ~  à r n r t i r  du f o i e  de r a tg  un r in t6 r re l  

p o l y d i s i ~ e r s é  de  po ids  moléculaire  bas ,  Aussi ,  c e s  a u t e u r s  préco- 

r u s è r e n t - i l s  quelques r ~ o d i î i c a t i o n s ,  colîx:ie l e  broyage du t i s s u  

préalxblement congelé e t  l l a d i ; l t ~ o n ,  à la poudre obtenue 

dlEDTA (é thylène  diamine t é t r a a c é t a t e  d o  sudiun)  10-~ II., rvnnt 

son t r a i t e n e n t  p a r  l e  rhcnol  à CO p ,  100,  

KI;IEY lur-hême (202) s ' a p e r ç u t  que l e s  Afül obtenus é t a i e n t  

p a r t l e l l e c ~ e n t  dégradés e t  il c o n s e i l l a  d ' e f f e c t u e r  l ' e x t r a c t ~ o n  

en présence de naphtal&ne 1-5 d i s u l f o n a t e ,  31us t n r d  (203) il 
z w j  o u t a  au >héno1 zqueux 3-e l a  8-hydroxy-quinoléine e t  obtint 

d e s  p r é p a r z t i o n s  lnoins r i c h e s  en ac ide  mnnyl ique  don$ "riloias 

dégradées".  

Toutefo is ,  l1 L tude de l a  colilposition chimigque de l a  l l f r ? -c t ion  

i'i obtenue p a r  l a  raethode dl e x t r a c t i o n  phénoliquc a montré 

( L I O ~ J T - m ~ ~  8c Col l .  (204)  ) qu' e l l e  r e n f e n ~ x i t ,  o u t r e  des  ADN e t  

des  i ~ r o t i d e ç  d i v e r s ,  des  n u c l é o t i d y l  p e p t l d e s  e t  des  nucléo- 

p r o t c i d e s  i n t a c t s .  Ces coaposés, hydrolys6s en nêrne terips que 

l e s  ARN, peuvent éviderment a p p o r t e r  une e rzcur  dans l a  déterrai- 

n a t i o n  de l a  c o i i p o s i t i o ~  des AmT, Cet te  f r a c t i o n  c o n t i e n t  aussi 

d e s  nucléos ides  5' mono e t  polyphosphates qu i  sont  é l i w i n é s  pour 



l a  p l u p a r t  p a r  d i a l y s e  jnais c e t t e  o p é r a t i o n  de p u r i f i c a t i o n  

e s t  dangerzuse .  En e f f e t ,  l a  r i b o n u c l é a s e  s u r v i t  ?i ltex-ttrac- 

t i o n  phénol ique (LITTAUER e t  Co l l .  (205 ) ; HüPPEET e t  PEG,;ONT 

( 2 0 6 )  ) e t  l e s  Ali$ s u b i s s e n t  LI hydro lyse  e n z y n ~ ~ t i q u e  d è s  

1' éli l î l in-Ltion du phdnol ,  c f  e s t  à d i r e  i4u c o u r s  d e s  o p é r n t i o n s  

de  p u r i f i c ? t i o n  a. précipitc-<tien d e s  p ~ l y s r ~ c c h ~ r i d e s  à l t ? i i ' - e  

du m é t h a x y é t h ~ ~ n o l  e t  du p h o s p h ~ , t e  de s o d i u n  I , 2 5  I\i1 e t  s u r t o u t  

d i ~ l y s e  prolongée de lE s o l u t i o n  dtARIT, Aussi, en  1963,  

KIDSON, 1III:BY e t  I'SLFH ( 2 0 7 )  rno2if ièrent  d e  nouveix  l e u r  

t e c h n i q u e  : i l s  ;:jouthrer,t à 1: phr,se rqueuse ,  du 4 :nino- 

s r l i c y l : t e ,  du doiiécyl-sulf  - t e  de  sod iun  ( p r é c o n i s d  déjà e n  

1959 p - r  HALL e t  DOTY ( 2 0 5 )  c t  p rocédè ren t  à u n  deul:ièi:le tr-i- 
tement  p h 4 n o l i ~ ~ u e .  Du benzoF:te de sod iua  f u t  i d jou t6  à 1-: nou- 

v e l l e  pliv,ae ?"queuse e t  l e s  Al?E f u r e n t  1 . r é c i p i t é s  prir 1' é t h r n o l .  

C 1  e s t  d?ns l e  b u t  dl  h i t e r  <:ussi une hydro lyse  

enzyurt icjue d e s  A i P  nu C O U ~ S  d? l e u r  i s o l e '  e n t  que SAXCAR (209) 

c o n s e i l 1  7 cl '  l io ;~og6néiaer  l e  t i s s u  d i r e c  te l icnt  d?na l e  ;)h6nol 

,?,queux. Lr" i ~ é t h o d e  dl e x t r i c t i o n  phénol ique d c s  AlZ'T tt encore 

& t é  ric16lior6e i)i,r 1' " < d i t i o n  de  Ben ton i t e  -:u c i l i e u  d 'hor~o-  

généis2-t ion .  SINGE;? e t  T-;?AENKEL CONRAT ( 2 1 0 )  ont  iiont r é  que 

son  er ip loi  rrugnentr,it  1' i n f e c t i v i t é  e t  1 2  s t c i b i l i t d  de lti1li1T 

pr6p'ré à p 2 r t i r  d e s  Virus e t  l l u t i l i s - t i o n  de 1- Ben ton i t c  

e s t  n?* in tenrn t  g é n é r i l i s 6 e .  I l  convien t  t o u t e f o i s  d e  s i g n ~ ~ l e r  

que EIITCHBOEbl e t  DUNN ( 2 1 1 )  on t  n o n t r é  que 1' é l i rx in- t ion  i n c o r -  

p l e t e  dc 17, b e n t o n i t e  i n t r o d u i t  une c m s e  dl  e r r e u r  si 1' on 

é t u d i e ,  L.;~rès hydro lyse  ? c i d e ,  12  c o ~ i p o s i t i o n  en boaes ,  AU con- 

t r ~ ~ i r e ,  l e s  n u c l é o t i d e s  s o n t  peu , ? f f ec t é s  s u r t o u t  e n  ricilieu 

~ ~ l c n l i n .  

c )  Piéthode t ic TISIVAGLINI e t  XELONI, 

C e t t e  t e chn ique  ne p,?"r:iît pas  ?,voir  r e ç u  de no=- 

b r e u s e s  n ~ p l i c ~ ~ t i a n s ,  % e u t  ê t r e  à c x s e  d e s  r i s q u e s  dl hydra- 

Lyse d e s  ARE 9-u cou r s  d e  l n  d i z d y s e ,  



3 0 )  L e s  p e r t e s  dfAPIfa ~ u  cours  de 1' ext r r -c t ion .  

2,) I!d6thod?s nnciennes : L-., t e n e u r  des  t i s s u s  en ?"cides r ibo-  

nuclé iques  peut  ê t r e  dé te rn inée  p_rr l e s  1i6thocles de  SCHl?EIDEI? 

(2121, d' OGUR e t  DOSEN (213)  ou dè BCNiIDT e t  TJU~TNH!LUSEPL 

(214)  ( v o i r  g l u s  l o i n ) .  Lcs r H s u l t 2 t s  obtenus per r le t ten t  de 

ci"1culer  l e  rendeîlent d c s  t ethniques dl i so l2nen t  c?e:; AlaT. I l  

e s t  de 50 p. 100 p-ir lC>, néthode de  KAY e t  DOWTCE ( 2 1 5 ) ,  dc 

1 5  p.  100 â 20 p. 100 p-r c e l l e  de KERF? e t  S3.hlIDA 'IAIJ ( 2 1 6 ) ,  

de  20 30 p. 100 prir c e l l e  VOLKIN e t  CA,?TER (217) .  Dl - u t r e  

i,-:rt, l e  ch lorure  d e  sodiuli à 10  p. 100 n ' e x t r n i t  à 100° C 

que l e s  70 2,100 des  Am, se lon  \dEIL (218) .  Ces f z i b l d s  ren- 

de1;ents soul ignent  l1 i~, . i~ort-nce dcs  p e r t e s  en AIW (ou  er, cons- 

t i t ~ ~ n t s  des  A??;q p u i s q u ' i l  y n d é g r î d r t i o n ) .  D-ns c e s  condi- 

t i o n s ,  il e s t  d i f f i c i l e  de ~ ~ ~ ~ d r e s s e r  3 de t e l l e s  p r é p i r r t i o n s  

pour  d é t e ~ ~ i n e r  l r  c ~ r ~ p o s i t i o n  d e s  ,i:IF tot7,ux ?ifun t i s s u  

donnL . 
b) L i  n6thodc de KIX3Y ne r b 7 l i s e  p ' s  non p l u s  un2 ex i - r l c t ion  

qu--nt i t - t ive d e s  X J ~ ,  en p re i l i c r  l i e u ,  inirce que l r  précilsi-  

t 2 t i o n  d e s  AXT de 1; ph;?sc ?<queuse n 1  c s t  pr:s t o t n l e  c t  cn 

second l i e u  ljtirce que l e s  s roc6dés  "nu phénol" r e v l i s e n t  un  

fr-ctionnel-,ent des AcZiùS. 

q ) g r ~ c ~ 3 & t ~ t ~ o n  des.&i? ; Les ART peuvent Utre p r 6 c i p i t i . s  d e  

Ln phnse zuqucuse p-r 1 '6 th-no1 (LITTJ~UEE 219 ; I<I?BY 220 ) 

m i s  wssi  p2r l e  s u l î n t e  d l  7liiiloniun ou l e  ch lorure  de ç o d l u  

(COLTZI: 221).  Les A E l  p r é c i p i t C s  p:r l e  su=- te  dlnlu-ioniu~i 

sont  r i c h e s  en p r o t e i n e s  déni tuLrées  e t  en ~ ? o l y ~ , ~ c c h ~ ~ i d e s .  Au 

c o n t r c u i r e ,  l e s  hi$J prépurEs ; 2 i r  12 chlorure  de sodiurii 3 il sont  

pr-.tiquelient I?urs (LASIiOV 2 2 2 )  ; il et :it donc t c n t  ,nt  d ' n p -  

p l i q u e r  ce procédk. Ceperid~xtt, 12s rendci-lents obtenus pclr ce 

type  de p r é ~ i p l t ~ t i o n  sont  i n f e r i e u r s  à c2ux que donne 1?+ pur i -  

f i c o t i o n  pC:r 1' C t h ~ n o l ,  LASKOV n ciontré que ces  f ?" ib les  

rctndeïlents é t z i e n t  d$s 1 2  p e s t e  de  molécules de f z i b l e  cons- 

tante de sédi l~cnt-nt ion.  lirr~intencrnt que 1' on conns i t  1' ex i s t ence  

des  AI34 de t n n s f e r t  4 S, c e t t e  p e r t e  p x - î t  extrêlreuent gr2ve. 

E l l e  slcx;; l ique rtisêixxtt qu:nd on s e  souvient  des  tr?.vi2ux cie 



CRESTFIELD & C o l l .  (223)  qu i  o n t  non t r6  d è s  $955, qu 'une  

p a r t i e  de l'Am de l e v u r e  ne p r é c i 2 i t - i t  pus  p a r  l e  c h l o r u r e  

de sod iun  1 ni;. Ce f r ~ ~ c t i o n n e n e n t  d e s  APa p a r  l e  c h l o r u r e  de  

Sodiun a é t é  c o n f i m é  p2r d e  nollbreux a u t e u r s  e t  n é t é  u t i l i s é  

p o u r  s é g a r e r  l e s  d i f f  é r c n t  e s  c l n s s e s  dl  AI% ( v o i r  ' lGénér?vl i tés l lp ,  

26 e t  "App l i cz t i ons  de 12 nhthode de KIi7;BY11 p. 77 ). 
E n f i n  l n  p r G c i p i t a t i o n  é thnno l ique  d e s  A13R à purtir de l n  

phcse  ciqueuse é&é c r i t i q u é e  p a r c e  qul incornplè te  (SA~!!IS & 

C o l l ,  (224)  ) e t  ~ ~ é p e n d ? ~ n t  de 1z  c o n c e n t r a t i o n  de l ~ ~ u l c o o l ,  

Se lon  SEGOVIA & Coll .  ( 2 2 ~ ) ~  Be s o n t  l e s  p o l y s a c c h a r i d e s  pré-  

s e n t s  d?"ns c e t t e  p h m e  q u i  n o d i f i e n t  l e s p r o p r i e t é s  phys iques  

d e s  AIW e t  en p a r t i c u l i e r  l e u r s  c ~ ~ r a c t è r e s  de s o l u b i l i t é  dzns  

1' a l c o o l .  

Dl  z u t r e s  a g e n t s  de pr&ci;3i tr : t ion d e s  ARDT ont  é t é  récerxlent  

p r é c o n i s é s  : i l s  p e m e t t e n t  dl  é l i n i n e r  rcbpidel2ent l e s  p o l y s ~ ~ c -  

c h a r i d e s ,  e t  d l  é v i t e r  t outL? d i a l y s e .  

- Broxure de cétyltriEétliylio.i:cioniw (RALPH B BELWiIY (226  ) ) 
- S e l s  de t r i é t h y l  ou tétranéthylala:~oniur_i  qu i  donnent d e s  s e l s  

d'AB3 s o l u b l e s  d m s  l l @ t h ? u n o l  t 50 p,  1 0 0  ( v o i r  revue  génércwle  

de  KILRBY (227)  ). 
-. S u l f - t e  de Frotr.:;ine (PHILIPPS 85 Col l .  ( 2 2 8 ) )  

- T r i c h l o r u r e  d 1  i n d i u n  (SA~';TS & C o l l ,  ( 2 2 9 ) )  

- Trihexylnl.iine ou 22' d i é thy ld ihexy ln rAne  (KIDSON & Col l .  

( 2 3 0 ) )  q u i  donnent d e s  s e l s  dtA18T s o l u b l e s  dans l e s  s o l v ? n t s  

O rgnnique S. 

Ln p u r i f i c ~ t i o n  d e s  A!3I peu t  en  o u t r e  ê t r e  p o u r s u i v i e  p a r  

l fpsssage l l  de l e u r  s o l u t i o n  s u r  colonne de  Séshndex. ( v o i r  p a r  

exer-~ple H B E R  & Coll .  (231)  ou SEBRING Sc Coll .  ( 2 3 2 ) ) .  

) F r i c t  ionnei:~cnt dgs-AZN. : GEORGIEV & Col l .  (233 ) e t  - - - - - - - - - -  
SIBATAnSI & C o l l ,  (234)  on t  clontré qu l  il r e s t a i t  d e s  APD d ~ n s  

l n  p h i s e  phénol ique e t  que 1~~ t e c h n i q u e  de K1P;BY (235)  séparruit  

l e s  ABN en  deux c l a s s e s  n é t a b o l i q u e n e n t  d i s t i n c t e s  e t  de  co~lpo- 

s i t i o n s  d i f f é r e n t e s .  
e 



D e p u i s ,  d e  noribreux z u t e u r s  pz r r i i  l e s q u e l s ,  YATlrIRNA & C o l l .  

( 2 3 6 ) ,  EDIbIOI'IDS ( 2 3 7 ) ,  OTAKA ( 2 3 8 ) ,  MIIJKAN (239), K I T  ( 2 4 0 )  o n t  

c o n f i n i é  13 p o s s i b i l i t é  d e  f r ? c t i o n n e r  l e s  A-rn p a r  l e  p h é n o l  

aqueux  e t  la n é t h o d e  d e  KIRBY a l e  n é r i t e  d ' 2 v o i . r  é t é  l e  

p o i n t  de d é p a r t  de  r e c h e r c h e s  de  p l u s  e n  p l u s  nor ibreuses  sur 

l f  h é t C r o g é n é i t 6  d e s  A13T. 

A p p l i c c t i o n s  de  la x é t h o d e  d e  KIRBY. 
P r z s q u e  e n  n ê n e  ter-ips que SIBATMI 

& C o l l .  ( 2 4 1 ) ,  GEORGIEV & C o l l .  ( 2 4 2 )  o n t  signi.16 que 11. rlStkl?.e 

n é t h o d e  de  "pré1:nrntion p h é n o l i q u e u  d e s  AW n t  é t - . i t  p a s  q u n n t i -  

t ? t i v e .  Les ARN q u i  r e s t e n t  d 2 - n ~  l n  p h r ~ s e  2 h é n o l i q u e  ou p l u s  - 

excc- t enen t  d n n s  l1 i n t e q h a s e ,  s o n t  bezucoup p l u s  r 2 d i o c l c t i f s  

que l e s  AEW e x t r z i t s  d-ns l n  p h z s e  nqueuse ,  l o r s q u e  l e s  ï1016- 

c u l e s  mnt é t é  iL iu rquées  p r 6 n l ~ l b l e m e n t  pcr d e s  p r é c u r s u e r s  

r ~ d i o z c t i f s .  Ces AP;N é t n i c n t  donc vrni~erîblr~ble31;en-b d '  o r i g i n e  

n u c l é a i r e  9 il n v î i t  é t é  d6i iont ré  e n  e f f e t ,  que l e s  hP;N 

n u c l é ? i r e s  i n c o q o r n i e n t  p l u s  r ~ ~ p i d e n e n t  l e s  p r é c u r s e u r s  

ac i rqués  que l e s  ARN c y t o l l ? s n i q u e s  ( v o i r  l e  Chapitre IIT). 
GiiO3GIEV & C o l l .  ( 2 4 3 )  p r o u v è r e n t ,  e n  e f f e t ,  q u ' i l s  

n p p a r t c n ~ ~ i e n t  l ' ~ ~ p p a r e i 1  ~ n u c l é o l o c h r o n o s o ~ ~ c ~ l ~ ~  e t  é t ~ ~ i e n t  

c o n o t i t u é s  ii' u n  a é l n n g e  d l  Al?TT de  212ut p o l d s  1 i o l 6 c u l a i r e .  Dès 

l o r s ,  13 ii6-thoile de  KIRHY f u t  r i o d i f i é e  c t  c 2 r i ~ l i o r é e  j o u r  p e r -  

r ~ e t t r e  : 

- s o i t  une  e x t r c 2 c t i o n  t o t < > l e  d e s  A133 d a n s  l a  p h a s e  aqueuse 

(HD'LPT ) (244 ) 
- s o i t  une  e x t r z c t i o n  s é l e c t i v e  d e s  AR35 " r a p i d e n e n t  111nrquésI~ 

(GEOI?GIEV & (2011. ) ( 2 4 5  ) , (SIBATANI) (246  ) , (KZDSON Bc C o l l .  ) 
(24-7 ). Ces A P t  nétaboliqu.er:~ent 2 - c t i f  ç é t n i c n t  c o n s i d é r é s  conïle 
l e s  ARN riessTUgers p o r t e u r s  d e  1' i n f o n ~ n t i o n  g é n d t i q u e  et t o u t  

a é t 8  nis e n  oeuvre  p o u r  les i s o l e r  e t  l e s  é t u d i e r ,  

S e l o n  HIATT (248), c e s  ARJ? 2 e u v e n t  p a s s e r  dnns  l n  p h a s e  ?queuse ,  

s i  o n  a j o u t e  riu phCnol  d u  d o d é c y l s u l i ' n t e  d e  sodiun .  Lw récupé-  

r a t i o n  d e s  AJN n u c l é t l i r e s  n t  e s t  t o u t e f o i s  que d e  72  p. 1 0 0  e t  

l a  p r é p n r ~ ~ t i o n  r ê n f e r l l ~ e  u n  p e u  dfADN. 



KIDSON & Coll .  ( 2 4 9 )  t r o u v e n t  que llAIZTJ r a p i d e n e n t  narqué 

p e u t  ^ t r e  i s o l é  du g e l  de n u c l é o p r o t b i d e s  c o n ~ t i t u : ~ n t  1' i n t e r -  

phase ,  p a r  e x t r a c t i o n  avec l e  4 - ~ ~ : 1 i n o s ~ ~ l i c y l n t e  e t  l e  phénol.  

GEORGIEV ?V 1~3TIEVA (250)  e x t r ~ ~ i e n t  l e s  AI3N r e s t é s  dans  1' in-  

t e r p h a s e  p?<r un  t r a i t e r n e n t  de c e l l e - c i  avec du phénol  aqueux 

à hcnute t ezq6 r i " tu r e .  A 4S0 u n  LIRI$ de t y p e  r iboscmal  p a s s e  dans la  

phase  nqueuse , t nnd i s  q u t à  60° on r e c u e i l l e  u n  ARN dont  l a  

coin;2osition r s p p c l l e  c e l l e  de l ' A D N .  Ces a u t e u r s  on t  i s o l é  

à p a r t i r  du f o i e  de r2-t llART\T ness?uger  dont  I r e x i s t e n c é  é t n i t  

p r e s s e n t i e  depu i s  que lques  z,nnées, 

Siault?nér, lent ,  SABATATTI & C c l l .  (251)  1;iettZient eux a u s s i  en  

év idence  un ABT de n ê ~ i e  co111posi~cion quc llADTJ d m s  13 " f r n c t i o n  

n u ~ l e ' o l a i r e ' ~  de t hynus  de Venu p r é n l z b l c r l ~ n - t  i s o l b e .  Une 

e x t r n c t i o n  phénol ique  à 250 l e u r  ;L permis  d l  o b t e n i r  d e s  A T ?  

r i b o ~ o l ~ a u x  ; l t i n t e q 2 h z d s e  d é b a r r a s s é e  de t o u t e  t r t l c e  de  phEnol 

e s t  e n s u i t e  t r z i t é e  p a r  1' e3u q u i  e x t r n i t  l e s  AR1 messagers.  

L a  ;&thode d l  e x t r w c t i o n  phénol ique  d e s  ARN r e p r é s e n t e  donc u n  

e x c e l l e n t  procédé de f r ~ ~ c t i o n n e n e n t  de c e s  d e r n i e r s .  T o u t e f o i s ,  

l e s  r é  s ~ l t ? ~ t  s du f net ionneïient  dependent de  l n  -t e~q3ér?~'cure, 

du pH e t  de s  i o n s  inorg2"niques p r é s e n t s  dans  l e  ~ l i l i e u  u t i l i s é .  

S e l o n  Z(Ii1TJR.A ( 2 5 2 ) ,  l e  phénol  ?queux d o i t  c o n t e n i r  du c h l o r u r e  

d e  sodiurn 0,14 ?i 0,24 M e t  ^ t r e  tariponné à pH 6 ,8  avec du 

phosghnte  d e  s o d i u r ~  0 ,02  M y  pour  o b t e n i r  u n  bon f r a c t i o n n e n e n t .  

D'une L ~ n n i k r e  généra . le ,  l e s  ARIT c y t o p l n s n i q u e s  son t  e x t r a i t s  

p a r  l e  s h é n o l  à b a s s e  tulîipGrxture, cn  nêne t e r ~ i ~ s  que l e s  Am 
du  suc  nuc léz- i re  (AIW s o l u b l e s  ou de  t r ~ ~ n s f e r t  e t  APa r iboso-  

raaux) ; deux f r u c t i o n s  ARB n u c l é a i r e s  s o n t  ob tenues  à hau te  

t e n p 6 r a t u r e  : 4S°C, ARN r ibosor la l ,  e t  60°C, RXN n e s s a g e r ,  

t o u s  deux appa r t enan t  à "1' a p p a r e i l  n u c l ~ o l o c h r o ï ~ o s o ~ - i a l " .  

(GEORGIEV & Co11.)(253) ,  (COOLSUA Gc Co11.)(254).  

Les AHN ex t r ' x i t s  à b a s s e  t ei,ipér?ture peuvent  ê t r e  f r::ctionnés 

p a r  l e  c h l o r u r e  de  sodiuri  M q u i  p r i c i p i t e  l e s  ARN r i b o s o ~ l a u x ,  

t a n d i s  que l e s  A~7?3 de trcbnsfeY.t ( A ~ J  S )  r e s t e n t  en s o l u t i o n .  



Dl r u t r e s  chercheurs  p r s f é r c n t  e f f e c t u e r  une ex t2ac t ion  t o t a l e  

des  ARN p a r  l e  phénol aqueux hau te  t e r q é r a t u r e  e t  f r a c t i o n -  

n e r  e n s u i t e  l e s  AT?? par des  néthodes chroricitographiques ou 

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en grwdient de d e n s i t 6  (SCHERRER & Coll .  ) 
( 2 5 5 ) ,  (HYMER) ( 2 5 6 ) ,  (KOCH) (257), p a r  exeni3le. 

COI'TCLUSION 

Au nouent où  nous avons co~iil3encé ce t r a v a i l  l e s  

nethodes d l  isoler idnt  des  AP3 nt d t n i e n t  pas  q u a n t i t a t i v e s  e t  

f ourniss t t ient  ddcs i~016cu lcs  prof  ondenent dégrzdées, Il nous 

a donc pnru  indispensable  de  déterliiiniir l a  c o q o s i t i o n  d e s  

ARD ~~~~~~~~~es sans  l e s  i s o l e r  nu p r é a l a b l e ,  & 13" s u i t e  

d c  z u t r e s  a u t e u r s  corme WEREHEISER & C B 1 1 .  (258 ) , 
DE MMIRlWDE li.; Col l .  (259), ELSON & CHAIGATF ( 2 6 0 ) ~  En  l::êile 

t e i q s  que nous,  quelques chercheurs  s a t t a c h a i e n t  a u s s i  & ce 

p r o b l è ~ l e  o v o i r  KLEINSCHn'iIDT (261)  e t  WEILL ( 2 6 2 )  p a r  exeiîlple, 

B - PREl?A;L!TION DZS TIXbUS EN VUE DE L'ETUDE DES 

ARIT SAITS ISOLE;,ZMT PRERLBLE, 

l u s i e u r s  ~ i é t h o d z s  de t r n i t e r c n t  des t i s s u s  en vue du doszge 

des  a c i d e s  nucl6 iyues  avaicn-t é t é  c i6cr i tes  e t  il nous p a r a i s -  

sait  raisonnable de l e s  app l iquer  p o u r  o b t e n i r  des  p r é p a r a t i o n s  

renf e r r a n t  12" t o t a l i t é  des AlW t i s s u l c i r e s .  Il S I  a g i s s a i t  des  

procédés de SCHNEIDER ( 2 6 3 ) ,  d f  OGUR & ROSEN ( 2 6 4 )  e t  de 

SCHLHDT & THANNHAUSELI ( 265  ), 

Dans l e  but  de d é t e r n i n e r  la t c n e u r  d e s  t i s s u s  en 

a c i d e s  nuc lé iques ,  SCHNXIDES ( 2 6 6 )  a xx i s  au p o i n t ,  en 1945, 
une néthode d t  e x t r c c t i o n  de c e s  a c i d e s  p a r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a -  



c é t i q u e  chaud. C e t t e  i ~ é t h o d e  c o n s i s t a i t  à c h z u f f e r  u n  horio- 

gknat  t i s s u l a i r e  avec de l t  a c i d e  t r i c h l o r a c 6 t i y u e  à 5 p. 100 

2endant  1 5  hm, z p r è s  a v o i r  Gl i i l iné  l e s  coriposds ac ido-  

s o l u b l e s  (dans 1' zdcide t r i c h l o r a c é t i q u e  f r o i d )  e t  l e s  phos- 

p h o l i p i d e s  p a r  é b u l l i t i o n  dans  u n  1:lélange c l f  z l c o o l  , e t  dl é t h e r .  

Lf  cide de t r i c h l o r a c é t i q u e  chaud d i s s o c i e ,  e n  e f f e t ,  l e s  nucléo- 

p ro tE ines .  SCHlWQI & D&!TN3NBERG (267 ) lt  uvn ien t  d é r ~ o n t r é  à 
propos  c3c3 l thRfJ du v i r u s  de l a  ~ ~ i o s a ï q u e  du t a b a c  q u i  e s t  

q u ~ ~ n t i t n t i v e r i e n t  l i b é r 6  pzvr 1 f a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  chaud. 

C e t t e  d i s s o c i a t i o n  peut  lîêrie s e  p r o d u i r e  quand l e  t i s s u  e s t  

en  c o n t ~ ~ c t  p ro longé  nvcc de  l ' a c i d e  t r i c h l o r ~ ~ c é t i q u e  f r o i d  

(wLA.N, CREENBERG (2G8)). I l  e s t  b i e n  év iden t  que,  dans  c e s  

c o n d i t i o n s  cc  s o n t  l e s  p r o d u i t s  de d6gr2ud:1ution d e s  n c i d e s  

nuc lh iques  q u i  s o n t  e x t r c l i t s ,  t r n d i s  que l e s  p r o t 4 i n e s  déna- 

t u r b e s  p r g c i p i t e n t .  C e t t e  l:léthode n t  e s t  donc p a s  w p r é p a r a t i v e t l ,  

r-lais l e  dosage d e s  c o n s t i t u a n t s  nuLclé iques  e x t r z i t  s (dosage en  

l u r î i & r e  u l t r a - v i o l e t t e ,  ciosagc du phosphore ou d e s  

p e u t  c o n s t i t u e r  un  node de dgterr;?ination PLe l a  t e n e u r  en 

a c i d e  nuc ld ique  d e s  t issus t f a i t d s .  

Dl a u t r e s  2-cides o n t  Ct6 u t i l i s é s  p o u r  s c i n d e r  l e s  

n u c l é o p r o t é i n e s  : DAVIDSON & WAYMOUTH (269)  e t  SEVRG, SENOLEUS 

& LACDLAN ( 270 ) ont  eq-1-oyé 1 ?"cide ch lorhydr ique  e t  CiISPERSSCFT ?: 

HAliil'/ïiA.RSTEN ( 2 7 1 )  l t  cîcide r ~ n l o n i q u e .  biais c e s  deux a c i d e s  ne 

s o n t  p a s  des  a g e n t s  p r e c i p i t a n t s  d e s  p r o t é i n e s  a u s s i  e f f i c a c e s  

que l t  a c i d e  t r i ch loracc i i t ique .  

Aprga a v o i r  f a i t  d e s  é t u d e s  c i n é t i q u e s  de  l f ~ u c t i o n  

de 1' a c i d e  t r i c h l o r a c G t i q u e  en  f o n c t i o n  du teai3S e t  en  f o n c t i o n  

de l a  c o n c e n t r a t i o n ,  SCDIEIDER proposa  l e  r-iode o p é r a t o i r e  

s u i v a n t  : 

Le t i s s u  e s t  honogénéisé d a n s  1' a s p a r e i l  de  POTTER & 
ELVEHJEM ( 2 7 2 ) ,  Les conposés nc ido - so lub l e s  s o n t  é l i ~ ~ i n i i s  p a r  
t r a i t e n e n t  de l t  honogonat avec de  1' ?"cide t r i c h l o r a c é t i q ~ ~ e  
f r o i d  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  : 7  p. 1 0 0 )  e t  c e n t r i f u g a t i o n ,  Le 
p r é c i p i t é  forr ié  e s t  suspendu dans  1' é t h a n o l ,  p u i s  r e c u e i l l i  
p a r  inne n o u v e l l e  ~ e n t r i f u g 2 ~ t i o n ,  Un second l a v a g e  p a r  l t  &han01 
p e n i e t  d t  é l i ~ r i n e r  t o u t e  t r z c e  dl  a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  e t  l e  
c u l o t  a c ido - in so lub l e  e s t  d é l i p i d é ,  avec  u n  né lange  d ' a l c o o l  



e t  d ' é t h e r  (3/1) h l ' é b u l l i t i o n  ( 3  f o i s  3 i:m), Le r é s i & u  
suspendu dans  1' eau d i s t i l l é e  e s t  lavé  avec u n  é g a l  volune 
d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  à 1 0  p, 100  p u i s  ne langé  avec de 
l ' a c i d e  t r i c h l o r n c Z t i q u e  à 5 p. 1 0 0  e t  chauf fé  pendant  
1 5  m. .?ii gO°C, La s o l u t i o n  d l e x t r z c t i o n  e s t  r e c u e i l l i e  pas 
c e n t r i f u g a t i - o n  e l e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  t o t a u x  peuvent  ê t r e  
e s t i n é s  cb12rès d o o ~ ~ g e  du phosphore s e l o n  l a  nêthode de  
LEPAGE & UTiiGREIS (273) l ' A D N  p a r  la r é a c t i o n  de DISCHE (274) 
(dosage du désoxyr ibose  et l l A R N  p a r  l a  r é a c t i o n  de mJBAUM 
(275)  (dosage du r i b o s e  i . 
2O) Procédé d1OGUR & ROSE%, -- 

La ~ C t h o d e  de SCHBXIDEX a S t é  c r i t i q u é e  p r  OGUR 2~ 

ROSXN (276)  q u i  on t  esszyé  de  l ' a p p l i q u e r  aux  tissus végétaux,  

Ccs a u t e u r s  on t  v é r i f i é  que l I z c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  absorbe  

l a  lumière à 260 1-z;~ e t  que p a r  consoquent le dosage spec t ro -  

photor:~Êtrique d e s  ctcides n u c l 6 i q u e s  é t a i t  f aus sé .  D' a u t r e  

p a r t ,  l e  dosage d e s  p e n t o s e s  e s t  dans  ce c a s  i ~ ~ o s s i b l e ,  c a r  

l e s  ex t - r - i t s  d e s  t issus v6gétm.x r e n f e r n e n t  cles pen tosanes  

e t  6 e s  g o l p r o n i d e s .  Les H u t c u r s  $,$os&rent a l o r s  une 

né thode  dl e x t r l c t i o n  d e s  a c i d e s  n u c l e i q u e s  p a r  l ' a c i d e  per -  

chior lqv-e  q u i  11' absorbe  ijas l ' u l t r a - v i o l e t .  En 6 t u d i a n t  3 pc: 

condi-Lions de  t e r q s ,  de t c ~ l l ~ é r ~ ~ t u r c :  e t  de c o n c e n t r a t i o n ,  i l s  

S ' a p e r ç u r e n t  que l ' Am é t ? b i t  beaucoup p l u s  rapide~1en-t e x t r a i t  

que ll;FeDN, probtibloncnt  s o u s  une forrle dcgrudée.  L' a c i d e  

perch lor ic lue  non-la1 en  c o n t a c t  p ro longé  3i 4OC m e c  l e s  t i s s u s ,  

e x t r a i t  lenteL1cnt l è s  c o n s t i t u a n t s  de l t h l ~ - .  Un t r a i t c l ~ ~ c n t  pzr 

1' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  à i;ei:lp&rature é l e v é e  ( 7 0 0 ~ )  e s t  ndces-  

s a i r e  p o u r  s o l u b i l i s e r  l e s  c 0 n s t i t u 2 ~ n t s  de l ' A D N .  

La d6 te i~ :Lnnt ion  d e s  a c i d e s  n u c l é i q u e s  par spec t ro -  

pllo-boiriétiia , l2nr dosage du phosphore s e l o n  l a  rlét-hode de  

FIX7lS & SUBEAilûW ( 2 7 7 ) ,  d e s  p e n t o s e s  1331- l a  - technique d e  

IAEJEAUM '078) i2oi i i î iée ,  du désoxyr iboçe  p a r  l a  t e c h n i q u e  de 

DISCI-IE (279)  &-tant  col îcordants ,  lés A u ~ ~ u ~ s  conc luen t  & une 

e x t r a c t i o ~  corîplète e-t s é l c c t i v e  d e s  Al31 e t  d e s  ADN, 



Cependant,  corx-e i l s  p r é c o n i s e n t  dl é l i i l i n e r  l e s  

substs.nces a l c o o l o - s o l u b l e s ,  é t h é r o - s o l u b l e s  e t  a c i d o - s o l u b l e s  

avan t  de p r o c é d e r  à l " ' ex t r ac t i on I1  p rop renen t  d i t e  d e s  a c i d e s  

r i b o n u c l é i q u e s ,  il e s t  f o r t  p r o b a b l e  qu'c;u c o u r s  d e s  t r z i t e -  

nen t  s p r é l i n i n a i r e s  l e s  r i b o n u c i h a s e s  t i s s u l a i r e s  on t  pu a g i r  

e t  r e n d r e  2,cido-solubles l e s  p r o d u i t s  de d é g r a d a t i o n  d e s  ARPI. 

Cela  e s t  s u f f i s z n t  pour  e x p l i q u e r  l e  " d 6 f i c i t l 1  en AITN t r o u v é  

p a r  DE DECKBJ (280 )  dans l e  f o i e  Ac rz t  avec c e t t e  riéthode. 

I l  s e i d l e  b i e n  p a r  cons6quent que l a  néthode 

d é c r i t e  sar SCHIlEIDEB s o i t  p l u s  s z t i s f l i s a n t e  que c c l l e  d '  OGUR 

& ROSm ( t o u t e f o i s ,  ceux-ci on t  i n t r o d u i t  1 7 u t i l i s a t i o n  de  

l ' a c i d e  p e r c h l o r i q u e  0 ,2  3 p o u r  l a  p r o c i p i t s t i o n  d e s  nuciéo-  
x p r o t é i n e s ) ,  

Dl ~ u t r ,  p a r t ,  de  noilbroux a u t e u r s  (CASSEL) ( 2 8 1 ) ,  

(PATTERSON (282 ) , (OGUR l u i - n ê n e )  (283 ) , (BADOUTO) (284 ) , 
(TEICHI) (285) o n t  r ion t r i  que l n  t e c h n i q u e  il1 OGUR & XOSEN s é p a r e  

i n c o ~ 1 2 l è t c ~ 1 e n t  A??: e t  ADU. 

3 O  ) Procedé de SCH.liiIDT & TKmNKIIUSER. 

Le pi^ccOdé de SCIIIBIDT & TI-IAT3WHliUSER (286)  p n n î t  h 
c e t  6gnrB p l u s  ~ î t i s f ~ i s n n t .  I l  o f f r e  e n  o u t r e  l e  i iC r i t e  de  

f i-Etmire t o u s  l e s  c n z y m s  d è s  l e  d d b u t - d e s  o p é r a t i o n s  s a n s  

d6grnder  l e s  Am. Les n u c l 6 o p r o t é i n e s  son t  p r C c i p i t L s s  p a r  

1' ?"cide trich1or::ccjtlqud f r o i d  p u i s  hyiirolysi-es p?or un ,zlcn.li. 

L'Am e s t  z i n s i  s c indé  e n  s e s  c o n s t i t u s n t s  n u c l é o t i d i q u ~ s  ; 
l e s  p r o t é i n e s  s o n t  h y d r o l y s é ~ s  e n  p e p t i a e s  e t  a c i d e s  ?mines 

t a n d i s  que l ' A D N  r e s t e  i n t n c t  c t  p e u t  ê t r e  p r é c i ~ 2 i t 6  dc  l l h y -  

d r o l y s z t  p a r  x c i d i f i c a t i o n ,  

Le node o p é r a t o i r e  q u i  p recède  l l h y d r o l y s e  d e s  

n u c l é o p r o t é i n e s  e s t  i d e n t i q u e  à c e l u i  du procédé de  SCHNEIDER 
avec t o u t e f o i s ,  l e s  n o d i f i c a t i o n s  suivi?ntes  : 

" C e t t e  t e chn ique  de p r é c i p i t z t i o n  e s t  encore  u t i l i s é e  p a r  
c e r t a i n s  chercheurs .  



l e s  t i s s u s  f i n e n e n t  h a c h é s  s o n t  suspendus  d a n s  l1 a c i d e  t r i c h l o -  

r a c é t i q u e  à 7 p. 100 (p /v) .  En o u t r e ,  l a  d é l i p i d e t i o n  par 

LI ~ ~ l c o o l - é t h e r  e s t  p o u r s u i v i e  S S " ~  l e  r r é thzno l -ch lo ro f  oriie 

(1 : 1 )  116bu71it;'icn e t  à r e f l u x .  

La t e c h n i q u e  d e  SCHPIIDT & SHANNHAUSE'? a f z w i t  l1 ob- 

j e t  d z s  c r i t i i q u z s  dlOGUN & ROSEN (287), c n r  12 s o l u t i o n  d e s  
r i b o n u c l é o t i ? - e s  r e n f e r l x n t  d e  n o z b r e u x  g r o d u i t s  d e  l ' h y d r o l y s e  

d e s  p r o t é i n e s  q u i  a b s o r b e n t  l ' u l t r a - v i o l e t ,  Cependant ,  TSAUEV 

& lUA2KOV (288) o n t  xiontré q u ' i l  6 t z i t  p o s s i b l e  d e  d o s e r  l e s  

AR3  p c r  s l - rec t roshot  o r l e t r i e ,  e n  i - lesursnt  I r ,  d e n s i t é  o p t i q u e  5 
deux  l o n g u e u r s  d 1  onde d i f f é r e n t e s  ( A m x O  du c01iposé 2~ doser ; 

/\ rnzx. d e s  c o n t ~ ~ l r i n a n t s ) .  DE DECKEH & DE DECKED (289 ) préco-  

n i s e n t  d 1  a d s o r b e r  l e s  r i b o n u c l é o t i d e s  s u r  6 c h ~ ~ n g e u r s  d' a n i o n s  

e t  d e  l e s  r é c u p d r e r  par é l u t i o n  2 c i d e  d e  l n  r é s i n e ,  Après c e t t e  

p u r i f i c a t i o n ,  l e s  r é s u l t a t s  d e s  d o s a g e s  s ~ ~ e c t r o p h o t o n 6 t r i q u e s  

c o n c o r d e n t  a v c c  ceux d e s  d o s a g e s  d e s  p e n t o s e s ,  

Dt: tutre  p'?l"t, d e s  p e r t e s  drARN o n t  é t 6  ; l i s e s  e n  é v i -  

dence  au c o u r s  d e  l n  d é l i p i d ~ ~ t i o n  (V~IICATARANAD ( 2 9 0 ) ~  

 ILL LIN AN & Cbll.  ( 2 9 1 ) ,  STEELE B C o l l .  ( 2 9 2 ) ,  SRIPATI (293) ) 
e t  l t ex i s t e l ?cc :  d ' u n  APJJ t r i c h l o r n c é t i c o - s o l u b l e  pu & t é  s i g n a l é e  

p a r  LEVY & LYITT ( 2 9 4 )  ~ i a i s  c e s  r 6 s u l t : t t s  deilandent à E t r c  

c  onf i rr-16 s . 
E n f i n ,  la " f r a c t i o n  SCHTZTDT-SH~lflWIUSEXtf r e n f e r l l e  Ges 

s u b s t r n c e s  p h o s p h o r 6 c s  non n u c l é o t i d i q u e s  q u i  f c u s s e n t  l c s  do- 

s a g e s  de  phosphore ,  C e t t e  q u e s t i o n  ser?. dcve loppge  plus  l o i n  

e t  n o u s  v e r r o n s  que c e r t ~ ~ i n s  d e  c c s  c a r ~ $ o s & s  o n t  été i d e n t i f i é s  

e t  q u f  il e s t  p o s s i b l e  d e  l e s  é l i n i n e r ,  

)$a lgré  l a  p r é s e n c e  d e  conposés  p h o s p h o r é s  non  nuc lco-  

t i d i q u e s  cians Il ln f r a c t i o n  APlN", l a  t e c h n i q u e  de  SCEülIIDT Sc 

THAXNHtlUSEII r e p r é s e n t e  l n  n e t h o d e  d e  c h o i x  p o u r  é t u d i e r  l a  COLI- 

p o s i t i o n  d e s  &Pa. E l l e  repond e n  e f f e t ,  aux i q - r é k a t i f s  suLivantso  

- d e t r u i r e  l e  p l u s  t ô t  p o s s i b l e  l e s  e n z y n e s  pouvan t  d é g r a d e r  

l e s  ABN. 

- s é p a r e r  c o q ~ l è t e n e n t  l e s  AlZN e t  les ADN, 

- ê t r e  q u a n t i t a t i v e ,  



II - PROCEDES Dl3 DSTEPSïIT\TRTION DE LA COlPOSITIO~ 

MOLAIRE DES RRN, 

T r o i s  techniques d i f f 6 r e n t c s  p a r 2 i s s e n t  à p r i o r i  

app l i cab les  h l c  d é t e m i n a t i o n  de l a  corAlposition r - i o l a i r  des  

Am : 
- l e  d o s ~ ~ g e  des  bases  p réa lab lenen t  l i b é r é e s  p a r  une hydrolyse 

ac ide  t o t a l e  des  A:i-X, 

- l e  dosage des  nucléos ides ,  

- l e  dosage des  nuc léo t ides  l i b é r é s  ppbr hydrolyse a l c a l i n e  

des A?2IV, 

Chacune 6 2  ces  techniques  n é c c s s i t e  3 6 tapes  : 
- l ' h y d r o l y s e  d e s  ac ides  nucl6 iques ,  

- l n  s6para t ion  chronntogrnphiquc ou électrophorGtiyue des 

p r o d u i t s  d l  hyd-rolyse , 
- l c  dosage des  cons- t i tuants  : bnses ,  nucléos ides  ou nucléo- 

t i d e s .  

A - DETE~NATIOF? DES RWOR!PS MOLAIRES DES BASES OONSTITUANT 
LES AliS7. 

Ce t t e  n6thode 2" a t t i r é  de nonbreux chercheurs ,  En 

e f f e t ,  l a  &par-"tien c l i ro~~a tograph ique  des bases  s u r  p a p i e r  

ou s u r  colonne e s t  r e l a t i v e n c n t  a isCe : de nombreuses r 6 s i n e s  

synthé t iques  e t  d i f f é r c n t s  sys thnes  so lvzn t s  ont 6 t é  essayés  

avec succès ( v o i r  l a  revue gCnérnle de BOULINGER & I'IONTRmTIL 

(295) ). Dl m t r e  p a r t ,  l n  rn6thode de dosage s p e c t r o p h ~ t o r ~ ~ é t r i -  

que des  bases  e s t  extrl.e^rlelient s e n s i b l e  e t  p r e c i s e  ; on pouvai t  

donc espé re r ,  en as soc ian t  ces  deux proc6dés d ' a n a l y s e ,  

déterrxiner avec exact i tude  l c t  co~:iposition des  Am, lialheureu- 

semcnt, l a  l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des  bases  c o n s t i t u a n t  l e s  

Am n ' e s t  pas  r é a l i s a b l e ,  En e f f e t ,  l e s  nincl6otides pyril-fi- 

d iques  sont p n r t i c u l i è r e o e n t  r é s i s t a n t s  aux agen t s  d f  hydrolyse 

ac ide  e t  dans l e s  condi t ions  d 'hydro lyse  qu i  p e r n e t t e n t  de 

l i b d r e r  quan t i t a t iveûen t  l e s  bases ,  on ne peut  é v i t e r  l a  



d é g r a d a t i o n  de  c e l l e s - c i  : d é s a n i n a t i o n  d e s  b a s e s  a r i inées ,  

d e s t r u c t i o n  d e s  b a s e s  pu r iques ,  

1°) Hydrolyse d e s  Am? e t  l i b é r a t i o n  d e s  base s ,  

HOTCHKISS ( 2 9 6 )  p roposa  d ' u t i l i s e r  l t  a c i d e  chlorhy- 

d r i q u e  concen t r é  â 120°C pendant 2  h e u r e s  : 1' extrême g m t a -  

l i t 6  de c e t t e  hyd ro lyse  l a  f i t  abadonner e t  DALY, ALLF'REY & 

MRSICT (297), p r é c o n i s è r e n t  a l o r s  l t e n p l o i  d ' a c i d e  chlorhy-  

d r i q u e  6  IV, pendant  2 heu re s  à 120°C, en t ube  s c e l l é .  

T:UEYAM & SXIITH (298 )  !suis I'lacDOTlliLD (299) u t i l i -  

s è r e n t  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  1 N p e n c l ~ ~ n t  1 heure  à 100°C, C e t t e  

hyd ro lyse  condu i t  à u n  ~ z é l a n g c  de b a s e s  p u r i q u e s  e t  de  nucléo- 

t i d e s  pyr i lx idiques .  Ceux-ci, peuven t ,  s e l o n  VISCHER & CKA2GAFF 

(300)  a p r è s  i s o l e n e n t  , û t r e  t r a i t é s >  p a r  1' ~ c i d e  f o r ~ i i q u e  

concen t r é  e n  t u b c  s c e l l é  2 17S°C, pendant  2 h e u r e s ,  q u i  l i b è r e  

a l o r s  l e s  b z s e s  p y r i n i d i q u e s .  C e t t e  néthode a & t é  a p p l i q u é e  

1 1 6 t u d e  d e  IlAm d e  L e m r e  ei- du Panc rbas  dc R a t  ; nais 

CHARGIII'F & C o l l ,  (301)  ont  n o n t r c  qul e l l e  é t z i t  i ~ i p s r f 2 , i t e  

c a r  1' a c i d e  u r i d y l i q u c  rcs i s ta i t  à l t  hydro lyse  f o r n i q u e .  

L 'hyd ro lyse  p z r t i e l l e  des Ar? p a r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  1 N ou 

l ' a c i d e  ch lo rhydr ique  1 fu' a r e ç u  dc  n o l ~ b r c u s e s  = p s l i c n t i o n s  

3, l a  s u i t e  dc l a  lxise au p o i n t  p a r  T"SIIV(HATY~ & Sl'iITH d ' u n  s rocédé  

n i x t  e de ch rona t  o g r ~ ~ p h i e  d e s  S a s e s  p u r i q u e s  e t  d e s  n u c l 6 o t i d e s  

p y r i i i i d i y u e s  (TLIPJ<F&~~I & STI'TITH ( 3 0 2 ) ~  STiITH & MRRKELCIM ( 3 0 3 ) ) .  

Cependmt c e s  a u t e u r s  n e t t e n t  en év idence  une l é g è r ~  déphos- 

p h o r y l a t i o n  d e s  n u c l é o t i d e s  p y r i n i d i q u e s  e t  d o i v e n t  a p p l i q u e r  

à l e u r s  r é s u l t a t s  une c o r r e c t i o n  de  +S p. 100  ( 3 0 4 ) ~  

Dr z u t r e  p a r t ,  ABRALJS (305) est irne â 7 p,  100 l a  clésarl inat ion 

de  l ' a d é n i n e  e t  de 12" guanine  provoquée p a r  c e s  a c i d e s  ~ h ? ~ u d s ,  

E t  e n f i n ,  LO??ING ZC (2011. (306 ) s i g n a l e n t  la t r ~ ? u n s f o r i i a t i o n  

d i u n e  p a r t i e  de  1' ?c ide  c y t i d y l i q u e  e n  ac ide  u s i d y l i q u e ,  

i,iililSHBE( & VOGEL (307)  utilisent 1' i dc ide  p e r c h l o r i q u e  

1 2  N pendznt 1 h e u r e  à 100° e n  t u b c  s c e l l é ,  C e t t e  1-i6thode 

p e u t  ê t r e  np;~liquEe à des  AL%? t i s s u l a i r e s  non i s o l é s  e t  a 



éti.  e~q3loyi.e T a r  lhlL1;ISKAII lui-nêne ( 3 0 8 ) ~  EiXTBS & C o l l .  ( 3 0 9 ) ~  
SCKNEIDEK ( 3 1 0 ) ~  CFlOSBIE & Col l ,  (311) .  Ces d e r n i e r s  ~ i o n t r è -  

r c n t  que ce node dl hydrolyse ne l i b é r a i t  pas  q u a n t i t a t i v e n e n t  

l e s  bases  pyrii-lidiques, 

Enfin,  une n6thodz dl hydrolyse p a r  1' ?.cide t r i f l u o -  

roacé t ique  5 1 5 S ° C  sendant 80 Tm zv é t 6  d é c r i t e  p a r  DUTTA, 

JONES & STACEY ( 3 1 2 ) ,  ixriris, c e t t e  technique ne serible p a s  

a v o i r  reçu de nonbreuses a p ï ~ l i c a t i o n s .  

