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4 N mélange des quatre ribonucléotides (&, C, G et U)

P phosphore nucléotidique
Pi phosphore minéral
¢(P) absorb_ance molaire & 260 mn par atome gramme

de phosphore et par litre

= (P) somne de l'absorh.ance & 260 mu des nucléotides,
exprimée en milligrammes de phosphore et corrigée
en fonction de la composition centésimale

RNase ribonucléase pancréatique(ribonucléase I)

S constant de sédimentation (unité Svedberg)

SDS sodium dodécyl-sulfate

T thymine

TE4E~cellulose triéthylaminoéthyl-cellulose

t/mn tours par minute (r, p. m, )

tris 2 - amino - 2 (hydroxyméthyl) propane =1, 3- diol ou

Tris (hydros méthyl) - amino - méthane

U mélange de 1l'uracile 2'- et 3'= phosphates (¥)

YU 5—ribosyluracile ou acide pseudouridyligue

U.V. lumiére vwltra-violette

£ absorb_ance molaire d'une solution de nucléotide
Bentonite acide aluminosilicique: A1203’(3102)4 , 2H,0.
Dupanci SDS, acide l-dodecane sulfonique : CHB(CH2)11803H.

(*) : dans le cas des hydrolysats ribonucléasiques, il s'agit

uniguement du nucléoside 3’~ phosphate,



I NTRODUTCTTION

Nos recherches s'inscrivent dans le cadre des travaux qui
se poursuivent, depuis plusieurs amnées, & 1'Institut de Recherches sur
le Cancer de Lille, sur la physicochimie des acides ribonucléiques, Les
biochimistes cancérologues s'attachent, depuis de longues amnédes mainte-
nant, & préciser les causes premieres du déclenchement de l'activité
mitotique anarchique qui est la grande caractéristique biologique des
cellules cancéreuses,

Fn 1930, WARBURG et coll, (1) formulaient 1'hypothése selon
laquelle les tissus cancéreux présentaient une glycolyse plus importante
que les tissus normaux ; ils affirmaient, en 1955, que ces propriétés
particuliéres étaient dues & une lésion irréversible, caractéristique de
11état cancéreux. Cette opinion déclencha une somme considérable de
recherches sur le métabolisme énergétique des tissus cancéreux, Ces
travaux ont permis d'infirmer la théorie de WARBURG ; il semble que la
respiration et la glycolyse sont étroitement lides & 1l'environnement
cellulaire et leur augmentation chez les cellules cancéreuses ne sont pas
dues & une variation irréversible du métabolisme énergdtique ; elles ne
sont qu'une conséquence de 1l'hyperactivité mitotique., La fréquence des
mitoses nécessite une plus grande quantité d!énergie nécessaire aux
synthéses qui les déclenchent, Les traveux entrepris depuis plus de
15 années sur la biochimie de la mitose ont permis de démontrer une
relation étroite entre la division cellulaire et la biosynthése
protéique, Toutes les cellules qui se divisent activement, et les
cellules cancéreuses en particulier, présentent une activation trés
nette de leurs synthéses protéiques. La Biologie moléculaire a

établi les relations cytoplasmiques qui unissent les protéines

-t -



aux acides nucléiques ; elles peuvent se ramener au schéma, maintenant

traditionnel,
ADN ~————2> ARN -———> Protéines ——> Mitoses.

La synthése des protéines spécifiques est dirigée par les ARN
(synthétisés au niveau des ADN), en faisant intervenir un mécanisme de

complémentarité moléculaire que nous préciserons plus loin. En outre les
réactions de synthése sont contrdlées par un processus de régulation
enzymatique, encore mal connu. On envisage actuellement deux hypothéses
pour expliquer la cancérisation : le processus mitotique anarchique serait
déclenché 1) par un trouble du mécanisme de régulation des synthéses de
protéines, ou bien 2) par 1l'apparition de protéines anormales synthétisées
par suite de la présence de molécules d'ARN anormales, d'origine endoggne
(mutation) ou exogegne (virus).

Notre travail, qui se limite aux cas des ARN, constitue une
tentative de démonstration chimique de la deuxigme hypothése. Nous avons
cherché a caractériser, dans les cellules cancéreuses, des ARN anormaux.
Etant donné les difficultés expérimentales qui se posent, noms avons
abordé cette question en nous limitant & deux points particuliers :

1) mettre en évidence la présence de composés nucléotidiques anormaux
dans les ARN d'origine cancéreuse.

2) caractériser des séquences nucléotidiques anormales, provenant d'une
simple différence de structure de ces composés. Ces deux orientations,
nous ont imposé la recherche de méthodes d'étude trés sensibles et
rigoureusement standardisdes pour permettre une étude comparative valable

entre les ARN normaux et cancéreux de m@me origine.

Avant de décrire les résultats de nos travaux nous exposerons
tres succintement :

I - Les généralités sur les ARN, concernant principalement leurs

caractéristiques physicochimiques actuellement connues (composition et

structure) et leur rdle.



II ~ Les méthodes d'étude des ARN, en particulier

4 ~ Les procédés dlextraction des ARN

B = Les techniques de détermination de leur composition

Nos recherches persomnelles ont poursuivi essentiellement

un but comparatif., Nous décrirons ainsi ¢

I - Une étude critique des méthodes d'extraction des ARN du foie de rat

normal, Ce travail nous a conduit & préciser les conditions d!extraction
applicables aux études de composition d'une part, et aux études de

structure d'autre part.

N

IT - Les applications de ces techniques & 1'étude comparative :

- des ARN des fractions cytoplasmiques
~ des ARN normaux et cancéreux (foie normal et hépatome

ascitique).

"Nous consacrerons une troisiéme partie aux techniques d'étude
comparative des structures primaires des ARN, Nous nous sommes limités, dans
notre expérimentation, aux hydrolyses partielles par la ribonucléase

pancréatique des ARN des tissus normaux et cancéreux,"

- - S o o oy 7 Sy S o
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I = Répartition et Btat moléculaire.

II = Composition chimique .
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IV -~ Roles biologiques essentiels.

g LES METHODES D'ETUDE PHYSICOCHIMIQUE DES ARN

I = Extraction des ARN tissulaires .

IT - Détexrmination de la composition nucléotidique.



LES ACIDES RIBONUCLEIQUES

e 2

e T AT T

En 1871 MIESCHEER * (2) isola des cellules de pus et des
spermatozoides de saumon, un composé phosphoré qu'il appela nucléine
et dans lequel il mit en évidence deux constituants : une protéine
basique et un composé phosphoré acide., ALTMANYN (3) propos d'appeler
acide nucléique le groupe phosphoré acide qu'il réussit & isoler et &
purifier, KOSSEL (4), en 1891, mit en évidence deux acides nucléiques
1'un, isolé de la levure, fut appelé acide zymonucléique et 1'autre,
extrait du thymus, acide thymonucléique, Enfin LEVENE (5) identifia

respectivement dans leurs produits d'hydrolyse du ribose et du

desoxyribose : on les appela donc acide ribonucléique (ARN) et

acide desoxyribonucléique (ADN),

Les acides nucléiques sont des constituants constants de la
matiére vivante, Ils coexistent dans toutes les cellules vivantes,
animales et végétales (HAMMARSTEN (6), CASPERSSON (7), BRACHET (8)).
Les ADN se localisent essentiellement dans les noyaux cellulaires ;
combinés & des protéines basiques (Protamines et histones) ils
constituent les génes au niveau des chromosomes ; en outre la présence
d'ADN a été soupconnée récemment au niveau des mitochondries,

Les ARN se répartissent dans toute la cellule ; ils existent, soit

sous forme libre, soit combinés & des protéines ; ils présentent une
grande diversité moléculaire et possédent des r8les importants dans

la vie de la cellule, Nous limiterons volontairement notre exposé

au eas des ARN seuls, en nous bornant & signaler par comparaison certai-
nes caractéristiques particulidres des ADN, quand nous le jugerons

nécessaire,
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I - REPARTITION ETAT MOLECULATRE

Le développement des méthodes de fractiomnement cellulaire
a permis de caractériser et de localiser dans la cellule plusieurs
classes d'ARN qui différent & la fois par leur état moléculaire et leur
r8le,

Les ARN existent soit libres, soit sous forme de ribonucléo-
potéines ; leurs poids moléculaires sont trés variables selon leur étatb.
Les différentes classes A'ARN actuellement connues se répartissent
dens les 4 fractions cellulaires essentielles : noyau, mitochondries,

ribosomes, solution cytoplasmique,

& -~ ARN NUCLEATRES

L'étude des ARN mucléaires a été effectude & partir des
noyaux isolés obtenus par centrifugation différentielle, On a caractérisé
essentiellement deux types différents d'ARN dans le noyau : des
ribonucléoprotéines qui se localisent essentiellement dans le nucléole
et dont on extrait des ARN qui présentent des constantes de sédimenta~
tion variables (ARN nucléolaires) et des ARN non combinés & des protéines
qui existent sous forme libre (4RN messagers).

Les travaux récents de PERRY (9), SCHERRER et coll, (I0),
HENSHAW et coll, (11), NOLL (12), ont permis de caractériser, dans le
noyau, des ARN dont les constarites de sédimentation sont respectivement
de 45s, 358, 28 sy 18 5, et 8 & 16 s, ce qui correspond & des poids
moléulaites respectifs dtenviron 1,7 o 10° , 1,5 , 10°%, 1,3 . 100, et
0,3 4 0,5 . 10° » L1étude des compositions chimiques et de ll'activité
métabolique de ces molécules permet dz distinguer deux groupes

différents d'ARN :



i,

~ Leg ARN "nucléolaires" correspondent aux fraction 35 s , 28 s , et

18 s 3;ils possédent une composition identique aux ARN des ribosomes et
leur vitesse de marquage par les radiophosphates est faible, Ces ARN,
selon NOLL (13), sont combinés & des protéines et constituent les précur-

seurs des ribosomes cytoplasmiques.

- Les ARN messaggggkcorrespondent aux fractions 45 s et 8 & 16 s,

Leur composition est voisine de celle des ADN ; ils possedent une vitesse
de renouvellement extrémement rapide et une demi ~ vie bréve (1 & 3 h.
chez les cellules animales). La fraction d!'ARN 45 s. serait, selon
HENSHAW et coll, (14),une molécule mixte, précurseur & la fois des ARN
messagers 8 & 16 s, et des ARN ribosomaux. Les ARN messagers existent
sous forme libre et sont spontandment diffusibles du noyau (DEFERT~KOBUS
et coll., (15)). Ils s'associent dans le cytoplasme avec les ribosomes

pour former les polysomes, actifs dans la synthése protéique.

B -~ ARN DES MITOCHONDRIES

BONNER (16) et BATES et coll, (17) ont suggéré en 1958, la
présence A'ARN dans les mitochondries et les chloroplastes, Depuis ces
travaux, on a toujours caractérisé des ARN dans les mitochondries. Leur
état moléculaire n'a pas été étudié en détail et on ignore encore
actuellement s'ils existent libres ou combinés & des protéines, En outre
la localisation intramitochondriale de ces ARN n'a pas encore été claire-
ment démontrée et on ne peut rejeter, a priori, l'existence d‘une conta~
mination ribosomale persistante des préparations de mitochondries étudiées.,
Les ARN de la fraction mitochondriale présentent toutes les caractéristiques
physicochimiques et métaboliques des ARN ribosomaux (composition nucléo-

tidique et activité métabolique identiques).

. % Voir la revue générale récente:SINGER et LEDER (1l4-bis).



C - ARN RIBOSOMAUX

Le sous-fractionnement de la "fraction microsome" de CLAUDE
(18) * permet d'isoler une fraction ribosomale , exempte de membranes
cytoplasmiques lipoprotéidiques. Cette fraction ribonucléo-protéique,
soumise a une ultracentrifugation en gradient de saccharose, pour des

concentrations de MgCl, variant de 0,5 & 4 M, permet de caractériser

2
des fractions dont les constantes de sédimentation sont les suivantes
180 a 120 s., 70 2 80 s. et 30 s.. Les proportions de ces différentes
fractions varient en fonction de la concentration en ions Mg++ . Les
fractions 180 a 120 s. majeures pour une concentration de 4 mM en MgClz,
correspondent aux polysomes (ou ergosomes) qui résultent de l'association
d'ARN messager et de ribonucléoprotéines 70 a 80 s.. La fraction 70 a
80 s. correspond aux ribosomes libres et les fractions 50 et 30 s., qui
deviennent majeures pour une concentration en MgCl2 inférieure a 0,5 ml,
correspondent a2 des sous-unités ribonucléoprotéiques. La déprotéinisation
des particules 70 & 80 s., 50 s. et 30 s. permet d'isoler des fractions
d'ARN purs, qui correspondent aux ARN ribosomaux.

L'organisation moléculaire des ribosomes est résumée dans
la figure 1 et les caractéristiques physicochimiques des ARN ribosomaux

sont les suivantes (voir les revues générales de SPIRIN (19) et de

PETERMAN (20))

1 - Les ARN ribosomaux n'existent pas libres ; ils sont toujours combinés

aux protéines (64 p.100 d'ARN - 356 p.1l00 de protéines).

2 - 11 s'agit d'ARN de haut poids moléculaire, de deux types différents
ARN 18 s, (PM : 0,6 . 106) et ARN 28 s. (PM : 1,3 . 10°¢ formant respec-
tivement les sous unités ribonucléoprotéiques 30 s. et 50 s.

(HALL et DOTY (21)).

(%) La fraction '"microsome'", obtenue par une centrifugation de 90 mn

a4 50 000 g du surnageant débarrassé des noyaux et des mitochondries, est
un mélange de ribosomes libres (grains de PALLADE), de fragments de mem-~
branes lipoprotéidiques (SMOOTH), et de fragments de complexes ribosomes -

membranes (ergatoplasme-fraction "rough').
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% = Les ribosomes libres 70 & 80 s, résultent de 1lassociation des

ribonucléoprotéides 30 s, et 50 s. Cette association est lide & lu concens

tration en ions magnésium du milieu,

D - ARV DE L4 SOLUTION CYTOPLASMIQUE (ARN solubles)

Les ARN de la solution cytoplasmique sont des ARN micromo-
léculaires, solubles dans le chlorure de sodium 1 M (OTAKA et coll, (23),
SMITH (24)). On les isole par précipitation & pH =% du surnageant
cytoplasmique suivie d'une déprotéinisation (ARN pH = 5 de HOAGLAND (25)),
Ils existent libres dans la solution cytoplasmique, non combinés & des’
protéides, et ils semblent &tre identiques pour toutes les espéces
(CANTONI et coll, (26)). On les a caractérisé également dans le "suc"
mucléaire (nucléoplasme), Leurs caractéristiques physicochimiques sont
les suivantes (revues générales de SPIRIN (27) et de BROWN (28)), @

1 =-I1s possédent une constante de sédimentation de 4 s, et un poids

moléculaire de 25,000 & 1,000, Ils résultent de 1'association de 80
. U

nucléotides et leur molécule posséde une longéur de 100 & ,

2 - Les RN solubles (ou ARN pH = 5) possddent la propriété de se lier

4 des acides aminés, par une réaction d'estérification enzymatique

faisant intervenir des amingfylsynthétases (HOACLAND (29), BERG et

eoll, (30), ZAMECNIK et coll, (31)). Chaque acide emind possdde au

moing un ARN soluble spécifique ; ces ARN sont responsables du transfert

des acides aminés de la solution cytoplasmique vers les ribosomes

(ARN solubles ou ARN pH = 5 ou ARN de transfert). (voir figure:8 ).
Cette revue rapide des ARN de chaque fraction cytoplasmique

permet de faire ressortir dés maintenant la grande hétérogénéité de cette

classe de constituants,

1)les ARY se répartissent dens toute la cellule;

2)chaque fraction cellulaire possede des ARN particuliers;

3)ils existent soit libres, soit combinés & des protéines. Un certain

nombre de travaux tendent, en outre, & démontrer depuis quelques années

1llexistence de complexes nucléotides-lipides ou ARN-lipides,
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4) Teur état moléculaire est trés variable: 4 s, pour 1'ARN soluble,
16 et 28 g, pour les ARN ribosomaux, 8 & 45 s, pour 1'ARN messager,

Chaque classe d*ARN posséde, dans la cellule, une fonction
trés précise, qui est étroitement 1iée & sa structure., Avent de préciser
ces différents r8les biologiques, nous nous proposons de résumer la

composition chimique et la structure de ces différents composés,

IT -~ COMPOSITION CHIMIQUE

Les acides ribonucléiques sont des polyméres résultant de
1ltencheinement d'unités plus simples, L'hydrolyse alcaline (par la soude
ou la potasse) libére des unités constitudes d'une base hétérocyclique,
de rivose et d'acide phosphorique : ce sont les nucléotides, L'hydrolyse
totale libére les constituants élémentaires : acide phosphorique, ribose
et quatre bases azotées majeures, auxquelles s'ajoute, selon les cag, une
proportion faible de bases azotdes hétérocycliques particuliéres (bases

mineures).

4 -~ LES PRODUITS D'HYDROLYSE TOTALE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

1 = Ltacide phosphorigue

L'acide phosphorique constituant les ARN est 1l'acide
orthophosphorique., Toutefois des complexes d'ARN et de poly - et
métaphosphates ont été isolés de la levure par EBEL et coll, (32).

2 = Le ribose

Les ARN des cellules animales renferment exclusivement le
D-ribofurannose, On numérote conventionnellement les carbones de 1! & 5!

en partant du groupement semi-acétaligue,
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3 - Les bases agotées hétérocycligques.

Les bases appartiennent & deux séries hétérocycliques purique

et pyrimidique dont les squelettes sont indiqués ci-dessous,

P O

0N SN
1“{ 5 1 Is 1?7
C

I
C C
2 4 2 4 8
- \% Ny \%‘9/

Série~ pyrimidique. Série-purique

Les positions 2 et 6 des noyaux sont préférentiellement
substitudes par des fonctions hydroxyles ou amines, On obtient, dans les
deux séries, deux bases majeures et des dérivés de substitution plus
complexes, qui existent en proportion minime dans les 4RN, que l'on
appelle, pour cette raison, les "bases mineures", Les formules de cesg

dérivés sont indiquées dans la figure 2,

Dans les ARN totaux des cellules animales on trouve en
général 50 % de chacune des deux bases purique et pyrimidique. Les bases
mineures y sont présentes & 1'état de traces, Toutefois les ARN solubles
par exemple en renferment des quantités non négligeables, La mise au point
de procédés de séparation et de dosage de ces composés devient une
nécessité absolue, On ne peut exclure & priori 1'idée que des ARN anormaux.,
présents dans les tissus cancéreux, n'en soient particulidrement riches
‘et les premiers résultats ascquis dans ce domaine sont en faveur de cette

hypothése (Tableau 4).
B - LES PRODUITS D'HYDROLYSE PARTIELLE

L'hydrolyse chimique ou enzymatique des ARN conduit & des
produits d'association des bases et du ribose qui sont les ribonucléosides

et & des esters phosphoriques de ces derniers qui sont les ribonucléotides,
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TABLEAU - A

*
TENEUR ~ APPROXIMATIVE EN CERTATNES BASES PURIQUES METHYLEES DANS LES ACIDES
RIBONUCLEIQUES DES FRACTIONS CELIULAIRES DE FOIE DE SOURIS ET DE TUMEUR
(Drapres ALLEN (136))

: PFractions s 2-Méthyl- : 6-Méthyl- : 6-Diméthyl- : 1-Méthyl- : 2-Méthylamino~ : 2-Diméthylamino-
: cellulaires :  eadénine : aminopurine : aminopurine : gusznine ¢ 6-hydroxypurine : 6-hydroxypurine
¢ Tumeur : pas : H : H :

: Mitochondries ¢ déterminé @ - : - : 0,24 : 0,78 : 0,10

: Foie : : : : : :

: Mitochondries H - H - : - H 0,10 H 0,57 : 0,10

: Tumeur : H s : : :

:  Microsomes : 0,10 : 0,10 : 0,10 : 0,14 : 0,82 H 0,10

¢ Foie : : : : H :

¢ Microsomes : 0,10 : 0,10 : 0,10 : 0,08 : 0,60 : 0,10

¢ Tumeur : H : : H . :

¢ Fraction soluble : 0,10 s 4,20 : 1,16 : 1,03 : 12,40 : 3,20

¢ Foie : H : : : H

: : 0,10 : 0,78 : 0,55 : 0,86 : 5,20 : 1,36

F ion soluble
N
-/

* Toutes les valeurs sont en moles pour 100 moles d'Uracile,

P8 86 8¢ 24 88 b 20 48 €% S0 qe EE g S5 E4 S GB S5 D B BF &% K HE 98 56 86 o
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1 - Les ribonucléosides

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : la fonction semi-
acétalique du ribose est engagée dans une liaison glucosidique avec la
base, La labilité particulidre de celle-ci laisse supposer qu'elle se
fait par 1'intermédiaire d'un atome d'azote., Les études structurales
ont permis d'établir qu'il s'agit de N-B-ribofurannosides ; les nucléo-
sides puriques .sont des NeO~ribosides et les nucléosides pyrimyéﬁes des
N-3-ribosides, Ils absorbent la lumiére ultraviolette, comme les bases
correspondantes, et possédent des maxkma et des minima 4!abso rption carac—
téristiques, Ces propriétés sont mises & profit dans les méthodes
dtidentification et de dosage de ces composés, Les ribonucléosides sont
stables en milieu basique et leur stabilité en milieu acide dépend de la
nature de la base hétérocyclique : les ribonucléosides puriques sont
facilement hydrolysés par les agides dilués (SO4H2 1 § - 1 heure & 1OO°C),
mais les ribonucléosides pwrimq&ues résistent énergiquement & 1'hydrolyse
acide, Les ribonucléosides sont obtenus par déphosphorylation des nucléd—

tides correspondants, par voie chimique ou enzymatique.

2 -« Les ribonucléotides

1'hydrolyse chimique (par la soude ou la potasse) ou
enzymatique (par des phospho-diesterases) des ARN conduit aux ribonucléo-
tides, association d'une base, de ribose et dlacide phosphorique, Il

existe un grand nombre dtisomeéres ¢ isoméres de position du reste

phosphoryle sur le ribose ; isomeres cycliques, provenant de la présence
dtun ou plusieurs restes “phosphoryle", Les régles de nomenclature sont
les suivantes 3

a) Les nucléotides contenant le ribose sont les ribonucléotides (ou
ribotides). Ceux qui contiennent le desoxyrihose seront les desoxyri-
bonucléotides (ou desoxyribotides).

b) Ils seront puriques ou pyrimidiques.

c) Ils seront appelés nucléosides phosphates ou nucléosides -
polyphosphates selon le nombre de restes "phosphoryle" ; on précisera,

dans ce cas, la position du ou des restes phosphoryles sur le pentose



—3 6=

en utilisant la numérotation en chiffres affectés du signe Yprime", que
nous avons précisé précédemment., On distinguera ainsi, dans le cas des
ARN

a = les ribosides 2' et 3' phosphates (fig,3a et %b),

b - les ribosides 5! phosphetes (fig, 3c),

¢ ~ les ribosides 2! ~ 3! phosphates (fig, 3d),

d - les nucléosides = diphosphates (fig. 3e).
Le tableau B résume la nomenclature, la composition et les abaréviations
concernant les principaux nucléotides rencontrés dans les hydrolysats
d'ARN, Une remarque s'impose pour un nucléotide particulier : 1'acide
pseudo=uridylique, La liaison du ribose et de l'uracile est de type
C = C,,en position 5 du noyau hétérocyclique : il ne s'agit plus d'un
N~-3 ribotide mais d'un C-5 ribotide, Il s'ajoute aux nucléotides mineurs
qui résultent de l'association des bases mineures du ribose et de ltacide
phosphorique, L'acide pseudo-uridylique (W-U ) est un constituant des
ARN solubles qui en renferment, selon les cas, de 5 & 25 résidus pour
100 résidus dlacide uridylique,

Les nucléotides nommaux et mineurs, actuellement conmus,
sont rassemblég dans le tableau B,

Les nmucléotides, comme les nucléosides et les bases,
absorbent la lumiére ultraviolette et possédent des spectres d!absorp—
tion caractéristiques. Ils sont solubles dans l'eau, les solutions alcalines
et les acides dilués (¥), Ce sont des acides forts. Ils se déphosphorylent
sous ltaction de 1'ammoniague concentré & I0 % (180° - 3 H) ou de la
pyridine & 50 % pendant 5 jours, ou encore sous llaction de certaines

nucléotidases (voir page 70 ).

(*) L'acide gu-anylique est difficilement soluble dens 1'esu, dans les

solutions ammoniacales et dans 1l'acide chlorhydrique 0,01 N,
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TABIEAU ~ B

NOMENCLATURE TES PRINCIPAUX TERIVES PURIQUES ET PYRIMIDIQUES

Nature de

. *
1a base NOMENCLATURE NOM=NCLATURE ABREVIATION
URACILE Uracile 2,6-dihydroxypyrimidine -

Uridine 3-p-D-ribofurancside de 1l'uracile Urd ou U

Acide Uridylique Uridine - 2',3* ou 5' -~ phosphate Uxd - 2!, 3' ou 5 - P,
U =2 3" ou5' P ou

2'y, 3% ou 5! - UMP

“e Jou 46 00 00 05 00 5 G0 W *e 00 60 G0 20 eo[en S0 we e

Pseudouridine 5 = ribosyl-uracile yd ou Y

Diribosyluradile 34 5 = diribosyluracile -

Acide dihydrouridylique 5, 6 = dihydro -~ 3 - ribosyluracile -
5 = méthyl ~ 2, 6 - dihydroxypyrimidine

Thymine ou 5 - méthyluracile s -

Thymidine 3-p-D-ribofurancside de S-méthyluracile: T™hd ou T

Acide (ribo) thymidylique (ribo)thymidine-2',3' ou 5'-phosphate : Thd-2',3' ou 5'-P, T-2',3' ou 5'P

ou 2', 3! ou 57 ~ TP
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CYTOSINE : Cytosine
Cytidine

Acide cytidylique

2-hydroxy-6-sminoprrimidine
3-f-D-ribofursnoside de cytosine Cyd ou ¢

Cyd—?',3'ou5'-:_¥_’, C-2',3'0u5' - P
ou 2', 3'ouk'! -~ CMP

Cytidine -2', 3* ou 5' - phosphate

Acide A~ cytidylique d - cytidine ~ 3' - phosphate A~Cyd=3*-P, A~C-3"'-P ou 3'-&-CMP
Ribosyl ~ iso - cytosine

Méthylcytosine

3 ou 5 - ribosyl.iso-cytosine

5 = méthyl - 2,6 - dihydroxypyrimidine 5 - mé.cytosine
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Les nucléotides qui entrent dans la constitution des ARN
sont nombreux, Ils différent essentiellement, d'une part par la nature
des bases hétérocycliques et, d'autre part, par la position des restes
phosphoryles qui estérifient une des fonctions hydroxyles du ribose, Ces
composés, par la présence des fonctions acides libres de l'acide
phosphorique peuvent stunir entr'eux par des liaisons phosphodiesters
pour former des chaines nucléotidiques,

La polymérisation des ribonucléotides conduit ainsi a la
formation du squelette primeire des ARN. La présence de substituants
hydroxyles et amines, en position 2 et 6 des noyaux hétérocycliques des
_ bases, sont susceptibles de provoquer, le long de ces chalnes nucléoti-
diques, la formation de liasisons intra-moléculaires de type "pont

hydrogéne" qui déterminent la structure secondaire de ces molécules,

Nous nous proposons de résumer trés succintement les données

élémentaires concernant la structure des ARN,

ITI -~ STRUCTURE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES.

A - STRUCTURE PRIMATIRE : ENCHATNEMENT NUCLEOTIDIQUE.

LEVENE (33) en 1926 avait émis 1'hypothdse que 1'unité
structurale fondamentale des ARN était un tétranucléotide constitué
par l'union des quatres nucléotides "majeurs! clest & dire les acides
uridylique, cytidylique, guanylique et adénylique, L'hypothése est
depuis longtemps abandonnée, mais les travaux de LEVENE (33) et ceux de
FLETCHNER et coll, (34) avaient établi que les nucléotides étaient unis
par des liaisons phosphodiester, Les fonctions alcooliques en 2!, 3!
et 5! du ribose représentent trois points d!attache possibles des
liaisons internucléotidiques, Le mode d'union des nucléotides dens les

ARN a été établi grfice & 1'étude des mécanismes de 1'hydrolyse chimique
et de 1l'hydrolyse enzymatique des chaines polynucléotidiques,



1 - Hydrolyse chimigque des polynucléotides,

MARKHAM et SMITH (35) et BROWN et TOID (36) ont démontré le
mécanisme de l'hydrolyse alcaline des ARN. Des cinétiques d'hydrolyse des
ARN par des solutions Jfiluées de NaOH ou de potasse ont permis de carac—
tériser les dérivés intermédiaires, En présence des alcalis, il se forme
dans un premier temps un triester, puis l'hydrolyse de la liaison inter-
mucléotique libere des nucléosides cycliques 21 - 3' diphosphates,
ingtables en milieu alcalin., L'ouverture du cycle conduit au mélange des
deux isoméres a et b correspondant respectivement au nucléoside 3!'-
phos_phate (isomdre a) et au nucléoside 2'=phosphate (isomdre b), Ce
mécanisme est schématisé dans la figure 4., Ces résultats permettaient
de penser & llexistence de deux types de liaisons 215! of 3t - 5!
phospho-diesters, Les résultats des hydrolyses enzymatiques ont permis
de lever l!'ambiguité,

2 = Hydrolyse enzymatique des polymacléotides.

Les ribonucléases, comme leur nom l!'indique, sont des
enzymes susceptibles d'hydrelyser les ARN, La plupart des ribonucléases
connuies hydrolysent les liaisons phospho-diesters en 5' en libérant des
31-phosphates. Au contraire, la phosphodiestérase du venin de serpent
coupe de fagon spécifique en 3' les lialsons phospho-diesters et libere
donec des nucléosides 5! phosphate. Lt'hydrolyse des ARN par ces enzymes
fournit des nucléosides %' et 5!'-phosphate, On peut donc connlure que la
liaison internucléotidique, dans les ARN, est du type 3' - 5! phospho-

diester, Ce type de liaison est schématisé dans la figure 5,

S1 le mode d'union entre les nucléotides est bien établi,
la conneissance des séquences des nucléotides dans les chalnes des
ARN reste un probléme trés ardu, La théorie des tétranucléotides a été
totalement abandonnée, dés 1953, & la suite des travaux de VOLKIN et
COHN (37) qui isoldrent & partir d*hydrolysats ribonucléasiques d'ARN,
des tri-, tetra- et pentanucléotides renfermant piusieurs fois la

m8me base, On consid®re maintenant que 1'enchatnement des nucléotides
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dans les ARN peut s'effectuer suivant n'importe quelle séquence, L!étude
des séquences nucléotidiques s'effectue gréice & llapplication de techniques
d'hydrolyse partielle et de fractionnement chromatographique que nous
développerons dans le chapitre suivant., Les hydrolyses partielles

(voir pagel79) libérent des oligomucléotides (di-, tri~, tetra- et

penta nucléotides) et des polymucléotides (nombre de nucléotides
supérieurs & cing). On représente conventionnsllement les chaines nucléo—
tidiques, en désignant le nucléotide par les lettres 4, G, C, U (pour

les acides adénylique, guanylique, cytidylique et uridylique), affectées
de la lettre p & gauche pour les liaisons 5! phosphate et & droite

pour les liaisons 3' phosphate, Un tétranucléotide, en liaison 3! - 57,

se représentera donc de la facon suivante : Ap Ap Gp Up Cp quand ltacide
phosphorique teminal de C est en position 3!,

Les séquences nucléotidiques des ARN restent inconmues, La
seule molécule dont 1l'enchainement a été totalement élucidé est 1'ARN
soluble spdcifique de ltalanine, grace aux remarquables travaux de
HOLLEY et coll. (38). Nous détaillerons plus loin les résultats et les
techniques décrits par ces auteurs(voir pagel85 ). Nous nous bornerons
ici & faire ressortir 1l'énormité du travail qui reste & accomplir dans
ce domaine, en égard & la grande diversité des molécules d'ARN présentes .-
dans les cellules,

1 « Les ARN différent d'une classe & l'autre, par leur composition
en nucléotides, Clest ainsi que les ARN solubles se caeractérisent par
leur richesse exceptiomnelle en nucléotides mineurs,

' 2 = Les ARN d'une m@me classe possédent en général la méme
composition en nucléotides et ne différent les uns des autres que par
1'enchainement des nucléotides, La mise en évidence d’ARN anormaux dans
les cellules nécessitera donc 1'application de techniques comparatives
qui permettent de mettre en évidence : 1 -~ une variation de composition
en rmeléotides

2 ~ l'existence de séquences
nucléotidiques asnormales,

Ce double probléme fait 1l'objet de notre travail,
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B ~ STRUCTURE SECONDATRE DES ARN

Depuis les travaux de WATSON et CRICK (39), un grand nombre
dtexpérimentations physiques ont été effectuées sur les polynucléotides,
pour préciser le mode dlassociation de ces derniers par ll'intervention
de liaisons "pont hydrogéne", L'appariement des nucléotides s'effectue
par ll'intermédiaire des bases, selon des doublets nucléotidiques résultant
de la formation de liaisons "pont hydrogéne" entre les substituants en
position 1, 2 et 6 des bases puriques et pyrimidiques, Les deux seuls
doublets nucléotidiques stables sont, comme dans le cas des ADN, les
doublets G = C et A = U ; la figure 6 indique les liaisons qui inter-
viennent dans ces deux cas, La formation de doubles chalnes nucléotidiques
dans les ARN sera donc conditionnée & la présence de séquences nucléo-
tidiques complémentaires dans les chalnes,

Les ARN ne possédant pas de séquences nucléotidiques complémen=—
taires formeront des molécules en chatne simple (monocaténaire) : ce
seralt le cas des ARN messagers, dont les caractéristiques physicochimiques
correspondent & des ARN monocaténaires.

Les ARN ribosonaux de haut poids moléculaire présentent des
spectres de diffraction des rayons X qui semblent démontrer ll'existence
d'une structure partielle en double hélice, La figure T-a illustre les
conceptions actuelles concernant ces structures.

Dans le cas des ARN solubles, la molécule, de faible poids molécu-
laire (25,000), est constitude de 80 nucléotides et les caractéristigues
physiques montrent 1'existence de fragments bicaténaires, La figure T7-b
montre les schémas de structure actuellement admis pour cette molécule,
Selon HOLLEY et coll., (40), le repliement de la chaine nucléotidique
serait provoqué par la présence de nucléotides "mineurs" s'opposant
a l'appariement en doublets, On congoit ainsi le r86le fondamental que
Jjouent ces bases mineures dans la configuration spatiale de ces molécules,
Il n'est pas déraisomnable de penser & llinterventién de ces composés

mineurs dans la formation de molécules A'ARN stériquement anormales.
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Ces conceptions restent néanmoins trés hypothétiques et 1'évo-
lution des connaissances dans le domaine de la structure fine des ARN est
conditionnée & la mise au point de méthodes d'extraction d'ARN pur et
d'analyse des séquences nucléotidiques de ces produits d'hydrolyse
partielle, Avant d!aborder la revue générale de ces techniques, nous
préciserons les conceptions actuelles concernant le r8le de ces composés
dens la cellule de fagon & bien situer llintér&t biologique de notre

expérimentation,

IV ~ ROLE BIOLOGIQUE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES.

Les recherches de CASPERSSON et de BRACHET (43) puis celles
de nombreux auteurs, ont démontré M"qu'il existait une corrélation étroite
entre la teneur en ARN d'une cellule et son aptitude & synthétiser des
protéines", D'autre part "1l'intégrité de 1'ARN est, dans les cellules
vivantes, indispensable pour que la croissance, l'activité mitotique,
1'incorporation des acides aminds dans les protéines et la synthése méme
de celles—ci pulssent se produire", C'est sur ces deux notions fondamen-
ta_les que repose la démonstration que les ARN interviennent d'une part
directement dans la biosyntheése des protéines et dlautre part, indirec-
tement,dans la mitose, |

Les travaux concernant les mécanismes de la biosynthése
protéique dans la cellule peuvent se résumer dans le schéma de la figure 8,
Nous renvoyons pour le détail aux trés nombreux ouvrages concernant cette

question, Nous mous bornerons & faire ressortir les points suivants

1 = Les ARN pessagers se "démoulent" sur les ADN par un mécanisme de

complémentarité moléculaire, faisant intervenir les ARNW polymérases,
Ils possedent des séquences nucléotidiques complémentaires des ADN
géniques,

2 - Les ARN pmessagers, passant dans le cytoplasme, se combinent aux

ribosomes pour former des polysomes, siége de la synthdse protéique,
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3 = Les acides aminés,libres dans le cytoplasme, sont transférés vers

les polysomes par des ARN solubles, spécifiques de chacun d‘'eux,

4 ~ Les protéines se synthétisent au niveau des ribosomes par la

fixation des ARN solubles sur des triplets complémentaires de 1'4ARN
messager, selon les conditions d'appariement des nucléotides indiquées

& la figure 6, Le code génétique des ADN est traduit sur les ARN
messagers sous forme de triplets nucléotidiques (codons). Les ARN
solubles possédent sur une boucle de leur molécule un triplet nucléotidique
complémentaire du codon (anticodon). La séquence en aminoacides de la
protéine est donc imposée par celle des codons de 1!'ARN messager, Chaque
ARN messager conduit ainsi & la synthése d'une protéine spécifique
correspondant & un fragment génique. Ainsi apparait 1'explication
chimique de ltlaxiome "un g8ne - un enzyme" qui avait été établi par
BUTENANDT (45), En outre, les travaux de HENDLER (46) et de HUNTER et
GODSON (47) suggdrent 1'existence d'un autre systime protéosynthétique
qui ferait intervenir les membranes intracytoplasmiques et qui serait,
selon ces asuteurs, beaucoup plus actif que le systémepc lysomes-—

ARN soluble,

Les ARN interviennent donc directement dans la biosynthése
des protéines, De nombreux arguments expérimentaux pourraient 8tre
décrits pour démontrer qu'ils interviennent également dans la mitose, Nous
nous bornerons & citer ceux qui sont les plus slirs et les plus
démonstratifss
10) La vitesse d'échange des acides aminds dans les protéines est plus
élevée dans les tissus qui sont le sidge de synthéses actives (Tableau C).
2°) Les tissus qui possédent une activité mitotique importante sont
riches en ARN (Tablesu D).
3°) Il existe un parallélisme étroit entre les mitoses, la teneur en
ARN et la synthése des protéines (par exemple chez les bactéries en phase
logarithmique, dans les tissus en régénération),
4°) Les vitesses d'échange de l'azote protéique et du phosphore ARN
sont plus grandes dans les cellules des tissus qui sont le sidge des

mitoses actives,
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TABLEAU -~ C

VITESSE * D'ECHANGE DE L'ALANINE MARQUEE DANS LES PROTEINES
DE TISSUS DIVERS
(D'aprés ZAMECNIK et coll. voir MONTREUIL (48))

Fraction non

e es as 08 s ae oo

Foie foie en ¢ TFoie Hépatome néoplasique :
normal : régénération : foetal : P : de 1l'hépatome :
38 : 91 : 1719 i 255 : 91 H
* en coups par minute,
TABLEAU - D

TENEUR EN ACIDE RIBONUCLEIQUE * DE DIFFERENTS TISSUS

DU RAT ET DE LA SOURIS
(D'aprés SCHNEIDER (49))

¥
Teneur en ARN

®E 44 40 68 Se T Be ea S G BE BB 4 4% S8 ae

Origine Tissu examiné '
Rat ¢ Rein : 27,2 :
: Rate s 42,5 H

s+ TFoie : 63,4 :

: Pencréas : 179, :

¢+ Muscle : 6,9 :

s Coeur s 12,4 H

:  Cerveau : 17,5 :

:  Poumon : 18,0 :

: Sarcome de Jensen 3342 :

Souris ¢ Poumon : 22,6 s
: Tumeur du poumon : 29,6 3

fus

* exprimée en mg de phosphore pour 100 g de tissu frais, iy l[‘l
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50) La ribonucléase inhibe les synthdses protéiques et arr8te les mitoses,
6°) La plupart des facteurs antimitotiques, qu'ils soient de nature
physique (radiations ionisantes, rayonnement ultra-violet) ou chimique
(moutardes azotées, antimétabolites mucléiques) sont des agents de
dénaturation des acides mucléiques (pour plus de détails voir

MONTREUIL ( 50)).

Ainsi les interrclations qui unissent les ARN aux facteurs
biologiques essentiels & 1'équilibre vital de la cellule (hérédité et
mitose) suffisent & faire ressortir 1'importance des travaux concernant
les ARN, Dans notre cas particulier, cet exposé succinct démontre que
1'hypothése du cancer, maladie des ARN, permet d'envisager une explication
du phénomeéne néoplasique,

La structure des ARN détermine leur activité biologique dans
la biosynthése des protéines spéfifiques et dans 1'équilibre des mitoses.
Lt'intervention de molécules d'ARN anormaux pourrait valablement déclencher
une hyperactivité mitotique. Etant donné 1'hétérogéndité extréme de cette
classe de composés et les problémes posés par leur étude chimique,
ltidentification de composés anormeux dans les tissus cancéreux ne
pouvait 8tre abordée que sous un angle comparatif. Cette orientation
nécessitait la recherche de méthodes fines et rigoureusement reproductibles

d'extraction et d'analyse de ces composés.-

Avant d'exposer nos résultats personnels, nous présenterons une
revue générale des techniques d'étude physicochimique des A4RN,



LES METHODES D'ETUDE PHYSICOCHIMIQUE

DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

Le probléme de 1l'identification d'ARN anormaux dans les tissus
néoplasiques impose, dés 1l'abord, de rechercher parmi l'ensemble des
techniques proposées - I) les méthodes qui fournissent des préparations
wires d'ARN (probldme de 1'extraction)

et — 2) les procédés d'analyse de la composition et de
la structure primaire de ces molécules d'autre part (problime de la
recherche de nucléotides anormaux et de séquences nucléotidigques
anormales), Nous avons donc entrepris d'effectuer une mise au point des
méthodes d'extraction et d'étudede la composition, avant d'aborder

notre expérimentation,

I ~ LES VMETHODES D'EXTRACTION DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

Comme nous l'avons vu page -6 , les ARN se présentent dans les
cellules sous deux formes essentielles : soit libres, soit combinés & des
protéines. Dans les ribonucléoprotéines, le reste protéique n'est pas 1lié
& L'4RN par des liaisons covalentes. L'union de la protéine avec le
groupement prosthétique s'effectue par 1'intervention de forces de Coulomb
entre ions de charges opposées, entre dipbles ou par liaison hydrogene,
Ces liaisons ne sont pas spécifiques et provoquent le plus souvent la
formation spontanée de complexes ARN - protéines dans des conditions
d'ionisation appropriées, Dans ce cas, il est évident que cette liaison
entre les ARN et les protéines peut intervenir au cours de 1l'extraction
méme si 1'ARN préexiste & 1'état libre dans la cellule, Un des principes
de base des méthodes d'extraction d'ARN pur sera donc la dissociation du
complexe ARN - protéine,

-32-



~33-

Bn outre que l'on s'adresse & des tissus ou a des fractions
cytoplasmiques isolées, le matériel de départ sera toujours un mélange
complexe comprenant, outre les ARN, des micromolécules (ions, produits
du métabolisme intermédiaire, nucléotides - peptides), des lipides
(simples ou complexes : graisses neutres, phospholipides, lipoprotéides
et liponucléoprotéides (*)), des ADN (libres ou combinés) et des

protéines,

Nous distinguerons deux groupes de procédés d'extraction @

les méthodes indirectes qui s'effectuent en trois étapes distinctes

10) précipitation des macromolécules,
2°) extraction des ARN du précipité,
30) purification de 1l'extrait,

et les méthodes directes qui se raménent & deux étapes

10} extraction des ARN & partir de l'homogénat,

29) purification de 1l'extrait,

Avent dlenvisager les différentes techniques appartenant
4 ces deux groupes, nous pouvons dés maintenant poser les impératifs
essentiels & respecter dans la pratique des méthodes dtextration
des 4RN,

(*) L'existence de ces complexes a été suggérée notamment par

KUFF et coll, (51), CHAUVEAU et coll, (52), HANSON et coll, (53)
HUNTER et GODSON (54), DAVIES et HARRIS (55) et DE LUCA et coll,(56).
Nous avons précisé {pagel4l)1timportance biologique de ces composés,
conformément aux travaux de HENDLER et coll, (57), COLLINS (58)

et MAC FARLANE (59),
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A - IVMPERATIFS TECHNIQUES

Les trois impératifs & considérer sont : 1) le rendement,
2) la pureté des préparations, et 3) llintégrité moléculaire des ARN

obtenus,

1 » Conditions de rendement,

Destruction des structures

Pour obtenir un rendement optimum, il faut, tout d!aboxd,
effectuer une destruction totale des structures cellulaires de fagon a
libérer les constituants dans le milieu et & obtenir un contact intime
des substances avec l'agent de précipitation. On a utilisé successivement
la pulvérisation des tissus préalablement congelés dans des mortiers en
présence de sable ou de billes de verre, puis les mixers rotatifs
(type Waring Blendor), enfin THomogénéisation des tissus préalablement
broyés dens 1l'appareil de POTTER-ELVEJHEM, Seul l'appareil de POTTER
permet une destruction convenable des structures en présence de 1l'agent
chimique de précipitation, Néammoins de nombreux auteurs préfeérent
associer 1'homogénéisation & un traitement par les ultrasons, qui provo-
quent seuls 1l'éclatement des structures cytoplasmiques les plus fines,
En outre les ultrasons présentent l'avantage de dénaturer simultanément
les protéides engymatiques, évitant ainsi une hydrolyse nucléasique des

ARN au cours de ces opérations mécaniques,

Inactivation des enzymes

L'inactivation des enzymes est le deuxiéme impératif de
rendement, Il se pose dés le prélévement des tissus a traiter, Ces
derniers doivent 8tre refroidis instantandment (congelés dans la neige
carbonique si cela est nécessaire) et plongés le plus rapidement
possible dans 1l'agent de précipitation. Dans le cas ol on utilise
1l'appareil de POTTER, 1l'homogénéisation des tissus doit 8tre précédée

d'un broyage, dont le temps nécessaire est suffisant pour provoquer
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une hydrolyse par les ribonucléases ; ces derniéres possédent une activité
"explosive", Les différents agents préconisés pour inactiver les
ribonucléases scnt les suivants ¢ 1l'acétone en milieu acide dilué

(BACHER et ALLEN (60)), la bentonite (FRAENDEL CONRAT (61)), les ions Zn*
ou 1l'association Zu'* Bentonite (BROWHILL et coll, (62)), le dodécylsulfate
de sodium (KAY et DOUNCE (63)), le chlorhydrate de guanidine (SEL4 et

coll, (64)), llurée (ibid.) ou le phénol (KIRBY (65))., L'inhibition de la

ribonucléase par le phénol n'est pas immédiate et le degré d'inhibition

dépend du type de ribonucléase. Par contre, la bentonite, l'urée ou le
chlorhydrate de guanidine provoquent une inhibition totale et immédiate,
Cependant il est intérgssant de remarquer que 1!inhibition par le phénol
est plus lente mais irréversible; Ce qui n'est pas le cas de la bentonite.
Nous verrons plus loin 1'utilité d'ajouter la bentonite au phénol dans

certains cas,

Autolyse:

Les ARN sont des molécules particulidrement labiles et des
phénomdnes dtautolyse viemnent s'ajouter & l'action des enzymes, Pour
contrecarrer simultanément cette autolyse et 1'hydrolyse par les nucléases,
il est indispensable de conduire les opérations de prélévement et
d*homogénéisation & une température la plus proche possible de 0°°,

La solution de l'agent de préeipitetion doit &tre maintenue & 0°° et
1thomogénéisation est effectuée & cette température, le tube de POTTER
étant placé dens de la glace fondante pour éviter les échauffements
provoqués par la rotation du piston. En outre, le pH de la solution de
précipitation doit &tre contrdlé (notamment dans le cas des solutions
salines) de facon & é&viter des PH occasiomnellement trop extrmes, Les
liaisons phosphodiesters e —we- — internucléotidiques sont particu-
lierement labiles en milieu alcalin, Inversement un pH trop acide
déclencherait des déphosphorylations sensibles, notament dans le cas
des nucléotides puriques a ccessibles dans la molécule, qui sont tres

sensibles & llaction des acides dilués,
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Pertes au cours des purifications

Enfin la purifiocation des extraits (délipidations, repréci-
pitations, lavages) est parfois tris préjudiciable au rendement par suite
des pertes inévitables au cours de ces opérations, Pour certaines études
chimiques, il est parfois préférable d'écourter les purifications pour
travailler sur une préparation encore souillée de traces protéiques

mais dont 1'intégrité des ARN est préservée au maximum,

2 = Pureté des préparations.

Pour obtenir des préparations A'ARN pur il convient de se
débarasser des autres composés macromoléculaires présents dans le
matériel de départ, clest & dire essentiellement des lipides, des ADN

et des protéines,

Délipidation des préparations,

Dans les méthodes directes d'extraction des ARN (voir page 60 )
les lipides sont dénaturés ou émulsionnés par llagent de déprotéinisation
utilisé (cas du phénol ou des détergents (voir pages 60 et 61).

Par contre, dans les méthodes indirectes (voir page 44 ), la délipidation
est effectuée en traitant le précipité macromoléculaire par des solvants
organiques, & différentes températures. Le choix des solvants est
conditionné par la présence d'une proportion importante de phospholipides
qui proviennent de toutes les membranes cellulaires, Trois groupes de
phospholipides sont présents : les lécithines (solubles dens 1'éthanol
ou 1'éther & froid) les céphalines (solubles dans 1'éther) et les
sphingomyélines. (insolubles dans 1'éthanol ou 1!'éther & froid,

solubles dens 1'éthanol & chaud), En tenant compte de ces caractires

de solubilité les traitements préconisés ont été les suivants @

la technique de SCHNEIDER (66), couramment appliquée, consiste en trois
traitements par 1'éthanol & 95 % et & froid, suivis de trois traitements
& reflux par le mélange éthanol - éther (3 - 1); SMILLIE et KROTKOYV (67)
wkilisent 1'éther seul, SCHMIDT et THANNHAUSER (68) ont conseillé le
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mél ange méthanol — chloroforme et TSANEV et MARKHOV (69) le mélange
méthanol - éther, DAVIDSON, FRAZER et HUTCHISON (70) ont vérifié que
1'acétone permettait d'éliminer totalement 1l'eau, llacide trichloracétique
et les pigments, mais les phospholipides ne sont pratiquement pas extraits. .
Par contre le chloroforme est trés efficace, et les mémes auteurs ont
préconisé 1llemploi du mélange chloroforme — éthanol (1 = 3)s Bnfin
HUTCHISON et MNRO (71) préconisent les étapes suiventes : un traitement

& 1'éthenol puls deux traitements par le mélange éthanol ~ chloroforme

(3 = 1) suivis de deux traitements par 1téthanol - éther (3 - 1), On

séche enfin & 1'éther, L'ensemble de ces tfaitemen’cs est effectué &

froid pour éviter une dégradetion des ARN au cours de la délipidation.

Ces différentes méthodes ne permettent cependant pas d!éliminer certains
dérivés dlorigine lipidique qui persistent dans les prépemetidéns @
DAVIDSON et coll, (72), CROSBIE (73) et HUTCHISON (74) ont caractérisé

un acide inositol -~ phosphorique dans les préparations d!ARN, MONTREUIL

et coll, (75) ont en outre démontrd l'existence d'acide glycérophosphorique
et HAWTHORNE (76) celle d'inositol et de glycérol, Des délipidations trés
poussées (voir DERUMEZ(77)) ne permettent pas d'éliminer ces produits de
dégradation des phospholipides, dont la présence introduit de graves

causes d'erreurs dans les dosages et la détermination du renouvellement

du phosphore ribonucléique,

Nous démontrerons, en outre, dans nos traveaux personnels

(voir page 126) que les opérations de délipidation provoquent la perte
d'une fraction A'ARN qui est entrainéde avec les lipides et qui pourrait
correspondre a un complexe ARN - lipide dont 1‘importance biologique

pourrait 8tre fondamentale. Ces résultats personnels confirment les
résultats de VENKATARAMAN (78) qui constatérent une perte de 30 % des
ARN par un traitement avec 1'éthenol, SCHNEIDER (79), HUTCHISON et
coll., (80), GREENBAUM et SLATER (81), COOPER et LORING (82) et
HALLINAN et coll. (83) .n'cut pas constaté& _ _ une chute du rendement
en ARN & la suite des opérations de délipidatdon,



-38-

Séparation des ADN,

Deux groupes de procédés sont applicables pour séparer la
fraction désoxyribonucléique : éliminer les désoxynucléoprotéines avant
dlextraire les ARN (cas des procédés indirects) ou séparer les ADN des
ARN pendant ou aprés la déprotéinisation (cas des procédés directs).

Dans les deux cas on se fonde sur les caractéres de
solubilité des ADN et des désoxynucléoprotéines, pour des forces ioniques
et des pH déterminds : FRICK (84) a étudié les caractdres de solubilité
des désoxynucléoprotéines dans l'eaun et les solutions salines diludes,
Les désoxynucléoprotéines sont trés peu solubles dans l'eau et les
solutions salines diludes (ClNa 0,14 M) pour des pH légdrement alcalins,
tandis que les ribonucléoprotéines et les ARN libres sont trés solubles
dans ces conditions, Par contre dans les solutions molaires de chlorure
de sodium, les désoxynucléoprotéines sont deux fois plus solubles que
dans 1'eau. Nous détaillerons plus loin les différentes méthodes qui

se fondent sur ces propriétés,

Dang les procédés directs dlextraction, 1*'élimination des
ADN se fonde également sur les différences de solubilité en fonction
du pH. Les ADN libres, étant domné leur trés haut poids moléculaire,
forment dans l'eau des gels de haute viscosité qui se séparent des
ARN libres. Nous envisagerons successivement plus loin le cas particulier
de chaque agent de déprotéinisation employé (phénol, dodécylsulfate de

sodium, chlorhydrate de guanidine etc...),

Cependant quelles que soient les conditions, il est pratique-
ment impossible d'éliminer totalement les ADN des préparations en se
fondant uniquement sur ces caractéres de solubilité, Il se produit
immanquablement un partage qui laisse subsister des traces A'ADN dans
les extraits d'ARN. Leur séparation totale des ARN ne peut &tre effectude
que par un fractionnement des extraits, par chromatographie ou par
ultracentrifugation en gradient de saccharose, De trés nombreux procédds

chromatographiques ont été appliqués pour séparer les ADN des ARN,
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citons en particulier le phosphate de calcium & différents pH (MAIN et
coll, (85), CANELLAKIS et HERBERT (86)), les celluloses modifiées

(B teola, DEAE ou nitrocellulose) (BRADLEY et RICH (87)) ; GOLDTHWAIT (88)
KLAMERTH (89)), 1'amidon modifié (cato 2 ou cato 8) (SMITH et coll, (90)),
la protamine absorbée sur Kies&lghr (LEGAULT DEMARE et coll, (91)) ou
encore la sérum—albumine méthylé_e sur Kieselghr selon la technique de
MANDELL et HERSHEY (92). Cette dernidre méthode est le plus courarment
utilisée, La filtration sur gel de Sephadex permet également de purifier
les solutions d'ARN obtenues (HYMER et coll, (93), SEBRING et coll. (94).
La sédimentation en gradient lindaire de saccharose conduit d'autre part
& une bonne séparation des ADN (gradients de 5 & 20 % , BRITTEN et
ROBERTS (95) ou de 10 & 40 %, KRSMANOVIC (96)).

Déprotéinisation,

La déprotéinisation nécessitera 1l'intervention d'agents
physiques et chimiques capables de détruire les forces de coulomb qui
interviennent dans la formation des complexes ARN protéines (voir page 32 ).
On opére par augmentation de température, par recul d'ionisation ou
déplacement jonique, ou encore par dénaturation totale des protéines,

CHARGAFT et coll, (97), DAVIDSON et WAYMOUTH (98) ont
préconisé un traitement & 90°C pendant 30 minutes, dens le chlorure de
sodium & 10 %. Ce procédé fut repris par TSUBOI et STOWELL (99) et par
DAVIDSON et SMELLIE (100). COHEN et STANLEY (101) ont appliqué un chauffage
de une minute & pH neutre, Ces procédés ont été abandonnés, car on salt
maintenant qu'un traitement thermique méme trés court, détruit la
gtructure secondaire des acides nucléiques et provoquent au refroidisse-
ment des remaniements moléculaires profonds conduisant & la formation
de molécules hybrides (ADN ~ ARN, ARN — ARN) ~(voir SPIEGELMAN (102).

Pour éviter cette dénaturation thermique,la déprotéinisation
egt effectude & froid sous llaction de différents agents ionisés et

polaires, CRESTFIELD SMITH et ALLEN (103) ont utilisé des solutions de
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chlorure de sodium 1 M & 0°, Le chauffage & 100° dans les solutions de
chlorure de sodium 1 & 1,7 M provogue une dégradation profonde et conduit
& 1'obtention de poly - et oligonucléotides (TRIM et coll, (104). VOLKIN
et CARTER (105) ont obtenu une déprotéinisation trds poussée par le
chlorhydrate de guanidine. Cet agent se combine aux ARN pour domner un
complexe insoluble et permet ainsi l'isolement direct des ARN & partir
de 1'homogénat total (voir page 68 )., Les protéines restent en solution

et ne sont pas dénaturées,

Les agents de dénaturation des protéines le plus couramment
utilisés maintenant sont le phénol (voir page 61 ) et les détergents
(voir page 60 ). Ces deux groupes de composés ont permis la mise am point
de trés nombreuses méthodes directes dlextraction, Né@nmoins, quel que
soit le procédé de déprotéinisation appliqué, il n'a pas encore été
possible d'obtenir des préparations A'ARN totalement dépourvues de
protéinese Il convient & nouveau d'effectuer un fractionnement
(chromatographique ou physique) pour obtenir une classe d'ARN pur. On
peut également purifier les préparations par la précipitation des ARN,
ce qui permet d!éliminer rapidement les restes protéiques. L'éthanol
(LITTAUER (106), KIRBY (107), le sulfate dfemmonium et le chlorure de
sodium (COLTER (108)) sont les egents de précipitation les plus wutilisés,
D'autres agents de plus grande polarité ont été récemment préconisés (*) @

~ Bromure de cétyltriméthylammonium (RALPH et BELLAIY (109))
Sels de triethyl et tetremethylammonium (KIRBY (110), EBEL (111))
Sulfate de Protemine (PHILLIPS et coll, (112))
Trichlorure d'indium (SAMIS et coll. (113))
~ Trihexylamine ou 2-2% didthyldihexylemine (KIDSON et coll. (114)).

Ces différentes opérations de purification provoquent toujours des pertes

appréciables d!ARN,

La présence d'impuretés protéiques peut ne pas 8tre génante
pour les études de structure des ARN ; elle diminuera considérablement,

par contre, 1'intér8t des expérimentations portant sur llactivité

(*) voir DERUMEZ (115).
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biologique propre des ARN, notamment dans 1'étude des "ARN infectieux".
On voit donc que le probléme de la pureté des préparations d'ARN est
extrémement complexe, L'extraction des ARN provogue, pour la plupart des
procédéds, des pertes A'ARN qui peuvent &tre sélectives. En outre les
procédés dlextraction sont susceptibles de modifier plus ou moins
profondément les ARN en altérant la structure secondaire et méme la
structure primaire dans certains cas. Le dernier probléme technique est

donc celui de 1'intégrité moléculaire des préparations obtenues,

3 = Intégrité moléculaire des préparations,

On peut distinguer deux types dlaltération macromoléculaire :

la dénaturation qui est par définition la modification des propriétés

physiques par sulte d'une altération de la configuration spatiale de

la molécule (dens le cas des ARN les dénaturations résultent d'une
rupture des liaisons "pont hydrogine" de la molécule); la dégradation
qui s'accompagne de la libération de Pragments de la molécule par suite
d'une altération de la structure primaire, Cette dégredation se manifeste
par une diminution du poids moléculaire, Elle s'accompagne de la
libération d'oligo - et polynucléotides micromoléculaires qui seront

perdus au cours de ll'extraction,

Dénaturation des ARN,

La dénaturation thermique est la plus importante, Les
travaux les plus détaillés dans ce domaine ont été effectués sur les
ADN que 1'on obtient plus facilement & 1'état natif,

L'effet thermique sur les ARN de haut poids moléculaire
(température critique : 70 & 859 selon la force ionique) est cependant
différent de celui des ADN, du point de vue des variations de viscosité
et de densité optique (voir & ce sujet SPIRIN (116)). Lleffet thermique
détruit les liaisons hydrogéne qui assurent les structures hélicoidales
et l'abaissement progressif de la température rétablit la structure
secondaire, ce qui n'est pas le cas des ADN, SPIEGELMAN (117) et



A

SCHERRER et coll, (118) ont montré que les ARN dénaturés par la température
pouvaient former des molécules hydrides, soit avec les ADN, soit avec des
ARN différents ou des chaines polynucléotidiques, On congoit aisément

les conséquences graves qui pourraient résulter de ces remaniements au
cours des extractions, notamment dans les procédés de déprotéinisation par
chauffage, Enfin la stabilité thermique est fonction de l'ionisation du
milieu et des agents de déprotéinisation présents dans le milieu., Clest
ainsi que COX et ARNSTEIN (119) et RICE et DOTY (120) ont montré que la
température critique de dénaturation thermique était plus basse en présence

de l'urée 8 M, du chlorhydrate de guanidine ou du salicylate de sodium,

Le taux d'hydratation et la concentration en électrolytes ou
en composds polaires sont également des facteurs de stabilité tres
importants. L'hypochromicité en lumiére ultra~violette, signe de la
destruction de la structure secondaire, se manifeste dans les solutions
acides ou basiques, dans les solutions de force ionique trés faible ou
encore en présence d'urée,de formamide ou de diméthylsulfoxyde. En outre,
les cations jouent également un r8le structural important.: BOEDTKER (121)
et SPIRIN (122) ont étudié 1!'influence des cations sur la forme des
molécules 4'ARN ribosomaux. Pour des forces ioniques de 0,1, 1fARN .se
présente sous forme de pelotes qui se déroulent. et conduisent & une
molécule monocatainaire par chauffage & des forces ioniques de 10_4
a3, 10_4M. Ces structures sont plus stables en présence de Mg'H' ou de
. Ca%+ quten présence d'ions monovalents (BOEDTKER (123)). Les cations diva—_l
lents sont donc des facteurs de stabilité important ; leur addition dans

les milieux dlextraction est souhaitable.

Dégradation des ARN,

La labilité des chalnes polynucléotidiques des ARN est
-tres connue et les procédés d'extraction doivent &tre trds rapides ;
GIERER et SCHRAMM (124) ont montré que le poids moléculaire de 11ARN du
-virus de la mosaique du tabac décroit de moitié apres 24 heures & .0°

~

en solution deans l'eau pure et du 1/6 aprés 24 heures & 00C¢ dans 1e



~43~

tampon phosphate 0,1 M, Ce poids moléculaire chute de moitié aprés seule-

ment 5 heures de contact avec le phénol,

A ces phénomenes dlautolyse s'ajoutent les hydrolyses partielles
en milieu faiblement alcalins et les dégradations partielles des nucléo-
tides puriques en milieu acide (voir page 35 ). En outre, nous avons
précisé précédemment la nécessité d'inhiber les nucléases au moment de

1textraction,

La revue trés rapide de ces différentes conditions techniques
va nous permettre d'envisager maintenant une classification des diffé-

rentes méthodes dlextraction en précisant leurs qualités techniques,

B ~ METHODES D'EXTRACTION

ALTMANN, en 1839 (125), effectua la premidre tentative d'iso-
lement d'ARN & partir de la levure de boulangerie, par solubilisation en
milieu alcalin, suivie d'une précipitation éthanolique des ARN, Cing
anmées plus tard, HAMMARSTEN (126) isola du pancréas de chat une fraction

protéique riche en ARN qu'il appela B - nucléoprotéine, Ltextraction

consistait en une homogénéisation du tissu dans des conditions de pH
fortement acide ; le précipité formé était redissous dans une solution
diluée de soude et précipité par l'acide acétique, Simultanément

OSBORNE et HARRIS (127) ont déerit en détail une méthode de préparation
des ARN & partir de la graine de blé ; les étapes étaient les suivantes :
précipitation par des solutions salines (ClNa, CH3COOMa...), digestions
enzymatiques répétées par la pepsine et reprécipitation en milieu acide,
Les auteurs obtenaient ainsi un mélange}ﬁﬁcléOprotéines et d'ARN libre.
Ces trois méthodes faisaient appel & l'acide chlorhydrigque comme agent
de précipitation ; l'acidité trop élevée du milieu provoquait une
dégradation des ARN (voir page 70 ), Diverses modifications ont été propo-
sées & partir de ces trois techniques ; les tentatives, le plus souvent

malheureuses, ont néanmoins permis de préciser les différents impératifs
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techniques que nous avons résumés précédemment, Clest ainsi que SLADE
(128) a préconisé llutilisation du sulfate de magnésium comme agent de
précipitation des ARN sous forme de nucléates de Magnésium ; JONES et
ROWNTREE (129) ont utilisé 1'acide acétique, associé & un temps de
chauffage, qui provoque une hydrolyse profonde par les nucléases ;
STEUDEL et BRIGL (1%0), puis LEVENE et LAFORGE (131) ont appliqué la méthode
d'0SBORNE et HARRIS yar digestion pepsique. Eafin, en 1917, CLARKE et
SHRYVER (132) ont décrit les premiers un procédé d'isolement des ARN par
des solutions de chlorure de sodium & 10 %’ portées & 60 ~ 80°C.
BAUMANN (1%3) a effectué 1'année suivante une étude comparée des méthodes
décrites depuis les premiers travaux de ALTMANN, A4 la fin de cette période
préliminaire, il devenait possible, en 1920, de considérer les bases
expérimentales suivantes :

1 - les ribonucléoprotéides précipitent quantitativement en milieu
acide fort.

2 ~-les solutions alcalines diluées libérent les ARN & partir des
ribonucléoprotéides,

3 - les ribonucléoprotéides sont dissocides par les solutions
salines concentrées,

4 - les enzymes protéolytiques conduisent & une déprotéinisation
tres partielle,

Les recherches entreprises sur le probléme de lfextraction
des ARN se sont fondées sur ces points essentiels.
Nous avons effectué une clasgification des techniques

dlextraction, en distinguent les méthodes indirectes qui consistent a

précipiter les nucléoprotéides, dont on extrait dans un second temps

la fraction ribonucléique, et les méthodes directes qui conduisent &

des ARN libres directement & partir de 1'homogénat brut,

1 -~ Les méthodes indirectes (%)

Parmi les méthodes indirectes d'extraction, nous distinguerons

deux groupes de procédés :

(*) Revues générales : MAGASANTK (134), JORDAN (135), ALIEN (136).
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- les procédés dl'isolement des ARN par déprotéinisation des
ribonucléoprotéides,
~ les procédés sans isolement des ARN, par hydrolyse sélective

a partir du précipité macromoléculaire global.

a —~ Procédés dlisolement des 4RN par dissociation dgs ribonue-

cléoprotéides

Les ribonucléoprotéides, contrairement aux désoxyribonucléo-
protéides, sont solubles dans le chlorure de sodium 0,14 M ; cette
propriété a &té mise & profit, en 1946, par MIRSKY et POLLISTER (137)
pour la préparation des ribonucléoprotéides, Cette méthode d'extraction
des ribonucléoprotéides a été appliquée par de nombreux auteurs ; les
différentes méthodes d'isolement des ARN & partir de ces ribonucléo-
protéides différent, essentiellement, par llagent de déprotéinisation

choisi,

1949: -Procédé de KERR et SERAIDARIAN (1738)

Les ribonucléoprotéides sont dissociées par le chlorure de
sodium & demi saturation, pendant 36 heures, Les protéines libérées
sont précipitées par 1l'acide chlorhydrique & pH 4,2 et 1'ARN est
isolé du filtrat par précipitation éthanolique. Cette méthode a &té
appliquée & 1'ARN du pancréas par les auteurs et aux ARN de foie et
d'utérus de rate par GOLD et STURGIS (139).

1950: -Procédé de CHARGAFF et coll, (140)

Les ribonucléoprotéides de le levure sont isolés par le
chlorure de sodium 0,14 M ; leur dissociation est obtenue par un
chauffage de 30 minutes & 90°, dans une solution de ClNa & 10 %. Ce
procédé est fondé sur les résultats de CLARKE et SHRYVER (141).

1951 -Procédé de VOLKIN et CARTER (142)

Les ribonucléoprotéides, en solution dans le chlorure de
sodium 0,15 M & pH = 6,8, sont dissocids par addition de chlorhydrate
de guanidine & la concentration finale 2 M, On porte & 38°C pendant
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30 minutes, puis 2 00° pendant une heure, Les protéines restent en solution
et les ARN forment un gel, recueilli par centrifugation, qui est lavé dans
la m8me solution puis débarassé des restes protéiques par le procédé de
SEVAG (143) au chloroforme, On effectue enfin plusieurs reprécipitations
par 1'éthanol, GRINNAN et MQRSHER (144) ont modifié le procédé en portant

3 4 M la concentration en chlorhydrate de guanidine,

1052:° -Procédé de DAVIDSON et SMELLIE (145)

L'extraction des ARN est effectuée par le chlorure de sodium
4 10% et & chaud, dans les conditions de CHARGAFF (146), directement &
partir du précipité macromoléculaire, obtenu par 1'acide trichloracétigue
& 10 % et suivi d'une délipidation, Les ARN sont purifiés par reprécipi-
tation éthanolique, Cette technique a été appliguée également, avec
certaines modifications, par DAVIDSON et WAY MOUTH (147), TSUBOL et
STOWELL (148), CROSBIE et coll. (149).

1953 -Procédé de KAY et DOUNCE (150)

Les auteurs ont utilisé les détergents anioniques comme agent
de dissociation des nucléoprotéides, La solution de ribonucléoprotéides
dans le chlorure de sodium 0,14 M est additiomnée d'un égal volume d'une
solution de dodécylsulfate de sodium (SDA) & 5 g. pour I00 ml d'éthanol
& 45 %, On agitoe. et on ajoute une solution de-soude & 10 % jusqu'a pH = 7,
Aprés trois heures dlagitation, les protéines dénaturdes sont précipitdes
par addition de chlorure de sodium solide (jusqu'é une concentration
finale 1 M) et les ARN sont isolés du surpageant par précipitation
éthanolique,

Par rapport aux différents impératifs techniques que nous
avons posés précédemment, ces méthodes présentent de nombreuses imperfec-
tions, La premiére provient de 1l'extraction des ribonucléoprotéides par
le chlorure de sodium 0,14 M, qui reste toujours incompléte et ntévite pas
les dégradations enzymatiques dont nous avons parlé page-34~ , La disso~
ciation des nucléoprotéides par le chlorure de sodium provoque, en outre,
une autolyse importante des ARN (voir page35 ), que ce soit & chaud par
les solutions & I0 % (procédés de CHARGAFF ou de DAVIDSON et SMELLIE) ou
& demi saturation (procédé de KERR et SERAIDARIAN), Dans les conditions
de KAY et DOUNCE, le dodécylsulfate de sodium & 2,5 % ne conduit pas & une

déprotéinisation totale et fournit un rendement en ARN pur qui reste faible,
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Enfin les concentrations en chlorhydrate de guanidine sont trop faibles
pour permettre une déprotéinisation satisfaisante dans les conditions de
VOLKIN et CARTER, et les nombreuses purifications sont trés préjudiciables
au rendement et a 1l'intéerité des ARN obtenus,

Ces différentes méthodes sont maintenant pratiquement totale-
ment abandonnées ; pour les études de composition des ARN, les procédés

sans isolement préalable se révélent trés supérieurs,

b ~ Procédés de préparation des tissus pour 1'étude des ARN

gans isolement préalable

Le principe général de ces procédés peut se résumer de la
facon suivante : les tissus sont homogénéisés dans des solutions des
acides trichloracéticue (ATCA) ou perchlorique (PCA) qui précipitent la

7

fraction macromoléculaire totale ; cette dernidre est délipidée ;
la fraction résiduelle est ensuite extraite soit par un traitement a
chaud avec ces m@mes acides (qui fournit les produits de dégradation des
ARN et ADN), soit par une hydrolyse alcaline sélective gui fournit
quantitativement les ribonucléotides, Selon l'acide choisi, et les
conditions de traitement , il est possible de distinguer trois méthodes

générales 3

-le procédé de SCHNEIDER (151)
-le procédé de OGUR et ROSEN (152)
-le procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER (153).
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Procédé de SCHNEIDER (151) et (154)

Le schéma général en est le suivant :

Tissu
Extraction par ATCA ou PC4, & froid
& ’
Fraction Délipidation

acido-soluble

d

Lipides Bxtraction par les
acides, & chaud

Fxtrait Résidu
(ARN + ADN)

Dans le procédé original de SCHNEIDER (151), l'extrait tissulaire
délipidé était traité par une solution d'ATCA & 5 %, pendent 15 minutes &
90°C ; le résidu était ensuite lavé, une fois & froid, par la méme
solution A'ATCA & 5 %. Ces conditions ont été largement modifides par la
suite : la concentration en ATCA a été réduite & 3 % ou amende & 5,9 - 6 %
et méme 7,5 p 100. La température et la durée de l'extraction ont été
également modifides : le traitement a été effectué & 100° C pour des
temps de 10 minutes, 20 minutes et 30 minutes, Plusieurs auteurs ont,
en outre, préconisé. ltlapplication de plusieurs traitements successifs

3 chaud,

SCHNEIDER, HOGEBOOM et ROSS (154) ont substitué, en 1950
1'acide perchlorique (PCh) & 1'acide trichloracétique., L'extraction était
effectuée par une solution 1 N (6 %) de PCA, pendant 15 minutes & 90° C.
Ces conditions ont été également modifides par la suite :solutions &

3%, 5%, 9% et 10 %, & des températures de 70° C , ou 80° C ; le temps
de traitement a été prolongé & 20 minutes, puis 30 minutes et 50 minutes,
Plusieurs traitement successifs ont également été appliqués dans ce cas,

(sur ce sujet voir la revue générale de HUTCHISON et MUNRO (155).
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L'étude critique de HUTCHISON et coll, (156) et celle, plus
récente, de WEBB et LINDSTROM (157) ont montré, en déterminant les rende~
ments par absorption en lumiére vwltraviolette, que I1lextraction des frac—
tions ARN + ADN était quantitative avec 1'ATCA & 5 % ou le PCA & 2 %, pour
30 minutes & 90°, Ces résultats confirment ceux, plus anciens, de SCHRAMM
et DANNENBERG (158) qui démontrérent que 1'ARN du virus de la mosaique du

tabac était quantitativement libéré par L'ATCA & chaud,

Enfin d'autres acides ont été utiliséds pour scinder les
nucléoprotdines : 1'acide chlorhydrique (DAVIDSON et WAY MOUTH (159),
SEVAG et coll, (160)), 1'acide malonique (CASPERSSUN et HAMMARSTEN (161)).

Ces deux acides ne sont csi.udant pas aussi efficaces que 17ATCA,

Procédé de OGUR et ROSEN (152)

Cette méthode fut proposée en 1949, Elle est fondée sur une
solubilisation sélective des ARN par l'acide perchlorique a froid.

Le tissu est délipidé et le fraction macromoléculaire est
précipitée par un bref traitement avec l'acide perchlorique & 1 % (0,2 )
4 froid, Le résidu est traité ensuite pendant 18 heures & 4°C par llacide
perchlorique & 6 % (1N) ; 1'4RN est obtenu dens le surnageant., Le schéma

opératoire est résumé dans la figure 9,

Les applications ultérieures de ce procédé, aux tissus
végétaux et animaux et aux microorganismes, permettent de faire ressortir

trois difficultés majeures @

1 = La solubilisation des ARN dans 1l'acide perchlorique froid est
trés variable d'un tissu. & 1l'autre, dans les mBmes conditions. Selon
MARTIN et MORTON (163) une classe d'ARN particulidre reste insoluble
dans 1l'acide perchlorique, STANLEY et CHU (164) ont démontré, en 1960,
que la fraction d'ARN qui résiste & l'extraction posséde une vitesse
de marquage au 32P nettement supérieure, HEYES (165) a simultanément

montré que la composition nucléotidique des deux frections (extractible
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TISSU
Délipidation
FRACTION-LIFIDIQUE Extraction par l'acide perchlorique,
0,2 N ou 1% & froid.
FRACTION ACIDO-SOLUBLE Extraction par ltacide
perchlorique 1,0 N pendant
18 h a 4° C,
ARN

a) Tissu végétal
Extraction par PCA
0.5N, 20 min,

a 70° ¢

b) Tissu animal s
Extraction par PCA
1 N, 30 min, & 80°,

! |

ADN Résidu

Figure 9 = Schéma opératoire du procédé d'extraction
de OGUR et ROSEN,(152).
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et résistante) était différente, Enfin FINAHORE et VOLKIN (166) ont obtenu
une extraction fractionnée des ARN avec des concentrations croissantes
d'acide perchlorique,

2 ~ De nombreux auteurs ont caractérisé la prisence d'ADN dans les
extraits perchloriques,

3 = Les conditions de OGUR et ROSEN (167) ne sont pas satisfaisantes
pour ll'extraction sélective des ADN, comme l'ont démontré récemment WEEB
et LINDSTROM (168).

Procédé de SCHMIDD et THANNHAUSER (169)

Le schéma opératoire de cette technique est le suivant :

Tissu

-

—Extraction par ATCA

a froid
Fraction Acidosoluble ~Délipidation par solvants
organiques
l
Fraction
lipidique —Hydrolyse alcaline puis
Précipitation a pH = 4,2
l .
Résidu Solution
(contenant ADN + Protéines) (contenant les ribonucléo-

tides)

0N

Le mode opératoire est identique & celui du procéddé de
SCHNEIDER, en ce qui concerne l'extraction acide et la délipidation,
Lloriginalité de cette technique réside dans 1l'hydrolyse alcaline sélective
des ARN & partir du précipité macromoléculaire ; on recueille, par
acidification, les ribonucléotides provenant des ARN, Les protéines sont
dénaturées et partiellement hydrolysées par les alcalis, tandis que les
ADN restent intacts., Ce procédé parait trés satisfaisant car il permet

d'envisager son application & la détermination de la composition
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nucléotidigue des ARN totaux, Clest dans ce but que les différentes
étapes de cette technique ont subi de nombreuses modifications, Nous allons
les envisager de fagon détaillée, car elles constituent un des fondements

essentiels de nos trgyaux personnels.

ie étape ¢ Extradtion acide et élimination de la fraction

acido-soluble,

La précipitation des tissus, & froid, par les acides
s'accompagne généralement de 1'élimination, dans le surnageant, des
composés sulvants ¢

a = phosphates minédravx et composds phospharylés de faible
poids moléculaire,
b -~ composés glucidiques acido-solubles,

¢ - nucléotides du métabolisme intermédiaire,

Une séparation incomplete de ces différents composds entrai-
neralt une erreur par exces dens la composition nucléotidique des ARN,
tant par la méthode au phosphore que par les dosages spectrophotométriques
dans 1'ultraviolet, Pour préciser les conditions optimales de cette
premiére étape , il convient donc de tenir compte de deux impératifs
complémentaires : 1) précipiter quantitativement les macromolécules,
sans dégrader les ARN au cours de 1'isolement et 2) éviter 1'entrainement
des fractions acidosolubles dans le précipité macromoléculaire, Un grand
nombre de travaux ont été entrepris pour préciser le choix de l'acide,
les concentrations & utiliser et le nombre de lavages requis, Nous
distinguerons le cas de l'acide trichloracétique de celui de l'acide

perchlorique.

- Utilisation de l'acide trichloracétigue

Dans leur article original, SCHMIDT et THANNHAUSER (170)
réalisent la précipitation dans 20 volumes d'acide trichloracétique &

7 %. Aprés filtration, le précipité est lavé avec une solution
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d'acide trichloracétique & I % jusqu'a ce que le filtrat ne contisane plus
de phosphate minéral, Le précipité est ensuite repris par 1l'slcool, aprés
plusieurs lavages & 1l'esu, SCHNEIDER (171) effectue la précipitation dans
1'ATCA & 10 %, suivie de deux lavages avec la méme solution & 10 %, Les
études critiques ultérieures se sont toujours limitées au contrdle des
rendements en phosphore. En 1948, MAC CARTER et STELYES (172) ont suivi
1*élimination du phosphore acidosoluble en fonction du nombre de lavages
dans 1'ATCA a 10 %r: les fractions acidosolubles contenaient successive—
ment 91, 4, 3 et 2 % du phosphore libre, GRAHAM (173) par extraction

et lavage avec 1'ATCA & 5 %, a trouvé successivement 91, 7 et 2 % du
phosphore acidosoluble ; MOULE ( 174) a précisé qu'une quatridme extrac-—
tion de 1'homogénat par 1'ATCA & 10 %, selon SCHUEIDER, en élimine
_encore 1 %, Maig DAVIDSON, FRAZER et HUTCHISON (175) ont vérifié, en
effectuant des lavages répétés par 1'acide trichloracétique & 10 %,

qu'il se produit une libération continue d'acide phosphorique par suite
d'une lente hydrolyse des liaisons ester-phosphorique . En outre, les
lavages répétés par ltacide trichloracétique ne permettent pas
d'éliminer les contaminations résiduelles de phosphore libre, qui
demeurent inférieures & 0,5 %. Enfin, LUNDIN (176) a signalé une chute
appréciable du rendement en ARN et ADN, & partir du cingquiéme lavage

par 1'ATCA & 7 %. DAOUST et HOPPER (177) ont, pour cette raison, conseillé
de ne jamais dépasser quatre lavages par 1!'ATC{., pour &iter l'autolyse

des subgtances macromoléculaires.