2 O )  Sgparat ion de bases. 

a )  Ln chrolmtographie d e s  b a s e s  puriques e t  s y r i n i d i q u e s  

s u r  échangeurs dl i o n s  a  Et6 i n t r o d u i t e  p a r  COHN (313) ,  e t  peut 

ê t r e  r b a l i s é e  avec succès,  s o i t  s u r  r é s i n e s  ca t ion iques  ( ~ o w e x  

50, p a r  exenple) ,  s o i t  s u r  des  r é s i n e s  ~ n i o n i q u e s  (~owex-1,  

p a r  exemple). En e f f e t ,  en c i i l i eu  a c i d e  , lt i o n i s z t i o n  d e s  

groupes aiilnés do  l a  guanine, de l a  cytos ine  e t  de l ' a d é n i n e  

p e n i e t  l e u r  f i x a t i o n  s u r  l e s  6cli:ngeurs de c a t i o n s ;  Leur 

é l u t i o n  e s t  effectrnée p z r  un ac ide  d i l u é  ( H C ~  2  N). L ' u r a c i l e  

n '  e s t  pas  f i x e  s u r  1 2  r6s ine  e t  se  t rouve  dans 13 f r a c t i o n  de 

lavage à 1' eau de 12 colonne. En n i l i e u  ~ l c a l i n ,  1 '  é n o l i s a t i o n  

des groulieuent s cétoniques d e s  b a s e s ,  l e u r  confère d e s  proprié-  

t é s  a c i d e s  e t  expl ique l e u r  f i x a t i o n  s u r  l e s  échz-ngeurs 

d 1  anions,  

b )  La sdpara t iùn  des  bases  peut  ê t r e  e f f c c J ~ u 6 e  p a r  

ch rona tognph ie  de par tage s u r  colonne dl nnidon (EDT~~M 6: C o l l .  ) 

(314)r DALY & ItTIrlIRSKY (315) ,  ri?.is c ' e s t  s u r t o u t  13 chroriato- 
graphie s u r  p a p i e r  qui a  connu l e  p l u s  de succès,  en r a i s o n  

même de son ex t rêne  s i rq3l ic i té .  

c )  De t r è s  noribreux systèries so lvan t s  capables  de rCa- 

l i s e r  l n  s é p a r a t i o n  des b a s e s  par chror~atogrzqhie s u r  p a p i e r  

ont é t é  d é c r i t s  o 



Les p l u s  s n t i s f  z i s n n t  s sont l e s  s u i v a n t s  : 
l[lnRKHAlgT ,I SUI1 TH (316 ) : 

n-butanol/eau (86 : 1 4 . )  

n-butanol/eau (a tnosshère  .dl ammoniaque) (86 : 14) 
a l c o o l  isoarzylique s a t u r é  dl eau 

Signzlons a u s s i  l e  sys tene  so lvant  de SlfiIW & : 

1 ,  8 q u i  r e a l i s e  l n  sgpara-tion des n u c l é o t i d e s  pyr i -  

n id iques  e t  d e s  bases  pur iques  obtenus p a r  hydrolyse des  RP3i 

p a r  l ' a c i d e  chlorhydrique ou p2r  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  1 N à 

100°C ( v o i r  plus h a u t )  : 

butanol  t e r t i a i r e /  a c i d e  chlorhydrique/ei?u 
(700 : 132 : 168)  

d )  Ln s é p a r a t i o n  des bases  pcut  e n f i n  e t r e  e f f e c t u é e  p2.r 

élec-trophorèse s u r  pzp ie r ,  par exexiple dans l? s a l u t i o n  tzlxpon ---- 
s u i v ~ . n t e  o ~ ' c i d c  citrique/phosl2hnte (PH 2,2, 2 2 0  V, 8h., ) 
(GHOSH & BURIA) (319) .  

3O) -- Dosage des  bases ,  - 
Les  bases  pur iques  e t  p y r i i n i d i ~ ~ u c s  absorbent  12 1u- 

ririère u l t r c i - v i o l e t t e ,  e t  c e t t e  p r o p r i é t é  per, ie"ceur dos2ge 

spec t rosho- to i~ét r lque .  Celui-ci  peut  ê t r e  e i l e c t u é  s u r  l e s  

é l u n t s  des  r h s i n e s  e t  152s colonnes d f a ~ i i c * o i ~  ou cles cr"rr6s  de 

p 2 s i e r  décou l .6~  s u r  lc chroriatogra~~hie ou 1' é lec t ro l shor6~ramie  

e t  correspondrlnt 1' ei,~,sl?,cei~ent cles d i f f  6 ren tes  substrùnces 

p r é ~ 1 , a b l c ~ i e n t  repéreeç  en lul ; lkre  u l t r i - - v i o l e t t e .  Ces  c a r r e s  

de p a p i ~ r  sont i n t r o d u i t s  dzns des p e t i t s  r e c i p i e n t s  rvec unc 

s o l u t i o n  a j q r o p r i é e  (-Aci.de chlorhydrique 0 , 0 1  N) qui e x t r ~ i t  

l e s  d é r i v é s  nuclé iques ,  Les dosages sont  e f f e c t u é s  s u r  l e s  



s o l u t i o n s  o b t e n u e s  : on d e d u i t ,  d e  l n  d e n s i t s  o p t i q u e  e t  du  

c o e f f i c i e n t  dl  e b s o q t i o n  ~ l o l a i r e ,  1- conccnt r?*t ior i  d e s  b z s e s ,  

Les  rnesurea s e  f o n t ,  e n  gén6rc.l  ?i 12  l o n g u e u r  d l  onGe d l  t?bsoqi3- 

t i o n  n ~ x i m n  e t  un f x t e u r  d e  c o r r e c t i o n  e s t  a p p o r t & ,  t e n a n t  

coïLipte d e  l 1 z b s o r i ~ t i o n  du s o l v a n t  e t  du  p 2 p i e r ,  

B - DZT1;~1II-INATIOR 323 ILUT OiiTS I\-OLhI LES DES 3IUCLEOSIDES DXS AI'GJ. 

Le d o s z g e  2 2 s  n u c l  c o s i d e s  d i f f 6 r c n t s  c o n t e n u s  c?cins 

l e s  A2dVL', a é t é  p e u  u t i l i s 5  p Q u r  d é t e r i - i i n e r  11. c o n p o s i t i o n  

q u n n t i t r z t i v e  d c  c e s  i ~ o l é c u l e s ,  En e f f e t  l l  h y d r o l y s e  c h i n i q u e  

d e s  e n  i iuc l&os iGes  e s t  l o n g u e  e t  d C l i c a t e ,  L e s  n u c l 6 o s i d e s  

p e u v e n t  ê t r e  o b t e i ~ u s  ;>-r 1' 2 c t i o n  d e  12, shoss l l z t r , s e  x i d e  sur 

d e s  n u c l é o t i < c s  s r é a l ? b l e ~ _ . e n t  l i b é r é s  p?-r une  h y d r o l y s c  e l c n -  

l i n c  d e s  AI@, C c t t c  t ? c h n i q u e  e s t ,  p a r  c o n s é q u e n t ,  t r è s  longue .  

En o u t r e ,  aux i n c o n v é ~ i e n t s  d? l l h y d r o l y s c  ~ J c a l i n e  d e s  

( v o i r  y ~ l u s  l o i n )  s1  ~ " j  d u t e n t  ceux cl? l1 h y d r o l y s e  e n z y i ~ z ~ t i ~ u e  

d e s  n u c l C o t i d > s .  I l  c o n v i e n t  t o u t e f o i s  d e  n o t e r  qLLe 1:: s6pa- 

r a t i o n  Lies i iuc l6o  t i d e s ,  s1  i'tlilt r é v g l c c  2 s s c z  d i f f i c i l e ,  on 

c o l q r e n d  cyJe c e r t z i n s  a u t e u r s  a i s n t  songd l e s  convertir e n  

~ . u c l é o s i d c s  dont- I r ?  s&pr i , ra t ion  e s t  ; i i s é ~ i e n t  r 6 a l i s z u b l e ,  s o i t  

p 3 r  c h r o n a t  ~ g r ? ~ ~ h i e  s u r  c o l o n n L ,  s o i t  p z r  c h r o m t  ogr.;?phi~ s u r  

p z p i e r .  

Les AlU? s o n t  h y d r o l y s e s  e n  n u c l 6 o s i ? ~ d s  p c r  u n e  s o l u -  

t i o n  dln,nnoniac-ue à 16  y?. 1 0 0  & 1800C pendrunt  3 4 l i c u r e s  

(LEVENZ) (320) o u  22-r l n  p y ~ i d - i n e  2 50  p. 1 0 0  à 1 1 8 O C  pcndan t  

5  j o u r s  ( B ~ E D E ~ ~ I Z )  ( 3 2 1 ) .  Ces  t c c h n i ~ ~ u e s  n 1  o n t  p a s  r e ç u  b e i x -  

coug dl ;bli3plic~t i o n s  c a r  e l l e s  n e  s o n t  pa>s y u ~ n t i t i t i v o s  ( v o i r  
r e v u e  g é n é r a l e  de BOUIUZNGZ;? P. . OITT UUIL) ( 3 2 2 )  u t  l e s  nuclko-  

s i d e s  e n  g é n é r n l  s o n t  p ré ï2a rés ,  cor.1.11212 nous  1' zvons  vu c i - d e s s u s ,  

à p i - r t i r  d e s  n u c l e o t i d e s  l i b c i r é s  d e s  Ji7J;i ynr h y d r o l y s e  s o i ~ i q u e ,  

à l1 % i d e  de l n  phos;3hatase ncide d 1  o r i g i n e  p r o s t a t i q u e .  



2 0 )  Séparation des nucléosides. 

a) Le cornportenent des nucléosides sur les -mm--  échangeurs -ri.-C 

------ d1 ioqs est sensiblement le même que celui des bases, mais le 

fractionnement sur résine à échange d'anions est en général 

préféré au fractionnement sur échangeurs de cations. En effet, 

en milieu alcalin, la liaison glucosidique est stable et de 

plus, llélution dcs nucléosides peut se faire avec des solu- 
tions tanponnées diluées qui romplacent avantageusement les 

solutions dl acides. iiu contraire, les échangeurs de cations 

hydrolysent certains nucl&osides (ANDERSEN & Co11. ) (323). La 
chromatogrzphie sur échangeur dt anions est améliorée en milieu 

borate (coHN)(~~~), (JLLENIKE 8 VON ~liH~)(325) car l'acidité de 

l'adénosine et de la cytidine est augmentée et leur fixation 
facilitée. COHN (326) séparc les nucléosides en solution dans 

B O K 0,01 M, sur Dowex 1 (forme chlorure), ltélution de la 4 7 2  
colonne ,-e faisant par un mélange de B O K 0,02 M et KC1 4 7 2  
0,03 M. 

b) La chromatographie de partage sur colonne d'amidon ---------------- 
suivant le mode opératoire décrit par EDTLWM & Coll. (327) a 
été utilisée par BYL'TE & Coll. (328) pour la détermination de 

la composition des LRN du sarcome de la Puule. Le déplacement 
des ribonucléosides est ~éalisé par le passage de n-butanol 

saturé dl eau. 

c ) Les ribonucléosides sont aisèment séparés par chroma- ------ 
tographie sur ga-pier dans les systiimes solvants décrits par ---------------- ---- 
UIIRKH1;ill & SliLTH (329)  et VJY~LTT (330) pour séparer les bases. 

,'.) Des méthodes de séparation _______  électroghorétique ______-__ des 

nucléosides ont été décrites par DIMROTH & Coll. (331), JAWIKE 

& Coll. (332), WERKHEISER & Coll. (333), BURKE (334). 

3O ) Dosage des nucléosides. 

Les nucléosides, comme les bases, sont dosés par 

spect rophot ornétrie, 



DBT$E&IIIN~LTION DES 1'dZPO ZS B70LAIL?ES DES NUCLEOTIDES DES AFJ'T. 

C e t t e  tccllnique p r é s e n t e ,  e l l e  ~ ~ u s s i ,  quelques d i f f i c u l t é s .  En 

e f f e t ,  s i  l ' h y d r o l y s e  pq,r l a  soude ou 1~" s o t a s s e  d3s  ARlq en 

n u c l e o t i d e s  e s t  a i s é e ,  l n  s é p c r ~ ~ t i o n  cl? ceux-ci pose un pro- 

b lèze  q u i  a r e t e n u  1' a t t e n t i o n  de no~,;brcux chercheurs .  DTous 

ver rons  p l u s  l o i n  que dc nolxbreuses néthodes de s 6 p r w r ~ - t i o n  des  

nuclLot i3es  f u r e n t  e t  sont  encore proposées,  ce q u i  s e ~ i b l e  i n d i -  

quer  que 1s p e r I c c t i o n  n 1  e s t  pas encore n t - te in te .  

1°) Hg?-rolyse c e s  ALBT en nuc léo t ides .  

L f  hydrolyse des  en aononuclc5otidcs peut  ê t r e  
r é a l i s S e  s o i t  p c r  une hy:'~rolyse aru:~oni,zcale rziçe cdu po in t  p a r  

A31TTi2EUIL (335) soiJ6 p a r  une hydrolyse sodique su ivzn t  l n  tech-  

nique de STEUDEL (336).  

La soude lscut E t  r e  renpl,xcce uvznt zugcusellent p c r  l n  

po tasse  qui  c r t  élii,;inée p l u s  f L?,cilei~cnt de l n  s o l u t i o n  de  

nuc1éotidt .s  ob-tenue, sous f  orae de p e r c h l o r a t e  de yo-tasaiuil 

(!'JEILL) (337 1 .  
a )  H ~ d r o l y s e  ai:h:~oni:'cale. - ---- -------------- 

L1amioniaquc à 25 p ,  100 a v z i t  6tC u t i l i s e  en  1918 

p a r  LEVEDE (338)  aour p r i p a r e r  l e s  ï,;.ononucléotides (cliuui-k,ge 

à l ~ n ~ t o c l ? ~ v c  à l l S ° C ,  p c n d m t  1 h e u r e ) .  fi c ~ t t e  ten;2ér?*ture, 

nêna avec des concen t ra t ions  el1 i,l~ioni,rque i n f é r i e u r ~ s ,  des  

q u z n t i t é s  i ~ ! p o r t ~ - n t c s  d1  ac ide  phosphorique sont  l i b é r é e s .  Au 
contraire, 1' aîûïîoniaque concent ré ,  u t i l i s e  pendant 1 0  jours  à 

l a  teïiipdrature du laboratoire ( C A L V E ~ ~ Y  e t  JOPJEÇ) (339)  ne pro-  

voque aucune d6~l iosphory ln t ion  1.1sis e l l e  ne r 6 a l i s e  qu'une 

hydrolyse p a r t i e l l e .  Aussi BOULANGZR & -.0NTL7?UIL (34-0) o n t - i l s  

prcconise  l1 e a p l o i  dl ziix~oniaque concentré en tube s c e l l é  à 370 

pendant 8 jours,  L1 liydrolyse r e s t e  cependant inconplè te .  Ll hy- 

d ro lyse  aïifl2oniacale a é t é  u t i l i s é e  a u s s i  p a r  SZAFARZ & 

PAT323OTTE (341 ) , aai s e l l e  e s t  a c t u e l l e n e n t  abandonnée. 

b) H y d r o l p e  sodigue. ------ ------- --- 
Ln p l u p a r t  d e s  a u t z u r s  u t i l i s e n t  l a  soude 1 N ou- 



0,5 N â 37OC ou à tel:q2irzture o r d i n a i r e  : l t h y d r o l y s e  d e s  ARN 
e s t  t o t a l e  en 1 8  heures .  

L'hydrolyse sodique ou pot?.ssique e s t  donc rap ide ,  

n a i s  e U  presen te  1' inconvin ient  de f o u r n i r  d e s  h y d r a l y s s t  s 
+ + r i c h e s  en i o n s  ïV1 ou Y, qu i  gCnent c o n s i d é r a b l e ~ e n t  l a  sdya- 

r a t i o n  chronat o g r ~ ~ p h i q u e  d e s  nucléot ide  S. 

En o u t r e ,  1' expOrignce a montré qut g l l c  n t  é t a i t  oas 
A 

t o u j o u r s  q u a n t i t a t i v e  e t  qut  e l l e  désaminai t  p a r f o i s  1' a c i d e  

cy t idy l ique  en l e  t raf isf  orrnant en ac ide  u r idy l igue .  Ces obser- - 

v a t i o n s  seront  d i s c u t é e s  dans un prochain  c h a p i t r e  ( v o i r  p.109 ) 

2 O  ) Séparation -ùeo ~Ücléat-iCes,. 

1. Chromatographie s u r  colonnes. 

a )  C h r o ~ l i ~ t o g r z t h i e  s u r  colonnes c l t  anidon. ----------- ......................... 
Quelques e s s a i s  de chrorLmtogr2phie s u r  colonne d 'nu i -  

don ont  é t é  f a i t s  g;:r REICKIRT (342), I S  & C o  (343), 
DALY, NLU'lGCY & ilIRSKY (344 ) .  Ln l e n t e u r  de c e t t e  aéthode e t  

1' inex3"cti tude des  r é s u l t a t s  obtenus ont conduit  l e s  Auteurs 

à l zbandonner, 

b ) Chronat o g r a ~ h i e  .---------.------------Q------------ s u r  r é  s i n e s  O chi .n~euse s cl ions .  

La chromatographie d e s  n u c l é o t i d e s  s u r  colonne de 

réskne à Bchnnge d ' i o n s  n e t  à p r o f i t  l e  c a r a c t è r e  ac ide  de ces  

composés. Lr présence d ' u n  r a d i c a l  phosphoryle dans l e u r  molé- 

cu le  confere aux nucl l lot ides  de3 ~ ~ r o p r i é t é s  d ' a c i d e  f o r t .  

Cependant l a  charge t o t a l e  d ' u n  nucléoticle e s t  13 sonme d e s  

charges provenant de l t  i a n i s a t i o n  du r a d i c a l  phosphoryle e t  

des  fonc t ions  d e s  bases  pur iques  e t  p y r i n i d i q u e s  e t  e l l e  v a r i e  

avec l e  pH, 

Les n ~ ~ c l é o t i d e s  p r4sen ten t  aux pH &levés  une grande 

a f f i n i t é  pour l e s  échangeurs d tan ions .  Inversement,  pour d e s  

v a l e u r s  basses  de pH,  i l s  sont  f i x é s  par l e s  échangeurs de 

ca t ions .  Dans l e s  deux cas ,  lf é l u t i o n  pcut  ê t r e  e f fec tuée ,  s o i t  



p a r  augmentation de l a  concent ra t ion  d ' u n  i o n  c o n p é t i t i f ,  s o i t  

en modifiant l e  pH, de façon à a b a i s s e r  ou à i n v e r s e r  l a  

charge t o t a l e  d e s  nucléot ides .  

La s e p a r a t i o n  des  riboï:~ononucléotides s u r  r é s i n e  à 

échange d ' i o n s  a k té  n i s e  au po in t  p a r  COHH (345) e t  p a r  

CARTER (346). E l l e  a conduit  à l a   se en  évidence des  i s o n è r e s  

a (2'-phosphate) e t  b  (3 ' -phosphate)  dont  l a  découverte a 

appor té  des rense ignenents  préc ieux s u r  l a  s t r u c t u r e  des  ARN 

( c o H T T ) ( ~ ~ ~ ) ,  e t  s u r  l e  'lécanisne dc l ' h y d r o l y s e  sodique d e s  

ARN. ( v o i r  p. 24)  

0( ) ------- L1 échangeur -----,-,,,,--,9 de c a t i o n s  généra lenent  u t i l i s é  e s t  l e  Dowex 

50, r&sini :  polys tyrène  su l foné ,  sous l a  foime ac ide  e t  1' &lu-  

t i o n  des  nuc léo t idcs  ( i n t r o d u i t s  en s o l u t i o n  dans 1' ac ide  

a c é t i q u e  0 , l  N )  e s t  r e a l i s é e  p a r  l e  passage d 'une s o l u t i o n  

d 1  >cide  acé t ique  0 , l  IJT (coH~Y) (348). Nous avons nont ré  que l e s  

ribonononucléo-tides, mntrodui ts  à pH 4 s u r  une colonne de 

Dowex-50, de l e m m t i t e - 5 0  ou d t b b e r l i t e - I R  120 (nesh 25-50) 
pouvaient  ê t r e  déplacés  p a r  1' eau d i s t i l l é e  dans 1' ordre  su i -  

vant  : acide u r i d y l i q u e ,  ac ide  wanylique e t  ensecible l e s  

a c i d e s  cy t idy l ique  e t  adcnylique ( v o i r  Travaux pe r sonne l s ) .  

P l u s  récer-ment, KATZ h CO1,B (349) ont i lontré que l e s  ribonu- 

c l é o t i d e s  en s o l u t i o n  dans 1' a c i c ~ e  chlorhydrique 0,05 IY pou- 
v a i e n t  S t re  s é p a r é s  s u r  une colonne de Dowex-50 x  4 (nesh  200- 

400) p a r  l e  passage success i f  d ' a c i d e  chlorhyJ.rique 0,05 N pour 

l ' a c i d e  u r i d y l i q u e  e t  p a r  l ' e a u  d i s t i l l é e  pour l e s  a u t r e s  

nuc léo t ides ,  1' a c i d e  guanylique précéclant l e s  ac ides  adénylique 

e t  cy t idyl ique  éluCs ensemble, 

Ln chronatographie des n u c l é o t i d e s  s u r  é c h ~ n g e u r  de 

c a t i o n s  a é t é  peu u t i l i s é e  pour 12 d é t e r i ~ i n a t i o n  de l n  comL30- 

s i t i o n  des  Am1 sauf  p a r  KATZ & CO1diB (350) qu i  sont ob l igbs  de 

s é p a r e r  l e s  a c i d e s  cy t idy l ique  e t  adényl ique p a r  chrori~atogra- 

p h i e  s u r  Dowex-1 e t  de p u r i f i e r  l ' a c i d e  g r i d y l i q u e  avant de l e  

d o s e r  c a r  il c o n t i c n t  des  cor.~posés phosphorés non nuc léo t id i -  

que S. 



Dans n o s  r eche rches  p e r s o n n e l l e s ,  nous  avons  u t i l i s é  

l e  Dowex-50 un iquenent  pour  g u r i f i e r  l e s  h y d r o l y s a t s  sod iques  

dlhPd,g l e s  n u c l é o t i d e s  Clués enserlble 6 t z n t  e n s u i t e  s é p a r é s  

p a r  c h r o i ~ ~ a t o g r a p h i c  ou p z r  é lc?c t rophorèse  s u r  p a p i e r .  

(3 ) Les d changeurs  d  on ions  cinployés l e  p l u s  couraimient 
-------------------___e 

\ 

s o n t  l e  Dowex-1 e t  l e  Dowex-2 sous  13 fo i - lx  c h l a r u r e   COI^) 
( 3 5 ~ ) ~  l ' é l u t i o n  d e s  n u c l é o t i d e s  é t a n t  r 6 n l i o é s  p a r  l e  passage 

de  l ' a c i d e  ch lo rhydr iquz  d i l u é .  C e t t c  t e chn ique  de  a 6 p a r a t i o n  

d e s  r ibor~ononz i~c léo t ides  n  é t é  u t i l i s é e  p a r  VOLKIN 2: CAESEI? 

( 3 ~ 2 ) ~  p o u r  é t u d i e r  13 c o n p o s i t i o n  d e s  AR? d e s  t i s s u s  s a i n s  

e t  néopl .as iques  de d i f f é r e n t s  ? ~ l n ~ x ~ i f è r e ~  e t  pou r  n c s u r e r  l e s  

a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  n u c l é o t i d e s  provenant  d ' A m  i-ilarq~~és, 

E l l e  a a u s s i  é t é  a p p l i q u é e  p ? r  OLlllSTEI) & VILLEE (353)  e t  Dl3 

LI\I&%I::U~~SDE, liLL113X & CANTEI20 (254), 
La îibthode pu & t é  amél io r6e  en  1958 par  PONTIS ci BLUNSON (355) 
q u i  on t  u t i l i s e  pour e f f e c t u e r  l ' 4 l u t i o n  u n  grad?.--:%- concave 

dl a c i d e  ch lo rhydr ique  e t  c h l o r u r e  de calc iumg l e  pEL c I é c ~ o i h i ~ ~ ~ - '  

de 4 à 2 e t  la c o n c e n t r a t i o n  en  ch1,rure  de c a l c i u n  c r o i s x c n t  

j u s q u ' z  0 ,14  N, LI é l i n i n a t i o n  du c h l o r u r e  de c a l c i u w  s e  fxit 
p a r  u n  né l ange  d ' a l c o o l  e t  ~ l ' é t h e r  q u i  l e  d i s s o u t  coripl&"erient 

a l o r s  que l e s  n u c l C ~ t i d : ~ t e s  de  c a l c i u n  r e s t é s  en  suspens ion  

peuvent  ê t r e  r é c u p é r é s  par ccn-Lr i fuga t ion ,  

Les  résines à icllzngc dl ?nions  o n t  ericoro d t é  e i - i ~ ~ l o g é e ~  s o u s  

l n  f o m c  f o r u i ~ ~ t c ,  1' 6 l u t i o i i  d e s  n incl6ot ides  é t a n t  r é a l i s é e  

p a r  u n  g r n d i c n t  J - iscoi i t inu   CO^ & CAXPE1I:i (356) ) ou c o n t i n u  

d?.ci<c forïxique ( , I~ISKI~~EZI & C n l l .  (,3521--), L1 C l u t i o n  ;)eut s e  

î ~ ~ i r e  a u s s i  s u c c e s s i v e n e n t ,  avec  de  l l a c i r ' i e  fo r~~ l i c lue  c l i lué  qu i  

dép lncc  l c s  ncicies cy t i i i y l i yue  c t  ?,d6nyliquc7 p u i s  s7ec  d e s  

s o l u t i o n s  tal iponnées (né l angc  cl_? ?c ide  f o r i ~ i q ~ l e  c t  dc f o r ~ r i : ~ - t e  

de  sodiuil,) q u i  66p laccn t  l e s  a c i d e s  u r i d y l i , u e  e t  guanyl iquc  

(COH~ & VOLKIN (358)  ) C o t t e  t e c h n i q u e  n Q t E  u t i l i s é e  p a r  

T\'IORTPmIL & ILHOUVINE (359)  p o u r  1 7  I?ctcr l? inat ior i  62s r ad ioac -  

t i v i t é s  s s éc i î i qu . e s  d e s  diff e r c n t  s n u c l é o t i d e s ,  



En 1960, COmT (360)  prdconisu c l l u t i l i s e r  un g r a d i e n t  dfzucide  

foriA:iyuc ~t Co f o n i ~ i a t e  dfcil:x:~oniu~: e t ,  un  peu  lus t c z r c l ,  il 

c o n s e i l l a  (COI~N U BOLLU; ) (361)  l1 o i g l o i  i -es b icnrbonates  qui  

se  d ~ c o l q ~ o s e n t  rapideiieiit ,nu cours  du p,ussitgc s u r  li" rés ine  

~ . v c c  perbe 2-e C O  e t  é l é v ~ ~ t i o n  du yH. Ccs & l u ? a t s  s o n t  préferables 2 
2-ux s o l u t i o n s  s z l i n e  s e'c ?,ux s o l u t  ions  ,-,ciCe 3 h?ub i tue l l~ izen t  

u t i l i s é ~ s ,  c z r  i l s  u v i t e n t  11hg3ro lysc  nuclZoti.9-CS au cours  

.le l y L  c h ~ o i l ~ , t  of,rC?-pli i  o u  i i ~  1 ' ~ 1 i l : i n ~ : t i o n  G è s  i ~ n s .  

Les ;?îoce!I.6~ :f Elut  ion  C C S  LIuc16ot L ~ C S  ont sub i  de noiibïeuses 

noGif ' ic~; t ion  : v o i r  27,r 2 x 2 ~ 1 ~ 1 1 ~  lTJ'J?,DX (362)  qui  ti 6tuiLi6 l ' i n -  

f luence  dc 1- conccnt r - l t ion  sc:linc c t  (lu changelient cle pH 

de 1' élunnt  s u r  1; r é s o l u t i o n  fies n1;1cl6otidcs9 e t  bIIDiii 'SON & 

C o l l .  (363)  gu i  ont ~ E c r i t  une ir6tho:e p c r . i e t l ~ n t  C ' L ~  sLp?rer 

s u r  l a  ilêlic colonne rie Do~vex 1 x 8 ( 0 , g  x 150 cil ; riesh 400) 

l e s  b z s e s ,  l e s  nucl i :os i~-ea  e t  l u s  nuclcoticl,es, Un grcd;liel-,t 

l i n é ~ ~ i r e  Z1ncét;>.te 2.e so~l iur i  ( 0 ,  6  7' à 2 ld) à pH 4 , 4  p e l ~ i c t  

cl1 o b t e n i r  à 20°C ( 0 ~ 4 0  ri1 ;>ar 1.m) l n  cy tos ine ,  12  c y t i l i n c ,  

l f u r i J . i n c ,  l ' u r i ~ c i l c ,  1:' thy;.finc e t  l l l n o s i n c  e t ,  à 4 5 O C  
( 0 ~ 8 2  i i l  par l u i ) ,  11adCn3sine,  1 n i n  l a  guanine,  Ln @ana- 

s i n e ,  l e s  a c i d e s  c y t i ~ l y l i q u c  , u r i ? ~ y l i q u c ,  nd.6nylique e t  gwny- 

l i q u o  dont l e s  iso:Gres F,, e t  b  (2' e t  3 ' )  s o n t ,  en o u t r e ,  SC- 

paré  s e  

Kalgrd l e s  r e r f  ectionneiicnt s ûp;?ortCs 2 17, i.iL;thoi!e, 

1û ~hro l~ ia togrnph ie  des nuc léo t iLes  s u r  rce s i n e  à Echnnge G 1  an ions ,  

appl iquée à d e s  hydrolysr,t a f i 1 i 1 Y J J ,  'e l~eure une technique longue 

e t  d é l i c a t e .  I l  e s t  v r ~ , i  L ~ U G  l e s  collecteurs c",c f r s c t i o n s  e t  

1 c s  : q l ~ ? ~ r c i l s  enregiatrci-ieiit c ~ ~ t o ; i ? ~ t i q u c  :let., i c n s i t b s  o;?ti- 

ques ont f n c i l i t é  bez,ucaup l a  t m h e  Cies Chercheurs. Ce;?enC-~~n-t, 

b i e n  souvent, ceux-ci Uoivent v t i r i f i e r l a  p u r c t j  Xcs coiilîosGs 

é lu6s  , par  chrorL~at oyraphie s u r  p a p i e r  ou p a r  é l c c t  rophorèse , 
c a r  l e s  s o u i l l u r e s  sont nombreuses. Pa r  excuil~le, Yr21ilANA 8~ 

SIBATANI (364 ) ont nont r é  que l1 ~xir ' .e  u r i ~ ~ y l i q u e  6 t n i t  Clud en 

nef-le t c ~ 1 . s  quc :"e noubrouscs s u b s t ~ n c c s  de dens i tL  optiquc 



é levée  qu i  i n t r o 2 u i s é n t  une cuuse C ' e r r e u r  i_r?ns l e s  \?osages. 

De nêne, HOSODA & Col l .  (365) ont d6cel6 1~" prdsence de c0n-b~~- 

rfinunts à côt6 des a c i d e s  u r i d y l i q u e  c t  guanylique,  6 l u é s  

enscii;ble d 'une r 6 s i n e  (le Dowex 1 x 8 ( f o r i x  for l - i inte) .  Souvent, 

l e s  n u c l 6 o t i i . e ~  sont  s o u i l l é s  d e  p h o s p h a t ~ s  inorganiques,  cc 
qu i  a amen6 S i I T S U I ,  ISfrLli;*li Lt OSAIVA ( 3 6 6 )  21 x o d i f i e r  l a  riéthode 

d é c r i t e  p a r  OSnBA & Col l .  (367)  : a p r è s  l e u r  sEi2arGm,tion s u r  
Dowex-1, l e s  s o l u t i o n s  de ~ ~ o n o n u c l 6 o t i ( ~ e s  sont  a g i t 4 e s  2,vec un 

é g a l  volune d 'un  célzn-e dc benzènz e t  d ' i s o b u t a n o l  (1 : 1) en 

présence Je ~ îo lybdntc  2.l ~rii~ioniuri 0,0016 M e t  cl1 i.ciL~e s u l f u r i q u e  

0,l hi, pour  é l i l a ine r  12s cont?ii1in,o,ntse 

L a  chrolliatograi2hie des  n u c l 6 o t i  -2s s u r  &changeur 

d' anions  conn?ît ccpcnc'l-nt encore Ce no~ibreux acieptes ( v o i r  p a r  

excnple NO;;D-i?A & C o l l .  ( 3 G 8 ) ,  1SHIIII;-A d C o l l .  ( 369) ,  SIBATAiTI 

& C o l i .  ( 3 7 0 ) ~  SRIlTIV.13JiN (371) ,  hLi,I':SY & îJ2SICY (372) ,  HIATT 

3 ,  O & 1 (,374)7 C L ' J T O N I  (375) ,  KITiLZUEii: & YCiLS (376); 
IINDOH & Coll. (377) ,  BRhCHEl ( 3 7 8 ) ,  DECROLY & C o l l .  (379). Il 
est v r z i  yuc lo r squc  l c s  ARD ont é t é  p rda lab lenen t  i s o l é s  z a r  

e x t r z c t i o n  phénolique s u i v i e  d  ' u n  f r n c t i o n n e ~ ~ e n t  prbr c h r ~ l m t a -  

g raph ie  ou c e n t r i f u g a t i o n  d i f - i é r e r ~ t i e l l e  ( v o i r  12, 77 ) col-îlLle 

i l s  l e  sont généra lc~ len t  clans l e s  &tudes  a c t u e l l e s  dès  APZ ]:les- 

sagers ,  s o l u b l e s  c t  ~ . i b o s o ~ i ~ ~ u x ,  l e s  hycirolysat s contiennciit 

moins de colitallinant s suscept  i b l e s  p e r t u r b e r  1s r é s o l u t i o n  

d e s  nucldotidLes s u r  r 6 s i n e .  Toutefo is ,  il s2i;lble s r & f & r a b l e ,  

avznt  de proc6dcr à 1' ac?sor;.tion c'.es nucl6ot i i les  s u r  DQWÇX-l7 cle 

p u r i f i c r , c o m x  l c  f o n t  BPL'LCHET & C o l l ,  (380)~ DECXOLY Sc C o l l ,  

(383.) ,11 hydrolyszlC t1es ART? p a r  une chroliatographie s u r  charbon 

qu i  ne r e t i e n t  Q ~ S  l e s  i1~112urctés, ~ n ~ ~ i s  fixe Lea naalésti8es que 

l'an élue e n s u i t e  p a r  l e  passage d 'un  ~ i é l a n g e  de pyrii l ine e t  

d t  a l coo l .  (node o p é r a t o i r e  Je IvLNDEL & Col l .  (382)  ) ( v o i r  p.120) 

c )  C h r o n a t o g r n ~ h i e  s u r  c e l l u l o s e s  r~~o(?- if ibes .  ------------ l-----.-----ll-------------d- 

Les nuc l6o t ides  peuvent Bgaleuent ê t r e  séparés  pa r  

chromatographie s u r  DE~LE-cellulose" ( 6 l u t  i o n  nvcc un gradient 

D i 6 t h y l a u n o é t h y l - c e l l u l  ose.  



de carbonate il1ariv:oniul?i à pH 8 , 7 )    SINGE^ Su CIIPTOKI) (383) .  

NORISAVfA E CHZiGfLFF (384 ) u t i l i s e n t  l n  DEAE-cellulose avec un  

g r a 6 i e n t  de concen t ra t ion  en chloruri': de l i t h i u x  ( 0 ~ 0 1  Ti à 1 1,'i) 

dr'ns un  tz~ipon ~cOtc"ite de lithiu1-î O,Ol 1 , ~  à s H  5. 

2 1 C h r c i : ~ ~ t  ographie sur  ~ a g ~ i e r .  

Lz c h r o ~ l a t o g r z p i e  s u r  p a p i e r  r e s t e  l a  n5thode l a  p l u s  

u t i l i s 6 e ,  ca r  e l l e  es-t. p l u s  sir,ii?lc , p l u s  rapide  e t  p l u s  exacte .  

( i d ~ ~ i l ~  385 ) e t  dé noinbrcux systbclcs s o l v z n t s  on% & t é  d é c r i t s  : 

- Celui  Ge CII;,WLlI11 (386 ) & C o l l .  : VISCHEL: (387 ),  FULGAS!~NIIC 

( 3 2 8 ) ,  ZLSOT? ( 3 8 / ) ,  BPLiWïLA AIT (390)  (nci:e i sobutyr ique  ta111pon- 

n é )  ne pcn-let p a s  1 ~ -  sLL)~.rat iun x i ? - e s  uri.4-ylique e t  

guanylique qur 6oivent  3 t r e  d o s e s  enscï,~ble y 18 n6thole  chro- 

lm-t ogr~iphic,ue b i d i ~ i e n s i o n n c l l e  pub l i ce  en 1960 p?r  IJIPSFII1i!Z 

e t  CHA3G;IFI  ( 391)  ne s e  s r z t e  pas  à ~l-es  ' ù ~ ? ~ ~ e s  ci1 s é r i e ,  p a s  

p l u s  yuc c d l c  Cie G XLTTIELII e t  ilLLEIJ (392) .  

- B O U M G Z R  & E'IONTL~XJIL (393)  ont ilis au $ o i n t  une s e r i e . d e  

s o l v a n t s  ph6noliques ?ont l i u t i l i s z t i o n  pcrr,let l n  sLp,nrrstion 

des  4 r i b m n o m c l C o t i ' ? e S  ; l c  dosazc3 s p è c t r u p h o t ~ i i é t ~ i q u e  

rendu i l p o s s i b l e  p a r  l n  présence du phénol,  e s t  reLql,ac6 p a r  

un Cosage color irz6tr ique 3u phospdre s e l o n  l n  ii6tl10dc d f A L L E 3  

(394)  i-iodifiée. 

Dl a u t r e s  sys t  &]:es s o l v a ~ i t  a ont é t é  propos&s,  cn p a r t i c u l i e r  

par : 
- CARTER (395) : s o l u t i a n  aqueuse à 5 13. 100 (12 c v)  de 12hos- 

phat  e  disodique s a t u r 6 e  c l i  n l cao l  i s o a q l i q u e .  

- UmIïNT 6: STv'iITH (396) : s o l u t i o n  aqueuse saturGe de s u l f a t e  , 

d i  ~r1ï_~oniwn/tar.1~3on a c é t a t e  iLe sodiw.1 0,l 11 p H  6/isosropanol (79 : 

19 : 2 )  ; ce sys tèue  so lvan t  ne sépare  ;Jas l e s  acicles c y t i d y l i -  

que e t  ur idyl ique .  

- CAPSENTER (397 ) : a l c o o l  i soar~~yl ique/ té t rahydrofurfural /  

c i t r a t e  de ;:otnssiur~ 0,08 M pH 3,02 (1 : 1 : 1). 

- KIFIBY (398) : néthanol /acide chlorhydrique concentr&/eau (70 : 
20 : 10)  ; n6th,rnol/éthanol/acide chlcrhydrique concentré/ez.u 



(50 : 25 : 6 : 19) ; méthyl-éthyl-cétone/butanol tertiaire/ 
acide acétique/acide chlorhydrique/eau ( 2 2 , 5  : 2 2 , 5  : 35 i 

19 : 1). 
&L'&DEL, WEILL cN LEDIG (399) ont publié une méthode chromato- 
graphique en deux temps. Une première chromatographie de 48 
heures dans le système solvant ; propanol/ammoniaque/eau / 60 : 
30 : 10) permet d'isoler l'acide guanylique des trois autres 
nucléotides qui sont séparés dans un systèae solvant à base 
d'isobutyrate dl  ammonium (acide isobutyrique/ammoniaque 0 ,5  N 

(50 : 30) pH 7 : cette deuxiè& chroïnatographie se fait dans 

le même sens que In première après séchage du papier, décou- 

page de la partie superieure où se trouve lf acide guanylique 
et remplacement de celle-ci par un morceau de papier de mêmes 

dimensions . 
LRNE :400) obtient de bonnes séparations des nucléotides par 
chromatographie sur papier imprégné de SO (NH ) avec un sys- 4 4 2 '  
tème solvant qai est un mélange dl éthanol à 95 p. 100 et d i  eau 

(8 : 2). Une chromatographie de 15 à 24 heures à 2 Z ° C  sépare 

les nucléotides dans lf ordre suivant : acides cytidylique, 

@anylique, adénylique , uridylique. 
Enfin GERLACH 6c Coll. (401) viennent de donner la composition 
de différents systèmes solvants qui permettent de séparer, 

selon les f~uteurs, les bases, les nucléosides et les nucl6otides. 

Chromatographie sur papier échangeur dl ions. 

Cartzins Auteurs ont ;3r,'ccnisé 1' e; ~ l o i  ~ C S  i ) ? j i e r x  

échangeurs ?LI ions pour sépdro r  les riboiion0nucl6otides : 

- papier cellulosique contenant 46,6 p. 100 en poids dfdmberlite, 
résine fortement basique (forme formiate). On fait migrer pen- 

dant 2 heures, et de bas en haut, de l'acide formique 3,8  N, 
puis le papier est séché à l'air et coupé à 10,4 cm de lfori- 

gine. Le développement du chromatogramme pendant 6 heures avec 

du formiate d' ammonium 0,5 M de pH 5 achève la séparation des 
nucléotides récupérés par élution des bandes de 0,8 cm et 
repérés par leur densité optique 260 rny (sKELLIE)(~o~). 



- p a s i e r  Vnatnan n O 1  i~ll3rCgri6 de polyéthylène-inine : la 
chronatogrni)hic e s t  r é n l i s 6 e  avec des  s o l u t i o n s  d t  Q l e c t r o l y t e s  

n e u t r e s  ( R I I N D E P ~ ~ T H )  (403 ) , (VEP~CHTERT ) (404 ) . 
- p a p i e r  de d i 6 t h y l ~ i l z i n o é t h y l c e l l u l o s c  (DEAE) sous l n  f o m c  

forriicite;:iigrution pendant 2 5 3 heures  d f  ac ide  formique 

0 , 0 5  M ; U e t  G n i g r e n t  ensenble e t  sont  s6parés  p a r  passage, 

en sens  inverse ,  d:ins c e t t e  zone, d ' a c i d e  foïl-Lique 4 M, 4 5  rm 

(JACOBSON) (405). 

3 ,  Chrol~iat ogrnphie cn couche nince.  - 
Ln chroriatogrûphie en couche n ince  e s t  a p p l i c a b l e  

l a  s6para t ion  des nononucléotldes : 

- couche rriince de c e l l u l o s e  : l e  dive1op;~cllent e s t  r 6 a l i s 6  

avec l e  systène sû lvant  : isogropanol/nm.loniaque/eau (60 : 35 : 

5 )  ou avec l u  systèrîe s o l u t i o n  sa tu r6e  de s u l f c t e  cl'niÿiioniuu/ 

isoBror 'anol/ûc6tate do sodiuri 0,5 M (80 : 20 : 1 8 )  (JOSEFSSOIT) 

(406 ) 0 

-- couche lence cle c e l l u l o s e  n i c r o c r i s t c ? l l i n c  ; développenent 

e f fcc tu6  avec l e  sys tène  so lvant  : i s ~ ~ r , ~ ~ a n ~ l / n c i d e  chlorhy- 

2rique/eac. (65 r l a , ?  : 18,j) (GRIPPO) (407) .  

- couche 1:îince de 2oly6thylène-ilxine-cellulose (EANDEKBTH) (408 ) 
l e s  nuc leo t idcs  sont  s6par6s l e  passage de ch la ru re  t1.e 

sodiuri 0,6 14 pendan-t 5 rlîn, p u i s  szns  sschage in te= îéd ia i re  3~ 

ch lo ru re  de sodiur-1 00,8  M >endant 30 m, 
Ce t t e  riithode est t r è s  rap ide  e t  t r è s  s e n s i b l e .  E l l e  p e ~ î e t ,  en 

o u t r e ,  l e  1-îicrodosage des  s u b s t ~ ~ n c e s  sLpctrées (JOSEFSSON) (409)  y 

11 serible cegcndant que, s i  cc procéd6 peut  rendre de  grnncls 

s e r v i c e s  pour d e s  é tudes  q u a l i t a t i v e s ,  il ne peut  a v o i r  l a  

p r 6 c i s i . m  d lunc  t ethnique p l u s  lvngue imis qui  f a i t  i n t  e r v c n i r  

Ces q u a n t i t é s  p l u s  i ~ q 3 o r t a n t e s  d e  subs tances  dont l e  dosage 

e s t  plus exact,  



La sCpara t ion  d e s  ribo::iononucl&ot i d e s  r e u t  aussi 

* e t r e  r é a l i s é e  p a r  é l e c t r o p h o r è s a  s u r  pap i e r  ( v o i r  l a  revue  

g é n é r a l e  de  STIYLTH (410) ) .  

DAVIDSON & Col i .  ( 4 1 1 ) ,  SEELLIE (412) ,  McINDOE (413) ,  e t  

CROSBIE (414) u t i l i s e n t  un  tar>ipon c i t r a t e  de sod iun  0 ,02 M de 

p H  3,S e t  l e u r  t echn ique  e s t  appliquée p a r  de noilbreux 
a u t  e u r s  e t  p u  noms-'iêraes, 

Le t a i ~ p o n  a ~ & t a t e ( ~ ~  3 , 7 ,  f o r c e  i on ique  0 , 0 3 ) ,  p r i c o n i s b  p u r  

WERXHEISER & WINZLEE (415) p e m ~ e t  l u i  a u s s i ,  une bonne roso lu-  

t i o n  d ' u n  riélangc de ~ iononuc léo t ides .  

D 1  z u t r e s  systè l ies- tanpons ont  encore  é t é  d é c r i t s  : 

- tanpon a c é t a t e  dlar-~~:ionius 0 ,05  M pH 3 , 2 ,  é l e c t r o p h o r è s e  sous 

1000 V o l t s  dans  le t é t r a c h l o r u r e  de carbone ( f l ? n m ~  Sc SMITH) 

(416) 

- talapon f o r r î i n t e  de  pH 3,5 e t  de  f o r c e  i on ique  0 , l  (30 ~ / c r ? )  

ou t e t r a b o r z t e  de sod iun  0 , l  M (CLBSTFIELD Sc ALLEN) (417)~  L C S  1 
LILLE 

- solutionSaqueusesdlacide b u t y r i q u e  à 9,2 p. 100 0% de do sz3i 
k 0, l  B.  100 ( Y : v )  ); i l e c t r o i l h o r è s e  de 4 3~ 5 h e u r e s  sous  
400 v o l t s  sur p a p i e r  Vma-trnan n03 l z v é  avec  de l ' a c i d e  forixique 

i N (RADE S: M O R G ~ )  (418)~ 

- ta~ii3on f o r n i a t e  0,4 M de pH 3 , 3  ; é l e c t r o p h o r è s e  de 5 h e u r e s  

sous  950 v o l t s  s u r  p a ; ~ i e r  XhGzkaan n O 1  (SPKLTH, RE*BHüM & KAPLUT) 

(419) 

- tal:ii~on a c é t a t e  de l i t h i u n  0,l M d e  1.H 3 , 5  (70 ~ / c n )  
(BADER-HIRSCH ~011, ) (420). 

- t a apon  p y r i d i n e / a c é t a t e  pH 3 ? 5 ,  é l e c t r o p h o r è s e  de 70 rm sous  

3000 v o l t s  (SEBRING & Co11. ) (421). 



Signalons a u s s i  l a  ;lothode de KINNORY O Coll. (4221, 
rxise au poin t  pour l a  s & p a r a t i o n  des  bases  pur iques  e t  des  

n u c l é o t i d e s  pyrimidiques l ib6rCs  p a r  hydrolyse chlorhydrique 

d e s  ARN (tar-iI~on acide n o n ~ c h l o r ~ ~ c é t i q u e  de pH 3 , l  e t  de f o r c e  

ion ique  0,05 ; Electrophorèse (Io 6 heures  sous 9 ~ / c n  s u r  

p a p i e r  Schleichcr e t  SchÜll 589, e n t r e  deux g laces  Daraf f in6es)  

e t  l n  néthode de ~z ic roé lec t royhorèse  s u r  f i b r e  de c e l l u l o s e  

d i  EDSTRObï (423 ) . 
FRONTAL1 (424) a ddcr i t  une technique dl Electropho- 

r è s e  s u r  colonne de poudre de c e l l u l o s e  (2  x  70) en t::r;i,on 

f o r r L a t e  dfail i loniun0,05 M, de pH 3 ,5  (750 V o l t s ,  22 DA). 

Ayrès 22 heures  d1  é lec t royhorèse ,  1' é l u t i o n  de la colonne donne 

d e s  nucl6ot ides  dans l ' o r d r e  su ivan t  : U, G ,  A ,  C. L 'opéra t ion  

e s t  t r è s  longue e t  dure 88 heures.  

Signalons e n f i n  l e s  techniques  r é c e n t e s  dl é l e c t r o -  

phorèse s u r  couclle n ince  : 

- DE FILIPPES (425) : é l e c t r o ~ ) h o r & s e  s u r  couche n ince  de 

c e l l u l o s e  dans u n  tanpon fo7-17-1ii?vte de pH 3 , 4 ,  f o r c e  ionique 

0 , 1 ,  pendant 75 m. 

- C O C I T O  O L D U R O N  (426)  : Llectro;?horèse s u r  rteribrrzne d lacé -  

t a t e  de c e l l u l o s e  Sch le icbe r  e t  BchÜll, 3 à 4 heures  sous 

300 v o l t s  en tal-q~on ac ide  c i t r i q u e / c i t r a t e  de s o d i u ~ ~  0 ? 0 1  Id 

de pH j 7 1 5 .  

3 O  ) Dosage des n u c l ~ o t i d e s .  

La  lup part d e s  a u t e u r s  e t  nous-riêries ( r evues  gEn6- 

r a l e s  de BEAVEF- & Co11. (427) ,  LOHRING (428) e t  BOULfUGER & 

Col l ,  (429))  n e t t o n s  à p r o f i t  la p r o p r i é t é  dlabsorls t ion de 

l t u l t  r a -v io le t  que possèdent l e s  nucléoticles,  pour l e s  r e s é r e r  

e t  l e s  doser,  Mais l e s  dosages spectrophot  orîêt r i q u e s  en lur- ère 
u l t r a - v i o l e t t e  sont souvent entachés d ' e r r e u r s  à cause de l a  

présence  de subs tances  i n t e r f é r e n t e s ,  I ls  ne doivent  donc 

s ' a d r e s s e r  qu ' à  des corps  p u r s  e t  l e  Chercheur d o i t  élir-xiner 



l f t z b s o q t i o n  propre  du p a p i e r  e t  du so lvan t  en e f f e c t u z n t  de  

nolrîbreux t'dosages à blanc  I t .  

TSANEV & ?URXOV (430) ;,rEconisent une riéthode fort s i q l e  
pour donner une v a l e u r  p l u s  grande au dosage s p é c t  rophot orlé- 
t r i q u e ,  , o n ' u s ~ u r z n t  l a  d e n s i t é  opt ique à 2 longueurs  d '  onde 

d i f f é r e n t e s .  REID 8 PRATS (431) donnent une technique de 
d é t e r n i n a t i o n  de l a  c o l q ~ o s i t i o n  d 'un  lxlélange de n u c l é o t i d e s  à 
p a r t i r  des  dens i tCs  op t iques  à d i f f é r e n t e s  longueurs  d 'onde, 
Cel le-ci  p e n ~ e t  a l o r s  d ' u t i l i s e r  l e  systèrie-solvant de 
VISCHER, TTAGJIGhSANIK & CHARGAFF (432) q u i ,  nous l t  avons vu, ne  
s e s a r e  pas  l e s  a c i d e s  guanylique e t  u r i d y l i q u e .  