STETTEN, KATZEN et STETTEN (178) ont attiré 1'attention sur
le cas particulier du glycogtne, dans le cas du foie et du muscle, Sa
présence peut &tre une source dlerrveur importante dans le cas ol on
effectue les dosages du pentose nucléotidique. Le glycogéne est
précipité par 1'ATCA et ne peut &tre éliminé qu'au stade de 1'hydrolyse
alcaline,

HUTCHISON et MUNRO (179) et HALLINAN, FLECK et MUNRO (180)

ont recherché la concentration optimale d!'ATCA, La figure
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ci=dessous rend comple des rendements obtenus pour des solutions d'ATCA
de concentration croissante, Les rendements sont déterminés par la
méthode des doubles longueurs dtonde en ultraviolet (don‘t nous discuterons
la valeur dans nos travaux persomels (voir page 104)) ; les courbes

A et B, effectuées dens les mlmes conditions, permettent de constater
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la dispersion des résul‘cats; gui. provient essentiellement diune

contamination variable en protéines,

Nous avons repris cette étude critique dont nous précisérons

les résultats deans nos travaux persommels (voir page 108 ),
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~ Utilisation de 1l'acide perchlorique

Ltutilisation de 1'acide perchlorique pour la préparation des
ARN est due & OGUR et ROSEN (181) (voir page 49 ). SCHNEIDER, HOGEBOOM
et ROSS (182) 1'ont adapté & la technique originale de SCHNEIDER (183),
& la place de l'acide trichloracétique, Le tissu était extralt une fois
par 1l'acide perchlorique 2 N (& 12 %) et lavé deux fois par une solution
3 6 % du m8me acide, Plusieurs auteurs ont vérifié que 1'extraction
des ARN était compléte apres trois & six heures de contact avec ltacide
perchlorique & 6 % (1 N). Cependant, HUTCHLSON, DOWNIE et MUNRO (184) ont
infirmé ces résultats et ils ont démontré, en 1962, que ltacide perchlo-
rique & 4 % provogquait une perte appréciable d'ARN apres deux heures de
contact, PAUL (185), en 1958, avait déja signalé une perte d'ARN, dans
le cas des tissus embryomnaires, par un traitement d'une heure avec
1'acide perchlorique & 1,2 % (0,2 N) ; c'est la raison pour laguelle
ils ont préconisé llemploi de llacide sulfurique 1 N, Cette suggestion
n'a cependant pas été suivie, eu égard & la labilité particuliere des
nucléotides en présence des acides sulfurique et chlorhydrique (voir
page 70). Depuis les travaux de HALLINAN, FLECK et MUNRO (186) en 1963,
il est admis maintenant que 1l'acide perchlorique permet dlobtenir une
précipitation guantitative des ARN, & condition toutefois d'éviter un

contact prolongé qui provoque une hydrolyse de 1'ARN obtenu.

La polémique concernant le choix entre les acides perchlorique
et trichloracétique subsiste encore maintenant.

MOULE (187), en 1953, avait précisé que le rendement en ARN
dtait identique, pour quatre extractions avec 1'ATCA & 10 % ou le PCA
& 5 %. SMILLIE et KROTKOV (188), en 1960, ont obtenu des rendements
identiques avec 1'ATCA & 15 % ou le PCA & 10 % et 2 %, Enfin MONTREUIL
(189) et DEFERT (190) ont étudié 1'influence de la concentration en ATCA
sur les rendements et la composition nucléotidique des ARN, Nous

reviendrons nous-m8mes sur ces conclusions (voir{;rtvaux personnelg) s
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Outre les problémes concernant la précipitation quantitative
des nucléoprotéines par les acides et le respect de ll'intégrité molécu~
laire des ARN, i1 convient de signaler une cause d'erreur supplémentaire
qui intéresse les ADN, BOMNAR et DUGGAN (191) et DUTTA (192) ont
précisé, en effet, que les ADN pouvaient subir des ruptures de chaine au
niveau des résidus puriques par fommation d'acide apurinique, Cette
réaction apparait & pH = 1,6 et elle est d'autant plus rapide que la
température est plus élevée. Elle est totale sur 24 heures & 379, Ces
conditions peuvent &tre atteintes au cours des opérations de délipidation
guand il subsiste des traces d'acide par suite d'un lavage insuffisant
du précipité trichoracétique . L'ADN ainsi dégradé devient soluble en
milieu alcalin et provoquera ainsi une erreur par exceés au cours des
dosages spectrophotophotométriques & partir de 1'hydrolysat alcalin
obtenu par le procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER (193%),

En conclusion de ces nombreux travaux concernant les
conditions optimales de précipitation acide, nous pouvons ressortir

les points suivants :

- quatre lavages successifs avec les solutions dYATCA ou de PCA
sont suffisants pour obtenir une précipitation quantitative des

nucléoprotéides sans altérer les ARN,

- Les concentrations limites sont de 10 % pour 1'ATCA et
6 % pour le PCA,

- Les contacts prolongés avec les acldes sont & proscrire, car

ils provoquent des dégradations et dénaturations des ARN et des ADN,

o]
~ L'ensemble des opérations doit 8tre effectué & 4.0.
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2e étape : Délipidation

Nous avons relaté (page 36 les travaux nombreux qui ont permis
a4 la fois de poser le probléme général des pertes d'ARN dans la phase
lipidique et de définir les meilleures conditions d'extraction des
lipides, La technique de HUTCHISON et MUNRO (194) parait la plus
satisfaisante, Indépendamment du choix des solvants sur lequel nous
reviendrons plus loin, nous voudrions, en ce point de notre étude,
insister sur le probléme particulier de 1'élimination des traces dlacide
trichoracétique du précipité, avant dtaborder le traitement & reflux,
en phase organique, Cette élimination est essentielle pour éviter la
dégradation des ARN et des ADN en miliéu acide, & chaud, La premiere
phase de la délipidation comportera donc nécessairement un ou plusisurs
lavages par 1'éthanol, & froid. LUNDIN (195) a conseillé, en 1958,
d'ajouter de l'acétate de sodium & 1!'éthanol pour neutraliser les traces
d'acide résiduelles, STEELE, OKAMURA et BUSH (196) ont confirmé, en
1964, ltaction bénéfique des acétates, qui conduit & un rendement

optimun,

3e étape : Hydrolyse alcaline des ARN

STEUDEL et PEISER (197) ont signalé les premiers, en 1922,
que les ARN étalent quantitativement hydrolysés en nucléotides acido~
solubles par une solution de soude & 3 %, aprés 24 heures & la tempéra~
ture ordinaire, SCHMIDT et THANNHAUSER (198) ont préféré utiliser la
potasse 1 N, pendant 15 heures & 37°. Comme dans le cas de la précipitation
acide, le choix des conditions de 1'hydrolyse alcaline est fondamental,
Nous discuterons de ce probléme dans le chapitre consacré aux techniques
de détermination de la composition en nucléotides (voir page 70 ),
Le schéma de la figure 10 rassemble les conditions qui tiennent compte

des différentes 4tudes critiques que nous venons d!envisager.
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TIS
—Extraction : .
ATCA & 10 %, 3 fois & 4°°,
Fraction
acido~soluble
(iﬁhanol : 1 fois
récipité ‘ Ethanol - chloroforme
Délipidation — (3/1) = 2 fois
r Bthanol ~ ether
Fraction (3/ 1) - {1 fois
lipidique | Ether ~ 1 fois
Resldy NaOH ou KOH
~Hydrolyse alcaline, (O 3 N - 1 heure
a 37°°).
I. f
Résidu ~Acidification & PH = 4,2

insoluble

L i
._(Wémp'i:c'e @
. [¢]

(contenant les ontenant les ADN)
rlbonucleotides)

Figure 10 -~ Procédé de SCHMIDT - THANNHAUSER
modifié par HUTCHISON et MUNRO (199).
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Parmi toutes les méthodes indirectes d'extraction des ARN, il
apparait que seule la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER (200) at résisté
aux nombreuses études comparatives qui ont été effectudes depuis 1945,

Les travaux de WEILL (201), de DERUMEZ (202) et de HUTCHISON et coll, (203)
ont démontré que cette technique était la seule applicable pour les études
de la composition nucléotidique des ARN tissulaires, Nous discuterons plus
loin, dans le chapitre consacré aux méthodes d'étude de la composition

des ARN, des problémes de l'hydrolyse quantitative des ARN et de la déter—
mination des rapports molaires des nucléotides., En ce qui concerne le

seul probleme de 1'extraction des ARN & partir des tissus, seule la techni-
que de SCHMIDT et THANNHAUSER est spplicable dans cette orientation,
Malheureusement, cette méthode ne permet pas d'obtenir des préparations
aptes aux études structurales, car le traitement acide et les délipidations
& chaud provoquent une destruction de la structure secondaire et des
altérations profondes des structures primaires. Il convenait done, pour

les études de structure, de rechercher des méthodes susceptibles de fournir
des ARN dont les intégrités moléculaires soient préservées. Les méthodes

directes dlextraction ont tenté de répondre & ces impératifs,
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2 = Les méthodes directes

Par rapport aux méthodes indirectes, pour lesquelles
les 4RN {ou leurs produits d’hydrolyse) sont extraits & partir des
nucléoprotéines, préalablement isolées du tissu, ce groupe de techniques
est fondé sur l'obtention d*'ARN macromoléculaire par déprotéinisation
directe des homogénats, Nous nous limiterons & trois groupes de procédés
qui différent par l'agent de déprotéinisation choisi g les détergents, le
phénol et les sels de guanidine, Ces méthodes ont été travaillées en
détail depuis quelques amnées, car, dans des conditions appropriées,
elles fournissent des ARN macromoléculaires intacts, qui ont conservé
leurs activités biologiques,

Les préparations doivent présenter les qualités
guivantes :

pureté extréme, caractérisée surtout par l'absence de protéines
et d'ADN.

intégrité moléculaire trés poussée, respectant & la fois la
structure secondaire (voir page 34 ) et la structure primaire (enchainement
nucléotidique).

rendement optimum, qui excluera les pertes globales ou sélectives
d!4RN,

a -~ Méthodes d'extraction des ARN par les détergents

BULL et NEURATH (204) ont utilisé les premiers, en 1937,
le dodéeylsulfate de sodium (SDS) comme agent de dénaturation des
protéines, BAWDEN et PIRIE (205) et SREENIVASAYA et PIRIE (206)
ltappliquérent & des préparations virales, Cette technique fut ensuite
adaptée aux ribohucléoprotéines tissulaires par KAY et DOUNCE (voir
page 46 ), FRAENKEL - CONRAT et coll, (207) ont préparé de 1'ARN infectieux
& partir du virus de la mosalque du tabac par wn traitement de 5 minutes
& 50°C avec une solution de SDS & 5 %. Cette technique stest généralisde
dans les laboratoires de virologie, CRESTFIELD, SMITH et ALLEN (208) et
KEMP et ALLEN (209) ont appliqué ce principe & l'isolement direct



d'ARN tissulaire par le SDS. Dans le cas des tissus de mammifeéres, il
semble que les détergents anioniques seuls ne permettent pas d'isoler
quantitativement des ARN non dégradés., L'extraction est effectuée le
plus souvent & chaud { 80 = 100°) ce qui n'exclut pas les dénaturations
thermiques (voir page 41 ). C'est pourquoi LUST (210) a combiné 1'action
du SDS et du chloroforme ; ce procédé au 3DS -~ chloroforme fournit, avec
. un excellent rendement, une préparation trés pure qui contient le
mélange des ARN nucléaires et cytoplasmiques,

HALL et DOTY: (211) ont combiné l'action du SDS & froid
3 celle du phénol (voir page 45 ), Parmi les autres types de détergents,
les produits cationiques ont été peu appliqués ; GUERRITORE et BELLELLI
(212) ont montré que 1'extraction directe par le bromure de cétyltriméthyl-

ammornium (cétavlon) conduisait & un rendement rarement supérieur & 30 %.

I1 apparait actuellement que les procédés par les
détergents, qui sont trés précieux pour les travaux sur les virus,
conduisent rarement & une extraction directe satisfaisante des AR
tissulaires, Ils sont peu appliqués ; les extractions phénoliques

paraissent plus énergiques,

b - Méthodes d'extraction par le phénol

Le principe de 1l'extraction phénolique est simple : en
traitant un tissu par une solution aqueuse de phénol, les protéines sont
dénaturées et précipitent ; la démixion du mélange permet d'isoler, dans
la phase aqueuse, les ARN libérés. PALMER et GERLOUGH (213) et MORGAN
et PARTRIIGE (214) avaient les premiers, en 1940, utilisé le phénol
aqueux pour isoler les polysaccharides bactériens, WESTPHAL et LUDERITZ
(215), en 1952, ont décrit en détail. diverses conditions d'extraction
phénolique des polysaccharides de différentes bactéries (bacille
typhique, Pseudomonas aseruginosa, Proteus vulgaris). Les auteurs ont

utilisé des solutions agueuses de phénol & 80 - 90 %, & différentes
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températures (4°C ~ 68°C - 80°C), L'analyse de la composition chimique
des deux phases, sépardes par centrifugation, fournissaient les

résultats suivants : La phase phénolique renfermait essentiellement des

protéines dénaturdes et des nucléoprotéines non dissociées et la phase
aqueuse contenait, dans des proportions sensiblement égales, les
polysaccharides et des acides nucléiques libres., La précipitation par
1'éthanol & 50 % a permis de séparer les acides nucléiques (précipité)
des polysaccharides (surnageant), Ce travail était orienté vers 1!'étude
des polysaccharides, mais il posait le principe de l'extraction
phénolique des acides nucléiques,

KIRBY (216) et GIERER et SCHRAMM (217) appliquirent simulta-
nément, en 1956, cette technique & l'extraction des ARN, Le procédé
opératoire décrit par KIRBY est le suivant : aprés une homogénéisation
du foie de rat dans 1'eau, 1'homogénat est agité, pendant une heure, avec
un égal volume de phénol & 90 % ; aprés une centrifugation de une heure
a 1,750 tours/mn, suivie de trois lavages de la phase phénolique par
l'eau, les phases agueuses rassemblées sont traitées par deux volumes
d?éthancl, contenant 2 % d'acétate de sodium. Les polysaccharides sont
éliminés du précipité éthanolique par une extraction avec le 2-méthoxy-
éthanol, L!'ARN obtenu par KIRBY était, selon les termes mémes de 1'!auteur,
"virtuelly protein free", Cependant ll'hydrolyse totale avec 1'HCL - 6N
permet de caractériser des traces d'acides aminés, En outre, l'extrait
brut contient souvent des nucléotides libres, qui sont éliminés par
dialyse. GIERER et SCHRAMM (218) ont isolé 1'ARN du virus de la mosalque
du tabac par le phénol & 80 %, en présence de tampon phosphate 0,01 &
0,02 M - pH = 7 3 ce dernier favorise la dissolution des protéines dans
le phénol, L'obtention dfun ARN de haut poids moléculaire est conditionnée,
selon ces auteurs, par la rapidité de la méthode et, surtout, par un
contact le plus court possible avec le phénol (1'extraction s'effectue
en une fois - 8 minutes et deux fois = 2 minutes & 4°C et & pH = 7,3
dans le tampon phosphate 0,02 M), La souillure protéique est inférieure
4 0,02 % et 1'ARN obtenu possdde un 8, de 14 & 18 (soit un poids
moléculaire de 900,000),



De tres nombreuses modifigations ont été proposées & partir de
ces deux techniques; elles ont été essentiellement appliquées dans les
recherches concernant les ARN biclogiquement actifs des virus et des tissus
tumoraux et dans les études de structure des ARN cytoplasmiques. Les modi-
fications essentielles ont porté sur la nature des tampons (phosphate,
citrate, Versene, Tris etc...) et sur les conditions de précipitation des

ARN (chlorure de sodium, alcool, sulfate d'ammonium etc...).

VON WECKER et SCHAFER (219) ont opéré en présence de ClNa
0,14 M dans du tempon phosphate 0,01 M - pH = 7 : la préparation obtenue

*
posséde un rapport A 260 (*) de 1,90 & 1,97,
4 280
COLTER, BIRD et BROWN (220) ont choisi le mélange ClNa 0,14 M -

tampon citrate 0,01 M -~ pH = 7, L'ARN était isolé par précipitation avec
le chlorure de sodium 1 M, Ea 1958, HUPPERT et SANDERS (221) et HUPPERT
et al, (222) ont obtenu par extraction de tissus tumoraux en présence du
mélange ClNa ~ 0,14 M - tampon phosphate 0,02 M pH = 7,1, des préparations
%3%%%-: 2,35. BROWN et STEWART (223) ont
utilisé une solution de phénol saturée en tampon phosphate 0,04 M pH = 7,6,
LACKS et GROS (224) ont opéré en présence de tampon Tris 0,002 M -

P = 7,2, contenant 0,005 M de Cleg ; HOLLEY (225) a utilisé une concen—
tration de tampon Tris plus forte (0,1 M - pH = 7,5), Enfin VON WECKER

et SHAFER (226) ont décrit, en 1959, une méthode d'extraction par le
phénol chaud, & 40°C puis 60°C ; ces auteurs se sont inspirés des travaux
de WESTPHAL et LUDERITZ (227). Par rapport aux techmiques d'extraction

& froid, cette méthode permet d!augmenter le rendement en ARN totaux

ceopendant le taux d'ADN augmente et le rapport & 258 diminue,

d'ARN possédant un rapport

4 280
4 260
(x L 280 rapport des adsorh.ances & 260 et 280 mu, rend compte

de la proportion relative des ARN (maximum & 260 mu) et des protéines
(maodimum & 280 mu), A& pH = 7, la valeur optimale atteinte jusqu'alors

avoisine 2,8,
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La pratique de ces techniques d'extraction phénolique a fait
apparaltre, depuis 1960, trois problemes essentiels concernant essentielle-
ment : 1° - la pureté des extraits, 2° - 1l'intégrité moléculaire des

ARN obtenus et 3° - la quantitativité des extractions,

19 -~ Pureté des extraits phénoligues

HABERMANN (228) a effectud, en 1959, la premidre étude chimique
poussée de la composition des extraits phénoliques. Cet auteur a signalé
la présence de 0,2 & 1,5 p 100 de protéines dont il est impossible de se
débarasser par des précipitations répétées ou encore par traitement avec
le dodécylsulfate, En outre, la dialyse et les analyses par électrochro=-
matographie ont permis de caractériser la présence de peptides et de
nucléotidyl-peptides, Ces résultats ont été confirmés par MONTREUIL
et SEGARD (229), gui ont comparé les méthodes de KIRBY, GIERER et
SCHRAMM et VON WECKER ; la présence d'ADN fut en outre signalée dans
ces préparations, TISSIERES (230) a également obtenu un taux de protéines
de 2,5 p 100 dens une préparation d'ARN soluble selon la méthode de
KIRBY (231),

Ce probléme de la contamination persistante des préparations
par les protéines et les ADN a incité certains auteurs & introduire des
traitements complémentaires. Clest ainsi que HALL et DOTY (232) ont
effectué une déprotéinisation par le laurylsulfonate de sodium (solution
3 0,1 p 100) avant de soumettre les préparations & 1'extraction phénolique
selon GIERER et SCHRAMM (233). Une déprotéinisation préalsable par le
Duponol C, selon CRESTFIELD et ALLEN (234), a été effectude par
SHORTMAN et FURUHARA (235). LACKS et GROS (236) ont préconisé un
tra itement par les DNases avant l!extraction, Enfin MONIER (237) a
conseillé une adsorption des extraits sur charbon actif, RALPH et
BELLAMY (238) ont purifié les préparations obtenues dans les conditions
de KIRBY (239) par une précipitation sélective des ARN sous forme de
complexes avec les ions céthyl-triméthyl ammonium. La précipitation par
les sels d'ammonium quaternaires a été étudide systématiquement paAUBEL=

SADRONet21.240). Il semble admis actuellement que la purification
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totale des extraits ne peut &tre atteinte qu'en faisant appel aux techni-
ques d'ultracentrifugation en gradient de densité ou de chromatographie

sur colonne.

20 — Intéeorité moléculaire des ARN obtenus.,
(voir page: 41)

LITTAUER et EISENBERG (241) ont effectué une étude critique

des conditions d'extraction dans le but de préciser les conditions
d'obtention A'ARN de haut poids moléculaire, Les conclusions de ces

auteurs furent les suivantes :

1 = La méthode de KIRBY (242) fournit une préparation qui contient des
protéines, des polysaccharides et des ADN, Le poids moléculaire de 1'ARN
obtenu est faible (s20 = 3)

2 ~ Le phénol doit &tre redistillé pour &tre exempt de produits acides
qui provoquent des dégradations profondes ; les solutions phénoliques

doivent &tre fraiches pour écarter la formation de produits d'oxydation,
3 = le pKE du milieu doit &tre voisin de 8,

4 ~ Le Verséne préserve llintégrité moléculaire des ARN, & une

concentration de 10~ M.

5 « Le magnésium exerce la méme action pour des concentrations comprises

entre 0,1 et 0,5 mM (voir page 8).

6 = La température optimale est de 20°, L'extraction & 68°C, dans les
conditions de VON WECKER et SCHAFER (243), fournit 4 & 12 p 100 de
L1'ARN total, avec un taux trés élevé de polysaccharides (40 & 50 p 100
de 1'extrait), A 20°C, le taux de protéines est le plus faible et le
rendement en ARW le plus élevé,

4 la suite de ces travaux, les auteurs conseillérent 1'homogénéisa~
tion dans une solution de Verséne 10—4 M ~ pH = 8, contenant 0,5 mM de
Cleg. L'extraction est effectuée par une agitation de une heure & 20°C,
en présence d'un égal volume d'une solution & 90 p 100 de phénol
redistillé, La phase aqueuse est précipitée par le chlorure de sodium 3M
aprés quelgues minutes, les protéines et le glycogéne précipitent tandis

L

que l'excés de phénol cristallise,
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Un gel dA'ARN est obtenu & partir du surnegeant, apres un & trois jours de

4 M et dialysé 18 heures contre

repos & 0°C. Repris par le Verséne 10
deux litres de ClNa - 10-3 M, 1'ARN de hamt poids moléculaire (820 =

26 pour E, COLI) contient encore des traces de protéines.,

LACKS et GROS (244) ont obtenu des préparations d'ARN
biologiquement actifs, & partir de E, Coli, en opérant avec le tempon
Tris 0,002 M ~ pH = 7,2, contenant 0,005 M de G12Mg. L'importance
des ions Mg++ dans le respect de 1l'intégrité moldculaire a été largement
confirmée depuis (voir page ). SANDERS (245) a suggéré, en 1960, que
les ions Ni++ stabilisaient les molécules et permettaient de diminuer
les dégradations. Enfin 1'addition de bentonite au milieu d'extraction
a été conseillée par SINGER et FRAENKEL-CONRAT (246). La bentonite
présente le double avantage de stabiliser la molécule et d'inactiver
les nucléases (voir page 34 ).Enfin KIRBY (247) a recommandé, en 1960,
le naphtaleéne = 1 -~ 5 = disulfonate & 0,5 p 100 dans le phosphate
2,5 M -~ pH = 6,5, La dégradation des ARN est plus faible que par une
extraction avec le mélange phénol - eau, et le taux des protéines
baisse & moins de 0,5 p 100, Ce méme auteur a décrit, en 1965, une
méthode d'extraction des ARN ribosomaux par le mélange phénol- m -
crésol ; apreés une purification par l'acétate de sodium 3 M, les ARN

18 et 28 S sont obtenus sans dégradation,

Quelles que soient les modifications envisagées, les
techniques d'extraction phénolique ne fournissent donc pas directement
des ARN purs (exempts de protéines et d!ADN) ; il est, en outre, tres
difficile d'éviter les dégradations au cours de 1l'isolement, Nous avons
repris l'étude de ces problémes en tenant compte des différents travaux
que nous venons d'évoquer dans llespoir de définir des conditions
satisfaisantes d'extraction (voir pagel43). Il convenait dgalement de
vérifier si ces méthodes conduisaient & une extraction totale des ARN.

Un certain nombre de travaux ont déjad été entrepris dans ce but,



67~

30 .. Rendement de ll'extraction

SIBATANT et s1,(248) et YAMANA et SIBATANI (249) ont, en
effet, montré que 1l'extraction des ARN par le phénol était sélective et
conduisait a un fractionnement chimique des ARN par suite d'un partage
entre les deux phases, Les déterminations des compositions nucléotidiques
et des radioactivités spécifiques des ARN de la phase agueuse et de la
phase phénolique ont conduit les auteurs aux conclusions suivantes
les ARN de la phase agueuse, qui présentent un taux d'acide guanylique
élevé et une radioactivité spécifique faible, correspondent aux ARN
cytoplasmiques, Par contre, les ARN de la phase phénolique possédent un
taux d'acide guanylique faible et une radioactivité spéecifique trés
élevée, Ils pourraient bien correspondre aux ARN du noyam, qui passeraient
sélectivement dans la phase phénolique au cours des extractions.

b partir de ces travaux, SIB&TANI et al,(250) ont décrit, en 1962,

une technique de préparation de grandes quantités A'ARN nucléaire du
type "ARN messager", KIRBY (251) a caractérisé une fraction d!4RN
messager dans 1'interphase phénol ~ eau, par distribution & contre -~
courant, Enfin KIMURA (252) et GEORGIEV et al. (253) ont confirmé
1l'origine nucléaire des ARN de la phase phénolique, Nous avons nous ménmes

vérifié ces résultats (voir; travaux.personnels),

Ces différents travaux, que nous venons de résumer rapidement,
permettent donc de conclure que les méthodes dlextraction phénolique ne
peuvent &tre considérées comme des technicues d'isolement quantitatif des
ARN, Bn outre, elles ne fournissent pas des préparations pures d'ARN,
dont les intégrités moléculaires soient suffisamment préservées pour
envisager des études structurales.

Ces nombreux problémes techniques nous ont incité & nous
tourner vers les méthodes d'extraction par le chlorhydrate de

guanidine,
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¢ =~ Méthodes d!extraction par le chlorhydrate de guanidine

VOLKIN et C4RTER (254) (voir page 45 ) et GRINNAN et MOSHER
(255) ont isolé des &RN, & partir des ribonucléoprotéines, en faisant
appel au chlorhydrate de guanidine comme agent de déprotéinisation, Dens
des conditions de pH et de température déterminées, les ions guanidini um
se combinent avec les ARN pour former des complexes insolubles, qui se
séparent aisément des protéines restant en solution. Aprés différents
lavéges, le complexe est dissocié en milieu acide & pH = 4,2 - 4,5 et
L'ARN est is0lé par précipitation éthanoligue,

Nous avons décrit pages6, les conditions de VOLKIN et
CARTER (256) et la modification de GRINNAN et MOSHER (257). Plusieurs
auteurs ont appliqué ce principe d'extraction, dans le cas de virus
ou de certaines fractions cytoplasmiques, en modifiant les conditions
de concentration, de température et de pH.

L'isolement de 1'ARN infectieux du virus PVX a été effectué,
en 1959, par REICHMANN et STLCE - SMITH (258), dans les conditions

suivantes s chlorhydrate de guanidine 2,5 M dans une solution de Verséne
4260

4280

égal & 2,2, mais une amalyse poussée de la pureté des extraits n'a pas
été effectude. KAWADE (259) a obtenu des résultats semblables & partir

5 mM - pH = 8,4, une heure de contact & 4°C, Le rapport était

de divers virus végétaux, La seule étude compldte des conditions d'extrac~
‘tion est due & COX et ARNSTEIN (260), qui isoldrent des ARN ribosomaux purs
& partir des réticulocytes de lapin, L'extraction des ribosomes est
effectuée par le chlorhydrate de guanidine 4 M - pH = 4,5 & 0°C pendant

30 minutes, Le précipité est lavé plusieurs fois dans du tampon Verséne
contenant de la bentonite, pour inhiber totalement la ribonucléase

(voir page 34). L'ARN est isolé par passage sur des colomnes de résines

& échange de cations, Ce procédé fournit des préparations d'ARN ribosomaux,
totalement dépourvus de protéines. Cette méthode a &té légerement modifide
1t'année suivante (ARNSTEIN, COX et HUNT (261)) en augmentant la concentra-

tion en chlorhydrate de guanidine & 5 M,
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Nous discuterons en détail, dans nos travaux personnels

les divers résultats techniques de ces auteurs, La gqualité
des préparations obtenues par le procédé de COX et ARNSTEIN (262) nous
a incité & choisir ce principe d'extraction pour tenter de mettre au
point une méthode directe de préparation des ARN totaux des tissus.
Nous décrirons, dans nos travaux personnels, cette mise au point, Cette
technique s'est révélée dtapplication générale (tissu total et fractions
cytoplasmiques); elle fournit des ARN purs, dont 1'intégrité moléculaire

peymet dlenvisager en toute rigueur 1!'étude de leur structure primaire,

Cette étude bibliographique des méthodes de préparation des

ARN appelle les conclusions suivantes i

~ Parmi les méthodes indirectes d'extraction, les nombreuses études
aitiques des techniques originales ont démontré que seule la méthode de
SCHMIDT et THANNHAUSER (26%) fournissait des préparations aptes aux
études de composition. Cependant ces préparations ne sont pas pures et les
dégradations qui appareissent au cours de l'extraction interdisent leur
emploi pour les études comparatives des structures primaires,

~ Parmi les méthodes directes, les méthodes d'extraction par les
détergents ne conduisent pas & une déprotéinisation totale, Les techniques
d'extraction phénolique permettent difficilement d?obtenir une pureté
satisfaisante et le partage sélectif entre les deux phases s!oppose aux
études structurales comparatives, Les résultats des extractions par le
chlorhydrate de guanidine permettaient d'envisager leur application dans

notre orientation de travail,

Avant de rendre compte de nos travaux concernant l'étude
critique des différentes méthodes dlextraction des ARN et la mise au
point d'une méthode de préparation qui s'applique aux études structurales,
nous décrirons, trés rapidement, les différentes méthodes d'étude de la

composition et de la structure des ARN,
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IT -~ LES NETHODES DE DETERMINATION DE LA COMPOSITION

DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

Lt'étude de la composition des ARN est fondamentale, qutelle
soit gualitative (notamment pour la recherche des composés mineurs) ou
guantitative (pour la détermination des rapports molaires des nucléotides),
Dans les deux cas, l'opération préalable est celle de l'hydrolyse totale
des ARN obtenus par 1'un des procédés que nous venons de décrire, Nous
distinguerons donc successivement, 1'hydrolyse totale des ARN, puis

1'analyse des hydrolysats, et enfin le dosage des nucléotides libérés.

A - L'HYDROLYSE TOTALE DES ARN,

L'hydrolyse des cheines polynucléotidiques peut 8&tre
envisagée par vole engymatique ou par voie chimique., Les phosphodiestérases
et les ribonucléases ne permettent pas une hydrolyse totale directe des
ARN, par suite de leurs spécificités d'action, Il est nécessaire, le plus
souvent, dl'opérer en plusieurs étapes en associant plusieurs enzymes,

BEn outre, les préparations pures sont treés coliteuses, Pour ces différentes
raisons, les enzymes ont été peu utilisées pour les études de composition
des ARN, Leur usage est, par contre, indispensable dans les études de
structure et nous préciserons leur domaine d'utilisation dans le chapitre
suivant consacré aux hydrolyses partielles, L'hydrolyse totale des ARN
est le plus généralement obtenue par voie chimique ; nous distinguerons

les hydrolyses acides et les hydrolyses alcalines,

1 = Hydrolyse acide des ARN,

En présence des acides minéraux, les nucléotides pyrimidiques

sont beaucoup plus stables que leurs correspondants puriques (voir
page 11). Dans des conditions détermindes de concentration et de

température, 1l'hydrolyse totale conduira donc, dans ce cas, au mélange



QUEIQUES VARIATIONS DANS IES CONDITIONS

TABLEAU - B

D'HYDROLYSE ACIIE

ss o0

DE L'ARN
Acide employé ; Conditions ; Auteurs et Références ; Commentaires
(1) H,50, t N (=25 %) : LEVENE et BASS (270) ¢ Désamination de la cytosine en uracile
t 1759C : :
¢ 120 mn : H
s 1N s MARKHAM et SMITH (271) ¢ Libération d'un mélange de bases
: 100°C : MAC DONALD (272) : puriques et de nucléotides pyrimidiques
: 60 mn : H
{(2) AC1 : 0,4a40,60H : HOTCHKISS (273) s Libération des pyrimidines proportion-
: 120°C : ¢ nelle A la concentration en HC1
s 60 mn H :
$ 2,1 N{=20%) : VISCHER et CHARGAFF (274) t Désamination de la cytosine
: 175%C H :
$ 60 mn H H
H H :
: 1N s KIRBY (275) : Libération quantitative de Lases
: 100°C H ¢ puriques et de nucléotides pyrimidiques
: 60 mn H H
(3) H cood : 23N (=96 & 100%) : VISCEER et CHALGAFF (275) 3 Pas de déssmipation mais CHARGAFF et
$ 175°C : ¢ Coll. (277) signalent uns perte
: 120 m : ¢ d'Uracile
: 15 g"(: 66 % 1 _RURICM ot PRTFRSON (278) ¢ Déprrinisation dVARN
(4) HQ1 0, 12N (=713) t MARTHAK et VOGEL (272) ¢ Libdration quantitative de toutes les
¢ 100°C H : baves mails apperemment les pyrimidines
s 60 mn : ﬂ 2 sos iredovndrebles
3 + HARSHAK (230}, “1¥%3 et coll.s cer eateurs notount une hyarolyss
3 : (231), SCHMBIDER (232) 2% & saticfeisente par EC1O,
: :_CROSBTR et 1. (983 : +
H ¢ KIBINIORMIDY ot XANTHEY 3 Iour ¢2s autsurs il existe une 1libé: i~
3 : {284) et CROSBIE et Coil. : %ion non quantitative des bases pyrimi-
H H 2285) ¢ diques, spéciaclement en présence de
: : : neotdines (SMITH of STUKER (286))
s 12K + MARKHAM (287) : Libération complite de *outes leo bases
s 100°C : H
$ 120 mn H H :
{5) CF3COOH : ¢ DUITA, JONES et STACEY ¢ Libération compléte de toutes les bases
: 155°C ¢ (2e8) : Pas de désamination de la cytidine
¢ 80 mn ¢ Pas de destruction du papier
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des nucléotides pyrimidiques et des bases purigues correspondantes, Avec

les acides organiques concentrds, l'hydrolyse libére les bases puriques

et pyrimidiques,

De tres nombreux travaux ont été entrepris pour préciser les
conditions d'hydrolyse quantitative en milieu acide. Nous les avons
résumés dans le tableau E, Nous voyons que les conditions d'hydrolyse
quantitative par les acides chlorhydrique et sulfurique sont les suivantes :
solution 1 N, & 100°C pendant 60 mn, On obtient dans ce cas le mélange
des bases purigues et des nucléotides pyrimidiques. Des concentrations
en acide supérieures & la normalité provoquent immanquablement une
désaminetion importente de la cytosine (voir la revue générale de
LORING (264)) ; llacide cytidylique se transforme en acide uridylique
et provogque ainsi une erreur grave dans les dosages ultérieurs, Dans le
cas des acides orgeniques, les bases sont libérées sur deux heures avec
les golutions concentrées des acides fomique (& 175°C) et perchlorique
(é 100°¢), WYATT (265) a montré que ces conditions sont valables dans
le cas des ADN, De nombreux auteurs ont, en outre, précisé que l'acide
perchlorigue 12 N - & 100°C pendant 60 mn, dans les conditions de
SCHNEIDER (voir page 48 ) ne permettait pas une libération rigoureusement
quantitative des bases pyrimidiques (KIEINSCHMIDT et MANTHEY (266) ;
CROSBIE (267)). Ces techniques ont été largement utilisées dans les
études de composition. Elles ont posé le probléme de l'tanalyse des bases
et des mélanges bases - nucléotides, En outre, elles ne sont pas
sélectives et ne permettent pas l'hydrolyse directe du mélenge ADN + ARN,

Lihydrolyse alcaline supprime cette difficulté,

2 — Hydrolyse alcaline des ARN

L'hydrolyse alcaline, dans des conditions de pH élevé, avait
été travaillée initialement pour tenter d'isoler les nucléosides & partir
des ARN s ammoniaque & 16 p 100, 180°C pendant 3 & 4 heures (LEVENNE
et JACOBS (268)) ; pyridine & 50 p 100, 110°C pendent 120 heures
(BREDERECK et coll, (269)). L'utilisation des phosphatases a permis

depuis dl'obtenir plus aisément les nucléosides & partir des nucléotides,
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Ces travaux historiques sont cependant & llorigine de la mise au point
des hydrolyses alcalines d'ARN, Depuis les travaux de STEUDEL et PEISER
(289), en 1922, on sait, en effet, que les solutions alcalines diluées
libérent les nucléotides des ARN, Etant donné le mdécanisme d'hydrolyse
que nous avons indiqué & la page 21 , le grand avantage de s‘attaquer
sélectivement aux ARN, dont les hydroxydes 2' sont libres ; les ADN
restent intacta., Les nucléotides 1ibérés sont des nucléosides = 3! =
phosphate, De trés nombreux travaux, dont les conclusions ne sont d'ailleurs
pas encore définitives, se sont attachés & préciser les conditions
d'hydrolyse quantitative, Nous distinguerons successivement le choix de
l'alcali et celui des conditions d'hydrolyse, qui doit tenir compte

de la stabilité des liaisons esters et de celle des nucléotides.

a ~ choix de 1llaleali

LEVENE (290), en 1918, avait utilisé 1'emmoniaque & 25 p 100
pour isoler les nucléotides & partir de 1'4RN. De nombreux autres agents
alcalins ont été étudiés : carbonates de sodium ou de baryum, hydroxydes
de plomb, cadmium, zinc, bismuth ou aluminium, Seuls les hydroxydes
de sodium et de potassium ont cependant &té retenus pour les études

de composition,

b =~ choix des conditions d'hydrolyse

La détermination des zonditions d'hydrolyse (concentration,
pH, température, temps) a domné lieu & une somme considérable de
travaux, que nous résumerons de la fagon la plus bréve,

ZITTLE (291) a précisé, en 1945, les conditions de stabilité
des liaisons esters en milieu alcalin. A pH = 10,5 (solutions 0,0005 N)
et & la température ordinaire, les liaisons phosphodiesters sont
stables, L'hydrolyse commence & pH = 11,6 (solutions 0,006 N) au bout
de plusieurs jours & 20 - 25°C, BROWN, FRIED et TODD (292) ont confirmé

ces résultats,



TABLEAU -~ F
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Le tableau F résume les recherches entreprises pour déterminer
les conditions optimales d'hydrolyse quantitative, Deux points essentiels
se posent dans ce domaine : 1) 1'hydrolyse doit &tre totale, mais

2) les nucléotides ne doivent subir aucune dégradation,

~ Résistance & 1l'hydrolyse alcaline

L'hydrolyse alcaline se développe par étapes, Trés rapide,
dans les premiers temps de la réaction, elle provoque un morcellement
des chaines nucléotidiques de sorte que 1l'on obtient rapidement une
fraction acido-soluble, FLECK et MUNRO (293) ont montré qu'aprés une
heure de contact & 37°C avec une solution de soude 0,3 N, la fraction
ARN devenait acido-soluble, Par contre la libération quantitative des
mononucléotides & pertir de ces fragments polynucléotidiques est
beaucoup plus lente. Plusieurs facteurs interviennent dans ce
phénoméne de résistance vis & vis des alcalis,

Dans le cas des préparations obtenues par la méthode de
SCHMIDT et THANNHA4USER (voir page-51-——), il peut se produire une
neutralisation partielle des alcalis par les traces d'acide trichlora-
cétique restant adsorbés sur le précipité. En outre, une certaine quantité
d'alcali pourra &tre consommée par des réactions de saponification de
la fraction lipidique résiduelle, Enfin, la présence dfun taux élevé
de protéines introduit un effet tampon qui modifie de fagon importante
la cinétique d'hydrolyse, Nous verrons cependant, par ailleurs, (page 79)
que cet effet tempon est sglutaire vis & vis des désaminations de
l'acide cytidilique, Il convient donc de tenir compte de ces différentes
actions secondaires dens la détermination des concentrations optimales
dlalcali,

Le probléme le plus important & envisager reste cependant
celui des différences de stabilité des liaisons phosphodiesters, Des
études cinétiques de 1'hydrolyse alcaline ont été effectudes
(CAVALIERT (294), BACHER (295), HAKIM (296), KALTREIDER (297)) ;
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les liaisons purine - nucléotide sont, en particulier, plus régistantes
que les liaisons pyrimidiques (MAGASANIK et CHARGAFF (323), BOULANGER
et al, (324), MONTREUIL (325), LANE et BUTLER (326)). Les liaisons
pyrimidiques sont "stabilisées" par la substitution d'un groupement
6 ~ NH, par un groupement 6 - OH (LANE et ALLEN (327)). RICH (328)
a confirmé ces résultats par des expérimentations sur des polynucléotides
de synthése, LANE et BUTLER (329) ont caractérisé, enfin, dans la
fraction alcali résistante des dinucléotides Aplp en proportion
dominante, Nous rassemblons, dans le tableau G, les travaux des principaux
auteurs qui se sont attachés & étudier le pourcentage d'oligonucléotides
résistants & 1'hydrolyse alcaline, Diverses explications ont été envisagées
pour justifier cette propriété particulitre. BROWN et TODD (330) ont
fait intervenir des liaisons "phospho-amide" qui empécheraient
(notamment dans le cas des nucldotides peptides) la formation des
triesters cycligues intermédiaires (voir le mécanisme de l'hydrolyse:
page 21 ), L'explication actuellement proposée est la présence d'un
substituant occasiomnel sur 1'hydroxyle 2' du ribose qui s'opposerait
également & la formation du dérivé cyclique, En effet, le 2 ~ méthyl
ribose a été identifié dans certaines préparations (SMITH et DUNN (331)
BRAWERMAN et CHARGAFF (332)). MORISAWA (333) vient de montrer que les
dinucléotides alcali-stables de 1'ARN du foie de rat fournissent,
aprés digestion engymatique, la 2' - 0 - méthylguanosine et la
2! - 0 - méthyleytidine en plus des nucléotides habituels., Ces
dinucléotides posséderaient la structure schématisée dans la figure 11,
ou X est le 2-méthylriboside de G ou C, Y étant un riboside normal
de U, G, € ou A, Selon MORISAWA, ces dinucléotides constitueraient, avec
le guanosine - diphosphate (voir page 19 ) provenant de 1'extrémité
de la chaine (MARKHAM, MATTHEWS, SMITH (334), les 3,6 pi00 du phosphore
ARN total du foie de rat. Des 2'-0O-méthylribonucléotides ont &té
caractérisés aussi par HALL (335) dans 1'ARN de levure,

Quelles gue soient les conditions d!hydrolyse retenues, il
semble donc, d'aprés ces travaux, qu'il demeure impossible d'éviter

cette limite particuliére, qui est fonction du taux de nucléotides
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substitués en 2'. Ce falt pourrait représenter un probléme important dans
le cas ol ce taux serait trés différent pour les ARN de tissus cancéreux.
Il appareitrait immanquablement, dens ce cas, une erreur par défaut
dans les études de composition, Néammoins, ces dérivés particuliers
ne semblent exister dans les ARN normaux qu'a 1'état de traces. Nous
évoguerons ce probleéme dans nos travaux persounels pour tenter d'expliquer
la nature de composés anormaux qui subsistent dans tous les hydrolysats
alcalins d'4RN (voirtravaux personnek).

Parallélement & ce probléme de la résistance & 1'hydrolyse
alcaline, la détermination des conditions d'hydrolyse doit dgalement

tenir compte de la stabilité des nucléotides en milieu alealin,

- Stabdlité des nucléotides en milieu alcalin

-- @as des nucléotides puricues

Les nucléotides puriques sont stables dans les solutions 0,3
ou 0,5 N d'alcali & 37°C. Cependant, une étude chimique récente de JONES
et al (343) a permis de prégiser les irois types de dégradation qui
peuvent se produire dans des conditions plus drastiques ; nous les avons
indiquées dans le figure 12, pour le cas de l'adénine, Cette derniere

est la moins stable par suite de la présence du groupe 6 - NH les

5 3
dérivés de la guanine, de méme que ceux de la Xanthine et de 1'hypo-

xanthine, sont trés stables dans les mbmes conditions,

~= cas des nucléotides pyrimidigues

Le groupe 6 -~ NH2 de l'acide cytidylique provoque une
labilité particuliére de ce nucléotide en milieu alcalin, qui se trans-
forme aisément en acide uridylique par déssmination, LAMIRAINDE et al.(344)
et MANDEL et al., (345) n'ont pas constaté de désemination de 1'acide
cytidylique au cours de l'hydrolyse d'un extrait tissulaire par des
solutions de soude 0,3 & 1,5 N, & 37°C pendant 15 & 42 heures, Par
contre, MARIAN et al. (346) et DAVIDSON et SMELLIE (347) ont noté

10 & 20 p 100 de désamination de l'acide cytidylique pur en présence
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de solutions d'alcali 0,3 & 1 N pendant 12 & 18 heures, & 20 et 37°C, En
présence de potasse 0,3 N, & 37°C pendant 18 heures, une désamination
de 2 & 3 p 100 a été caractérisée par plusieurs auteurs (LORING et al,
(348) ; HALL et ALLEN (349) ; XLEINSCHMIDT et MANTHEY (350)). FLECK et
MUNRO (351) ont démontré, en outre, que la désamination de 1'acide cyti-
dylique apparait au cours de l'hydrolyse de préparations purifides 4!'ARN
par la potasse 1 W, & 37°C pendant 24 heures ; dans les mémes conditions
avec la potasse 0,3 N, llacide cytidylique est stable, DERUMEZ (352)
a présenté recemment une étude critique de ce phénoméne ; ses conclusions
sont les suivantes ¢

1 = la potasse est plus aggressive que la soude

2 = les protéines exercent un effet protecteur sur les produits
d'hydrolyse, En l'absence de protéines, 1lthydrolyse doit 8tre effectuée
par la soude 0,3 N & 20°C pendant 24 heures pour éviter toute désaminstion,

3 = l'hydrolyse des extraits obtenus par la méthode de SCHMIDT et
THANNHAUSER est quantitative avec la soude 0,5 N, — 37°C pendant 18 heures

(1a désamination de 1'acide cytidylique reste inférieure a 2 p 100),

Bn fonction des différents travaux que nous venons de
résumer, nous pouvons dome considérer que les conditions optimales de
1thydrolyse quantitative des 4RN par les alcalis sont les suivantes
solutions de soude 0,3 N, & 20¢C pendant 24 heurcs, dans le cas de
préparations pures d'ARN ; solutions de soude 0,5 N, & 37°C pendant
18 heures, pour les extraits tissulaires (trichloracétioue ou perchlo-
rique), L'existence de liaisons nucléotidiques alcali~résistantes
laisse cependant subsister des traces d'oligonucléotides, Enfin, dans
le cas de la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER, les alcalis dégradent
simultanément les macromolécules qui accompagnent les ARN dens le

précipité trichloracétique,
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- Action des alcalis sur les macromolécules accompagnant les ARN

du cours de 1lthydrolyse alcaline, il se produit des dégrada—
tions plus ou moins profondes des ADN, des protéines et des complexes
dtorigine lipidique qui accompagnent les ARN dans les extraits trichlora~
cétiques,

HUTCHISON .¢f . al(353) ont montré que les ADN se dégradaient
dans les solutions alcalines 1 N, & 37° - 40°C, Cependant, dans les
solutions 0,3 et 0,5 N, 1'ADN est stable et ne subit pas de dégradation
importante.

La fraction protéique se dénature et sthydrolyse plus ou
moins profondément dans les conditions standard de 1'hydrolyse des
ARN, Une fraction acidosoluble (oligopeptides et acides aminés) se
libere zu cours de l'hydrolyse et vient souiller la solution finale,
Cependant, selon FLECK et MUNRO (354), les solutions de potasse 0,3 N
a 37°C ou de soude 1 N & 20°C, pendant une heure, ne libérent pas de
fraction protéique acidosoluble ; seule la fraction ARN, particllement
dégradée, est soluble & pH = 4 -~ 4,2, I1 est donc possible, selon ces
auteurs, d'appliquer ces conditions pour doser sélectivement les A4RN
par spectrophotométrie en lumidre ultraviolette,

Nous avons vu & la page 57 que la délipidation ne permetteit
pas d'éliminer une fraction phospholipidique qui constitue selon
HAWTEORNE (355) des complexes lipoprotéiques. Les alcalis hydrolysent
ces composés et liberent des composés phosphorylés non-nucléotidiques
dlorigine lipidique (acides inositol phosphorique, acide glycérophos-—
phorique, phosphosérine) (voir page-137-). Nous avons nous mémes
caractérisé d'autres dérivés phosphorylés tels que la phosphothréonine

et la phosphocolamine (voir travaux personnels)

Ces différents produits de dégradation des protéines et des
lipoprotéides viennent souiller les hydrolysats alcalins. Il est nécessaire
d'en éliminer la majeure partie pour éviter les interférences dans les
dosages de phosphore ou les mesures d'absorption en iumiére ultraviolette,
I1 convient donc, aprés 1l'hydrolyse elcaline, de¢ purifier les

hydrolysats avant de séparer les nucléotides,
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3 = Purification des hydrolvsats

Lihydrolysat alcalin contient :
- une fraction macromoléculaire résiduelle constituée des protéines
dénaturées et des ADN.
- une fraction micromoléculaire qui contient outre les ribonucléotides,
des ions minéraux, des peptites, des acides aminés et des composés
phosphores, non -nucléotidiques, Les lons mindraux sont génants pour les
séperations chromatographiques et les micromolécules organiques

interferent dans les dosages,

la fraction macromoléculaire est précipitée par l'acidification de

1'hydrolysat., De nombreux zsuteurs ajustent la solution & pH =1 ; le
précipité est lavé plusieurs fois per les acides diluds., MONTREUIL (356)
a montré que 1l'acidification & pH = 4,2 par l'acide formique précipitait
quantitativement le résidu macromoléculaire, L'4DN, dans ce cas, n'est
pas dégradé et peut Btre extrait du précipité par ltammoniague & 5 p 100,
DAOUST et HOPPER (357) ont précisé, en outre, que deux lavages du précipité
par les acides dilués étalent suffisants pour extraire toutes les
micromolécules phophorylées ; des lavages répétés augmentent la contami-
nation protéique de la fraction acidosoluble, SCHMIDT, HECHT et
THANNHAUSER (358) ont recommandé 1l'addition de sérum albumine pour
faciliter la précipitation de 1'ADN, quand ce dernier n'est présent qu'a
1'état de traces, MARKHAM (359) et QMELLIE et KROTKOV (360) ont ajouté
des ions Mg*+ pour la méme raison, Enfin Mc INTIRE et SPROULL (361) ont

recomnandé les protamines pour améliorer la précipitation de 1!ADN,

la fraction micromoléculaire peut &tre purifide par différentes

méthodes, Dans le cas des hydrolyses par la potasse, llacidification est
effectuée par 1'acide perchlorique qui permet d'éliminer les ions K" sous
forme de perchlorate (DAVIDSON et SIELLIE (362) ; SCARANO et KALCKAR (363)
et SCHMIDT (364)), Ce procédé provoque cependant un entrainement irréver-
sible de 3 a 5 p 100 des nucléotides de 1'hydrolysat (voir, en particulier,
COCITO et LADURON (365)). MANDEL, WEILL et LEDIG (366) précipitent
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sélectivement les ribonucléotides sous forme de sels de plomb, De
nombreux auteurs ont préféré les résines & échange de cations

Dowex 50 x 2 - H' ou Dowex 50 x 4 - H (UARIAN et al. (367) ; KERR et l.
(368) ; VOLKIN et ASTRACHAN (369) ; DEKEN et DEKEN (370) ; MONTREUIL

et al, (371)). I1 est possible dans ce cas d'éliminer & la fois les
cations et la mgjeure partie des peptides et amino acides. Enfin des
techniques plus récentes ont été proposées pour ces purifications :
électrophorese sur papier (JAENICKE et al, (372) ; DEIIEL (373)),
chromatographie sur papier (PLESNER (374)), chromatographie sur des
résines & échange d'ions (REICHART et al. (375) ; KHYM et COHN (376);
COHN et BOLLUX (377)), chromatographie en couche mince (RANDERATH (378)).

B -~ SEPaRATION DES PRODUITS D'HYDROLYSE

Selon le type d'hydrolyse envisagé, nous distinguerons
1) les méthodes de séparation des bases, 2) les procédds d'analyse du
nélange des bases puriques et des nucléotides pyrimidiques et 3) les

techniques de séparation des nucléotides,

19) Séparation des bases (*)

COHN (379) a introdult 1la chromatographie des bases sur des
colonnes d'échangeurs d'ions ; cette derniere peut &tre réalisée avec
succes sur des résines & échange de catfons ou d'anions. La chromato-
graphie de partage sur amidon a été mise au point par EDIAN (380) ;

DALY et MIRSKY (381) ont adapté ce procddé & la détermination automatique
des rapports molaires des bases., Plus récemnent, STAMBAUGH et WILSON (382)

ont mis au point une méthode de chromatographie sur charbon activé (Darco).

(*) pour les détails voir BOULANGER et MONTREUIL (383).
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HOHN et POLLMANN (384) ont mis au point la séparation des bases par
chromatographie sur des colonnes de séphadex G 25 (elution en tampon
carbonate d'ammonium 0,01 II). Néanmoins, la chromatographie sur papler
a été la plus appliquée ; les systeémes solvants les plus satisfaisants
sont les suivants :
MARKHAM et SMITH (385 ):

n - butanol - eau (86/14)

n ~ butanol ~ &thenol - eau (50/15/35)

n - butanol - acide formique — eau (77/10/13).

WYATT (386) :

Isopropeanocl

HCL ~ eau (170/41/39)
Isopropanol - eau (65/35),

La chromatographie bi-dimensionnelle a été appliquée avec
succés (en particulier par WYATT (387)) pour la séparation de mélanges
complexes de bases et nucléosides, La séparation de plus de 20 dérivés
de substitution de la purine a été effectuée avec succds par ALBERT et
BROWN (388) dans le systime solvant n-butanol - acide acétique 5 N (2/1).
L'électrophorése sur papier permet de séparer les bases de facon satisfai-
sante (voir en particulier DIMROTH et 21 (389), WERKHEISER et WINZLER (390),
BURMA (391), FOSTER et al. (392), MUKWERJEE (393), KARINOYE et INOUE (394)).
Enfin Mc GEE (395) a obtenu trds récemment une séparation satisfaisante des
bases par chromatographie en phase gazeuse, sous forme de dérivés méthylés
par l'hydroxyde de tétraméhtylammonium,

20) Séparation du mélange des bases puriques et nucléotides

pyrimidiques

Le systeme solvant de SMITH et MARKHAM (396) réalise la
séparation du mélange des bases puriques et des nucléotides pyrimidiques
obtenu par 1l'hydrolyse des ARN par les acides chlorhydrique ou sulfurique
1 N, & 100°C (voir page70 ) ; il s'agit du mélange butanol tertiaire -
acide chlorhydrique — eau (700 - 132 -~ 168),
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50) Séparation des nucléotides

Les ribonucléotides ont été analysés essentiellement par
chromatographie sur des colonnes de résines & échange d'ions ou par
chromatographie et électrophorese sur papier., Diverses autres techniques

ont été, en outre, expérimentées,

a ~ chromatographie sur résine

La chromatographie des nucléotides sur colonne de xésine a
échange d'ions met & profit le caractére acide de ces composés, La
présence d'un radical phosphoryle dans leur molécule confére aux nucléo-
tides des propriétés d'acide fort, Cependant, la charge totale d'un
- nucléotide est la somme des charges provenant de l'ionisation du radical
phosphoryle et des fonctions des bases puriques et pyrimidiques et elle
varie avec le pH,

Les nucléotides présentent aux pH élevés une grande affinité
pour les échangeurs d'anions, Inversement, pour les valeurs basses de
pH, ils sont fixés par les échangeurs de cations, Dans les deux cas,
1'élution peut 8tre effectude, soit par une augmentation de la concen—
tration d'un ion compétitif, soit en modififant le pH, de fagon & abaisser
ou & inverser la charge totasle des nucléotides,

La séparation des mononucléotides sur résine & échange dlions
a été mise au point par COHN (397) et par CARTER et coll, (398). Hile
a conduit & la mise en évidence des isoméres a (2'-phosphate) et b
(3'-phosphate) dont la découverte a apporté des renseignements précieux
sur la structure des ARN (COHN (399)),et sur le mécanisme de 1l'hydrolyse
alcaline des ARN (voir page 20).

Leg échangeur de cations, généralement utiliséy est le Dowex 50,

résine polystyvéne sulfoné, sous la forme acide et 1'élution des
nucléotides introduits en solution dans l'acide acétique 0,1 M est
réalisde par le passage d'une solution dfacide acétique 0,1 M (COHN (400)).
MONTREUIL (401) et, & sa suite, DERUMEZ (402) ont montré que les

ribonucléotides introduits & pH 4 sur une colonne de Dowex 50 (H%),
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de Permutite - 50 ou 4'dmberlite -IB - 120 (mesh 25-50) pouvaient &tre
déplacés par ll'eau digtillée dans llordre suivant : acide uridylique,
acide guanylique et ensemble les acides cytidylique et adénylique
(voir travaux personnels), Plus récemment, KATZ et COMB (403) ont montré
que les ribonucléotides en solution dans l'acide chlorhydrique 0,05 ¥
pouvaient 8tre séparés sur une toute petite colonne (0,9 x 5,0 cm) de
Dowex ~ 50 x 4 (mesh 200~400) (H+) par le passage successif dlacide
chlorhydrique 0,05 N pour 1llacide uridylique et par l'eau distillée
pour les autres nucléotides, 1l'acide guanylique précédant les acides
adénylique et cytidylique éluéds ensembles (KATZ et COMB (404)).

Dans nos recherches persomnelles, nous avons utilisé le
Dowex = 50 uniquement pour purifier les hydrolysats alcalins des ARN,
les nucléotides élués ensembles étant ensuite séparés par chromatographie,

par électrophorése ou par électro-chromatofraphie sur papier,

Les échangeurs d'anions, employés le plus couramment, sont le

Dowex — 1 et le Dowex - 2 sous la forme chlorure (COHN (405)), 1t'élution

des nucléotides étant réalisée par le passage de l'acide chlorhydrique
dilué., Cette technique de séparation des ribomononucléotides a été
utilisée par VOLKIN et CARTER (406), pour étudier la composition des
ARN des tissus sains et néoplasiques de différents memmifeéres et pour
mesurer les activités spéeifiques des nucléotides provenant 4!ARN marqués,
Elle a aussi été appliquée par OLMSTED et VILLEE (407) et DE LAMIRANDE,
ALLARD et CANTERO (408). La méthode a été améliorée en 1958 par PONTIS
et BLUMSON (409) qui ont utilisé, pour effectuer 1'élution, un gradient
concave d'acide chlorhydrique et chlorure de calcium, le pH décroissant
de 4 & 2 et la concentration en chlorure de calcium croissant Jusqu'd
0,14 M, L'élimination du chlorure de calcium se fait par un mélange
d'alcool et d'éther qui le dissout complétement alors que les nucléotides
restés en suspension peuvent &tre récupérés par centrifugation,

Les résines & échange d'ions ont encore été employdes sous
la forme formiate, 1'élution des nucléotides étant réalisée par un
gradient discontinu (COHN et CARTER (410)) ou continu d'acide formique
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(HURLBERT et coll. (411)). L'élution peut se faire aussi successivement,
avec de l'acide formique dilué qui déplace des acides cytidylique et
adénylique, puis avec des solutions tamponnées (mélange d'acide formique
et de formiate de sodium) qui déplacent les acides formique et guanylique
(COHN et VOLKIN { 412)). Cette technique a été utilisée par MORTREUIL

et KHOUVINE (413) pour la détermination des radioactivités spéeifiques
des différents nucléotides,

Fn 1960, COHN (414) préconisa d'utiliser un gradient d'acide
. formique et formiate d'ammonium et, un peu plus tard, il conseilla
(COHN et BOLLUM (415)) 1'emploi des bicarbonates qui se décomposent
rapidement au cours du passage sur la résine avec perte de 002 et
élévation du pH. Ces éluants sont préférables aux solutions salines
et aux solutions habituellement utilisdes, car ils évitent lthydrolyse
des nucléotides au cours de la chromatographie,

Les procédés d'élution des nucléotides ont subi de nombreuses
modifications, WADE (416), par exemple, a étudié 1l!'influence de la
concentration saline et du changement de pH de 1'éluant sur la résolution
des nucléotides, et ANDERSON et coll, (417) ont décrit une méthode
permettant de séparer sur la mlme colomne de Dowex 1 x 8 (0,9 x 150 cms ;
mesh 400) les bases, les nucléosides et les nucléotides, HORI et
KONISHI (418) ont récemment adapté cette technique en analyse automatique
avec un gradient de concentration d'acétate pH = 4,4, obtenu & 1'autograd
de 0,1 & 2,5 M, Les séparations sont effectudes & 1l'autoanalyseur,

Malgré les perfectionnements apportés & le méthode, la
chromatographie des nucléotides sur résine & échange d'anions, appliguée
& des hydrolysats 4'ARN, demeure une technique longue et délicate, I1
est vral que les collecteurs de fractions et les appareils d!enregistrement
automatique des densités optiques ont facilité beaucoup la tache des
chercheurs, Cependant bien souvent, ceux~ci doivent vérifier la pureté
des composés élués, par chromatographie sur papier ou par électrophordse,
car les souillures sont nombreuses. Par exemple, YAMANA et SIBATANI (419)
ont montré que l'acide uridylique était élué en mdme temps que de nombreuses

substances de m8me densité optique qui introduisent une cause d'erreur
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dens les doseges. De méme HOSODA et coll. (420) ont déeslé la présence
de contaminents dans les fractions d'acides uridylique et guanylique,
éluds ensembles d'une résine de Dowex 1 x 8 {fomme formiate), Souvent,
les nucléotides sont souillés de phosphate mindral, ce qui aamené
MITSUI, ISHAMA et OSAWA (421) a modifier la méthode décrite par OSAWA
ot coll, (422) : aprés leur séperation sur Dowex 1, les solutions de
mononucléotides sont agitées avec un égal volume d'un mélange de benzéne
et dtisobutanol {1 : 1) en présence de molybdate d'ammonium 0,0016 M

et d'acide sulfurique 0,1 M, pour éliminer les contaminants,

La chromatographie des nucléotides sur échangeurs d'anions
connailt cependant encore de nombreux adeptes (voir par exemple ¢
NOMURA et coll, (423), ISHIHAMA et coll, (424), SIBATANT et coll, (425),
SRINIVASAN (426), ALLFREY et MIRSKY (427), HIATT (428), OTAKA et coll,
(429), CANTONI et coll, (43%0), KITAZUME et YCAS (431), ANDOH et coll,
(432), BRACHET et coll, (433), DECROLY et coll, (434) et HAYASHI et
SPIEGELMAN (435). Il est vrai que lorsque les ARN ont été préaleblement
isolés par extraction phénolique suivie d'un fractionnement par chromato-
graphie ou centrifugation différencielle comme ils le sont généralement
dans les études actuelles des ARN messagers, solubles et ribosomaux, les
hydrolysats contiemment moins de contaminants susceptibles de perturber
la résolution des nucléotides sur résine, Toutefois, il semble préférable,
avant de procéder & 1l'adsorption des nucléotides sur Dowex~1, de purifier
comme le font BRACHET et coll, (436), DECROLY et coll. (437), 1'hydrolysat
d!ARN par une chromatographie sur charbon qui ne retient pas les impuretés
mais fixe les nucléotides que 1'on élue ensuite par le passage d'un

mélenge de pyridine et d'alcool (MANDEL et REVEL (438)).

b - chromatographie sur papier

La chromatographie sur papier reste la méthode la plus
utilisée, car elle est plus sdmple, plus rapide et plus exacte.

MARKHAM (439) et de nombreux systdmes solvents ont été dderits :
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Celui de CHARGAFF et coll, (440), VISCHER et coll, (441), MAGASANIK
et coll, (442), ELSON et CHARGAFF (443), BRAWERMAN et CHARGAFF (444)
(acide isobutyrique tamponnée) ne permet pas la séparation des acides
uridrlique et guanylique qui doivent &tre dosés ensemble ; la méthode
chromatographique bidimensionnelle publiée en 1960 ‘;ar LIPSHITZ et
CHARGAFF (445) ne se préte pas & des dosages en série, pas plus que
celle de CRESTFIELD et ALLEN (446).

BOULANGER et MONTREUIL (447) ont mis au point une série de solvants
phénoliques dont l'utiliseation permet la séparation des 4 ribomon-nucléo-
tides ; le dosage spectrophotométrique rendu impossible par la présence
du phénol, est remplacé par un dosage colorimétrigue du phosphore selon
la méthode d'ALLEN (448) modifiée,

D!autres systémes solvants ont été proposés, en purticulier par :

CARTER (449) : solution aqueuse & 5 p 100 (p :v) de phosphate disodique
saturée d'alcool Zsoamylique.

MARKHAM et SMITH (450) : solution aqueuse saturée de sulfate d'ammonium/
tampon, acétate de sodium 0,1M pH 6/isopropanol, (79 : 19 : 2) ; ce
systeme solvant ne sépare pas les acides cytidylique et uridylique,

CARPENTIER (451) : alcool isoamylique/tétrahydrofurfural/citrate de
potassium 0,081 pH 3,02, (1 : 1 : 1),

KIRBY (452) : 1) méthenol/acide chlorhydrique concentré/eau, (70 : 20 s
10)
(50 :+ 25 : 6 5 19) ; 3) méthyl-éthyl-cétone/butanol tertiaire/acide
méﬁqmﬂmﬁeoM&ﬂWmmw@@a% @&5: 22,5 ¢+ 35 : 19 1),

VANDEL, WEILL et LEDIG (45%) ont publié une méthode chromatographique

2) méthanol/éthanol/acide chlorhydrique concentré/eau,

“e

en deux temps. Une premiére chromatographie de 48 heures dans le systéme
solvant : propanol/ammoniaque/esu, (60 : 30 : 10) permet d'isoler
1'acide guanylique des trois autres nucléotides qui sont séparés dans un
systime solvant & base d'isobutyrate d'ammonium (acide isobutyrique/
smmoniaque 0,5N), (50 3 30) pH 7 : cette deuxidme chromatographie se fait
dans le méme sens que la premidre aprds sécha~s du papier, découpage de
la partie supérieure ou se trouve llacide guanylique et remplacement de

celle-ci par un morceau de papier de mémes dimensions,
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LANE (454) obtient de bonnes séparations des nucléotides par chromato-
graphie sur papler imprégné de sulfate d!ammoniaque, avec un systeéme
solvant qui est un mélange d'éthanol & 95 p 100 et dleau (80 : 20). Une
chromatographie de 15 & 24 heures & 22°C sépere les nucléotides dans
l'ordre suivant : acides cytidylique, guanyligue, adényligue, uridylique,

GERLACH et coll, (455) viemment de donner la composition de différents
systemes solvants qui permettent de séparer, selon les auteurs, les bases
les nucléosides et les nucldotides,

BRADBEER et JARVIS (4%6) ont déerit récemment un procédé de chromato-
graphie bi-dimensionnelle qui sépare le mélange des bases, nucléosides
et nucléotides, Les systémes solvants sont les suivants § 1=-n-~propanocl
ammoniague-eau (3~1—1) et 2 - alcool amylique tertiaire - acide

formique & 90 p 100 - eau (3-1-3),

Certains avteurs ont préconisé llemploi des papiers échangeurs

dlions pour séparer les ribomononucléotides

- papier cellulosique contenant 46,6 p 100 en poids d'Amberlite, résine
fortement basique (forme formiate), On fait migrer pendant 2 heures, et
de bas en haut, de l'acide formique 3,8 I, puis le papier est séché 3
1lair et coupé & 10,4 cm de 1l'origine., Le développement du chromatogramme
pendant 6 heures avec du formiate 4'ammonium 0,5 M de pH 5 achéve la
séparation des nucléotides récupérés par élution des bandes de 0,8 cm et

repérés par leur densité optique & 260 mu (SMILLIE (457).

~ papier Whatman n®1 imprégné de polyéthyléne~imine : la chromatographie
est réalisée avec des solutions d'électrolytes neutres (RANDERATH (458),
VERACHTERT et coll. (459)).

- papier de diéthylaminoéthyl-cellulose (DEAE) sous la forme formiate §

migration pendant 2 & 3 heures d'acide formique 0,05 M ; U et G migrent

ensemble et sont séparés par passage, en sens inverse, dans cette zone,
d'acide formique 4 M, 45 mn (JLCOBSON (460)).
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—~ papier Whatman DE - 20, pour séparer les nucléotides sous forme de
complexes boratés. Le systéme solvent utilisé est le mélenge : carbonate
d'armonium 0,2M ~ tétraborate de sodium 0,005 M (6 heures de migration)
(J4coBSON (461)). '

¢ - procédds divers

chromatogravhie de Gel-filtration

GELOTTE (462) a appliqué la filtration sur gel de séphadex
G-25 pour séparer les nucléotides. L'élution était réalisée par une k
solution ClNa 0,2 M, HONN et POLLMANN (463) ont obtenu des séparations
de nucléotides sur le Séphadex G-25, par élution avec un tampon carbonate
d!ammonium 0,01M & pH = 7,6, STICKLAND (464) a séparé les nucléotides

par chromatographie bi~dimensionnelle en couche mince de Séphadex,

chromatographie sur les celluloses modifides

Les nucléotides peuvent égalemunt &tre séparés par chroma-
tographie sur DBAE-cellulose (Diéthyl-aminoéthyl-cellulose) (élution avec
un gradient de carbonate d'smmonium & pH 8,7) (SINGER et CANTOWI (465)).
MORISAWA et CHARGAFF (466) utilisent la DEAE -cellulose avec un gradient

de concentration en chlorure ce lithium (0,01M & 1,0M) dans un tampon

acétate de lithium 0,01 M & pH 5.

chromatographie en couche mince

La chromatographie en couche mince est applicable & la
séparation des mononucléotides et des mélanges complexes de nucléotides ¢
a) couche mince de cellulose : le développement est réalisé avec le
systéme solvant : eau distillée ou solutions de chlorure de sodium
diludes par RANDERATH et STRUCK (467) et RANDERATH (468) ; solution de
sulfate d'amoniaque, saturdée/acétate de sodium 1M/isopropanol,

(80 : 18 1 2) pendant 90 mn par RANDER4TH (469) H isopropanol/ammoniaque/

eau, (60 ¢ 35 : 5) pendant 30 mn ou avec le systime j solution saturde
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de sulfate d'armonium/isopropanol/acétate de sodium 0,5M (80 ¢ 20 : 18)
pendant 20 mn par JOSEFSSON (470).

b) coucge_minge_dg gellulgsg microcristalline 3 développement effectué

avec le systéme solvant : isopropanol / acide chlorhydrique / eau,
(65 ¢+ 16,7 : 18,3%) par GRIPPO et coll, (471).

c) couche mince de cellulose Qogiiéée : sur DEAE~cel lulose (didthyl -
eminoethyl-cellulose) et sur ECTE L&-cellulose (cellulose lide & la
biethanolamine par 1'épichlorhydrine), développement avec 1'acide
chlorhydrique 0,06 N pendant 60 mn (RANDERATH (472)) ; sur couche mince
de DEAF=cellulose, développement effectué avec le double systéme

solvant : propanolc - 1 - ol/ammoniaque/eau, (60 ¢ 30 : 10) pendant 45 mn,
puls apres séchage, avec le systéme : acide acétique 0,24 M pendant 15 mn
(DYER (473)) ; sur couche mince de polyéthyléne —imine - cellulose, les
nucléotides sont séparés (RANDERATH et RANDERATH (474)) par le passage
successif de chlorure de sodium 0,6 M pendant 5 mn, puis de chlorure

de sodium 0,8 M pendant 30 mn, avec un séchage intermédiaire,

a) chromatographie bi-dimensionnelle en ccouche mince:

R I e e R R )

STICKLAND (475) a récemment obtenu de bonnes séparations des
différents isoméres des nucléotides, par une chromatographie bi-
dimensionnelle en couche mince sur DEAE~-cellulose dans les conditions
suivantes ¢ 1 - bicarbonate d'ammonivm & pH = 7,8, en gradient de
concentration de 0,15M & 1 M ~ Migration pendant 75 mn,

2 - formiate d'ammonium 2 If en gradient de pH de 2,8 & 4,2,

BIELESKI (476) enfin a ¢tudié les séparations per électro-
chromatographie en couche mince de silicagel G, de cellulose MN-300 et
de poudre Whatman CC,41,

I1 semble cependant que, si ces procédés peuvent rendre de
grands services pour des études qualitatives, ils ne peuvent avoir la
précision d'une technique plus longue mais qui fait intervenir des

quantités plus importantes de substances dont le dosage est plus exact,
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chrematographie en phase gazeuse

MILES et FALES (477), puis HANCOCK et COLEMAN (478) ont déorit
des conditions de séparation, par chromatographie en phase gazeuse, des
dérivés tri-méthylsilylés des ribosides et démoxyribosides, Ces études

récentes n'ont pas encore donné lieu & des applications quantitatives,

Il.ectrophordse

La séparation des ribomononucléotides peut aussi 8tre
réalisée par électrophordse sur papier (voir la revue générale de
SMITH (479) et de BENDETSKII et SHADMANOV (480).
- DAVIDSON et SMELLIE (481), SMELLIE et coll. (482), McINIDOE (483) et
CROSBIE et coll, (484) utilisent wn tampon citrate de sodium 0,02 M de
PH 3,5 et leur technigue est appliquée par de nombreux auteurs et par
nous-mémes,
- Le tampon acétate (pH 3,7, force ionique 0,03), préconisé par
WERKHEISER et WINZLER (485) permet lui aussi, une bonne résolution d'un
mélange de mononucléotides,
~ D'autres systémes~tampons ont encore été décrits
~ tampon acétate d'ammonium 0,05 M pH 3,2, électrophorese sous 1000 Volts
dans le tétrachlorure de carbone (MARKLAM et SMITH (486)).
~ tempon formiate de pH 3,5 et de force ionique 0,1 (30 V/em) ou tétra-
borate de sodium 0,1 M de pH 9,2 (CRESTFIELD et ALLEN (487)).
- solutions aqueuses d'acide butyrique (9,2 p 100) et de soude (0,1 p 100)
électrophorese de 4 & 5 heures sous 400 volts sur papier Whatman n®3
lavé avec de 1l'acide formique 1 N (WADE et MORGAN (488)).
~ tampon formiate 0,4 M de pH 3,3, électrophortse de 5 heures sous
950 volts sur papier Whatman n°1 (SMITH, REBHUM et KAPLAN (489)).
- tempon acétate de lithium 0,1 M de pH 3,5 (70 V/cm) (BADER-HTRSCH
et coll, (490)).
- tampon pyridine/acétate pH 3,5, électrophorsse de 70 mn sous 3000 volts
(SEBRING et SALZMAN (491)).
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Signalons aussi la méthode de KINNORY et coll, (492) mise
au point pour la séparation des bases puriques et des nucléotides pyrimi-
diques libérés par hydrolyse chlorhydrique des ARN (tampon acide mono-
chloracétique de pH 3,1 et de force ionique 0,05 ; électrophorese de
6 heures sous 9 V/cm sur papier Schleicher et Schiill 589, entre deux
glaces paraffinées) et la méthode de microélectrophordse sur fibre de
cellulose d'HDSTROM (493).

FRONTALI (494) a décrit ume technique d!électrophordse sur
colonne de poudre de cellulose (2 x 70) en tampon formiate d'emmonium
0,05 M de pH 3,5 (750 Volts, 22 mA), Aprés 22 heures d!'électrophorese,
1'élution de la colommne donne des nucléotides dans 1l'ordre suivant @

U, G, 4, C, L'opération est tres longue et dure 88 heures.,

GEBICKI et FREED (495) ont obtenu une séparation compldte
des ribonucliéotides par électrophorése sur des membranes de cellulose
Schleicher et Schiill, avec un tampon formiate d'ammonium - acide

formique (0,01 M pH 2,& & 3,1), pendant 15 mn (60 volts/cm).

Signalons enfin les techniques récentes d'électrophorése
sur couche mince et sur membrane d!'acétate de cellulose ¢
~ DE FILIPPES (496) : électrophorése sur couche mince de cellulose
dans un tampon formiate de pH %,4, force lonique 0,1 pendant 75 mn,
- COCITO et LADURON (497) : électrophorése sur membrane d'acétate de
cellulose Schleicher et Schiill, 3 & 4 heures sous 300 volts en tampon

acide citrique/citrate de sodium 0,01 I de pH 3,15.

Autophorése
NAUGHTON et DINTZIS (498) ont décrit une technique automatique

d'enalyse des nucléotides par une électrophordse & haut voltage dans un
gradient de saccharose, L'ensemble des opérations est réalisde dans un

appareil entierement automatique maintenant commercialisé,
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Les techniques de séparation des produits d'hydrolyse des
ARN sont donc treés nombreuses, Elles ont été diversement appliquées et
ne se prétent pas toutes avec la méme rigueur aux déterminations quantite-
tives, La chromatographie et l'électrophorése sur papier sont, dans ce

domaine, les procédés les plus aguerris,

C -~ METHODES DE DOSAGE DES NUCLEQTIDES

Les principales méthodes de dosage qui ont été appliquées
pour la détermination des rapports molaires des nucléotides dans les ARN
se fondent sur l'un des principes suivants @

-~ détermination du phosphore nucléotidique

~spectrophotonétrie en lumiére ultraviolette

~ dosage colorimétrique du ribose

~ détermination de la radioactivité des nucléotides marqués par

le radiophosphore,

*
1 - Détermination du phosphore nucldéotidique ()

Le phosphore, aprés mindrslisation, est dosé par photocolo-
rinétrie avec le réactif phosphomolybdique, La minéralisation des
nucléotides est effectude par llacide sulfurique (FISKE et SUBBARROW (499))
par l'acide perchlorique (KING (500), ALLEN (501)), per le mélange
acide sulfurique - sulfate de cuivre -~ sulfate acide de potassium -~
oxyde de sélénium (MA et ZUAZAGA (502)) ou par le mélenge des acides
perchlorigque et sulfuricue (3/1) (MONTREUIL (503)). Les bleus de
molybdéne sont formés & partir du phosphomolybdate par action de
1thydroquinone (BRIGES (504)), de ltacide 1-amino-2-naphtol-4sulfonique
(FISKE et SUBBARROW (505), BERENBLUM et CHAIN (506), GRISEWOLD et al,
(507)), au chlorure stameux (MARTIN et DOTY (507B),ERNSTER et al,(508))

{*) Voir en particulier les revues génerales de LINDBLRG et BRWSLER
(509) et de LELOIR et CARDINI (510).
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ou encore de 1'amidol (chlorhydrate de 2-4 diaminophénol) (ALLEN (511),
MULLER (512), MONTREUIL (513)). Les études critiques ont montré que la
réaction était quantitative avec 1'amidol, Le dosage est sensible au

microgramme,

2 =~ Spectrophotométrie dans 1l'ultraviolet

Comme nous 1'avons indiqué précédemment (page 82 ), les
bases et les nucléotides absorbent la lumiére ultraviolette, avec un
maximum d'absorption voisin de 260 mp. Les dosages spectrophotométriques
sont sensibles, mals ils sont souvent entachés d'erreurs & cause de la
présence de substances interférentes, Ils doivent donc stadresser & des
préparations pures, Pour éviter ces causes d'erreur, différentes méthodes
ont été proposées,

CHARGAFF et ZAMENHOF (514) établirent la relation entre
1'absori.ance en lumiére ultraviolette et la concentration en phosphore,
Ils définirent ainsi l'absorption molaire ¢ (p) = A/C . d, avec & =
densité optique, C = concentration molaire (en atomggramme de P/litre)
et d = longueur de la cuve en centimdtres, La détemination des ¢ (P)
est trés précieuse pour controler la pureté des produits dosés, qutil
s'agisse des nucléotides séparés & partir des hydrolysats alcalins, ou
des préparations A'ARN totaux obtenus par les méthodes directes d'extrac~
tion, La valeur de 1! &(P) permet, dans ce dernier cas, d'évaluer la
contamination protéique des extraits ; cette valeur augmenters, en effet,
proportionnellement au teaux des protéines présentes, Cette technique
n'est cependant pas rigoureuse, car elle ne tient pas compte de la
présence éventuelle de composés phosphorylés non-nucléotidiques
(phosphoprotéides, dérivés phosphords dlorigine lipidique etCees)s
Flle demeure cependant un critére de pureté qu'il ne faut pas négliger
et auguel nous avons fait appel nous mémes (page 64)-

TSANEV et MARKOV (515) se sont fondés sur les différences
entre le maximum d'absorption des dérivés nucléiques (257 & 260 mu)

et celui des dérivés protéiques (275 & 278 mp). Ils décrivirent une
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méthode spectrophotométrique & double longueur d'onde, qui permet, selon

ces auteurs, d'éliminer 1l'interférence protéique. La quantité de nucléotides
est calculée & partir de la différence des densités optiques & 260 et 286 mu.
FLECK et BERG (516) ont introduit, en outre, la détermination & partir de

la différence des densités optiques & 232 et 260 mp, Cette technique
géduisante est précieuse pour les études de rendement des extractions ;

elle n'est cependant pas applicable & la détermination des rapports molaires

des nucléotides., Nous en discuterons les limites expérimentales dans nos

travaux pecrsonnels,

Les techniques de spectrophotométrie dans l'ultraviolet
sont appliquées & la fois pour l!'étude de la pureté et du rendement des
préparations d'ARN et pour la détermination de la composition nucléotidique
des ARN, Dans ce dernier cas, la méthode n'est applicable que si les

nucléotides séparés & partir des hydrolysats sont purs,

% - Dosage colorimétrique du ribose

Pour vérifier les résultats obtenus par le dosage de phosphore
ou la spectrophotométrie, certains asuteurs déterminent la teneur en ribose
nucléotidique, La méthode consiste & transformer, par 1l'acide chlorhydrigue,
le ribose en furfural et & doser les produits de condensation de ce
dernier avec 1'orcinol (MEJB&TM (517)), le phloroglucinol (EULER (518))
ou 1l'acétate d'aniline (REEVES (519)). Dans les conditions réactionnelles,
seul le ribose des nucléotides puriques réagit entidrement, En outre,
la présence de protéines, de peptides, d'acides aminds ou d'autres
composés glucidiques provoque des colorations parasites qui sont

extrémement dangereuses.