Les nuclLotiidex peuvent ê t r e  d é t e r n i n é s  p a r  un  
dosage de phosphore, a 2 r è s  Clut ion  ou d i r e c t e n e n t  s u r  l e  

p a p i e r  du chroli1atogrcll:u~e a p r è s  ~ î i n é r a l i s a t i o n .  I l  s ' a g i t  dtun 
dosage c o l o r i n é t r i q u e ,  reposant  s u r  l a  t r a n s f  omat ion  du phos- 
p h o ~ o l y b d n t e  en b l e u  de xiolybdène, p a r  u n  réduc teur  ( v o i r  

p. 1 2 8 ) .  D i f f é r e n t e s  ~ ~ C t h o d e s  ont étÉ a i s e s  au  p o i n t ,  parr?i  
l e s q u e l l e s  c e l l e  de BELL & DOISY (433) n o d i f i é e  p a r  BRIGGS 
(434 ) ; c e l l e  de UCHEBOEUF Pc DELSXL (435) ; c e l l e  de 

BEREUBLUM êc. CHAIN (436) ; c e l l e  de CHEN TORIBI~RA & ~ f l R H ~ ~ ( 4 3 7 ) ;  
c e l l e  de DWER & Coll. (438) ; c e l l e  dlHIRATA Sc APPLBLW (439).  
Nous l e u r  cvons p r é f é r é  l a  n3thode d'ALLEN (440) qu i  nous a 

t o u j o u r s  donné e n t i è r e  s a t i s f a c t i o n .  

Pour v é r i f i e r l e s  r é s u l t a t s  obtenus par dosage de  

phosi~hore ou dosage spec t rophotonét r ique  , c e r t a i n s  'Auteurs 
d é t e r n i n e n t  l a  t e n e u r  en r ibose .  Ln &thode c o n s i s t e  à trans- 
f o rne r ,  p a r  1' a c i d e  chlorhydrique d i l u é ,  l e  r i b o s e  en furfurz-1, 
e t  d o s e r  p a r  c o l o r i n é t r i e  l e s  cor~posés de condensation que 
c e  d e r n i e r  donne avec 1' o r c i n o l  ( l d E ~ ~ ~ ~ ~ )  (441) ,  l e  phloroglu- 

c i n o l  (EULER) ( 4 4 2 )  ou l1 a c é t a t e  d1 a n i l i n e  (REEVES) (443). Mais 

s e u l ,  l e  r ibose  des  n u c l é o t i d e s  pur iques  r é a g i t  e n t i è r e n e n t  
dans c e s  conditions.  



DISCUSSION 

Cet te  longue énunhrntion des  techniques de dosages 

chroi~atographiques ou é lec t rophor6t ique  s des  uononucléotides 

c o n s t i t u a n t  l e s  p o u r r z i t  l a i s s e r  c r o i r e  que l e  Chercheur 

n r  a que l le l - ibarras  du choix l o r s q u l i l  clésire d é t e r n i n e r  l e s  

q u a n t i t é s  r e l a t i v e s  de c e s  c o n s t i t u a n t s  des  AP?. En f a i t ,  l a  

p l u p a r t  des ri6thoCLes que nous avons c i t é e s  sont  a i ~ p l i c û b l e s  

à 1' analyse cI1hydrolysat c l r  Am p u r s  n a i s  ne sont 133s satis- 

f a i s a n t e s  quand e l l e s  s r  ndresscnt  2 des  hydro lysa t s  dlRRN 

t i s s u l a i r e s  non i s o l é s  au ~ r é a l a b l c ,  I l  e s t  donc indispensa-  

b l e ,  avant de p rocéder  une chronatographie ou à une 6 l e c t r o i -  

phorèse des nuclCot ides ,  de l e s  d é b a r r a s s e r  des subs tances  qu i  

gènent l e u r  s é p a r a t i o n ,  



III - CONCLUSIONS. 

Le s e u l  i2rocédé perixettant de détem-liner co r rec te -  
nent  l a  conpos i t ion  n o l a i r e  des  Ai33 e s t  l e  dosage des nucléo- 

t i d e s ,  yr6parés  p a r  hydrolyse a l c a l i n e  de ces  r~iacronolécules,  
e t  sépa rés  sûr chronatograghie ou é lec t rophorèse .  

Au nonent o ù  nous avons coxu.iencé nos t r avaux ,  c e r t a i n e s  rlétho- 
des  c h r o ~ a t o g r a p h i q u e s  e t  é l ec t rophor8 t iques  ava ien t  é t é  

d é c r i t e s ,  n a i s  e l l e s  n ' é t a i e n t  a p p l i c a b l e s  qu ' à  l ' é t u d e  d e s  
ARN purs .  O r  l e s  techniques  d ' e x t r a c t i o n  des  ARN n ' é t a i e n t  pas  

s a t i s f a i s a n t e s  : la p l u p a r t  f o u r n i s s a i e n t  des  ARN dégradés 

dl a u t r e s  conduisaient  à des  p r é p a r a t i o n s  dl RRN n a t i f s ,  r-lais 
1' e x t r a c t i o n  nt é t n i t  p a s  q u a n t i t a t i v e  e t  r é a l i s a i t  en o u t r e  
un fract ionnerient  des  ARS en p l u s i e u r s  falYLlles de p r o p r i é t é s  
physico-chiniques e t  ~ i é t a b o l i q u e s  d i f f é r e n t  es. La seu le  solu-  
t i o n  q u i  s ' o f f r a i t  nous é t n i t  donc d ' é t u d i e r  l e s  RRN t i s s u -  

l a i r e s  sans  e f f e c t u e r  l e u r  i s o l e ~ i e n t  p rda lab le .  Le problème 
s e  p o s a i t  a l o r s  de d é b a r r a s s e r  l e s  hydro lysa t s  de  t i s s u s  d 'une 

q u z n t i t é  i q 3 o r t a n t e  de subs tances  dont l a  présence i n t e r d i s a i t  
l a  s é p a r a t i o n  e t  l e  dosage d e s  n u c l é o t i d e s  : soude ou p o t a s s e  
u t i l i s 6 e s  dans l ' h y d r o l y s e  ; p r o d u i t s  de dégradat ion  d e s  pro- 
t é i d e s  e t  des  l i p i d e s  ; ADH, Dans l e  c h a p i t r e  su ivan t ,  nous 

d é c r i r o n s  l e s  néthodes que nous avons  sises au p o i n t  e t  q u i  
ont perrais de résoudre ce problèl-le. Nous exposerons, en o u t r e ,  
dans nos d i scuss ions ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus p a r  d i f f é r e n t s  
Auteurs grâce & l l a ~ p l i c a t i o n  des  néthodes ana ly t iques  pr6c6- 
dentes .  
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LI &tude  c r i t i q u e  (cles nc thodes  de p r Q p a r a t i o n  d e s  

ARN nous  a i lontr6  l n  n é c e s s i t 6  d ' é t u d i e r  l a  c o r g o s i t i o n  d e  c e s  

m c r o ï l o l 6 c u l e s  s a n s  c h e r c h e r  à l e s  i s o l e r  e t  à l e s  p u r i f i e r .  

Une hyd ro lyse  sod ique  s e l m  SCHTITIDT & THEiNNHAUSER (4114)1 pra-  

t i q u e e  d i r e c t e n e n t  s u r  un horioginat t i s s u l a i r e ,  d é b a r r a s s 4 ,  

par l e  p roc&dé  de SCHNEIDER (445), d e s  ~ o ~ ? ; , o s ~ s  ac ido  s o l u b l e s  

èt d e s  l i s i d e s ,  nous  a p a r u  u n  e x c e l l e n t  rloyen de  s c i n d e r  l e s  

AIS? e n  l e u r s  c o n s t i t u a n t s  n u c l é o t i d i q u e s .  T o u t e f o i s ,  l e s  

c o n d i t i o n s  de l lhyc l r i ; lyse  a l c a l i n e  d e v a i e n t  g t r e  d é t e r i l i n é e s  

p o u r  que c e l l e - c i  s o i t  coiii , lète e t  sans c lmger  p o u r  l e s  

n u c l é o t i d e s  l i b é r é s .  Dl a u t r e  p a r t ,  l a  p u r i f i c a t i o n  e t  l n  sépa- 

m t i o n  d e s  n u c l é o t i d e s  r e p r é s e n t a i e n t  l e  p r i n c i p a l  p rob l ène  

à rosoudre  pou r  d o s e r  s a n s  e r r e u r  c e s  cori l~osés.  Nos r e c h e r c h e s  

o n t  donc p o r t é  e s s e n t i e l l e ~ ~ e n t  s u r  l o s  p o i n t s  s u i v a n t s  : 
1 - l a  p r é 2 a r a t i o l l  d e s  t i s s u s  

2 - l t h y d r o l y s e  a l c a l i n e  d e s  AIDi non i s o l é s  

3 - l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  h y d r o l y s a t s  

4 - la s 6 p a r a t i o n  d a s  n u c l é o t i d e s  e t  la v é r i f i c a t i o n  de  l e u r  

l ~ u r e  t é 

5 - l e  dosage de c e s  col-qosés. 

A) PREPAIU1TION DES TISSUS. 

Toutes  nos  e x i ~ b r i c n c e s  on t  s o r t é  s u r  d e s  ra ts  bl=ncz 

de  souche CYistar, é l e v é s  a u  L a b o r a t o i r e  e t  n o u r r i s  zu  Rat igène.  

Nous avons u t i l i s é  d e s  an inaux  de 250g env i ron ,  souii is  à un 

jeffne de  12  h e u r e s  p o u r  r i d u i r e  l e  g lycogène h6pnt ique.  

Les o r g r n e s  s o n t  p r é l e v é s  i r c i8d i a t enen t  a p r è s  l a  i i o r t  de  

l t n n i m l  e t  b royés  à l ' a i d e  d e  b royeu r  à m i n  de  FISCHER. La  

p u l p e  e s t  d é b a r r a s s é e  de l a  t r a n e  c o n j o n c t i v e  p a r  passage i 
t r a v e r s  l a  g r i l l e  ; 26 t a l l i que  de l1a~)1izpareil e t  r e c u e i l l i e  dans  

une s o l u t i o n  aqueuse d'i.ci.de t r i c h l o r a c 6 t i q u e  f r o i d  à 10 p. 

100 (p/v). Au broyage f a i t  s u i t e  une hor iogbnéisa t ion de  2 M 



dans 10  volunes c i f  a c ide  t r i c h l o r a c 6 t i q u e  h 1 0  p. 100, r é a l i s é e  

dans un a p ~ m r e i l  de POTSER-ELVEHJBd (A SHO&ViS Co de Ph i l ade l -  

p h i e ) ,  c o n s t i t u é  p a r  un i2iston en t é f l c n  t o u r n ~ m t  dans un 

c y l i n d r e  en v e r r e  pyrex plongé dans l a  g lace  fondante 

( v i t e s s e  de r o t a t i o n  du p i s t o n  : 000 t /~m) .  Toutes c e s  0126- 

r a t i o n s  ont l i e u  en chanbre f r o i d e ,  I l  e s t  indispensable  en 

e f f e t  dl eripêcher l ' a c t i o n  dc l a  r ibonucléase  pendant l e s  

~ ~ a n i p u l a t i o n s  p r i c é d a n t  l f a d c l i t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e ,  

c t  est-h-clire avznt  l n  p r é c i p i i w t i o n  e t  l a  r l&natura t ion  cie 

1' enzyae, D l  r'butre p a r t ,  il f a u t  d v i t e r  t o u t  r i sque  LLf hydrolyse 

chiraique qui p o u r r a i t  e n t r a î n e r  l a  p e r t e  de p e t i t s  f ragrients 

au cours  de 1' é l i n i n a t i o n  des  C O ~ ~ ; I O S ~ S  acicio-solubles. 

Le c u l o t  de p r 6 c i p i t n t i o n ,  obtenu après  cen t r i fuga-  

t i o n  10  r.m à 3000 t/nmo e s t  t r a i t 6  deux f o i s  p a r  l ' a c i d e  tri- 

chloracé t ique  à 1 0  p. 100 & 4OC environ. Le rés idu  aciCo- 

i n s o l u b l e  e s t  l a v 6  2i l t 6 t h a n o l  absolu  p u i s  d6l ipiCé p a r  un 

nélange d t  é thanol  e t  dl é t h e r  (v/v) a 1' L b u l l i t i o n ,  sous r e f  ii- 

géran t  ascendant,  On procède a i n s i  à 3 d é l i p i d a t i o n s  succes- 

s i v e s  de 30 M, en changeant l e  so lvan t  que l ' o n  é l i l ~ i n e  

e n s u l t e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n .  

B - HYDROLYSE ALCALINE. 

Ln n a t u r e  de l ' a g e n t  d 'hydrolyse  a l c a l i n e  e t  l e s  

cond i t ions  de l ~ h y c l r o l y s e  d i f f è r e n t  su ivan t  l e s  Auteurs : soude 

ou po tasse  à d e s  concen t ra t ions  v n r i n n t  de 0 ,3  à 1 N ,  ;)endant 

d e s  t e r q s  v a r i z n t  e n t r e  1 2  h  2d heures ,  e n t r e  20 e t  40°C, 

C ' e s t  pourquoi nous avons r é a l i s é  une 6tude c r i t i q u e  des  noda- 

l i t é s  de l t h y d r o l y s e  de rianière à p r < c i s e r  l e s  cond i t ions  

optinrzles pour o b t e n i r  une hydrolyse q u a n t i t ~ ~ t  i v e  sans  Gégra- 

d a t i o n  des  r ibonucl6ot ides .  



10 ) Choix de l a  méthode d f  hydrolyse.  

I l  é t a i t  i n p o r t a n t  de v é r i f i e r  que l ' h y d r o l y s e  
a l c a l i n e  ne s '  accora;3agnnit pas dl une déphosphorylat ion des  
n u c l é o t i d e s  e t  d 'une désaixination des  n u c l é o t i d e s  ariinés : 
a c i d e s  cy t idy l ique ,  adénylique e t  guanylique. 

a )  Action des  a l c a l i s  s u r  l e s  n u c l é o t i d e s  ariinés. 

LI expérience nous a riontré que l e s  a c i d e s  guûnylique 
e t  adénylique é t a i e n t  s t a b l e s  en rxi l ieu a l c a l i n .  Au c o n t r a i r e ,  
1' acidLe cy t idy l ique ,  i n s t a b l e ,  s e  désalfine f a c i l e n e n t  en s e  

t r a n s f o m a n t  en ac ide  u r i d y l i q u e ,  C e t t e  p r o p r i é t é  r i s q u a i t  
donc, si l ' h y d r o l y s e  é t a i t  t r o p  b r u t a l e ,  d ' i n t r o d u i r e  une 
double e r r e u r ,  p a r  dé fau t  dans l e  dosage de l ' a c i d e  c y t i d y l i -  
que, P a r  excès dans l e  dosage de l ' a c i d e  u r idy l ique .  Nous 
avons donc é t u d i é  d 'une  nan iè re  s y s t é ~ l a t i q u e  l a  s t a b i l i t é  de  
1' a a i d e  c y t i d y l i q u e  dans l e s  cond i t ions  enepéri~ientales s u i -  
vant  e s. 

Mode o p é r a t o i r e  : 
10 a g  d ' a c i d e  cy t idy l ique  pur (SCHWARZ ~ a b o r a t o r i e s )  

sont  incubés avec 20  ril de soude ou de po tasse  à des concen- 
t r a t i o n s  v a r i a b l e s ,  pensant 18 heures  e t  des  telilpératures 
d i f f é r e n t e s  : 

N a O H  O , 3  N à 2 0 ° C  e t  à 3 7 O C  

N a O H  0,S N à 20°C e t  à 3 7 O C  

NaOB 1 N à 2 O b C  

KOH 0 ,3  N à 20°C e t  à 3 7 O C  

I l O H  O , ?  N à 2 0 ° C  e t  à 3 7 O C  

K O H L  N à 2 0 ° C  

Le pH e s t  e n s u i t e  a j u s t é  à 4 avec de l l n c i d e  forn ique  concentré  
e t  l e s  s o l u t i o n s ,  2 réa lab le6en t  d i l u é e s  à 100 nL avec de l ' e a u  

d i s t i l l é e ,  sont  passées  s u r  des  colonnes de Dowex 50 x 2 ( f o m e  
a c i d e  ; nesh 25-50 ; 2 x 20 CU) pour g t r e  débar rassées  d e s  
i o n s  ~a' dans des  cond i t ions  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  qui s e r o n t  



u l t  é r ieurenent  a s y l i q u é e s  aux ARN t i s s u l a i r e s  ( v o i r  p big ) , 
La r é s i n e  e s t  e n s u i t e  gluée avec 1 1. d t  eau d i s t i l l é e .  Les 

é l u a t s  sont concent rés ,  p u i s  dess6chds sous un courant d ' a i r  

f r o i d ,  Les r é s idus ,  r e p r i s  p a r  1 1111. d f  eau c l i s t i l l é e ,  sont  

soumis à une é lec t rophorèse  dans l e  tanpon c i t r a t e  de 

DAVIDSON (0,02 III ; pH 3 , 5  5 600 v o l t s  ; 6 hcures ) (446) .  

L t  ncide u r i d y l i q u e ,  fom-16 p a r  Cié&&l:enation de 

1'  cide de cy t idy l ique ,  e t  1' acide  c y t i d y l i q u e  lui-nênc, r epé res  

en lulxiere u l t r a - v i o l e t t e  ( l a r ~ p e  l i i inerzl ight  ) sont é l u é s  dans 

une q u a n t i t é  connue d ' a c i d e  chlorhydrique 0 , 0 1  N e t  dosés  p a r  

spec t ropho toné t r i e  dans l ' u l t r a - v i o l e t ,  

Une z u t r e  s é r i e  d t e x ~ é r i e n c e s  a  é t é  r é û l i s 6 e  en 

présence  de ~é ru r~ ia lbun ine ,  Zn e f f e t ,  l e  t r a i t e n e n t  p a r  l e s  

a l c a l i s ,  de 1' a c i d e  cp t idy l ique  pur ,  repr6sentai . t  l e s  dondi t ions  

dl hydrolyse d t  a c i d e s  r ibonuclé iques  p u r s ,  r iais non c e l l e s  

d '  a c i d e s  r ibonucl6iques rzé1Q à des q u a n t i t é s  i n p o r t a n t e s  de 

pro tGides  qui pouvaient p a r f a i t e n e n t  jcuer  u n  r ô l e  de "protec-  

t i o n "  vis-à-vis de 1' a c i d e  cy t idy l ique  l i b e r & .  C f  e s t  pourquoi 

nous zvons rep rodu i t  l e s  condi t  i o n s  expér inen ta les  pr4c8dentes7 

n a i s  en a jou tan t  à 13 s o l u t i o n  d ' a c i d e  cy t idy l ique  1 g de 

s é runalbur-fine , 

Ré s u l t  2.t s 

Len r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont rassen- 

b l é s  dans l e  Tableau II, I ls reuvent  ê t r e  rCsun6s de 

l a  nan i  è r e  su ivant  e  : 
1 - L a  potasse  e s t  p l u s  t t ag ress iveu  que l a  soude. 

2 - Le t aux  de désan ina t ion  de l ' a c i d e  cy t idy l ique  c r o - î t  avec 

l a  concent ra t ion  en a l c a l i  e t  avec 13 ten;~éra ture .  

3 - Les p r o t é i n e s  d in inuent  l e  t aux  de désaa ina t ion ,  

4 - Seule l a  soude 0 , 3  N, u t i l i s t e  à 20°C pendant 18 heures  en 

presence de s é m a l b u r l i n e ,  ne ddsanine pas  l ' a c i d e  cy t idy l ique .  



TABLEAU II 

~ é s n i x i n a t i o n  de 1' acicle c y t i d y l i q u e  p a r  l e s  alcalis 

b 0 

:PJaOH 0,S N . 
:NaOH 0 , 3  N 
e 

:NaOH 0,S N 
O 

* * 

: KOH 0 , 3  N 
O 

1 KOH 0 , 5  M 
: KOH 1 N 

: KOH 0 , 3  N 

: KOH 0 , 5  N 

* 
:Pourcentage dl a c i d e  : 

Conditions d t h g d r o l y s e  E 

:cy t idyl ique  désanine : 
--------------------------------OOOO-OOO.------------~-: 

e 

20°C 18 Heures ) 

i 
: 

20°C 18 Heures 
en li 2bsence : 

20°C 18 Heures 
37OC 18 Heures 1 de s0mn.: lbunin~ 

37OC 18 Heures . . 
* . 

20°C 18 Heures ) 

i 
0 O 

20°C 18 Heures en prdsence I 

3 18 Heures d e  s 6 r u m l b r i i n ~  
* 

37OC 18 Heures . 

20°C 18 Heures ) 
\ 

20°C 18 Hcures 'en llnhscncc 
( 

20°C 18 Heures (de  s6rnr~2~lbuïxi.ne 
e 

37OC 18 Heures . 
37OC 18 Heures . 

* . . . 
: KOH 0 , 3  N 20°C 18 Heures ) 

KOH 0 , 5  N 20°C 18 Heures i3résence d o  j 

0 . 
: KOH 0 , 3  N 37OC 18 Heures : 
: KOH 0 , 5  N 37OC 18 i lsures 
O 

D 



Discussion 

I l  e s t  i n t é r e s s a n t  de ray~procher  nos r 6 s u l t a t s  de 

ceux q u i  ont i t d  obtenus p z r  d ' a u t r e s  Auteurs. 

IVLiRRIAI!T & C o l l ,  (447) estilnent à 33 p. 100 l a  ctésalliination de 

1' nci2-e cy t idy l ique  par  l a  soude 1 N, a p r è s  12 heures  dl incu- 

b a t i o n  à 37OC. Ru c o n t r u i r e ,  se lon  c e s  a u t e u r s  l a  soude 0 , 3  N 
à 37O ou 1 N à 20° ne provoquerai t  ras de d6si2nination r_i$ne 

aprè  a 24 heures. 

LORING (448) s i g n a l e  une l é g è r e  désarnination provoquée p a r  l n  

soude 1 N à 28-30°C, 

DAVIDSOIV & SMELLIE (449) ont  nont ré  que l a  désan ina t ion  cl-e 

l ' a c i d e  cyt idyl ique  p a r  1 2  potasse  1 N ,  k 37O é t z i t  8gzlc à 

1 0  p. 100 t a c d i s  q u ' e l l e  e s t  n u l l e  quand on emqloie 12 po tasse  

1 N à 2S°C ou l a  po tzsse  0 , 3  N 37OC. 
P a r  con t re ,  KLZIîiSCHPIIDT Gc T\QU?THEY (450)  es t i l len t  à 2,4  p, 100 

l a  déaaxina t ion  de l t z c i d e  cy t idy l ique  provoquée p a r  la po tasse  

0,3 N agissant  à 37OC. 

L a  d é s a ~ d n a t i o n  de l ' a c i d e  cy t idy l ique  sar l a  potasse  1 N à 

3 7 O C  e s t  s igna lée  a u s s i  p a r  R ~ T T G E R  Ec PRITZ (451) : 2 2  p. 100 

a p r è s  24 heures. 

On v o i t  donc que nos r e s u l t a t s  son t  dans 1' enscllible 

en accord avec ceux des Auteurs p récéden t s  e t  que l a  d6nons- 

t r a t i o n  e s t  f a i t c  de  1' a g r e s s i v i t 6  d e s  agen t s  a l c a l i n s  d 'hydro- 

l y s e  vis-$-vis de  1' m i d e  cy t idy l ique ,  Aussi l e u r  n;2plication 

d o i t  e l l e  ê t r e  envisagée avec l a  p l u s  grande prudence, 

Conclusion 

L'hydrolyse des  Am p u r s  d o i t  ê t r e  e f fec tuée  avec de 

l a  soude 0 ,3  N à 20°C en pr6sence de s6rullalburzine (1 g de 

sérunalbunine pour  30 mg dthRN p u r )  pour l i i l i t e r  l a  ctésar.lina- 

t i o n  de l t m i d e  cyt id$l ique.  Cel le  des  ARSl t i s s u l a i r e s  non 

i s o l é s ,  avec de l a  soude u t i l i s é e  à c e t t e  concent ra t ion  e t  

cetlie t e q é r a t u r e ,  p a r n i t  sans c t ~ ~ n g e r ,  puisqu '  a f f  ec tuée  en 

présence d'une q u a n t i t é  de l ~ r o t 6 i n e s  équiva lente  à 1 g de 

sérundbursine.  I l  r e s t e  n é a m o i n s  à v é r i f i e r  l e  c a r a c t è r e  



q u a n t i t z t i f  de l ' h y d r o l y s e  dans ces  condi t ions .  

b )  " Q u a n t i t a t i v i t i "  do  hydrolyse a l c a l i n e .  

Mode opdra to i re .  

Nous zivons hydrolysé 30 ng dtAP;N cormercial  de 

l e v u r e ,  d 'une  i l a r t ,  3vec 20 ILL de soude 1 N à 37OC pendant 

18 heures  e t  dtz.utru p a r t  avec 20 RL de soude 0 ,3  N à 20°C 

en poé sence de sénirialbuiiine . Nous avons dot e r~x iné  l a  t e n e u r  

en phosphore t o t a l  ( v o i r  :,.l29) des  2 hydro lysa t s ,  que nous 

avons, ensu i to ,  cinenés à pH 4 avec de 1' ?.cide fornique con- 

c e n t r é  e t  cen t r i fugés .  Ln t e n e u r  en phosphore t o t a l  des  2 

s o l u t i o n s  a  6t6 dé te rn inée  p u i s  c e l l e s - c i  ont é t é  p u r i f i é e s  

s u r  Dowex 50 se lon  l e  iïode o p é r ~ ~ t o i r e  d6c; i t  p. 123 . Les 

hydro lysa t s  p u r i f i C s  ont  e n s u i t e  C t O  concent rés  e t  souïxis à 

1' analyse  é l e c t r o ~ i h o r é t i q u e  ( v o i r  p.128et 130) .  

R6sul ta t s .  

1 - Les t e n e u r s  en phosphore t o t a l  ires hydro lysa t s ,  avant e t  

ap rès  a c i d i f i c a t i o n  p a r  l ' a c i d e  f o r d q u e ,  sont  iden t iques  

 ablenu nu 111). I l  n ' y  n donc g2.s d tan t ra îne ï l en t  de con;,osés 

phosphorés (o l igonuc léo t ides  oventue ls )  p a r  l e  p r d c i p i t é  de 

p r o t e i n e s ,  dans l e  c a s  de l thyci ro lyse  l ;nr  1s soude 0,3  N a  

2 - Dans l e s  deux hydro lysa t s ,  nous n t  avons i d e n t i f i é ,  p a r  

é l ec t rophorèse ,  que l e s  qua t re  nuc léo t ides  con$ t i tuan t ,  à 

1' exc lus ion  de t o u t e  t r a c e  d1  o l igo  ou de golynucl6ot ides  e t  

de n u c l é o ~ i d e s .  

3 - La sorxie des  ' t i ens i tés  opt iques t '  U.V. des  q u a t r e  nucléotide: 

sépa rés  p a r  6 lcc t rophorèse  e s t  éga le  à l a  d e n s i t é  opt ique 

t o t a l e  de l n  s o l u t i o n  d6posée au po in t  de  départ ( ~ r b l e a u  III). 

Nos r d s u l t a t s  ~ i o n t r e n t  que l ' h y d r o l y s e  132112 l a  soude 

0,3 N à 20CC pendant 10 heures ,  e s t  q u a n t i t a t i v e  e t  que l e s  

e f f e t s  de ce node d 'hydro lyse  sont  i d e n t i q u e s  à ceux de l 1 h y -  

d ro lyse  pBr l a  soude 1 IT à 37OC pendant 18 heures  : l l nbsence  

d '  o l igonuc léo t ides  dans l e s  deux hydrolysa ts  e s t  à c e t  égard 

ùénons t ra t ive .  Dl a u t r e  p a r t ,  i l s  conf i r n e n t  1' ex i s t ence  d 'une  



TABLEAU III 

C o n d i t i o n s  d l  h y d r o l y s e  : ................................ 
: NûOH 0,3 N ; O 

PaOH 1 N : 20°C ; 18 h e n  : 
37OC j 18 h : p r é s e n c e  de  . : s 6 r u ~ x ~ l b u r 1 i n e  

: Phosphore  t o t a l  de 
: 1' h y d r o l y s n t  . * 
: Phosphore  t o t a l  d u  . O 

: s u r n a g e a n t  d e  l a  p r é c i -  : 2,485 ag 2,421ng : 
p i t a t i o n  à pH 4 @ O 

:----C-------------l---I--:-----:---------------:----------------: 
0 * . . * 

: D e n s i t é  o p t i q u e  d e s  0 
O 

. O 

o s o l u t i o n s  d l  C l u t i o n  d e  : 6 a 

: chaque n u c l 6 o - t i d e  s e p a r é  : 
: p a r  é l e c t r o p h o r è ~ c  zr 0 e 

* O * u . 0 , 3 6 8  0 ,352  . 

T o t a l  ,. .. O 6 . l 9L4O 

D e n s i t é  o l ~ t i q u e  de 1~-  
s o l u t i o n  dé ;~osée  au 
p o i n t  de  déi3ax-t de  
1 ' 6 l e c t  ropl iorè s e  EX 

3 : Chaque n u c l 6 o t i d c  e s t  é l u 6  d a n s  5 1111 d t m i d e  c h l o r h y d r i -  
que 0 , l  N 

D Ce dCp6t ( n o a  s o u ~ i i s  à l t é l e c t r o l , h o r è s e )  e s t  6 l u é  d a n s  
20 r d  cl1  n c i d e  c h l o r h y d r i q u e  0,l N. 

NOTA: Tous l e s  d o s n g e s  s o n t  e f f e c t u é s  e n  4 e x e r l p l a i r e s .  Ce 

tzb l -eau  rasser - ib le  l e s  zioyennes d e s  r é s u l t a t s  d ' u n e  

expérience 9v.i a é t 5  r C p é t é e  4  f o i s ,  



désar.iinrtion de 1' a c i d e  cy t idy l ique  p a r  l a  soude 1 N à 37OC 

( ~ a b l c a u  IV). Enfin,  l t  absence de nucléos ides ,  riontre qui il 

n t y  n pas  de déphosphorylation des n u c l é o t i d e s  l i b é r é s .  

COl!POSITI ON NUCLEOTIDIQUE DE L t  ART? DE LEVüRE DETEEXINEE 

APRES HYDROLYSE DATTS DES CONDITIONS DIFFEIBHTES* 

. . . . . . Condit ions d t  hydrolyse . . . . ..................................... . NUCLEOTIDES . . a 

: NaOH 0 , 3  N 20°C : e NaOH 1 N . 
: en présence de : 

37OC e 

: sérunûlbunine . 

nonbre de  no lécu les  pour 1 0  nol6cules  d t a c i d e  adénylique 

NOTA : l e  pourcentûge de d é s a f i n a t i o n  de l ' a c i d e  cy t idy l ique  - 
p a r  l a  soude 1 N à 37OC e s t  de 1' ordre  de 8,8 

Discussion. 

De nor-lbreux z u t e u r s  s e  sont penchés sur l a  q u e s t i o n  

de l ' h y d r o l y s e  q u a n t i t a t i v e  d e s  AXN par l e s  a l c a l i s  e t  non t ré  

que c e r t a i n e s  l i a i s o n s  in te rnuc l i io t id iques  poss6daient  une 
s t a b i l i t é  r e l a t i v e .  

Des é tudes  c i n é t i q u e s  de l l h y d r o l y s e  a l c a l i n e  i n d i -  

quent des  d i f f é r e n c e s  de s u s c e p t i b i l i t é  zu clivctge e n t r e  l e s  

l i a i s o n s  e s t e r s  phosphoriques i n t e r n e s  de  c e s  polymères 

(CAVALIERI(~~Z) ,  BACHEX (453), HAKIM (454) ,  ICALTREIDER (455) ) ;  



en p a r t i c u l i e r ,  l e s  l i a i s o n s  pur ines-nucléot ides  s o n t  p l u s  

r C s i s t a n t e s  que l e s  l i a i s o n s  pyr in id iques  f MRGASANIK & 

CHARGAFF (456) ; BOULANGER & C o l l .  (457) ; n'lONTREiJIL (458) ; 
LANE W: BUTLER (459) .  Cea  d e r n i è r e s  sont  " s t a b i l i s é e s "  p a r  la 
s u b s t i t u t i o n  d ' u n  groupe NH2 p a r  u n  groupe OH en p o s i t i o n  6 

de l a  2 y r i ~ L d i n e  (LYNE Sc. ALLEPI) (460) .  ZICH (461) p a r v i e n t  à 

l a  nêllze conclusion en exl î6r i~lent  nn t  avec de  s polyribonucl6 o- 

t i d e s  synthé t iques  ( p o l y  U ,  poly C ,  poly r ibopur ine  nuclêo- 

t i d e s ) .  
CRESTFIZLD & Coll .  (462) ont p u b l i é  que 3 p, 100 de 

l l A R N  résistaient à l t a c t i v i t é  de l a  soude 1 N à 37OC e t  

ALLEN Gc C o l l b  on t  d6ixontr6 1 2  présence C l t  oligonuclc5otides dans 

l e s  hydrolysa ts  dtA-W de  Levure (ST;ETH &  ALLEN)(^^^) e t  de 

pancréas  (KEM~ & ALLEN (464)  a f f e c t u é s  p a r  l a  soude 1 N pen- 

dant  2 1  heures à 22OC. 

DE WdTTR:inTDE, ALLLULD & CANTERO (465 ) ont s i g n a l é  que 

l a  propor t ion  d e s  nuc léo t ides  l i b r e s  e s t  beaucoup p l u s  é l evée  

avec l n  potasse  1 , 5  EJ pendant 24 heures  (98 $) qu lavec  l a  

p o t a s s e  1 N (90 $). Et d l n p r è s  c e s  a u t e u r s ,  13 d e n s i t é  opt ique 

des  nuc léo t ides  1ibéri ' :s par  l a  p o t a s s e  O,j N e s t  éga le  aux 

70 p. 100 de c e l l e  de l l h y d r o l y s a t .  

Selon POTTER Sc. DOUNCE (466) l a  soude 1 N a g i s s a n t  à 37OC pen- 

dant  20 heures l i b è r e  62,3 p. 100 d e s  nuclCotides de 1'AB.N 

i!e pancréas  

8 2 , l  p. 100 d e s  nucldot ides  de l l R R N  

cie f o i e  

94?6  p. 100 d e s  nuc lco t ides  de l l A R N  

de Levurc. 

Les f r a c t i o n s  a l c a l i - s t a b l e s  s e r a i e n t  des  couj-lexes nucléot ides-  

a c i d e s  allzinés, e t  une l i a i s o n  phospho-ttlllide EL nêue é t é  proposée 

pour  expl iquer  1~~ r 6 s i s t x n c e  à l ' a l c a l i  : e l l e  el:q~êcherait l a  

f o r n a t i o n  de ;?hosphtztes cyc l iques  Etape interraéclinire de 

l1 hydrolyse a l c a l i n e  (BROWN & TODD (467 ) ). ( v o i r  p. 24 ). 



Enfin ,  s igna lons  que ULIJS & BUTLER (468)  dnt t rouv6 

dans 12" f r ~ ~ c t i o n  r é s i s t a n t  â 1' a c t i o n  de 1 7  p o t ~ s s c  1 N à 20°C 

pendant 24 heures ,  2 c s  o l igonuc léo t ides  d i f f é r e n t s  pa r rd  

l e s q u c l s  l1 uci2e di-adenylique qui  c o n s t i t u e  l e  coî-iposant 

LIEL j c u r e  

I l  s e ~ ~ b l c  donc que 12s ARTJ ne s o i e n t  :2zds e n t i è r e n e n t  

hydrolysés  en rzononucl~ot ides  c t  q u ' i l  s u b s i s t e  une p e t i t e  

p ropor t ion  de sequencos nucl6o-ticliquea r é s i s t  :nt i,ux a l c a l i s .  

Ccci a v a i t  dejh e t 6  s igna l6  p a r  CHARGAFF & Coll .  (469)  ; 

I\TLKGRSI?NIK & CKLnGILI:FF (470)  e t  COHTJ (471)*  

LI explic,o,t ion a c t u e l l e i ~ e n t  proposée c s t  l a  pr6 scncc 

d 'un  substituent occasionnel. s u r  l ' O H  en 2 du r ibose  q u i  e--726- 

c h e r a i t  l a  for ï ia t ion  de 1' i n t e r ~ é d i ~ i r e  cycl ique t r i e s t e r ,  En 

e f f e t ,  l e  2-rndthyl-ribose a 6 t é  i d e n t i f i g  dzns c e r t 2 . i n e ~  pr6po- 

r a t i o n s  (Sl,STH & DUNN (472) ) (BIU~~IER~LI"IN~ CHARGAFF (473 ) ). 
lli0RISBVV.A (474) v i e n t  de r i o n t r e  que l e s  d i -nuc léo t ides  a l c a l i -  

s t a b l e s  d e  ltARN du f o i 2  de Rz t t  donnent, z-près ~ l i g e s t i o n  enzy- 

~lc t t ique ,  l a  2 '  0 iléthylguanosine e t  l a  2 '  0 né'chylcytidine en 

p l u s  des  nucléos ides  h a b i t u e l s .  Ces din~ncléot ic?es  possédera ient  

3.a S~FUCWB ~ch6~:tisée dans 1~~ Fig.., 23 QÙ. X es% l e  ?-~i&thyl -  

r i b a s i d e  de G ou C ,  Y é t m t  un  r i b o s i d e  norslnl de U ,  G ,  C ou 

A, Selon MORISA\Ui, c e s  di-nucl8ot idcs  c o n s t i t u c r z i e n t ,  avec l e  

g u ~ n o s i n e ~ ~ h o s p h d t e  ( v o i r  p. 25 ) provenant de 1' extrér-rité de 

la chaîne (T~UW-MJ~,  l\'itLTTHEP\iS B SGiITH (475 ) ) l e s  3 6 p. 100 c?u 

phosphore ARS\? t o t z l  du f o i e  de Rat. 3 e s  2 l -O-;16thyLribonucléo- 

t i d e s  ont é t é  c ~ r c l c t é r i s 6 s  a u s s i  p a r  HiiLL (4-76) dnns l'ART! de 

Levure. 

Conclusion, 

L 'hydrolyse sodiquc se lon  STEUDEL (477)  qui  e s t  c lns-  

s iquenent  u t i l i s é e ,  ne s e r ~ b l e  donc 13x3 ê t r e  q u a n t i t a t i v e ,  

%out e-l=aLs, nos r é s u l t ~ ~ t s  pcrsonncls  sei-iblent c1éi:iontrer 

que l thyCro lyse  de L t A P ?  de Levure e s t  prr,tiquel:ient t o t e l e ,  

q u ' e l l e  s o i t  e f f e c t u é e  avec dc l a  sou-de 0,3 N à 20°C GU avec 

de La soude 1 N à 37OC. 



c ' y  );1G 
Guanine 4\c-cyk 

i I 

Adénine 

X : guanosine 
Y : adénosine 

FIGURE 22  

Structure d'un dinucléotide alcali-stable. 



c )  Ap;,lication à un AXN t i s s u l a i r e .  

Les exp6riences pr6cédentes  ont riontré que : 
- 1' hydrolyse d ' u n  l~l'8 de Lcïi;rc p u r  p a r  l a  soude 0 ,3  N à 20°C 
en présence de sérunalburiine, e s t  conplè te  e t  ne d é s a ~ i i n e  pas  

1' ac ide  cy t idy l ique ,  

- l z  soude, à. l a  126r;e concent ra t ion  ou à concent ra t ion  l égè re -  

nent  s u ~ ~ é r i e u r e  (0,5 N ) ,  u n i s  erq3loyée à 37OC en presence  de 

sérurialbuuine, clésa~iinc l ' a c i d e  c y t i d y l i q u e  p u r  dans des  propor- 

t i o n s  a s s e s  f a i b l e s  (2,45 - 2,65 %). 
11 novs a. paru  ali rs ra i sonnab le ,  a f i n  de ne p a s  

c o u r i r  l e  r i s q u e  d 'une  hydrolyse inconplè te ,  d ' u t i l i s e r  pour  

l e s  ARN t i s s u l a i r e s ,  l a  soude O,? I? à 337°C 18 heures ,  e t  

d ' a p p l i q u e r  évontuellerient un f a c t e u r  de c o r r e c t i o n  pour  con- 

pense r  l a  désan ina t ion  de l t ? c i d e  cy t idy l ique .  Avant d ' a p p l i -  

quer  ce 12ode dl hydrolyse ,  sys té~la t iquer lent  à des ARN tissulai- 

r e s ,  nous avons proc6cl6 aux e s s a i s  s u i v a n t s  : 

&'Iode opéra+oi re ,  - - --- --- 
Deux f o i e s  de rats sont  t r a i t é s  se lon  l a  n6thode 

d 6 c r i t e  p l u s  haut .  Le cu lo t  Be cen t r i fuga t i i>n ,  a-près t r a i t e n e n t  

à l ' a l c o o l - E t h e r  e s t  honogénéisé ilans 40 n l  de soude 0,3 N en . 
chai loi.^ f r o i d e .  Lu s o l u t i o n  obtenue e s t  6 i v i s 6 e  en cleux p a r t i e s  

ég?bles. Une p a r t i e  e s t  l a i s s é e  à 20°C gendûnt 18  heures.  

L ' a u t r e  g n r t i c  e s t  addi t ionnée  d ' u n  f n i b l e  volune de soude con- 

c e n t r é  de fxçon à anener  l a  concen t ra t ion  f i n a l e  en soude à 
0,5 N ,  p u i s  i iaintenuc :: l t é t u v e  à 37OC i ~ e n d r . n t ~ l 8  hcures.  Les 

deus hydrolysnts  sont  a l o r s  nrienés à p H  4 avec de 1' a c i d e  fo r -  

iiique e t  c e n t r i f u g é s  : l e s  l i q u i d e s  surnagennts  sont f i l t r é s  e t  

cl i lués à 25 nl avec de l ' e i u  d i s t i l l 6 e .  Le dosage de P e s t  pm- 

t i q u 6  s u r  1 l:d, de chaque so lu t ion .  

43rEr p u r i f i c a t i o n  s u r  Dowex 50 x 2 ( v o i r  p. 1 2 9 ,  l e s  

hydrolysnts  sont  s o u L ~ s  à une Blectrophorè s e  en tanpon c i t r a t e  

pH 3 5 e t  l e s  4 n u c l i o t i d e s  sont  dosés spec t rophotonét r iquenent  

( v o i r  p. 130 ), 



R6 s u l t  a t  s. 

1 - Les dosages de  phosphore t o t a l  dzms l e s  s o l u t i o n s  de 

"dEf écat ionI1 f o r n i q u e  o n t  donné l e s  r,sultats su ivcvnts  : 
Hydrolyse  p a r  l n  scude O,? N à 37OC : 3 002 riig 

Hydrolyse  p a r  l n  soude O, 3 N à 20°C : 2 , 9 6 7   soit 1 , 1 6  p, 
100  de i lo ins )  

2 - Les rn ;~por t s  n o l a i r e s  d e s  n u c l & d t i d e s  p r L s e n t s  dans  l e s  

deux h y d r o l y s a t s  s o n t  ; ~ r L c i s é s  d m s  l e  T ~ ~ b l e a u  V On 
v o i t  que 1' a p ~ 3 l i c a t i o n  d e s  cleux proc6d6s  d 1  hydrolyse ne 

r é v è l e  p a s  de d i f f é r 2 n c e s  s i g n i f i c a t i v e s .  

3 - I l  n f a  pas  é t 6  t r o u v é  s u r  l e s  6 l e c t r o p h o r 6 g r x a i e s  cte cor+- 

p o s é s  absorbant  l f U . V . ,  a u t r e s  que l e s  4 ni;cléoticles c l a s s i œ  

ques  : p a s  dl o l i g o n u c l é o t i d e s ,  p a s  do nuclCosides .  

C 0 ~ ~ ~ 3 o s i t i o n  cn n u c l i o t i d e s  d e s  A--iN de Foie Cie R a t  

hgd ro lysds  dans  d i f f L r e n t e s  c o n d i t i o n s .  . . 
C o n d i t i o ~ s  c l f  hyd ro lyse  . . 

e--------------------------------------* 

: Rap:?orts n o l a i r e s :  
e . (x) u :  

(z) Calculi is  p o u r  10 ~ ~ o l e s  6 '  a c i d e  ad6nyl ique .  



Discussion. 
S i  l ' o n  considère que l ' h y d r o l y s e  des  ART? de f o i e  

de rat p a r  l a  soude 0 , 3  N à 20°C e s t  t o t a l e  ( i la lgré  l e  f a i b l e  

I1d6f ic i t "  en phosphore t o t a l  de l ' h y d r o l y s a t )  e t  que l a  d6sa- 

n i n a t i o n  de l ' a c i d e  cy t idy l ique  e s t  n u l l e  d ~ n s  ces  cond i t ions ,  

on peut  c a l c u l e r  que 1,8 ~ i o l 6 c u l e s  pour  100 riolécules d ' a c i d e  

cy t idy l ique  ~olit t r ~ r , s î o l ^ , - é ~ s  en ?-cide u r i d y l i q u e  au cours  de 

l ' h y d r o l y s e  p a r  l a  soude à 0 , s  N à 37OC. 

2 ) Conclusions gc:nérales. 

D e  1' enseilible de c e s  r ê s u l t a t s ,  nous pouvons conclure 

que : 

1 - l a  po tasse  e s t  p l u s  ag ress ive  que l a  soude. 

2 - l e s  s r o t e i n e s  exercent  un e f f e t  p r o t e c t e u r  s u r  l e s  s r o d u i t s  

de c l ivage  des  Ri3;N. L'hydrolyse d o i t  donc ê t r e  p l u s  clouce en 

absence de p r o t 6 i n e s  e t  e f fec tuée  p a r  l a  soude 0 , 3  N à 20°C, 

3 - l a  soude 0 , 5  N u t i l i s é e  pour  hydro lyse r  des A m  non i so lés ,  

à 3Y0C9 pendant 18 heures ,  ne dégrade p a s  l e s  n u c l c o t i d e s  

qu' e l l e  l i b è r e  q u a n t i t a t i v e n e n t .  ( f z i b l e  désanina t ion  de 1' acide  

c y t i d y l i q u e ,  i n f é r i e u r e  à 2  p ,  100).  - 

(L'lry-rolgsv 2.e nas AFZT t i s ~ u l , ~ i r c s  non isolas sercl conc i6z- 
) l i s L u  pir 22 sou ' iu  O, 5 2Y 3i 37OC pendant 18 heures. 
( 

C - PURIFICATION DES HYDROLYSRTS. --- 

Avant d ' ê t r e  soulliis à l ' a n a l y s e  chroriatogrq2hique ou 

6 lec t rophoré t ique ,  l e s  hydrolysat  s t i s s u l a i r e s  doivent  ê t r e  

débara?assqs de l ' A D N ,  des  p r o d u i t s  de c l i v a g e  cies p r o t s i n e s  e t  

d e s  c a t i o n s  p r o v e n ~ n t  de 1' agent cl'  hydrolyse,  

LIBDTT e t  l e s  pep t ides  sont  f a c i l e n e n t  é c a r t é s  p a r  

a c i d i f i c a t i o n  de l l h y d r o l y s a t .  LI aba i s senen t  du pH f a i t  en 
e f f e t  p r é c i p i t e r  c e s  no lécu les  que l ' o n  peut  é l i m i n e r  p a r  

cen t r i fuga t ion .  

Les i o n s  K+ (dans l e  c a s  d ' u n e  hydrolyse p a r  l a  

p o t a s s e )  peuvent ê t r e  élir-finés sous forr-le cle p e r c h l o r a t e  de 

l ~ o t z s s i u n  inso?-nble nais ce p r c c i p i t é  e n t r a î n e  p a r f o i s  quelques 



nuclLot ides  (KITAZUMB & YCAS (478) ). D 1  a u t r e  p a r t ,  l a  chrom- 

t o g r a p h i e  des  hydrolysa t  s a i n s i  débar rassés  des  c a t i o n s  deneure 

a s s e z  d i f f i c i l e .  C 1  e s t  a i n s i  que PvilRNDEL (479) e t  s e s  Collabo- 

r a t e u r s  LEDIG (480) e t  TlVEILL (491)  ont é t é  anenés à n e t t r e  au 

p o i n t  d i f f é r e n t s  13rocédés de p u r i f i c a t i o n  des  hydro lysa t s  pour  

pouvoi r  s é p a r e r  c o r r e c t  cnent  l e s  n u c l ~ o t i d e s ,  t e l s  que chrozia- 

t o g r a p h i e  prélil.;inaire dans l e  s y s t  ène ~ u t a n o l / a m o n i a q u e  

0 , 5  ~ ( 9 0  : 40), ou l tpassagel l  s u r  charbon a c t i v é  q u i  adsorbe l e s  

n u c l é o t i d e s  e t  l a i s s e  p a s s e r  l e s  c o n t a ~ i i n a n t s  : l e s  nuc1éo t id . e~  

son t  ensu i t e  é l u é s  p a r  un nélange éthanol-armoniaque-eau (50 : 
20 : 30). 

Ln p u r i f i c a t i o n  des  hydro lysa t s  d'RT3i peut  a u s s i  ê t r e  

r é a l i s é e  à l ' a i d e  des r 6 s i n e s  à échange dUanions.  Cel les -c i  

f i x e n t  en e f f e t  l e s  n u c l é o t i d e s  qu i  peuvent e n s u i t e  ê t r e  dépla- 

c é s  p a r  des  s o l u t i o n s  a c i d e s  ( v o i r  2. 93 ), Un t e l  procédé a 

é t é  u t i l i s é  p a r  BOULANGER, MONTREUIL & WiSSE (482) e t  BOULANGER 

8c B40NTmIL (483)  pour l e u r s  é tudes  d1incoq20r;zt ion du radio- 

phosphore dans l e s  r i b o ~ ~ ~ o n o n u c l ~ o t i ~ l e s ~  Tou te fo i s ,  il ne senble  

pas  que l a  récupéra t ion  d e s  nucldot ides  s o i t  t o t a l e  e t ,  s i  

nous avons adopté l e  rîode o s é r a t o i r e  de c e s  Auteurs ( e n  y 

appor tant  quelques n ~ d i f i c a t i o n s  : v o i r  13.183 ) pour l a  nesure  

des  r a d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des  nuc ldo t ides ,  a u  cours de 

nos é tudes  nétab,oliques, nous ne 1' avons pGs u t i l i s é  pour nos 

e s s a i s  de dEturuina t ion  de 12" corq2osition nuc léo t id ique  des  

Am 0 

!Tous préfCrons u t i l i s e r  l e s  r é s i n e s  à échange de 

c a t i o n s ,  qu i ,  non s e u l e ~ ~ ~ e n t  f i x e n t  l e s  i o n s  ~ a +  provenant de  

12" soude u t i l i s é e  pour l T h y d r o l y s e ,  mis a u s s i  l e s  ac ides  
a n i n é s  e t  l e s  p e t i t s  p e p t i d e s  non p r e c i p i t e s  p a r  a c i d i f i c a - t i o n  

de l ' h y d r o l y s a t  e t  qui g h e n t  l a  chronatographie e t  1' Electro-  

phorèse des  nuclXotides. 



1°) Choix 2.2 l a  iEs inc .  

L' cmqloi des  r g ' n ~ s  à dchcnge fie c a t i o n s  a v a i t  é t é  S. 
préconisé prr ALOhTXLXJIL CG 30U7;iiNGEB (4.8~~)~ BOULWGER & 

IIONTIIZUIL (485 ) pour l n  p u r i f i c a t i o n  des h y l l r ~ l y s ? ~ t  s ?.'RRY 

i s o l E s .  Des e s s ~ ~ i s  s y s t 6 ~ n t i q u o s  a a u s  ont montré que p l u s i e u r s  

échangeurs LIC c z t i o n s  é t ~ i e n t  s i t i s f n i s z n t s  : Aiibcrl i te  I R  120, 

Pernut i te-50 ou Dowcx-50 ; à 2 ,  4 ou 8p. 100 ilLe l i a i s o n s  

c r o i s e c s  ; de _ ~ s h  25-50, Nous u t i l i s o n s  couraa iènt  iuu Labora- 

t o i r e  1, Devfex-50 x 2 ; uesh 25-50 ; sous aa forile ac ide .  Cet tc  

d e m i g r e  e s t  obtenue p a r  l c  passage,  s u r  l n  r é s i n t ,  d 'une  solu- 

t i o n  dl ac ide  chlorhydrique 2,S N ( 0 , 5  1. pour une colonne de 

2 x 20 cn)  s u i v i  d ' u n  lavage soigneux 2 l ' e a u  d i s t i l l é e  jus- 

qu 'à  ce que l e  pH du l i q u i d e  e f f l u e n t  a t t e i g n e  6 à 6,S. 

2 0 )  Choix de l a  s o l u t i o n  d l & l u t i o n ,  

Dans l e  procédé o r i g i n a l  de BOULAITGER & MONTREUIL 

( 4 8 6 )  l e  d6i2lacerient des  ncicles u r i d y l i q u e  e t  guanylique s e  

f a i s a i t  p a r  l ' e a u  d i s t i l l é e ,  c e l u i  des  a c i d e s  c y t i d y l i q u e  e t  

adénylique e t c i t  r é a l i s é  p a r  l e  passage d 'une s o l u t i o n  aïlilonin- 

cale .  Ce i ~ r o c é d é  n ' é t a i t  pas  a p p l i c a b l e  aux hydro lysa t s  t i s s u -  

l a i r e s  c a r  1' rio,:;?oninque é l u a i t  l e s  p r o t i d e s  f i x é s  s u r  l a  r é s i n e  

e t  13 présence dc  ceux-ci r e n d a i t  i n i n t  erl2r4tzbles nos chror~a- 

tograrliles e t  électropl.iorcgra;iI,les, 

Ai~r6s 1' e s s a i  de noi-~brcuscs s o l u t i o n s  cl1 é l u t i o n ,  nous 

avons eu 1,a s u r p r i s e  d o  c o n s t a t e r  que l e s  a c i d e s  c;rtidglique 

e t  adénylique n 1  & t a i e n t  pas é n e r g i q ~ c ~ l e n t  ltéchangésl '  s u r  

1' échangeur de c z t i o n s ,  l ia i s  sir lplenent l l r e t a r d & s l l  clans l e u r  

dé;2laceilent dans l n  colonne, p a r  rappor t  aux acic!es gu;7.nylique 

e t  u r i d y l i q u e  e t  que l e  passage d ' u n  grnnd vo lu ,~e  d '  eau d i s -  

t i l l é e  per1lc-t-tait l eu r  r6cupéra t ion  t o t a l e .  Ce r é s u l t a t  e s t  

i l l u s t r é  p a r  l a  Fig. 24. On v o i t  que 1' ordre  dl a p p a r i t i o n  des  

nuc léo t ides  e s t  1~ .  suivant  : ac ide  u r i d y l i q u e ,  ac ide  guanylique 

(x), a c i d e s  cy t idy l ique  e t  addnylique,  

(x)  L'ac ide  phosphorique e t  l ' a c i d e  glycérophosphorique accoï.1- 
pagnent c e s  nucldot ides ,  



FIGURE 24 

Volune de 1' e f f l u e n t  

Courbe de déplacenent  par l l e ~ ~ u  C i s t i l l e e  d e s  r ibo-  

n u c l é o t i d e s  ( 4  rag de phosphore t o t a l )  p a s s é s  s u r  une 

coTonne de Dowex-50 x 2 (rîesh 25-50 ; fomie a c i d e  ; 
2 x 20 cri). 

P, AGP, U, G, C ,  A : r e s p e c t i v c n e n t  l e s  a c i d e s  phosphorique,  
glycdrophosphorique , u r i d y l i q u e  , guznylique , c y t i d y l i q u e  e t  
icldenylique, i d e n t i f i é s  p a r  chroi~atogrnpl i ie  s u r  pap ie r .  



Lïexpérience nous a nontré que l a  p u r i f i c a t i o n  des 
so lu t ions  de nucléot ides  p a r  l e  Dowex-50 obéit  ziux r è g l e s  
suivantes  : 
a - l e  volune de l a  rés ine  à u t i l i s e r  e s t  fonct ion de l a  quan- 

t i t 6  de phosphore t o t a l  pr6sent  clans 13 so lu t ion  à p u r i f i e r .  
Une colonne de 2 x 20 cn assure  l a  p u r i f i c a t i o n  d t u n  hydroly- 
s a t  t i s s u l a i r e  contenant 4 ng de phosphore t o t a l  e t  20 nl de 
soude O,? N e  

b - l e  volune d 'eau d i s t i l l é e  à passe r  s u r  l a  colonne pour 
a s su re r  l e  coa.3let déplaceaent des  nucléot ides  e s t  fonct ion de 
l a  quant i t é  de ces  de rn i e r s  p ré sen t s  dans l t hyd ro lysa t .  P a r  
e x e q l e ,  sur une c o l ~ n n e  de 2 x 20 oïl, il faudra  passer  : 
500 nl d t  eau pour 1 ng de phosphore t o t a l  
640 nl d 'eau pour 2 ng de phosphore t o t a l  

945 rïi d t e m  pour 4 rig de phosphore t o t a l .  

c - l a  v i t e s s e  d t  écouleuent de l l h y d r o l y s a t  e t  de 1' eau de 
lavage de l a  r é s ine  possède une iu jor tance  c a p i t a l e  pour l a  

valeur  de 12 pur i f i ca t ion .  Celle-ci nous a  y n m  cor rec te  l o r s -  

que l e  déb i t  de l a  colcnne e s t  r eg lé  à 0,6 d/m. 

Conclusi on, 

( L a  p u r i f i c a t i o n  des  hydrolysats  t i s s u l a i r e s  (4  ng 
) de phosphore t o t a l  - 20 nl de soude 0,5 N )  se  f e r a  p a r  "pas- 
( 
) sageqt s u r  une colonne de Doivex-50 x 2 (nesh 25-50) ( 2  x 20 o n )  

( su iv i  d 'un lavage de l a  rés ine  p a r  1 1. d t  eau d i s t i l l é e .  1 
( Hyclrolysat e t  eau de lavage coulent à l a  v i t e s s e  de 0 ,6  d / m  
) e t  sont r e o u e i l l i s  dans un r éc ip i en t  r en fe rmnt  du chioroforrie. 
( 



D - CHROE~.L'LTOGWJ?HIE ET XLECTROPHORESE SUR PAPIER 

DES RIBONUCLEOTIDES . 
Les s o l u t i o n s  d f 6 1 u t i o n  des  n u c l i o t i d e s  sont  concen- 

t r é e s  sous p r e s s i o n  r é d u i t e  d m s  un  évaporat r o t z t i f  EPdL 

à 30°C ou sous u n  courant dl air. E l l e s  sont  e n s u i t e  évaporées 

à s i c c i t é  dans u n  capsule sous un  courant d ' a i r  f r o i d  en pré-  

sence de c h l ~ r o f o r ~ z e .  Le r é s i d u  sec  e s t  r e p r i s  p a r  un  f a i b l e  

volune dl eau d i s t i l l é e  ( 0 , 5  à 2 nl, suivantconcent rn t ion) .  La 
s o l u t i o n  obtenue e s t  cen t r i fugde  en  tube conique e t  décantée,  

E l l e  e s t  sourxise iï-mCdiat ellent à 1 ' anrtlysc chror-i3t ographique 

descendante s u r  p a p i e r  \Viat?;1an n O 1  (1~1)  dzns l e  sys tène  so lvant  

de BOUISSTGEB Sc P90NTIlEUIL (4.87), e t  à 1' analyse Clectrophoré- 

t i q u e  dans l e  tal:~pon dc D1,VIDSON & C o l l .  (488).  Ce riode opéra- 

t o i r e  a é t é  d é f i n i  à l a  s u i t e  des  exp6r inen ta t ions  su ivan tes  : 

1 0 )  Disso lu t ion  d e s  nucléot ides .  

La d i s s o l u t i o n  d e s  n u c l e o t i d e s  s e  r i v é l a  comie un 

problène assez d é l i c a t  à résoudre.  I l  ii- portait en e f f e t  que 

l a  récupéra t ion  des  n u c l é o t i d e s  f û t  t o t a l e  e t  s u r t o u t  non 

s é l e c t i v e ,  I l  i ~ ~ p o r t a i t  a u s s i  quo cc sd lvant  ne gênat pas  l e s  

ana lyses  u l t é r i e u r e s ,  Nous avons t o u t  dl abord u t i l i s é  1' a~mo-  

niaque à 5 p. 100 (v/v) conne l e  p r 6 c o n i s a i t  MONTREUIL (489)  
ncCis l a  d i s p e r s i o n  des r d s u l t ~ ~ t s  de dosages naus f i r e n t  penser  

que l a  s o l u b i l i s a t i o n  des  n u c l é o t i d e s  [ t a i t  inconi2lète. Ees 

e s s a i s  s y s t é ~ ~ ~ t i q u e s  s u i v a n t s  f u r e n t  aldrs entrei2r is  : 

Un hydrc lysa t  de 4 f o i e s  de R a t s  a é t é  2ar tag6 en 4 ;^)ar-- 
t i e s  éga les  qu i  ont é t é  passées  s u r  des colonnes de Dowex-50, 

l a v é e s  ensu i t e  avec l a  nêne q u z n t i t é  dl eau d i s t i l l é e .  Des 

dasages de phosphare p r a t i q u é s  s u r  l e s  4  é l u a t s  donnèrent des  

r 6 s u l t a t s  ident iques .  Les é l u a t s  f u r e n t  concent rés ,  p u i s  

desséchés en capsules .  Les r é s i d u s  des  qua t re  c2psules  f u r e n t  

rei3ris p a r  l a  i~êrie q u a n t i t é  d ' e a u  d i s t i l l é e ,  dlanmoniaque à 



5 p. 100 ou d ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  N ou 0 ,01  N. 

Dcs chronatogrammes ont e n s u i t e  é t é  exécutés  avec l e s  
mêmes q u 2 n t i t é s  de chacune des  s o l u t i o n s  obtenues e t  l e s  
r appor t s  mola i res  des d i f f 6 r c n t s  n u c l é o t i d e s  ont  é t é  c ~ ~ l c u l é s  

(suivant  l e  mode opéri . toire  d é c r i t  p l u s  l o i n :  p.147) a i n s i  que 
l a  q u a n t i t é  de nuc léo t ides  récupérés.  

Résu l t a t s .  

Les r é s u l t a t s  que nous Pbvons obtenus son t  rassemblés 
dans l e  t a b l e a u  V I .  On v o i t  que : 

a - l a  c h r o ~ n t o g r z p h i e  s u r  p a p i e r  e s t  per turbée  p a r  l a  présence 
de l ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  Na Cependant, l e s  dosages de 
phosphore p r a t i q u é s  s u r  l c s  n u c l é o t i d e s  m a l  s épz rés  permet- 
t e n t  de c o n s t a t e r  que l e u r  r écupéra t ion  e s t  t o t ~ ~ l c  dans c e s  
condi t ions.  Togtefoib,  e f t  b i c n  que 1' ac ide  chlorhydrique 

0 , l  N ne gêne pas  l a  s é p a r a t i o n  électrophorét iq-ue des  nucléo- 

t i d e s ,  ce so lvan t  f u t  abandonné : nous d é s i r i o n s  en e f f e t  

e f f e c t u e r ,  d 'une  manière comparative, s u r  l e s  mêmes s o l u t i o n s ,  
à l a  f o i s  l e s  chrornatogramncs e t  é l ec t rophorOgr rmes  pour 
v é r i f i e r  nos r é s u l t a t s .  

b  - 1' acide  chlorhydrique 0 , 0 1  N ne gêne pas l a  chromatographie 

s u r  p a p i e r ,  mis l ' a c i d e  guanylique y  e s t  peu so luble .  

c - l'ammoniaque à 5 p. 100 d i s s o u t  en même temps que l e s  
nuc léo t ides ,  quelques pep t ides  non r e t e n u s  p a r  l a  r é s i n e ,  dont 
l a  présence n u i t  h l a  q u a l i t é  des  chro~atogrammes. En o u t r e ,  
l ' z ic ide  guanylique e s t  peu so lub le  en s o l u t i o n  ammoniacale. 

d  - la r 6 c u p é r a t i o n  d e s  n u c l é o t i d e s  p a r  1' eau d i s t i l l é e  e s t  
t o t a l e .  

(conclusion. 
1 
( Pour c e s  d i f f é r e n t e s  r a i s o n s ,  l e s  r é s i d u s  d16vapors- 

)tien des  é l u a t s  de r é s i n e  se ron t  r e p r i s  p a r  1' eau d i s t i l l é e .  
( 
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2 )  Sépara t ion  des  n u c l é o t i d e s  p a r  c i i romatogr~phie  sur ;?a:)icr; - 

L a  chrormtographie s e  f a i t  s u r  p a p i e r  Whaiman n o 1  

dans 19 solvant  su ivan t  (BOULANGER & MONTlmTIL (490))  : 

Acide formique/isopropanol/phénol/eau (10 : 5 : 85 : 100) 

Le phénol u t i l i s é  e s t  du phénol aqueux préparé  

p a r l ' a d d i t i o n  de 100ml. d'cm d i s t i l l é e  à 950 g de phénol p u r  

fondu. La phase phénolique du système so lvan t  c o n s t i t u e  la 

phase mobile. L a  p h m e  aqueuse, addi t ionnée  d 'une pincée de  

KCN (cyanure de poti.ssium) c o n s t i t u e  l n  phzsc de satur3.t ion 

de l a  cuve. 

Nos cuves à chromatographie sont  de dimensions 

r é d u i t e s  pour permet t re  une bonne s a t u r a t i o n  e t  p lacées  dans 

une p i è c e  c l i m a t i s é e  dont l n  tempérnture e s t  r é g l é e  à 22OC. 

Lcs dépôts  sont  f a i t s  sous forme de t r a î n é e s  de 

2 , 5  cm de longueur e t  de l a r g e u r  minimm (ou de 3 spo t s  d i s -  

tmt s de 1 cm), à 1 0  cm du bord supér i eu r  du papier .  Sur 

chaque chromatogrt~mme e s t  déposé un témoin c o n s t i t u é  p a r  u n  

mélange des 4 n u c l é o t i d e s  p u r s  ( 50 vg de chaque ribonucl60- 

t i d e  :mélange des  nucléos ides  S i  e t  3' phosphates) .  

Apres passage du solv:int, l e s  f c u i l l e s  de p a p i e r  

sont séchées à l1 étuve à 800C e t  l e s  composés phosphords sont  

r é v 6 l é s  p a r  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  de HATES & ISHERWOOD 

( 4 9 0 .  
l/Iolybdr?te d 9  ammonium à 8 p. 100 : 125 ml. 

Acide perchlor ique  pur  50 ml, 

Acide chlorhydrique 1 N 100 ml. 

Eau d i s t i l l é e  qsp 1000 ml, 

Après expos i t ion  d e s  chromct ogrnmmes à l a  lulxièrc s o l a i r e  

(BIONTREUIL) (492 ) ou devant une l?.mpe germicide (BANDURSKI & 

C o l l .  (493) ) , (GUERIN) (494 ) , 1' emplacement des  n u c l é o t i d e s  e s t  

marqué p a r  1 9 a p p a r i t i o n  de t a c h e s  b leues  s u r  un fond blanc.  



Ccs t a c h e s  sont  découpées e t  l e s  doszgcs de phos- 

phore sont  p r a t i q u é s  s e l o n  1~ méthode d é c r i t e  p l u s  l o i n .  

Les rCs~ l t?~ t s  obtenus permettent  dc déterminer  l e s  

q u a n t i t é s  r e l a t i v e s  des  d i f f é r e n t s  n u c l é o t i d e s  des  AI(N analy- 

s é  s e  

30) Séparat ion é lec t rophor4 t ique  d e s  r ibonucléot ides .  

Après p u r i f i c a t i o n  s u r  Dowex-50, l a  s o l u t i o n  des  

r ibonuc léo t ides  peut  ê t r c  soumise une Slec t rophorèse  dans 

une cuve "en t o i t u ,  s u r  p a p i e r  d 'Arches n0304 ou s u r  p a p i e r  

Whatman n O l  dans l e  tampon c i t r a t e  O , O 2  M de pH 3,5, de 

DAVIDSON & Sl.'iELLIE (495)  E l l e  e s t  clEposée (qunn t i t6  correspon- 

d a n t  à 100:: g i nx i2a  de ch:?que nuc loo t ide  ) à 12 c1-i du ' 

bord du papier  plongeant dans l e  godet cathodique e t  on app l i -  

que une t ens ion  dc 11  cm pendant 6 heures.  Lt expérience a 

montré que l e s  a c i d e s  cy t idy l iquc  e t  adényl iquc é t z i o n t  inieux 

séparés  quand l n  gente  du p a p i e r  e s t  p l u s  douce du cô té  cctho- 

dique que du c 5 t é  anodique. Après séchage des  électrophoré-  

grammes l a  t e r n ~ é r ? ~ t u r c  du Laborntoire ,  llcmglacement cles 

n u c l é o t i d e s  e s t  repéré  en lumière u l t r a - v i o l e t t e .  

E - DOSAGE DES NUCLEOTIDESe 

1 )  Dosage du phosphore d e s  nuc léo t ides  s6paros p a r  chromcto- 

graphie  s u r  papier .  

L c s  t a c h e s  b l e u e s  correspondznt 2-ux nucléot  i d o s  

r é v é l é s  avec l e  r é a c t i f  de HANES & ISKERVfOOD ( 4 9 6 )  sont  décou- 

pées e t  i n t r o d u i t e s  d a m  des  tubes  jauges en v e r r e  pyrex. On 

zb.joute : 

0,S m l .  d ' a c i d e  n i t r i q u e  concentré  
é 1 ILL. d 'un  mélange d1  ac ide  s u l f u r i q u e  d  st c l t  a c ide  

pe rch lo r ique  dé ( 3  v/2 v) 

e t  on chauffe for tement  jusqut d e s t r u c t i o n  complète du p a p i e r  

e t  d i s p a r i t i o n  cles vapeurs  n i t r e u s e s .  On poursu i t  la minéral i -  



s a t i o n  une demie heurc à chauffage modéré. Après r e f r o i d i s s e -  

ment, on a j oute  dans chaque tube  1 0  ml. d 1  eau d i s t i l l é e  e t  on 

p o r t e  à l ' é t u v e  à 800C pendant 2 heures  pour hydro lyse r  l e s  

métaphosphates. 
Le dosage de phosphore e s t  e f f e c t u é  dans l e s  t u b e s  r e f r o i d i s  

se lon  l a  méthode d'ALLEN (497). On a j o u t e  : 

- 1 ml .  de molybdate d'ammonium à 8 ,3  g p. 100 ml, d ' eau  
b i d i s t i l l é e  

- 1 ml. de s o l u t i o n  r é d u c t r i c e  préparée  extemporanément en 
d i s s o l v a n t  1 g d'ami201 dans 100 ml. d 'une  s o l u t i o n  
aqueuse de s u l f i t e  de sodium anhydre à 20 g p. 100 m l ,  

- de 1' eau d i s t i l l é e  qsp 15  m l .  

Le développement de l a  c o l o r a t i o n  b leuea  l i e u  21, l t  o b s c u r i t é  
pendant 20 mn e t  on en  mesure 1' i n t e n s i t é  au photomètre de 
IKEUNIER ( é c r a n  rouge, cuve de 4cri d l  épa i s seur ) .  Desùosagea 
témoins sont  e f f e c t u é s  à p a r t i r  de morcez.ux d e p a p i e r  de  riênes 
d inens ions  découpés sur l e s  bords d e s  c h r o n a t o g r a ï ~ e s ,  LI é ta lon-  

nage p r é a l a b l e  de 1' a p p a r e i l  a é t é  e f f b ~ t u 6  à. l ~ a i d e  de SO~U- 

t i o n s  de phosphate nonopotassique. 

2O ) Dosage d e s  n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  p a r  é lec t rophorèse .  

Les n u c l é o t i d e s  r epé rgs ,  a p r è s  séchage du p a p i e r ,  

dans une chambre n o i r e  au moyen d 'une  lampe à lumière u l t r a -  
v i o l e t t e  ( l i n e r a l i g h t )  sont c e r c l é s  p a r  un f i n  trriit de crayon. 
Ils sont  dosés spectrophotométriquement , s i  1' élcc t rophorbse  
a l i e u  s u r  p a p i e r  d 'Arches,  e t  par l a  méthode d'ALLEN d é c r i t e  

précédemment, si  e l l e  n é t é  f a i t e  s u r  p a p i e r  W h a t ~ c ~ n  nO1. En 
e f f e t ,  l e  p a p i e r  d 'Arches n ' e s t  pas  indiqué si l ' o n  d é s i r e  
p r a t i q u e r  l e s  dosages de phosphore a p r è s  m i n é r a l i s a t i o n  du 
p a p i e r  : il e s t  t r o p  é p a i s  e t  sa d e s t r u c t i o n  n é c e s s i t e  d e s  
q u a n t i t é s  impor tantes  d ' a c i d e  n i t r i q u e .  D 'au t re  p o r t ,  l e  
p a p i e r  Whatman nO1 e s t  à d é c o n s e i l l e r  pour  l e s  dosages spec- 
tropho&ométriques c a r  il absorbe for tement  l ' U V .  



Le dosage spectrophotométrique d e s  n u c l é o t i d e s  e s t  

r é a l i s é  s u r  l e s  s o l u t i o n s  d l é l u t i o n  de c a r r é s  de p a p i e r  dont 

1s s u r f a c e  e s t  à peine supér i eu re  aux s u r f a c e s  d é l i m i t é e s  p a r  

l a  t r a i t  de crayon, Ces c a r r é s  sont  découpés e t  i n t r o d u i t s  en 

p e t i t s  morceaux dans d e s  f l a c o n s  contenant u n  volume connu 

d ' a c i d e  chlorhydrique 0 , 0 1  N ( 0 , l  N pour l ' a c i d e  guanylique).  

On u t i l i s e  en géndrctl 5 ml .  pour é l u e r  une q u a n t i t é  de nucléo- 

t i d e  vo i s ine  de 100 I, g. L 1 é l u t i o n  des  n u c l é o t i d e s  e s t  t o t a l e  

a p r è s  1 8  heures  à l a  t e m p é r ~ ~ t u r e  du Laboratoire .  Des c a r r é s  

de p z p i e r  de mêmes dimensions sont  découpés à cô té  des  nuclêo- 

t i d e s  e t  é lués  de l n  même mttnière : i l s  se rven t  de témoins 

e t  permettent  d 1  é l iminer  l l a b s o r p t i o n  propre  du p a p i e r  e t  du 

so lvant .  Les d e n s i t d s  op t iques  d e s  s o l u t i o n s  son t  ncsurées  à 

250, 260, 280 e t  290 m e .  Les q u a n t i t é s  de n u c l é o t i d e s  sont 

dédu i t e s  des d e n s i t é s  op t iques  à 260 m v  e t  des  c o e f f i c i e n t s  

dl e x t i n c t i o n  moléculaire  donnés p a r  BEAVW & C o l l .  (498 ) . 
TOUS l e s  iosrwges sont f a i t s  en 4 e x e ~ l p l a i r e s  en présence de 

4 téraoins papier .  

F - VERIFICATION DE LA ?URET3 DES NUCLEOTIDES 

SEPARES PA2 CHRO2iIATOGMPHIE ET ELECTROPHORESE 

S'IJR PAPIER, 

1 ° )  Pure té  d e s  n u c l é o t i d e s  sépa rés  p a r  ch romatogr~~ph ie  s u r  

pap ie r .  

Les q u a n t i t é s  de chaque nuc léo t ide  é t a n t  dédui tes  

des  dosages de phosphore p r a t i q u 6 s  directement  s u r  l c s  chroma- 

togrnmmes, il impor ta i t  do v é r i f i e r  qulaucune substance phos- 

phorée s u s c e p t i b l e  de f a u s s e r  l e s  dbterminat ions ,  ne m i g r s i t  

en même temps que l e s  nuc léo t ides .  Les dosages de phosphore 

dev 3 i e n t  donc ê t r e  v é r i f i é s  p a r  des  dosages spectrophotomé- 

t r i q u e s  ; o r ,  l1 étude spectrophotométrique e s t  rendue impossi- 

b l e  p a r  l a  présence du phénol sur l e s  chromatogrammes. I l  nous 

f a l l a i t  donc r e c u e i l l i r  sépar6nent;, l e s  n u c l é o t i d e s  p a r  une 



é l u t i o n  dans l ' e a u  d i s t i l l é e ,  é l i m i n e r  l e  phénol des  s o l u t i o n s  

obtenues p a r  une deuxième chromatographie dans un système sol -  
vant  qu i  n 'absorbe  p a r  l t U V ,  p r a t i q u e r  à p a r t i r  de ces  der -  

n i e r s  chromatogramnes l t é l u t i o n  des  n u c l é o t i d e s  dans l ' a c i d e  

chlorhydrique 0 , l  N ou 0,01 N pour  e f f e c t u e r  1' étude spec t ro-  

phot ornétrique. 

Voici  l e  mode o p é r a t o i r e  que nous avons adopté : 
Les hydrolysa t  s p u r i f i é s  s u r  Dowex-50 son t  déposés sous forme 

de t r a î n e e s  de 30 cm environ (dépôt  de 200 à 250 L) s u r  

p a p i e r  Whatiilan n O 1  e t  soumis à l a  chromatographie dans l e  sys- 

tème so lvant  phénolique d é c r i t  p l u s  haut ,  Après séchage d e s  

chrorfiat ogrammes sous une h o t t e  v e n t i l é e ,  nous repérons l t  empla- 

cement des  n u c l é o t i d e s  p a r  révéla- t ion  de bandes l a t é r a l e s .  Les 

s u r f a c e s  de p a p i e r  correspondantes chaque nuc léo t ide  s o n t  

découpées e t  on p r a t i q u e  une é l u t i o n  avec de 1' eau d i s t i l l é e  au 
moyen de l ' a p p a r e i l  de DENT en présence de chlorof'orme. Les 

- 
s o l u t i o n s  obtenues sont  évaporées à s i c c i t é  e t  l e s  r é s i d u s  

sont r e p r i s  p a r  une f a i b l e  q u a n t i t é  d t  eau d i s t i l l é e .  Des quan- 

t i t é s  iden t iques  de c e s  d e r n i è r e s  s o l u t i o n s  sont soumises & une 

deuxième chromatographie , 

a )  dans l e  système solvant  ; isopropanol/amrnoniaque/ea.u (70  : 

40 : 3 0 )  de IiARKHMiI Oi SIYUTH (499), pour 1' étude spectrophotom4- 

t r i q u e  ; 

b )  dans l e  so lvan t  phénolique,  pour  l e  dosage du phosphore. 

Sur  l e s  premiers chron~atogranmes, l e s  nuc léo t ides  sont  r e p é r e s  

en chambre n o i r e  avec l a  lampe P.:inéralight e t  l e s  c a r r é s  de  

p a p i e r  correspondants sont  i n t r o d u i t s  en p e t i t s  morceaux avec 

de l ' a c i d e  chlorhydrique 0 ,01  N ( 0 , l  N pour  l ' a c i d e  g u a n ~ l i q u e )  

d a m  des  p e t i t s  f l acons .  L 1 é l u t i o n  des  nuc léo t ides  s e  Sait à l a  

température d~ Labora to i re  pendant -8 heures  e t  l e s  s o l u t i o n s  

obtenues ( 2 0  p g de n u c l é o t i d e s  environ p a r  ml. ) sont  é t u d i é e s  

en spectrophotométr ie .  Nous avons t r a c é  pour  chaque nuc lgo t ide ,  

l a  courbe des  a b s o r g t i o n s  en f o n c t i o n  de l a  longueur d 'onde à 



pH 2 ( p ~  1 pour  l ' a c i d e  guanyl ique  peu s o l u b l e  dans  l ' a c i d e  
ch lo rhydr ique  0 , 0 1  N ) .  Nous avons e f f e c t u é  l e s  r a p p o r t s  d e s  

d e n s i t é s  o p t i q u e s  à d i f f é r e n t e s  l ongueu r s  d l  onde q u i  s o n t  

c a r a c t é r i s t i q u e s  pour  chaque c o r p s  pur. De p l u s ,  nous  avons 

de te rminé ,& p a r t i r  d e s  d e n s i t é s  o p t i q u e s  à 260 m e t  s e l o n  t! 
l a  méthode d é c r i t e  p l u s  haut ( v o i r  p.130 ) l e s  q u a n t i t é s  de 

chaque n u c l é o t i d e  déposées  s u r  l s a  chroL:zt ogr~'~;>:CS. NOUS en 

avons  d é d u i t  l e s  q u a n t i t é s  de phosphore co r r e spondan te s  e t  

nous avons  comparé ce s  resultats  avec  ceux ob t enus  p a r  dosage 

d i r e c t  e f f e c t u é  sur l e s  deuxihines chromat o g r a ~ m e  s déve loppés  

dans  l e  système phénol ique.  

R é s u l t a t s ,  

Nos r é s u l t a t s  s o n t  r é u n i s  clans l e  Tab leau  V I 1  dans  

l e q u e l  nous avons  p r é c i s é  l e s  v a l e u r s  t r o u v é e s  p o u r  d e s  

n u c l é o t i d e s  p u r s  colimerciaux (mélange d e s  n u c l é o s i d e s  2 ' e t  

3  pho spha t  e ) . 
Lvs c ~ u r b e s  U ' z b s ~ ~ ~ ~ t - i ~ n  o n  f a a c t i o n  de  liu l o n g x é u î  ?-lon:c, ce 
nûs n u c l ~ o t i l . ~ s ,  son t  supcr ; ,os~ 'o les  à c e l l e a d e s  n u c l é o t i d e s  p u r s .  
Les r a p p o r t s  d e s  q u a n t i t é s  de n u c l é o t i d e s ,  dé t e rminées  p a r  

spec t rooho tomé t r i e  e t  p a r  l e  dosage du phosphore, s o n t  t r è s  

v o i s i n s  de 1  a able au VIII) 

Conclus ion,  

Nous pouvons donc a f f i m e r  que l e s  n u c l é o t i d e s  

s é p a r é s  p a r  chromatographie  s u r  p a p i e r  dans  l e  sys tè i~ ie  s o l v a n t  

phénol ique  son t  purs .  

2O ) P u r e t é  d e s  n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  

a )  Af in  d e  v é r i f i e r  l a  p u r e t é  d e s  n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  sur p a p i e r ,  nous avons  s o u n i s  l e  même h y d r o l y s a t  

t i s s u l a i r e  ( a p r è s  p u r i f i c a t i o n  s u r  r é s i n e )  à une é l e c t r o p h o r è s e  

sur p a p i e r  d 'Arches  e t  à une é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  Thatman 

nO1. 



TABLEAU VI1 

Propriétés optiques en lumière ultra-violette des nucléo- 

tides provenant dl hydrolysat s tissulaires, séparés par 
chromatographie sur papier, 

" . . : ~rnax:  Amin: DO 250 : DO 280 DO 290 ' 
:Nucléotides:pH : B0-m 3nm : DT-m : : ----------- :---:-_me-;--my_: ----------: ----------*-----------: 

3' : nucléotides de 1'AR.N de foie de rat 

C : nucléotides du commerce 



TABLEAU VI11 

Comparaison des quantités de nucléotides, exprimées en r 
de phosphore 

- déterminées par dosage direct sur chromato~ramme effectué 
dans le système a~lvmt phénolique. 

- déduites des densités optiques à 260 m après rechromato- 
graphie dans le système de l,MKHAM B SIQ1TI-I (500) 

. . . . . e 

: NUCLEOTIDES : P dosé : P calculé : P calculé/P dosé  .: 

NOTA : les résultats rapportés sont les r-ioyennes de 4 dosages. 

Les dosages des nucléotides sont effectués par spec- 

trophotométrie h partir des premiers électrophorégrammes et par 

dosage du phosphore 5 partir des deuxièmes électrophorégrammes. 

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le 

Tableau IX où l'on peut voir que les quantités de nucléotides 

déterminées par les deux méthodes, sont très voisines, sauf 
pour l'acide uridylique. Il semble en effet qu'un conposé 

phosphoré non nucléotidique migre en même temps que 1' acide 

uridyliqueq Il a été montré (voir plus loin) que celui-ci 
était souillé d'acide glycérophosphorique qui donne une erreur 

par excès dans les dosages de phosphore. 

Le dosage spectrophotométrique semble donc préféra- 

ble au dosage de phosphore dans ce cas-ci. 



TABLEAU IX 

Q u a n t i t é s  de nuc léo t ides ,  exprimées en g de P, d é d u i t e s  r 
des  dosages UV a p r è s  é lec t rophorèse  s u r  p a p i e r  d 'Arches e t  
d é d u i t e s  d e s  dosages de P a p r è s  é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r  

IYhatman nO1. 

. . : Rapport d e s  quan- : 
+ : Q u a n t i t é s  de nucléo-t;ides: t i t é s  de niacl~o~i- a 
: NUCLEOTIDES : ( +J g de P) : dve  1 - .--------------------------:----------------www 4 . : Dosage UV :Dosage de  P : Dosage ~ ~ / ~ o s a g e  P: 
:------------:-------------:------------;------------------mt 

b )  Lf  é tude  spectrophot  ornétrique des  n u c l é o t i d e s  sépa rés  

p a r  é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r  d 'Arches,  a. permis de c a l c u l e r  
les r a p p o r t s  des  d e n s i t é s  op t iques  h d i f f é r e n t  e s  longueurs  

dl onde : c e s  r a p p o r t s  sont i d e n t i q u e s  à ceux c a l c u l é s  pour  les 
n u c l é o t i d e s  purs  commerciaux ( v o i r  Tableau x).. 

c )  Nous avons,de p l u s , v é r i f i é  qu'aucun a c i d e  aminé ou 

pep t ide ,  s u s c e p t i b l e  de f a u s s e r  l e s  dosages spectrophotométri-  

ques ne migre en mêine temps que l e s  n u c l é o t i d e s  s u r  l e s  é lec-  

trophorégrammes, L' imprégnation de ceux-ci p a r  une s o l u t i o n  

acétonique de ninhydrine à 1 p. 100 ne montre e n  e f f e t  que 
1 l ex i s t ence  de f a i b l e s  t a c h e s  ! 'ninhydrine  positive^^^ e n t r s  l e s  
a c i d e s  adénylique e t  guanylique. 



10) Iso lement  d e s  c o n s t i t u a n t s  de l a  t a c h e  X. 

La " f r a c t i o n  AP;Ntl de  20 f o i e s  de R a t  a é t é  soumise 

dans  u n  p remie r  temps, & l a  c2-iromatographie p r é p a r a t i v e  dans  

l e  système s o l v a n t  phénol ique  d é c r i t  p l u s  haut, ce q u i  nous a 

f o u r n i  une q u a n t i t é  impor t an t e  de l a  t ache  X. 

Dans un second temps,  e t  à l a  s u i t e  de  r e c h e r c h e s  

chror ïa tographiques  sys t éma t iques ,  d e s t i n é e s  ?i t r o u v e r  u n  sys- 

t & a e  s o l v a n t  q u i  r é a l i s â t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i -  

t u a n t s  é v e n t u e l s  de l a  t a c h e  X ,  c e l l e - c i  a é t é  soumise à l a  

chromatographie p r é p a r a t  i v e  dans  l e  système s o l v a n t  i sopropanol /  

ammoniaque/eau (70 : 4 0  : 30). 
JTous avons  obtenu de c e t t e  manière deux composés X a  

e t  Xb, l e  composé mineur X a  abso rban t  l 1 u l t r a - v i o l e t .  

2 0 )  i d e n t i f i c a t i o n  de lf  a c i d e  pseudo-ur idgl ique.  

Le co~nposé Xa a é t é  i d e n t i f i é  a l ' a c i d e  pseudo- 

u r i d y l i q u e  de l a  manière s u i v a n t e  : 

1 - Sa courbe d f a b s o r p t i o n  de  l a  l umiè re  u l t r a - v i o l e t x e  2 pH 2 

e s t  i d e n t i q u e  ( v o i r  F ig .  25 e t  Tableau X I )  c e l l e  du  Sème 

n u c l é o t i d e  de DAVIS & ALLEN (513)  découver t  dans  l e s  hydrc ly-  

sats  de Levure e t  dont  l e s  é t u d e s  de s t r u c t u r e  on t  pe rmi s  

dl a f f i r m e r  qu!il s ' a g i s s a i t  de  1 a c i d e  pseudo-uridy!.ique. ( v o i r  

Fig .  3 p. 1 6  )(YU & h ~ ~ E 3 ~ ( 5 1 4 )  ; SCANELL B C o l l .  ( 5 1 5 )  ; COHN 

(516)). 

2 - I l  a é t é  soumis h. une chromatographie s u r  p a p i e r  dans  l e  

système s o l v a n t  : i sopropanol /ac ide  acé t ique /eau  (60  : 30 ; 

10) e t  nous avons  observé que son %, comme c e l u i  du 5ème 

n u c l é o t i d e  de DAVIS & ALLEN (517 )  é t a i t  é g a l  à l a  m o i t i é  de 

c e l u i  de l ' a c i d e  u r i d y l i q u e  d é p o ~ é  comme témoin.  



TABLEAU M 

Q u a n t i t é s  de n u c l é o t i d e s ,  exprimées en g de P, d é d u i t e s  t! 
des  dosages UV a p r è s  é l ec t rophorèse  sur p a p i e r  d'Arches e t  

d é d u i t e s  des dosages de P a p r è s  é l ec t rophorèse  sur p a p i e r  

IVhatman nO1. 

. . : Rapport des  quan- : . . : Q u a n t i t é s  de n u c l é o t i ~ e s :  t i t é s  de m c l ~ Q ~ i n  a 
: NUCLEOTIDES : ( P g de P) : d20 1 

L -  .--------------------------:----------------F-w 
$ . : Dosage UV :Dosage de P : Dosage U V / D O S ~ ~ ~  P: 

:------------:-------------:------------:------------------- t 

b) L'étude spectrophotométrique d e s  n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  

p a r  é l ec t rophorèse  sur p a p i e r  d 'Arches,  a. permis de c a l c u l e r  
l e s  r a p p o r t s  d e s  d e n s i t é s  op t iques  à d i f f é r e n t e s  longueurs  
d g  onde : ces r a p p o r t s  sont  i d e n t i q u e s  à ceux c a l c u l é s  pour  l e s  
n u c l é o t i d e s  p u r s  commerciaux ( v o i r  Tableau x),. 

c )  Nous avons,de p l u s , v é r i f i é  qulaucun acide aminé ou 
p e p t i d e ,  s u s c e p t i b l e  de f a u s s e r  l e s  dosages spectrophotométri-  

ques ne migre e n  raêine temps que l e s  n u c l é o t i d e s  s u r  l e s  é l ec -  

trophorégramme s, LI imprégnation de ceux-ci p a r  une s o l u t  i o n  

acé tonique  de n inhydr ine  à 1 p. 100 ne montre e n  e f f e t  que 

1 l e x i s t e n c e  de f a i b l e s  t a c h e s  !'ninhydrine p o s i t i v e s u  e n t r e  l e s  
a c i d e s  adénylique e t  guanylique. 



TABLEAU X - 

P r o p r i é t é s  opt icLues  en l umiè re  u l t r a - v i o l e t t e  d e s  n u c l é o t i d e s  

p rovenant  dl h y d r o l y s a t s  t i s s u l a i r e s ,  s é p a r é s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  p a p i e r .  

F = n u c l é o t i d e s  de l1AlDI de f o i e  de R a t  

C = n u c l é o t i d e s  du commerce 



Conc lus ion .  

Nous pouvons  donc a f f i m e r  que  l e s  n u c l é o t i d e s  

s é p a r é s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  s o n t  p u r s  sauf l ' a c i d e  

u r i d y l i q u e .  La p r é s e n c e  de  composé phosphoré  m i g r a n t  e n  même 

t emps  que c e  n u c l é o t i d e  f a i t  p r é f é r e r  l a  s é p a r a t i o n  é l e c t r o -  

p h o r 6 t i q u e  sur  2 a p i e r  d l b r c l i c s  s u i v i e  d u  d o s a g e  s p e c t r o p h o t o -  

t r i q u e  d e s  n u c l é o t i d e s .  

G - LES COlvPOSES PHOSPHORES NON NUCLEOTIDIQUES DE 

LA "FPdiCTION Am" DE SCHiiIIDT ET TWNKRUSER. 

P l u s i e u r s  A u t e u r s  (BOULADTGER 8c BiONTPTEUIL (501)  ; 
DAVIDSON & SIvlBLLIE ( 5 0 2 )  ; DAVIDSON (503)  ; MOULE ( 5 0 4 )  ; 

IIrMDEL ( 5 0 5 )  ) o n t  rnon$ré que d e s  composés p h o s p h o r y l é s  accom- 

p a g n a i e n t  l e s  r i b o n u c l é o t i d e s  d a n s  l a  ' I f  r a c t i o n  ARN" d e s  t i s s u s  

t r a i t é s  s e l o n  l a  méthode d e  SCHICIDT & THANNHAUSER ( 5 0 6 ) .  Parmi 

eux, DAVIDSON & s e s  C o l l , :  CRûSBIE ( 5 0 7 ) ,  e t  HUTCHINSON (508)  

o n t  c a r a c t  G r i s é  p l u s i e u r s  p h o s p h o p e p t i d e s  e t  un a c i d e  i n o s i -  

t o l p h o s p h o r i q u e .  La p r é s e n c e  dl i n o s i t o l - p h o s p h a t e s  a été con- 

f i r m é e  p l u s  t a r d  p a r  TîONTRLVIL 8, BOULANGER ( 509),  c e l l e  d e s  

p h o s p h o p e p t i d e s  p a r  TiiLîiNDEL G C o l l .  : LEDIG ( 5 1 0 )  e t  DOLY ( 5 1 1 ) .  

Cependant ,  aucune  de c e s  s u b s t a n c e s  n e  c o r r e s p o n d a i t  u n e  

t a c h e  i m p o r t a n t e  q u i  s e  s i t u a i t ,  sur l e s  chromatogrammes d e  l a  

" f r a c t i o n  AIIN" d e s  t i s s u s ,  e f f e c t u é s  d a n s  l e  sys tème s o l v a n t  

phénol/isopropanol/acide forrnique/eau (85 : 5 : 1 0  i 1 0 0 ) ,  

e n t r e  1 l a c i d e  o r t h o p h o s p h o r i q u e  e t  1 a c i d e  u r i d y l i q u e  : 

RF a c i d e  o r t h o p h o s p h o r i g u e  0 , 3 6  

RF t a c h e  X inconnue  0943 

RF a c i d e  u r i d y l i q u e  0 , 5 0  

Les  r e c h e r c h e s  que  nous  a v o n s  e f f e c t u é e s  (I\IONTP?UIL 

& C o l l .  ( 5 1 2 ) )  n o u s  o n t  p e r m i s  de d é m o n t r e r  que l a  t a c h e  iqcon-  

nue  é t a i t  e s s e n t i e l l e m e n t  composée d  l a c i d e  g lycé rophos -phor igue  - 
accompagné d ' u n e  t r è s  f a i b l e  q u a n t i t é  d r  a c i d e  pseudoru-rii ' tyllque 



1 0 )  Isolement  d e s  c o n s t i t u a n t s  de l a  t a c h e  X. 

La " f r a c t i o n  AP;Ntt de 20 f o i e s  de R a t  a é t é  soumise 

d a n s  u n  premier  temps,  & l a  chromatographie p r é p a r a t i v e  dans  

l e  système s o l v a n t  phénol ique  d é c r i t  p l u s  haut, cc  qui nous 2" 

f o u r n i  une q u a n t i t é  impor t an t e  de l a  t a c h e  X. 

Dans u n  second temps,  e t  à l a  s u i t e  de r eche rches  

chrorizatographiques sys t éma t iques ,  d e s t i n é e s  & t r o u v e r  u n  sys-  

the so lvan t  q u i  r é a l i s â t  l a  s é p a r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  c o n s t i -  

t u a n t s  é v e n t u e l s  de  l a  t a c h e  X ,  c e l l e - c i  a é t é  soumise à l a  

chromatographie p r é p a r a t i v e  dans  l e  système s o l v a n t  i sop ropano l /  

arnmoniaque/eau ( 7 0  : 4 0  : 3 0 ) .  

Nous avons  obtenu de c e t t e  manière deux composés X a  

e t  X b ,  l e  composé mineur X a  abso rban t  l ' u l t r a - v i o l e t .  

2 0 )  i d e n t i f i c a t i o n  de l ' a c i d e  pseudo-ur idgl ique.  

Le codposé Xa a é t é  i d e n t i f i é  h. l ' a c i d e  pseudo- 

u r i d y l i q u e  de l a  manière s u i v a n t e  : 

1 - Sa courbe d 1 a % s o i y t i o n  de l a  lumiè re  u l t r a - v i o l e t x e  & pH 2 

e s t  i d e n t i q u e  ( v o i r  F ig .  25 e t  Tableau X I )  à c e l l e  du Sème 

n u c l é o t i d e  de DAVIS & ALLEN (513)  découver t  dans  l e s  hydrc ly-  

sats de Levure e t  dont  l e s  é t u d e s  de  s t r u c t u r e  on t  pe rmi s  

dl  a f f i r m e r  qu!il s ' a g i s s a i t  de  1' a c i d e  pseudo-uridy!.ique. ( v o i r  

F i g .  3 p. 1 6  )(YU & ALLEJ!T(S~~)  ; SCANELL & C o l l .  (515)  9 COHN 

( 5 1 6 ) ) ,  

2 - I l  a é t é  soumis une chromatographie s u r  p a p i e r  dans  l e  

système so lvan t  : i sopropanol /ac ide  acé t i que / eau  (60  : 30 : 
1 0 )  e t  nous avons observé que son %, c o m e  c e l u i  du 5ème 

n u c l é o t i d e  de DAVIS & ALLEN (517)  é t a i t  é g a l  à l a  m o i t i é  de 

c e l u i  de l ' a c i d e  u r i d y l i q u e  déporé c o m e  témoin.  



Spect re  d l  a b s o r p t i o n  en l u n i è r e  u l t ra-  

v i o l e t t e  d u  c o q ~ o s é  Xa (en  t r a i t  p le in )  
e t  de l ' a c i d e  u r i d y l i a u e  (en p o i n t i l l é )  

en s o l u t i o n  dans 1' a c i d e  ch lorhydr ique  

0 ~ 0 1  N. 
Acide u r i d y l i q u e  A nax = 261m-f f i  rxi n = 227 4 - y  

Xa A nax = 263 r t  Anin  = 234 11 



P r o p r i é t é s  op t iques  en lumiè re  u l t r a - v i o l e t t e  du conposé Xa 

e t  d e  1' a c i d e  pseudo-ur idyl ique,  avant  e t  a p r è s  déphosphory- 

l a t i o n  : r a p p o r t s  d e s  d e n s i t é s  op t iques  à d i f f é r e n t e s  lon-  

gueur s  d l onde (PH 2 ) 

r. b O -. "Acide pseudo- " 
* 0 D 

u r i d y l i q u e  : 263 ; 233 :0,74-0,76 : 0,38-0,42: 0,06-0,07 : . . O t P O 

3 - Zn é l ec t rophorèse  s u r  p a p i e r ,  en tampon a c i d e  c i t r i q u e /  

c i t r a t e  de sodium 0 ,02  X'i, de pH 3,5 (DAVIDSON 8c SMELLIE ( 5 1 8 ) )  

sa "mob i l i t é "  e s t  presque i d e n t i q u e  à c e l l e  de l ' a c i d e  ur idy-  

l i q u e .  

4 - Nous avons hydro lysé  l e  composé X p a r  l a  phosphatase  a 
a l c a l i n e  en présence de  c h l o r u r e  de PSaçnésium e t  en  tampon acé- 

t a t e  de sodium de p H  8,6 pendant 1 heure  à 37OC. Le composé 

d6phosphorylé obtenu absorbe  l a  lumière  u l t  r a - v i o l a t t  e ; son 

RF e s t  é g a l  à l a  m o i t i é  de c e l u i  de l ' u r i d i n e  dans  l e s  systèmes 

s o l v a n t s  : 

n ~ u t a n o l / e a u  (84 : 1 6 )  
n ButanalLacide f o r ~ q u e / e a u  (77 o 1 0  : 1 3 )  

Ce comportement chromatographique e s t  c e l u i  de l a  pseudo u r i d i n e .  

5 - Les p r o p r i é t é s  o p t i q u e s  du composé Xa déphosphorylé sont  

i d e n t i q u e s  c e l l e s  de l a  gseudo-ur idine ( v o i r  Tableau X I ) .  



3 O )  I d e n t i f i c a t i o n  de 1' ac ide  glycérophosphorique. 

Le composé Xa ne r e p r é s e n t e  que l e s  513, 100 environ 
Cie l a  t ache  X dont  il nous r e s t a i t  à i d e n t i f i e r  l e  c o n s t i t u a n t  
majeur, Nous avons pu démontrer q u ' i l  s ' a g i s s a i t  de l ' a c i d e  
glycérophosphorique s u r  l a  base d e s  r é s u l t a t s  expérimentaux 
s u i v a n t s  : 

1 - L1 ac ide  glycérophosphorique possède, dans l e  système s o l -  
vant phénolique,  l e  même comportement que l a  t ache  X. 

2 - Nous avons i d e n t i f i é  l e  g l y c é r o l  parmi l e s  p r o d u i t s  de 
l l h y d r o l y s e  phosphatasique des  c o n s t i t u a n t s  de l a  tache  X. 

3 - Rous avons en o u t r e  montré q u ' i l  e x i s t a i t  un r e s t e  "phospho- 
rrle" p a r  uîole de g l y c é r o l  de l a  manière su ivante  : 

Nous avons e f f e c t u é  s u r  une f e u i l l e  de p a p i e r  \katman nO1 : 
- 3 dépô t s  d 'une  s o l u t i o n  de g l y c é r o l  correspondant r e spec t ive -  

ment à d e s  q u a n t i t é s  de 25,50 e t  75 t ,g  de g lycérol .  

- 4 dépôts  i d e n t i q u e s  de l ' h y d r o l y s a t  phosphatasique des  cons- 
t i t u a n t s  de l a  t a c h e  X. 

- 3 dépôts  témoins c o n s t i t u é s  respectivement p a r  l a  s o l u t i o n  

de phosphatase u t i l i s é e ,  de 1' a c i d e  orthophosphorique e t  du 
g lycérol .  

Après chromatographie dans l e  système so lvan t  de 
PARTRIDGE (519)  : butanol /acide acét ique/eau (4 : 1 : 5 )  e t  

séchage du p a p i e r ,  on révè le  1' emplacement, s u r  l e s  bandes 
témoins : 
- de l ' a c i d e  phosphorique p a r  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  de HANES 

& ISHERWOOD (520) 
- du g l y c é r o l  p a r  l a  méthode de TREVELYUT (521) au n i t r a t e  
d g  argent  sodique. 

On découpe a l o r s  l e s  chrolnatogrames en deux p a r t i e s  : 
l a  p a r t i e  supér i eu re  où  s e  t rouve  l ' a c i d e  phosphorique s e r t  au 
dosage du phosphore e f f e c t u é  s e l o n  l a  m6thode d1ALLE!8 ( 5 2 2 )  

( v o i r  p.128) sur l e s  morceaux de p a p i e r  découpés a p r è s  révéla-  

t i o n .  La p a r t i e  i n f é r i e u r e ,  o ù  se  t rouve  l e  g l y c é r o l  s e r t  & 



effectuer un dosage semi-quantitatif de cette substance, par 

comparaison des intensités des taches données par le réactif 

au nitrate d'argent avec les taches données par les dépôts 

témoins. 

4 ) Localisation des composés pho,sphorylés non nucléotidiques 
sur les électrophorégrammes. 