4 ~ Détermination de la radioactivité des nucléotides marqués

par le phosphore 32

Les travaux de YCAS et VINCENT (520) ont établi que le
marquage des ARN par les radiophosphates s'effectuait uniformément et

au hasard, dans des conditions cinétiques appropriées, Ce principe a été
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le fondement de nombreuses techniques d'étude de la composition des ARN
par la dgdtermination de la radioactivité des nucléotides, Ces méthodes
sont applicables & des quantités treés faibles de substances mais les
conclusions de YCAS et VINCENT ne sont pas uniformément admises, I1
convient, en effet, de rappeler gque le clivage en milieu alcalin des
chaines nucléotides (page -21 ) libére des nucléosides-3!-phosphate

dont les restes phosphoryles correspondent & ceux des nucléotides voisins

dans la chaine,

Cette longue énumération des techniques de séparation et de
dosage des mononucléotides pourreit laisser croire que le chercheur n'a
gue llembarras du choix lorsqu'il désire déterminer les quantités
relatives de ces constituants dans les ARN, En fait, la valeur des études
de composition est 1liée & la fois & la qualité des méthodes d'extraction

des ARN et & l'efficacité des méthodes de séparation de leurs produits

d'hydrolyse, Deux problémes, étroitement 1iés, subsistent donc actuellement 3

celui de la pureté des préparations A'ARN et nous avons vu les
difficultés rencontrées dans ce domaine

celui du choix des techniques d'étude de la composition des ARN,
en particulier en ce qui concerne lthydrolyse totale et la séparation
de tous les produits d'hydrolyse(en particulier des nucléotides mineurs

et des fractions alcali-résistantes),

Cet aspect constitue la premiére orientation de notre
travail ; il convenait, en effet, de préciser les conditions les plus
rigourcuses qui permettent d'envisager la caractérisation de nucléotides

anormaux dans les ARN cancéreux.
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| RECHERCHE D'UNE METHODE GENERALE D'EXTRACTION DES ARN, |

j APPLICABLE A L'ETUDE DE LEUR COMPOSITION, i
f

}
3
L H

4 la suite de notre étude bibliographique, nous avons abordé
le probléme de la caractérisation des composés nucléotidiques anormeux
par wne étude critique des méthodes indirectes les plus couramment utilisées ,
Nous ne pouvions retenir, en effet, qu'une technique d'extraction qui

fournisse guantitativement des préparations pures d'ARN,

Nous décrirons les nombreuses modifications que nous avons
introduites pour tenter de satisfaire & ces critéres de rendement, de
pureté et d'intégrité moléculaire, Devant 1l'insuccés de nos tentatives,
nous nous sommes tournés vers les méthodes directes pour la mise au point
d'une techmique générale d'extraction des ARN, qui satisfasse & ces trois
impératifs techniques,

Ces résultats nous ont permis d'entreprendre une étude compa~
rative de la composition qualitative des ARN du foie de rat normal et de
1*hépatome escitique, pour tenter de mettre en évidence des composés

nucléotidiques anormaux caractéristiques de 1'état cancéreux,

I - ETUDE CRITIOUE DES METHODES INDIRECTES D'EXTRACTION

DES 4RN TISSULAIRES,

Avant de présenter nos résultats personnels, nous décrirons

les différentes techniques que nous avons appliquées,

A - DIBESCRIPTION DES TECHNIQUES

Nous distinguerons successivement les procédds dtextraction
étudiés, puis les méthodes de détermination des rendements, de la pureté

et de 1lintégrité des préparations,
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1 = Procédés d'extraction

Comme nous l'avons précisé, en détail, & la page-51- , la
méthode originale de SCHMIDT et THANNHAUSER (521) a fait l'objet de tres
nombreuses modifications en ce qul concerne essentiellement, d'une part,
la nature de l'acide (%trichloracétique ou perchlorique), la concentration
et le temps de contact et, d'autre part, les conditions de délipidation.
Nous avons, a dessein, comparé, dans un premier temps, la méthode originele
de SCHMIDT et THANNHAUSER (522) et la technique la plus récente de HALLINAN,
FLECK et MUNRO (523) s les résultats obterus nous ont ainsi permis de
poser les problimes techniques essentiels, Toutes les extractions ont &té
effectudes, de fagon comparative, & partir du foie de rat normal (souche

WISTAR, poids moyen par animal : 500 g ; animeux sacrifiés par décapitation),

a - Procédé de préparation selon SCHMIDT et THANNHAUSER (524), et
BOULANGER et MONTREUTL (525).

~

Les fToies sont prélevés rapidememt, broyés & 1l'aide de 1'appa-
reil de FISCHER et recueillis dans 10 volumes d'une solution aqueuse
d'acide trichloracétique & 10 p 100, maintenue & + 4°C, On homogénéise
pendant 2 & 5 mn dans un appareil de POTTER-ELVEHJEM, Aprds 10 minutes
de contact, & + 4°C, la suspension est centrifugée 15 mn & 3000 +/mn
et le culot est lavé deux fois dans la méme solution dtacide trichlora~
cétique, Le précipité est lavé trois fois par 10 p 100 (p/v) d'éthanol
pur redistillé, Le résidu est ensuite soumis & trois délipidations &
reflux par le mélange éthanol - éther (1 - 1) (5 p100 - p/v), Le préci-
pité résiduel est repris par environ 5 ml d'une solution de NaOH -~ 0,5 N,
de fagon & obtenir une pite homogéne ; on compléte ensuite au volume
final (60 ml de NaOH - 0,5N pour 10 g de tissu frais). L'hydrolyse alcaline

*
est effectuée & 37°C pendant 18 heures ( ). La solution obtenue est

(*) Le flacon n'est bouché qu'aprés 2 & 3 heures, pour permettre

1'élimination des traces d'éther,
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ensuite ramende a + 4°C et ajustée & pH = 4,2, sous agitation, par 1l'acide
formique concentré., Aprés 3 & 4 heures de repos & + 4°C, on élimine le
précipité par wne centrifugation & 2500 t/mn, pendant 30 mn & 2°C. Le
surnageant est filtré sur du papier Whatman n° 1 et completé & 100 ml
pour 5 g de tissu frais. La purification de 1'hydrolysat est effectude
par un'passage" sur me colomne de Dowex 50 x 2 (25-50 mesh.) (2 x 20 cm)
suivi d'un lavage de la résine par un litre d'eau distillée ; Hydrolysat
et eau de lavage sont recueillis ensembles, sur chloroforme, & la vitesse

de 0,6 ml/mo.

b = Procédé de FLECK et MUNRO (526)

Les foies de rat sont homogénéisds dans 10 volumes d'une
solution d'acide perchlorique 1-N & + 4°C. Le précipité est lavé deux
fois, dans les mBmes conditions, par une solution d'acide perchlorigue
0,7 N, Le résidu est hydrolysé directement par une solution de KOH -~ 0,3N
(160 mwl pour 10 g de tissu frais), & 37°C pendant une heure, La solution
refroidie est neutraliséde par 1l'acide perchlorique 10 N et acidifiée par
un volume d'acide perchlorique 1 N. Aprés centrifugation, le précipité
est lavé deux fois par ltacide perchlorique 0,5 N. Les solutions sont
rassemblées et amendes & une concentration finale en acide perchlorique

de 0,1N,

2 — Détermination des rendements

a - Dosage du phosphore total selon ALLEN ( 527 )

La minéralisation est effectuée dans des fioles & destruction
de 50 ml, Dans le cas des solutions purifiées, sur colonne, on concentre
au préalable par évaporation, La minéralisation est effectude, & la
rampe & destruction, par addition de 2,5 ml du mélange d'acide sulfurique
(d = 1,83) et d'acide perchlorique (d = 1,61) dans les proportions 3 - 1.
Aprés refroidissement, on ajoute environ 20 ml d'eau distillée et les

fioles sont maintenues & 1'étuve & 100°C pendant 2 heures pour hydrolyser
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les polyphosphates, Apres avoir complété & 50 ml, le dosage est effectué
en triple sur 10 ml, dans des tubes gradués de 15 ml., On ajoute successi-
vement : 1 ml de molybdate d'ammonium & 8,3 g p 100 ml d'eau ; 1 ml de
golution réductrice, préparée extemporanément en dissolvent 1 g d!AMIDOL
(2~4~diaminophénol) p 100 ml d'une solution aqueuse de sulfite de sodium
anhydre & 20 g pe100 ml, Les tubes sont complétés & 15 ml et abandonnés

N

& 1'électrophoto-

(*)

de la coloration doit &tre prolongé pendant 60 mn ; nous avons, en effet,

& l'obscurité pendant 60 mn, Le dosage est effectud
)

colorimétre de MEUNIER (écran rouge — cuve de 1 cm + Le développement

vérifié que la coloration n'est stable qulentre 60 et 90 mn aprés 1'addi-

tion de la solution réductrice,

b ~ Spectrophotométrie dans l!'ultraviolet

Corme nous l'avons précisé & la page -07-, la méthode spectro-
photométrique de FLECK et MUNRO (528) dite " double longueur d'onde"
présente le grand avantage d'éliminer 1'interférence des contaminations
protéiques, La technique est la suivante

le dosage est effectué sur la solution obtenue en ajustant
& 0,1 N en acide perchlorigue l'hydrolysat potassique préparé dans les
conditions décrites précédemment (page-72- ) (KOH - 0,3 - W - 37°C ~ 1 h),

On détermine les absorptions & 260 et 275 mu (en cuve de 1 cm). La

concentration en pg de phosphore ribonucléique est domnée par la formule

ARN - P = (11,87 x4

260 ) = (10740 % hyrg )

2775mpL

Les auteurs ont précisé 1l'importance du temps d'hydrolyse
(1 heure, & 37°C dans la potasse 0,3 N) qui solubilise quentitativement
les ARN et fournit le minimum de contaminations protéiques acidosolubles,
Un temps dlhydrolyse alcaline supérieur augmente considérablement cette

contamination,

(*) 1'étalonnage de 1'appareil est réalisé & 1! aide d'une gamme de

phosphate monopotassique,
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Nous avons ¢tudié les conditions d'application de cette
technique au cas des préparations d'ARN ayant subi une hydrolyse alcaline
totale (NaOE - 0,5N - 18 h ~ & 37°C), Nous nous sommes fondés sur les
considérations suivantes

-~ cette méthode spectrophotoméﬁrique doit pou&oir 8tre applicable
pour déterminer le rendement en ARN des hydrolysats totaux utilisés pour
les études de la composition nucléotidigque,

- lthydrolyse par la potasse suivie d'une acidification par l'acide
perchlorique provoque une perte de 3 & 5 p 100 des nucléotides, qui sont
entrainés irréversiblement sur le précipité de perchlorate de potassium,
quelque soit le nombre des lavages, Il éfait donc important dlenvisager
1l'application de cette technique dans le cas des hydrolysats sodiques,

~ pour 1l'étude des compositions nucléotidiques, la délipidation est
indispensable pour écarter les contaminations de composéds phosphorylés
dtorigine lipidique (voir page -57-), qui altérent les migrations
électro~chromatographiques des nucléotides,

- nous montrerons plus loin llaction néfaste de l'acide perchlorique

sur les rendements et la stabilité des préparations,

En conséquence, nous avons apbliqué la technique de dosage

de FLECK et MUNRO:

~ sur un mélange des 4 nucléotides purs, pour vérifier la quantita=~
tivité de la méthode sur des nucléotides libres, en 1'sbsence de conta—
minants et en tenant compte de l'effet hyperchromatique

~ sur une préparation d!'ARN exempte de protéines, pour étudier
1'action du pH sur la valeur de 1'ARN - P obtenue,

-~ sur des préparations obtenues selon les techniques de SCHMIDF
et THANNHAUSER et de FLECK et MUNRO que nous venons de décrire,

Les résultats sont les suivants :
1 = Une solution & 0,5 p 100 des quatre ribonucléotides purs est préparée
dans 1l'acide perchlorique 0,1N (pH = 1,45). Les adsorb.ances sont
déterminées, dans des cuves de 1 cm, & 260 et 275 mu et le phosphore
nucléotidique est déterminé par 1'équation de FLEEK, On détermine ensuite

le phosphore nucléotidique par la méthode de ALLEN précédemment décrite,
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Les résultats comparatifs sont les suivants

Dosage de phosphore 3 1,662 mg ;
Dosage spectrophotométrique : 1,67 mg.

En conséquence, la méthode de FLECK et MUNRO est applicable
& pH = 1,45, dans le cas des mélanges de nucléotides purs, Les valeurs
fournies par la méthode & double longueur d'onde sont de 0,3 & 0,5 p 100

supérieures & celles obtenues par le dosage du phosphore,

2 - Une préparation pure A'ARN, obtenue par notre méthode d'extraction
par le chlorhydrate de guanidine (voir pagel49 ) a été traitée dans les
conditions de FLECK et MUNRO (hydrolyse par une solution de KOH -~ 0,3 N -~
37°C - 1 heure et neutralisation par 1'acide perchlorique 1 N). Une

game de pH est préparée, & partir de cette solution neutre, dens les

conditions suivantes @

(1) ajustement & pH = 1,45 par 1'acide perchlorique 0,1 N

(2) u DH = 2,35 par 1'acide chlorhydrique 0,01 N
(3) " pH = 4,15 par un tempon formiate 0,1 M

(4) " pH = 7,20 par un tampon Tris - Acétate 0,1 M
(5) " pH = 12,80 par une solution NaOH - 0,1 N,

Le tableau, ci-apres, fournit les valeurs d'ARN - P
déterminée par la formule de FIECK et MUNRO, pour ces différents pH.
On constate une augmentation des valeurs d'ARN - P proportionnellement
au pH (66,6 p 100 & pH neutre). En éonséquence, la formule de FIECK
et MUNRO doit &tre calculée pour des déterminations effectudes
obligatoirement & pH = 1,45, apres ajustement par llacide perchlorique
0,1 N.
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Augmentation de 1'ARN-P
rH _p (¥) .
ARN -~ P en fonction du pH

(1) 1,45 60,0 0

(2) 12,35 65,7 11,7 p 100
(3) © 4,15 7449 27,3 p 100
(4) 7,20 98,0 ' 66,6 p 100
(5) 12,80 82,5 40,3 p 100

(*) taux de phosphore total = 62,7 ng.

3 - Des préparations obtenues par le procédé d'extraction de SCHMIDT

et THANNHAUSER, modifié dans les conditions définies plus loin (hydrolyse
par la soude 0,5 N - 37°C -« 18 h et ajustement & pH = 1,45 par l'acide
perchlorique 0,1 N) et par le procédé de FLECK ef MUNRO (hydrolyse par
la potasse 0,3 N ~ 37°C -~ 1 h et ajustement & pH = 1,45) ont été dosées

dans les mémes conditions &
(1) par la méthode de détermination du phosphore total
(2) par la méthode de la double longusur dlonde

(3) per la mlme méthode, aprés purification sur Dowex 50 x 2,
dans les conditions précisées précédemment, et réajustement & pH = 1,45

par l'acide perchlorique Q1 N,
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Préparation selon la

Preparation selon modification personnelle de |

FLECK et MUNRO SCHMIDT et THANNHAUSER ;

O 62,7 80,1 |
(2) 60,0 ] 105,6
ENCOR 59,4 - 7617

*valeurse-ﬁ'mgj de Phosphore pour 100 g. de: tissu frais.

Il apparait donc que, dans le cas des hydrolyses sodiques
totales, la méthode de détermination de 1'ARN - P n’est applicable
qu'apres la purification sur Dowex qui élimine la contamination des

protéines et des ions Na +.

La présence de proportions variables de composés phosphorylés
non nucléotidiques (voir page 137-) fournit des veleurs du phosphore,
dosé par la méthode d'ALLEN, de 4 & 5 p 100 supérieures a celles de

1'ARN - P déterminé par spectrophotométrie.

En conclusion, la méthode de dosage spectrophotométrique
dite "& double longueur d'onde" est applicable pour les déterminations

du rendement des extractions, dans les conditions suivantes :

-~ les hydrolysats sodiques doivent &tre, au préalsble, purifiés

sur Dowex 50 x 2.

- le dosage doit &tre effectué aprés ajustement & pH = 1,45, en

présence d'acide perchlorique 0,1 N,

~ L'ABN -~ P est déterminé par la formule de FLECK et MUNRO :

(ARN—-P)}lg 4o P = (11,87, A260) -~ (10,40 . A275).
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La méthode de la double longueur d'onde, modifide dans les
conditions ci-dessus, permet ainsi de déterminer directement et trds aisé~
ment le rendement de llextraction & partir des produits d'hydrolyse
en mélange, Il est cependant évident que cette méthode néglige 1'interfé-
rence de composés non nucléotidiques qui présentent une sbsorption &

260 mpu, La détermination de 1'ARN = P ne fournit donc pas, dans le cas

de préparations impures, une valeur absolue du rendement en ARN des prépam
rations, I1 était donc nécessaire de rechercher une méthode de détermination
du rendement & partir des ribonucléotides purs, préalablement séparés

des impuretés non nucléotidiques qui peuvent 8tre présentes dans les

préparations,

~ Détermination du''rendement absoluldes extractions,

Etant domné leur sensivilité, nous avons retenu les méthodes
de dosage spectrophotométrique en lumiére ultraviolette, Les hydrolysats,
purifiés sur colonne de Dowex, dans les conditions de BOULANGER et
MONTREUIL précédemment décrites (page 83 ), sont séparés par électrophordse
et les 4 nucléotides sont dosés, apres élution, & 260 mp, dens des cuves
de 1 cm (pour les détails opératoires, voir & la page 112), Le rendement
absolu est ensuite calculé, en mg de phosphore pour 100 g de tissu frais,
en effectuant la somue des absorhuances des 4 nucléotides, qui est affectée
d'un coefficient de correction K, que nous allons préciser. Nous définis—
sons ainsi le rendement absolu en phosphore ribonucléique par la formule
suivente 2

=(P) = (A)4N x K

ce caicul dérive de la formule générale :
2 -
P._..,A..“é_i_.,g.g_,ﬁﬁ x 1072
dans laquelle 3
P = poids de phosphore en mg,
A = sbsorb..ence d'un nucléotide,

30,98 = poids atomicue du phosphore,
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€ = absorb.ance molaire d'un nucléotide,

d = épaisseur de cuve en cm,

Pour chague nucléotide, le poids de phosphore nucléotidique, en mg,

calculé & partir de 1'absorboance A & 260 mp est donc :

30,98, 1 0>

P = A x—————— = AN X kN

€.d

La distribution des quatre nucléotides dans les ARN totaux

du foie de rat étant inégale, il convenzit de tenir compte de la composition

centésimale des nucléotides, dans la détemmination du = (P),

CN représentant la composition centésimale de chaque nucldotide,

lesg(P) sera donc, pour d = 1 cnm ;

(kN x CN)

= (P) = z(A)4N x o

= Gkﬁ X ON)

100
Les valeurs respectives des €, selon BEAVEN et al (529), et des composi-
tions centésimales CN’ selon MONTREUIL et al (53%0), sont, pour les ARN

avec K =

totaux du foie de rat :

Nucléotides €260mp % Composition centésimale
| CN
Acide adénylique 14,2 é 18,0
- guanylique 11,8 i 32,8
- cytidylique 6,8 % 29,2
~ uridylique 10,0 i 20,0
|

(*¥) les valeurs des ¢ sont données & pH = 2 pour C, A et U

et & pH = 1 pour G.
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Le produit kN CN pour les 4 nucléotides est donc

30 980,107 =
o _ 30980, 107 P
k, Gy = x 32,8 = 86 113 . 10
11,8
30 980.10“6 %
kK C. = x 29,2 = 133032 . 10
c e 6.8
?
30 980, 1070 v
ky Gy = x 20 = 61960 , 10
10
done = (k_C.) = 320 375 x 1070
ky Oy
320 375 . 107 P
et K = = 3204 . 10
100

La détermination expérimentale du #(P) consiste donc & d&terminer
1'absorb.ance des nucléotides séparés par électrophordse et élués par
5 ml d'une solution d'H C1 -0,01N pour C, A4 et U et 0,1 W pour G, On

effectue ensuite le calcul selon la formule générale @

=(p) = z(A)4N x 3.204 1070

Le rendement absolu de l'extraction, exprimé en mg de phosphore,
correspond ainsi & la somme de l'absorb.ance des quatre nucléotides purs,
corrigée en fonction de leur répartition centésimale, On exprime ensuite
le= (P) pour 100 g de tissu fraise

Les trois procédés de détermination du rendement que nous

avons retenu sont donc les suivants



-~ Dosage du phosphore total, qui n'exclut pas 1l'interférence des
dérivés phosphorylés non-nucléotidiques.

- Détermination de 1!'ARN - P, par spectrophotométrie en double
longueur d'onde, selon FLECK et MUNRO modifié, qui n'élimine pas 1l'inter-—
férence des dérivés non-nucléotidiques absorb..ant la lumiére ultra-violette
3 260 mu,

~ Détermination du = (P) selon un procédé original, qui exprime le
rendement absolu en phosphore ARN, par spectrophotométirie des quatre
nucléotides purs, obtenus par séparation électrophorétigue des hydrolysats
totaux, La comparaison systématique de ces trois valeurs sera, en outre,

trés utile pour contr8ler la pureté des préparations.

2 - Méthodes d'étude de la composition des préparations

Outre l'interprétation des valeurs obtenues pour L!'ARN = P
et la détermination des =(P) des préparations, la pureté des extraits
a été étudide par 1'électrophordse, la chromatographie et 1'électrochro-

matographie des hydrolysats alcalins.

a = Analvse électrophorétique des hydrolysats

Les solutions d'élution, obtenues par passage des hydrolysats
alcalins sur des colonnes de Dowex - 50 x 2 (voir & la page _83-), sont
lyophilisées, Les résidus secs sont repris par une solution dlacide
chlorhydrique 0,1 N et portés & 37°C pendant 10 mn ; ces conditions
permettent, & la fois, la solubilisation totale de 1l'acide guenylique,
sans risques de dégradation des autres nucléotides, et 1'élimination d'un

résidu protéique, insoluble dans ces conditions de pH,

L'électrophorése est effectude dans une cuve "en toit", sur

du papier d'Arches 304, On effectue des dépots correspondant & 15 & 20
unités d'absorb._ance & 260 mu, sur un trait de départ tracé & 14 cm du
bord de la feuille ; les dépots sont écartés d'une distance minimale de

4 cm ; ils peuvent 8tre ponctuels ou en traits de 3,5 cm, L'électrophorese
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est effectuée avec le tampon citrate 0,02 M - pH=3,5 de DAVIDSON et
MELLIE (531). La migration est prolongée, vers l'anode, pendant 6 heures,
pour une tension de 11 V/em (850 & 900 volts), On séche les électropho-
régrammes & l'air libre et on repére les nucléotides & 260 mp avec une
lampe type MINERALIGHT., Dans le cas des préparations radioactives, on
effectue des autoradiographies (voir pages 116 et 202).

Le dosage spectrophotométrigue des nucléotides est réalisé

sur des solutions d'élution de carrés de papier dont la surface est &
peine supérieure aux surfaces délimitées par le trait de crayon., Ces
carrés sont découpés et introduits en petits morceaux dans des flacons
contenant un volume connu d‘acide chlorhydrique 0,01 XN (0,1 N pour
1l'acide guenylique), On utilise en général 5 ml. pour éluer une quantité
de nucléotide voisine de 100 pg. L*élution des nucléotides est totale
aprés 18 heures & la température du laboratoire. Des carrés de papier

de mBmes dimensions sont découpés & c¢8té des nucléotides et éluds de la
méme meniére : ils servent de témoins et permettent d'éliminer 1'ebsorption
propre du papier et du solvant, Les densités optiques des solutions sont
mesurées a 250, 260, 280 et 290 mu, Les gquantités de nucléotides sont

déduites des densités optiques & 260 mu et des coefficients d'extinction

€ donnés par BEAVEN et coll. (532), en appliquant la formule suivante s

A x M
p=—20mp=

€ .d
avec M = masse moléculaire du nucléotide;
d = largeur de la cuve en cm,

Les résultats sont ensuite exprimés pour 100 résidus de nucléotides.
Tous les doseges sont faits en quatre exemplaires en présence de quatre
témoins papier, La détermination du rendement absolu des préparations
= (P) s'effectue & ce stade, & partir des valeurs d'absorb :ance a 260 mile
La pureté des nucléotides est contrdlée en déterminant les rapports
caractéristiques AZSO/A26O R A26O/A280 et A260/A29O’ et en précisant les
longueurs d'onde minimales et maximales & pH = 2 pour C, A et U et

& pH = 1 pour G,



La radio activité spécifique des nucléotides est déterminde

sur chaque nucléotide par le comptage de la radiocactivité de pastilles,
de surface constante, découpées & l'emporte pidce & 1l'emplacement
correspondant & chacun d'eux, Ces pastilles sont ensuite éluées, a 20°C
pendant 18 heures, par 5 ml d'une solution d'acide chlorhydrique 0,01 N
(pour C, A et U) et 0,1 N (pour G), On détermine ensuite 1'absorb_ance
& 260 mm, La redioactivité spécifique est déterminde, en coups/mn/mg de

phosphore, & partir de la formule suivante @

(CPM. - ténoin fond)

A'26O my

Le facteur K est calculé, & partir des absorptions molaires ¢ de chagque

nucléotide ¢

KA = 458,50 ; KC = 219,79 ; KC = 380,90 et Kﬁ.: 322,89,

On reméne ensuite au Jjour de l'injection, pour 1 mC de

radiophosphate injecté,

b - Analyse chromatographicue des extraits

La chromatographie se fait sur papier Whatman n°? dans le
solvent suivant (BOULANGER et MONTREUIL (533)) :
Acide formique/isopropanol/phénol/eau (10 t: 5 ¢85 100).

Le phénol utilisé est du phénol agueux préparé par 1l'addition
de 100 ml, d'eau distillée & 950 g de phénol pur fondu. La phase phénolique
du systeme solvant constitue la phase mobile, La phase aqueuse, additionnée
d'une pincée de cyanure de potassium constitue la phase de saturation
de la cuve,

Nos cuves & chromatographie sont de dimensions réduites pour
rermettre une bonne saturation et placées dans une pitce climatisde dont
la température est réglée & 20°C,

Les dépSts sont faits sous forme de tratnées de 2,5 com de

longueur et de largeur minimum (ou de 3 spots distants de 1 cm); & 10 cm



du bord supérieur du papier. Sur chague chromatogramme est déposé un témoin
constitué par un mélange des 4 nucléotides purs (50 ug de chaque ribonucléo-
tide : mélange des nucléosides 2! et 3' phosphate ).
Aprés passage du solvant, les feuilles de papier sont séchées

a 1'étuge & 80°C et les composés phosphorés sont révélés par pulvérisation
du réactif de HANES et ISHERWOOD (534) : \

Molybdate d'ammonium & 8 p 100 : 125 ml.

Acide perchlorigue pur : 50 mi,

Acide chlorhydrique 1 N : 100 ml.
1000 ml.

A

Eau distillée gsp

Aprés exposition des chromatogrammes & la lumiére solaire (MONTREUIL (535)
ou devant une lampe germicide (BANDURSKI et coll. (5%6), (GUERIN (537)),
1'emplacement des nucléotides est marqué par l'apparition de taches bleues
sur un fond blanc, Dans le cas de préparations marquées par le phosphore 52

on révele la radioactivité par autoradiographie (voir pages: 116 et 203).

¢ = Séparation électrochromatographique ou '"Pinger-Printing"

L'électrochromatographie permet l'analyse totale de la COmpoO~
sition des hydrolysats ; les séparations, effectudes dans des conditions
rigoureusement standardisées sont, en outre, applicables & 1'!'étude
comparative des variations qualitative et quantitative des nucléotides
mineurs et & la recherche de composés anormaux. L'utilisation de 1'auto-
radiographie permet enfin d'accroitre fortement la sengibilité de la techni-~
que. Les conditions opératoires suivantes ont été appliquées s

~ On dépose, sous forme d'une bande d'environ 15 mm, une solution
correspondant & 100 unités d'absorh.ance & 260 my, sur une feuille de
papier d*Arches n® 304, en un point situé en un coin de la feuille, &
respectivement 7 et 12 cm des deux bords du papier. Des volumes de solution
allant jusqu'a 300 ¥ peuvent &tre déposés sans inconvénient,

~ L'électrovhorése est effectuée dans la premidre direction, &

1000 volts (50 & 60 mA) pendant 6 & 7 heures *., dans le tampon formiate

¥ la migration est suivie par le déplacement d'un spot témoin d'acide

picrique déposé en marge de la feuille de papier,
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d'ammonium 0,06 M - pH = 2,7 (25 ml d'acide formique concentré - 8,330 ml
d'eau - 3,9 ml d'ammoniague concentr$ ), Le papier est séché pendant

15 h, sous un courant d'air & 20°C, et le séchage est achevé dans une
étuve & 37°C pendant 4 & 6 heures.,

- une chromatographie descendante est ensuite réalisée dans la
deuzidme direction, avec le systdme~solvant de MARKHAM et SMITH (538) :
Isopropanol ¥ ean (70 = 30), en atmosphire d'ammonisc (0,35 mil
dlammoniaque concentré per litre de solvant est ajouté au fond de la cuve
& chromatographie), Le papier est mis & saturer pendant 15 heures, dans la
cuve & chromatographie, avant d'ajouter le solvant, La migration est
prolongée de 4 & 7 jours, Cependent le temps de migration peut 8tre ramend
& 2 & 3 jours en agrafant & la partie inférieure du chromatogramme plusieurs
épaisseurs depapier Whatman 3 MM.ILc chromatogramme est ensuite séché &
1'air et peut &tre révélé soit par observation & 260 mg avec la lampe
"Mineralight" soit par le réactif spécifique des phosphates de HANES et
ISEERWOOD (539), soit encore, dans le cas de préparations marquées par le
phosphore radioactif, par autoradiographie.

- L'autoradiographie est effectuée & partir de préparations obtenues
aprés un merquage in vivo par les radiophosphates (1 mC/Kg d'animal). Bien
que la méthode soit longue (2 & 4 semsines elle présente les avantages
suivants s

1 =il s'agit de la méthode de révélation des composés phosphorylés
la plus sensible. Il est possible de caractériser des traces de composés
qui ne se révelent pas & la lumidre ultraviolette,

2 = La révélation des composés phosphorylés non-nucléotidiques est
obtenue aisément.

3 - La méthode est applicable quels que soient les papiers et les
conditions de séparation.

4 - L'évaluation de 1'intensité des taches permet une application
semi-quantitative tzts aisde.

5 — Les autoradiogrammes, une fois révélés, se conservent

indéfiniment,

* il est indispensable d'utiliser de 1'isopropanol pur, exempt de

contaminations absorbeant la lumidre ultra violette,
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On procede, en praticue, de la fagon suivante
1tacide uridylique est localisé sur les électrophorégrammes par observation
a4 260 m, et sa radiocactivité est mesurée directement avec une sonde de
Geiger classique. Les papiers sont ensuite placés entre deux films KODAK
(KODIREX, sans écran, 45 x 45cm) et 1'ensemble est introduit dens une
bolte opague. Quant la radioactivité moyenne de l'acide urddylique est de
1000 CPM, les deux films sont successivement révélés aprés 2 & 4 semaines

d'expogition,

Ces différentes techniques de détermination des rendements
en ARN et d'analyse, gualitative et quentitative, des préparations ont
8té appliquées & 1'étude critique des différentes étapes de la méthode
dlextraction de SCHMIDT et THANWHAUSER, per rapport & la technique récente
dtextraction de FLECK et MUNRO, Il convenait, dans notre orientation de
travail, d'étudier 1'influence des différentes conditions d'extracticn

sur le rendement, la purcté et L'intégrité des préparations obtenues.

B -~ RESULTATS D& L'ETUDE CRITIQUE DES CONDITIONS D'EXTRACTION DES ARN
PAR LES METHCODES INDIRECTES

Nous avons, dens une premiere série de travaux, recherché

les conditions d'extraction conduisant au rendement optimum,

1 -~ Comparaison des méthodes de SCHMIDT et THANNHAUSER (54Q)
et de FLECK et MUNRO (541) : modification des opérations de délipidation,

Un homogénat obtenu & partir de dix foies de rat dans un
volume minimum de tampon (tris pH = 6,8) (voir & 1a page 101) a été
divisé en deux lots qui furent traités, de fagon comparative, l'un par
la méthode originale de SCHMIDT et THANNHAUSER et l'autre par le procédé
de FLECK et MUNRO. Le phosphore total et 1'4RN - P ont été déterminés pour
les différentes étapes de l'extraction de SCHMIDT et THANNHAUSER : extrait

éthanolique, extrait par le mélange éthanol-éther et surnageant 2
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pH = 4,2 (fraction ARN). Ces valeurs ont été comparées i celles obtenues
& partir de la solution perchlorique pH = 1,45 de FLECK et MUNRO (page:104 ).

Les résultats appellent les commentaires suivents s
(voir tableau H).

- la méthode SCHMIDT et THANNHAUSER fournit, dans les deux cas, des
valeurs de rendement total supérieures & la préparation obtenue selon le
procédé de FLECK et MUNRO,

-~ les opérations de délipidation provoquent une perte importante de
dérivés phosphorylés, spécialement au cours des lavages du précipité
trichloracétique par 1'éthanol, Outre les phospholipides normalement
entrainds, la solution éthanolique contient 43 p 100 des dérivés qui
absorbent la lumiére ultraviolette & 260 mp. Par contre la solution dans
le mélange éthanol- éther n'en contient plus gqu'environ 5 p 100. Ces
résultats sont en accord avec les travaux de VENKATARAMAN (542)

(voir & la page: 57).

- enfin la fraction ARN obtenue directement sans délipidation par
la méthode de FLECK et MUNRO présente une contsmination importante en
dérivés phosphorylés ; par contre la fraction ARN obtenue par le procédé
de SCHMIDT et THANNHAUSER rcntre une correspondance parfaite entre les
valeurs du phosphore total et de 1'ARN -~ P,

I1 convenait donc de modifier les conditions de délipidation
de fagon & améliorer le rendement de la fraction ARN, en réduisant &
llextréme les pertes de composés nucléiques au cours de la délipidation,
Nous avons substitué 1'éther pur & 1'éthanol pour effectuer les lavages
a froid du précipité trichloracétique. Les résultats montrent que 1'éther
n'entralne plus que 18 p 100 de composés absorb_ant la lumidre ultra -
violette & 260 mp et que le rendement de la fraction ARN augmente
considérablement (de 47 mg avec 1#éthanol & 72,5 mg avec 1'éther), Le
lavage par l'éther, suivi d'une délipidation classique par le mélange
éthanol - éther, fournit donc une fraption ARN avec un rendement voisin
de celui de la méthode de FLECK et MUNRO, En outre, le contenu en
phosphore total correspond & la valeur de 1'ARN -~ P, ce qui permet de

supposer des maintenant que la fraction ARN obtenue selon cette modification



TABLEAU -~ H

COMPARAISON DU RENDEMENT EN ARN * POUR LES PROCEDES DE FLECK ET MUNRO ET

DE SCEHMIDT ET THANNHAUSER,

SCHMIDT et THANNBAUSER SCHMIDT et THANNHAUSER MODIFIER

S8 S0 08 90 85 20 B 25 20 90 B o8 S5 S0 0

s : :
: : H
Méthode : FLECK ¢ 3
de H . BT H ¢ Ethanol : : H t Ethanol : :
dosage : MUNRO ** g + : Surnageant @ H *E g + ¢ Surnageant
: Seol  piher ¢ pH=4,2 ¢ otal  Bther . pur ¢ pE=4,2 3 POt
-3 s s (131) s 2 3 : (1:1) s :
H H H H : 3 H H H
Phosphore H H H H 3 H H H
total ¢ 142 s 123 3 393 : 41 g 1755 3 50,5 $ 20 s 71,5 3 12
: 3 H : 3 3 H H 3
H H : : : : : s :
ARN - P ° g : 39 s 4 s 47 : 90 : 8 : 4 : 72,5 H
: 18,2 H : H 3 H s H 4 H 84,0
3 H ¢ 3 3 3 3 3 :

S 08 S8 5 00 O3 20 #¢ 99 U9 G S5 G0 OO SO

”~

£ < )x Valeurs exprimées en mg de ghosphore pour 100 g de tissu frais

= (moyenne de 4 expériences).
** Dans le cas des extraits obtenus par 1'éthanol, 1'éther et 1'éthanol - éther,
1'hydrolyse alcaline est réalisée avec une solution de soude 1 N, & 37°C
pendant 18 heures, par suite de la saponification simultande des lipides présents,
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est plus pure que la fraction correspondante de FLECK et MUNRO,

Nous avons donc entrepris, & partir de ces résultats
préliminaires, une étude systématique de toutes les étapes de la méthede
de SCHMIDT et THANNHAUSER de facon & déterminer les conditions optimales
de rendement et de pureté.

2 - Btude critique des différentes étapes de l'extraction selon le
procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER,

Nous avons successivement envisagé l'influence du temps de
contact et de la concentration en acide trichloracétique sur les rendements.
Puis nous avons comparé 1llextraction avec les acides trichloracétique et
perchlorique a différentes concentrations, Ces différents facteurs ont été
étudiés séparément en adoptant définitivement le lavage du précipité par
11éther, suivi d'une délipidation par le mélange éthanol-éther, Nous avons
également comparé dans ce dernier cas, nos résultats avec la trdés récente
modification proposée par STEELEet al. (543) (voir & la page 128 ), qui
consiste & laver le précipité trichloracétique par 1!'éthanol en présence

dlacétate de sodium,

a = Influence du temps de contact avec 1'acide trichloracétique & 10 p 100,

Un homogénat obtenu dans les conditions précisées & la pcge 102
& partir de dix foies de rat est divisé en trois lots qui sont traités
séparément par dix volumes d'une solution d'acide tirichloracétique & 10 p 100.
On abandomne & O - 4°C respectivement pendant 10 mm, 30 mn et 60 mn avant
de centrifuger, Les culots de centrifugation sont ensuite remis en suspension
deux fois dans la méme solution et abandonnés & nouveau pendant 10 inn,
30 mn et 60 mn,

Les précipités sont ensuite traités par 1l'éther puis l'alcool -
éther et, aprés une hydrolyse par la soude 1 N ou 0,5 N, & 37°C pendant
18 heures, on détermine le phosphore total et 1'ARN - P sur les différentes
fractions : extrait éther, extrait éthanol -~ éther et surnageant pH = 4,2.
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TABLEAU -~ J

VARIATION DU RENDEMENT EN ARN EN FONCTION DU

TEMPS DE CONTACT AVEC L'ACIDE TRICHLORACETIQUE A 10 %
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Les résultats sont rassemblés dans le tebleau J. On ne constate
pas de variations significatives des rendements, pour les différentes frac-
tions étudiédes, qu'il s'agisse du phosphore total ou de 1'ARN - P, Le ren—
dement dans le surnageant & pH = 4,2 est toujours optimum pour 10 mn
de contact et ncus avons retenu définitivement cette condition, En outre,
pour un contact supérieur & 10 mn, le précipité trichloracétique devient
gommeux ; les lavages et la délipidation sont rendus plus difficiles et
le résidu se solubilise mal dans la soude, Ces difficultés sont en partie

responsables de la dispersion des résultats,

b - Influence de la concentration en acide trichloracétique,

Un homogénat préperé dans des conditions identiques (voir
page 102) est réparti en 5 lots qui sont traités respectivement pendant
trois fois 10 minutes, avec des solutions dtacide trichloracétique &
10, 15, 20, 30 et 40 p 100, Les rendements sont déterminés par le dosage
du phosphore total et le calcul de 1'ARN - P modifié ; le =(P) a été,
en outre, déterminé apreés séparation électrophorétique de la solution
surnageante & pH = 4,2. (Dans le cas des phases éther et &thanol-éther,
1timpossibilité d'obtenir la séparation satisfaisante d'éventuels dérivés
nucléotidiques interdit toute détermination du = (P)),

Les résultats du tableau K et les courbes de la figure 13

appellent les commentaires suivents ¢

— La quantité de phosphore total entrainé dens la phase organique
(Ether + éthanol-éther) varie en raison inverse de la concentration en
acide trichloracétique ; cette variation s'accompagne d'une augmentation
du phosphore total dans la fraction ARN (surnageant pH = 4,2), I1 est
possible d'interpréter ces variations en considérant gque la délipidation
nl'est que partielle pour des concentrations élevées en acide trichlora-
cétique et le résidu phospholipidique se retrouve dans la fraction
acido-soluble de 1'hydrolysat alcalin, Le rendement total en phosphore ne
présente donc pas de variation significative.

- Cette interprétation est corfirmée par les variations des valeurs
d'ARN (P) pour ces différentes fractions. En effet 1'ARN (P) décroit
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TABLEAU - K

VARIATION DU RENDEMENT EN ARN EN FONCTION DE

LA CONCENTRATION EN ACIDE TRICHLORACETIQUE
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légérement dans la phase orgenosoluble, Cependant 1'ARN (P) décroit égolement
dans le surnageant & pH = 4,2 ce qui tend & démontrer une perte de composés
possédent un max. & 260 mp. Ainsi les valeurs globales des rendements
par L'ARN (P) décroissernt de facon sensible avec la concentration,

-~ cette hypothése se trouve confirmée par les valeurs des = (p)
qui décroissent fortement en fonction de la concentration. Ces résultats

sont en faveur d'une perte en ARN au cours de l'extraction.

L'hypothése d*une contamination importante de la fraction ARN
par des composés phosphorylés non nucléotidiques se trouve renforcée par
la détermination de la radioactivité spécifique des nucléotides. On constate
en effet une augmentation importante (environ 10 p 100) de la radioactivité
spécifique de la tache correspondant & l'acide uridylique, en passant de
1!'ATCA & 10 p 100 & 1'ATCA & 20 p 100, La radioactivité spécifique des
autres nucléotides ne verie pas., Nous verrons plus loin (page: 135) que
1ltacide uridylique, séparé par électrophorese & pH = 3,5 en tampon citrate,
correspond & une zone d'interférence avec des dérivés d'origine phospholi-~

pidique (inositol mono - et diphosphates, glycerophosphate) et phospho-

peptidique,
P i T T N
t ; C A G U i
+ . P 4
f : ! :
| amcA 310 p 100 | 108,000 | 177.000 | 93,000 | 193.000
. ATCA 320 p100 | 107.000 | 167.000 | 92.500 ! 265.000
L %

(*) radioactivité spécifique éxprimée en CPM/mg de Phosphore

nucléotidique pour 1 mC.