Il nous a paru intéressant de rechercher sur nos 

électrophorGgr 1' emplacement des composés ~hosphorés non 

nucléotidiques présents dans la fraction "imf de SCB';~T 
THAT\TNHAUSER1l purifiée sur Dowex-50, 

La révélation des composés phosphorés étant difficile 

à cause de la persistance du tampon sur le papier, nous avons 
soumis à la séparation électrophorGtique des p r G p ~ ~ r x t i ~ ~ ~  
radioactives provenant df aniraaux iîiarqués par injection de 

32~. .Phosphate de sodiu~ . Les autoradiogrammes ont montré 
1' existence de deux taches forternent radioactives, migrant plus 

rapideraent que les 4 nucleotides (Pig. 26). 
Ces deux taches ont été identifiées de la façon sui- 

vant e : 

Des chrornatogramrnes séparatifs ont été effectués dans le sys- 

tème phénolique de BOU1,MJGER Pc PIi0NT:IEUIL (523) partir d'hydro- 

lysat dlARN radioactif? de façon recueillir séparément l'acide 

orthophosphorique et le "spot XIt niarqués. 

Nous avons ensuite soumis lthydrolysat dfARJ!T tissulaire marque 

au 3 2 ~  à la séparation électrophorétique dans le tampon de 

DAVIDSON ZC SSITLLIE (524 ) , en déposant sur la même feuille de 
papier les témoins acide orthophosphorique et "spot XIt radio- 

actifs. Les autoradiogrammes nous ont permis de constater que 

le composé le plus rapide est l'acide orthophosphorique. Le 

deuxième composé radioactif, accolé quelque fois à l'acide 

uridylique ,et souvent dédoublé ,est le phosphoglycérol. 



Autorad iogr~ ime  de l a  l ' f r ac t ion  ARN de SCHMIDT & 

THAIINHAUSER" provenant de f o i e s  de rats narquéa 

p a r  i n j e c t i o n  de 3 2 ~  phosphates. 

Electrophorèse en t a ~ i p o n  c i t r a t e  de  pH 3 , 5  
P Z ~ A G P ,  U, G ,  C ,  A : r e s p e c t i v e ~ ~ e n t  l e s  a c i d e s  
phosphorique, glycérophosphorique, u r i d y l i q u e  , 
guanylique , cy t idy l ique  , adénylique.  



NQUS avons e n  a u t r e ,  abserve  que L ' a c i d e  pseuclo -i i - 
iz;nrJ~r;k;ique ï l i g r e  en mêi?ie t e ~ l p s  que 1' zucide u r i d y l i q u e  sur Les 

6 lcc t rophorégra rx ies .  

Les aut o r a d i o g r z m e s  on t  r é v é l é  a u s s i  la présence  

de coïipos6s r a d i a a c t i f s  e n t r e  Les  :a"cides ndényl ique  e t  guany- 

l i q u e .  C e t t e  c ~ n s t a t r ~ t i a n ,  rapgrochée  de c e l l e  d c  l ' e x i s t e n c e  

de s u b s t z n c c s  rdv3lCes  p?*r li nimhydrine d ~ ~ n s  c e t t e  r é g i o n , p e u J ~  

naus  p e r l ~ e t t r e  d e  conc lu re  à l a  p ré sence  dc t r a c e s  de phospho- 

p e p t i d e ~ ~ i l o n t  1' e x i s t e n c e  2 dé  j& é t é  s i g n i l é e ,  co;l;le nous  

1' zvons vu p l u s  h a u t ,  d m s  ln f r ~ ~ c t i o n  d e  SCHT!iIDT & TWiNNEELPLUSEE 

(525 ) .  

5 O )  S i g n i f i c a t i o n  des  caliposés phosphorgs non n u c l é o t i d i q u e s  

dans  1 2  f r z . c t i o n  "Al3i" d e s  t isuus.  

L - La p ré sence  d 1  <"cide pscudo-ur idy l ique  s r  exp l ique  c i s é i l en t  

d e p u i s  que 1' on s a i t  que ce nuclkot i .de  e n t r ~  d z n s  l a  coiiposi- 

t i o n  de c e r t a i n s  aciGes  r i b o n u c l é i ~ u e s  c e l l u l ~ i r e s  co r~ze  l e s  

AF'LNS ( v o i r  p .  27 ). 

2 - Quant  à l ' n c i d e  glycérophosishorique (co~?i~~le l c s  i n o s i t o l -  

i3hosphntes) il p r o v i e n t  d e  l ' h y d r o l y s e  ~ ~ l c a l i n e  d e s  phossho l i -  

p i d e s  coi.1-ic l e  d6non t r cn t  l e s  i ' é s u l t n t  s s u i v c n t  s : 

a - Des c lé l ip ic la t ions  t r è s  poussées  di: t i s s u s ,  e f f e c t u é e s  clans 

u n  n p p a r e i l  de KüI'LLGAI-JI?, success ive i ien t  p - r  l ' é t h e r ,  l ' a c é t o n e ,  

l e  c l i l o r o f o r ~ c  e t  l e  t é t r z c h l o r u r i :  Ce carbone s' accol?pngnént 

d r  unc d i n i n u t i o n  n 0 t 2 ~ b l c  de 12 t e n e u r  en  n c i ~ l e  glycérophospho- 

r i q u e  d c s  hycirolysilt s t i s s u l a i r e s .  

b  - Le closzge chrowst og r ;7qh iqu~  rl-e  1' ?c ide  glyc6rophosphor ique 

de 1s" " f r a i i t i o n  ARN" Clc d i f f é r e n t s  t i s s u s  i lontrè  qi2e ce  coi~posé  

r e p r é s e n t e  une p r o p o r t i o n  ii:iportantc du phosphore t o t a l  de  c e t t e  

f r a c t i o n  e t  que l e  ceuvezou e n  e s t  p n r t i c u l i è r e n e n t  r i c h e  ( ~ n -  

b l é ~ ~ u  XII ) .  Ce d e r n i e r  r é s u l t - t  c o n f i r i x  l ' o b s e r v a t i o n  de  IIOGIZN 

8c Col l .  (526)  q u i  e s t i n a i e n t  que 50 p. 100  du phosphore dc  1~ 

" f r a c t i o n  RRiY1' d u  ce rvczu  n16t,cli-t p a s  d e  n z t u r c  n u c l é o t i d i q u e .  



TiIBLEAU X I I  

Teneur en acide glycérophosphorique de diff ércnt s Li ssus 

préparés selon la raétliod~ de SCHFiIIDT Uc TK;J3NHilUSER (cn g fie 

phosphore de llaciCc+ glycérophosphorique pour 100 g de yhos- 

phore des nc idos  ribonucléiques). (z)  

Rate 

Foie 

Poumon 

Rein 27 + 4 ,70  
Cerveau 45 2 0,50 

(n) Le 'phosphore de l1 acide glycéropho~phorique~~ et le "phos- 
phore des acides rib~nucléiquea~~ont été déterminés chronza- 
tographiquement. Le dernier est obtenu en effectuant la 
somme des quantités de phosphore de chacun des ribonucléo- 
tides. 



Conclusions.  

1 - La1Yrac t ion  ABII" d e s  t i s s u s  t r a i t é s  s e l o n  l e  mode opéra- 

t o i r e  de SCKI1IIDT & TKîS3NmUSER ( 5 2 7 )  c o n t i e n t  d e s  p r o p o r t i o n s  

v a r i a b l e s  de composés phosphorés non n u c l 6 o t i d i q u e s  q u i  i n t r o -  

d u i s e n t  une cause d t  e r r e u r  t r è s  impor tan te  dans  l e s  dosages  

d e s  ARN t i s s u l a i r e s  p a r  l e s  méthodes c l a s s i q u e s .  

2 - P l u s i e u r s  dl e n t r e  eux ont ét4 i d e n t i f i é s  p a r  d i f f é r e n t s  

Auteurs .  I l  S I  a g i t  dl i nos i to l -phospha te s  e t  de phosphopeptides.  

Nous-mêmes avons en o u t r e  démontré 1' e x i s t e n c e  dl ac ide  glycéro-  

phosphorique. 

3 - LI a c i d e  g l y c é r o p h o s p h o r i q ~ e  e t  1 l a c i d e  pseudo -u r idy l ique  

possèdent  des comportements chromat ographiques  i d e n t i q u e s  e t  

c o n s t i t u e n t  ; l a l t ache  X t t  q u i  s e  s i t u e  e n t r e  l ' a c i d e  orthophos- 

phor ique  e t  1' a c i d e  u r i d y l i q u e  s u r  l e s  chromatogrames e f  f ec- 

t u é s  avec l e  s y s t  &me s o l v a n t  phénol/isopropanol/acide formique/ 

eau (85  : 5 : 10 o 100) .  Au c o n t r a i r e ,  c e s  deux composés s o n t  

s é p a r a b l e s  p a r  é l e c t r o p h o r è s e  dans l e  t a a p o n  de DAVIDSODI (Ac. c i -  

t ~ i q u e f i i t r a t  e  de  sodium de pH 3 , 5  ) l' a c i d e  pseudc-ur id~~l iq1; ie  

migran t  avec l t  a c i d e  u r i d y l i q u e  e t  l t  a c i d e  glycérophosphorique 

s e  s i t u a n t  au dessous  de l a  t a c h e  d ' a c i d e  u r i d y l i q u e .  

4 - L a  présence d e s  composés phosphorés non n u c l é o t i d i q u e s  

S I  e xp l ique  aisément ; l e s  phosphopept i d e s  proviennent  d 'une  

hydro lyse  incomplète d e s  phosphosro té ides  ; 1' a c i d e  glycéro-  

phosphorique e t  l e s  i n o s i t  01-phosphat e s  son t  d e s  p r o d u i t s  

d ' hydro lyse  a l c a l i n e  de  phosphol ip ides  dont  i l s  son t  l e s  cons- 

t i t u a n t s .  En o u t r e ,  l e s  t i s s u s  l e s  p l u s  r i c h e s  en  l i p i d e s  comme 

l e  cerveau f o u r n i s s e n t  d e s  p r o p o r t i o n s  impor t an te s  dl a c i d e  

glycérophosphorique e t  d e s  d é l i p i d a t i o n s  poussées  provoquent 

une diminut ion de  ce d e r n i e r .  

5 - Des d é l i p i d a t i o n s  pro longées  de tissus ne permet ten t  p a s  

dl é l i m i n e r  t ota lement  d e s  "f r a ~ t  i o n s  ARN" t i s s u l a i r e s  l e s  

a c i d e s  i n o s i t o l  e t  ~ l y c é r o p h o s p h o r i q u e s .  Une obse rva t ion  iden- 

t i q u e  a é t é  f a i t e  p a r  HAWTHORBE ( 5 2 8 )  q u i  a montré l a  présence  



d t i n o s i t o l  e t  de  g l y c é r o l  dans  l e s  f r a c t i o n s  p r o t é i q u e s  de 

f o i e  de Lapin  soumises & d e s  d é l i p i d a t i o n s  a u s s i  complètes  

que p o s s i b l e .  

D f  a u t r e  p a r t ,  d e s  phospha t ido-pep t ides  on t  é t é  s i g n a i é s  dans  

t o u s  l e s  t i s s u s  de rnammif&res p a r  HUGGINS & COHSI (529)  e t  
IvXNDEL & s e s  Co l l .  LEDIG (530)  e t  DOLY (531)  on t  montré que 

l e s  phosphopept ides  de  l a  f r a c t i o n  ARP\: s o n t  dl o r i g i n e  phos- 

pha t id ique .  

Ces r é s u l t a t s  s b n t  en  f a v e u r  de 1' e x i s t e n c e  de complexes 

s t a b l e s  de p h o s p h o l i p i d e s  e t  de p r o t é i d e s .  

6 - Come nous  l e  v e r r o n s  p l u s  l o i n  (p.198 ) ,  l ' é t u d e  de l a  

c i n é t i q u e  d '  échange de 1' a c i d e  rad iophosphor ique  dans  l1 a c i d e  

g lycérophosphor ique  d e s  " f r a c t i o n s  I ~ R N "  du f o i e  . e n t i e r  c t  

d e s  f r a c t i o n s  cy top lasmiques  montre qu t  il e x i s t e  v ra i sembla-  

blement une r e l a t i o n  physico-chimique e t  métabol ique e n t r e  l e s  

a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  e t  l e s  p h o s p h o l i p i d e s ,  d é j à  env i sagée  

p a r  p l u s i e u r s  Au teu r s  ( T S ' O  & S X T O ) ( ~ ~ ~ )  ; (MSNTER & GODSOB) 

(533)  ; ( ~ 0 9 ~ 0 ~ 1  & H U N T E R ) ( S ~ ~ ) .  

H - PROTOCOLE E Y ~ E R I ~ ~ T E ~ ~ T ~ L L .  

S u r  l a  b a s e  d e s  expé r imen ta t i ons  p récéden te s ,  nous  

nous  s o m s  f i n a l e m e n t  a r r ê t é e  au p r o t o c o l e  expér imenta l  s u i -  

v a n t  qu i  rassernble l e s  d i f f é r e n t e s  t èchniques  d é c r i t  e s  d a n s  

l e s  pa rag raphes  d i f f é r e n t s ,  

10) Tra i tement  d e s  t i s s u s .  

Les tissus b royés  e t  d é b a r r a s s e s  de l a  t rame conjonc- 

t i v e  son t  homogénéisésen chambre f r o i d e  avec de l ' a c i d e  tri- 

c h l o r a c é t i q u e  à 1 0  p ,  100. 

Rprès  t r a i t e m e n t  & l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e ,  l 'homo- 

géna t  e s t  l a v é  t r o i s  f o i s  5. 1' é t h a n o l  a b s o l u  p u i s  d é l i p i d é  p a r  

u n  mélange d ' é t h a n o l  e t  d ' é t h e r  (v /v)  à l ' é b u l l i t i o n  e t  h 

r e f l u x .  ( v o i r  d é t a i l s  a u  paragraphe  A ; p.105). 



2 O  ) Hydrolyse sodique. 

Le r é s i d u  a c i d o  inso lub le  e s t  soumis à une hydrolyse 

sodique pendant 1 8  heures  à 3 7 O C .  Nous u t i l i s o n s  de l a  soude 

0 , 5  N à ra ison  de 20 m l  p a r  f o i e  ( 3  mg de phosphore AKN envi- 

ron  s o i t  4 m g  de phosphore t o t a l ) .  

Les h y d r o l y s a t s  r e f r o i d i s  sont amenés à pH 4 p a r  

a d d i t i o n  d ' a c i d e  formique concentré.  Après repos une heure,  l e  

p r é c i p i t é  c o n s t i t u é  p a r  l f A D N  e t  l e s  p r o d u i t s  de c l ivage  des  

p r o t é i n e s  e s t  é l iminé p a r  cen t r i fuga t ion .  (voir  schema ci-contre) 

3 O  ) P u r i f i c a t i o n  s u r  échangeur de ca t ions .  

Le l i q u i d e  surnageant précédent e s t  f i l t r é  ; il con- 

t i e n t  l e s  r ibonuc léo t ides ,  1' ac ide  phosphorique l i b r e  provenant 

de 1' hydrolyse d e s  phosphoprotéides,  des  subs tances  phosphorées 

non nuc léo t id iques  ( v o i r  p.137 ), des  i o n s  ~ a '  e t  quelques pro- 

d u i t s  de dégradat ion a l c a l i n e  d e s  p ro té ines .  

Cet te  s o l u t i o n ,  à l a q u e l l e  e s t  a j o u t é e  l ' e a u  de 

lavage  du f i l t r e ,  e s t  d i l u é e  à 100 ml avec de l1 eau d i s t i l l é e ,  

p u i s  passée s u r  r é s i n e  Dowex-50 x 2 (nesh  25-50) ( 2  x 2 0  cm) à 

l a  v i t e s s e  de 0 , 6  m l  sar m. L a  r é s i n e  e s t  e n s u i t e  lawée avec 

1 l i t r e  dl eau d i s t i l l é e  que 1' on f a i t  c o u l e r  à l a  même v i t e s s e  

que 1' hydrolysat .  LI e f f l u e n t  e s t  r e c u e i l l i  s u r  chloroforme pour 

é v i t e r  l a  dégradat ion d e s  nucléot ides .  

La s o l u t i o n  de nuc léo t ides  p u r s  ob tenue tes t  concen- 

t r é e  à l ' é v a p o r a t e u r  r o t a t i f  E r a l  30° ou sous courant d ' a i r  

en c r i s t a l l i s o i r  & l a  température du l a b o r a t o i r e ,  p u i s  dessé- 

chée en capsule sous courant d 1  a i r  f r o i d .  

4 ) Sépara t ion  chromatographique e t  é l ec t rophoré t ique .  

Le r é s i d u  de d e s s i c a t i o n  e s t  r e p r i s  p a r  un f a i b l e  

volume d 'eau  d i s t i l l é e  ( 0 , 5  % 2 ml). La s o l u t i o n  obtenue e s t  

cen t r i fugée  en tube  conique e t  décantée.  E l l e  e s t  soumise 

immédiatement 5 1' analyse  chromatographique e t  é l e c t r o p h o r é t i -  - - - - - - -  
que. 



HomogSnat tissulaire 
3 traitements avec Acide trichlo- 
racétique h 10 p .  10G ( 4 O C )  > Fraction acido-soluble 

R6siclu 1 
3 traitements à 1 'éthanol froid 
3 traitements 2 l'éthanol-éther 

B 1 'ébullition Lipides 

Résidu 2 
flyclrolyse par la soude 0,5 N 

18 h, ch, 37°C > Solution 
+ Acide formique .-> pH 4 

Solut ion 

Bibonucléotides PrScipité 

Acide orthophosphorique 
Substances phosphorées non 
nucléotidiques 
Produits de dégradation alcaline 

des protéines 
+ 

Na 

ADN et produits de dégra- 
dation alcaline des pro- 

téines 

Schha de fractionnement des tissus. 



La chromatographie s e  f a i t  s u r  p a p i e r  Whatman n O 1  

à 22OC dans l e  système s o l v a n t  de BOULANGER 6c IiONTRmTIL (535)  

a c i d e  formique/isopropanol/phénol/eau (10 : 5 : 85 : 100).  Les 

composés phosphorés son t  r é v é l é s  p a r  l e  r é a c t i f  de HRNES & 

1 SHERWOOD ( 5 3 6 ) . 
LI é l e c t r o p h o r è s e  e s t  p r a t i q u é e  dans  une cuve en  t o i t  

sur p a p i e r  d f  Arches n0304 dans l e  tampon a c i d e  c i t r i q u e / c i t r a t e  

de sodium 0,02 LI de pH j , 5  , de DLLVIDSOR & SId3LLIE (537) 
( 1 1  V/cm ; 6 h e u r e s ) .  Les n u c l é o t i d e s  son t  r e p é r é s  en chambre 

n o i r e  à l ' a i d e  de l a  lampe 1, l inéral ight .  ( v o i r  d é t a i l s  t e c h n i -  

ques  GU paragraphe D ; p. 127 e t  128) .  

5O) Dosage des  rLucléo t ides .  

Les n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  p a r  c h r ~ m a t o g r a p h i e  s u r  

p a p i e r  sont  dosés  p a r  l a  méthode calorimétrique d'ALLEN (538)  

avec l e  photomètre de Xeunier.  Les n u c l é o t i d e s  s é p a r é s  p a r  

é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  son t  dosés  p a r  spec t rophot7mét r iee  

( v o i r  d é t a i l s  t e c h n i q u e s  au paragraphe E ; p. 128et130 ) . 
Ces dosages  nous ont permis de c a l c u l e r  l a  composi- 

t i o n  cen tés imale  n u c l é o t i d i q u e  d e s  AREJ d e s  t i s s u s  du Rat. 



II - RESULTATS ET OBSERVATIONS. 

Les r e s u l t a t s  que nous avons obtenus son t  rassem- 

b l é s  dans l e  Tableau X I I I .  

10) Composition des  AR?T du f o i e  de R a t ,  

11 e s t  i n t é r e s s a n t  de comparer nos r é s u l t a t s  concer- 

nant l a  composition d e s  AHN du f o i e  de  Rat avec ceux d ' a u t r e s  

Auteurs q u i ,  comme nous, ont t e n t é  de déterminer  l a  composition 

de ces  AmT, sans  isolement p r é a l a b l e .   ableau au XIV) ,  

I l s  sont  assez  v o i s i n s  de ceux de ELSON & CKIRGRFF 

(539) ,  KLEINSCHT'IIDT (540) e t  WEILL (541) .  Cependant l a  t e n e u r  

un peu élevée en a c i d e  ud.c?.ylique donnée p a r  WEILL ( 5 4 2 )  accom- 

pagnant une v a l e u r  u n  peu f a i b l e  pour  1 ' acide  c y t i d y l i q u e ,  

f a i t  penser  une désamination p o s s i b l e  de c e l u i - c i  au cours  

de 1' hydrolyse potassique.  

P a r  con t re  , WERKHEISER (543 ) DE L ~ ~ : I I W D E ,  ALLAXI & 

COITERO (544)  t rouvent  des  nombres beaucoup p l u s  é l evés ,  pour 

l a  t e n e u r  en ac ide  guanylique. &lais ,  il convient de s i g n a l e r  : 

a )  que WEPmEISER (545)  sépare  l e s  composants ac ido-solubles  

en f a i s a n t  a g i r  l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  30 mn à l a  température 

du l a b o r a t o i r e .  I l  e s t  probable q u ' i l  s e  p rodu i t  dans c e s  con- 

d i t i o n s  une hydrolyse p a r t i e l l e  de l 'ART3 e t  que, p a r  conséquent, 

l e s  r é s u l t a t s  sont  entachés dl e r reu r s .  

b )  que DE LATKI1IANDE & C o l l .  (546)  e f f e c t u e n t  d e s  dosages spec- 

t rophotométr iques d e s  nuc léo t ides  sépa rés  p a r  chromatographie 

s u r  colonne de ré s ine .  I l  s e  peut  que ces  n u c l é o t i d e s  ne so ient  

pas  p u r s  e t  que des  substances absorbant  l f u l t  r a -v io le t  viennent 

i n t e r f é r e r  e t  f a u s s e r  l e s  dosages. 

Nous nous s o m e s  mise à l ' a b r i  de t e l l e s  c r i t i q u e s  

en m u l t i p l i a n t  l e s  v é r i f i c a t i o n s  de p u r e t é  de nos nucléot ides .  

Aucune substance phosphor6e ne migre en mêrne 

temps qu' eux s u r  l e s  chrorïiatogrames, dans l e  système phénoli-  

que. Aucune substance absorbant l ' u l t r a - v i o l e t  ne v i e n t  f a u s s e r  

l e s  dosages spectrophotométr iques e f f e c t u é s  à p a r t i r  des  élec-  

trophorégrammes. Sur  c e s  d e r n i e r s ,  l a  présence de glycérophos- 
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phate  ( v o i r  page 142) accolé  à l a  t ache  dl ac ide  u r i d y l i q u e ,  

f a i t  p r é f é r e r  l e  dosage spectrophotométrique à c e l u i  du phos- 

phore,  pour l ' a c i d e  u r i d y l i q u e  t o u t  au moins  a able au I X  e t  

Fig.  2 6 ) .  

Des é tudes  s t a t i s t i q u e s  e f f e c t u é e s  a p r è s  de t r è s  

nombreux dosages ont montré que nos r é s u l t a t s  sont  reproduc- 

t i b l e s  e t  que l e s  é c a r t s  h l a  moyenne sont de 1' ordre  de 

3 p. 100. 

Notre but  l o i n t a i n  é t a n t  de comparer l a  composition 

des  A R 8  des  t i s s u s  s a i n s  e t  des  t i s s u s  néoplasiques,  il é t a i t  

extrêmement important pour nous de posséder  une technique à l a  

f o i s  simple, exac te  e t  f i d è l e .  I l  nous f a l l a i t ,  en e f f e t ,  

pouvoir c a l c u l e r  avec p r é c i s i o n  l e s  q u a n t i t é s  r e l a t i v e s  de 

chaque n u c l é o t i d e ,  a f i n  de d é c e l e r  de f a i b l e s  changements 

pathologiques ou desmodif ica t ions  d ' o r i g i n e  v i r a l e .  

Ce t t e  méthode e s t  maintenant b i e n  au p o i n t  e t  peut  

ê t r e  appliquée à l ' é t u d e  de l a  composition des d i f f é r e n t s  ARN 

c e l l u l a i r e s  e t  à c e l l e  des  LRIJ ileg t f s s u s  c ~ ~ n c é r e u x .  

2 0 )  Coinposition des  ARN d e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s .  

Quel que s o i t  l e  t i s s u  envisagé,  l e s  ARN t o t a u x  

c e l l u l a i r e s  ont l a  même composition  a able au XIII)  . 
S ' i l  y a une s p é c i f i c i t é  d 'espèce  , il n ' y  a  donc 

p a s  de s p é c i f i c i t é  d 'organe en ce qui  concerne l'Am. Ceci e s t  

également l a  conclusion des  t r avaux  de MAGASMTIK (547) ,  

KLEINSCHl!IIDT ( ~ 4 . 8 ) ~  K I T  (549). 
I l  peut  p a r a î t r e  surprenant  à p r i o r i  que l e s  r é su l -  

t a t s  so ien t  i d e n t i q u e s  dans t o u s  l e s  t i s s u s  quand on sai t  

maintegant que l e s  îiRN sont  hétérogènes e t  c o n s t i t u é s  de molé- 

cu les  d i s t i n c t e s  que l ' o n  a p p e l l e  ; AIW messagers, RRN de 

t r a n s f e r t  e t  ARN ribosomaux. 
Dl  a u t r e  p a r t ,  l a  c e n t r i f u g a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  

dl  homogénats t i s s u l a i r e s  a permis dl o b t e n i r  des  f r a c t i o n s  ce l -  

l u l a i r e s  (noyaux, mitochondries,  microsomes, suc c e l l u l a i r e )  

dont l e s  ARN ont  une composition vo i s ine  de c e l l e  de ltbRN 



t o t a l  sauf  p o u r  l e s  noyaux q u i  s e  d i s t i n g u e n t  d e s  a u t r e s  

f r a c t i o n s ,  q u e l l e s  que s o i e n t  l a  méthode dl i so lement  e t  l a  

m é t h ~ d e  d ' a n a l y s e  u t i l i s é e s  (IURSW ( 5 5 0 ) ~  Ci?OSBIE, SMELLIE & 

DAVIDSOII ( 5 5 1 ) ,  ELSON & CHARGAFF ( 5 5 2 ) ,  OSAVYA (553)  HOTTA 

( 5 5 4 ) ,  OUiSTED & VILLEE (5551, KIT ( 5 5 6 ) ,  DERUME2 (557)  ). O r ,  

dans  c e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s ,  corne  dans  l e s  o rganes  é t u d i é s ,  

l e s  p r o p o r t i o n s  d e s  d i f f é r e n t s  ARN ne  s o n t  p a s  forcément  l e s  

mêmes e t  une t e l l e  é g a l i t é  ne  p o u v a i t  p r o v e n i r  que d ' u n e  sini- 

l i t u d e  de compos i t ion  d e s  d i f f é r e n t s  Am. Cl e s t  e n  e f f e t  l e  

c a e j  en  o u t r e ,  il n ' y  a p a s  de  d i f f é r e n c e  d te$pèces  dans  l e s  

t i s s u s  animaux p o u r  llARFT r ibosomal  e t  llAP;N de t r a n s f e r t  pos- 

sede  l a  même compos i t ion  chez l e s  microorganismes e t  chez  l e s  

an inaux  s u p é r i e u r s  (HOAGLAND ( 5 5 8 ) ) .  

La compos i t ion  p a r t i c u l i è r e  t r o u v é e  p o u r  l e s  ARN d e s  

noyaux e s t  probablement  due à l a  p r é s e n c e  de l f A R N  messager q u i ,  

l u i ,  e s t  d i f f é r d n t  d e s  a u t r e s  AXN ( v o i r  p.33 ). Cet AXN messagel 

n ' é t a n t  q u f e n  t r è s  f a i b l e  p r o p o r t i o n  d a n s  l a  c e l l u l e ,  sa compo- 

s i t i o n  modi f ie  peu c e l l e  d e s  "ARN t o t a u x f f ,  On p e u t  p a r  consé- 

quent  

- s p é c u l e r  s u r  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  a p r è s  l ' é t u d e  de  c e s  AP8 

t o t a u x  

- p r é v o i r  q u ' i l  s e r a  d i f f i c i l e  de n e t t r e  en évidence d e s  modi- 

f i c a t i o n s  p a t h o l o g i q u e s  en é t u d i a n t  l n  composi t ion g l o b a l e  d e s  

AR.l!T c e l l u l a i r e  S. 

3 O )  R e l a t i o n  e n t r e  l a  composi t ion d e s  ARN t o t a u x  e t  c e l l e  d e s  

AD14 t o t aux .  

L a  t e n e u r  e n  a c i d e s  @anyl ique  e t  c y t i d y l i q u e  d e s  

a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  e s t  i d e n t i q u e  à l a  t e n e u r  en  a c i d e  adé- 

n y l i q u e  e t  thymidyl ique  d e s  a c i d e s  désoxyr ibonuc l é iques  ; il 
e x i s t e  de même une correspondance é t r o i t e  e n t r e  l e s  a c i d e s  

adény l ique  e t  u r i d y l i q u e  d e s  a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  e t  l e s  

a c i d e s  guanyl ique  e t  c y t i d y l i q u e  d c s  a c i d e s  désoxyr ibonuc l é i -  

ques  ( v o i r  Tableau XII1 e t  XV) .  



TI*BLE~LU XV 

Composition des acides désoxyribonucléiques de 

divers tissus de Rat. 

. * . * . :Désoxyribonucléides (r) Purines I ~ N H ~  . O 

:Nature. - 
: du o- . :Pyrimidi-:6 CO : Réf ércnces : 

ncs . * . . 
.------0-----.i-iii*-----oOOOOO.---------*-----o-----------------. . . . O 

( 3 )  dG, dC,  di^, dT désignent, les acides dBsoxyguanylique, désoxy- 
cytidylique, désoxyad6nylique et thyrnidylique, 

Ces constatations, f c T i - t ~ a  ~ c J G C )  (; OTT~:?L~JIL < z  ~ ~ 1 1 ,  

(5o1)),8tz,icnt donc cn faveur d'une biosynthèse des acides ribo- 

nucléiques par l'rnoulagett sur les nolécules d'acides désoxyri- 

bonucléiques. Elles étaient en désaccord avec les schémas de 

moulage p~oposés pzvr LOCKInTGEnT & DE BUSR (562) et par RICH (563) 
(appariement des ribonucléotides G, C, A, U avec, respectivemen$ 
les désoxyribonucléotides des mol6cules d'acide ddsoxyribonu- 

cléique (ADN) : dC, dG, dT, dn) et par STEIYT (564) (appariement 
des ribonucléotides G, C, A, U, respectivement, avec les "dou- 
blets nuc160tidiquestt suivants des lLDB o dC-dG, dG-dC, dT-dA, 

dA-dT), Elles confirmaient au contraire, lthy-pothèse de ZUBAY 

(565 )- appariement dcs ribonucléotides G, C, A, U, respectivement, 
avec les nucléotidiquestt suivants des ADN : dT-dA ou 
dA-dT, dR-dT OU dT-dSi, dG-dC OU dC-dG, dC-dG OU dG-dCo 



Ce ;.iécanis:-le invoque l a  présencc cl 'un i n t  e r i k d i a i r e  

en t r i p l e  h é l i c e  foriié p a r  l a  double chaîne de l'ADN e t  une 

s i q l e  chaîne polyr ibonucléot id ique  g c e t t e  t r i p l e  chaîne s e  

f o x l e r a i t  en ~zêz-le t e ~ i p s  que l a  chaîne ARB el le-~iêr ie ,  cons- 

t i t u é e  à p a r t i r  des  nuc léos ides  t r i p h o s p h a t e s  du n i l i e u  ce l lu -  

l a i r e ,  Toutefo is ,  l a  f o r n a t i o n  de c e t  i n t e r i l é d i a i r e  à 3 chaînes 

n é c e s s i t e  quelques ~ i o d i f i c a t i o n s  dans l a  s t r u c t u r e  de 1' ADN 

( z u B A Y ) ( ~ ~ ~ )  o 

- r u p t u r e  d e s  l i a i s o n s  H e n t r e  l e s  groupes NH2 e t  l e  groupe 

CO d e s  bases  appar iées  ; 

- r o t a t i o n  des  p l a n s  de ces  bases  l ' u n  p a r  r appor t  l ' a u t r e  

- r o t a t i o n  d e s  groupes NH2 de  l ' a d é n i n e  e t  de  l a  cytos ine  hors  

du p l a n  de l a  base, 

L '  a s s o c i a t i o n  des  deux chaînes  polynucléot id iques  

dans l a  nolécule  d'ADN s e  f a i t  p a r  l i a i s o n  "pont hydrogène1' 

e n t r e  l 'hydrogène du groupeï~ent  -NH d 'une  bnse e t  un a z o t e  du 

cyc le  de l ' a u t r e  bnse,  Leur union  avec l a .  chaîne polyribonu- 

c l é o t i d i q u e  s e  f a i t  p a r  l i a i s o n  "pont hydrogène1' en t re  l e  grou- 

penent CO d 'une  base ( G  ou U )  de l n  chaîne Al2l e t  l e  grouperient 

-HH2 d ' u n e  base  ( A  ou C )  d ' une  dus chi-înes de l ' A D N  e t  e n t r e  l e  

groupenent -NH de l a  ~16ixe base  de  l l A R N  e t  l e  groupc:'ent CO - 

d 'une  base (T ou G) dc l t a u t r e  chaîne de l ' A D N .  

La l i a i s o n  s e  f a i t  égnleiient e n t r e  l e  groupe~ient  RH2 

d 'une base (A ou C )  de llAR.TT e t  l e  groupcilent C O  cllune base  (G 
ou T )  d 'une  des  chaînes  de l 1 A D X  e t  e n t r e  un a z o t e  de l a  llêrie 

base : e  llARî? e t  l e  groupe:iont RH2 d 'une  base ( C  ou A )  de  

1' a u t r e  chaîne de l ' A D N ,  

Le nodèle 2roposé p a r  ZUBîiY ( ~ i g . 2 7 )  e s t  s t r u c t u r a -  

le i lent  r t t isonnzble e t  en accord avec l e s  données ~hi l :~ iques .  

Cependant, dans chacun des  4 t r i p l e t s  s c h é ~ ~ a t i s é s  dans l a  

Fig, 27 il e s t  p o s s i b l e  de n e t t r e  un r i b o n o n o n u c l é o t i ~ c  aiffé- 
ril~t ( ~ i g ,  28 ) .  

Donc, ou bien l e  uoulage de l'Am s u r  l'ADN a l i e u  

su ivan t  l e  schélx  de l a  Fig. 27 e t  l'ARE f o m é  à une coill3osi- 

t i o n  t e l l e  que : 



T hyi-line Cyt O s i n e  Cytosine U r a c i l e  
( ADN ( ~ m )  (ADEJ ) (Am) 

CH2 

n Adénine \ A "7 
(ADN ) '-0 

t 

Adénine 

Thylsiine Cyt os inc  

,- ---, ( ADTT ) ( ADN ) 
* :" i 2 
, \  ) ".- N' FIGURE 27 

Apparie~ient  des  bases  de 1s double chaîne ADN nodèle 

avec c e l l e s  de  l a  chaine ARTT foruÉe. Schéna A de ZUBAY (566) 



Appariencnt des bases de lz., double chaîne ADN 
raodèle avec c e l l e s  de l a  chaîne ARN fornée. 

Schéna B de ZU3AY (566). 



comme cl e s t  l e  c a s  d e s  AKN t o t a u x  

- ou b i e n  l e  moulage de l ' A R ? $  s e  f a i t  s u r  l'ADN s u i v a n t  l e  

sohém de l a  F ig .  28 e t  l l f i R N  formé e s t  a l o r s  i d e n t i q u e  à l ' u n e  

d e s  cha înes  de  l ' A D N  e t  comj-lémentaire de l ' a u t r e  chaîne.  

Au cour s  de c e s  d e r n i è r e s  années,  l ' h é t é r o g é n é i t é  

d e s  RrrCJ a é t é  démontrée e t  maintenant  que 1' on conna i t  1' exis -  

t e n c e  dfbRD s o l u b l e s  e t  r ibosonaux,  de composit ion v o i s i n e  de  

c e l l e  d e s  ARN t o t a u x ,  e t  l ' e x i s t e n c e  d ' A m  messagers dont l a  

composit ion g l o b a l e  d o i t  ê t r e  l e  r e f l e t  de c e l l e  d e s  ADP7, on 

peu t  r e c o n s i d é r e r  l e  problème. On e s t  t e n t é  d 1  imaginer  un 

schéma de moulage analogue à c e l u i  de l a  Pig. 27 pour  l e s  Am 
s o l u b l e s  e t  r i b o s o ~ ~ a u x  e t  un  a u t r e  analogue c e l u i  dc  l a  

Fig.  28 pour  l e s  BPW messagers,  cn  l a i s s a n t  à l ' enzyme de bio- 

synthèse ,  1 2  s o i n  de c h o i s i r  e n t r e  l ' u n  ou l ' a u t r e  d e s  intermé- 

d i a i r e  à t r o i s  chaînes .  

Dl  a u t r e  p a r t ,  l e s  schémas de moulage de LOCKINGEN Sc 

Col l .  (567) ,  RICH (568)  e t  STXNT (569), r e j e t é s  p o u r  l e s  ARN 

t o t a u x   OHTREU TREUIL & Col l .  (570)  ) peuvent ê t r e  r e t e n u s  pour  l a  

synthèse  des  fiRSJ messagers,  

4 O )  S t r u c t u r e  d e  llAIW. 

Les r a 2 2 o r t s  r_ol~'ixcs symétr iques  d e s  h a s e s  de l'!~rlN (G = C ; 
A = U )  e t  l a  v a l e u r  d e s  r a p p o r t s  pur ines /pyr imid ines  = 1 e-t 

6  N H ~ / ~  CO = 1 p o u r r a i e n t  Btre  une conséquence de l a  s t r u c t u r e  

double de c e t t e  molécule, identique a c e l l e  de l 1 1 F D N  (WATSON Sc 

CRICK) (571). C e r t a i n s  Auteurs  (LESLIE) (572 ) , (GOLDTHWAI'P) (573 ) 
ayant  mis en évidence 1' e x i s t e n c e  dl'~lRSJ assymét r iqu~ ' ,  1' appar ie -  

ment de deux de  ces  cha înes  p o u r r a i t  fo rmer  une rno lécuh  dont  

l a  composit ion e s t  v o i s i n e  de c e l l e  t r o u v é e  p a r  nous-mêmes (574) 

e t  p a r  dl a u t r e s  Auteurs  (ELSON & Col l .  (575) .  Cependant, il semble 

b i e n  que 1'AR.N s o i t  une simple cha îne  po lynuc léo t id ique .  Les t r a -  

vaux de KIT (576) a b o u t i s s e n t  à c e t t e  conclusion.  Notons t o u t e -  

f o i s  que l e s  é t u d e s  de d i f f r a c t i o n  d e s  rayons X f o n t  a t t r i b u e r  

aux AlW de t r a n s f e r t  ( ~ ~ ~ ~ I L X I N S  (577)  ; BROWN & ZUBîIY (578) )  une 

s t r u c t u r e  en double  h é l i c e  e t  f o n t  p e n s e r  à l ' e x i s t e n c e  de 

r é g i o n s  en double  h é l i c e  dans  l e s  AP3 ribosomaux (L~INGRIDGE & 

Co11.(579) ; ZUBAY aL WILKINS (580). ( v o i r  gages 29 e t  32) .  



III - DISCUSSION.. 

L$ n c t i o n  de  s p é c i f i c i t é  dl espèce  d e s  Am e t  l a  
s i m i l i t u d e  d e s  ARPJ t o t a u x  d e s  d i f f é r e n t s  organes  d ' u n  même 

an imal ,  aaènent t o u t  na tu re l l emen t  à r e c h e r c h e r  une marque 

géné t ique  dans  l e s  ARN. LI obse rva t ion  d e s  r e l a t i o n s  suivan- 

t e s  : 

A = u  et G = C  1 dansl l im 
A + G  = U + C  

A + C  = U + G  ) 

A = T  e t  G = C  ) 
A + G  = T + C  ( ( dans  l t N > N  

A + C  = T + G  ) 

e s t  e n  f aveur  du mécanisme de synthèse  d e s  ARN de mamiifères  

proposé p a r  Z U B A Y ( ? ~ ~ .  27).cependant, l a  c o q l e x i t é  des  hJrW d e s  

t i ssus  de l~ammifères ,  observée d è s  1956 p a r  BRADLEY Sc ZICH 

(581)  grâce  2~ l a  chromatographie s u r  E c t e o l a  c e l l u l o s e ,  e s t  à 

p r é s e n t  un f a i t  -1c6ui.e~ ( v o i r  revue g é n é r a l e  de STAEHELIN 

( 5 8 2 ) )  e t  l a  recherche  d ' u n e  marque géngt ique  dans  l e s  ARKT 

d o i t  s e  f a i r e  dans  l e s  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d ' A m .  

10) Rôle de l ' A D N  dans  l a  synthèse  d e s  BRN. 

La p a r t i c i p a t i o n  de lthDD dans  l a  synthèse  de ltbRN 

est maintenant b i e n  dénont rée  : 
a )  On a découver t  l ' enzyme responsable  de  l a  synthèse  d e s  

c h a î n e s  p o l y r i b o n u c l é o t i d i q u e s  à p a r t i r  d e s  nuc léos ides  5 '  tri- 
phosphates  e t  n é c e s s i t a n t  l a  p résence  d ' u n  modèle qu i  e s t  l ' A D N .  
Cet enzyme, l lAB. l l  - - ~ o l y m é r a s e ,  - - - -  a é t é  m i s  en  évidence,  non seu le -  

ment chez l e s  microorganismes (HURWITZ Sc Coll ,  (583) ; STEVENS 



(584) ; OCHOA & Coll. (585), mais aussi chez les végétaux 
(HUMG & Coll. (586)) et chez les animaux : 

dano 'le foie de Rat par WEISS & GLADSTOTJE (587 ) 
dans le thymus de Veau par ABRJJIS & Coll. (588) 
dans le foie dl embryon de Veau par MANDEZ (589) 
dans le prostate par HfiNCOCK & Coll. (590) 
dans le foie de Poulet par WEILL & Coll. (591) 

Son existence a en outre été signalée dans certaines tumeurs 

cancéreuses par HtTRDOTJ Sc SlliELLIE (592) et par MANDEL (593). Cet 

enzyme semble être associé aux acides nucléiques, il copréci- 

pite avec ceux-ci par addition de streptomycine ou de protamine 

à des préparations acellulaires (FURTH & Coll.)(594) et plus 

spécialement avec l ' A D N  car il sédimente avec celui-ci en gra- 

dient de saccharose (HURV~ITZ & Coll. (595) ). D1 aillaurs dans le 
foie de Rat, il est localisé dans le noyau et HUANG & Coll, (596) 

 nt montré chez les végétaux qu'il est associé avec l'ADN chro- 
mosouial, 4(1"iDOYL'I & Coll. (597) ont signalé sa présence sous 

forme de complexe ADN-protéine chez E,coli. 

b) - La - con~osition - de llAHN formé in vitro sous l'action de l'Am - - - - - - - - - - - - - - -  
polymérase dépend de celle de l'ADN utilisé comme modèle (FURTH 

& Coll, (598) ; WEISS 6% NW(1UtOTO (599) ; STEVENS (600) g 

C-ERLIN & BERG (601) ) , 
Des expériences avec des polymères synthétiques ont 

permis de montrer que le poly dT conduit à la formation de poly 

k (KHORLLITA & Coll. (602)), le poly dC à la formation de poly G 
(FALASCHI 8 Coll. ( 6 0 3 ) )  et le copolymère dA.T. à la formation 

de poly AU (TURTH & Coll. (604)). 

Les désoxyribonucléotides &A, dl', dG, (TC aer~blcnt donc 
diriger respectivement 1' incorporation dans la chaîne polyribo- 

nucléotidique en formation, des nucléotides U, A, C et G. (voir 

Fig. 29 ). 
La r6action catalysée par l l R R N  polymérase peut donc 

se schématiser ainsi : 



ADN Am en 
I 1 formation 

da&---- c 

La na tu re  d e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n ,  e t  l a  sgmthèse, p a r  des  

méthodes physiques,  d l h y d r i d e s  ADN-ARN (RICH (605) ; MLL & 

SPIEGELMAN (606) ; GEIDUSCHEK & Coll.  (607) ont  permis de  poser  

l t  hypothèse d ' u n  appariement p a r  l i a i s o n s  hydrogènes, d e s  bases  

de  l a  chaîne ADN modèle avec c e l l e s  de l a  chaîne AFü? formée, 

s e l o n  l a  schéma de V?ATSON & CRICK (608) donné pour  l a  s t r u c t u r e  

de l ' A D N  en double chaîne, L a  chaîne Am formée e s t  donc c o q l é -  

mentaire  de l a  chaîne ADN limodèleu. La découverte d 'hybr ides  

ADN-AEN dans l e s  synthèses  i n  v i t r o  (WIIF~ER & Coll .  (609) ; 
SINSHEIMER & Coll.  (610) ; CmJ113E'ILIN & BERG (611) e t  c e l l e  
d 'hybr ides  n a t u r e l s  (SPISGEUVUN & Col l ,  (612) ; S C H ü W  & Coll. 

(613)  ; BORKOYISKA & Coll .  (614) )  ont confirmé c e t t e  hyyothèse. 

I l  semble que l e s  expérimentat ions r é a l i s é e s  i n  v i t r o  

permettent  d i  envisager  une t r a n s c r i p t i o n  des deux chaînes  dlADN 

(CHMV~BERLIIJ & BERG ( 6 1 5 ) )  e t  que llARîJ polymérase p u i s s e  u t i -  

l i s e r  a u s s i  bLen un  modèle à une chaîne qu'un modèle 6, deux 

chaînes  polydésoxyribonucléotidiques (HURIITZ & Coll.  (616)  ) . 
Toutefo is ,  l1AD1J n a t i f  p a r a î t  p l u s  e f f i c a c e  que l i D N  dénaturé  

p a r  l a  cha leur  (WEISS) (617 ). 



LI ensemble de c e s  expériences ont montré que l a  

synthèse des  ARN é t a i t  b i e n  d i r i g é e  p a r  l t I I D N  e t  q u ' i l  deva i t  

donc e x i s t e r  i n  v ivo  une r e l a t i o n  e n t r e  l a  composition des ARN 
s y n t h é t i s é s  e t  c e l l e  de l t N 3 N  qui  s e r v a i t  de 4'modèlew, E l l e s  
ont é t é  e f f e c t u é e s  pour l a  p l u p a r t  avec d e s  p r é p a r a t i o n s  enzcy- 

matiques de ~ c r o o r g a n i s m e s  (E. c o l i ,  ) mais on peut p o s e r  en 
hypothèse qu'un mécanisme i d e n t i q u e  p rés ide  à l a  synthèse d e s  
ARN dans l e s  c e l l u l e s  d e s  Marnrnifères. Le problème e s t  alors 
de s a v o i r  s i  l 'ensemble d e s  ARN c e l l u l a i r e s  sont  s y n t h é t i s é s  
s u r  l ' A D N  ou s i  l a  synthèse de ltBRN messager e s t  s e u l e  con- 

t r ô l é e  p a r  l e s  ALIN. Il convient  encore de p r é c i s e r  s i  l e s  deux 
chaînes  de l ' A D N  p a r t i c i p e n t  à l a  formation de l ' k F 3  ou s i  une 

s e u l e  d e s  deux chaînes e s t  impliquée dans l e  mécanisme. 

2 0 )  Synthèse des  d i f f é r e n t e s  c l a s s e s  d'Am. 

Les ARN ribosomaux e t  so lub les  ne semblant pas  p o r t e r  
l a  marque génét ique (HOAGLAND (618 ) ) , s e u l ,  1' ARN messager 

s e r a i t  - " . l o r s  s y n t h é t i s é  au con tac t  de l ' A D N .  Comme l e s  AIN 
messagers ne r ep résen ten t  qu'une f a i b l e  p r o p o r t i o n  d e s  AR8 

c e l l u l a i r e s ,  il n t c s t  p a s  étonnant que ceux-ci a i e n t  une compo- 
s i t i o n  assez  v o i s i n e  pour  des  espèces d i f f é r e n t e s .  C e t t e  obser- 

v a t i o n  a v a i t  é t é  f a i t e  p a r  BELOZERSKY & SPIRIN (619) chez l e s  
b a c t é r i e s  où l a  composition dc l ' A R ? ?  ne change pas  aussi consi-  

dérablement que c e l l e  de l ' A D N .  Ces Auteurs en ava ien t  conclu 

que seulement une f a i b l e  r o r p o r t i o n  des RRN p r é s e n t e  une r e l a t i o n  
é t r o i t e  avec l ' A D N ,  en ce  qu i  concerne l a  composition e t  que l a  

synthèse de l a  p l u s  grande p a r t i e  de ltbRN peut  ne p a s  ê t r e  f a i t e  

sous l e  con t rô le  immédiat de l'ADN (620). D 'aut re  p a r t ,  l a  



'ctransf ormation1Ide c e r t a i n e s  b a c t é r i e s  s r  accompagne d e  modifi- 

c a t i o n s  i n p o r t a n t e s  de  l a  compos i t ion  d e s  ADN e t  d e  nod i f i ca -  

t i o n s  d i s c r è t e s  de  c e l l e  d e s  RRJ!J t o t a u x .  Ce r é s u l t a t  e s t  c n  

f a v e u r  de  l a  m o d i f i c a t i o n  d ' u n e  f a i b l e  f r a c t i o n  seulement d e s  

ARPI c e l l u l a i r e s  (SPIRIN & BELOZERSKY ( 6 2 1 ) ) .  C e t t e  f r a c t i o n  

(AIN messager  vraisemblablement ) t r ansmet  aux a u t r e s  s u b s t r a t s  

c e l l u l a i r e s ,  aux p r o t é i n e s  en  p a r t i c u l i e r ,  l e s  changements 

g é n é t i q u e s  q u i  ne  s o n t  p a s  a p p a r e n t s  dans  l e s  a u t r e s  ARH, 

F a u t - i l  en  conc lu re  à propos  de c e s  ' I au t res  ARNt1 à 1' e x i s t e n c e  

d ' une  b i o s y n t h è s e  indépendante  d e  ltAD15i ? 

I l  a é t é  montré i n  v i t r o  que l t a c t i n o m y ~ i n e  i n h i b a i t  

l a  syn thèse  d e s  Am en s e  combinant aux ADN (KI= (622)  ; RAUW 
(623)  ; REICH â Col l .  (624)  ; NATAKA & Col l .  (625)  ; GOLBERG & 

(626) ; HIJRGVITZ- & Col l .  4627) ; KIIHAN & Col l .  (628)  ; HARBERS & 

NÜLLER (629)  ; CAVALIERI & Col l .  (630)) e t  p l u s  spéc ia lement  

sur l e s  s i t e s  dG d e s  ADN (HURWITZ & Coll .  ( 6 3 1 ) ) .  O r ,  i n  v ivo ,  

l l a c t i n o m y c i n e  i n h i b e  l a  s y n t h è s e  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  RFd c e l l u -  

l a i r e s .  L a  f o m d t i o n  d e s  AlW ribosomaux e t  d e s  ARN de  t r a n s f e r t  

p a r a î t  donc dépendre d e s  ADN (ACS D Col l .  (632)  ; REICH & Col l .  