Bn conclusion, le rendement optimum en ARN ( = (P) = 49 ng
pour 100 g de tissu freais) est obtenu avec les solutions d'acide trichlo-
racétique & 10 p 100, Les conteminations sont, en outre, les plus faibles
a4 cette concentration, Ces résultats sont en désaccord avec les conclusions
de HALLIMAN, FLECK et MUNRO (544) (woir a la page 34 ), selon lesquelles



ltacide trichloracétique a 20 p 100 conduit au rendement optimum,

En foncticn des nombreux travoux que nous avons résumés précédemment
(voir & la page: 47 ), il convensit également d'étudier le rendement des
techniques utilisant 1'acide perchlorique et de comparer ces dernieéres

aux méthodes & 1l'acide trichloracétique.

¢ - Comparaison deglaqides perchlorigue et trichloracétigue

- Influence des concentrations d'acide perchlorique

Un homogénat préparé dans les conditions préecédemment décrites
(voir page102-) est réparti en 4 lots qui sont ajustés, & partir d'une
solution d*acide perchlorique 2 N, aux concentrations suivantes : 0,5 -
0,75 - 1 N et 1,5 N. Aprés un contact de 10 minutes, les précipités sont
recueillis et lavés deux fois, dens les mémes conditions, par des solutions
dlacide perchlorique de méme normalité, Aprés délipidation par 1'éther et
le mélange alcool - éther, le résidu est traité par la soude 0,5 N, &
37°C pendent 18 heures, puis précipité & pH = 4,2 par l'acide formique,
Aprés passage sur Dowex 50 x 2, on détermine systématiquement le phosphore
total, 1'aRN (P) et le =(P). Les résultats sont rassemblés dans le
tableau I,

On peut constater que le rendement en phosphore total est
légérement supérieur avec ltacide perchlorique 0,75 N, Mais les valeurs
d'ARN - P ne présentent plus de variations significatives. En outre, la
séparation électrophorétique effectude pour la détermination du=(P) permet
de caractériser une dégradation profonde des nucléotides puriques ; en
effet, 1tacide adénylique est totalement détruit et le toux dlacide
guanylique est dimimué d'environ 50 p 100 ; on peut caractériser la présence
de nucléosides et de bases libres (voir la composition centésimale & la
page -163), Cette dégradation profonde est due & la présence de traces
résiduelles d'acide perchlorique qui ne sont pas retenues sur lao résine
et provoquent une hydrolyse des nucléotides puriques au cours de la
concentration des éluats ; les ions perchlorates peuvent &tre caractérisés

dans les éluats des colomnes par précipitation avec la potasse,



TABLEAU - L

VARIATION DU RENDEMENT EN ARN EN FONCTION DE LA CONCENTRATION
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On peut donc conclure que l'extraction par l'acide perchlorique
suivie d'une hydrolyse sodique, ne fournit pas de préparations satisfaisantes;
les traces d'acide perchlorique résiduelles provoquent, en effet, une
hydrolyse profonde des nucléotides. Pour éviter cette dégradation nous
avons appliqué la modification proposée récemment par STEELE et al.(545),
qui consiste & ajouter de 1l'acétate de sodium (ou de potassium) & 1'!'éthanol
de fegon & neutraliser l'exces d'acide entrainé sur le précipité (voir & la

page 42).

~ Ftude critigue de la modification de STEELE et al (546)

STEELE et al (547) ont proposé de laver les précipités
trichloracétiques par 1'éthonol contenznt 10 p 100 d'acétate de potassium
et les précipités perchloriques par 1'éthanol & 2 p 100 d'acétate de
sodium, L'addition d'acétate permet de neutraliser les traces d'acide
adsorbés sur le précipité, ce qui améliore le rendement en diminuent les
pertes au cours des opérations de délipidation (voir page 57).

Nous avons appliqué ces corditions et nous avons comparé les rendements
pour les différentes méthodes suivontes

- Extraction par l'acide trichloracétique et délipidation par
11éthanol et 1'éthanol-éther

—~ Bxtraction par 1'acide trichloracétique et délipidation par

1téther, puis 1'éthanol-éther

- Extraction par ltacide perchlorique 0,75 N, telle que nous venons

de la décrire.

Le tableau M rassemble ces résultats comparatifs,

~ Dans le cas de l'extraction par l'acide trichloracétique, on peut
constater que l'addition dlacétate & 1'éthencl provogue une augmentation
importante du rendement, par rapport & la technique classique de SCRMIDT -
THANNHAUSER. Le rendement absolu=‘P) reste cependant inférieur & celui
obtenu avec notre modification personnelle (substitution de 1'éther
& 1'éthanol).
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Dans le cas de l'extraction perchlorique, l'utilisation de 1'éthanol
& 2 p 100 d'acétate de sodiwn permet d'éviter, en partie, les dégradations
constatées par lavage avec 1'éther pur ; le = (P) reste cependant tres
inférieur & celui obtenu avec la méthode & 1l'acide trichloracétique -

éther — éthancl-éther.

En conclusion de ces différentes études, seule notre modification
persomnelle de la méthode de SCHMIDT ~ THANNHAUSER fournit le rendement
optimum en ARN : selon les lots d'anmimaux, le = (P) varie de 45 & 52 mg de
phosphore ribonucléique pour 100 g de tissu frais. Les étapes essentielles

de cette technique se résument de la facon suivante :

~ précipitation, pendant 10 mn & 4°C, par 10 volumes d'une solution
d'acide trichloracétique a 10 p 100.

~ 2 lavages de 10 mn du précipité par la méme solution.

- 3 lavages & 4°C par 1'éther pur,

- 3 délipidations successives & reflux par le mélange éthanol -
éther (1/1)

-~ hydrolyse par la soude 0,5 N & 37°C pendant 18 heures,
~ précipitation & pH = 4,2 par l'acide formique
-~ purification du surnageant sur Dowex 50 x 2,
Ces conditions opératoires fournissent une préparation avec le
maximum de rendement. Il convenait cependent, dans notre orientation de

travail, de vérifier encore la pureté des extraits obtenus par cette

méthode modifiée,

3 - Btude de la pureté des extraits obtenus par la méthode de SCHMIDT
et THANNHAUSER modifiée.

Nous avons controlé la pureté des extraits obtenus par la méthode
modifiée dont nous venons de préciser les étapes, en reprenant 1'analyse
chromatographique sur papier dans les conditions de BOULANGER et

MONTREUIL (548). La mise en évidence de nombreux composés non nucléotidiques



nous a conduit & rechercher un procédé de séparation totale des différents
constituants, de fagon & préciser les conditions analytiques applicables

a 1'étude comparative d'extraits normaux et cancéreux et & la recherche de
nucléotides anormaux, Aprés aveir étudié le comportement des différents
constituants en électrophorése classique sur papier, dans le tampon citrate
0,02 M & pH = 3,5, l'existence de nombreuses zones d'interférence nous a

conduit & wetenir une technique d'électrochromatographie bidimensiomnelle.

a - Analyse des extraits trichloracétiques par chromatographie sur papier
dans le systdme solvant de BOULANGER et MONTREULL (549)

Les travaux de MONTREUIL (550), BOULANGER et MONTREUIL (551) et
DERUMEZ (552) ont montré que 1'extraction des ARN du foie de rat par la
méthode classique de SCHMIDT et THANNHAUSER (précipitation trichloracétique,
délipidation par 1l!'éthanol puis le mélange éthanol - éther, suivie d'une
hydrolyse par la soude et d'une purification sur Dowex 50 x 2) fournissait
des préparations contenant de 1l'acide glycérophosphorique. La révélation du
chromatogramme par le réactif de HANES et ISHERWOOD (voir page -114-)
faisait apparaitre une tfche (spot X de MONTREUIL - Rp = 0,43) se localisant
entre l'acide phosphorique libre (RF = 0,3%6) et 1l'acide uridylique
(RF = 0,50). DERUMEZ (553) a précisé que le spot X était un mélange d'acide
glycérophosphorique (AGP) et d'acide pseudo-uridylique (TL-U).

Nous avons soumis les extraits obtenus par le procédé de
SCHMIDT et THANNHAUSER modifié, & l'analyse chromatographique, dans les
mémes conditions, Les préparations, obtenues aprés un marquage in vivo de
24 heures par l'acide phosphorique radioactif, ont été séparces par
chromatographie sur papier ; les chromatogrammes ont été révélés, de fagon
comparative, par 1l'autoradiographie et par le réactif de HANES et
ISHERWOOD (554). La figure 14 montre les résultats obtenus dans ces
conditions. Outre les quatre nucléotides et 1'acide phosphorique libre (Pi),
on caractérise également dans ces préparstions le spot X de MONTREUIL et

deux fractions I et Y, trés apparentes en autoradiographie mais qui
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Figure 14 - Séparation par chromatographie de 48 h.sur papier Whatman n° 1

phénol-isopropanol-acide formique/eau (85:5:10/100) de 1'hydrolysat alcalin

d'un extrait de foie obtenue par la méthode SCHMIDT et THANNHAUSER modifiée.
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FIGURE-16: CHROMATOGRAPLIIE DESCENDANTE EN SYSTEME SCLVANT
DE PARTRIDGE: n~BUTANOL:ACIDE ACETIQUE:EAU (4:1:5) SUR
PAPIER WHATMAN NUMERC 3 PENDANT 48 HEURES; REVELATION PAR
LE NITRATE D'ARGENT AMMONIACAL.,
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n'apparaissent que tardivement (48 heures) avec le révélateur de HANES et
ISHERWOOD. Aprés autoradiographie, les fractions X, I et Y, sont éluées et
soumises & une électrophorese en tampon citrate 0,02 M & pH = 3,5. Conformé-
ment aux conclusions de DERUMEZ (555), le spot X correspond bien au mélange
d'acide glycérophosphorique et d'acide pseudouridylique ; 1'hydrolyse par la
phosphatase alcaline (en tampon Tris-acétate - 0,05 M - pH = 8,6 pendant

1 heure & 37°C) libére 1) le glycérol qui est caractérisé par une chromato-
graphie sur papier dans le systime solvant de PARTRIDGE (556) (Butanol -
acide acétique ~ eau ; 4 = 1 - 5) (figure 16) et 2) la pseudouridine,
repérable par observation en luriére ultraviolette. Les spots I et Y corres—
pondent aux inositol mono - et diphosphates (figure 15) dont 1'hydrolyse
phosphatasique libdre 1'inositol (figure 16).

L'extraction par 1l'acide trichloracétique, suivie d'une délipida-
tion par 1'éther et le mélange éthanol ~ éther, fournit donc le méme type
de contamination nomrnucléotidique que la méthode classique, En outre, le
systéme solvant phénolique de BOULANGER et MONTREUIL (557), qui ne permet
pas les observations en lumiére ultraviolette, ne sépare pas tous les
composés nucléotidiques (interférence entre AGP etU-U), La séparation per
électrophorese & pH = 3,5 permet, en outre, de caractériser d'autres

contaminants phosphorylés,

b -~ Analyse des extraits par électrophoreése en tampon citrate 0,02 M

a pH = 3,5

Les mémes extraits radioactifs, obtenus aprés un marquage in vivo,
sont soumis & une séparation électrophorétique & pH =3,5 sur du papier
d'Arches 304. On révele ensuite, de fagon comparative, par 1'autoradiographie,
le réactif de HANES et ISHERWOOD, l'observation en lumidre ultraviolette, le

nitrate d'argent ammoniacal et la ninhydrine 20,1 p 100 dans 1'acétone.

La figure 17 montre que, outre les quatre nucléotides et 1l'acide
pseudouridylique (qui possdde la méme mobilité que 1'acide uridylique) les

extraits contiennent @
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~ de 1l'inositol libre et les inositol mono et diphosphates.

- de l'acide glycérophosphorique et des dérivés d'origine phosphati-

dique (phosphocholine, phosphocolamine, phosphosérine),
- des dérivés protidiques (sérine, phosphothréonine et phosphopeptides).

- une fraction d'oligonucléotides qui migre avec 1'acide phosphorique

et dont nous reparlerons plus loin.

Ces différents composés ont été caractérisés par des analyses
chromatographiques complémentaires dans les systémes solvants classiques des
acides aminés et des peptides (chromatographie bidimensiomnelle en (1) butanol
acide acétique - eau et (2) phénol - ammoniague - eau, dans les conditions

décrites par BiSERTEet al. (558).

La présence de ces différents composés non nucléotidiques a été
caractérisée par de nombreux auteurs et notamment par HUTCHISON et al. (559)
et LEDIG et al, (560).

Nos résultats confirment ceux de HUTCHISON et al, (561) en ce qui
concerne la position des inositol mono et diphosphates. Nous nous trouvons
cependant en désaccord avec Ces auteurs quant & la localisation de la
phosphosérine, En outre, la fraction peptidique signalée par ces derniers
en avant de l'acide cytidylique correspond au mélange de la sérine, de la

phosphocholine et de la phosphacolamine.

~

La révélation par la ninhydrine & 1 p 100 fait apparaitre des
trainées, dont certaines interférent avec les nucléotides. Cette contamination
protéique introduit une cause d'erreur dans les dosages spectrophotométriques H
nous avons, en particulier, vérifié que les nucléotides présentent un
déplacement de leur maximum 4!absorption (voir tableau R & la page :154) .

BEnfin la fraction, absorb_ant la lumiére ultraviolette, qui migre avec l'acide
phosphorique libre pourrait correspondre & des oligonucléotides alcgli -
résistant.s, présentant les caractéristiques structurales que nous avons

présentées précédemment (voir pages: 75 a 79).
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en tampon formiate 0.06M a pH 27. Bus

de I'hydrolysat alcalin d un extrait de foie suivant la méthode de Schmidt & Thannhauser modifiée .
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I1 était donc important de choisir des conditions opératoires qui

permettent de séparer tous les constituents que nous venons de caractériser,

¢ ~ Analyse électrochromatographique des hydrolysats totaux

Pour obtenir une bonne résolution des nucléotides libres d'une
part, (et notamment des nucléotides mineurs), et de fractions alcali -
résistantes d'sutre part, nous avons associé 1'électrophorese & pH = 2,7 et

la chromatographie selon MARKHAM et SMITH (562).

SMITH et DUNN (563%) avaient obtenu, en 1959, une séparation
intéressante de mono -~ et dinucléotides par 1'électrophorese sur papier,
en tampon phosphate 0,05 M & pH = 2,1 et en tampon formiate 0,05 M a
pH = 3,5, Aprés différents essais de concentration et de pH, nous avons
retenu 1'électrophorése en tampon formiate 0,06 M & pH = 2,7. La figure 18
montre la séparation obtenue & partir de l'extrait tissulaire,
L'agssociation de 1'électrophorése, dans ces conditions, avec la chromatogra-
phie dens le systéme solvant de MARKHAM et SMITH (564) a fait apparaitre
1'extréme hétérogénéité des extraits (figure 19). Les révélations comparées
par absorption en lumiére ultraviolette, par autoradiographie et par la
ninhydrine font en effet apparaitre 28 & 30 spots. Outre, les constituants
déJja caractérisés par 1'analyse monodimensionnelle, 1'électrochromatographie
permet de localiser 6 & 8 contaminants de nature protéique, trois fractions
d'oligonucléotides et 6 & 8 fractions phosphorylé  absorb.ant la lumiére
ultraviolette, que nous n'avons pu identifier ; ces dernidéres sont présentes
a 1'état de trages et interférent aprés la séparation électrophorétique

avec les acides guanylique et uridylique.

Cette premiére série de travaux démontre que les méthodes

indirectes dlextraction des ARN par les acides perchlorique et trichloracé-

tique ne fournissent pas quantitativement des préparations pures, applicables

aux études de structure.
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Les fechnigues & 1'acide perchlorique fournissent des rendements
trop faibles. Plusieurs auteurs ont démontré que 1l'hydrolyse par la potasse
suivie d'une précipitation par 1l'acide perchlorique provoquait une perte de
3 34 5 p 100 des nucléotides qui sont adsorbés sur le précipité de perchlorate
de potassium (voir page-79- ). Hous avons nous mémes vérifié que 1'hydrolyse
sodique du précipité perchlorique, délipidé par 1'éther et le mélange
éthanol éther, suivi d'une purification sur des colonnes de Dowex 50,
provoque une dégradation profonde des nucléotides puriques par suite de la
présence d'un résidu d'acide perchlorique persistant apres la purification
sur résine, Par contre, le lavage du précipité perchlorique par 1'éthanol
contenant 2 p 100 d'acétate de sodium, dans les conditions proposées par
STEELE et al. (565) permet d'éviter cette dégradation profonde mais laisse
subsister une perte importante au cours de l'extraction, la concentration

optimale d'acide perchlorique étant de 0,75 N,

Parmi les méthodes & llacide trichloracétique, les conditions
classiques de précipitation par l'acide trichloracétique & 10 p 100, suivie
d'une délipidation par 1'éthanol et 1'éthanol - éther, font apparaitre une
perte trés importante au cours des lavages par 1'!'éthanol. Ces pertes sont
dues & la fois & une autolyse au cours de la délipidation, provoquée par
les traces d'acide trichloracétique restant adsorbées sur le précipité et
a 1l'entrainement d'une fraction d'ARN, scoluble dans la phase organique. En
effet, l'extraction par la méthode & la guanidine (voir & la page -149-)
des phases éther et éthanol-éther rassemblées permet de caractériser, apres
hydrolyse sodique et chromatographie (figure 19 bis), une fraction d'ARN
dont la radiocactivité spécifique est double de celle des ARN obtenus, de
fagon classique, dans la phase agueuse : 970.000 c/mn/mg de P pour les ARN
de la phase organique, pour 500,000 c/mn/mg de P pour les ARN de la phase
aqueuse (aprés 2 heures d'incorporation in vivo). Ces résultats sont en
accord avec 1'hypothése, formulée par plusieurs auteurs (voir & la page 57,137)
selon laquelle il existerait des complexes ARN - lipides, possédant une
activité métabolique trés élevée, L'introduction de 10 p 100 d'acétate de
potassium dans 1'éthanol permet de contrecarrer partiellement cette autolyse,

mais n'évite pas l'entrainement de la fraction nucléique soluble en phase
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Chromatographie de 72 heures dans le systéme solvant:
Isopropanol - eau (70:30),(NH3).

(B) (A

«nucléotides- : . <nucléotides.,

Sy R RN v
(250000 f*
AC&U )*-———-Q‘Z’? ﬂll//ll//ﬂ//t{ﬂu Tt

(400.000 w
AC&U
At (2500007

FIGURE 19-Bis: Chromatographie des hydrolysats alcalins

d'un extrait de foie de rat normal, obtenu par la méthode
de SCHMIDT et THANNHAUSER modifiée. '
A-surnageant pH=4,2 ;

B-fraction organo-soluble (extrait par la guanidine);
%k-radioactivités spécifiques(CPMm).
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organique. Le rendement optimum en ARN est obtenu en effectuant la délipi-
dation par 1'éther et le mélange éthanol - éther. Cependant, la pureté des
préparations n'est pas améliorde et 1'analyse électrochromatographique permet
de caractériser plus de 20 fractions qui viennent souiller les préparations.
Ces résultats nous ont conduits & rechercher un procédé direct d'extraction
qui permette d'améliorer & la fois le rendement, en supprimant les pertes
dues & la délipidation et la pureté des préparstions, en éliminant les
corposés non nucléotidiques dont la présence peut &tre considérdée comme une

caractéristique des méthodes d'extraction par l'acide trichloracétique.

11 - RECHERCHE D'UNE IMETHODE DIRECTE D'EXTRACTION DES ARN

Parmi les méthodes directes, nous avons, dens une premidére série
de travaux, repris les techniques d'extraction phénolique de fagon & recher-~
cher des conditions d'extraction quantitative des ARN du foie total. Devant
l'insucceés de nos tentatives, nous nous sommes tournds vers la méthode
d'extraction par le chlorhydrate de guanidine décrite par COX et al. (566).
Ces travaux nous ont conduits & edapter cette technique au tissu total et
& décrire une méthode générale d'extraction des ARN, applicable aux tissus
et aux fractions cytoplasmiques ; cette technique fournit quantitativement

des préparations pures d'ARN.

A - TRAVAUX CONCERNANT LA PREPARATTION DES ARN TOTAUX DU FOIE DE RAT
PAR LES METHODES D'EXTRACTION PHENOLIQUE.

Nous avons abordé cette série de recherches, en tenant compte des
traveux de LITTAUER et EISENBERG (567) (voir & la page-45- ) et des
résultats de SIBATANI et al. (568). Il convenait en effet, dans notre

orientation de travail,
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1 =~ de déterminer le rendement de 1'extraction par le phénol des ARN

totaux du foie de rat

2 - de vérifier, & la lumitre des travaux de SIB4TANI (569),

1'existence d'un partage des ARN entre les phases aqueuses ot phénoliques.

1 = Btude du rendement et de la pureté des préparations d'ARN

totaux du foie de rat

Ltétude critique effectude par MONTREUIL et SEGARD (570) a
démontré que la méthode originsle de KIRBY (571) fournissait, par rapport
aux méthodes de GIERER et SCHRAMM (572), de HAREL et al. (573) et de HALL
et DOTY (574), 1'ARN le plus pur, avec un rendement de llordre de 30 & 35 mg
de Phosphore ARN pour 100 g de tissu frais. L'€ (P) des préparations variait
de 7.500 & 8,000 et le rapport A260/A28O était dgal & 1,8, En collaboration
avec G. SAGNIEZ, nous avons modifié la technique d4'extraction, en tenant
compte des conclusions de LITTAUER et EISENBERG (575).

Le tissu est homogénéisé, & + 4°C, dens du tampon Tris-acétate,
0,02 M - o = 7,3, 10 41 en c1, ¥z (10 al par & %e tissu freis) 5 on
ajoute ensuite un égal volume d'une solution aqueuse, & 90 p 100 de phénol
redistillé, On agite pendant 60 mn & + 4°C. La solution est centrifugée a
1.800 t/mn pendant 1 heure & 4°C. La phose aqueuse est recueillie 3 la
pipette et conservée & — 20°C, La phase inférieure phénolique et 1'interphase
sont & nouveau extraites, dens les mémes conditions, deux fois par 1/10 du
volume de tampon tris -~ acétate. Les phasecs aqueuses rassemblées sont
recentrifugdées 30 mn & 20,000 t/mn. La phase aqueuse limpide est extraite
5 fois par de 1'éther sans peroxyde, puis précipitée par 2 vol. d'éthanol,
en présence de 2 p 100 d'acétate de potassium, Le précipité, recueilli par
centrifugation, est redissous dens le tampon Tris - acétate. On ajoute un
volume de PO4HK2 - 2,51 et on ajuste & pH = 7,8 par addition d'acide
phosphorique a 33,3 p 100, On agite 15 mn avec 1 volume de 2 - méthoxyethanol
et on centrifuge 5 mn & + 4°C, La phase agueuse supérieure est recueillie

et la phase inférieure est lavée deux fois par le mbme tampon s

* le phénol est redistillé au préalable et conservé a + 40C,
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Tris - acétate 0,02 M - pH = 7,3/P04HK2 -2,5M (1-1) ajusté & pH = 7,8
per PO4H3. Les phases aqueuses rassemblées sont & nouveau centrifugées 30 mn
4 20,000 t/mn, puis dialysées 48 heures & + 4°C contre wne solution 10-4M
de Versdne, La fraction adieslysable est enfin reprécipitée trois fois par
1'éthancl en présence de 2 p 100 d'acétate de sodium,.

L'étude du rendement et de la pureté des préparations a fourni

les résultats suivants

~ Rendement des préparaticns

Nous avens déterminé les rendements en phosphore totel et en
ARN -~ P, daons les conditions décrites précédemment & la page- 103 . Les

résultats sont les suivants @

40 & 42 mg/100 g de tissu frais
5% & 56 mg/100 g de tissu frais

Phosphore total
ARN ~ T

]

i

Contrairement aux méthodes de préparation par l'acide trichlora-
cétique (voir & la page- 123 ), les valeurs du phosphore total sont plus
faibles que celles de 1'ARN-P. Les extraits ne contiennent plus, en effet,
de contaminations phosphorylées non nucléotidiques, En outre, le pourcentage
ge phosphore dans les ARN macromoléculaires verie de 6,7 & 7,5 p 100
(6,75 p 100 selon KIRBY (576) pour les fies de rat WISTAR) ; ce taux
Justifie les valeurs excédentcircs de 1'4RN-P déterminé par absorption &

260 mp, Cependant, les rendements en ARN sont trés inférieurs & ceux fournis
par la méthode & l'acide trichloracétique et ne représentent que 70 p 100

du rendement global obtenu par cette derniére méthode. Ce fait s'explique

3 la lumidre des travaux de KIDSON et KIRBY (577) et de SIBATANI et al. (578)
concernant le phénomeéne de partage sélectif des &RN entre la phase agueuse,
la phase phénoliqué et l'interphase., Nous avons néanmoins étudié la pureté’

des préparations.,

~ Pureté des extraits vhénoligues

Les préparations possédent des valeurs d'¢ (P) de 10.500 et le
rapport A26O/A28O est de 2,3 & 2,5 selon les préparations, Ces résultats

sont le signe d'une pureté élevée des préparations,
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La séparation électrophorétique & pH = 3,5 d'un hydrolysat alcalin

montre 1'absence de composdés phosphorylés non nucléotidigues, meis la
révélation par la ninhydrine & 1 p 100 fait apparaitre une contemination
protéique persistante. L'hydrolyse totale par 1l'acide chiorhydrique 5,6 N
suivie d'une chromatographic bidimensionnelle dans les systémes solvants
(1) butanol - acide acétique - cau et (2) phénol -ammoniaque — eau

(BISERTE et al. (579)) permet de caractériser une quinzaine d'acides aminés,
Enfin 1'hydrolyse formique totele, dans les conditions de WYaTT (580),
suivie d'une chromatographie dans le systéme solvant : Isopropanol - acide
chlorhydrique — eau (170-44-36) révéle la présence de thymine, signe d'une
contamination par les ADN. Les préparations contiennent de 1,5 & 3 p 100

d'ADN, dosé par la méthode & la diphénylamine de DISCHE (581).

Les préparations, conformément aux conclusions de HARERMAN (582)
et de MONTREUIL et SEGARD (583) ne sont donc pas rigoureusement pures, 11
subsiste des traces d'ADN et de protéines, qui risquaient de provoquer &
nouveau des interférences dans les études électrochromatographiques.
Cependant l'existence dlun partage des ARN entre les deux phases représen—
tait pour nous un probléme majeur. L'expérimentation que nous allons
décrire maintenaent confimme 1l'cxistence de ce partage qui avait été mis
en évidence par SIBATANI et al, (584) et démontre, en outre, le caractére

sélectif de cette répartition.

2 ~ Etude du partage des ARN entre la phase agqueuse et la

phase phénoligue

Les phases phénoliques, rassemblées au cours de 1'extraction
que nous venons de décrire, sont traitées selon un protocole expérimental
inspiré de celui de YAMaNA et SIBATANI (585). On reprend la phase phénolique
et l'interphase par 4 volumes d'éthanol & froid, puis le précipité est
traité par le mélenge &thanol - &ther (4-1) et enfin par 1'éther ; on lave
& nouveau par l'alcool absolu et le résidu est repris & froid par 2 volumes
d'acide trichloracétique & 10 p 100, On traite ensuite le précipité
trichloracétique par 1'éther & froid puis & reflux par le mélange éthanol -

éther (1-1). Le résidu est ensuite hydrolysé per la soude 0,5 N a 37°C,
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pendant 18 heures, et l'hydrolysat est purifié sur des colomnes de Dowex
50 x 2, dans les conditions qui ont été décrites précédemment (voir page
83 ). L'ARN P de la préparation fournit, selon les cas, une valeur de 12
4 14 mg pour 100 g de tissu frais. Les études comparatives de répartition
des ARN entre les deux phases démontrent que 20 & 22 p 100 des ARN totaux

du tissu sont présents dans la phase phénolique.

L'étude comparée de la composition nucléotidique des ARN de la
phase agucuse et de la phase phénoligque montre qu'il s'agit de deux classes
chimiques distinctes, dont les compositions centésimales scnt différentes
de celle des ARN totaux (voir tableau T, page -163 ). Les ARN de la phase
aQueuse présentent un taux élevé d'acide guanylique (35 P 100) et un taux
dtacide uridylique (17,7 p 100) inférieur & celui des ARN totaux. Ces
résultats se rapprochent de ceux de YAMAN4 et SIBATANT (586).

En outre, nous avons comparé les radioactivités spécifiques des
ARN de la phase aqueuse et des ARN cytoplasmiques, d'une part, des ARN de
la phase phénolique et des ARN nucléaires, d'autre part. Les résultats sont
rasgemblés dans le tableau P. On voit que les radiocactivités spécifiques
des nucléotides des ARN de laphase aqueuse et cytoplasmique sont identiques
et que celles des nucléotides des ARN de la phase phénclique et nucléaire
sont, toutes deux, beaucoup plus élevées que les premidres, Ces résultats
obtenus aprés 1| heure d'incorporation in vivo, sont donc un argument en
faveur d'une extraction sélective des ARN nucléaires dans la phase phénoligue
et de la présence des ARN & marquage rapide dans l'interphase, conformément
aux travaux de KIDSON et KIRBY (587).

Liextracticn phénolique des ARN totsux du tissu s'accompagne
d'un fractionnement chimique de ces composés, par suite de leur partage
entre les différentes phases., La dispersion des résultats obtenus au cours
de plusieurs extractions comparatives montre, en outre, que ce fractionne-
ment n'est pas reproductible et correspond, en fait, & un simple partage entre

la phase aqueuse et le phénol,
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TABLEAU -~ P

RADIOACTIVITES SPECIFIQUES * DES NUCLEOTIDES CONSTITUANT LES ARN
DU CYTOPLASME BT IE LA PHASE AQUEUSE DES EXTRAITS PHENOLIQUES,
D'UNE PART, ET LES ARN DU NOYAU ET DE LA PHASE PHENOLIQUE D'AUTRE PART.

Ve we wE e e we wm e me me - e

Nucléotides ° Phase : ARN : Phase : ARN 3

H agqueuse ¢ cytoplasmique ¢ phénolique : nucléaires @

¢ : 5.500 : 6.000 : 90.000 s 210,000 :

A : 8,500 : 8,000 : 150,000 3 370,000 3

¢ : 6,500 ¢ 6.000 i 100,000 i  250.000 3

U : - : - : 170,000 : 300,000 3

H : : : :
(9lobale) : R0.s00 : 20.000 : 5i0.000 : 1150 ooof;\
H 3 H : 885

bcr

* exprimées en c/mn/mg,

P-nucléotidique / mC de 52p,



L'application de cette technigque devait &tre exclue, dens notre
orientation de travail, Nous nous scmmes donc tournés vers les techniques

d'extraction par le chlorhydrate de guanidine.

B — MISE AU POINT D'UNE METHODE GENERALE D'EXTR4CTION DES ARN TISSULAIRES,
PAR LE CHLOREYDRATE DE GUANIDINE

1 - Mode opératoire

En s'inspirant du protocole décrit par COX et ARNSTEIN (588),

1llextraction est conduite de la facon suivante @

a - Extraction de 1'ARN

5 g de tissu sont broyés dans 3 ml du mélange : Tris - 0,05 M -
K¢l - 0,025 I, MgCl2 0,005 M ajusté & pH = 6,8 avec de l'acide acétique.
Le broyat est recueilli dans un bécher refroidi dans un bain de glace -
acétone, On ajoute cnsuite 5 volumes d'unc solution de chlorhydrate de
guanidine 5 M, contenant 0,033 M d'EDT4: (disodique) et ajustée & pH = 4,5
par de l'acide chlorhydrique. On homogénéise et on laisse en contact & 0°C
pendant 30 mn. Dans le cas ol 1l'on opére sur des fractions cytoplasmiques
contenant une quantité trds faible d'aRN (noyaux, ribosomes nucldaires),
on ajoute, apres l'homcgénéisetion, 0,5 volume d'éthanol absolu que 1'on
mélange par une simple agitation manuclle svec une tige de verre ; on
abendomne, dans ce cas, 60 mn & - 5°C, Le précipité formé est ensuite
recueilli par une centrifugation & 0°C, de 60 mn & 10,000 g (dens le cas
des substrats pauvres en ARN, on centrifuge & 40,000 g pendent & mn). Le
surnageant est décenté et le culot de centrifugation est réhomogéndisé dans
une solution de chlorhydrate de guanidine 6 M, ajusté & pH = 7,2, & raison
de 1 ml pour 1 g du tissu de départ. Aprés un repcs de 10 mn, on centrifuge

30 mn & 3,000 - 9,500 g. Puis on lave & nouveau le précipité, dans les
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mémes conditions, avec le tempon : EDTA (disodique) 0,2 M, Tris - 0,01 N,
ajusté & pH = 7 avec de la soude ; et enfin avec de 1'éthancl absolu

amené & -~ 20°C,

L'4RN est ensuite extroit de ce complexe ARN - guanidine insoluble
par 5 traitements avec le mélange Tris - 0,01 M, EDT4 - 0,002 M ajusté a
pH = 7,2, & raison de 1,53 2 ml par gramme du tissu de départ. Aprés
chaque extractiocn, (1a premiére de 60 mn et les suivantes de 30 mn),
on centrifuge pendant 20 mn & + 2°C, & 9.000 g. On recueille les 5 surna-
geants qui sont conservés & - 20°C, avant d'8tre rassemblé. La solution

finale renferme les ARN 1ibérés.

bt - Purification des extraits

Cette solution finale est additiomnée de 2 p 100 d'acétate
de potassium (& partir d'une solution d'acétate de potassium & 100 p 100
p/v). La précipitation est effectuée alors par addition de 2 volumes
d!éthanol absolu & ~ 20° C et le mélange est abandonné 15 heures & cette
température, Le précipité blanc floconneux est lavé deux fois par 1'éthanol
& 75 p 100 contenant 2 p 100 d'acétate de potassium et une fois par
1'éthanol & 75 p 100 (*). Toutes les centrifugations sont effectudes
& - 20° ¢, pendant 30 mn & 9.000 g,

¢ - Hydrolyse alcaline des préparotions

Le précipité ainsi obtenu est constitué d!'ARN macromoléculaire,
libre de protéines. L'hydrolyse alcaline des préparations, nécessaire pour
les études de rendement et de pureté, doit &tre conduite, dans ce cas, gde

facon particuliére,

(*) La précipitation éthanclique des 4RN sous forme 1libre, telle qu'elle

est effectuée ici, ne provoque pas de solubilisation partielle des ARN dans
1t'éthanol, comme c'est le cas & partir des ribonuclioprotéines obtenues par
la précipitation trichloracétique. La solubilisation d'une fraction d'4ARN
dans 1'éthanol, dont nous avons parlé & la page : 141, peut &tre due & la
fois & 1l'entrainement de complexes ARN-lipide et & une affinité particuliére

pour 1'éthanol des ribonucldéoprotéines.



L'étude critique des conditions d'hydrolyse alezline, effectude
par MONTREUIL et al. (589) et par DERUMEZ (590), a en effet démontré que
1'hydrolyse d'un ARN exempt de protéines par la soude 0,5 N & 37°C, pendant
18 heures, provoquait une déssminetion importante de 1'acide cytidylique
(voir & 1la page —79-). Les auteurs conseillent, dans ce cas, une hydrclyse
per la soude 0,5 N — & 20°C pendant 24 heures. Pour préserver la valeur
comparative de nos résultats, nous avons maintenu 1'hydrelyse par la soude
0,5 N - & 37°C pendant 18 heures, en ajoutant 1 g de sérum =2lbumine bovine
cristallisée pour 100 g du tissu frais do. départ ; ces conditicns ne

provoquent pas de désaminsticn de 1l'acide cytidylique (DERUMEZ (591)).

Dans le cas ol le procédé d'extraction est appliqué pour
déterniner la composition nuéléotidique des ARN, 1'hydrolyse alcaline peut
8tre effectude directement sur la solution finale d'extraction obtenue
dans les conditions du parsgraphe a. Il n'est pas nécessaire, dans ce cas,
d!zjouter de la sérum albumine, car la contemination protéique est
suffisante, & ce stade, pour éviter les désaminations. On ajuste, dans ce
cas, la concentration finale en soude a 0,5 N, & partir d'une solution

de soude 10 N.

L'hydrolysat alcalin est ensuite précipité par 1'acide formique
et purifié sur des colonnes de Dowex 50 x 2, dens les conditions

déerites précédemment (voir page : 833,

d ~ Etude du rendement et de la pureté des préparations

Les techniques d'étude sont identiques & celles qui ont été
détaillées a la page 103.

2 - Btude du rendement en ARN des extraits obtenus par la

méthode & la guanidine

Le procédé de SCHMIDT et THANNHAUSER rpdifid, tel que nous
1'avons précédemment déerit, fournisssit un rendement optimum £ (P)

variant de 45 4 50 mg de vhosphore pour 100 g de tissu, I1 convenait donc
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TABLEAU - Q
JOMPARAISON DU RENDEMENT EN ARN POUR LE PROCEDE A LA GUANIDINE

ET LA METHODE DE SCHMIDT ET THANNHAUSER MODIFIEE

it i D
z “2222&’“ : 80,1 , 7557
- F z 76,7 4,5
A

m

* K
valeurs exprimées en mg de phosphore pour 100 g de
tissu frais (moyenne de 4 expériences).
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de comparer, sur un méme lot de tissu, les rendements fournis par cette

technique avec ceux obtenus par la méthode & la guenidine,

Le broyat obtenu & partir d'un lot de foies de rat est congelé
instantanément & ~ 70°C dens la carboglace. La masse solide est découpée
et pulvérisée au mortier ; 10 lots correspondant chacun & 10 g de tissu

-

sont préparés & partir de ce broyat, Cing lots sont alors traités par la
méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER modifié et les cing autres sont traités
par la méthode & la guonidine, Dens tous les cas, les rendements sont
caleulés en déterminant le Phosphore total, 1'ARN-P et le =(P)., Les
moyennes des résultats sont rassemblées dans le tebleau Q. Comme nous
pouvons le constater, les valeurs du phosphore total et de 1!'ARN-P, dans
le cas des préparations par la guanidine, sont inférieures a celles des
préparations obtenues par la précipitation trichloracétique. Par contre,
le = (P) de ltextrait & la guanidine est nettement supérieur & celui de
ltextrait trichloracétique (68 mg contre 48 mg scit 20 p 100).. En outre,
le ® (P) est, dans ce cas, trés voisin des valeurs d'ARN-P et du phosphore

total. Ces résultats sont en faveur d'une pureté supérieure de ces extraits,

notamment en ce qui concerne les composés phosphorylés non~nucléotidiques
(angmentation du phosphore total) et les dérivés non-nucl éotidiques
absorb_ant la lumidre ultraviolette (majoration de 1'ARN~P), Cette
interprétation s'est trouvée confirmée par les méthodes d!étude directe
de la pureté,

3 - Etude de la pureté des préparations obtenuss par la

méthode & la guanidine

Nous avons successivement étudié les propriétés optiques des
nucléotides, séparés & partir de 1'hydrolysat alcalin, et la composition
qualitative des hydrolysats totaux par électrochromatographie,

a - Propriétés optigues des nucléotides constitusnt les ARN

Les hydrolysats alcalins des ARN extraits par la méthode & la
guanidine sont séparés, aprés la purification sur Dowex 50 x 2, par



TABLEAU - R

CARACTERISTIQUES SPECTROPHOTOPHOTOMETRIQUES DES NUCLEOTIDES OBTENUS
A PARTIR DES ARN EXTRAITS PAR LES DIFFERENTES METHODES ETUDIEES
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électrophordse, en tampon citrate 0,02 M a pH = 3,5. Les quatre nucléotides
parfaitement séparés (figure 20 b) sont respectivement éluds per des
solutions 4'HC1 0,01N pour C, & et U, et d'HCL 0,1 N pour G. Les spectres
d'absorption en lumiére ultraviclette sont tracés et on détermine d'une
part les longueurs d'onde du minimum et du meximum d'absorption (A min ©%
A max) et d'autre part, les rapports d'absorb_ance A25O/A26O’ AQSO/A26

et A29 A26O' Le ‘tebleau R rassemble ces différentes valeurs, que 1l'on peut
comparer & celles des préparations obtenues par les différentes méthodes
indirectes d'extraction, que nous avons étudiées précédemment. Comme on peut
le constater ces valeurs sont identiques & celles des constantes caracté-
ristiques des témoins purs de référence * « En outre, les valeurs obtenues
par les méthodes & ll'acide perchlorique et & l'acide trichloracétique
présentent de notebles variations., Les valeurs les plus sotisfaisantes

sont obtenues par la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER modifide (lavages

du précipité trichloracétique par 1'éther au lieu de 1'éthanol voir

pages - 13C - ). Une légére différence subsiste encore cependant pour les
acides uridylique et cytidylique, par suite des contaminations, non-

nucldotidiques que nous avons caractérisées & pH = 3,5 (page-135-).