(633) ; PERRY ( 6 3 4 ) ) .  I l  a même é t é  défilontré que t a n d i s  qu t  e l l e  

i n h i b a i t  complètement la. f o r m a t i o n  d e s  ARJ3 ribosolnaux e t  so lu-  

b l e s ,  1' act inomycine l a i s s e  s u b s i s t e r  c e l l e  d e s  A m  messagers  

(GEORGIEV ( 6 3 5 ) ) .  Ceci  e s t  c n  c o n t r a d i c t i o n  avec l ' i d é e  que 

s e u l s  l e s  ARN messagers  s o n t  s y n t h è t i s é s  au c o n t a c t  d e  1'ADlTo 

P a r  c o n t r e ,  on conço i t  a i sé r ien t  1' e x i s t e n c e  de  f r a c t i o n s  d'ADN 

d i f f é r e n t e s ,  dont  l ' u n e ,  de s p é c i f i c i t é  é t r o i t e  d i r i g e r a i t  l a  

syn thèse  d e s  AR?!T messagers  e t  l ' a u t r e ,  moins s p é c i f i q u e ,  d i r i -  

g e r a i t  l a  f o r m a t i o n  d e s  RIW s o l u b l e s  e t  ribosomaux. I l  e x i s t e -  

r a i t  vra issmblablement  aussi deux A1Ul polyrnérases d i f f é r e n t  e s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  AFU ribosoli?ttux peuvent  d-onner d e s  

complexes h y b r i d e s  avec l e s  UT i s o l o g u e s  (SPIEGED~UN (636)  ; 
YANOFSIZI & Col l .  ( 6 3 7 ) )  ; d e s  h y b r i d e s  p a r t i e l s  d '  ARN S. e t  

dlADN on t  é t é  i s o l é s  p a r  GOODNSSJ & R I C H  (638)  ; GOLDBERG & Col l .  

(639)  ; SPIEGELMAN (640) ). Dl  a i l l e u r s  l a  n é c e s s i t é  p o u r  l e s  
ARN S. d e  p o s s é d e r  d e s  séquences  c o ~ t p l é m e n t a i r e s  d e  c e r t a i n e s  



s6quences  d e s  Am n e s s a g e r s  suggère  une b io syn thèse  d e s  ARN S. 

dépendante  de l ' A D N .  I l  s e  peu t  que l a  s p é c i f i c i t é  d e s  ARN S., 

corime c e l l e  d e s  AB1 r i b o s o ~ l a u x  d ' a i l l e u r s ,  s o i t  l i é e  .& l a  sé- 
quence d e s  n u c l é o t i d e s ,  s p é c i f i c i t  é q u i  n1 a p p a r a î t  p a s  néces-  

sa i rement  a p r è s  l ' é t u d e  de  1 2  compos i t ion  de  c e s  molécu les  : en 

e f f e t ,  N I S H I ~ ~ R A  & Col l .  (641)  o n t  montré d e s  d i f f é r e n c e  d e  

s e n s i b i l i t é  à l a  r i b o n u c l é a s e  d e  B a c i l l u s  S u b t i l i s ,  e n t r e  l e s  

ARN S. d lE.Col ie  , de  Levure e t  de  f o i e  de  R a t .  Cependant,  a u  

c o u r s  de syn these  p r o t é i q u e  i n  v i t r o ,  on a montrd que l e s  ARN S. 

dl e s p è c e s  d i f f é r e n t e s  3ouvr.it.nt se r c q l z c c r  Jans lus sys-kè 1,s 

~ w c ~ , l l u l i u i r c S  ~t C L  r 5 ~ u l t ~ t  n t  e s t  pas '  e n  faveur d'un 
c o n t r ô l e  géné t ique  de l e u r  s y n t h è s e  (VON EHRENSTEIM & Col l .  

(642) ; BISHOP & Col l ,  ( 643 ) ) .  

& Le problemc d e  l2 syn thèse  d e s  d i f f é r e n t e s  c l ~ ~ s s e s  

dlARN ne peut  ê t r e  r 6 s o l u  p a r  l a  s e u l e  conna issance  de l e u r  

composit ion.  Il semble i n d i s p e n s a b l e  d 1  4 t u d i e r  l a  s t r u c t u r e  de  

c e s  molécules  e t  l e s  r e c h e r c h e s  d o i v e n t  e t r e  o r i e n t é e s  dans  

c e t t e  d i r e c t i o n .  Il e s t  n é c e s s a i r e  a u s s i  de  s u i v r e  c e t t e  syn thèse  

p a r  l l i n c o r p o r a t i o n  d ' u n  t r a c e u r ,  p r é c u r s e u r  d e s  AFJY. L ' é t u d e  

de c e  phénomène f e r a  l ' o b j e t  de l a  seconde p a r t i e  de ce iaé- 

~.~tirr ;  ( c h a p i t r e  III).  



C H A P I T R E  III 

ETUDE DE LI INCORPORATIOTT D'UN PRECURSEUR 

MARQUE DANS LES ACIDES RIBONUCLEIQUES 

HISTORIQUE 



HI STORIQUE 

I - VITESSE DE ~ O U V E L L ~ T  DES DIFFEREIITS RIBO;;O,-* 

NONUCLEOTIDES. 

II - VITESSE DE RENOUVELLmNT DES Am DES DIFFERENTES 

FRACTIONS CELLUUIRES. 

III - CONCLUSIONS. 



- 169 - 

HI ST OBI QUE 

L a  nesure du renauvelleiient de 1' m i d e  r ibonuclé ique  

g a r  l a  d é t e r a i n a t i o n  de l a  v i t e s s e  dl incorpora t ion  d ' u n  cons t i -  

t u a n t  narqué,  a f a i t  1' ob j e t  de nol~brcux tr,li.vaux. L a  p l u p a r t  

d 1  e n t r e  eux ont 6 t h  e f f e c t u é s  à l1 uide de r~udiophosph, î te  rmis  

dl ~ " u t r e s  t r a c e u r s ,  colrle l l n e o t e  l o u r d  l5PT,  l e  cnrbonc 14c ou 
3 l e  tri%?-urn H, 11li_2rquant d ~ s  prcjcurseurs dos -iRnT t e l s  que glyco- 

c ~ l l c ,  f o r n i a t e  ou bases  pur iques ,  ont é t é  ?,ussi  souvent u t i l i -  

s é s .  Malgré Les d i s c o r d a c e s  que l ' o n  observe dans l e s  r é s u l t s t s  

obtenus p a r  l e s  d i f f é r e n t s  Auteurs e t  qu i  sont  vraiserriblnblenent 

dues aux cond i t ions  exp6riïnentzles,  des  renseignenent  s  réc cieux 
ont & t é  acqu i s ,  que nous pouvons résuuer  de l n  i ~ a n i è r c  suivante:  

- l e s  d i f f é r e n t  s r i b c x ~ n o n u c l ~ ~ t i d e s  seï-iblcnt posséder  des  e' 
v i t e s s e s  de renouvellellent d i f f b r e n t e s  ; c e c i  a 6 t 6  observe non 

seulenent  dans l e s  L I P ~  t o t a u x  mis mssi dans l e s  ARU des d i f -  

f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  i s o l é e s ,  

- l e s  Am de ces  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  incorporent  

p l u s  ou nd ins  v i t e  l e s  g r é c u r s e u r s  ~ m r q u é s .  D'une nan iè re  g6n6- 

r a l e ,  a p r è s  ac ia in is t ra t ion  d ' u n  trcciceur r ~ d i o a c t i f ,  1' ~ ~ c t i v i t c  

spéc i f ique  de 11Ai i f3  n u c l é a i r e  e s t  n c t t e ~ i e n t  sup6r icure  à c e l l e  

de lfA&T du suc c e l l u l a i r e ,  e l l e  laêï:le sup6risuri:  a c e l l e  des  ARN 
des  g ~ ~ ~ r ; u l c s  cg-toplnsiliques. 

1 V1TJi:SbE DE ilE'NOUVELLEArBNT DES DII-FEi';ElJTS SRIOOP'IOnTOT\TUCLXOTID.L3S 

En 1951, VOLKIN 6c CARTER (644 ) cl6iiontraient que l n  

d i s t r i b u t i o n  du radiophosphore n t  C t c l i t  pz s  un i fo rne  dans l e s  

nononucl6ot ides  d e s  ARN Cu f o i e  du R a t  e t  dz 1~ Sour i s ,  Ces 

r é s u l t a t s  f u r e n t  conf i r n é s  p2.r SZXLLIE (645 ) & DdVIDSON (646 ) 
qui  t r o u v a i e n t  une r a d i o a c t i v i t 6  spéc i f  iquc d i f f  é r c r t c  dans 

chacun d e s  r ibonuc léo t ides  du f o i e  2e R a t ,  s n c r i f i é  2 heurca 

a p r è s  l1 i n j e c t i o n  de ra3iophosphates.  



BOULANGER & Col l .  ( 6 4 7 )  o n t  sou l igné  également c e t t e  

d i f f é r e n c e ,  d a n s  Le lilarquage p a r  l e  radiophosphore ,  d e s  nucléo- 

tiCles d e s  AR%T h é p a t i q u e s  chez l e  R a t .  Ces a u t e u r s  on t  cru. pou- 

v o i r  en  t i r c r  d e s  conc lus ions  concernent l a  s t r u c t u r e  d e s  A-RN : 
Les  n u c l é o t i d e s  pyr imid iques  é t a i e n t  p l u s  r a d i o a c t i f s  que l e s  

n u c l é o t i d e s  p u r i q u e s ,  e t  ee Sait, rappraché  de La l i b é r a t i o n  

p r é f  é r e n t i c l l e  d e s  prerïjiers p a r  La r i b o n u c l é ~ ~ s e ,  p a u v a i t  f a i r e  

p e n s e r  à l ' e x i s t e n c e ,  dans  ltARN, d ' u n e  s t r u c t u r e  r a m i f i é e ,  

d a n s  l a q u e l l e  d e s  ch2înes  L a t é r ~ l e s  r i c h e s  e n  n u c l é o t i d e s  p y r i -  

raidiquea, a u r a i e n t  é t é  a t t a c l i é e s  à u n  "noyau" r i c h e  e n  nucléo- 

t i d e s p u r i q u e s .  L a  conna issance  u l t é r i e u r e  de  l t a c t i v i t é  p y r i -  

nidine-phosphodiestérasique d<; l a  r i b o n u c l é a s e  e t  du nétabo-  

l i s n e  d e s  BIQT, o n t  f a i t  r c j c t e r  c e t t e  hy-pothèse. 

Le marquage p r é f é r e n t i e l  de  c e r t a i n s  n u c l é o t i d e s  p a r  

l e  radiophosphore  s e  r e t r o u v e  dans  t o u t e s  l c s  f r a c t i o n s  c e l l u -  

l a i r e s  é t u d i é e s  : 

- ',-/BPiD e t  GlUFFIN ( 6 4 8 )  t r o u v e n t  que l ' a c i d e  adény l iquc  

a unc a c t i v i t é  s p e c i f i q u c  s u p é r i c u r e  de  25 à 30 p 100  p a r  rap-  

p o r t  à c e l l e  d d s  a u t r e s  n u c l é o t i d e s  dc  l1A1W n u c 1 6 a i r e 9  2 h c u r e s  

a p r è s  1' i n j e c t i o n  de rnd iophospha tcs ,  n n i s  i n f é r i e u r e  de 30 
p 100  a p r h s  18 h c u r e s  d t  i n c o r p o r a t i o n .  

- En cc  q u i  conccrnc l e s  r i b o ~ u c l é o t i d e s  d c s  a u t r e s  f r a c -  

t i o n s  cellulaires, 1 : ~  scquence d e s  r a d i o a c t i v i t é s  e s t ,  s e l o n  

SiliELLIE & Col l .  (64-g),  a p r è s  2 h c u r c s  d ' i n c o r p o r a t i o l i  : il, C ,  

U ,  G dans  l e s  AIW du suc  c e l l u l a i r e  e t  dans  l e s  AFQT microsorûaux, 

A ,  U ,  C, G ,  p o u r  l e s  AP;N mitochondriaux.  

- D t  a p r è s  IiOLDAVZ 2 t  HZID3LBERGE? (650)  c c t t e  séqucnce 

e s t  A ,  U ,  C ,  G ,  d ans  l e s  ARlY : ~ i c r o s o r n ~ u x  a p r è s  40 minutc3s d t i n -  

co rpo ra t i on .  

- E l l e  c s t  d i f f é r c n t ~  ( G ,  A, C, U ; A ,  G ,  U, C ; A, G ,  C, 
U) dans  l c s  ARN d e s  s o u s - f r a c t i o n s  lnicrosomalcs du f o i e  de co- 

baye ,  i s o l é e s  p a r  BAdGHAVR 8: C o l l .  ( 6 5 1 ) .  

Notons t o u t e f o i s  que SKELLIE (652) s i g n a l e  d e s  r ad io -  

a c t i v i t é s  i d e n t i q u e s  d e s  n u c l é o t i d e s  dc  l 'AP3 n u c l é a i r e  dans 



Le f o i e  de R a t  zu telnps "2 heures"  e t  que 1A3SHAK (653) cons- 

t e t e  l e  même f a i t  pour  l e  f o i e  de Lapin au temps "3 heures f f .  

Les cxpér ienc i s  de PRICE & Col l .  ( 6 5 4 ) ,  qui  pe r fus -  

s e n t  pendant 4 heures  des  r d i n s  ou des  t e s t i c u l e s  de Chiens 

avec un l i q u i d e  renfermant d e s  radiophosphates ,  montrent, d r n s  

l e  noyau ~ 0 1 ~ ~ 2 2  dans l c  cytopla,sne, un mrzrquagc d i f f  é ren t  d e s  

nuc140t ides9  t e l  que U) A )  C ) G e  

L a  nême séquence se  r ~ t r o u v ~  a p r è s  l e s  é tudcs  i n  

v i t r o  de DE LUCA, ROSSI:%: e t  S'I'XCKL~IVD (655)  s u r  l e s  coupes 

de cervoaux de Cha-ts, placGes pendant 4 heures  dan\s un ïa i i l ieu  

contenant d e s  phosphatzs m d i o a c t i f  s,  e t  dans c e l l e s  de 

SEELTGUCHI e t  SIRATBNI (656 ) . 
D 1  a u t r e s  t ravaux p a u r  l e s q u e l s  l e  t r a c e u r  u t i l i s é  

é t a i t ,  s o i t  1' ac ide  oro t ique  r c d i o a c t i f  ( S C ~ E I D I J ~  e t  VAN POTSZF 

(657 ) ) s o i t  1 c  f o m i a t e  ~ iz~rqu6  s u r  l e  carbone, (TOTTE.: & C o l l .  

(658)  ) ; (DIOC;I,A~~ & C o l l .  ( 6 5 9 )  ) s o i t  l e  15~-  ou 1 4 C  ( s u r  

 CH^) g lycoco l l e  ( B E R G S T X ~ ~ D  & Coll.  (660)  ) (LE PAGE e t  

HEIDELBEIIGEX) (661)  font, r e s s o r t i r  l l h é t é r o g é n é i t é  Gu marquage 

des  c o n s t i t u a n t s  de l'ART\T. 

Ces obszrvat  i o n s  ont ümcné c e r t n i n s  a u t e u r s  (BRoYDI 

e t  Co l l .  ( 6 6 2 )  ; DUWNITIG c t  C o l l .  (663)  ) à v o i r  pour chxcun 

des  coii i~osants dc l l A H N ,  une grzndc indépendance dzns l a  v i t e s -  

s e  e t  lf ifilportance dc son rcnouvel lêaent  ; i l s  en  conclurent  

que l1 acide  r ibonucléique rlc s e  coïnportait p ; ~ s  cornile une e n t i t é ,  

m a i s  que Ic catabol i~ i i ie  et l f a n a ~ b o l i s ï î i ~  nt, p o r t a i e n t  cue s u r  

des  p o r t i o n s  de  l a  molécule. 

DI a u t r e s  a u t z u r s  B I ,  VAN POTTER e t  SIEKEVITZ ( 6 % ) )  
021% vu dans l a  v i t e s s e  d ' i n c o r p o r a t i o n  du r ~ d i o p h o s p h o r e  
dans Icu nuc léo t ides ,  une a e s u r e ,  non p u s  de 13 synthèse de 

l'Am m a i s  de  12" p a r t i c i p a t i o n  de ccs  n ~ z c l 6 o t i d ~ s  zbux trrtns- 

f e r t s  qu i  sont  opéi6s  dans 17- c L l l u l e .  

Cependant, l e s  travaux r é c e n t s  s u r  12. biosynthese 

des AEiN ont démontré q u ' i l s  se f o r n n i e n t  A partir d e s  ilucl60- 

s ides - t r iphospha tes  r v ~ c  l i b é r a t i o n  de pyrophosphatcs ( v o i r  



page 48) .  Le radiophosphore  contenu dzns  l e s  A r 3  nouve l l e~ :~en t  

fo r i i és  p rov ien t  donc d e s  n u c l é o s i d e s  t r i p h o s p h a t e s  cievenua 

r a d i o a c t i f s  à 1~ s u i t e  d ' i n j e c t i o n  de  rad iophos2hntes  à l t a n i n a l  

e t  l a  n e s u r c d e l ~ n c o q ~ o r a t i o n  de c e s  d e r n i e r s  rend co:.il?te de  la 

b iosyn thèse  de llARl!J. Les n u c l é o s i d e s  t r i p h o s p h z t e s  on t  peut-  

ê t r e  d e s  v i t e s s e s  de  f o r i î n t i o n  d i f f é r e n t e s ,  donc d e s  rndioac-  

t i v i t é s  d i f f d r c n t e s  q u i  e n t r a î n e n t  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  

d i f f é r e n t e s  d e s  n u c l é o t i d e s  l i b é r é s  p a r  hydro lyse  de  l l A R N  

f 0r;lé. 

D 1 a u t r c  p a r t ,  il e s t  i l ~ p o r t a n t  de s o u l i g n e r  que l ' h y -  

d r o l y s e  n l c ~ ~ l i n e  l i b è r e  d e s  n u c l é o s i d e s  2 '  i. ou 3l -phosphates  

( v o i r  page 25) .  Lc 3 2 ~  phosphoryli.  ilc-taché à chaque n u c l é o t i d e  

l i b é r é  p r o v i e n t  donc du n u c l é o t i d e  v o i s i n  ; en consdqucnce, 

l e s  r a d i o a c t i v i t g s  s p é c i f i q u e s  d e s  n u c l é o t i d e s  é t u d i 6 s  ne 

r e f l k t e n t  ;lns l e  ~ ~ é t a b o l i s l r i e  d e s  n u c l é o t i d e s  polyphosphates  

dont  i l s  proviennent ,  

Une a u t r e  q u e s t i o n  peu t  encore  ê t r e  posée à propos 

de l t i n c o r $ o r r : t i o n  d e s  i s o t o p e s  dans  l e s  ARN 9 c e l l e - c i  traclui- 

e l l e  une a c t i v i t é  né t zbo l ique  ou n t  e s t - e l l e  p c s  si~lpleimcnt l n  

cons6quence de  12" n o r t  de  c e r t ~ ~ i n e s  c e l l u l e s  e t  de l e u r  renpla -  

celment sar des  c e l l u l e s  n6ofon:iées ? Autreilent d i t ,  l e  dosage 

du 1-inrqueur t r a d u i t - i l  l e  rcnouveller-lent d e s  coliposant s cle l n  

c e l l u l e  ou b i e n  l e  noilbre d e s  c e l l u l e s  renouve lées  ? ( v o i r  

revue géné ra l e  d e  TERIiOINE (665)  ), I l  sel-iblc que, si  l a  raclio- 

a c t i v i t é  des  r i o l écu le s  é t u d i é e s  n 1 6 t 2 i t  dûe q u ' à  l a  p ré sence  de  

n o u v e l l e s  c e l l u l e s ,  il y  3 u r ~ v i t  u n  r c n o u v e l l c ~ i e n t  p a r a l l è l e  

de  l ' A D N  e t  de l1ARl1 ; o r ,  t o u t e s  lés exp6r iences  n o n t r e n t ,  

q u e l  que s o i t  l e  p r é c u r s e u r  e t  q u e l l e s  que s o i e n t  l e s  c o n d i t i o n s  

expéri ï- lentales,  que 12" v i t e s s e  d l i n c o q ~ o r n t i o n  e s t  t o u j o u r s  

consid6rablei:ient p l u s  f a i b l e  pour  l ' A D N  que pour  1 l ARN : 
(DAVIDSON & IIAYiI,IOND (666)  ; McINDOE & DllVIDSON (667)  ; NLI1RSKRK 

8c CALVET (668) ; BARNlTM & HüSXBY (669)  ; STRICKLAND (670)  ; 
rirJDERSOTJ & AQUIST (671) HAI'vDULRSTEN & Coli. (772)  9 REICHARD 

( 6 7 3 )  ; WEED & WILSOR (674)  ; HURLBERT & VAN POTTER (675)  ; 
ANDERSON & Col l ,  (676) ; BROVJTT ?! C ~ o l l .  (677)  9 FRESCO & Coli. 

(678)  WATTS D HARRIS (679)  ; S!.IELLIE & Col l ,  (680) ; 



SIBATANI ( 6 8 1 )  ; TOTTER & C o l l .  ( 6 8 2 )  ; LLBXL~~S & C o l l .  (683) ; 
DINNING (684 ) , 

Au c o n t r a i r e ,  d z n s  l e s  t i s s u s  c n  v o i e  de  c r c i s u e n c e ,  

l a  f i x a t i o n  du t r z c e u r  d a n s  l t l i D N  e s t  i iûpor tz-n te  (SWICK & C o l l .  

(685)  ). Z l l c  s z  r é a l i s c  a v e c  v i t e s s e  & l e v é 2  d a n s  l e  f o i e ,  

a p r è s  h é p a t e c t o n i c  p a r t i e l l e ,  c t  e s t - à - d i r e  dana  l e  c a s  d ' u n e  

m . u l t i p l i c a t i o n   ellu lu la ire (BRUES Oc C o l l ,  ( 6 8 6 )  ; FURST à C o l l .  

( 607  ) ; AîTDERSOTJ & AQUIST ( 6 8 8  ) ; SMELLIE & C o l l .  ( 6 8 9 )  ; 
SIBATliNI ( 6 9 0 )  ; BOLLUN 82 VAN POSTER ( 6 9 1 ) .  

Les  mênes o b s e r v a t i o n s  o n t  6 t h  e f f e c t u é e s  s u r  l e s  

t i s sus  c a n c é r e u x  d a n s  l e s q u e l s  l e s  n i t o s e s  s o n t  nouibreuses 

(,BARNUIT & C o l l .  ( 6 5 2 )  9 KELLY & C o l i ,  ( 6 1 3 )  g YINZTCRITB (694); 
i,:ORTREUIL & C o l l .  ( 6 9 5 )  ; TYTJB7 (696) ; ?ililDSI%4ZI ( 6 9 7 )  ) e t  s u r  

l e s  c u l t u r c s  de t i s s u s  ou d e  c e l l u l e s  quand l e  déve loppdnen t  

e s t  a c t i f  (HULL & C o l l .  ( 6 9 8 )  9 GEMZU)E & C o l l .  (699). 
En c o n c l u s i o n ,  on p e u t  aff i r ï m r  quc l z  d é t c r i i l i n a t i o n  

de  17, v i t e s s e  d l  i n c o r p o r a t i o n  d ' u n  p r é c u r s e u r  d a n s  l e s  AmT, 

c o n s t i t u a n t  l e s  c e l l u l e s  au r e p o s  ou l e s  c e l l u l e s  e n  v o i e  d e  

m l t i p l i c a t i o n ,  a p p o r t  e  d e s  inf  o r n a t i o n s  z x a c t e s  s u r  l a  syn-  

t h è s ~  d e s  Al?l;T. 

II - VITESSE DE IS3NOUVELLEEJjjIDT DES AIw DES DIPFERENTES FR.P=CTIONS 

CELLULlxIRES. 

l0 ) Noyau c e l l u l a i r e  

PULRSHAR ( 7 0 0 ) ,  JEETLEI? 6i SZLFARZ ( 7 0 2 ) ,  JARDESZKY ( 7 0 2 ) ,  

BAI2NVPJi & HüSEBY (703 ) DAVIDSOTJ 6c C o l l .  ( 7 0 4  ) ,  l'Le INDOE ( 7 0 5  ) 
e t  SiXLLIE ( 7 0 6 )  s o n t  t o u s  d l a c c o r d  p o u r  a f f i r m e r ,  q u ' a p r è s  

i n t r o d u c t i o n  d ' u n  t r a c e u r ,  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  dcx LI!I&I d u  

noyau e s t  t r è s  s u p e r i e u r c  à c e l l e  d o s  ARN d u  c y t o p l a s u e  e t  que 

c e l l c  d e s  BRU d u  s u c  c e l l u l a i r e  e s t  s u p h r i e u r e  à c e l l c  d e s  A m  
d e s  g r a n u l e s  c y t o p l a s m i q u e s .  JEETÏZT: (707  ) e t  ~ ! P L I X S ~ ~ K  ( 7 0 8 )  con- 

c l u e n t  que l1 AI317 r tucLéai re  e s t  l e  p r é c u r s e u r  d e  l ' A 1 3 8  c y t o p l a s -  

mique : une  t e l l e  c o n c l u s i o n  selxblc un p e u  h â t i v e  c a r  l e s  trc- 

vaux d e  c e s  i i u t e u r s  n1 o n t  p o r t é  que sur un p r é l è v e l r c n t  u n i q u e ,  



e f fec tué  2 ou 3 heures  a p r è s  1' i n j e c t i o n  du phosphate- radioac- 
t if.  

Pour a f f i r m e r  que l t N f i U  du noyau e s t  l e  p récurseur  

de lfRIQi cytoplasniq-ac,  il e t a i t  Zn e f f  c t  nécessa i re  dl ezfec-  

t u e r  corne l ' o n t  f a i t  de nombreux chercheurs ,  unc étude ciné- 

t i q u e ~  dc 1' i n c o r p o r a t i o n  du radiophosphore dans l e s  RRR des  

d i f f é r e n t e s  f r ~ ~ c t i o n s  c e l l u l ~ ~ i r e s .  

La r z d i o a c t i v i t e  e s t  imximale dans l e s  AmT d e s  no- 

y a i ~  c e l l u l a i r e s  ap rès  2 ou 3 h ~ u r e s  dl incorpora t ion  s e l o n  

ililRSHliK CÎ ChLVET (709) ,  BL~IITJUI. B HUSEBY (710)  e t  vJEILL (711).  

BURNIJ1L e t  HUSEBY (712 ) , poursuivant  l e u r  é tude jus- 

q u ' à  24 heures d l incorporc l t ion ,  ont demontré que 11AR?5? du no- 

yau ne s a t i s f a i s a i t  pas  aux exigences theor iques  pour ê t r e  l e  

p récurseur  de l lARTJ  cytoplasmique e t  concluent à l ' e x i s t e n c e  

d  ' un  précurseur  cormum. 

D 'après  iLAKSIii'X (713) ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  de l l A R N  d e s  

lllitochondries n ' a t t e i n t  pas encore c e l l e  de llAIITT n u c l é a i r e  

a p r è s  73 hzures cl1 incorporz t ion .  

S;XLLId & C o l l .  (714) ont é t u d i é  l c r  r a d i o a c t i v i t é  

d e s  nuc léo t ides  des  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  du f o i e  de Lapin, en 

f o n c t i o n  du temps e t  jusquth 96 heures ,  e t  n 'on t  pas  obtenu dc 

p o i n t  de  rencont re  des  courbes de r a d i o a c t i v i t é  des  ARN du 

noyau e t  du cytoplasne.  Des r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  ont & t é  obte- 
- * 

nus p a r  !.OllTlldUIL e t  IIHOUVINE (715) ,  l e s  Auteurs ayant s u i v i  

1' incorpora t ion  d e s  radiophosphates  pendant 48 heures ,  

TfiGILL e t  LEDIG (716) p a r  c o n t r e ,  ont saisi  l e  moïlent 

où l e s  A?$T üiu noyzu e t  du c y t o p l a s ~ i c  du f o i e  dc  Rat ,  possèdent 

l a  mêlae r - td ioac t iv i t é ,  e t  ont liiontré qu ' au  quatrième jour ,  l e s  

ARPT du noyau devenaient  moins r a d i o a c t i f s  que ceux du cytoplas-  

ne. Cependant, c c s  Auteurs n ' e n  ont p a s  t i r é  pour a u t a n t  l a  

conclusion que l e s  AHT;r n u c l é a i r e s  é t a i e n t  l e s  p récurseurs  des  

ART3 cytoplasmiques. 

D ' a u t r e s  recherches c f f e c t u ~ e s  avec l e  g lycoco l l e ,  

1' ac ide  o ro t ique ,  1s f o r n i a t e  ou 1' adénine marqués (HURIBERT 



(717)  ; ANDERSON (718)  p BENDETT (719) g SMELLIB (720) ; OGATA 

(721) ; HARTH (722) ; FPLESCO (723)  ; TYNER (724)  ; FICQ (725) ; 
Vm POTTER (726)  ) ont donné l e s  nemes r é s u l t a t s  e t  ont montré 
que l e s  -'.RI? nuc l6a i rc  s i n c o q o r a i e n t  beaucoup p l u s  rapicle~ient 

l e  t r a c e u r  u t i l i s é  quc l o s  cytoplasniques.  

Des cxgériences r e a l i s é e s  i n  v i t r o  e t  des  autoradio-  

g raph ies  ont confirmé l e  nétsbolisme i n t e n s e  d e s  ARN du noyau 

(GROSSIM (727)  9 TLYLOR (728)  ; HAKXIS (729)  9 Tdc LISTEH X3.Y 

(730) ; FICQ (731)  ; HERBï.-.:ir (732)  g PRICE (733)  ) e t  a m n é  

c e r t a i n s  a u t e u r s  (GOLDSTEIN & Coll .  (734 ) 9 PRXSCOTT (735)  ) à 
% a i r  dans ceux-ci l c s  p r6curscurs  im:lcj;diûts d e s  RRN cytoplaa-  

n iques ,  De nême, ZALOKAR (736)  e t  SIRLIN (737)  ap rès  l e u r s  tra- 
vaux r è s ~ e c t i f s  s u r  Neurospora Crassa e t  s u r  l e s  glancles s a l i -  

v a i r e s  de S u r r i t i a ,  pour  l e s q u e l s  i l s  ont u t i l i s é  l ' u r i d i n e  

t r i t i é e ,  ont conclu à l a  format ion  de l1AI?N c e l l u l a i r e  dans l e  

noyau e t  à sa z i g r a t i o n  u l t e r i e u r e  dans l e  cytoplasliie. 

L ' o r i g i n e  n u c l é a i r e  d e s  AR?I cytoplasmiques serilblcnt 

r e s s o r t i r  a u s s i  des  t ravaux de  WOODS e t  TAYLOR (738)?  BWLCEXT 

(739) PEXliY 6: C'oll. ( 7 4 0 ) ~  HARRIS e t  WATTS (741) ,  SCHOLTISSEK 

(742 1. 
Dl a u t r e  p a r t ,  SCHNXIDE;: (743)  a nont ré  p a r  d e s  ex.$& 

r i e n c d s  r é a l i s é e s  i n  v i t r o ,  le passage d e s  ARN n u c l é a i r e s  clans 

l e  c y t o p l ~ ~ s m e .  

Tou te Îo i s ,  t o u s  l e s  r é s u l t a t s  obtenus jusqut à pré-  

s e n t ,  ne sont pas  en faveur  d 'une  biosynthèse d e s  AD7 cytoplas-  

llziques dans l e  noyau. P a r  e x e ~ ~ p l e ,  ANDERSON 6c Col l ,  (744) cnt 

s u i v i  1' incorpora t ion  de l1 ac idà  14c uréido-succinique (&?il.- 

c u r s e u r  des pyr imidines ,  préc6dan.t l1 a c i d e  o ro t iquè  ( v o i r  page 

41 ) e t  observé q u ' i l  n ' y  a v a i t  p a s  de  d i f fgrence  e n t r e  l e  

renouvel1e~-?-% des  Am d u  n~y i !~u  e t  c e l u i  des  RXN cytoplasniques,  

De m6ne NOGUCHI e t  P!LIUEM (745)  ont coliclu à une synthèse égale  

d e s  1iR.N n u c l é a i r e s  e t  Elcc hRN n ic roso~ iaux  a p r è s  l e u r  é tude 

d t  i n c o r p o r a t i o n  de la. ~-aizuno-5-illzidazole carboxanicie rzdio-  

a c t i v e ,  p récurseur  d c s  p u r i n e s  (Voir  p. 39). 



D ' a u t r e  p a r t ,  SACHS & C o l l .  (746)  dans l e u r s  ess-i:; 
d ' h y d r o l y s e  r~énagée  d e s  ARN d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c c l l u -  

l a i r e s  ont  t r o u v é  d e s  f r a g n e n t s  d1AF3? d e s  mi tochondr ies ,  rnicic- 
s o n e s  e t  suc c e l l u l a i r e  c;ui a v a i e n t  une v i t e s s e  de r e n o u v e l l e -  

n e n t  p l u s  é l evéc  que c e l l e  de que lques  f r a g u e n t s  dlARIJ nucl&ai i -c .  

Ces r é s u l t a t s  é t a i e n t  à r app roche r  d e s  t r a v a u x  de OSAWA & C03.1~ 

(747 )  g u i  a v a i e n t  r é u s s i  à f r a c t i o n n e r  l'Am d e s  noyalxx de 

t h y ~ l u s  de Veau e n  dcux tlfal;zillesll  : l ' u n e  yossèdant  une C O Q ~ O - -  

s i t i o n  i d e n t i q u e b  c e l l e  d e s  ARN cytoplasxniqucs e t  uns  ac t iv i -bd  

s p é c i f i q u e  s e n s i b l e n e n t  é g a l e ,  3 h c u r e s  %grès l1 i n j e c t i o n  de  
rad iophospha tos ,  1' a u t r e  possèdan t  une a c t i v i t é  net-iierient p l u s  
é l e v é e ,  

L ' h é t é r o g é n é i t é  d e s  ARI!? n u c l é a i r e s  r e s s o r t  a u s s i  d e s  
e x p é r i e n c e s  de  KAY & Col-1, (748)  q u i  ont  observé que l n  r sd i l j -  

a c t i v i t é  d e s  noyaux é J ~ a i t  d i f f é r e n t e  s u i v a n t  yu' i l s  é t a i en -?  

p r é p a r é s  en i i l i l?eu a q u c - i  ou en  rn i l i eu  non aqueu:;" 
LOGAN e t  DAVIDSON (749)  o n t  unontré quc l t i n c o q o n a i - i c ~ '  

s o i t  de  phosphate  r a d i o a c t i f ,  s o i t  de l a  14c adénine ,  s o i t  dc 

1 4 ~ - f o m i a t e  dans l e s  noyaux de t h y m s  de  Veûu ou de  Lepin  

Permf t de d i s t i n g e r  au u o i n s  deux f r a c t i o n s  B i f f é r e n t e s  par 
l e u r  a c t  iv i2 ié  métabol ique ,  

I; 'e:riatence d3qs  l e  noyau c e l l u l a i r e  de p lu s i cu rc .  
A R 3  d i f f é r e n t s  p a r  l e u r  v i t e s s e  d e  renouve l lemrnt ,  a ét6 dé.-~lr 

t r é e  aussi grr VINCFNT ( 7 5 0 ) ~  ALLFREY e t  EIRSKY (751)  BEOI~L: 2 

C o l l .  ( 7 5 2 ) ,  JI\TIDE?Z1CY e t  B A K T 1  (753 )  e t  c o n f i r n s e  p l u s  

par I:c NASTER II1YS ( 7 5 4 )  e t  A!AI!lO e t  LBBLOND ( 7 5 5 ) ?  SiTWL 1 
7 - 

5 - GL,'iCC-TI-, Sc CG:-1, (757) .  

2 O )  Suc c e l l u l a i r e  ---<--. 

Pa,ii;u l e s  f r a c t i o n s  c y t o p l a s ~ ~ i q u e s  é t u d i é e s ,  le suc  
c e l l u l a i r e  e s t  l e  p l u s  précoceilont  e t  l e  p l u s  in tonsér ien t  
r a d i o a c t i f  ,, 

3AmTl c.: HUSEBY (758)  o n t  t r o u v é ,  4  h c u r e s  a p r è s  
1' i n j e c t i o n  de p h o s j h e t e  m r q u é ,  une  r a d i o a c t i v i t é  du sxc 

cy top la sn ique  t r o i s  f o i s  p l u s  é l e v é e  que c e l l e  des ARV iizicro- 



sonaux. Cet te  s u p é r i o r i t é  s e  re t rouve  q u e l  que s o i t  l e  temps 

cons idéré  (d 'une  dcrii-heure B six heures )  p a r  JARDETZKY (759).  
E l l e  a é t é  signalée a u s s i  p a r  SHIGEU13.A e t  CHARGAFP (760) dans  

l e s  deux l~re ia ière  s heures  qui  su ivent  1 a d n i n i s t  r a t i o n  du t ra- 
ceur,  

Le suc c e l l u l a i r e  p résen te  t o u j o u r s  une p l u s  h a u t e  

a c t i v i t e  que l e s  "granules  cytoplasi:Gquestt , que l t  on é t u d i e  

l e  f o i e  de Rat noriml,  l e  f o i e  do R a t  ayant  sub i  une h fpa tec to -  

n i e  p a r t i e l l e ,  l e  f o i e  de l a p i n  a d u l t e ,  de f o e t u s  ou de f e n e l l e  

g e s t a n t e  ( ~ 1 1 ~ ~ 1 ~ 1 ~  Coll .  ) (761) .  Ce 1-iarquzge p l u s  in tcnoe  d e s  
ARE du suc cy-top1asniqv.c a é t 6  démontré a u s s i  p a r  TYXELL & Col l ,  

(762) a p r è s  i n j e c t i o n  sirnil tan6c de phosphate r a d i o a c t i f  e t  de 

1 4  g lycoco l l e  à des  r a t s  car&ino~ia teux,  à La f o i s  dans l e  t i s -  c 
su s a i n  e t  dans l e  t i s s u  tur.iora1. I l  l ' a  encore é t é  à l ' a i d e  

du 15~-glycocol le  (HITLTIN & Coll .  ) ( 7 6 3 ) ,  de 1 4 ~ - f o r n i s t e  

(SI~TELLIX (764) ) e t  d l  ac ide  oro t ique  l~iarqué (1231~ e t  STEVENS 

(765)  ). Ces d e r n i e r s  a u t e u r s  ont vu dans l e u r s  r é s u l t a t s  l a  

d é j i n s t r n t i o n  du r ô l e  p récurseur  du suc c e l l u l s i r e  dans l a  syn- 

t h è s e  d e s  Al31 1xicrosonaux, 

3 ) P a r t i c u l e s  cg t  o p l a s ~ ~ i q u e s  - 
L'accord e s t  l o i n  d ' ê t r e  p a r f z i t  en ce qui  concerne 

l e s  r a d i o a c t i v i t 6 s  des  g ranu les  cytoplasraiques. 

Selon Jl3EPTER e t  SZAFLIRZ (766) ,  l e s  g r o s  granules  (ai- 
t tachandries) sont  p l u s  r a d i o a c t i f s  que l e s  p e t i t s  (n icrosones) .  

C f  e s t  ce qu' ont observé a u s s i  DAVIDSON & Col l ,  (767) .  

P a r  con t re ,  TYNER & C o l l .  (768)  ont t rouvé  une radio-  

a c t i v i t e  supér ieure  dans l e s  ïiiicrosones a i n s i  que HüLTIN & C o l l e  

(769) a p r è s  l e u r s  expériences d 1  i n c o r p o r a t i o n  de 1 5 ~ - g l y ~ o ~ o l l e  

ou de radiophosphate dans l e s  f r a c t i o n s  de f o i e  de Ppussin.  

BEIINETT ( 7 7 0 ) ~  après  a v o i r  i n j e c t é  de l a  14c-adénine 

à des  Sour i s ,  a observé que c e t t e  base e s t  i ~ o i n s  rapideiiient 

incorjjorée dans l e s  l i icrosones que dans l e s  a u t r e s  g ranu les .  

SiZLLIE & C o l l ,  (771)  n t  ont noté  aucune i l i f fe rence  e n t r e  micro- 

sones e t  rriit ochondriz; i l s  ont u t i l i s é ,  corne p récurseurs  



d e s  ARN, l e  1 5 ~ - g l y c o c o l l e  ou l c  1 4 ~ - f o r n i a t e .  

S igna lons ,  e n f i n ,  que BHARGiiVn & C o l l .  ( 772 )  on t  f r a c -  

t i o n n é  l e s  irllcrosomes dc  f o i e  de Cobaye e t  que c c s  f r a c t i o n s  

pos sèden t  d e s  r a d i o a c t i v i t é s  d i f f  é r e n t c s  quand l e  t r a c e u r  u t i -  

l i s é  e s t  l e  radiophosphorc .  C e t t c  h é t é r o g é n é i t é  n i c r o s o ~ m l e  a 

encore  é t é  dériontrée p a r  POLLI (773)  SACHS (774)  SHIGEUKI e t  
CHAllGAFF (775) c t  p z r  lfiOULi3 & Col l .  (776) .  E l l e  accen tue  l a  

complex i té  d c s  ARH d é j à  s i g n a l é e  à propos  d e s  noyaux e t  sug- 

g é r é e  g u s s i  p a r  SHIGEXJIU (777)  e t  SIBATANI (778) en  ce  q u i  con- 

ce rne  l e  suc  cy t  o ~ ~ l a s n i q u e  . 
III - CONCLUSIONS 

P l u s i e u r s  d o c t r i n e s  t e n d a n t  à f i x e r  l e s  o r i g i n e s  de  

1 ' A I W  de  chacune d e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  f o r ~ l u l é e s .  

JAIDZTZKI e t  BARNU;.; (779)  l e s  a résuziées d a n s  l e  schéma - ci-des-  

SOUS : 

+ Noyau = Surnageant  cy top lasLüque  = N i c r o s o ~ l e s  

( d l  a p r è s  JEENETi & SZAFARZ (780)  ) 

,Surnageant - X - U l t r a r x i c r o s o ~ e s  
JF 

n i c r o s o n e s  ( d l  a p r è s  JEEUER (781)  ) 

ASurnsgeant  -7 U l t r a n i c  r o  s o r l e s ,  Micro sowes r 
( C i 1  a p r è s  CWTRENNE (782) ) 

A D N + X  ,+? Noyau 
I r  

Surnageant  U l t r an i c rosomes  = MicrosorLes 

( d t a p r è s  BARNUb1 & Col l .  ( 7 8 3 ) )  



JARDETZKI (784) a proposé l e  schéna su ivan t  : 

Phosphate 
1-finéral 7 

AIW n u c l é a i r e  i-iicrosonique 

Toutes ces  conceptions é t a i e n t  évideriment hypothé- 
t i q u e s  e t  fondées,  pour  l a  plui?art ,  s u r  des  t ravaux irilpar- 
fa i t s .  Pour a v o i r  une i d é e  exacte  du processus  de synthèse des  

AmT, il é t a i t  n é c e s s a i r e  de s u i v r e  l ' i n c o r p o r a t i o n  des  prhcur- 
s e u r s  en e f f e c t u a n t  de f réquent s pré lèvenent  s, convenablement 

échelonnés dans le  t e n p s  e t  de f a i r e  p o r t e r  l ' é t u d e  s u r  des  
teraps t r è s  cour t s .  

En o u t r e ,  il f a l l a i t  s e  me t t r e  à l ' a b r i  des  c r i t i q u e s  
concernant l e s  néthodes de fract ionnement  c e l l u l a i r e  u t i l i s é e s ,  

l e s  techniques  de p r ê p a r a t i o n  des  ARN e t  l a  contar+iination de 
ceux-ci p a r  d e s  coaposés phosphorés non nuc léo t id iques  ( v o i r  

p.137 ) qui  possèdent généralenent  une r a d i o a c t i v i t é  spéc i f ique  

t r è s  supér icure  à c e l l e  des  AmT. 

C f  e s t  parce  que l e  problème du rcnouvel lenent  d e s  ABlJ 

au s e i n  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  nous p a r a i s s a i t  
l o i n  dl ê t r e  r é s o l u  en 1957 que nous avons e n t r e p r i s  d e s  é tudes  

s u r  la c iné t ique  d l i n c o q o r a t i o n  du radiophosphore dans l e s  ARN 

des  noyaux, des  mitochondries,  des  ~ i i c r o s o n e s  e t  du "suc cyto- 

plasr i i ique~ du f o i e  de R a t ,  en e f f e c t u a n t  des  prélèvements de 

5 lîul à 2 heures  a p r è s  l ' i n j e c t i o n  de phosphate r a d i o a c t i f  à des  
rat  s no riliaux. 

Nous nous solmes p a r t i c u l i è r e n e n t  a t t a c h é e  : 
1 )  à l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  i s o l é e s  
2 )  à l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  nuc léo t ides  avant  d ' e n  déteni l iner  l e s  
r a d i o a c t i v i t é s  spéc i f iques .  



TRAVAUX PERSONNELS 

1 - MODE OPELITOIRE, - 
1°) Animaux dl expér iences ,  

2 ) Frac t ionnenent  c e l l u l a i r e .  

30) Prép3,ra t ion e t  s é p a r a t i o n  d c s  r i b o n u c l é o t i d e s ,  

4 O )  D é t d r n i n a t i o n  d e s  r a d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  

d e s  n u c l é o t i d e s .  

5O) V é r i f i c a t i o n  de la p u r e t é  d e s  nuc léo t ides .  

60) I d e n t i f i c a t i o n  du spot  "X". 

II - RBSULTATS. - 

III - DISCUSSION, - 



1 - MODE OPERATOIRE. 

Nos expériences ont  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  d e s  R a t s  

b l ancs  de souche WisJ~ar, é l e v é s  au Labora to i re  e t  n o u r r i s  zlv. 
JtRatj-gène 

Nous avons i n j e c t é  à d e s  aninaux de 250 g environ,  
p a r  v o i e  i n t r a p é r i t o n é a l e ,  d e s  doses de phosphate de sodiur;? 

narqué au 3 2 ~ ,  v a r i a n t  de 1 à 4 r x i l l i o u r i e s ,  su ivan t  l e  t cnps  
écoulé e n t r e  l ' i n j e c t i o n  e t  l e  s a c r i f i c e .  Nous avons é t é  amenée 
à u t i l i s e r  des  doses i ~ p o r t a n t e s  pour  l e s  expér inen ta t ions  

e f f e c t u é e s  pendant des  temps c o u r t s ,  a f i n  d f  o b t e n i r  des  radio- 
a c t i v i t é s  spéc i f iques  des  r ibonuc léo t ides  s u f f i s a m e n t  d l c -  

1 4 ~ s -  Les anilxaux ont  é t é  s a c r i f i é s  p a r  d é c a p i t a t i o n  après  
des  t e n p s  v a r i a n t  de  5 l ~ ~ r  2 heures ,  e t  l e u r  f o i e  a été prélevé 
i m é d i a t  enent 

Chaque expérience a é t é  r é a l i s é e  s u r  6 animaux ayant 
reçu l a  nêne dose de rndiophosphate e t  s a c r i f i é s  a p r è s  un t enps  

d J i n c o r p o r a t i o n  iden t ique*  E l l c  a ,  i!z p l u s ,  é t é  e f f e c t u é e  3 f o i s  

dans l e s  rîêmes condi$ions. 

20 ) Fractionnement c e l l u l a i r e ,  -- 
Les f o i e s ,  d è s  l e u r  prél5vei:1ent, ont é k é  l a v é s  rapi-  

deraent dans un b a i n  de saccharose 0,25 M nain tenu à 4 O C  environ, 
p u i s  broyés lr a i d e  d 'un  broyeur  à na in  de Fischer .  L a  pul:,;e 

obtenue a é t é  r e c u e i l l i e  dans 1 0  volunes de saccharose 0,25 13 

à 4OC contenant du chlorure  de ca lc iur l  0,0018 M, O n  a recue i l72  
ensenble l e s  pulpes  provenant d e s  6 f o i e s  d e s  6 aninaux de l a  

nêne expérience e t  on a r é a l i s é  e n s u i t e  une horaogénéisation à 
lf a i d e  d ' u n  hornogénéiseur c o n s t i t u é  g a r  un p i s t o n  en t é f l o n ,  

tournant  dans un  cy l indre  en v e r r e  Pyrex (E) plongé dans l a  

(x) A. THOMAS Co. PHILADELPHIE. 



glace  fondante, La v i t e s s e  de r o t a t i o n  du p i s t o n  a é t é  nain- 
tenue à 600 t/im environ e t  l lholaogénéisa t ion  a é t é  prolongée 

2 m, Les f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  (noyaux, ni t  ochondries ,  ~ U c r o -  
sones e t  s o l u t i o n  cytoplasnique)  ont é t é  obtenues à p a r t i r  de  
c e t  honogénat t i s s u l a i r e  e f f e c t u é  dans l e  saccharose 0,25 M, 

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  se lon  l a  néthode de 
SCHNEIDER (785 ) . 

Les noyzux ont é t é  obtenus p a r  une c e n t r i f u g a t i o n  de 

10  rm à 800 g  dans l ' I n t e r n a t i o n a l  Refr igera ted  Cent r i fuge  
Mode1 P R;, de l t I n t e r n a t i o n a l  Equipnent Co. de BOSTON. Après 
u n  t r a i t e n e n t  p a r  l ' a c i d e  c i t r i q u e  à 1 p. 100 (p/v) pendant 

15  m, i l s  ont é t é  l a v é s  dans du saccharose 0,25 M e t  de nou- 
seau Sèntr i fugé  s. 

Les laitochondries e t  l e s  :-aicrosomes ont é t é  s6parés  
du suc cellu1,xirc dans l ' u l t  r acen t  r i f u g a t  e u r  r é f r i g é r é  Spinco , 
nodel  L  (x) p a r  une c e n t r i f u g a t i o n  respectivement de 10  nn à 
10,000 g e t  de 90 rm & 40.000 g. Ces deux f r a c t i o n s  ont é t é  

l a v é e s  dans du saccharose 0,25 M e t  r e c u e i l l i e s  p a r  une nou- 
v e l l e  c e n t r i f u g a t i o n ,  à l a  ~iêrae v i t e s s e  e t  pendant l e  mêne 
tenps.  Toutes l e s  opéra t ions  ont é t é  e f f e c t u é e s  en chanbre 

f r o i d e  e t  l e  p ro toco le  expérimental  a é t é  é t a b l i  a p r è s  de non- 
breux e s s a i s  r é a l i s é s  s u r  d e s  f o i e s  provenant dlanirxiux non 

marqués, En p a r t i c u l i e r ,  l e  telnps e t  l a  v i t e s s e  d '  hoologénéisa- 
t i o n  ont é t é  d é t e r n i n é s  pour que s o i t  p réservée  l a  n o q h o l o g i e  

des  noyaux qu i  devaient  p a r  a i l l e u r s  ê t r e  débar rassés  de t o u t e  
t r a c e  de cytoplasme : ces  c o n t r ô l e s  ont  é t é  f a i t s  au microscope 
opt ique p a r  exauen de g o u t t e l e t t e s  dtholaogénat, e n t r e  l a n e  e t  

l a n e l l e ,  après  c o l o r a t i o n  au Bleu Lavedan, 
Nous nous somxes, d t  a u t r e  p a r t ,  e f fo rcée  d 1  o b t e n i r  des  

f r a c t i o n s  pures ,  en e f fec tuan t  d e s  l avages  e t  d e s  nouve l l e s  cen- 

t r i f u g a t i o n s  : l e s  noyaux ont é t é  t r a i t é s  & l ' a c i d e  c i t r i q u e  
d i l u é  qu i  é l i r î ine  t o u t  lanbeau de c y t o p l ~ ~ s n e  ; l e s  r - ~ t o c h o n d r i e s  

e t  l e s  microsornes ont é t é  l a v é s  avec du saccharose 0,25 M e t  



nouveau sédiment és. 

L'exanen de ces  f r a c t i o n s  obtenues a é t é  e f f e c t u é  au 

nicroscope é lec t ron ique  p a r  IdOBTTRESTIL & C o l l .  (786) e t  a montré 

que n o t r e  technique é t a i t  s a t i s f a i s a n t e .  I l  faut s i g n a l e r  t o u -  

t e f o i s  que l e s  noyaux a i n s i  i s o l é s  e t  13urifiés p résen ten t  une 

~ o r p h o l o g i e  a l t é r & e ,  

30 ) P r é p a r a t i o n  e t  sepa rû t ion  des ribonononucléotides.  

Chaque f r a c t i o n  c e l l u l a i r e ,  l a v é e  dans du saccharose 

0 ,25  M e t  r e c u e i l l i e  p a r  une nouvel le  c e n t r i f u g a t i o n  a é t é  hono- 

généisée dans de l ' a c i d e  t r i c h l o r a c 6 t i q u e  à 10 p. 100 (p/v). On 

a a j o u t é ,  au suc c y t o p l a s ~ ~ q u e ,  de l t a c i d e  t r i ch lo rc icé t ique  à 
50 p. 100 en q u a ~ t i t é  s i f f i s a n t e  pour  que l a  concen t ra t ion  

f i n a l e  s o i t  éga le  à 1 0  p. 100. 

L f é l i & n a t i o n  des conposés acido-solubles  e t  d e s  

l i p i d e s  a é t é  e f f e c t u é e  su ivan t  l e  node o p é r a t o i r e  d é c r i t  p l u s  

haut  à propos des  organes e n t i e r s  ( v o i r  pJO5 ). 
L'hydrolyse de l t A R N  a é t é  r é a l i s é e  p a r  l a  soude 0 , 5  N 

à 37J pendant 18 heures ,  La s o l u t i o n  obtenue a é t é  anenée à pH 

4 avec de l ' a c i d e  f o n d q u e  concentré e t  cent r i fugée .  

La s o l u t i o n  surnageante  1irdpi.de renferme l e s  r ibonononucléot ides  

rilais a u s s i  d e s  p r o d u i t s  de c l ivage  d e s  p r o t é i n e s ,  des  i o n s  ~ a '  

e t  l e s  co~iposés phosphor6s non nuc léo t id iques  ( v o i r  première 

p a r t i e  de n o t r e  t r a v a i l ,  p. 149). 
Les n u c l é o t i d e s  ont é t é  p u r i f i é s  s e l o n  l c  node o p é r a t o i r e  d é c r i t  

p a r  BOULADGER, PlONTREüIL & TLASSE (787) e t  BOULAfLTGER & MONTREUIL 

(788) avec t o u t e f o i s  quelques r iodi f ica t ions ,  La s o l u t i o n  précé- 

dente  a é té"passée t l sur  une colonne de xes ine  à échange d ' a n i o n s  

(h r ibe r l i t e  I R  4 B; 2 x 20 cn  , préa lab lenen t  régénérée par l e  

"passagel'de 500 nl dl ac6tatte de sodiun 0,25 M) qui  f i x e  l e s  ' 

n u c l é o t i d e s  e t  l a i s s e  p a s s e r  l e s  Hcontaminantsfl .  ~ ~ r è s  lavage  

de l a  colonne avec 500 rd d 'eau  d i s t i l l é e ,  l t é l u t i o n  d e s  a c i d e s  

cy t idy l ique  e t  adényl ique a é t é  r é a l i s é e  à 1'ri:l.e ?-c 

500 nl d ' a c i d e  fo rn ique  à 2  p. 100 (v/v) ( f r a c t i o n  F ~ )  ; c e l l e  

des  a c i d e s  u r i d y l i q u e  e t  guanylique par  l e  passage de 500 riL 



dl ac ide  fonl lque  à 1 5  p. 100 (v/v) ( F r a c t i o n  F ~ ) .  Ce t t e  der- 

n i è r e  renferme de l ' a c i d e  orthophosphorique e t  des  conposés 

phosphorés non nucléot idiquew que nous avons i d e n t i f i é s .  

Les f r a c t i o n s  FI e t  F2 ont é t é  évaporées conplètenent  

sous u n  courant d ' a i r  t i è d e  e t  l e s  r é s i d u s  ont é t é  r e p r i s  p a r  

de l ' e a u  d i s t i l l é e  ( 0 , 5  à 2 ml suivant  l a  concen t ra t ion) .  

Les s o l u t i o n s  de n u c l é o t i d e s  ont é t é  souïxi.ses à l a  chromatogra- 

p h i e  s u r  pap ie r  dans l e  système solvant  de BOULANGER & M O N T R E U I L  

(789 ) : phénol/isopropanol/acide f  ornique/eau 

Des courbes d1 e n r e g i s t r e n e n t  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

( v o i r  Fig.  30) ont é t é  e f f e c t u é e s  à p a r t i r  des  chronatogrames .  

E l l e s  c o n f i m c n t  : 

- l ' a b s e n c e  de cor~~posés phosphorés au *spot  de depart ' 

- l a  présence de conposés phosphorés migrant de p a r t  e t  d1  ~ ~ u t r e  

de  l1 a c i d e  orthophosphorique dans l a  f r a c t i o n  F2. Ce sont  l e s  

phospho-inosi tols  e t  l e  phospho-glycérol, de r u d i o a c t i v i t é  spé- 

c i f i q u e  t r è s  é levée ( ~ ~ o ~ ? T R Z U I L  Ge Col l .  (790)  ) ( v o i r  p. 144 ). 
Le ddveloppeuent prr l ' z c i d e  foririque à 2 p. 100 n t  e s t  

p a s  absolunent s é l e c t i f  e t  l a  f r a c t i o n  F1 r e n f e m e  des  t r a c e s  

de phospho-glycérol qui  e s t  l e  co1;1l~osé n a j e u r  non nuc léo t id ique  

de l a  f r a c t i o n  F2 e t  que nous avons appelé  "spot  X". 

4O) Détern ina t ion  des r ~ ~ d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des  nuclbot ides .  
/ 

Les nesures  de r a d i o a c t i v i t é  ont é t é  f a i t e s  s u r  d e s  

p a s t i l l e s  de p a p i e r  decoupées à lferi130rte-pièce s u r  l e s  chrona- 

t o g r a m e s ,  après  r é v é l a t i o n  dcs co~iposés phosphorés e f f e c t u é e  

su ivan t  le node o p é r a t o i r e  d é c r i t  p. 127 La nêne s o l u t i o n  (F1 

ou F2) é t a n t  déposée sous f o m e  do 1 2  s p o t s  sur chaque chroma- 

t o g r a m e ,  nous d i spos ions  pour  chaque conposé à é t u d i e r  de 12  

p a s t i l l e s  de mêne concen t ra t ion  

Les n e s u r e s  de r a d i o a c t i v i t é  ont 6 t h  f a i t e s  s u r  3 
p a s t i l l e s  superposées,  dans un  sens p u i s  dans l ' a u t r e .  
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FIGURE 30 

Courbes cl '  en reg i s t r enen t  de l a  r ~ ~ d i o a c t i v i t é  d e s  

co1:1gosants dcs f r a c t i o n  F1 e t  F2 ( f o i e  t o t a l  

t e q s  de narquage 20 Lm). 



Les dosages du phosphore ont é t é  e f f e c t u é s  s u r  ces  

nêaes  p a s t i l l e s  de p a p i e r ,  s e lon  l a  liéthode d'ALLEN d é c r i t e  

p l u s  haut  ( v o i r  p. 128). Des dosages t é r ~ o i n s  ont é t é  e f f e c t u é s  

s u r  des  p a s t i l l e s  de p a p i e r  découpées s u r  l e s  bords des  chrona- 

t o g r a m e s .  

Les r a d i o a c t i v i t é s  spéc i f iques  ont  été exprimées en 

nombre de coups p a r  cm e t  p a r  ~g de phosphore pour une i n j e c t i o n  

de 1 LTC. NOUS designons p a r  r a d i o a c t i v i t d  spéc i f ique  noyenne, 

l a  noyenne des r é s u l t a t s ,  ranenée au jour de l ' i n j e c t i o n ,  c 1 e s t -  

à -d i re  cor~pte  t enu  de la p e r t e  de r a d i o a c t i v i t é  pendant 1' expé- 

r i n e n t a t  i on. 

Nous avons a i n s i  c a l c u l é  l a  r a d i o a c t i v i t é  spéc i f ique  

noyenne ; 
- d e s  4 n u c l é o t i d e s  

- de 1' ac ide  orthopliosphorique provenant en mm jeure p a r t i e  de  

l ' h y d r o l y s e  a l c a l i n e  des  phosphopeptides 

- du"spot XIJ 

e t  c e c i  pour chzcune des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  

i s o l é e s  : noyaux ( N )  , mitochondries (RI) ,  rizicrosories ( J )  , suc 

cy t  op1asl;zique ( S )  . t 

50) V é r i f i c a t i o n  de l a  pure t6  des  nuc léo t ides .  

Etnnt donné que l e s  r a d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des  

n u c l é o t i d e s  6 t a i e n t  déterminées d i r e c t e n e n t  s u r  l e s  chrociato- 

grax11;ies, il iril3ortait de v e r i f i e r  l a  pure té  de c e s  nuc léo t ides ,  

Ce t t e  v é r i f i c a t i o n  a é t é  f a i t e  pour l e s  n u c l é o t i d e s  dlARN de 

f o i e  t o t a l  p u r i f i é s  se lon  l e  node o p é r a t o i r e  d é c r i t  p l u s  haut  

( c ' e s t - à -d i re  adsorbés s u r  Anbcr l i t e  I R  4 B e t  g lués  p a r  l ' a c i d e  

f o r n i q u e )  e t  sépa rés  p a r  ch romtograph ie  s u r  p a p i e r  ilans l e  s y s r  

t è n e  so lvant  phénolique. 

Les s o l u t i o n s  FI e t  F2 ont é t é  déposées sous forrie de  

t r a î n é e s  de  30 cra s u r  une f e u i l l e  de p a p i e r  Whatmn nO1 e t  sou- 

a i s e s  à l a  chronatographie descendante dans l e  systèrie so lvant  



phénolique de BOULANGEL: & MONTRZJIL (791) .  Les chronatogra~x~les  
ont e n s u i t e  é t 6  séchés sous une h o t t e  v e n t i l é e  e t  1' enplacenent 

des  c o n 1 . 0 ~ 6 ~  phosphorés a été repéré  p a r  r é v é l a t i o n  de bandes 

l a t é r a l e s .  Les nuo léo t ides  ont é t é  r e c u e i l l i s  p a r  é l u t i o n  avec 
de l ' e a u  d i s t i l l é e  se lon  l e  procédé de Dl3NT. Lies s o l u t i o n s  

obtenues,  auxquel les  on a  a j o u t 4  une ou deux g o u t t e s  de chloro- 
f o m e  ont é t 6  desséchées en capsules ,  sous courant d ' a i r  f r o i d  
e t  l e s  r é s i d u s  s e c s  ont é t é  r e p r i s  p a r  un f a i b l e  volune d ' eau  

d i s t i l l é e .  Les s o l u t i o n s  de n u c l é o t i d e s  ont é t é  soumises à une 
deuxiène chronat ographie s u r  paï2ier a 

- une p a r t i e  dans l e  systérie-solvan-fi de l'U1RKiQW & SNITH (792)  
i s o p r o p n n o l / a ~ ~ ~ o n i a q u e / e t u  (70 : 40 : 30 ). 
- une a u t r e  p ~ x t i e  dans l e  s y s t è ~ i e  so lvan t  phénolique de 

B O U M G E R  Sc MONTREUIL (793). 
Les courbes dl absorp t ion  en f o n c t i o n  d e s  longueurs  

dl ondes e t  l e s  dosages spec t rophotor - i6 t r iquc  des  n u c l é o t i d e s  

ont é t é  e f f e c t u é s  à p a r t i r  des  p r e n i e r s  chror~atogralîmes. Les 

dosages de phosphore ont é t é  p r a t i q u é s  à p a r t i r  d e s  dcuxièi;ies 
chr.0~1a-L o g r a m ~ e s  s e l o n  l e  p ro toco le  expér iaen ta l  d é c r i t  p. 130). 

Nous avons réuni  dans l e  t a b l e a u  XVI l e s  r é s u l t a t s  

de c e t t e  étude. 
On peut  v o i r  que l e s  A nâx e t  A l e s  raplsorts 

des  d e n s i t é s  opt iques  à 290, 280 e t  260 n sont ceux des  

nuc léo t ides  p u r s  co~nierciaux,  
Les r a p p o r t s  en t re  l e s  q u a n t i t é s  de phosphore, 

d é d u i t e s  des  d e n s i t é s  opt iques  à 2 6 0  nt, e t  dosées d i rec ter ien t ,  

sont  égaux à 1. Les courbes d ' a b s o r p t i o n  des  n u c l é o t i d e s  son t  

superposables  à c e l l e  des n u c l é o t i d e s  purs .  ( ~ i g .  31). 
Nous pouvons donc aff i r n e r  qu' aucun a ~ n p o s é  phos- 

pharti non nuc léo t id ique ,  ne n i g r e  en &ille t e q s  que l e s  nucléo- 

t i d e s  s u r  l e s  c h r o n a t o g r a x ~ ~ e s  quznd 1- p u r i f i c a t i ~ n  a é t é  f a i t e  

p a r  adsorp t ion  s u r  h b e r l i t e  I R  4B. 
6 0 )  I d e n t i f i c a t i o n  dul'spot XI' 

C e  eompos& a & t é  préparé  en grande q u a n t i t é  pzur chro- 



FIGURE 31 

S p e c t r e s  d ' a b s o q t i o n  en l u a i è r e  u l t r a - v i o l e t t e  d e s  n u c l é o t i d e s  
p u r s  (en p o i n t i l l é  ) e t  d e s  nuc l éo t i c t c s  c o n t i t u a n t  l e s  ARN du F o i e  
de R a t ,  p u r i f i é s  sur échnngeur dl a n i o n s  e t  . s épa ré s  p a r  c h r o ~ a t o -  
a r a n h i e  sur p a p i e r  ( e n  t r a i t  p l e i n ) .  



aa tograph ie  s é p a r a t i v e  a f i n  dl ê t r e  i d e n t i f i e .  Il a. e t 6  r e c u e i l -  

li p a r  &ut ion  d e s  chroï~atograï~mes,  a p r è s  r é v b l a t i a n  de son 

eriplaceuent p a r  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  de  HANES e t  ISHER7,-J00D 

(794)  s u r  des  bandes l c t é r r t l e s  découpées de  p a r t  e t  d ' a u t r e  

de 1~~ f è u i l l e  de p E l ~ i e r .  I l  a é t é  sournis à 1 2  c h r o ~ x t o g r c p h i e  

s u r  p a p i e r  d m s  d t a u t r 2 s  systènes-solvcnts  de façon à c o ï q a r e r  

son RF à ceux d e  subs tances  t éno ins  e t  à c f f o c t u e r  d i f f é r e n t e s  

néthodes de r6v6la t ion .  

Rsrès do no~ibrcux t ~ ~ t o n n c n e n t s ,  il f u t  i d e n t i f i é  au 

phospho-glycérol ( v o i r  nodc osér2dtoiré  dans l a  p r c ï . ~ è r c  p a r t i s  

de  ce t r a v ~ ~ i l ,  page 141 ), 
Nous avons égaleïlcnt nont ré  l a  présence de t r z c c  

d ' a c i d e  pseudo-uridylique ~Wgrnnt  en rlêile t c i ~ p s  qui, n o t r c  

"spot  XIt s u r  l e s  chroiLiato~rr,rxies phénoliyines. ( v o i r  page 138 ). 



TAIJLEAU X V I  - 
Troprietés optiques en lmmiére ultra-violette des nucléotides de lrmN de Foie de Bat 

purifi& sur résine 2 échange d'anions et siparés par chromatographie sur papier. 

Y .- 
. A :  : /\ . 

: Nucléotides : pH : max.: min.: DU. 250 : DO. 230 : DC. 236 : P calculé : -- 
:(III~):(~~): DC.25C: : ca.260 : C C . 2 6 C  : I dos2 

:----------------:-------:-----:-----:-------------:---------------------------:--------------- 
C* : 2 : 261 : 227 : O, 76 G,31 0,03 O, 19  

u 
F : 2 : 261 : 227 : 0,7C 0,31 G, G3 0,99 

G : 1 : 252 : 225 : 0, -33 0,68 O, 35 1 
G 

F : 1 : 2 5 2 : 2 2 5 :  0,94 O,GU : 0,35 1 ,O2 

C : 2 : 2 7 2 : 2 4 0 :  G,45 2 1 , 3 9  1 
C 

F : 2 : 2 7 C : 2 4 0 :  0945 2 lY3U 1 ,O2 

C : 2 : 2 5 7 : 2 3 0 :  O,Û5 0924 : 0,036 1 
h 

F : 2 : 257 : 230 : O, 23 0,24 : C,1)37 1 

--- -- 

(+) C : nucléotides du commerce (mélange de 2' et 3' nucléosides phosphates) 

F : nucliotides de 1'ARN de foie de Bat, purikiés sur Amberlite IR 40. 



Les r é s u l t a t s  que nous avons ~ b t c n u s  sant r a s s e ~ l b l é s  

dans l e  t n b l e ~ u  n o  XVII e t  i l l u s t r é s  p a r  l e s  courbes des  f i -  

gures  32, 33 e t  34. Nous pouvons l e s  r é s u c e r  de l a  ~.iF<nière 

su ivante  : 

1°) Radioac t iv i t é  des  A R 3  nucloq'  L L.l TC s 

Les r ibonucléot iCes  ?-u noyau ( N )  ont une r î d i o m t i -  

v i t 6  sus6ricuri .  8 c e l l e  d e s  nuc ldo t ides  du suc c e l l u l î i r c  ( s ) ,  
des  iiicrosoiies ( y )  e t  des  i15tochondries ( Après 5 ïin d ' i n -  

co rpora t ion  du t r a c e u r ,  s e u l s  l e s  f~Pa des  noymx sont  rt-uclio- 

s c t i f s  ; 2.u tc- lps  I l +  1 5  iui"  i l s  sont deux f o i s  p l u s  r n d i o n c t i f s  

que l e s  ~LLRN de 12  f r i c t i o n  S e t  d i x  8 quinze f o i s  p l u s  rrclio- 

a c t i f s  que l e s  Am; des  granules  c y t o p l ~ s n i q u e s .  

Le rënouve l l e ,~en t  dzs  l'xi31 cles noymx e s t  donc p l u s  

rapide  que c e l u i  des  ART? cytol ; las i~iyucs,  ( v o i r  f i g e  32, l c s  

courbes Ges z c t i v i t é s  sgéc i f iquos  de l t z c i d e  ?d&nylique dzns  

l e s  -'îKN des  8, S, e t  un f o n c t i o n  du te6ips do ~ ~ ~ r q w g e )  

2O) Rad iozc t iv i t é  des  AR?J du suc c e l l u l a i r e  

Le suc c e l l u l a i r e  poss&de, dans l c  cytopl-.siic, une 

r a 3 i o n c t i v i t Ê  r e l ~ t i v e i x n t  é levée e t  précoce.  

3  ) Rr i i ioac t iv i t  6 d e s  ART7 &es qrnnules  cgtop1zs:liques 

Lz r a d i o c c t i v i t 6  app3ra î t  dans l e s  i l i t  o c h ~ n ~ ~ ~ r i e s  e t  

l e s  Liicrosol:~es, 1 5  1x1 a p r è s  1'~dr.Linisti-c.tion de phosphntc riar- 

qué à llrinii.*il e t ,  quel  que s o i t  l e  t e i g s  expbri i icntal  consi-  

dér6 ,  l e s  z c t i v i t é s  spéc i f  icluis de ccs  g ranu les  seiiblent t r è s  

v o i s i n e  S. 

4  ) Radioi ict ivi t  é coi~pc~réc  du soot  t lXt t  

D ~ ~ n s  t o u t e s  l e s  f r i c t i o n s  c e l l u l i . i r e s ,  Ir, séquence 

des  r a d i o ~ c t i v i t é s  Gcs cor-iposés Ctudiés  e s t  l n  su ivante  : 

P i  > AGP > nucl6ot i -es  

( v o i r  f i g .  33-34 l c s  courbes dos n c t i v i t i s  s p é c i f i q u e s  de 

1' a ~ i ? ~ e  o t h ~ p h o s p h o r i q u e  P i ,  glycérophosphorique ~LGP e t  zd6- 

nyl ique  A, en f o n c t i o n  du te l -gs  clc iiarquagu dans l e s  noy:>ux e t  

l e  suc cytoplasnique ) . 
50) R a d i o a c t i v i t é  des  d i f f e r e n t s  nuc l6o t ides  

Quelle que s o i t  l a  f r c c t i o n  c e l l u l a i r e  envisagee,  l e s  

r ibonuc léo t ides  possèdent des  z c t i v i t é s  spf c i f i q u e s d i f f é r e n t e s .  



TABLEAU XVII 

Radioactivités spécifiques des nucléotides des ARN des différentes fractions 
cellulaires du foie de Rats ayant re u une injection de phosphates marqués 

au 3513 

: Temps de: Fraction : u* I 
: C : A : Pi : AGP : 

* marquage:cellulaire (k) : --------- -------------- -------- -------- -------- -_-__--- - - - _ _ C _ _  _ _ _ _ _ _ _ _  
M 1.127- 250 : 7 ~ 9 :  1.043; 18.870: 2.773: 
M radioactivité nulle 

: 5 m n  : 17.180: 2.323: 
1 I !' II 15.000: 4.843: 

S 11 Il 100.000: 7.363: .............................................................................. 
N 2.6101 1.6961 1.403: 2.292 21.3391 9.710: 
M EadioactiVité faible 

: 10mn : 21.701: 4.805: 
r II II 18.G00: 7.224: 
S : 1.753: 752; 1.420; 1.013; : 14.615: .............................................................................. 
N 11.000: 0.000: 17.000: 25.000; 145.000; 2 7 . ~ 0 ~ :  

: 15mn : M 2.280: 1.200: 250: 1.700: 156.000: 33.000: 
700 ' 600' 1.000: 115.F00' 40.000' 

S U.000: 4.2001 6.5001 7.000: 403.000i ~5.000j 
.............................................................................. 

N i ~6.000 1 50.000 1 60. 000: 95 ,000' 800.000 : uo.000 

: 20mn : 
M 9.000: 2.500: 2.860: 4.000; 500.000; 120.000. 
? : 4.000' 2.000: 3.000: 4.500: : 100.000: 
S : 9.000j Û.000: 14.000: 9.000: .............................................................................. 
N j 242.0001 245.000; 262.00~: 36~.000: : 250.0001 

: 1 h .  : M : 12.000: 6.500: 5.50~: c.500: 207.000: 125.000' 

t' : 7.000: 4.500: C.OOO; 11.000: 19O.GOO: 150.000~ 
S : 24.000: 13.000: 30.000: 25.000: 700.000' 230.000' 

.............................................................................. 
N j 520.000i 4~0.000~ 500.000i 000.000: 660.000: 260.000: 

: 2 h .  : M : 17.000: 10.000: 8.500: 20.000: 247.000; 135.000; 

t! : 16.C00: 10.000: 17.000: 24.000: 85.000: 30.000: 
S : 37.000: 26.000: 65.COC: 50.000: E60.000: 203.500' 

(*) N, M , f  , S désignent respectivement les rioyaux, mitochondries, microsomes 
et suc cellulaire. 

(e) U, G, C, A, Pi, AGP désignent respectivement les acides uridylique, gua- 
nylique, cytidylique, adénylique, orthophosphorique, glycérophosphorique, 

Les radioactivités spécifiques sont exprimées en nombre de coups/mn. Les 
chiifres donnbs sont les moyennes des résultats des trois expériences 
eLfectuées dans les mêmes conditions. Le? résultats de chaque expérience 
sont eux-mêmes des moyennes de 4 valeurs. 



FIGUP? 32 
I --- 

Courbes d e s  r a d i o a c t i v i t E s  s p é c i f i q u e s  de l ' a c i d e  

adénylique dans l e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  

en fonc t ion  du tel:q~s de  narciuage, 

N : noyaux S : suc c e l l u l a i r e  y : nicrosoiies 



Radioact ;  TT; f 

s p é c i f i c  

Te:lL3s cle narcluage 
( e n  i--xinut e s )  

FIGURE 33 

Courbes des  r n d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  a c i d e s  

o r t l i ~ p h o s p h o r i q u e  (pi ) , glycOrophosphorique (AGP) 

e t  adényl ique  ( A )  en f o n c t i o n  du tc1.12~ de mrquage  

dans l e s  noyaux de f o i e  de rat. 



T c ~ ~ . p s  de  iittrquage 
( e n  ïxinutes) 

FIGURE 33 - 
Courbes des  r a d i o z c t i v i t é s  s~2éc i f iques  des  a c i d e s  

orthophosphorique (yi ) ,glycérophosphorique (AGP) 

e t  adénylique (A) en f o n c t i o n  du t c q s  de  l:larquage, 

dans l a  fract ; ion "SUC c e l l ~ l a i r e ~ ~ ,  



III - DISCUSSION 

l0 ) l?adioa,ct i v i t é  dcs  Al27 nuclE2.ird s 

L1 e n t r é e  du t r a c e u r  se  f a i t  l en tcnen t  e t  a p r è s  un 

c e r t a i n  d é l a i  dans l e s  ARN cytciplasrxiques ; au c o n t r a i r e  l e  

renouvel lenent  des  1iTOiT n u c l é a i r e s  e s t  extrêi2enent r ap ide  : 

a p r è s  de  t e l s  r é ~ u l t ? ~ t a ,  noua sonnes t e n t é e  Elc conclure?, coliïne 

c e r t a i n s  i ~ u t c u r a ,  que l e s  ARDI du noyau sont l e s  p récurseurs  

d e s  AmT c y t o p l ~ ~ s ~ l i q u c s .  C e t t  c conclusion e s t  appuyée 13ar l e  

f a i t  que : 

a )  d e s  expériences dl énucléa t ion ,  e f f e c t u é e s  p a r  BRRCHET (795) ,  

PRESCOTT (796) ,  GOLDSTZIN & Coll .  (797), RICHTER (798) ont 

montré que l e  ndyau é t a i t  i nd i spensab le  à l ' i n c o r p o r a t i o n  des  

p récurseurs  marqués dans 1' ARFI cytoplasmique, 

Cer ta ins  t r avaux  s u r  Acetabular ia  e t  Amoeba p ro téus  sont  

en faveur  d 'une  synthèse p z r t i e l l e  d 'Am en l ' a b s e n c e  du noyau 

(BRACHET & Coll .  (799)  ; PLAUT & RUSTAD (800) ; NAORA & Coll ,  

(801) g SCHWEIGER & BRmNER (802)  ) ,  Mais l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

semblent dÛs,chez l e s  amibes à l a  présence de R i c k e t t s i e s  e t  

chez l e s  a lgues,  à l a  présence d'ADN dans L 2 s  c i i loraplns tes .  HARllIS 

(803) a montré également 1' ex i s t ence  d 'une  synthèse indépen- 

dan te  de l 'ART$ cytdplasrnique dans l e s  c e l l u l e s  animales e t  

v é g é t a l e s ,  m a i s  l ' i n t e r p r é t a t i o n  des  r é s u l t a t s  obtenus p a r  c e t  

Auteur semble s u j e t t e  à discuss ion .  

b )  l t ac t inomyc ine  qui  bloque la synthèse des  ARN n u c l é a i r e s ,  

bloque auss i  c e l l e  d e s  AID cytoplasmiques (REICH & Col l ,  (804) ; 
PERRY ( 8 0 5 ) ) ~  P a r  con t re  quand e l l e  e s t  a j o u t é e  a p r è s  l e  mar- 

quage du noyau, e l l e  n'empêche pas  l ' a p p a r i t i o n  de l a  radioac- 

t i v i t  é dans l e s  Am cytoplasiniques, 

c )  l a  d e s t r u c t i o n  du nucléole  p a r  m i c r ~ i r r a d i a t i o n  diminue de 

60 à 70 p, 100 l ' i n c o r p o r a t i o n  de l a  c y t i d i n e  t r l t i é e  dans l e s  

ARN cytoplasrqiques (PERRY & Coll .  (896) ). On observe 2,ussi une 

chute  de l a  r a d i o a c t i v i t é  du r e s t e  du noyau en rela-Lion, peut  

ê t r e ,  avec une c e r t a i n e  l a t e n c e  dans 1' incorpora t ion  d e s  précur- 



s e u r s  r a d i o a c t i f s  dans l e s  30 à 40 p. 100 l e s  km cyrtopl~~si l iques 

3p]sz,rc'mnt L C : ~  contrÔlLs pzr l e  nuc1401e. 
Enfin l e s  p rogres  r é c e m e n t  accomplis dans l a  con- 

na issance  de l a  synthèse des  Am e t  du r ô l e  de 1'ADTT dans c e t t e  

biosynthèse ( v o i r  p*48 ) expl iquent  aisément l e  f a i t  que l e s  

AR3 n u c l é a i r e s  incorporent  g l u s  rzpidement l e s  p récurseurs  

marqués que l e s  ARN cytoplasmiques. C t  e s t  dans l e  noyau, au  

contac t  de 1~ chromatine, que s e  foiment l e s  molécules d ' A m  

e t  il e s t  vraisemblable  que c e s  mol6cules d i f f u s e n t  t r a v e r s  

l a  p a r o i  n u c l é a i r e  dans l e  cytoplasme ou migrent dans ce der-  

n i e r ,  au moment de l a  mitose,  

R a d i o a c t i v i t é  des  Am du suc c e l l u l a i r e .  

On pouvai t  s e  demander s i  l a  r a d i o a c t i v i t é  é levée 

e t  précoce du suc cytoplasmique n ' é t a i t  p a s  due à une contami- 

n a t i o n  de c e t t e  f r a c t i o n  p a r  d e s  ARN n u c l é a i r e s ,  En e f f e t ,  

l 'examen au microscope é lec t ron ique  des noyaux ( ~ I O N T R ~ T I L  & 

Coll. (807))  a v a i t  montré quelques images de s t r u c t u r e s  a l t é -  

rées .  

Toutefo is ,  l ' h y p o t h è s e  précédente concernant l a  

migratiori  physiologique des  ARN d 1  o r i g i n e  n u c l é a i r e  au s e i n  du 

cytoplasme e t  l a  découverte de 1' ex i s t ence  dlAARN messagers 

e t  d'ART4 s o l u b l e s  nu i-létabolisme a c c é l é r é  nous permet de 

r e c o n s i d é r e r  l e  problème. La r a d i o a c t i v i t é  du suc c e l l u l a i r e  

peut ê t r e  due à 12" présence d 'Am messagers l i b r e s ,  ou a s s o c i é s  

aux ribosomes p r é s e n t s  dans n o t r e  f r a c t i o n  S ou È CcLle des LRN 
de t r a n s f e r t ,  Cer t a ins  Auteurs ( v o i r  p a r  exemple HIATT (808) 
e t  SRINIVASAbT (809) ) ont  montré récemment que l e s  ARN S sent 
en e f f e t  l e s  premiers  marqués dans l e  cytoplasme. 



3 0 )  R a d i o a c t i v i t é  d e s  ARN d e s  g r a n u l e s  cgtoplasmiques .  

L ' a p p a r i t i o n  s imu l t anée  de  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans  l e s  

Am1 d e s  i î î i tochondries e t  d e s  rîicrosomes e t  l a  s i m i l i t u d e  d e s  

a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  n u c l é o t i d e s  de  c e s  deux f r a c t i c n s  

f o n t  pense r  à une  c e r t a i n e  c o n t i n u i t é  e n t r e  p e t i t s  e t  g r o s  

g r a n u l e s  ou à l a  p re sence  de ïnicrosomes d a n s  n o t r e  f r c c t i c n  

mi tochondr ia le ,  Les t e c h n i q u e s  de  f r ac t i onnemen t  c e l l u l a i r e s  

son t  évidenment s u j e t t e s  à c r i t i q u e  s m a i s  il f a u t  c o n s i d é r e r  

que l a  t a i l l e  d e  c e r t a i n s  po lyscnes  l e s  f c n t  s éd imen te r  v r a i -  

semblablement e n  même temps que l e s  mitochc,rdries.  

4 O  ) R a d i o a c t i v i t é  comparée dul 'spot  'XI1, 

Les cou rbes  de  r a d i o a c t i v i t é  d e  l a  f i g u r e  34 f o n t  

v o i r  dans  l e  " s p o t  XI1 un - ) r é c u r s e u r  p o 3 s i b l e  d e s  BmT, to-z~t au 

moins en  ce q u i  concerne l e  r a d i c a l  p h o s p h o ~ l e  e t  l'ARE cyto-  

p lasmique,  c a r ,  au temps "20 m n n ,  l e s  r ibonuc léo-b ides  de  ltAR3T 

n u c l é a i r e  son t  d é j à  aussi r a d i o a c t i f s  que l e  "spot  X!' 

Une c i n é t i q u e  dl i n c o r p o r a t i o n  du  3 2 ~  p o u r s u i v i e  

j u s q u l a u  dixième jour  dans  l l A R N  t o t a l  d e  l a  c e l l u l e  ( ~ I O N T ~ ~ E U I L  

& MASSE (810) ) donne d e s  courbes  car i ic t  é r i s t i q u e s  q u i  semblent  

ne  l a i s s e r  aucun doute  s u r  l e  r ô l e  dl i n t e r n é d i a i r e  de c e  c0.~1posé 

dans  l a  syn thèse  d e s  BE?. Cependant,  s i  1' on co.isidère que l e s  

ARN on t  pour  p r é c u r s e u r s  l e s  n u c l é o s i d e s  t r i p h o s p h a t e s  synthé-  

t i s é s  à p a r t i r  du  ribose-5-phosphat e  provenant  du glucose-6- 

phospha te ,  si  1' on c o n s i d è r e  dl a u t r e  p a r t  que no.>re "spo:  est 
u n  p r o d u i t  de r é d u c t i o n  du phosphoglycéraldéhyde provenant  l u i  

aussi du glucose-6-phosphate, on comprend a isément  que l e  l l spot  

X"puisse  a v o i r  l e  comportement d ' u n  p r é c u r s e u r  d e s  ARN ( v o i r  

F ig .  35). 
On p e u t  p e n s e r  a u s s i  avec  WEILL (811)  q u ' i l  y a 

compét i t ion  e n t r e  p h o s p h o l i p i d e s  e t  ARE! p o u r  l f i n c o q o r n t i o n  

du 3 2 ~ .  



voie de 
Glucose-6-phosphate Phosphoglycéraldéhyde 

I Voie de VfARBURG 

Ribose-5-phosphat e 

i 
Phosphoglycérol , 

AIm Glycérides 

5 O )  Radioactivité des différents nucléutides. 

Les activités spécifiques des nucléotides des ARN 

nucléaires et des AmT cyt.)plasrniques sdnt différentes et ce 

résultat confirme les consta,tations de très nombreux Auteurs. 

Or, nous avdns vu que les ARN sont formés à partir 
.Les nucléasides 5 '  -triphosphates et que lthydrolyse alcaline de 
ces macromolécules libère des nucléosides 2 et 3' -n~nophosphates 
donc le Phosphore attaché à un nucléotide particulier étudié 

provient en fait du nucléotide voisin. 30s 
L ILLE  

Par cmséquent, les différences observées dans Li2 adi ( 

activités spécifiques des nucléosides 2' et 3'-phosphates sont 

liéestnon seulement aux différences des activités des nucléo- 

sides St-triphosphates précurseurs des ARIXT, mais aussi la 

séquence nucl6otidique. Si lt on admet que 1' arrangement des 
nucléotides se fait statistiquement au hasard, les différences 

des activités spécifiques doivent disparaître, Puisque ces 

différences subsistent elles sont donc en relatidn : 
- soit avec une séquence préférentielle particulière des 
nucléotides dans la molécule dtARN. 

- soit avec 1' existence de plusieurs fractions ARN de radidac- 
tivités différentes et de compositions différentes. 



Dans ce  czs ,  en e f f e t ,  même s i  l e s  r a d i o a c t i v i t é s  

spécifiques des  nucléos ides  3 ' -phosphates sont i d e n t i q u e s  dons 

chaque ARE, l e s  f x t e u r s  de d i l u t i o n  de ces  a c t i v i t é s  sont 

d i f f é r e n t s  pdur chaque nucléot ide.  

Prenvns p a r  exemple l e  c a s  du mélange d ' u n  ARN fo r -  

tement r a d i o a c t i f  e t  d ' u n  ARIl non ~ L , T C . U < ,  dzns 12s p r o s o r t i o n s  1 

e t  80. Supposcns en bu t re  que l e  premier  a i t  une cdrnpdsition 

de  type A U (30 p. 100 de U, 30 p.. 100 de A ,  20 p. 100 de G, 

20  p. 100 de C )  e t  possède des  r a d i o a c t i v i t é s  s p e c i f i q u e s  

i d e n t i q u e s  pdur t o u s  l e s  n u c l é o t i d e s  e t  é g a l e s  & 1 0  coups p a r  

minute e t  p a r  micromole. Supposdns encore que l e  deuxième a i t  

une composition de  type ~ ~ ( 3 0  p. 100 de G ,  30 p. 100 de  C ,  20 p. 

100 de A, 20 p. 100 de u ) .  Dans c e s  condi t ions ,  l e s  r a d i a a c t i -  

v i t é s  apparentes  des  nuc léo t ides  l i b é r é s  p a r  hydrolyse du 

nélange seront  égnles  à : 

10 x  30 - = 0,18 coups/~nn/micrornole pour R e t  U 
( 2 0  x  80)  + 30 

10 x  20 = 0,08 coups/mn/microrilole pour G e t  C 
(30 x  8 0 )  + 20 

L a  r a d i o a c t i v i t e  p l u s  é l evée  des  ac ides  adényl ique 

e t  u r i d y l i q u e  r é v è l e  l a  présence d 'une  f a i b l e  p r o p o r t i ~ n  d'ARDT 

de type A U e t  f orteinent r a d i o a c t i f .  

Considérons & présen t  l e s  r é s u l t a t s  que nous avons 

obtenus : 

- l e s  a c t i v i t é s  spéc i f iques  des  a c i d e s  u r i d y l i q u e  e t  adénylique 

sont  tou jours  supér ieures& c e l l e s  d e s  a c i d e s  guanylique e t  

cy t idy l igue ,  dans t o u t e s  l e s  f r2 ,ct ions c e l l u l a i r e s ,  au début 

du marquage des  ARN correspdndants.  On peut  v o i r  dans ce f a i t  
1' ind ice ,  cornme dans 1' exemple c h o i s i ,  de l a  présence d ' u n  A m  
de type A U qu i  s e  renouvel le  activerilent. 



CONCLUSION* 

Nos r é s u l t a t s  sont  en accdrd avec l e s  concept idns 
a c t u e l l e s  s u r  l a  synthèse des  AFOl au s e i n  du noyau e t  à l e u r  
migra t ion  u l t é r i e u r e  dans l e  c y t ~ p l a s m e .  I l s  soul ignent  11 hété- 

rogéné i t é  des  Am e t  suggerent 1' ex i s t ence  dlARN de type  A U 

(ARN messagers ? )  dans t o u t e s  l e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  
é tud iées .  

Les é tudes  m6taboliques r e t r a c é e s  dans ce c h a p i t r e  
e t  c e l l e s  concernant l a  composition des  ARTJ (Chapi t re  II) vont 
nous perniettre de faire quelques cona idé ra t ions  s u r  l a  synthèse 

des  d i f f é r e n t s  ANN e t  d l  a p p o r t e r  quelques argunents  en faveur  
de l ' e x i s t e n c e  d l A R N  messagers dans l e s  hepatocytes  de Rat. Ceci 

f e r 3  1' ob je t  du 4ème Chapitre  de ce t r a v a i l  que nous avons 

i n t i t u l é  "LISGUSSION GENERALEft . 





C H A P I T R E  IV 

DISCUSSION GENEIULE 



DISCUSSION GENEIIRLE. 

L 'é tude de l a  composition des ART1 des  t i s s u s  du R a t  

nous a conduite met t re  au  po in t  une m é t h ~ d e  de d é t e r m i n a t i ~ n  

d e s  r a p p d r t s  mola i res  des  nuc léo t ides .  Nous l ' a v o n s  p a r  l a  

s u i t e  appliquée aux d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s .  

Les r é s u l t a t s  p r é l i u n a i r e s  que n m s  avons abtenus 

nous ont montré que l e  suc cytdplasmique, l e s  m i t ~ c h ? n d r i e s  e t  

l e s  microsomes possédaient  d e s  Am dont l a  cdmposition g loba le  

é t a i t  v o i s i n e  de c e l l e  des  Al??? c e l l u l a i r e s  é t u d i é s  " i n  to to l ' .  

Ce t t e  cm@osi t ion  s e  rapprochai t  f o r t  de l a  ccmpositidn thho- 

r i q u e  de l l A B T  f o r n é  s u r  l ' A D N  s e l o n  l e  schéma de ZWBAY ( v o i r  

p. 1 5 8 )  

Par con t re  l e s  ndyûux possédaient  une c ~ m p o s i t i a n  

p a r t i c u l i è r e  c a r a c t é r i s é e  par une t e n e u r  r e l a t i v e ~ n e n t  é levée 

en a c i d e  u r i d y l i q u e  e t  basse  en ac ide  c y t i d y l i q u e ,  p a r  rappdr t  

à l a  composition des  AKN t o t a u x  ( v o i r  Tableau XVIII).  

Les r é s u l t a t s  obtenus pouvaient faire pense r  une 

désamination de l1 acide  cy t idy l ique  e t  à sa t r û n s f  o r m a t i ~ n  

consécut ive en ac ide  u r idy l ique .  Tou te fo i s  nds expériences 

concernant l ~ a g r e s s i v i t é  de l a  soude ( v o i r  p. 107 ) vis-à-vis  

de l ' a c i d e  cy t idy l ique  l i b é r é  au cours  de l ' h y d r o l y s e  des RRN, 
n ' a v a i e n t  pas  montré une a c t i o n  a u s s i  v i o l e n t e  de nos condi t ions  

opéra to i res .  
La morphdlogie a l t é r é e  des  noyaux i s o l é s ,  cons ta tée  

au 7ilicroscope e lec t ron iyue  pouvai t  ê t r e  en lnelation avez une 

modif ica t ion  de l a  camposition des  ARN n u c l é ~ i r e s ,  s o i t  p a r  

dégradat ion ,  s o i t  par p e r t e  de c e r t a i n e s  molécules. Cependant 

l a  composition d e s  ARN des  noyaux p réparés  se lon  l a  méthode de  

CHAUVEAU (812 ) e t  qui  sont  morph~logiquement i n t a c t s  (D;ONTREUIL 

& ~ 0 1 1 . ) ( 8 1 3 )  s ' e s t  r é v é l é e  iden t ique  à c e l l e  des  noyaux pré- 

p a r é e s  se lon  l a  technique d é c r i t e  page 181  ( v o i r  Tableau X V I ~ I ) .  

Ceci nous a amené & t i r e r  p a r t i  de nos r é s u l t a t s  e t  à y v o i r  





l a  démons t ra t ion  de  1' e x i s t e n c e  dl RRH n u c l é a i r e s  p a r t i c u l i e r s .  

D ' a u t r e  p a r t ,  nos  é t u d e s  s u r  l t i n c o r L 2 0 r a t i o n  de phos- 

p h a t e  r a d i o a c t i f  dans  l e s  n u c l é o t i d e s  d e s  3RN n u c l é a i r e s  e t  

cy to~? l a smiques  nous  on t  condu i t e  â p r e s s e n t i r  1' e x i s t e n c e  dtBRN 

d e  t y p e  AU au mftabol isme a c c é l é r é ,  dans  l e s  d i f f é r e n t e s  f~ac- 

t i o n s  c e l l u l a i r e s ,  m a i s  s u r t o u t  dans  l e  noyau, marqub l e  p r e m i e r  

e t  i n t  e:xsément, 

La  corriposition y a r t i c u l i è r e  d e s  ARH n u c l é a i r e s  pdu- 

v a i t  donc ê t r e  due h 13 pr6sence  d ' u n  pourcen tage  r e l a t i v e m e n t  

é l e v é  de c e t  AR?: de  t y j e  ,4U marqué i3récocement e t  c e t t e  hypo- 

t h è s e  nous  a aménée & c a l c u l e r  l a  coml2osition d e s  ARN néofom6s .  

S i  l ' o n  suppdse que l e s  r a d i o a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  n u c l 6 ~ -  

t i d e s  de c e s  LIRN néofo rnés  s o n t  è g a l e s ,  l e s  r a d i o a c t i v i t e s  

t o t a l e s  r e l a t i v e s  de  c e s  n u c l é o t i d e s  r enden t  compte de  l e u r  

coml2osition, O r  l e s  r a d i o a c t i v i t é s  r e l a t i v e s  d e s  n u o l é o t i d e s  d e s  

APCN néofolmés s o n t  é g a l e s  aux i ~ r o d u i t s  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i -  

q u e s  d e s  n u c l h o t i d e s  d e s  AEN t o t a u x  p a r  l e s  r a p p o r t s  m a l a i r e s  

de c e s  n ~ x c l é o t i d e s ,  

Nous avons  r é u n i  dans  l e  Tab leau  XIA l e s  compos i t ions  

( a i n s i  c a l c u l é e s )  d e s  ARN néoformés, p r 6 s e n t s  dans  l e s  dii 'fé- 

r e n t e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s ,  d è s  l l a i q a r i t i o n  de  l a  r a d i o a c t i -  

v i t é  dans  c e s  f r a c t i o n s ,  

On y observe  que l a  coaposi t i .cn  d e s  ARIT néoformés 

d a n s  l e s  noyaux au t e m ~ ~ s  It+5 ml1 e s t  Llresque i d e n t i q u e  à c e l l e  

d e s  ARN r a d i o a c t i f s  que 1' on t r o u v e  dans  l e s  lnicrosomes e t  l e s  

mi tochondr i e s  au  tem2s 11+15 -mu. 
L a  coml~os i t i on  de l t R R N  r a d i o a c t i f  p r & s e n t ,  au  temps 

1 0  -Bn, dans  l e  s u c  cy-toplasmique, e s t  a u  c o n t r a i r e  ne t t emen t  

d i f f é r e n t e  e t  c a r a c t L r i s é e  p a r  une t e n e u r  é l e v é e  e n  a c i d e  

c y t i d y l i q u e .  



TABLEAU XIX 

Composition des ARN néoiormés présents dans les différentes fractions cellulaires dès l'appa- 

rition de la radioactivité dans des fractions. 

2 k k :  i ~raction'i~em~s dejlucléo-i Act. spécifiqu4 Comp. de IIAR1'J j Act. relative Comp des ARII . 
:cellulaire :marquage: tides : des : -kit total des : néoiormés 

nucléotides : nucléotides :----------:--------:-------:---------------.---------------:----------------:----------------: 

(+) N, S, t ,  M désignent respectivement les noyaux, suc cellulaire, microsomes et 
mitochondries. 

( k k )  molécules de nucléotide pour 100 molécules de nucléotides totaux. 



La n o t i o n  d 1  Am1 messagers "nétabdliquement a c t i f  S I '  

e t  d i r i g e a n t  13 synthsse  pro té ique  s u r  l e s  r ibasones  ( v ~ i r  p,55 ) 
alnene t o u t  nat-urellement & chercher  c e s  "vec teurs  de l ' i n fo rma-  

t i o n  génét iqueH dans l e s  noyaux, qu i  s e  marquent précocement e t  

in tensênent  7 e t  dans l e s  granules  cytoplasmiques où s e  f a i t  l a  

maaeure p a r t i e  d e s  synthèses  prd té iques .  

1 ° )  On e s t  a l o r s  t e n t é  de cons idé re r  l l A R T J  n é ~ f d r m é  p r é s e n t  dans 

l e s  TJ au t e r q s  "5 rnI1 e t  dans l e s  TV? e t  au temps Il15 corne 

é t a n t  l f A J 3 T  messager b i e n  que s a  composilion d i f f è r e  de c e l l e  

de  l1ADPT. Cet te  divergence de cdmpos i t im peut ê t r e  i n t e r p r é t é s  

comïîie l a .  preuve d 'un?  non s a t u r a t i o n  p a r  l e  3 2 ~  de ltilRIT n é ~ f o m é  

o u  de l ' i n é g a l i t é  des  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  de @ e s  n u c l é o t i d e s ,  

2 O )  Il devient  a l o r s  i n t é r e s s a n t  de su iv re  l a  composition de 

l f A L W  marqué dans l e  N zu f u r  e t  & mesure que s e  prdldnge l e  

temps de marquage : on cons ta te  a i n s i  qu 'au  temps 20 m n  cet- te  

composition r a p p e l l e  c e l l e  de llADj'u'  ( "Voir  Tableau X X ) .  

TABLEAU XX --. - 
Composi t i~ndes  ARN néofonnés p r é s e n t s  dans l e s  ndyaux au 

temps 20 ~ r n  

. 
O '8ct .  sgécif iquk Coinp. de jhct.  r e l a t i v e  Conp. des  AP&~ 
:Nucléo-: des  O 1 ' AlQT des  n é ~ f o r m d s x :  

Nucléùt ides  t o t a l  K TJucléotides : . 
'-------0------#------0OOOOOOOOOOO-O--------------*--------------* 

8 . 
0 O 

S U :  80.000 : 1 != 
. 20 O 28,8 L. J 

iE Mol6culesde nuc léo t ide  pour 100 molécules de n u c l é o t i d e s  
t o t a u x  



On peu t  donc supposer que 1' on a i t  saisi  l e  moment où t o u s  l e s  
gènes ont é t é  t r a n s c r i t s  e t  v o i r  d ~ a s  la d i f f é r e n c e  de compo- 

s i t i o n  e n t r e  ADN e t  ARN néoformé dans l e s  temps c o u r t s ,  l l e x i s -  

tence  d'une t r a n s c r i p t i o n  p rogress ive  e t  ordonnée des  d i f f é r e n t s  
gènes, donnant na issznce  à de nombreuses molécules d ' A m  messa- 

gers.  
L1hé té rogéné i t é  d e s  AXN messagers, dénontrée p a r  chromatogra- 

phie  s u r  sérumalburaine ï ié thylée,  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de 

saccharose,  h y b r i d a t i o n  avec 1' ADN e t  déplccement p r o g r e s s i f  

( v o i r  p. 33 ) e s t  en faveur  de c e t t e  hypothèse. De p l u s ,  l e s  
diagrammes obtenus sont  d i f f é r e n t s  su ivant  l e  moment c h o i s i  
pour l ' e x p é r i e n c e ,  C ' e s t  l e  c a s  en p a r t i c u l i e r  d e s  b a c t é r i e s  

i n f e c t é e s  où l a  durée de l l i n f e c t i o n  a son importance (K.AU0 
SUEOKA & S P I E G E ~ ~ ) ( ~ ~ ~ )  : peu de teripa ap rès  l ' i n t r o d u c t i o n  

du p h a g e , i l - a p y a r a î t  un ARN q u i  semble en r e l a t i o n  avec l a  
synthèse d e s  enzymes. P l u s  t a r d ,  on v o i t  a p p a r a î t r e  un  a u t r s  

qui correspond k l a  format ion  de l a  p r o t é i n e  de revêtement 

du phage (HALL & Co11. ) (815). Ces I tear ly RNA1' e t  " l a t e  RNAH ont 

ont aussi é t é  observés p a r  MINAGAWA & Coll. (816).  
D l  a u t r e  p a r t ,  HIATT & Coll.  (817) ,  ATTARDI & Col l ,  

(818) ont montré p a r  des  expér iences  d 1  induc t ion  enzymatique 

chez l e s  1-nicroorganismes, que l a  synthèse d 'une nouvel le  pro- 
t é i n e  implique c e l l e  d ' u n  nouvel ARN messager q u i  c o n t i e n t  
l l i n f o m a t i o n .  Chaque ARN m. semble donc n1 ê t r e  formé qul en 
répdnse à un  s t imulus  spéc i f ique .  