Les nucléotides cobtenus & pertir des préparations par la

guanidine sont donc optiquement purs.,

b - Recherche de centaminants phosphorylés non-nucléotidiques dans

les préparations

Le contrlle de la contamination des dérivés phosphorylés non
nucléotidiques a été effectué & partir de préparations marquées par les
radicphosphates,

La figure 20 montre les autoradiogrammes obtenus aprés la

séparation des hydrolysats par chromatographie dans le systéme solvant

(*) Les constantes classiques de la littérature BEAVIN et al. (592) ont
été vérifides 3 partir de nucléotides commercisux (Sigma - ref : Kit nos)

purifiés par électrophoreése préparative et cristallisation.
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phénolique de BOULANGER et IONTREUIL (593) et par 1'électrophordse &

pH = 3,5 ¢t & pH = 2,7, Par rapport aux extraits obtenus per la méthode

de SCHMIDT et THANNHAUSER medifide, nous pouvons constater 1'absence totale
de dérivés phosphorylés non nucléotidiques, qui se localisaient préféren—

tiellement dens les zones de migration des acides uridylique et cytidyligque,

Lt'importence de ces résultats est fondamentale, car il devient
possible par cette technique d'extracticn d'éliminer totalement les
causes d'erreur dans la détermination des radioactivités spécifiques des
nucléotides, qui se manifestaient dens le cas des extraits obtenus par
1tacide trichloracétique, La déterminetion des radicactivités spécifiques
des nucléotides obtenus par les deux méthodes (guanidine et acide
trichloracétique) aprés successivement 1 heure et 24 heures de marquage
in vivo fait spparaitre 1'importance de ces erreurs (tableau S). En tenant
compte de la cinétique de marquage, on constate, en effet, que les radio-
activités spécifiques des acides guanylique et adénylique restent dgales
pour les deux méthodes. Les erreurs apparaissent pour les acides
cytidylique et uridylique, par suite de l'interférence des composdés
phosphorylés non-nucléotidiques, dont les vitesses d'incorporation sont trés
élevées, Dans le cas de l'acide cytidylique, la différence est négligeable
aprés une heure de marquage, mais la radicactivité spécifique sugmente
de 12 p 100 apres 24 heures, L'erreur par exceés, pour l'acide uridylique,
se manifeste dés la premi®re heure de marquage (23 p 100) ; elle ne cesse

de croitre pour atteindre 35 p 100 apres 24 heures,

Ainsi seules les radioactivités spécifiques détermindes & partir

des préparations obtenues per la méthode & la guanidine représentent les

3

valeurs exactes de l'incorporation du 2P dans les nucléotides,

¢ - Etude électrochromatographique de lao composition qualitative des

extraits fournis par la méthode & la gusnidine

Les électrochromatogrephies ont été effectudes dans les
conditions standardisées décrites & la pauge 139 . Les révélations par

1tautoradiographie, 1'absorption en lumiére ultraviolette, le rdactif de



TABLEAU - S

CAUSES D'ERREUR DANS LA DETERMINATION DES RADIOACTIVITES SPECIFIQUES

DES NUCLEOTIDES DANS LE CAS DES ARN OBTENUS PAR LA IMETHODE A L'ACIDE TRICHLORACETIQUE

totale

: : Incorporation : 1 heure : Incorporation : 24 heures
 Nucléotides ° - : -

. . Schmidt et Tl.la’mnhauser . Cuanidine @ Schmidt et}?l_xzannhauser . Guanidine
. . modifice ) . modifiée .

: c : 240,000 235,000 f 00,000 P 357.000
: A : 371,000 ' z1,000 G 442,000 P 432,000
3 : : : :

: @ : 198,000 * 192,000 381,000 © 370,000

: U+yu - 441,000 P 360,000 C 540,000 P 400,000
+ Radioactivité : 125.104» : ”5.104 : 176.104 156.104
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HLNES et ISHERWOOD (594) et la ninhydrine & 1 p 100 dans l'acétone ont &té

systénatiquenent appliquées.

La figure 21 permet de comparer la composition des extraits
obtenus par la méthode & la guenidine (b) & celle des extraits trichlo-
racétiques (a). On peut constater ls disparition des différents composés
phosphorylés non nucléotidiques (acide glycérOPhosphorique, inositol -
phosphate , phosphosérine, phospho-thréonine, phosphocolamj_ne) ainsi que
celle de 1l'acide phosphorique libre, Un examen plus détaillé des -chromato-
gramues,. pour un temps dlexposition plus long appelle les commentaires

suivents (figure 22)

- les quatre nucléotides majeurs et 1l'acide pseudouridylique se
localisent aisément, étant denné leurs concentrations et leurs radio-
activités élevées.

~ 16 autres composés peuvent &tre caractérisés, & la fois en ultra-
viclet-et par 1'auntoradiographie ; nous les numérotons conventionnellement
de bas en haut et de gauche.d droite.

™ le-spot 1, qui n'apparait qu'irrdéguliérement,.n'est visible
qu'en ultra~violet. Son comportement et sa flucorescence bleve caractéristique

pourraient correspendre a ceux de-la. guanosine.

—— les spots.2,.3, 6, 7, 8 et 14 sont.faiblement radicactifs-et se
révelent surtout en ultraviolet,

le spot 15 présente une migration identique & celle-de.llacide
phosphorique libre, dont. il subsiste -parfois des- traces dans les

préparations.

" t{ous les autres spots se révélent aisément & 1la fois en wlira

violet et par ll'antoradiographie,

En outre, nous retrouvons le composé qui se révélait & la nin-
hydrine et présentait une fluorescence -bleue en électrophorése monodimen~
siomnelle (voir page 135 ) ; ce dernier possede la méme migration électro-~
phorétique que 1l'acide guenylique et migre trés loin en chromatographie,
Ce dérivé ne se révéle pas en autoradiographie et pourrait correspondre a

une fraction peptidique riche en acides eminés aromatiques,
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Figure 21: Composition comparée des extraits obtenus par
Ja méthode de SCHMIDT et THANNIIAUSER modifiée(a) et par la
méthode A la guanidine(b).
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Sous réserve d'effectuer 1'identification de ces dérivés, dont l'isolement
demsnde une longue expérimentation, il nous semble valable de les considérer
pour la suite de notre expérimentation, comme des fractions nucléotidiques

mineures, dont nous suivrons les variations en estimation semi-quantitative,

En conclusion, il apparait donc gque llextraction par la
guanidine fournit des préparations d'4RN, exemptes de composés phosphorylés
non nucléotidiques, dont l'hydrolyse alcaline totale permet de caractériser
15 dérivés nucléotidiques mineurs non identifiés, qui accompagnent les

quatre nucléotides majeurs et 1l'acide pseudcuridylique,

Il restait encore & vérifier llabsence de pertes sélectives de
nucléotides qui seraient le signe d'une dégradation des ARN au cours de

1tisolement,

4 ~ Contrble de 1'intéerité moléculaire des préparstions

obtenues par la méthode & la guanidine

La compositiocn nucléetidique des ARN a été déterminée, de
fagon comparative, pour 1'ensemble des méthodes que nous avons étudiées,
Les dosages sont effectués aprés élution des nucléotides séparés par
électrophorése. & pH = 3,5 (voir pege -112 ). Les compositions centésimales
des ARN obtenus par les différentes méthodes sont rassemblées dans le
tableau T. Les ARN extraits par le guenidine présentent la m@me composition
que les préparations obtenues par la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER
originale (595) et modifide. Comme nous l'avons vu & la page -126
parmi les méthodes & 1l'acide perchlorique, l'extraction suivie des
lavages par 1'éther, de la délipidation per le mélenge éthonol-éther, et de
1'hydrolyse sodique provoque une dégradation profonde des nucléotides
puriques, Cette derniére apparait nettement dans le tableau U qui exprime
les rapports molaires des nucléotides comparés & ceux de la méthode de
SCHMIDT et THANNHAUSER modifiée, Enfin 1l'extraction phénolique provoque un
fractionnement des ARN tissuleires., Ces cas particuliers mis & part, les

ARN totaux du fole de rat présentent la m@me composition nucléotidique,



Tablean -~ T

COMPOSITION CENTESIMALE EN NUCIEOTIDES DES 4RN OBTENUS PAR IES DIFFERENTES METHODES ETUDIEES

S &6 Bs_ 83 o4 e

LA R LN 2

Phénol

PROCEDES DIRECTS

Par

e 8s 04} oo *e

s Ac.Perchlorique :

* -0

PROCEDES INDIRECTS

ACINE TRICHIORACETIQUE

80 86 s 06 se 0

s o4 e

Guanidine

5 o @0

e
phénolique

-

LLINE T 1)

e oo es

Ethanol /
acétate

"% a4 se

Ether

o se es

Ethanol/
acétate

Ethanol

4% e oo

Nucldotides

.o

.

..

..

13

(13

(1]

(1}

LU 14

+1

* 30,1

30,10

30,0

e e

+
31,2 % 0,8

31,1

oy e

&

™ 08

163

L 1

e

.

*9]

[T

wel

>8]

L)

"

(13

-

-0

. e

18,3 £ 0,5

LA L)

17,95

e o8

16,4

- e

Zo0,4

18,1

" e

.. *

18,5:0,3

*°e o8

18,1 £ 0,4 ¢ 18,3 L3

*e

b 4

+8

*0

*e

B8 60 44 S0 @0 BU S5 4 BL SV 45 40 G4 0C e 6F as 8H

L]

*0

o0

*

24 90 58 88 22 0 &

e S0

32,3 £ 0,5

:

29,20

Lo 4 ]

35,8

s e

31,3 £ 0,6

H

0,6 * 32,0X0,4

+

32,0%0,5 : 31,4

H
2

8

.8,

.

*8

*»

[

-

e

-

0,2

19,3

H
.
*

22,75

e e

17,7

$19,520,0 ¢ 19,42 0,4

. o5

19,5%0,3 * 19,5 0,3

Lad

*8

*8

e




164

TABLEAU - U

COMPARAISON DE LA COMPOSITION MOLAIRE EN

NUCLEOTIDES DES ARN OBTENUS PAR LES METHODES A

L'ACIDE PERCHLORIQUE ET A L'ACIDE TRICHLORACETIQUE
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qu'ils soient extraits par 1l'acide trichloracétique, l'acide perchlorique
avec la modification de STEELE et al. (596) ou la guanidine,
La guanidine fournit donc bien une extraction totale des ARN

tissulaires, sans altérer la structure primaire des molécules,

Pour ccnclure ce chapitre de mise au point, ncus voudrions

discuter nos résultats & la lumidre des traveux de COX et ARNSTEIN (597).

5 - Discussion des résultats

COX et ARNSTEIN (598) ont extrait les ARN par la guanidine &
partir de ribonucléoprotéines ribosomales pures, I1 convient de noter
les modifications que nous avons introduites pour généraliser cette
technique et la rendre applicable aux tissus totaux et & n'importe quel

type de fractions subcellulaires,

a =~ Précipitation des ARN

Les solutions utilisées pour les préeipitations et les lavages
sont identiques & celles qui ont été préconisées par COX et ARNSTEIN.
Cependant le tissu est homogénéisé dens le tampon Tris/MgClz, exenpt de
saccharose. Une homogénéisation énergique avec la solution de guasnidine
5 M est nécessaire & cause de la présence du tissu conjonctif et des ADN,
Nous opérons, en outre, & des températures comprises entre 0°C et - 5°C,

I1 nous a paru également important, pour parvenir & un rendement optimum,
d'effectuer les centrifugations & des vitesses supérieures pendant des

temps plus longs : 30 et 60 mn, pour des accélérations de 9.000 & 10,000 g.
Dans le cas des fractions dont la propertion d'ARN par rapport aux protéines
est faible (spécialement dans le cas des noyaux) la précipitation n'apparait
qulen ajoutant 1/2 volume d'éthanol absolu (& ~ 20°C) 3 11 est important
dens ce cas, de ne pas réhomogénéiser en présence de l'alcool, car on
provoque wne perte d'ARN par solubilisation partielle ; une simple agitation

avec une baguette de verre suffit & déclencher la précipitation,
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Conformément aux remarques de COX et ARNSTEIN, la concentration
d'ARN par ml de solution est un facteur déterminant pour la précipitation s
& une dilution supérieure & 0,1 mg A'ARN par ml, il n'y a plus de précipi-
tation, méme & basse température, Il faut opérer & des concentrations de
0,5 a 0,1 mg d'ARN/ml. A& partir du foie total, les conditions optimales
sont les suivantes : 10 g de foie sont homcgénéisés et complétés & 20 nl
de tampon tris/Mg++. On ajoute ensuite 100 ml de sclution de chlorhydrate
de guanidine 5 M.

Enfin le temps de contact & =~ 5°C ne docit pas dépasser 60 mn,
car il se produit ensuite des pertes par solubilisation des ARN. Les

conditicns coptimales sont de 30 mn & - 5°C,

b = Dissolution des ARN & partir du précipité

COX et ARNSTEIN ont préccnisé d'extraire le précipité par 1'eau,
contenant 1 mg/ml de bentonite pour inhiber les ribonuclésses (voir & la
page -34 ). Les auteurs montrent que dans le cas du foie de rat, 1'extrac~
tion ntest pas totale méme apres 5 traitements, Pour extraire quantitati-
vement les ARN, sans risquer de sclubiliser les protéines et les débris
cellulaires présents dens le préeipité, nous avons vérifié qu'il faut se
placer & un pH légérement alcalin, en présence d'EDTA pour stabiliser les
molécules d'ARN, Le pH optimum est de 7,2, & la température de 0°C & 2°C ;
1textraction est quantitative, pour une dilution de 2 ml par g de tissu
frais, aprés 5 extractions successives (12 premiére de 60 mn et les
suivantes de 30 mn). Ces conditions scnt trés importantes & respecter pour

préserver le rendement de la méthode,

COX et ARNSTEIN ont cunseillé 1'addition de bentonite, pour
inhiber les ribonucléascs, HITCHBORN et DUNN (599) avaient signaelé que la
présence de bentonite dens les extraits d'4RN provogueit, au cours de
1'hydrolyse elcaline, une dégradation des nucléotides qui altérait les
rapports molaires, Nous avons constaté combien il est difficile d!'éliminer

les traces de bentonite, dans les étapes ultérieures de 1l'extraction.
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Une wltracentrifugaticn est souvent nécessaire pour sédimenter ces traces
persistantes et il se produit un entrainement d'ARN au cours de la sédimen—
tation, Nous avons préféré éviter 1'autolyse par les traces de ribonucléase

en maintenant les opdrations & basse température,

¢ - Isolement des ARN sous forme de leurs sels de potassium

COX et ARNSTEIN ont utilisé des résines cationiques, sous forme
K+ (Amberlite IR 120 ou Alfberlite IRC 50). Nous avens préfére éviter les
risques 4éventuels de dépclymérisation ou d'adsorption irréversible des ARN
au contact des résines. Nous appliquons lo méthode classigue de préeipitation
éthanolique, ¢n présence de 2 p 100 dlacétate de potassium., En utilisant
1'éthenol 3 - 209C, on obtient une précipitation quentitetive des ARN et
les lavages per 1'éthencl & 75 p 100 permettent d'éliminer les dernidres

traces dl'impuretés,
gy

En conclusion de ces travaux, il apparait donc que la méthode
dlextraction par la guanidine fournit des préparations pures 4'4RN,
avec un rendement optimum. Les modifications que nous avons introduites
a la méthode de COX et ARNSTEIN en font une technique générale d'extrac-
tion des ARN, applicable & la fois aux tissus totaux et aux fractions
cytoplasmiques. La pureté des préparaticns permet dlenvisager des études
comparatives orientées vers la caractérisation et 1'étude des variations
quantitetives des nucléotides mineurs dans les 4RN de différentes

origines,



Les méthodes d'extraction par l'acide trichloracétique ne
conviennent donc pas pour les expérimentations consacrdes & la caractérisa-
tion des fractions nucléotidiques mineures. La présence de nombreux dérivés
phosphorylés non-nucléotidiques d'origine lipidigue provoiue des interfé-
rences, dans les autoradiogrammes, qui s’opposent & la caractérisation de
1'acide pseudouridylique (interférence avec les inositol-phosphates) et
des fractions 15 et 16 (interférence avec 1'acide phosphorigue libre et
llacide glycérophosphorique)o Pour les comparaisons entre les cellules normales
et cancéreuses, il conviemira donc d'appliquer la méthode & la guanidine,
qui fournit des préparations pures. Néammoins, dans certains cas particiliers,
il a paru intéressant de retenir la méthode & 1l'acide trichloracétique,
pour suivre la pureté en ARN de certaines fractions cytoplasmiques ou pour
dépister, de manidre semi-quantitative, une différence dlactivité
métaboligue des fractions d'origine lipidique, Avant de décrire une
étude comparative de la composition qualitative des extraits & la guanidine
du feie total et de 1'hépatome ascitique, nous décrirons un exemple
d'étude comparative de différentes fractions d'ARN d'origine nucléaire,

extrait par l'acide trichloracétique.
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IIT - APPLICATION A L'ETUDE COIMPARATIVE DE LA COMPOSITION

QUALITATIVE DES ARN NORMAUX BT CANCEREUX

| — ETUDE DE DITFFERENTZS FRACTIONS D'ARN D'ORIGINE NUCLEAIRE

Les traveux de MCNTREUIL et al. (60C) et ceux de DEFERT-KOBUS,
SEGARD et MOWTREUIL (601,602) ont montré récemment que 1'incubation de
noyaux de foies de rct dans des solutions de saccharose phosphatées
permettait d'obtenir une fraction tres enrichie en 4RN de type messager et

(*)

marquage rapide, Nous avons entrepris, en collaboraticn avec Mme DEFERT s

une classe particulidre de “ribosomes nucléaires™ contenant des ARN &

d!'étudier, par la technique électrochromatographique, la composition
qualitative des différentes fractions 4'LRN obtenues lors de 1l'incubation
de noyaux isolés apres 1 heure de marquage in vivo par ll'acide radio -

phosphorique.

Les noyaux des hépatocytes, isolés par la méthode de CEAUVEAU
et al. (603), sont maintenus & 4° C, pendant 4 heures, sous agitation
douce, dans une solution de saccharose 0,35 M tamponnée & pH = 7,4 avec du
phosphate bipotassique (0,02 M), La suspension est ensuite centrifugée &
20,000 g, pendant 15 mn. On obtient sinsi les "noyaux résiduels" et une
fraction diffusible. Cette fraction diffusible est soumise & une ultra—
centrifugation de 60 mn & 50.0C00 g, qui fournit une fraction soluble
(contenant des ARN de type messager) et un sédiment, qui posséde au
microscope électroniquec une morphologie de ribosomes et dont les ARN sont
de type ribosomal, en possédent tcutefois une vitesse de renouvellement
20 fois supérieure a celle des ARW ribosomaux du cytoplasme (fraction

"ribosomes nucléaires'),

Les ARN de ces différentes fractions ont été extraits par la
méthode de SCHIDT et THANNHAUSER modifiée (voir page -130-) et les
hydrolysats alcalins ont été soumis & 1'anelyse électrochromatographique,

(*) bssistante & 1'Institut de Recherches sur le Cancer de LILLE.
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dang les conditions stendardisées précédemment décrites (voir page ~115- ).
Ces différentes fractions ont été, en outre, comparées aux extraits
correspondant des ribosomes et du précipité pH = 5.

Les résultats sont rassemblés dans les figures 23, 24 et 25 ;

ils appellent un certain nombre de remasrques importantes,

Par rapport & llextrait des ARN du noyau total, celui des ARN
résiduels du noyau, apres diffusion, a perdu la plupart des contaminants
non phosphorylés absorboant l'ultraviolet ; ces dérivés se localisent dans
la zone des spots 8 & 13, BEn outre, les fractions tres radioactives qui
possedent le comportement d'oligenucléotides alcali-résistant, ont égelement
disparu apres la diffusion, Cette fraction se retrouve d'ailleurs dans les
"ribosomes nucléaires" (figure 24 a) et se trouve également présente dans
la fraction microsomale cytoplasmique et dens le précipité pH = 5. Ces
fractions pourraient provenir de certaines classes particuliéres d'ARN
possédant des nucléotides substitués en 2! (figure 11 = pege -78 - ) ou
des séquences dominentes Ap Ap ou Gp Ap permettant la fomation de liaisons
phospho~amides qui s'opposeraient & la formation des nucléotides cycliques
au cours de l'hydrolyse alcaline, Ces résultats nous ont =smené & poser
1'hypothése de l'existence préférentielle de ces séquences alcali-résistantes
dens les ARN macromoléculaires a "destinée cytoplasmigue". Nos travaux
slorientent actuellement vers la vérification de cette hypotheése. Au
niveau de ces fractions, possédant un comportement tres anodique, le spot
qui ne migre pratiquement pas en chromatographie correspondrait, selon
INGRAM et PIERCE (604), & la guanosine iivhosphate (pGp).

BEnfin, 1'extrait des ARN résiduels du noyau pose une énigme en
ce qui concerne d'une pert la disparition quasi-totsle du spot 12 (qui est
trés radioactif dans toutes les autres fractions) et, d'autre part, une
diminution trés nette de la radiocactivité des composés phosphorylés non
nucléotidiques (Bcholine, P-thréonine, acide glycérophosphorique et inositol -
phosphates), Ces différents composés se trouvent répartis dans les deux
fractions diffusibles : "ribosomes nucléaires" (figure 24 a) et "ARN
type messager" (figure 25 a), Il faudrait envisager le diffusion d‘'une

fraction importante de dérivés phospholipidiques qui accompagnerait
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celle des ARN, par suite d'un éclatement des structures nucléaires ou par
un phénoméne que nous ignorons encore. Cette snalyse permet de confirmer
1'existence d'une contamination des préparstions de "ribosomes nucléaires"
et "A'ARN type messeger" par des membrenes dont la nature et llorigine
restent a &ifuldier.

N

Les ARN obtenus & partir des "ribosomes nucléaires" sont trés
différents des ARN totaux de la fraction microsomale. Les spots 10 et 12
subsistent seuls, en proportion appréciable ; les spots 4 et 5 sont présents
& 1'état de traces et les fractions d'cligonucléotides subsistent, Ces
résultats confirment donc 1'hypothdse selon laquelle il s'agit 14 d'une
classe paerticulidre de ribosomes, d'origine nucléaire, Néamoins, la
présence des dérivés phosphorylés non nucléotidiques démentre & nouveau

une contamination importante par des membranes cytoplasmiques,

La fraction "A'ARN type messager" présente également une
composition caractéristique en composés mineurs ; moins complexe que les
ARN -~ pH = 5 et les ARY de la fraction microsomale, la fraction d'4RN type
messager est dépourvue de la fraction d'oligonucléotides résistants. Les
fractions 4 et 5 sont plus actives et sont présentes en quantité plus
importante que dans les ribosomes, "nucléaires" ou cytoplasmiques, Les
fractions 8 et 9, peu radioactives sont cependant présentes en proportion
nettement supérieure & celle des ribosomes cytoplasmiques ; elles sont
totalement absentes dens les ribosomes nucléaires. On peut donc & nouveau
confirmer la présence d'une classe particuliére d!'ARN dans ce cas. Cette
préparation n'est cependant pas dépourvue des habituelles contaminations

par les dérivés phospholipidiques.,

Ces résultats permettent de démontrer 1'intérét présenté par
l'application de cette technique d'analyse électrochromatographique
comparative. Llutilisation de 1’extraction trichloracétique peut &tre
fructucuse, dans certains cas particuliers, cependant 1'étude des

diagrammes appelle les commentaires suivants @

- Dens tous les cas, les extraits trichloracétiques fournissent plus

de fractions mineures que les extraits & la guanidine, On peut caractériser,
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en outre, de 5 & 7 contaminants non phosphorylés, ebsorb_ant la lumiére
Wtraviolette., Enfin, le spot 12 est toujours présent dans les extraits
trichloracétiques ; sa radioactivité treés €levée pourrait correspondre a

une interférence avec une fraction phosphorylée non nucléotidigue.

~ La caractérisation de l'acide pseudouridylique et des spots 11, 13
et 15 est fortement génée par suite de l'interférence avec les inositol-

phosphates et 1'acide phosphorique libre,

~ Enfin les spots 1, 2, 3, 6, 7 et 10 sont le plus souvent présents
a 11état de traces et leur radioactivité est extrBmement faible, ce qui

rend difficile et souvent discutable, une interprétation les concernant.

Ces différentes reisons sont venues s'ajouter aux qualités de
rendement précédemment décrites, pour nous faire adopter la méthode & la

guanidine dans les études comparatives des ARN normsux et cancéreux.

2 — ETUDE COMPARATIVE DE L& COMPOSITION QUALITATIVE DES ARN DU FOIE TOTAL
ET DE L'HEPATCME ASCITIQUE

Les hydrolysats alcalins des extraits obtenus par la méthode
a la guanidine & partir du foie de rat normal et de 1'hépatome ascitique
de Zadjdela ont été analysés par électrochromatographie, Comme on peut le
constater sur la figure 26, ces extraits ne présentaient pas de différences
significatives dans leur composition qualitative, Pour des dépots possédant
la m&me abscrb_ance & 260 mp, il est cependant possible de mettre en
évidence des variations quantitatives, notamment en ce qui concerne les
spots 4, 5, 6 et 14 qui sont présents en quantité plus faible dans
1'hépatome ascitique et sont repérables pour des dépots 4 & 5 fois
supérieurs, La radiocactivité nettement supérieure du spot 15 n'est que

fortuite ; elle correspond, deans le diagramme retenu & la figure 16, & une
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contamination d'acide phosphorique libre. Le spot 8 qui est présent dans
les extraits obtenus par la précipitation trichloracétique, est absent
dans les deux cas pour l'extraction & la guanidine, Selon INGRAM et
PIERCE (605), le spot 6 correspondrait am méthyl adénine ribotide et le
spot 14 & 1'acide ribothymidylique.

En conclusion, quelles que soient les conditions de séparation
et les quantités de substance analysées, il n'existe pas de différences
significatives dans la composition qualitative des ARN normaux et cancéreux,
Sans pousser plus loin 1l'identification de ces composés et 1'étude
quantitative de leurs variations, il convenait, dans notre ligne de travail,
de nous orienter vers la recherche de séquences nucléotidiques anormales,
Nous avons ainsi abordé une nouvelle expérimentation, consacrée a
ll'analyse comparative des produits d'hydrolyse partielle de préparations

dYARN normaux et cancéreux obtenues par la méthode & la guanidine,



ETUDE CCMPARATIVE DES SEQUENCES NUCLECTIDIQUES

DES ARN NORMAUX ET CANCEREUX

Pour tenter de caractériser des séquences nucléotidiques
anormales dens les ARN d'origine cancéreuse, nous disposions d'un certain
nombre de technigues parmi lesguelles nous avons du faire un choix, Fous
nous sommes fondds sur quelques principes essentiels axés sur un impératif

absolu, qui fut celui de la reproductibilité des résultats :

1 — La wéthode d'hydrolyse partielle devait permettre de morceler
profondément la molécule, en évitant des réarrangements au cours de 1'hydro-
lyse. En outre, les hydrolysats partiels devaient &tre analysés directement,

sans introduire le risque de pertes au cours d'opérations de purification.

2 - Le procédé d'analyse des hydrolysats devait &tre rapide,

sensible et rigoureusement reproductible,

Nous envisagerons donc successivement le choix de la méthode
dthydrolyse partielle, puis la mise au point de conditions rigoureusement
standardisées d'anslyse des produits d'hydrolyse. Nous présentercns ensuite
les résultats de 1'étude comparative des ARN du foie normal et de

1'hépatome ascitique.

I - CHOIX DE LA METHODE D'HYDROLYSE PARTIELLE

L'hydrolyse partielle des ARN peut &tre effectuée par voie

chimique ou par voie enzymatique.

~178-
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4 - HYDROLYSES CHIMIQUES

Les solutions acides diluées provoguent une hydrolyse profonde
et non sélective des liaisons phosphodiesters. Dans le cas des lialsons
- Pu~-p - Fyr -, les acides hydrolysent indifféremment 1z liaison 3' ou
la lisison 5'. En outre, comme nous l'avons précisé précédemment (voir
3 la page -70- ), les acides liberent les bases puriques (Pu) et les

nucléotides pyrimidiques (Py).

N

Les solutions alcalines (NaOH 0,1 & 0,5 N - Ammoniaque) ont

été également utilisées pour des cinétiques d'hydrolyse, Dans ce cas, les

nucléotides pyrimidiques se libérent avant les nucléotides puriques,

Ces deux types d'hydrolyse ne fournissent pas de fragments
nucléotidiques de fagon reproductible et s'accompagnent d'une dégradation
des produits d'hydrolyse. Ils ont été, pour ces raisons, totalement

abandonnés,

L'acide périodique et diverses amines bagiques permettent une
hydrolyse récurrente des chaines nucléotidiques. BROWN (606) et
WHITFELD (607) ont décrit les conditions d'hydrolyse récurrente par la
partie 3! terminale, au moyen de 1l'acide péricdique. De méme, la méthyl -
amine (CHB - NH3+) en milieu acide induit une hydrolyse de la partie 5?

terminale par un mécanisme d' élimination.

Ces procédés chimiques ne provoguent pas un morcellement
profond, spécifique et reproductible des chaines nucléotidiques des ARN,
Seule l'hydrolyse enzymatique par les nucléases fournira des oligonucléoti-

des de fagon renroductible,

B -~ HYDROLYSE PAR LES NUCLEASES

De nombreux enzymes appartenant au groupe général des
hydrolysases attaquent 1'édifice nucléique pour sboutir & la formation de
fragments plus ou moins nombreux selon leur degré de speécificité, Les
engymes dits "nucléolytiques", peuvent se subdiviser en 4 catégories

principales



o
(6]
[
i

1 ~ Nucléases

Hydrolyse de la liaison phosphodiester sans libération de

phosphate minéral.

a) Endonucléases

Hydrolyse simultande de la cheine nucléique en des points

multiples.

Nucléases aspécifigues quant zu pentose -~ Hydrolyse en des points

multiples, déterminde par la séquence des bases, avec production de :

1°) Mono-et oligonucléotides terminds par un 3'~phosphate
(ex. mucléase de S. Pyogines).

2°) Mono-et oligonucléotides terminés par un 5'- phosphate (ex. nucléase

d'Azotobaeter agilis).

Ribonucléases - Hydrolyse spécifique des molécules d'ARN, en des

points multiples, avec production de :

10) Mono— et oligonucléotides terminés par des groupements 3'-phosphate
(ex. ribonucléase pancréatique).

20) Mono- et oligonucléotides terminés par des groupements 5'-phosphate

(ex, ribenucléase du foie de cobaye).

Désox« ribonucléases - Hydrolyse spécifique des molécules du type

ADN, en des points multiples, avec production de @

10) Mono et oligonucléotides terminés par des groupements F'=phosphate
(ex, DNise du thymus)

20) Mono- et oligonucléotides terminés par des groupements 5'-phosphate

(ex., DiAse pancréstique).

b) Exonucléases

Hydrolyse récurrente, nucléotide par nucléotide, (step-wise
degradation), & partir de 1'une des extrémités. Pas de distinction sur la

nature du pentose,

- Phosphodiegtérases, 1re catégorie — Libération de mono-nucléotides

texminés par un groupement phosphoryle en position 5' (ex. venin de Crotalus

adamanteus),
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— Phosphodiestérases, 2¢ catégorie -~ Libération de mononucléotides

terminés par un grcupement phosphoryle en position 3! (ex. la rate de veau),

2 - Nucléophosphatases

Hydrolyse de la liaison phosphomonoester avec libération de
phosphate minéral libre,

a) phosphatases non-spécifiques -~ Hydrolyse de tous les phosphomonoesters

(ex. Phosphatase prostatique).

b) 3'-nucléotidases - hydrolyse des 3'-nucléotides avec formation de

nucléosides + phosphate (ex. germe de Lolium multiflorum)

¢) 5'-nucléotidases — Hydrolyse des 5!-nucldotides avec formation de

nucléosides + phosphete (ex. venin de serpent),

% = Nucléosidases

Hydrolyse de la liaison base-~pentoses

4 — Nucléodesaminases

Hydrolyse des gyoupements aminés libres des bases avec libéra-

tion d'ammoniagme.

Le tableau V rassemble les propriétés des ribonucléases
actuellement connues, D'une facon générale, ces nucléases libérent des
nucléoside~3'-phosphates et des oligonucléotides possédant un groupe
3! phosphate terminal. La seule exception actuellement connue serait la
RNase des noyaux du foie de porc et du foie de cobaye, qui libere des
nucléosides~5'~phosphate, Dans le cas des RNases classiques, 1'hydrolyse
s'effectus par un passage intermédieire & la forme 2 -3 phosphate cycli-
que (BROWN et TODD (608) (Figure 27)). La spécificité dlaction de ces
enzymes permet ainsi d'obtenir des coupures sélectives des chaines poly-
nucléotidiques, en fonction de leur enchainement nucléotidique ; elle
assure, en outre, la reproductibilité des hydrolyses. Parmi ces différents
enzymes, nous avons choisi la RNase I du pancréas de boeuf, La spécificité

de cet enzgyme est suffisamment large pour assurer un morcellement profond
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des molécules A'ARN ; les préparations sont, en outre, commercialisées et
suffisamment bon marché pour permettre de larges expérimentations. Enfin
le pH optimum d'activité de 7,7 permet d'éviter des phénomeénes d'hydrolyse
chimique complémentaire. Les oligonucléotides obtenus posseédent toujours
un nucléoside 3' phosphate pyrimidique en position terminale. L'hydrolyse
des préparations d'ARN total du tissu par la RNase I laisse subsister une
fraction résistante ("core") qui est trds riche en nucléotides puriques
(MARKHAM et SMITE (627)).

C - DIGESTION ENZYMATIQUE

| Mode opératoire. .
H . ~ e . ..,AJ

10 ml d'une solution aqueuse & 4 mg/ml d'ARN total, extrait par la
méthode & la guanidine, sont placés & 37°C dans un bain marie. Le pH est
ajusté & 7,6 par addition d'une solution d'ammoniaque & 1 p 100. On ajoute
ensuite, & partir d'une solution agueuse a 2 mg/ml, 1 mg de ribonucléase
pancréatique cristallisée (L. Light and Co Ltd, Colnbrook, England). La
digestion est conduite ensuite & 37° C, sous agitation, le pH étant
stabilisé & 7,6 avec un pH-stat (Titromatic TTT - 1 - Radiometer Inc ~
Copenhagen) avec la solution d'ammoniaque & 1 p 100, Aprés 4 heures d!incube-
tion, on effectue une 2e addition de 1 mg de RNase et la digestion est
prolongée 20 heures. On raméne & + 4°C et on ajuste le pH & 3,5 avec de
1'acide formique (ou de l'acide acétique). Aprds une centrifugation destinée
4 éliminer 1'enzyme et le "core", on lyophilise la solution surnageante,

Le résidu sec est dissous dans 1l'acide chlorhydrique 0,1 N & la concentra—
tion voulue (voir page 202 ) et on asbandonne une nuit & + 4°C. Cette
dernigre opération est treés importante pour provoquer une ouverture des

cycles 2' — 3! phosphate (MIURA (628)).

Nous avons retenu ces conditions d'hydrolyse qui sont treés
reproductibles. Il convient de rechercher par ailleurs une technique
d'analyse trds fine et rigoureusement standardisée, qui se préterait a
1'étude comparative de la composition en oligonucléotides des ARN normaux
et cancéreux, Notre but se limitait, en effet, & caractériser des fractions
particuliéres d'oligonucléotides, signe de la présence d'4RN cancéreux

de structure anormale.
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II - RECHERCHE D'UNE METHODE D'ANALYSE DES PRODUITS

D!'HYDROLYSE PRTIELLE

Les méthodes les plus classiques de séparation des oligonucléo-
tides ont fait essentiellement appel & deux principes : la chromatographie

par échenge d'ions et la chromatographie bidimensionnelle sur papier.

4 — CHROMATOGRAPHIE PAR KCHANGE D'IONS

Les principaux supports utilisés sont les résines du type
polystyréne, les celluloses modifides (sur colomne , en couche mince ou

sur papier) et les séphadex modifiéds.

1 — Chromatographie sur des colonnes de résines

COHN (629) et VOLKIN et COHN (630) ont déerit, dés 1957, une
méthode d'analyse des di~ et trinucléotides sur des colonnes de Dowex 1 x 2
ou de Dowex 2, La méthode fut étendue depuis, par de nombreux auteurs, &
la séparation d'oligonucléotides supérieurs (voir notsmment : RUDNER et
CHLRGAFF (631), SPENCER et CHLRGAFF (632), SCHOLTISSEK (633, 634), Mc CULLY
et CANTONI (635), DIMROTH et WITZEL (636), DOSKOCIL et SORM (637)). Les
élutions sont effectuées par des gradients de concentration et de pH, &
base de formiate d'ammonium ou de chlorure de sodium., Sans entrer dans le
détail des résultats, ncus nous bornerons & préciser que ces méthodes ne
sont applicebles de fagon satisfaisante que pour l'aznalyse des di- et tri-
nucléotides ; en outre les séparations sont trés longues (6 & 8 jours) et
la technique nécessite une quentité importante de substence (environ 50 mg).
Ce groupe de méthodes a été supplanté par les techniques de chromatographie

sur les celluloses modifiées,

2 =~ Chromatographie sur des colonnes de cellulose modifide,

Les ECTEOLL -~ ot DEAE - celluloses fournissent de bonnes
séperations des oligonucléotides., TENER, KHORANA, MARKHAM et POL (638)
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ont étudié le comportement des oligonucléotides de syntheése et défini leurs
conditions d'élution ; STAEHELIN (639) o appliqué cette technique & 1'!analyse
des produits d'hydrolyse ribonucléasique d'ARN de levure. Les séparations,
effectudes par des tampons formiate ou bicarbonate, sont excellentes au début
de 1'élution, mais les oligonucléotides supérieurs, plus acides, sont fixés
trés fortement sur la colonne et leur élution, plus difficile, altere la
qualité des séparations, STAEHELIN (640) eméliore les séperations en éliminant
le groupe 5' phosphate terminal de chague oligonucléotide par un traitement
préalable de 1'hydrolysat avec la phosphomonoestérase, STABHELIN, PETERSCN

et SOBER (641) ont isolé de nombreux oligonucléotides, & partir d'hydrolysats
ribonucléasiques, en opérant & des pH légérement alcalins, Ce type de
chromatographie a été largement exploité par de nombreux auteurs, d'un point
de vue préparatif. Les différents cligonucléotides peuvent &tre obtenus en
quantité suffisante pour déterminer leurs séquences, STALEHELIN (642) a mis

en évidence ainsi des séquences trinucléotidiques isoméres dent les propor—
tions varient pour les 4RN de différents virus ; ARONSON (643) a caractérisé
des séquences différentes dans les ARN -~ 18 et 23 S des ribosomes ;
LAGERKVIST et BERG (644) ont étudié les trinucléotides subterminaux

(voisins du triplet Cp Cp A terminal) de différents ARN de transfert
spécifiques ; STABHELIN, SCHWEIGNER et ZACHAU (645) ont précisé 1'existence
de certaines unités de répétition dens différents 4RN solubles (par exemple
- Pyp - Gp Cp: pour 1'ARN - Sérine) RUSHIZKY et SOBER (646) ont effectud,
récemment, une étude poussée de la séquence de tri- et tétranucléotides

obtenus, par cette technique, aprés hydrolyse, par la RNase T1.

Cette méthode est actuellement la plus intéressante, du pcint

de vue pféparatif. Les élutions suivent les régles suivantes @

1 ~ L'élution s'effectue proportionnelicment & la longucur de chaine
2 - Les composés dont les pK sont alcalins sont trés fortement fixds
et leur élution est trés difficile (les composés riches en uracide sont
élués aprés ceux qui sont plus riches en cytosine ; de méme, les dérivés
riches en guanine sont éluds aprés ceux dans lesquels 1l'adénine prédomine).
3 - Les trinucléotides dont 1l'acide guanyligue est adjacent au

nucléotide pyrimidique 3! phosphate terminal sont élués aprés leurs iscmeéres,
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Pour plus de détails concernant ce sujet, nous renvoyons & la
revue générale de STABHELIN (640)

3 - Chromatographie sur papier & échange d'icns

a — TYNDALL et al., (648) ont décrit, pour la premiére fois, une
méthode de chromatograpnie bidimensionnelle sur papier DEAE, type Whatman
DE - 20, qui permet la séparation de 19 oligonucléotides & partir d'ARN de
cellules Hela, La chromatographie est effectuée dans les conditions

suivantes @ (1) bicarbonate d'ammonium 0,3 I ; (2) acide formigue 3 N,

b - SANGER et al. (647) ont déerit, plus récemment, une méthode
de séparstion bidimensionnelle des produits d'hydrolyse ribonucléasique
(RNase I et RNase T2) obtenus & partir de préparations d'ARN ribosomaux 16 et
23 8. L'électrophorése & haut voltage est utilisée dans les deux directions :
la premitre sur acétate de cellulose & pH = 3,5 (pyridine & 0,5 p 100 -
acide acétique & 5 p 100 - v/v) ; la seconde sur le papier DEAE - cellulose
a pH = 1,9 (acide formique & 2,5 p 100 - acide acétique & 8,7 p 100 - v/v).
La séparation dans la premiére direction est suivie d'un transfert direct
sur la feuille de DEAE — cellulose., Ce transfert est obtenu, selon ces
auteurs, avec une perte de 5 & 10 p 100 des nucléotides. L!'électrophorégramme
est ensuite révélé par autoradiographie, La bonne séparation des oligonucléo-
tides (tétra- et penta nucléotides) est due, selon ces euteurs, & 1l'action
combinée de la migration électrophorétique et de 1'électroendosmose rapide du
tampon de la cathode vers 1l'anode ; des nucléotides sont, en outre, soumis
durant la migration & 1'échange d'ions avec le support. Cet effet combiné
améliore nettement la séparatiocn des oligonucléotides par rapport & la simple
chromatographie sur DEAR-cellulose, telle qu'elle est réalisée dans les condi-
tions de TYNDALL et al. (648). L'application de ce procédé a permis sux auteurs
de préciser des différences quantitatives entre les oligonucléotides des

fractions d'ARN 16 et 23-3 et d'ARN soluble d'E. Coli et de levures,.