BRAWERMAN & CHRRGAFF (819)  e t  POGO & Coll.  (820) ont 
mont r é  chez Euglena G r a c i l i s  que 1 a p p a r i t i o n  de  l1 a p p a r e i l  de 

photosynthèse slaccompagne d 'une  augmentat ion de l a  t e n e u r  en 

ARN e t  d ' a p p a r i t i o n  de molécules d i f f é r e n t e s ,  de poids  molé- 
c u l a i r e  é levé .  Ces Am sont peut  ê t r e  l e s  ARN messagers por- 

t e u r s  de 1 1  in format ion  t r a n s m e t t r e  aux p r o t é i n e s  de 1' a p p a r e i l  
de photosynthèse.  Tous l e s  Am ne son t  donc p a s  des  c a r a c t è r e s  

permanents de l a  c e l l u l e  ; c ' e s t  a i n s i  que l e s  a lgues  v e r t e s  
e t  l e s  a lgues  décolorées  ( c r o i s s a n t  à l1 o b s c u r i t é ) ,  géngtique- 

ment i d e n t i q u e s  m a i s  ayant d e s  métabolismes d i f f é r e n t s ,  ont 



d e s  ARN t o t a u x  de  coiî ipcsi t ions d i f f é r e n t e s  : c e t t e  d i f f é r e n c e  

semble due chez l e s  pre inieres  à l n  p r é sence  dlARN p a r t i c u l i e r s  

en r e l a t i o n  avec l e  developpement d e s  c h l ~ r o p l a s t e s ,  

Chez l e s  animaux s u p é r i e u r s ,  l e s  e x p é r i e n c e s  de 

WEILL & Col l .  ( 8 2 1 ) ,  qu i  s o u n e t t e n t  d e s  r a t s  a u  jeûne p r o t é i -  

que,  on t  mantré c la i re lnen t  l a  m o d i f i c a t i o n  de  l a  compos i t ion  
d e s  Am d e s  microsol;les, due vra iser lb lablement  l a  d i s p a r i t i c n  

de c e r t a i n s  ARN e n  r e l a t i d n  avec 1' a r r ê t  d e s  s y n t h è s e s  p r ~ t é i -  

ques  (QUIBIH & ~ ~ 1 1 . ) ( 8 2 2 ) .  La d i s p a r i t i o n  d e  c e s  AITN change l e  

p o t e n t i e l  messager  d e s  ~ r i c rosomcs  u t i l i s é s  drrns l e s  sys tèmes 

d ' i n c o r p o r a t i o n  d t  a c i d e s  amings i n  v i t r ~ ,  

D t  a i l l e u r s  l t  acc ro i s semen t  de l t  a c t i v i t  6 de  ltAl?D- 

polgmérase (BUSCH) (823)  e t  (I.TLNDEL) ( 8 2 4 ) ,  q u i  c u ï n c i d e  avec 

un a p p o r t  p r a t é i q u e  fcisant s u i t e  û u n  jeûne a z o t é ,  f a i t  

e n t r e v o i r  l a  p.i s s i b i l i t é  de  1s s y n t h è s e  dl ARFT messLgers chargés  

de d i r i g e r  l a  néoforna- t ion  d e s  p r o t é i n e s .  Notons qu '  il e x i s t e  

également un  p a r a l l é l i s m e  e n t r e  1' a c t i v i t é  de  1 ' A R N  pa lymérsse  

d ' u n  organe ou d ' u n e  tumeur e t  l a  q u a n t i t é  e t  l a  d i v e r s i t é  d e s  

p r s t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  c e t  J r g a n e  ou c e t t e  tu r ieur  (PETE 6c 

C o l l ,  ( 8 2 5 ) ) .  

L '  expé r i ence  de  IBICHELAZZI & C n l l .  (826)  prouve - :~u.ss i  

que 18, syn thkse  d ' u n e  p r o t é i n e  p a . r t i c u l i k r e  s u i t  c e l l e  d ' u n  

ARn' p a r t i c u l i e r .  En e f f e t ,  c e s  Au teu r s  i n j e c t e n t  l t A P d  du sérum 

d ' u n  an imal  i m n i s é  à u n  a u t r e  e t  provoquent ,  chez c e l u i - c i , l a  

f o r m a t i o n  d ' a n t i c o r p s ,  s p é c i f i q u e s  de  ? . ' an t igène  u t i l i s é  pou r  

p r é p a r e r  l e  p r e m i e r  ctniaal.  

I l  semble donc que t o u s  l e s  gènes ne s o i e n t  p a s  t r a n s -  

c r i t s  s i n a l t a n é n e n t  e t  il n ' e s t  p a s  dé ra i sonnab le  de  p e n s e r  

que c e t  Am1 n é o f o d  de compos i t ion  p a r t i c u l i è r e  que nous 

t rouvons  dans  l e s  noyaux e t  l e  cytoplasme,  d è s  l ' a p p a r i t i o n  

d ' u n e  r a d i o a c t i v i t é  mesurab le ,  e s t  b i e n  u n  ARN messager.  L'Am 

n 6 o f o m 6 ,  p r é s e n t  au  temps 20 mn d a n s  l e s  noyaux, r e p r é s e n t e r a i t  
a l o r s  u n  ense~iible d e  molécu les ,  p r o d u i t s  de t r a n s c r i p t i o n  d e  

t o u s  l e s  gknes e t  dont  l n  compos i t ion  g l o b a l e  s e r a i t  a l o r s  

c e l l e  d e  l tADT? t o t a l .  



3 O )  Toutefo is ,  si  ri1 assoc ie  théoriquement l 'ART7 marqué, 

p résen t  dans l e s  N au temps "5 mnu avec une chaîne complémen- 

t a i r e ,  l'Am formé possède une cornposition qu i  r a p p e l l e  c e l l e  

de l ' A D N   a able au a1). Il  e s t  a lors  permis de supposer que 

l a  s i m i l i t u d e  observée en t re  l a  cbmposition de l l A R N  marqué 

au temps 20 mn e t  c e l l e  de l ' A D N  e s t  due : 

- s o i t  1' ex i s t ence  de ddubles chaînes  ARN de ce type  

- s o i t  à l a  t r a n s c r i p t i o n  de l a  2ème chaîne ADN ap rès  c e l l e  

de l a  première chaîne observée au temps 5 m. 

TABLEAU XXI 

- 
Comp. Nucléo-: 

e . Q m 

ARN coin~lé-  A l a  f 
. . 

e ARN marqué N : mentaire ADN 8 

: t i d e s  : 115 ml' : t héor ique  : , O  1 théor ique  a 
* . . . O 

e--------*-------------o-------------o-------------*-------------* . . . . 
O O . 

: U * . . 30,9 . 23 27 28,4 . 
O . . i G 

* . 
25,6 

0 2095 . 0 O 

* 23 2174 a . * 0 * 
O C . 2075 e 2576 . L 37 -O . 21,s  a . . ; A . 

23 
e 3099 27 

. 28,7 9 

O 
O . . O 

De nonbreux &ravaux sont  en faveur  de l a  t r a n s c r i p -  

t i o n  d 'une s e u l e  chaîne ADN i n  vivo : 

- BAUTZ & HALL (827)  qui  é t u d i e n t  l a  composition de 1'AlDT 

néoforïné chez E. C o l i  apres  i n f e c t i o n  p a r  l e  phage T t rouvent  4 
que l e s  quant i - tés  de A e t  U d 'une  p a r t ,  e t  de G e t  CI d ' a u t r e  

p a r t ,  sont  ingga les .  S i  l e s  deux chaînes  ADN, q u i  sont  complé- 

menta i res ,  ava ien t  é t é  t r ü n s c r i @ e s ,  l a  coiaposition de 1'AT-W 

spéc i f ique  du phage s e r a i t  t e l l , >  que A = U e t  G = C .  Ces Auteurs 

en concluent que s e u l e  1 chaîne ADN a v a i t  é t é  copiée au moment 

de l e u r  expérience.  C ' e s t  à c e t t e  conclusion q u ' a b o u t i s s e n t  

également GUILD & ROBISON (828) ,  HAYASBI & Coll .  (829) ,  

TOCCHINI-VALBITIN1 & C o l l .  ( 8 3 0 ) ~  CHMQE & Coli, (831) ,  

RICHTEK 8c. Coll .  (832) .  



- MARIUR & GREENSPAN (833) i s o l e n t  1 'AR.N néoformé chez E . C o l i  

sous l'impxklsion du bactér iophage SP8 : l ' A D N  de c e l u i - c i  e s t  

formé de 2 chaînes  complérientaires nettement d i f f é r e n t e s ,  

possèdant des  d e n s i t é s  d i f f é r e n t e s  e t  pouvant ê t r e  séparées  

p a r  chroriat ographi e s u r  sérumalbumine mé t h y l é e  ou p a r  cent ri- 

f u g a t i o n  en g rad ien t  de ch lo ru re  de césium. Seule l a  chaîne 

l o u r d e  e s t  capzble de fomaer i n  v i t r o  un hybride avec l'ART 

s y n t h é t i s é  p a r  l ' h ô t e  i n f e c t é .  Donc, 1 s e u l e  chaîne ( l a  chaîne 

l o u r d e )  a é t é  t r a n s c r i t e  i n  vivo. 

Ceci e s t  démontré a u s s i  p a r  McCARTHY OC BOLTON (834) 

chez E.Coli n o m a l .  

Cependant l e s  r g s u l t û t s  concernent l a  cosi1position 

de l'Am rapidement marqué, iden t ique  2 c e l l e  de l ' A D N ,  sont 

en f a v e u r  de l a  t r a n s c r i p t i o n  des  deux chaînes.  Tou te fo i s  s i  

l a  v r e p l i c a t i o n ' '  de l l A E T  riiessager e s t  p o s s i b l e ,  13" chaîne 

f ~ m i é  s u r  l 'ADN peut  i n d u i r e  l a  synthèse de l a  chaîne qui  l u i  

e s t  complémentaire : l a  cnmpqsition globale  de ces  deux chaînes 

e s t  a l o r s  iden t ique  â c e l l e  de l'ADIT, 

LIAID rapidenent  marqué a é$é niontré de nême co~ipo- 

s i t i o n  que 1 f ~ " l D N  du phage chez l e s  b a c t é r i e s  i n f e c t é e s  (VOLKIN 

& ASTUCHiIN (835) ';'IAl'!lil\TABE & Coll .  (836) ,  PJO1'iüR.A Gr C o l l e  (837) ). 
Ce "DNA l i k e  RNA1' a é t é  trouv6 chez l e s  microorga- 

nismes s a i n s  (GROS & Co11.  ) (838) e t  l a  Levure (YCAS & VINCENT') 

(839) e t  c e t t e  decouverte a é t é  en grande p a r t i e  l ' o r i g i n e  

de l ' hypo thèse  de l ' e x i s t e n c e  d 'Am messagers (JACOB & MONOD) 

( 8 4 0 ) ( v o i r  p. 3 1  ), La présence d t A R N  i n s t a b l e  de même composi- 

t i o n  que l ' A D N  a depuis  é t é  confirmée p e r  de  ri lult iples t ravaux,  

( v o i r  p a r  exemple S U I T  (841 )  ; ANDOH (842)  ; FUKüHAIII: (843) ; 
T f X A I  (844) .  De tres nombreux chercheurs ont essayé a l o r s  de  

me t t r e  en évidence chez l e s  animaux supér i eu r s  e t  en p a r t i c u -  

l i e r  chez l e s  mamaifères c e t  ARJT rapidement niarqué de neme 

cornpesit ion  que l ' A D N .  Presque s i m l t a n é m e n t  en 1962 GEORGIEV &COU_ 

(845) e t  BIBATAN1 & Col l ,  (846) l ' o n t  i s o l é ,  l e s  premiers  de 

c e l l u l e s  de f o i e  de rat e t  l e s  deuxièaes d e s  n u c l é o l e s  de 



c e l l u l e s  de thyrnua de veau, co able au XXII). Leur méthode dl ex- 
t r a c t i o n  f r a c t i o n n é e ,  de même que c e l l e  de BFUWERITrRN (847) 
pub l i ée  un peu p l u s  t a r d ,  semblent d i f f i c i l e s  à a p p l i q u e r  e t  
on s e r a i t  t e n t é  d l a c c o r d e r  p l u s  d ' a t t e n t i o n  aux r é s u l t a t s  
d ' a u t r e s  Auteurs q u i  ont é t u d i é  la composition de llBRN né@- 
formé sans  l ' i s o l e r .  ALLFREY & NIRSKY (848) ont a i n s i  d é t e r -  

n iné ,  à p a r t i r  des  a c t i v i t é s  r e l a t i v e s  des  n u c l é o t i d e s  de  

l'Am t o t a l  des  noyaux de t h y m s  de veau, l a  composition d 'un  

ARN uarqué q u i  resselîible a s s e z  à c e l l e  de l ' A D N  (Tableau XXIII), 

TABLEAU X X I I  

Corilposition de l t A I 3 \ I  marqué précocenent  , i s o l é  p a r  e x t r z c t i o n  

f r a c t i o n n é e  avant  d ' ê t r e  é tud ié .  

e e 

* e , .70&P. ARN TL. 
AUTEURS : TUTEFXEL 

. 
* 

O c . * 
O . 

e A : U G  C $ 

O O . . 
GEORGIEV & ~011, (845) Foie  de R a t  ( 27,2 I 28,8 I 20,4 1 23,6  I 

j SIBATAIJI & Co11. (846 nuc léo les  
. . . * . O 

e D 
: . tliyims deveau: . 29,3 O 28,4 . 22,5 e 1 9 , 8  O 

:BRAWEiUUT4 & ~ 0 1 1 . ( 8 4 7 )  Foie  de Rnt : 2 T 9 1  : 21,7 :: 2 5 > 3  : 25,9 : 
, O d . 0 . . O v .. b ................................................................ . O . . C . 

Les a n é l i o r a t i o n s  appor tées  ces  d e r n i è r e s  années aux . - 
héthodes d l  e x t r a c t i o n  t o t a l e  des  ARN e t  aux procédés de f r a c -  
tionnement des  ARN t o t a u x  p a r  chromatographie ou c e n t r i f u g a t i o n  

en g rad ien t  de d e n s i t é ,  ont permis de déterminer ,  non seulement 
l e  po ids  molécula i re  des  ARil rapidement rlarqués niais a u s s i  de 

l e s  i s o l e r  e t  d1  en é t u d i e r  1s corn13osition molaire ,  
Nous avons réuni  dans l e  Tableau X X I I I  quelques 

r é s u l t a t s  r e l e v é s  dans l a  l i t t é r a t u r e  concernant l e s  Am nessa- 

g e r s  t o t a u x  d e s  c e l l u l e s  animales,  ou déce lés  dans l e s  noyaux 
ou l a  f r a c t i o n .  ribosomale. 
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Parrni ces  r é s u l t a t s ,  on peut s o u l i g n e r  ceux de 

KOCH? YOSHIUBYA, UREL,  ALLF&Y & IJIRSKY, SAMARINA : l a  compo- 

s i t i o n  de l'.&RN i n s t g b l e  donnée p a r  c e s  Auteurs r e s senb le  for t .  

à c e l l e  de ltADi1. 

"LtARN marquét1 de BEZDEK e s t  du type  AU, ainsi que 

c e l u i  de PENnUD, nais l e  premier  e s t  t r o p  r i c h e  en ac ide  guany- 
l i q u e  e t  l e  2ème t r o p  r i c h e  en ac ide  c y t i d g l i q u e  pour ressem- 

b l e r  à l l A D N ,  

A u  c o n t r a i r e  l ' A R 8  s i g n a l é  p a r  SCHERFGR e s t  n e t t  ernent 

du type  G C . ,  de même que c e l u i  de HIATT (861)  dont  l a  corrrposi- 

t i o n  a é t é  déterminée p a r  la rnemre de 12 d e n s i t é  opt ique des  

d i f f é r e n t s  n u c l é o t i d e s   ableau au XXIV) . 
TABLEAU XXIV 

. e . s 

: HIATT (UV s u r  ARN m e i s o l é )  : 14 ,3  : 24,4 I 34,7 I 26,6 I 
e I . e . 

: SRINIVASAN (comp.~RTI l a b i l e ) :  23,7 ; 26,7 : 22 ,2  : 27,3 : 

I l  n ' a  pas  é t é  p o s s i b l e  non p l u s  à SRINIVASAN (862)  
e t  à P ~ ~ D E L  (863)  de me t t r e  en  évidence des  AR?J i n s t a b l e s  de 

même coraposition que l t A D T S ,  e t  de no~lbraux t r avaux  d i r i g é s  

dans ce sens  ont sans  doute é t é  n é g a t i f s  ( B R ~ S  Cc Co11,)(864), 

La  n i s e  en évidence au cours  de nos t ravaux de ce  ttDIITA l i k e  

RNAt1 e s t  peut  ê t r e  f o r t u i t e ,  e l l e  mér i te  cependant d t  ê t r e  

s ignalée .  E l l e  e s t  probablement due à n o t r e  mode o p é r a t o i r e  

où  t o u t e  dégradat ion  d e s  ;M m. e s t  impossible.  Ceux-ci s o n t  

en e f f e t  extrêne-nent s e n s i b l e s  à l t a c t i o n  des nuc léases  e t  l e s  

méthodes d ' i so lement  de  ces  molécules ne sont  p a s  sans danger. 



4 0 )  Au dé lh  de 20 m, l a  composi t ion d e s  ARN marqués dans  l e  

noyau e s t  d i f f é r e n t e  de c e l l e  d e s  ABN. Au temps 2  h e u r e s  p a r  

exemple, l e s  taux dl a c i d e s  u r i d y l i q u e  e t  adényl ique  s o n t  h i -  

nués  t a n d i s  que ceux d e s  a c i d e s  c y t i d y l i q u e  e t  guanyl ique  s o n t  

augmentés. Tout s e  p a s s e  comme s ' i l  y  a v a i t  s u p e r p o s i t i o n  d 'AT?  

de t y p e  AU (AKN messager  ou "T)TJA l i k e  HIAt1) e t  dlAHN de  t y p e  GC 

(ARN ribosomal ou s o l u b l e ) .  ( v o i r  Tab leau  =v). 

TABLEAU nV 

Composition d e s  A1BT n é o f o r ~ i é s  dans  l e s  noyaux a-a temps 

2 l ieures I t .  

. ' ~ c t .  ~ ~ é c i f i ~ u e ~ ~ o m p o s i t i o n  Act. r e l a t i v e ~ ~ o m p o s i t i o n  3~: * 
:Nucl6o-: 
: t i d e s  r. d e s  : deltAR!1 1 d e s  : d e s  ARN . n ~ 1 c l 6 o t i d e s  : t o t a l  1 n u c l é o t i d e s  : néofomi~és .: . 
i . U e 520.000 : 25 130 25 * 

: G 480.000 : 29 . 139 26 ,7  . *  . 
* 

C 500.000 25 125 24 . * . 
: A : 400.000 : 2 1  126 O 2493 . . . . e . . . . * - 

3 molécules d e  n u c l é o t i d e  p o u r  100 molécu les  de nucleo-  
t i d e s  t o t a u x ,  

I l  a é t é  n o t e  p a r  c e r t a i n s  Au teu r s  chez l e s  b a c t é r i e s  

e t  l a  Levure que l 'ART; nouvelleltient s y n t h é t i s é  possède p a r f o i s ,  

non p a s  une composi t ion i d e n t i q u e  à c e l l e  de  l t A D N , m a i s  i n t e r -  

méd ia i r e  e n t r e  c e l l e  de 11ADJ3 e t  c e l l e  de 1'AET; r i b o s o ~ l a l .  

C e t t e  composi t ion e s t  corq2atible a v e c  l a  présence  d ' u n  mélange 

d'AR%! formé de 6 0  p. 100 env i ron  d t  AT;N de  t y p e  r ibosorûal  e t  

de  40 p. 1 G 3  dtARN de t y p e  ADN. (NIDGLBY & Col l .  ( 8 6 5 ) ,  
KITAZUUIE & YCAS ( 8 6 Q ) ,  HAYTVOOD & C o l l .  (867 ) , BOLTON & i!lcCARTIiY 

(868), T,;ITSUI & C o l l ,  ( 8 6 9 ) ) .  Ces c o n s t a t a t i o n s  on t  t r o u v é  l e u r  

e x p l i c a t i o n  dans  l l o b s e r v a t i o n  f a i t e  p a r  FUE(UHAPd & Col l .  (870) 
chez l a  Levure, du  changement g r a d u e l  de l a  coïnposit ion de 

l 'AH3 néoformé. Après une l é g è r e  e x p o s i t i o n  de 



l a  Levure au 3 2 ~ ,  l a  composition de c e t  APGT, déterminée à - 
p a r t i r  d e s  a c t i v i t i - s  r e l a t i v e s  des  nuc léo t ides ,  e s t  v o i s i n e  

de c e l l e  de l ' A D N .  Au f u r  e t  nesure que l t e x p o s i t i o n  au  

3 2 ~  e s t  prolongée,  l a  composition de 1 ' A R N  r a d i o a c t i f  change 

e t  se  rapproche de c e l l e  de l f A F @ l  g lobal .  O r  l a  nethode de 

fract ionnement  des  ARN p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a l i e n t  de sac- 

charose,  u t i l i s é e  dans une expérience de Itchassel1 de l t  i so tope  

p a r  d i l u t i o n  avec d e s  p recurseurs  non marqués d e s  ARN, pe rne t  

d t  a s s i s t e r  à l1 a p p a r i t i o n  p rogress ive  d t  ARN ribosonaux e t  

s o l u b l e s  r a d i o a c t i f s .  Ce sont  donc c e s  AAN f o r n é s  p l u s  t a r d i -  

vement gui  m o f i f i e n t  l a  composition de l 1 A R N  nargué é t u d i é  

" i n  t o t o t f .  

Chez l e s  nammifhres, l e s  t r avaux  de GEORGIEV & Coll.  

(871) e t  YOSHIKAWA 82: C o l l .  (872)  ont montré que l t I L R N  rapidemen% 

marqué pouvai t  ê t r e  a u s s i  un mélange dfARYT de type  r i b o s o m l  

e t  dfARN de type  messager. Mais c e s  Am de type  ribosomûl sont 

des  ARN de hau t  po ids  n o l é c u l n i r e  d i s t i n c t s  des  ARN ribosomaux 

28 S  e t  1 8  sH. Notre mode r p é r a t o i r e  ne nous a p a s  permis de 

v é r i f i e r  l a  n a t u r e  d e s  ARN ciarqués : nous pouvons simplement 

d i r e  que l a  synthèse dlURN de type  GC semble s u i v r e  c e l l a  

dfARN de type  AU. 

II - SYIJTHESE DES APa HIBOSOLLAUX. 

1°) Origine d e s  ARN ribosolnaux. 

C e r t a i n s  Auteurs (KITAZUME 8 C o l l .  (874), VURKS cZ 

Col le  (875) ,  SCHERRER ZC C o l l .  (876) ,  FENWICK ( 8 7 7 ) ,  ANDOH & 

Col la  (878) ,  PERRY (879) ,  TAMAOKI ( 8 8 0 ) ~  HIAPT (881)) ,  ont  cru 
pouvoir conclure que l'Am messager é t a i t  l e  p récurseur  d e s  

ARN ribosomaux, parce  que, dan= des  expériences de Itchassel1 de 

I 

H Ces ARI\T de haut  p o i d s  molécula i re  s o n t  peut ê t r e  des  con- 

p lexes  ARM n. -ARN R. qui en s e  d i s s c c i a n t  donnent l e s  ARN 
ribosomaux normux.  ( v o i r  MUITRO & KORNER (873). 



l1 i s o t o p e  u t i l i s é  coi~u-le t r a c e u r ,  c e l u i - c i  a p p a r a î t  d a n s  l e s  ART1 

r i b o s o ~ w u x  a u  fu r  e t  à mesure q u ' i l  d i s p c r a i t  de ltAEiT\T marqué 

précocement. 

P a r  c o n t r e  REVEL 8 Col l .  (882) bnt montré que l a  
s y n t h è s e  de lt~lLRIY r iboso i la l  e s t  e n  grande p a r t i e  indépendante  

de c e l l e  de l ' A m  rapidement marqué : s i  on p r a t i q u e  à d e s  

rats,  30 1îm a p r è s  1' a d i - d n i s t r a t i o n  de rad iophosphore ,  une i n -  

j e c t i o n  de phosphate  de  sqd iun  non ~ i a r q u é ,  pour  d i l u e r  l e  p o o l  

d e s  p r é c u r s e u r s ,  l'Am ribosortml e s t  peu r a d i o a c t i f ,  a l o r s  

q u ' i l  l ' e s t  f o r t emen t  chez  l e s  animaux témoins ,  n t n y z n t  p a s  

r e ç u  de  phosphate  non inarqué 2  h e u r e s  avan t  l e  s a c r i f i c e .  

Se lon  c e s  Au teu r s ,  s i  l lARTa r i b o s o n a l  t i r a i t  son  o r i g i n e  de 

l lAl" ;N messager,  il d e v r a i t  ê t r e  r n d i o z c t i f  pu i sque  f o r n 6  

p a r t i r  d ' une  ~ i o l é c u l e  dé  jü 1.1arquée au noment de l n  d i l u t i o n  

du p o o l  de s  y r é c u r s e u r s ,  

Au l i e u  d t i r a a g i n e r  une conve r s ion  de l'Am messager 

en  ART? r i b o s o n a l ,  on p e u t  suppose r  pour  c e l u i - c i  une syn thèse  

à p a r t i r  de s  nucléosides t r i p h o s ~ h ~ t e s  du a i l i e u ,  d i r i g é e  p a r  

l1ARlY messager,  donc syn thèse  p o s t h r i e u r e  î c e l l e  de ce der-  

n i e r ,  ce  qu i  e s t  en acco rd  avec l * s  c i n é t i q u e s  d t i n c o r p o r a t i o n  

du 3 2 ~ .  Le nêne ruécc.nis~ie p o u r r a i t  d ' a i l l e u r s  ê t r e  env isagé  

p o u r  l a  forr.iation des  NRN S. 

Dl a u t r e  p a r t ,  main tenan t  que 1' on sa i t  que l l A R N  

" i i~arqué '~  précocenent  p e u t  ê t r e  u n  mélange dlARN de  t y p e  AU e t  

dtARî? de type  G C ,  on p e u t  r e c o n s i d é r e r  l e  problè?,ie. Il e s t  

v r a i s emblab l e  que c t e s t  ltARP? de t y p e  G C ,  l e  v é r i t a b l e  p récur -  

s e u r  d e s  AmT ribosonaux*, t a n d i s  quo l t I ~ R N  ixessager proprement 

d i t  e s t  dégradé a u  c o u r s  de l a .  b i o s y n t h è s e  p r o t d i q u e  e t  s e s  

p r o d u i t s  de d é g r a d a t i o n  r e t o u r n e n t  au  p o o l  d e s  n u c l é o t i d e s  

p r é c u r s e u r s ,  

- -  - -  

3E S I  n o t r e  hypothèse  d ' u n e  syn thèse  de l';,RN R. d i r i g é e  p a r  11 
m. e s t  e x a c t e ,  ceezc ARN de h a u t  p o i d s  ~ i o l é c u l a i  r e  pour- 

r a i e n t  ê t r e  d e s  complexes i n t e n i l é d i a i r e s  fomlés  e n t r e  RNA ne 
e t  nm R. e t  c e c i  e x p l i q u e r a i t  l e u r s  conve r s ions  e n  Am 
ribosonaux (GEORGIEV & LX@ïIîiN (883). 



I l  ne semble pas  p a r t i r  de nos é tudes  c i n é t i q u e s  

que ces  deux t y p e s  d 'Am s o i e n t  s y n t h é t i s é s  simultanément 

- s ' i l s  l e  sont ,  ce ne peut ê t r e  que dans des s i t e s  d i f f é -  

r e n t s  : l ' A D N  chromosomal donnant d e s  ARN de type  AU p a r  

ex. (ARN messager) ; l ' A D N  n u c l é o l a i r e  donnant des  ARN de type 

GC (ARN ribosomal).  A ce propos,  il nous f a u t  s i g n a l e r  que 

RO TAE SUK & Coll. (884) viennent  de r é a l i s e r  i n  v i t r o  l a  syn- 

t h è s e  d ' A m  de type  GC s u r  u n  ADN n u c l é o l a i r e  e t  que ~ R l ! M A T S U  

& C o l l .  (885)  ont montré i n  vivo une synthèse des  ARN nucléo- 

l a i r e s  indépendante du r e s t e  du noyau. 

- s ' i l s  l e  sont  successivement s u r  l e  même modèle, ce ne peut  

ê t r e  que sous l ' a c t i o n  de deux ARN polymérases d i f f é r e n t e s ,  

puisque l e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n  sont  d i f f é r e n t s .  O r ,  il 

v i e n t  dl ê t r e  mis en évidence,  p a r  VIDTTELL & TATA (886)  deux 

ARN polymérases dans  l e s  noyaux de f o i e  de R a t .  Ceci n ' e s t  

qu'une no te  p r é l i m i n a i r e  e t  l e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n  ne sont 

p a s  encore é tudiés .  On peut néanmoins penser  dès  b p r é s e n t  que t 

- l l A I W  messager e s t  s y n t h é t i s é  s u r  l'ADN chromosomal 

qu i  p o r t e  l a  marque génétique.  

- l ' A B 7  ribosomal e s t  s y n t h é t i s é  s u r  l ' A D N  nuclés-  

l a i r e  s ~ u s  l ' a c t i o n  d 'un  enzyme d i f f é r e n t .  ( l e s  ARN ribosomaux 

é t a n t  i d e n t i q u e s  dans des espèces d i f f é r e n t e s ,  il s e r a i t  i n t é -  

r e s s a n t  de v g r i f i e r  s i  l'ADN n u c l é o l a i r e  ne 1' e s t  pas  a u s s i ) .  

Le f a i t .  que 1' actinomycine inhibe  p ré fé ren t i e l l ement  

l a  synthkse des ARN ribosomaux e t  l a i s s e  s u b s i s t e r  c e l l e  de 

l'Am messager (GEORGIEV & Co11. ) (887 ) renforce  1' hypothèse 

se lon  l a q u e l l e  il e x i s t e  deux mécanismes d i f f é r e n t s  (ou t o u t  

au moins des  c i s t r o n s  géniques d i f f é r e n t s )  . 
2 0 )  Migra t ion  dans l e  cytoplasme d e s  Am ribosomaux n u c l é a i r e s .  

LI o r i g i n e  n u c l é a i r e  des ARN ribosomaux cytoplasmi- 

ques a é t é m o n t r é e  p a r  l e s  expér iences  de SINGH & C o l l .  (888) ,  
GEORGIEV & Coll.  (889)  e t  FLANlM & Col l .  (890) respectivement 

dans l e s  c e l l u l e s  He La, l e s  c e l l u l e s  hépat iques  e t  l e s  
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l a  Levure au 321?, l a  composition de c e t  APdT, déterminée à - 
p a r t i r  des  a c t i v i t é s  r e l a t i v e s  des  nuc léo t ides ,  e s t  v o i s i n e  

de c e l l e  de l ' A D N .  A u  f u r  e t  mesure que l t  expos i t ion  a u  

3 2 ~  e s t  progongée, l a  composition de l t A R N  r c d i o a c t i f  change 

e t  s e  rapproche de c e l l e  de 1 ' A P J l  g loba l .  O r  l a  néthode de 

fract ionnement  des  ARH p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g ra3 ien t  de sac- 

charose,  u t i l i s é e  dans une expérience de l tchassel l  de 1' i s o t o p e  

p a r  d i l u t i o n  avec d e s  p récurseurs  non marqués d e s  Am, perrïiet 

dl  a s s i s t e r  à lt  a p p a r i t i o n  p rogress ive  dtRRN ribosomaux e t  

s o l u b l e s  r a d i o a c t i f s .  Ce sont donc c e s  ARN f o m é s  p l u s  t a r d i -  

vement qui m o f i f i e n t  l a  composition de l l A f i N  marqué é t u d i é  

l'in totoI t .  

Chez l e s  rnamrxifères, l e s  t r avaux  de GEORGIEV & Col le  

(871) e t  YOSHIIiAWA 3: Coll.  (872) ont montré que l ' $ R N  rapiderient 

marqué pouvai t  ê t r e  aussi un mélange d ' A m  de type  ribosomal 

e t  dtARN de t y p e  messager. Mais c e s  ARN de type ribosomnal sont 

des  Am de h a u t  poids  n o l é c u l a i r e  d i s t i n c t s  des ARN ribosonaux 

28 S  e t  18  s". Notre mode c p é r a t o i r e  ne nous a  p a s  perixis de 

v é r i f i e r  l a  n a t u r e  d e s  AEW ~ i a r q u é s  : nous pouvons simplellient 

d i r e  que la synthèse  dtAfiN de t y p e  GC semble s u i v r e  c e l l a  

d 'Am de type  AU. 

II - SYTYTHESE DES APi  HIBOSOiciAUX. 

1°) Origine d e s  Am r ibosol~aux.  

C e r t a i n s  Auteurs (MITAZUM;~~ C?L Col l ,  (874), MARKS & 

Col le  (875) ,  SCHERRER & C o l l .  ( 876) ,  FEDWICK (877) ,  ANDOH 8 

Coll.  (878),  PERRY (879) ,  TDILA.0KI ( 8 8 0 ) ~  HIAST ( 8 8 1 ) ) ,  on t  cm 
pouvoir  conclure que l 'ART? messager é t a i t  l e  p récurseur  d e s  

Am ribosomaux, parce  que, dann des  expériences de "chassev  de 

. - -- - - -- - -- - - - 

Ces ARE de h a u t  p o i d s  moléculaire  s o n t  peut ê t r e  des  con- 
p l e x e s  A m i  m. -RF33 R, qui en s e  d i s s c c i a n t  donnent l e s  ARN 
ribosomaux normaux, ( v o i r  MUPJRO & KORNER (873),  



1' i s o t o p e  u t i l i s é  co~~xxe t r a c e u r ,  c e l u i - c i  a p p a r a î t  d ~ n s  l e s  Al3T 

r i b o s o ~ m u x  a u  f u r  e t  à mesure q u ' i l  d i s p a r a i t  de lfAR3T marqué 

précocement. 

P a r  c o n t r e  REVEL & Col l .  (882) bnt montré que l a  
s y n t h è s e  de lthRN r i b o s o ~ l a l  e s t  e n  grande p a r t i e  indépendante  

de c e l l e  de l l A R N  rapidement marqué : s i  on p r a t i q u e  à d e s  

rats,  30 m a p r è s  l l a d i ; l i n i s t r a t i o n  de rad iophosphore ,  une i n -  

j e c t i o n  de phosphate  de  sqdium non ~ i a r q u é ,  p o u r  d i l u e r  l e  p o o l  

d e s  p r é c u r s e u r s ,  l t A R N  r i b o s o w l  e s t  peu r a d i o a c t i f ,  a l o r s  

q u ' i l  l1 e s t  fo r t emen t  chez  16s aninaux t émoins ,  n ' n y z n t  p a s  

r e ç u  de  phosphate  non marqué 2 h e u r e s  avan t  l e  s a c r i f i c e .  

Se lon  c e s  Auteurs ,  s i  l lARTJ r i b o s o a a l  t i r a i t  son  o r i g i n e  do 

l1A!3Il messager,  il d e v r a i t  ê t r e  r a d i o z c t i f  pu i sque  f o r n e  

p a r t i r  d ' u n e  ~ l o l é c u l e  d é j à  ~zarquée  au nonent  de l a  d i l u t i o n  

du p o o l  d e s  p r é c u r s e u r s ,  

,Au l i e u  d t  imag ine r  une conve r s ion  de l'AmT n e s s a g e r  

en  AR9 r i b o s o m l ,  on  p e u t  suppose r  pour c e l u i - c i  une syn thhse  

à p a r t i r  d e s  nuc l éo6 ides  t r iphosL2hz tes  du a i l i e u ,  d i r i g é e  p a r  

l l A R N  n e s s a g e r ,  donc s y n t h è s e  p o s t é r i e u r e  à c e l l e  de ce der-  

n i e r ,  c e  qu i  e s t  en acco rd  avec l e s  c i n é t i q u e s  d t i n c o r p o r a t i o n  

du 3 2 ~ .  Le nêne riiécznisfiie p o u r r a i t  d l n i l l e u r s  ê t r e  env isagé  

pou r  l a  forr!zation des  HRN S. 

D t  a u t r e  p a r t ,  main tenan t  que 1 ' on sait que 1' ARN 

l f ~ i a r q u é l l  précocement p e u t  ê t r e  u n  mélange dlARN de t y p e  AU e t  

dtARN de t ype  G C ,  on p e u t  r e c o n s i d é r e r  l e  problè?,le. I l  est 

v r a i s e n b l a b l e  que c ' e s t  l'AmT de  type  G C ,  l e  v é r i t a b l e  p récur -  

s e u r  d e s  AR5T ribosomaux*, t a n d i s  que ltIiRN n e s s a g e r  proprement 

d i t  e s t  dégradé a u  c o u r s  de l a .  b i o s y n t h è s e  p r o t h i q u e  e t  s e s  

p r o d u i t s  de d é g r a d a t i o n  retournent au p o o l  d e s  n u c l é o t i d e s  

p r é c u r s e u r s .  

31i S I  n o t r e  hypothèse  d ' u n e  syn thèse  de l';,RN R. d i r i g é e  p a r  11 
LLRN m. e s t  e x a c t e ,  ceB ARN de  hau t  p c i d s  ~ 1 o l é c u l a i . r e  pour- 
r a i e n t  ê t r e  d e s  conplexes  i n t e r n é d i a i r e s  formés e n t r e  RNA m. 
e t  ARN R. e t  c e c i  e x p l i q u e r a i t  l e u r s  c o n v e r s i o n s  en  ARN 
ribosomaux (GEORGIEV & LZRliXD (883). 



I l  ne semble pas  p a r t i r  de nos é tudes  c i n é t i q u e s  

que c e s  deux t y p e s  dlARN s o i e n t  s y n t h é t i s é s  simultanément 

- s ' i l s  l e  son t ,  ce ne peut ê t r e  que dans des s i t e s  d i f f é -  

r e n t s  : l ' A D N  chromosomal donnant des  Am de type  AU p a r  

ex. (ARN messager) ; l ' A D N  n u c l é o l a i r e  donnant des  ARN de type 

GC (ARN r ibosomal) .  A ce propos,  il nous f a u t  s i g n a l e r  que 

HO TAE SUK & Coll .  (884) viennent  de r é a l i s e r  i n  v i t r o  l a  syn- 

t h è s e  dfARN de t y p e  GC s u r  un  ADN n u c l é o l a i r e  e t  que IimJRAMATSLT 

& C o l l .  (885) ont  montré i n  v ivo  une synthèse d e s  ARIV nucléo- 

l a i r e s  indépendante du r e s t e  du noyau. 

- s ' i l s  l e  sont  successivement s u r  l e  même modèle, ce ne peut 

ê t r e  que sous l ' a c t i o n  de deux ARN polymérases d i f f é r e n t e s ,  

puisque l e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n  sont  d i f f é r e n t s .  O r ,  il 

v i e n t  dl ê t r e  mis en évidence,  p a r  WIDIJELL & TATA (886)  deux 

ARN polymérases dans l e s  noyaux de f o i e  de R a t .  Ceci n f  e s t  

qu'une no te  p r é l i m i n a i r e  e t  l e s  p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n  ne sont 

pas  encore é tud iés .  On peut néanmoins penser  dès  p r é s e n t  que o 
- l l A R N  messager e s t  s y n t h é t i s é  s u r  l ' A D N  chromosomal 

qui  p o r t e  l a  marque génétique.  

- 1'ARIT ribosomal e s t  s y n t h é t i s é  s u r  l ' A D N  nuclés-  

l a i r e  sdus l ' a c t i o n  d 'un  enzyme d i f f é r e n t .  ( l e s  ARN ribosomaux 

é t a n t  i d e n t i q u e s  dans des espèces  d i f f é r e n t e s ,  il s e r a i t  i n t é -  

r e s s a n t  de v g r i f i e r  s i  l ' A D N  n u c l é o l a i r e  ne 1' e s t  pas  a u s s i ) .  

Le f a i t  que 1' actinomycine inh ibe  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  

l a  synthèse des  ARN ribosomaux e t  l a i s s e  s u b s i s t e r  c e l l e  de 

1'AR.N messager (GEORGIEV & ~011. ) (887)  renforce  l ' h y p o t h è s e  

se lon  l a q u e l l e  il e x i s t e  deux mécanismes d i f f e r e n t s  (ou  t o u t  

au moins des  c i s t r o n s  géniques d i f f é r e n t s ) .  

S O )  Migra t ion  dans  l e  cytoplasme des  ARN ribosomaux n u c l é a i r e s .  

LI o r i g i n e  n u c l é a i r e  des  ARN ribosomaux cytoplasmi- 

ques a  Q t é ' m o n t r é e  p a r  l e s  expér iences  de SINGH & Coll.  (888) ,  
GEORGIEV 82 C o l l .  (889) e t  FLAMM & Col l .  (890) respectivement 

dans l e s  c e l l u l e s  He La, l e s  c e l l u l e s  hépat iques  e t  l e s  



c e l l u l e s  végé ta les .  E l l e  a é t é  démontrée a u s s i  p a r  micro i r ra-  

d i a t i o n  des nuc léo les  (PERRY)(~$~) e t  confirmée p a r  autoradio-  

graphie  de c e l l u l e s  marquées en présence dl actinomycine (PERRY) 

( 8 9 2 ) .  Ce t t e  o r i g i n e  n u c l é a i r e  e s t  en faveur  de l ' h y p o t h è s e  d 'un  

mécanisme de sgnthèse d e s  AIW ribosomaux d i r i g é  p a r  l l A D N ,  

III - SYNTHESE DES ARN SOLUBLES, 

La r a d i o a c t i v i t é  re la t ivement  précoce du suc Cellu- 

l a i r e  comparativement à c e l l e  des  granules  cytoplasmiques,  pou- 

v a i t  f a i r e  penser  à l a  présence dtARN messager l i b r e ,  ce lu i -c i  

devant s e  f i x e r  e n s u i t e  s u r  l e s  ribosomes e t  l e s  polysomes. 

Malheureusement, l a  cumposit i o n  de 1' ARN marqué -es t  d i f f  Grente 

de c e l l e  qui a é t é  ca lcu lée  dans l e s  noyaux e t  l e s  microsomes. 

Cependant on peu t  a t t r i b u e r  l ' a c t i v i t é  é levée  de l ? a c i . d e  c y t i -  

dyl ique ,  au "tnrn-overtt  t e r m i n a l  d e s  ARN S. mis en évidence 

p a r  ROSSET (893 ) , MONIER (894 ), SCHOLTISSEK ( 8 9 5 ) ,  HOLT & ~011. 

( 8 9 6 ) ,  BURNY & Coll .  ( 8 9 7 ) ,  CAh'NOK ( 8 9 8 ) ,  MERITZ ( 8 9 9 ) ,  
FRANKLIN (900) .  

Ce uturn-overt l  t e r m i n a l  v i e n t  f a u s s e r  l a  détermina- 

t i o n  de l a  composition de l ' A R ? $  nécformé qu i  p a r a i t  a l o r s  d i f f é -  

r e n t e  de c e l l e  de l l A R T J  marqué nuc léa i re .  No2ons t o u t e f o i s  j e  

l 1 A R N  r a d i o a c t i f  du suc c e l l u l a i r e  e s t ,  cumme ceux t r o u v é s  dans 

l e s  noyaux e t  l e s  granules  cytoplasmiques, p l u s  r i c h e  en A e t  U 

que l'Am t o t a l  c e l l u l a i r e .  Ceci permet de conclure q u ' i l  e x i s t e  

dans c e t t e  f r a c t i o n , d e s  ARFI de type  messager au renouvellement 

rapide,, en p l u s  d e s  A m  soluBles  possédant u n  " turn-overt t  t e r -  

minal. Ces ARN messagers s o n t ,  ou l i b r e s ,  ou f i x é s  s u r  l e s  r ibo-  

sdmes v r a i  semblablement p r é s e n t s  dans l e  suc c e l l u l a i r e  qui  n t  a 

é t é  i s o l é  qut a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à 4 0  000 g. 



I V  - MECANISME DE U SYNTHESE DES AmT. 

Les expériences en faveur  de l a  t h é o r i e  de l a  t r ans -  

c r i p t i o n  d'une seule  chaîne ADN i n  vivo i r ~ p l i q u e n t  1' ex i s t ence  

d 'une chaîne l tpassivell  : c e c i  a anené JONES (901) à t r a c e r  un 
schéaa rendant compte de l a  synthèse des  ARN m. s u r  une chaîne 

ADN e t  c e l l e  de l l A D T J  s u r  l ' a u t r e  chaîne d i t e  "chaîne de r e p l i -  

c a t i o n u  ( v o i r  ?Sg. 36).  
Ce t t e  hypothèse repose s u r  l a  s é p a r a t i o n  des  2 chaînes 

ADN o r  c e r t e i n s  t ravaux f o n t  pense r  p l u t ô t  à 1' ex i s t ence  d 'un  

i n t e r n é d i a i r e  à 3 chaînes dans l e  nécanisne de biosynthèse des  

BRN : mécanisme analogue à c e l u i  pos tu lé  p a r  ZUBAY ( v o i r  p. 1 5 9 ) ,  
l e  schéna B pouvant rendre  conpte de l a  f o r ~ ~ t i o n  des  ARTJ 

m s s a g e r s ,  l e  schérm A de c e l l e  des  ARiV ribosomaux e t  so lubles .  

C f  e s t  a i n s i  que : 
- REITER & LITTLEFIELD (902) observent que l a  synthèse de l'Am 
n u c l é a i r e  diminue pendant l a  pér iode  de synthèse de l ' A D N ,  

c t  es t -à -d i re  quand l e s  deux chaînes  sont sépa rées  pour l a  

" r e p l i c a t i o n t ' .  Ceci a é t é  cons ta té  z u s s i  p a r  SISKE3T (903) ,  

TAYLOR (904 ) , PRESCOTT (905 ) p a r  au toradiographie ,  

- SEKIGUCBI & Coll.  (906) ~ o n t r e n t  que, lo r sque  d e s  phages 

i r r a d i é s ,  c 1  est-à-dire  dans l e s q u e l s  l e s  deux chaînes  ADN ne 

peuvent p l u s  se  sépare r ,  sont  i n t r o d u i t s  dans une c u l t u r e  de 

b a c t é r i e s ,  il y a synthèse cont inue des enzynes du phage donc 

synthèse cont inue des ARN iîiessagers correspondants.  

D ' a u t r e  p a r t  nos r é s u l t a t s  p e m e t t e n t  de penser  que 

l e s  ARN ri. peuvent s e  "repl iquerI1 ; on peut i n a g i n e r  un néca- 

nisme analogue à c a l u i  observé chez l e s  v i r u s  2 une seu le  

chaîne ARN : synthèse s u r  l a  chaîne complér~entaire  préa lable-  

ment f o m é e  ( v o i r  p a r  exemple --EN\VICX & Coll. (goy) ,  BALTIMORE 

& C o l l .  (908), MONTBGNIER & Coll .  ( 9 0 9 ) ~  NOF,OYM'iA. & Coll. (910) 
WATASJABE (911) . 



5'P 3 "OH 

de r é f é r e n c e  

i o n  d ' u n e  
l e  chaîne ADN 

FIGURE 36 

SchBria de synthèse de l'AR? sur l'ADN s e l o n  

JONES (901) 



Ceci p o u r r ~ ~ i t  ex:~liquer que 1 ' actinolilycinc qu i  
i n h i b e  12. synthèse c?e t o u s  l e s  M3.N en sc co,iibin2nt m e c  l'ADN, 
l n i s s e  s u b s i s t e r  c e l l e  des  ARIXT nessagers.  

Ceci p o u r r a i t  exp l iquer  égzlcuent  , l n  p e r s i s t o n c e ,  

pendant un  certain t e ~ i p s ,  de la synthèse protCique d2ns l e s  
c e l l u l e s  anucléées, 



Nous pouvons conclure à l a  s u i t e  de c e t t e  é tude que : 
- l ' a c t i v i t é  é l evée  e t  pracoce d e s  ARN du noyau e s t  duc à c e l l e  

dfARN de type nessager  dont l a  conpos i t ion  r a p p e l l e  c e l l e  de 

l'ADN. 

- c e t  ARN messager s e  re t rouve  quelques i n s t a n t s  p l u s  t a r d  s u r  

l e s  microsones. 

- l e s  ARN s o l u b l e s  possèdent un renouvel lenent  i n t e n s e  de l e u r  

d e r n i e r  nuc léo t ide ,  en r c l a t i n n  ou non avec l a  synthèse pro- 

t é ique ,  

- l a  synthèse drARN de t y p e s  r i b o s o n d  e t  so luble  s u i t  c e l l e  des  

A m  nessagers  dans l e  noyau, 

N d s  r é s u l t a t s  seab len t  a p p o r t e r  une confirmation au 
schéma de l a  Fig. 37 fondé en p a r t i e  s u r  l e s  t ravaux de nonbreux 

e 

?.utires A.uteurs. 

Mais l a  connaissance p a r f a i t e  du nécanisne de synthèse 

d e s  ARN e t  des  r e l a t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  AR3 du noyau e t  

du cytoplasne n é c e s s i t e  d ' a u t r e s  recherches.  I l  s e r a i t  i n t é r e s -  

s a n t  dl  observer  l i  a p p a r i t i o n  de l a  r a d i o a c t i v i t é  dans l e s  AEN 

nessagers ,  l e s  ARN ribosonaux e t  l e s  ARN s o l u b l e s ,  dans chacune 

d e s  f r a c t i o n s  c e l l u l a i r e s  e t  de v é r i f i e r  l e s  hypothèses é ~ i i s e s ,  

en p a r t i c u l i e r ,  c e l l e s  concernant : 

- l ' é g a l i t é  des  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  des  n u c l é o t i d e s  des  ARN 

nessagers .  
.. 

- l a  '%eplication"de ces  ~ i o l é c u l e s ,  

- l a  synthèse d e s  ARIv r ibosomux  e t  s o l u b l e s  p o s t é r i e u r e  à c e l l e  

des  ARN nessagers ,  

Les c iné t iques  d ' i n c o r p o r a t i o n  du radiophosphore dans chaque 

c l a s s e  d'AR3 de chaque f r a c t i o n  c e l l u l a i r e  ne p e u v e n t - ê t r e  

r 6 a l i s é e s  que s u r  des  p r é p l r a t i o n s  d ' h m  p u r s  non dégradés : 



l e  p r o b l è ~ i e  q u i  se  pose a l o r s  pour  une t e l l e  é tude e s t  de 

a e t t r e  t o u t  d 'zbord au po in t  une néthode de p répara t ion  e t  de 

&actionnenent des  ARN qui  f o u r n i s s e  d e s  no lécu les  i n t a c t e s ,  

débar rassées  de t o u t  c o n t a ~ ~ n a n t  . 
L1 inpor tance  des ARN messagers dans l e s  phénonènes 

de synthèse p r o t é i q u e ,  donc dans l a  v i e  de l a  o e l l u l e ,  sa c ro i s -  

sance e t  sa m l t i p l i c a t i o n ,  noraa le  ou anarchique,  en f o n t  un 

su  jet de recherches  passionnant .  Il d e v i e n t  indispensable  

d ' é t u d i e r  non seulenent  l a  synthèse de c e s  riolécules e t  l a  

r é g u l a t i o n  de c e t t e  synthèse nais a u s s i  l e u r  cg:zposition eG l eu r  
séquencc nucléoticliquc,  

Dy a u t r e  p a r t  l e  "décodage1' de c e s  ARN nessagers  p a r  

l e s  ARN de t r a n s f e r t  a t t i r e  l ' a t t e n t i o n  s u r  l a  n é c e s s i t é  de 

l ' i n t é g r i t é  d e s  ARN S.  pour 1' é q u i l i b r e  né tabol ique  de l a  

c e l l u l e ,  

Les recherches  en Cancérologie doivent donc s1 o r i e n t e 2  

na in tenan t  v e r s  l ' é t u d e  de ces  deux c l a s s e s  dlARN, 



f CYTOPLASME f 

ATP, GTP, CTP, UTP. 

FIGURE 37 

Schéma de synthèse des différents ARN cellulaires. 

Modèle = ADN ARN S .  

chromos omal ? 
suc cellulaire 

(mi gr at ion) 

ARN m. 

C 

(replication ~ossible) 
/ , (replication possible?) 

/ 

L/' 

NOTA : Les flèches pointillées et les points d'interrogation rendent 
compte des hypothèses personnelles. 

ARN m. 2 chaînes = (migr at ion) 

----+ARN R .  et ARN S. 

L-ARN 18 S 

(migration) 

olyméras C ""3'  modèle = ADN et 

nucl&-# t aire ? 

ATP, GTP, CTP, UTP 
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