Cette méthode est, cependant, trés longue et nécessite un appa-
reillage particulier ; appareil de MICHL (647 bis). En outre, les feuilles
de DEAE~cellulose utilisées sont de grande dimension (85 cm x 46 ou 57 x 46 cm),

hors commerce, En outre, l'utilisation de la pyridine exclut l'application
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quantitative par spectrophotométrie en ultra violet., L'élimination de la
pyridine nécessite une manipulation supplémentaire, qui provoque des pertes
appréciables, Enfin, le transfert du produit, séparé dans la premiére direc-
tion, sur la DEAE~cellulose introduit une nouvelle perte de substance, Le
nombre maximum de spots ne dépasse pas, dans les meilleures conditions, 26 &
BOféqui se rassemblent, pour la plupasrt, dans la partie supérieure de la
feuille. La quantité maximale & déposer ne doit pas excéder 0,1 mg, ce qui
complique 1'application de cette méthode & 1'étude des séquences nucléotidiques
aprés isolement. Enfin, les auteurs ne fournissent pas de précision sur les
conditious de reproductibilité de leur méthode, dont 1l'application en analyse

comparative parait délicate,

4 - Chromatographie en couche mince de cellulose modifiéde

BERGQUIST et SCOTT (649) ont obtenu, récemment, une séparation
satisfaisante d'oligonucléotides (ARN de E, Coli) par électrochromatogrephie
en couche mince de poudre de cellulose MN 300. La solution d'oligonucléotide
est déposée sur la plagque et cette derniére est humectée par pulvérisation
avec un tampon formiate d'ammonium C,1 M - pH = 2,45, en présence d'EDTA,
Une électrophorése de 20 & 25 mn, & 5 volts/em (16 & 20 mA) est suivie,
aprés séchage, d'une chromatographie de 4 heures, dans la deuxiéme dirsction,
avec le systéme solvant : butanol tertiaire - acide formique 0,08 M -
alcool isoamylique (50 - 50 - 2), Apreés séchage, une deuxieme chromatographie
est effectuée, dans la méme direction, avec le systéme solvant : n-butanol-
eau (84 - 14), pour €éliminer les contaminants fluorescents., Les auteurs

ont ainsi caractériser 17 spots présents dans l'hydrolysat partiel,

5 = Chromatographie sur des colonnes de Séphadex

GELOTTE (650) et ZADRAZIL et al, (651) ont obtenu des siparations
de mono - et oligonucléotides sur des colomnes de Séphadex G —~ 50, par
élution dans une solution de carbonate d'asmmonium & 0,005 p 100 de pH = 7,6,
Les fractions riches en acide adényligue sont fortement retenues et leur
élution n'est pas quantitative, Cette propriété peut &tre mise & profit pour

éliminer sélectivement les fractions contenant de 1'acide adénylique,

dans le cas d'hydrolvsat ribonuclé£ase pancréatique.



HOLLEY et al. (652), KEIR (653) et HOHN et POLIMANN (654) ont
séparé les oligonucléotides sur des colonnes de DEAE~Séphadex, Cette
technique a notemment permis au groupe de HOLLEY de déterminer la séquence
compléte de la mclécule de 1'ARN--S spécifique de 1'alanine. Cet échengeur
dtion présente une capacité supéricure & la DELE cellulose (3 meg/g contre
1 meq/g) ; cepcndaent STAEHELIN (655) ne trouve pas avantage & 1'adopter
car, selon ce dernier, les fracticns obtenues ne sont pas pures et la
néthode n'est pas reproductible, Cependent, récerment, RUSHIZKY et al, (656)
ont précisé des conditions trés intéressantes d'élution des oligonucléotides
a longue chaine (octaméres) sur des colonnes de DEAE - Sephadex & - 25
par le tempon Urée 7 M - Tris - HCL - 0,02 M - pH = 7,6, avec un gradient
de concentration en NaCl., “ette technique est actuellement la seule qui
permette de séparer, sur cclonne, les oligonucléotides supérieurs. Cependant,
les tétra- et pentanucléotides suont élués en mélange et doivent 8tre

refractionnés & pH = 2,7.

Enfin TOMLINSON et TENER (657) ont proposé de fractiomner les
oligonucléotides sur des mélanges de Sephadex et de DEAE -~ cellulose,

par &lution avec l'urée T M.

Bn conclusion de cette revue trés courte des méthodes de
séparation sur cclonne, nous pouvons préciser que la chromatographie sur
DEAE cellulose et sur DEAE Sephadex est intéressante d'un point de vue
préparatif, Néammoins ces techniques sont longues ; en outre, chaque
fraction obtenue correspond souvent & un mélange de plusieurs oligonucléoti-
des isomeres, BEnfin, il est évident, dans notre oriemtation de travail, que
ces méthodes ne se prétent pas aisément & des études comparatives directes
sur des quantités tres faibles de substance. Quelques essais personnels
nous ont rapidement conduits & éliminer ce groupe de méthodes ; nous nous
sommes tournés vers les méthodes de chromatographie de partage sur papier,
dont le pouvoir séparateur est nettement supériecur, pour des quantités

de substance de l'ordre de 200 wug.



B ~ CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

Simultanément aux travaux de COHN (658) (voir page -185 ),
MARKHLM et SHMITH (659) ont décrit, en 1952, un systéme solvant permettant
de séparer les produits d'hydrolyse ribonucléasique pear une chromatographic
nmoncdimensiomnelle sur papier (Isopropanol - eau - ammoniac ) {voir page -84- ).
La séparation fournit 6 bandes dont chacune corrcspond & un mélange des
oligonucléotides, par poids moléculeire croissant, Chacune de ces bandes

peut &tre éluée et séparée par dlectrophorese,

A partir de ces premicrs travaux, plusieurs auteurs ont
appliqué soit la chromatographie bidimensionnelle, soit 1'électrochromato-

graphie,

1 - Bhrcematographie bidimensionnelle

HAKIM (660) a cbtenu 17 spots & partir de la frection dialysable
d'un hydrclysat ribonucléasique, par une chromatographie bidimensionnelle
avee les systémes solvants : (1) acide isobutyrigue — ammoniaque 0,5 N
(5 = 3) (solvent de MAGASANIK et =21, (661)), (2) alcocl iscemylique tertiaire
acide formique conc, - eau (3 - 3 - 1). On caractérise les 4 mononucldéotides
et 9 fracticns di- et trinucléotidiques ; 4 spots correspondent & des
fractions nucléotidiques plus complexes. En outre une proportion trés

impcriante de l'hydrolysat reste au voisinage du dépot.

LIPSHITZ - WIESNER et CH&RGAFF (662) ont associé le sclvamt de
MARKHAM et SMITH (isopropanol = eau, en atmesphére d'ammoniac (70 - 30))
et celui de MAGASANIK et al. (663) (acide iscbutyrique — ammoniaque 0,5 N
(5 = 3) pH = 3,7). Cette méthede permet de caractériscr seulement 13 spots,

permi lesquels les 4 nucléotides et 1'acide pseudcuridylique.
Enfin, trés récemment, KRUTILIN&, VENKSTERN et BEAV (664)ont
amélioré les séparations en utilisant (1) le mélange : acide isobutyrique -

armoniaque 0,5 N (5 - 3) (sclvant de MAGASANIK et al. (665)) ; 2a 3
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chromatographies successives scnt poursuivies pendent 24 & 30 heures,

jusqu'a ce que lc solvant atteigne la limite de la feuille ; les chromato-
graphies scnt poursuivies jusquld ce que les froctions paraissent parfaitement
séparées par absorpticn en ultra viclet, (2) la chromatographie, dans la

2e dimension, esgt effectuéde avec le systéme solvant de RUSHIZKY et KNIGHT
(666) (butanol tertisire - formiate d'ammonium pH = 3,8 (1 -1)) ;

ltoptimum de température est, selon ces auteurs, de 12 a 14°C, L'abscrpticn
en ultra viclet permet de leocaliser 30 spots. Cependant le comportement
chromatographique n'est pas rigourcusement reproductible et ne permet pas

de standardiser la méthode pour des études comparatives.

11 apparait donc que la chromatographie bidimensionnelle
présente un pouvoir séparateur assez limité et le nombre de fractions
caractérisdes n'excéde pas 30, En cutre, la standardisation se trouve
limitée par le difficulté de contrbler la migration chromatogrephique,
dans les deux directions. Les méthodes d'électrochromatographie permettent

dtéviter certains de ces ingonvrénients.

2 - Electrochromatographie

La mise au point d'une technique d'électrochrcmatographie, sur
le principe de la méthode de "Finger printing A'INGRAM (667), a été
réalisée par RUSHIZKY et KNIGHT (668, 669, 570). Ces dcrniers ont analysé
les hydrolysats ribonucléasiques d'ARN de levure sur papier Whatman 3 ML
L'électrophoreése est effectude, dens la premiere direction, pendant 17 &

20 heurcs, sous 6 volts/cm (320 volts) et 12 mi, avec le tampon formiate
d'emmonium 0,06 M ~ pH = 2,7 (7,5 ml d'acide formique concentré sont dilués
dans 2,5 litres d'eau et ajustés a pH = 2,7 avec 1l'ammoniaque cuncentré).
Aprés séchage, la chromatographie est effectuée, dans la direction perpen—
diculaire, avec le systéme solvent butanol tertiaire - formiate d'ammonium

pH = 3,8 (1 ~ 1), pendent 48 heures & 20° €,
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!ELECTRCPHCRESE: Formiate d'ammonium,0,06M a pH=2,7
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CHROMATOGRAPHIE:

FIGURE_28: Electrochromatosraphie d'hydrolysat
ribonucldasique — selon RUSHIZKY ot KNIGHT(G7S).
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L'absorption & 260 mu permet de localiser 19 a 20 spots, tandis
qu'une proportion importante de polynucléotides restent au point de dépot
(figure 28). Cette méthode a été largement appliquée : étude des séquences
des ARN de lovurc et du virus de la mosaique du tabac, par hydrclyse
ribonucléasique (Riasc pancréatigue et Rliase T1) (RUSHIZKY et KNIGHT (671),
RUSHIZKY ot SOBER (672), RUSHIZKY, SOBER et KNIGHT (673)) ; travaux
concernant le mode d'acticn des nuclésses de microcoques (ROBERTS et al,

(674)).

DOCTOR et gl. (675) ont effcctué une 4tude quentitative de mono-
et oligonucléotides obtenus & partir d'hydrolyscts ribonucléasigues des
4RN -~ S spécifiques de l'alanine et de la tyrosine, Ces auteurs ont nedifié
les proporticns du solvant chromatographique : butancl tertiaire -
formiate d'emmonium 0,02 M pH = 3,7 (ew lieu de 3,8) dems les proporticns
55 = 45 (au lieu de 5C6 - 50) s le chromatographie est, en cutre, effectude
a 23°C, Cette technique permit & ces auteurs de caractériser de nombreuses

sdquences différentes dens lcs deux ARN - S,

INGRAM et PIERCE (676), utilisant les mémes solvents que
RUSHIZKY et KNIGHT, cnt modifié la technique, sur les points suivants
1'électrophcrese est effectude, selon le procédé de MARKHAM et SITITH (677),
la feuille de papier imprégnée du tampon étant placée entre deux plagues
de verre ou de polyéthyléne ; en outre 1'électrophorese est conduite sous

28 & 35 volts/cm et 20 & 150 mi, avec refroidissement,

La chromatographie est ascendante. Les séparations des cligo-
nucléotides ne sont pas nettes et il sc produit de nembreuscs trainédes et
les thches sont scuvent trées diffuses, Ces imperfcctions sent dues, en
pertie, & 1'électrophordse sous plagques de verre (nous avons constaté le
méme phénoméne dans le cas des nucléotides libres), Selon les auteurs,
ces traindes sont provoquées essenticllement par 1'interférence de contami-
nations non-nucléotidiquces, Les séparations sont améliorées par une
hydrolyse préalable des 5' phosphates temminaux, LEVIN (678) a montré,
cependant, un peu plus tard, que cette déphosphorylaticn ne modifiait pas
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la qualité des séparaticns, ARMSTRUNG et al, (680) ont étudié, plus

récemment, plusicurs solvants différents, dans le cas d'hydrclysats partiels
&'ARN solubles, Les électrophoreses sont effectudes, scit dens les conditions
de RUSHIZKY et KNIGHT (furmlute dlammonium pH = 2, 7) goit avec llacide
acétique & 10 ou 20 p 100, ajusté & pH = 2,7 ou 3 avec 1l'ammeniaque., La chro~
matographie est descendante, deans le systéme-sclvant : n-propencl - ammoniague
cau (55 = 10 - 35) (selcn LIPSETT et al. (681)). 18 & 25 spets sont

caractérisés par cette technique.

L!électrochromatographic permet dine dlobtenir une meilleure
séparation des oligonucléotides (di~-, tri- et tétra). Cependant la plupert
des travaux effectués jusqu'alors n'cnt pas permis de caractériser plus de
30 fracticons différentes. Ceci est dfi aux conditions de séparaticn, mais
aussi & la sensibilité des méthodes de révélation, BEn effet, toutes les
expérimentations que nous avons décrites utilisent la révélation en ultra-
violet, I1 est préférable d'utiliser 1'autoradiographie, & partir de
préparations marquée
la sensibilité de la révélation, TYNDALL et al. (682) a2t ZANZER et al.

247 oy

\.,, o SRV

es par le radivphosphate, pour avgmentor considérablement

184 cette méthode de révélation pour comparer les
hydrolysats partiels d'ARN extraits de ccllules Heka, avant et apreés
1tinfection virsle, TUNTALL a pu, de cette fagon, caractériser 5 oligo-
nucléotides caractéristiques de 1l'infection virale, Outre la sensibilité

de la révélation, cette technique permet également de comparer la radioacti-
vité spécifique des cligonucléotides obtenus., Clest la raison pour laquelle
nous avons dlemblée choisi la technique autoradicgraphique pour nos travaux
comparatifs, Cette méthode, trés sensible, permet de caractériscr directement

des différences séquentielles d'activité métabolique,

Notre étude bibliographique concernant cette question nous a denc
conduit & rechercher une technique électrochromatographique qui fournisse,
par autoradicgraphic, le plus grand nombre de spots, de facon rigoureusament
reproductible, Avant de déerire nes résultats comparatifs concernant les
ARN normaux et cancéreux, nous décrircns nos recherches concernant la

standardisation de l'électrochromatographie,
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1 ELECTROPHORESE: formiate d'ammonium, 0.06 Motaire & pH 27,
<o e ) +)

) —

pH 38. *

-tertiaire ~formiate d’ammonium, 0.06 molaire a
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Flgure -29

CHROMATOGRAPHIE. Butanol

'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique d'ARN
de foie de rat effectué par la méthode de RUSHIZKY et
KNIGHT(679): éléctrophordse de 18 heures & 350 volts, et
chromatographie descendante dans le systeme solvant,
butanol tertiaire — formiate d'ammonium & pH 3,8 (1:1).

Z

-~ Les différents spots sont trés étalés dans le sens
de la mig_ration éléctrophoretique.



¢ - MISE AU POINT D'UNE METHODE ELECTROCHROM&TOGRAPHIQUE STANDARDISEE

Nous avons repris la méthode de RUSHIZKY et KNIGHT (683), en
opérant par autoradiographie & pa.rtir d'extrasits & la guanidine obtcnus
aprés un marquage in vivo par le radiophosphete, Les résultats nous ont
conduits & modifier les conditicns d'électrophorése et de chromatographie
pour définir une technique, totalement reproductible qui fournit de 56 &

60 spots.

La figure 29 fournit les résultats de l'enalyse d'un hydrolysat
ribonucléasique A'ARN totel de foie normal. L'autoradiogrophie est obtenue
aprés une séparation dens les conditions exactes de RUSHIZKY et KNIGHT :
(1) électrophorese en tampon formiate d'ammonium pH = 2,7 - 350 volts,
pendent 18 heures ; (2) chromatographie descendante en butancl tertiaire -
formiate d'ammonium pH = 3,8 (1 - 1), L'électrophordse est effectude dans
wne cuve en toit (moddle de MACHEBOEUF (684), qui présente 1'avantage
d'éviter les diffusions spontandes qui apparaissent au cours de la
migraticn entre deux plagues deverre . Par rapport aux résultats de
RUSHIZKY et KNIGHT (685), 1'autoradicgraphie permet de localiser 8 & 10
spots supplémentaires, Bn outre, ces différentes fracticns correspondent
4 des mélanges dtcligenucléotides, I1 était done important de modifier
ces conditions pour amélicrer les séparations, Neus avons fait varier
systématiquement, les cenditions d'électrophorese, d'une part, et la

chronatographie, d'autre part.

1 — MODIFICLTION DE L'ELECTROPHCRESE

Comme on peut le constater dans la figure 29, les différents
spots sont tres étalés dans le sens de la migration électrophorétique. I1
était donc logique de chercher & réduire le temps de migration et &
augnenter la tensicn. De nombreux essais ont été effectués de 400 & 1.000

volts, pour des temps de migration de 6 heurcs & 18 heures. La figure 30
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CHROMATOGRAPHIE. Butanol-tertiaire —formiate d'ammonium, 0.06 molaire 3 pH 38.
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1 ELECTROPHORESE: formiate dammonum 006 Moinire  + bt 27
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Figure -30

U

'Finger print! d'hydrolysat ribonucléasique de foie
de rat normal effectué par la méthode de RUSHIZKY~KNIGHT

modifiéde: éléctrophorése de 7 h 30 a 800 volts.

(12 chromatographie n'étant pas modifiée)

--=Noter que la séparation des 42 spots est nette;

chaqgue fraction est bien localisée.

(+)

‘
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mentre les résultats obtenus pour une électrophorese de 7 h 30 & 800 volts,
la chromatographie n'étant pas modifiée. L'observation & 260 mp permet

de localiser 30 fracticns et 1l'autoradiographie fournit 39 a 42 spots
nettement distincts ; en cutre, chaque fraction est bien condensée et les
spots sont circulaires. La séparation est optimele pour une électrophcrese
de 6 & 7 heures & 1000 velts. Dans la figure 31, on peut localiser 50 & 55
fractions bien séparées. Par rapport & l'électrophorése précédente

(figure 30) il apparait notamment, en avent de la ligne des cligonucléotides
(A)nC, 4 spets supplémenteires. Btant donné la qualité des séparstions,

nous avens adepté définitivement ces conditicns d'électrophorese.

2 — BTUDE DE L& MIGRATION CHROM&TOGRLPHIQUE

En nous fondent sur les résultats de BERGQUIST et SCOTT (686)
obtenus cn couche mince de cellulose (voir & la page-187B), nous avens
introduit leur modification du solvant, qui consiste & ajouter 1'alccol
iscamylique au solvant de RUSHIZKY et KNIG : butanol tertiaire -
fermiate d'ommonium, 0,06 M & pH = 3,8 = alcool iscamylique (50 — 50 - 2),
L'électrophorése est conduite & 1000 volts pendent 6 & 7 heures, avee le
tampon formiate d'ammonium 0,06 11 — pH = 2,7. Comme on peut le constater
dens la figure 32, l'addition d'alcool iscamylique provoque des treinées
de toutes les fractions, bien que la séparation soit ncttement améliorée.
Ce solvant est tres intéressant dans le cas d'ARN de faible pcids
moléculaire (4RN - S par cxemple) dont 1'hydrolyse ribonucléasique fournit

un nombre restreint d'oligonucléctides,

Comne le montre la figure 31, le solvant de RUSHIZKY et KNIGHT
Butanol tertiaire - formiatc d'emmonium, en proportions égales, laisse
subsister, dans la partie supérieure du chromstogramme (au voisinage du
trait de départ) une zone diffuse, dans laquelle les fractions s'individua—
lisent tres mal. Nous avons, pour cette raiscn, étudié le comportement

avec le systeme solvant, modifié par les auteurs eux-mémes, qui contient
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'Finger print'! d'hydrolysat ribonucléasique de foie de rat
normal effectué par la méthode de RUSHIZKY~KNIGHT modifide:
éléctrophorése de 6=7 heures a4 1000 volts (la chromatographie
n'étant pas modifide).

~——=les 49 spots sont bien séparés, Localisation de 4 spots
supplémentaires dans le compartiment cathodique. Les spots
cerclés représentent la répartition des différents spots supplé-
mentaires variables dans les fractions cytoplasmiques.

(veir figures 35 & 38)

Figure-31
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Fig

%?gsgﬂFinger’print' d'hydrolysat ribonucléasique de foie
e rat normal: éléctrophorése~—6-7 heures a 1000 volts;
chromatographie en systéme solvant-butanol tertiaire/
formiate d'ammonium, 0,06M & pH=3,8/alcool iscamylique

( 50"50“2 ) L

el ' addition d'alcool isoamylique provoque des tralnées
de toutes les fractions.
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Figure-33: 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique
de foie de rat normal. Eléctrophorése: 6-7 heures a 1000
volts. Chromatographie: butanol tertiaire - formizte
d'ammonium (87 - 63),.

==La proportion plus important~ de phase organique permet
d'obtenir dans la zone des tri- et tetranuc..-tides des
spots plus condensés.



-201 -

L ELECTROPHORESE: formiate d'ammonium, 0.06Molaire  pH 27. @

(~

-tertisire —formiste_d’ammonium, 008 molsire & pH 3.8.*

of “‘ -~
s L ; '
£ . 1
[ - ]
3 v
@ ‘
i '
S '
a voue
« ’ h)
-4 : H
g e
e
<
£
o]
3
F
o
w| Figure 34
Figure=34: Diagramme de référence d'un 'finger print d'hydrolysat

ribonucléasique de foie de rat normal effectué dans les conditions
standard: Eléctrophordse- 6-7 heures & 1000 volts; Chromatographie
descendante~ butanol tertiaire / formiate d'ammonium 0,06M A& pH=3,8

(1:1, 63h ou 87:63, 83h).

Présence de 39 fractions nucléotidiques majeures. Le spot 1
correspond & l'acide cytidylique (3'-), et le spot 29 & l'acide
uridylique(3'-).
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une proportion supérieure de butanol tertiaire. La proportion plus importante
de phase organigue pefmet dlobtenir, dans la zone des tri~ et tétra nucléo~
tides, des spots plus condensés,., Le sclvant est le suivant : butanol
tertiaire - formiate 4'ammonium 0,06 M, pH 3,8 (87 - 63). L'autoradiogramme
obtenu, dans ces conditicons, est montré & la figure 33. I1 correspond &

un dépot dont la radioactivité totale déposée est plus faible qu'a la

figure 31. Cela nous permet de définir un diagramme standard faisant
ressortir 39 fractions majeures. Nous avons schématisé, dans la figure 34,

ce diagramme de référence que nous utiliserons par la suite dans nos études
comparatives, Le spot 1 correspond & 1l'acide cytidylique et le spot 29

a4 1l'acide uridylique., Des fractions mineures apparaissent dans certains cas ;
nous ne les avons pas répertorides, pour faciliter 1'interprétation, et nous
nous bornerons a les signaler au passage. La reproductibilité des séparations
a été vérifide sur un grand nombre de séparations, correspondant & plus de

10 hydrolysats ribonucléasiques de préparations différentes 4'ARN de foie

normel., Les diagrammes sont rigoureusement superposables.
Avant de décrire les résultats de nos études comparatives, il

nous parait important de rassembler, sous forme schématique, le mode

opératoire qui conditionne cette reproductibilité,

Schéma opératoire général

Le résidu sec provenant de la lyophilisation de 1'hydrolysat
ribonucléasique obtenu dans les conditions opératoires décrites & la page

~184- est traité selon le mode opératoire décrit ci-dessous.

1 = Le résidu est repris par 200 pl HC1 - 0,1 W, 10 ul sont ccmplétés &
25 ml et on détermine la radiocactivité et la concentration & 260 mu.

les 190 pl résiduels sont complétés & x nl, pour obtenir une radio-
activité de 1,000 c/mn/ul.

2 - On dépose 25 ul (25,000 c/mn - 250 ug), sur une feuille de papier
d'Arches n°® 304 ; le point de dépot est situé en un coin de la feuille,
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respectivement & 6 et 10 cm des deux bords (1a marge de 6 cm est réservée

pour 1'électrophordse et celle de 10 cm pour la chromatographie).

3 « L'électrophorése est effectudée dans une cuve en toit (mod&le de
MACHEBOEUF (687)), une goutte d'une solution saturée d'acide picrique
étant déposde sur le bord de la feuille opposé au point de dépot. La
migration est poursuivie, & 1 000 volts (20 volts/em) jusqu'a ce que le
repere d'acide picrique atteigne le tampon du compartiment anodigue (de 6

3 7 heures). On séche & 1l'air, puis pendant 6 heures & 37°C,

4 - La feuille est ensuite disposée dans une cuve de chromatograpnie
descendante & 2 godets (64 x 56 x 24 cms). I1 est indispensable de réserver
1 godet par feuille et de disposer le chromatogramme du cdté de la paroi
de la cuve,

Une nuit de saturation est, en outre, indispensable avant le début

de la migration, La température doit &tre stabilisée & 19 - 20°C.

A _vec le solvant butanol tertiaire - formiate d'armmonium 0,06 M
pH = 3,8 (1 - 1),1& migration est de 63 heures exactement, Pour le méme

solvant, dans les proportions 87 - 63, la migration est de 83 heures,
Les chromatogrammes sont ensuite séchés & l'air pendent 18 & 24 heures,

5 - On localise l'acide cytidylique & 260 mp et on détermine sa radioactivité
avec une sonde de Geiger. Pour x coups/mn de ltacide cytidylique, le temps
dlexposition pour 1l'autoradiographie est déterminé par la formule empirique
suivante 21.000

Jours

X

L'électrochromatogramme est ensuite disposé entre deux films KODAK
(KODIREX monocouche - 45 x 45 cm) et sbandonné & 1l'cbseurité, Le premier

film est révélé aprés t jours et le deuxiéme film aprés t + 7 jours.
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IIT - APPLICATION A L'ETUDE COMPARATIVE DES PRODULITS D'HYDROLYSE

PARTIELLE DES ARN NORMAUX ET CANCEREUX

Nous avons appliqué la technigue dlanalyse que nous venons de
décrire 1) & 1'étude des ARN de différentes fractions cytoplasmiques et
2) & la comparaison des ARN totaux du foie de rat normal et de 1'hépatome
ascitique., En fonction des résultats obtenus avec les différents solvants
chromatographiques étudiés, nous avons vu (figures 31 et 33) que le solvant :
butanol tertiaire ~ formiate d'ammonium (1 - 1) permettait d'obtenir plus
de thches que le méme mélange, dans les proportions 87 - 63, Néanmoins,
dans ce dernier cas, les spots, moins nombreux, étaient plus compacts et

se prétaient mieux & la détermination des radioactivités spécifiques.

Nous nous sommes limités & une étude purement qualitative,
dans le cas des ARN des fractions cytoplasmiques ; nous avons donc choisi
le mélange chromatographique dans les proportions 1 - 1. Par contre,
nous avons tenté de caractériser des différences de radiocactivité spéecifique
entre les ARN normaux et cancéreux ; c'est la raison pour laquelle nous

avons utilisé, dans ce cas, le solvant dans les proportions 87 - 63,

& - BTUDE DES PRODUITS D'HYDROLYSE PARTIELLE DES ARN DES FRACTIONS
CYTOPLASMIGQUES

Parallelement aux travaux concernant les variations de
composition qualitative des &RN d'origine nucléaire (voir & la page -169-)
nous avons étudié les preduits de 1'hydrolyse ribonucléasique des différentes
fractions d'ARN obtenues & partir des noyaux (voir mode opératoire & la
page-184- ), Les produits d'hydrolyse partielle des ARN, extraits par la
guanidine, & partir des noyaux totaux, des noyaux résiduels, de la fraction
"ribosomes nucléaires" et de la fraction ARN ~ type messager ont été

comparés entr-eux et avec les ARN des autres fractions cytoplasmiques,
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Un homogénat de foies de rat est soumis 3 un fractionnement
complet, selon la mdéthode de SCHNEIDER et HOGEBOOHM (688). Les fractions
noyaux, mitochondriss, microscmes et précipité pH = 5 sont extraits par
la guanidine et les préparations sont hydrolysées par la ribonucléase
pancréatique dans les conditions précédemment décrites (page -184-).

Les Tigures 35 & 38 rassemblent les résultats fournis par les extraits des
guatre fractions totales : Noyaux, mitochondries, "microsome" et
précipité pH = 5.

Par rapport au diagramme obtenu a partir du tissu total
(figure 31), la répaertition des différents spots supplémentaires (cerclés
sur la figure 31) apparait nettement. L'extrait mitochondrial ne présente pas
de spots caractéristiques, hormis un faible spot dent la migration chroma-
tographique est supérieure & celle de 'acide cytidylique., La fraction
‘microsome est également trés "classique" ; elle posséde seulement deux
spots supplémentaires en dessous de C (1) et de U (29). Du point de vue
de la composition en oligonucléotides, les fractions mitochondriale et

microsomale sont apparemment identiques,

En outre des caractéristiques importantes apparaissent dans le
cas des fractions pH = 5 et noyau totel. La fraction pH =5 (figure 38)
posséde tous les spots supplémentaires caractérisés dans le tissu total.
Cependant, les spots 17 et 28 ne sont pas décelsbles dans les noyaux totaux
(figure 35), Ces fractions particuliéres pourrailent done correspondre & une
classe d'ARN qui se trouve préscnte & la fois dans le noyau et dans la

fraction soluble.
Cette hypothése s'est trouvée renforcde par les résultats

obtenus & partir des fractions diffusibles du noyau total, en relation

avec les traveux de DEFERT et al, (689). La figure 39 correspond a la

(*

40 aux noyaux résiduels. Dans la figure 37, qui concerne les ribosomes

fraction diffusible , aprés une heure de marquage in vivo, et la figure

(*) Dens le cas de la fraction diffusible du noyau, l'extraction par la

guanidine est effectuée apreés dialyse et lyophilisaticn ; ces opérations

sont nécessaires pour éliminer le saccharose avant 1'extracticn,
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Figure-36: 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:
“““““ -fraction mitochondriale.

Une tache supplémentaire au
dessous de l'acide cytidylique.
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Figure-37: ‘Finger print'd'hydrolysat ribonucléasique:
-fraction ribosomale cytoplasmique.
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Deux taches supplémentaires au dessous des acides
cytidylique et uridylique.

Spots supplémentaires (hachurésy'appartenant a la
fraction des "ribosomes nucléares".
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Figure-35:

-fraction novau total.

Spots 17 et 28 non décelables.

'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:
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Figure-38: 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:

“““““““ -précipité pH=5.

Présence de tous les spots supplémentaires =caractéristiques
de 1l'acide ribonucléique du tissu total (voir figure~31, p.198).
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cytoplasmiques, nous avons indiqué les spots supplémentaires (hachurés)

obtenus dans le cas de la fraction "ribosomes nucléaires",

La fraction "ARN type messager" (figure 39) contient les
différents spots supplémentaires qui scnt présents & la fois dans le ncyau
total et la fractiocn pH = 5, En outre, cette fraction se caractérise par
1tabsence totale des oligonucléotides supérieurs correspondant aux spots
21 a4 25 et 27 & 39, Cette fraction d!ARN micromoléculeire ne libére donc
pas de polynucléotides supérieurs per hydrolyse ribonucléasique ; 1'hydro-
lysat est composé d'un "core" résistant et dloligonucléotides de faible
poids moléculaire, Il s'agit 12 d'une carzctéristique particulidre a cette
famille dAYARN. La fraction "ribosomes nucléaires” présente la composition
"classique" de la fraction micrcsome, en possédant, en outre, un certain
nombre des fractions supplémentaires existant égelement dans la fraction
"ARN type messager". Le noyau résiduel (figure 40) a perdu, aprés 4 heures
de diffusion, d'une part les spots supplémentaires caractéristiques des
"ARN type messager! (dont il ne subsiste plus que des traces) et, d'autre
part, les oligonucléotides supéricurs (spots 52 9, 20 & 25 et 32 & 39)

qui sont caractéristiques des ARN de type ribesomal.

Ces résultats ne permettent cependant pas d'admettre, de fagon
définitive, que tous les spots supplémentaircs caractéristiques des noyaux
correspondent aux AR de type messager qui se retrouvent & 1l'état libre
dans la fraction cytoplasmique soluble, En effet, les travaux de DEFERT
et al. (690) ont montré que ces fractions diffusibles ne scnt pas pures,

11 n'est pas possible d'expliquer actuellement l'origine des spots
supplémentaires caractérisés dans la fraction "ribosomes nucléaires" :
provizment-ils dtune différence moléculsire entre les ARN des ribosomes
nucléaires et ceux des ribosomes cytoplasmigues, ou de la présence d'ARN
type messager accompagnent les ribosomes nucléaires ?. On ne peut, en

outre, exclure a priori l'existence de particules du type "infcrmesome"

qui résulteralent d'une asscciation 4'ARN macromoléculaire de type ribosomal

avec des ARN de type messager, porteurs d'infcmmations génétiques.
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Figure-39: 'Finger print'd'hydrolysat ribonucléasique:
T ~-fraction d'ARN type messager.

~-==wIncorporation de 32P de 1 heure. Présence importante
de spots supplémentaires. Absence des oligonucléotides majeurs.
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________ 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:
“““““““““ ~fraction noyau résiduel apres diffusion.

~=-=Diminution importante de 1l'intensité des spots
supplémentaires. Disparition compléte des oligo-

nucléotides majeurs.
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Ces vésultats préliminaires obltenus en collaboration étreite
avec DEFERT ot al, (691), constitue un exemple d'application des techniques
que nous avens mises au peint. Nous scuhaitons que leur exploitation
systématigue conduise & des résultsts fructueux, sur ce programe de
recherche gui est actuellement en cours au laboratoire ; il fait 1l'objJet

.

du trevail de thése de Madame DEFERT.

Parallélement & ce travail d'équipe, nous avons effectué,
dans la ligne de recherche que nous nous étions fixds, une étude comparative

des hydrolysats d'4BN du foie normsl et de 1l'hépatome ascitique.

B — COMPARAISON DES PRODUITS D!'HYDRCLYSE PARTIELLE D!ARN NORMAUX ET
CANCEREUX

Les préparations d'ARN obtenues por la méthode & la guanidine,
& partir du feie de rat nomal et de 1l'hépatome ascitique de Zedjdela ont été
hydrclysées per la ribonucléase dans les conditicons standard précédemment
décrites. Les hydrclysats partiels ont été analysés, selon le schéma
opératoire déerit & la page-202 , Aprés une série d'études comparatives
avec les solvants chromatographiques de RUSHIZKY et KNICHT : butanol tertisire
formiate d'ammonium, dems les proportions 1 - 1 (solvant n° 1) et 87 - 63
(solvant no° 2), nous avons Finalement opté pour le solvant n® 2, Dans le
cas de préperations A'ARN totsux, ce systéme solvant fournit des spots

plus ccndensés qui se prétent mieux aux études quentitatives,

1 - Comparsciscn gualitative

Les figures 41 et 42 fournissent les séparations obtenues
respectivement & partir des ARN du foie normel et de 1'hépatome ascitique,

La figure 43 correspend ou mélange des deux préparations, Comme on peut
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Figure-41: 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:

~foie de rat normal.

-=-=Dépdt de 32p -nucléotique identique & celui du
'finger print' des cellules ascitiques (figure-42).
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Figure-42: 'Finger print! d'hydrolysat ribonucléasique:

sSE=Tmmmmmms

-Hépatome ascitique de Zed jdela.

~-=Présence importante de spots supplémentaires
sans disparition des oligonucléotides majeurs .
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Z CHROMAT‘OGRAPHIE: Butanol-tertiaire —formiate d'ammonium_ 0.06 molaire a pH 3.8.*

Egggggzég 'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique:
"""""""" mélange d'ARN-
foie de rat + cellules ascitiques.
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le constater il n'existe pas de différences qualitatives importantes dans
-la composition en oligonucléotides des ARN normeux et cencéreux. Cependant,
come le montre la figure 42, pour des doses de radiocactivité globale
identiques, les cligonucléotides supplémenteires de comportement cathodique,
caractéristiques de la fraction nucléaire et de la fraction pd =5 (voir
figures 35 et 38) présentent un marquoge supérieur dans le cas des ARN
cancéreux. Ces différences peuvent s'expliquer par la différence d'activité
métabclique bien connue qui existe entre les ARN normaux et cancéreux.
Cependant, en nous inspirant des travaux de TYNDALL et al. (692), ncus avons
comparé les radioactivités spécifiques des différents oligonucléotides

fournis par les ARN normaux et cancéreux,

2 - Comparaison guantitative

Plusieurs électrochromatogrammes, effectués dans les conditions
standard, sont révélés par observation & 260 mu, Les spots majeurs,
numérotés de 1 & 39, sont découpds et la radicactivité est déterminée pour
chacun dteux. On élue ensuite par 5 ml d'HC1 0,1 N, & 20°C pendant 24 hcures,
et on détermine 1'sbscrbeance & 260 mu, La radicactivité spéeifique est

exprimée en coups/mn/unité d'absorb.ance & 260 ML,

Le tableau Y rassemble les valeurs cuncernant les fractions
dont les radicactivités sont différentes de 1'état normal & 1'état cancéreux,
Corme cn peut le constater 29 fractions sur 39 présentent des différences
significatives ; 22 fractions possédent une radioactivité supérieure, dans
le cas du foie normal, et 7 fractions sont plus fortement marquées dans les
cellules ascitiques. Ces résultats peuvent &tre le signe d'une différence
de distribution des segments nucléotidiques, en tenant compte du fait
qu'epres 24 heures de marquage in vivo le distributicn du phosphore dans
les ARN est devenue unifcmme, selon la théorie de YCAS et VINCENT (693).

I1 est cependant trés important de censidérer gque le marquage s'effectue
in vivo, d'une part dans le foie organisé et, d'autre part, dans les
cellules ascitiques en suspension ; les ccnditions biologiques du marquage

sont donc tres différentes et 1l'incorporation du phosphore, dans le tissu
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et dans les cellules libres, peut expliquer ces variaticns des radiocactivités
spécifiques, Ces derniéres peuvent sgalement provenir de la différence d'acti-
vité métabolique bien connue qui existe entre les ARN normaux et cancéreux.
Nous n'accorderons donc pas & ces résultats une valeur définitive et nous
entreprenons, actucllement, une étude quantitative plus poussée de ces
préparations, par éluticn des thches, dosage en ultra-viclet et déterminaticn
des séquences de chague fregment nucléctidique, Ces traveux permettront de
déterminer, de fagon précise la distributicn quantitative des différents
segments nucléotidiques, par repport aux mononucléotides libérés. Les

traveux de MIURA (694) ont, en outre, permis d'établir, récemment, une
technique rigourcuse d'étude de la distributicn des moncnucléotides dans

les oligenucléotides 1libérés, Cette déterminaticn permet de mettre en évidence
des variations significatives entre les ARN de diverscs origines. Ce nouveau
programme de travail, actuellement en cours, nous permettra peut-&tre de
caractériser des différences structurales fondamentales entre les ARN de ces

deux origines.

Nous pcouvons denc conclure, & partir de nos résultats actuels,
qu'il ne parait pas possible de caractériser directement, dans les hydrolysats
ribonucléasiques, des séquences nucléotidiques caractéristiques des ARN
cancéreux, Ce traveil nous a paru, & certains égerds, décevant car il ne
permet pas de confirmer, d'emblée, 1'hypothése fondamentale que nous aviens
posée & l'origine de notre expérimentotion, Nous puuvens, cependant, en
guise de ccnclusicns générales, retirer de nos résultots un certain nombre

d'enscignements fructueux,
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L -

1 = Le principe de la caractérisation d'ARN anormaux, caractéristiques
de 1'état cancéreux, nous a posé, d'emblée, le probléme de 1'extraction

guantitative d'ARN macrcemcléculoires, purs et intacts. Une étude critigue

de différentes méthodes classiques d'extroction des ARN du tissu total nous

a conduit ¢

a = & proposer une modification de la technique classique de SCHMIDT et
THANNHAUSER, qui permet d'éviter au meximum les pertes d!'ARN au cours de la
délipidation. Cette méthode modifide est parfaitement applicable & la

détermination des compositions nucléotidiques des ARN tissulaires totaux.

b - & décrire, & partir des travaux de COX et ARNSTEIN, une méthode
générele d'extrocticn quantitetive dos 4RN, applicable & la fois aux tissus
et cux fractions cytoplasmiques. Cette technique d'extraction par la
guanidine fournit, avec un rendement optimum, des préparations pures d'ARN,
exemptes des contaminations phosphorylées caractéristiques des méthodes

a4 1'acide trichloracétique,

L'étude, poussée des cenditions de délipidation nous a, en
outre, ccnduit & confirmer 1l'existence d'une fracticn d'ARN entrainde par
les lipides. Une étude plus poussée de cette fraction pourrait permettre de
faire progresser le probléme de l'existence d'ARN 1lids aux lipides, dont

1'importance métabolique serait fondamentale,

2 - L'étude de la compositicn qualitative des hydrolysats totaux
d'ARN, nous a cunduit & définir des conditions rigoureusement standardisdes
d'analyse électrochromatographique ; 1'autoradiographie permet d'atteindre

une sensibilité trés poussée. Ltapplication de cette techmique & la

-220-
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déterminaticn de la composition qualitative des ARN obtenus par les différen-
tes méthodes d'extraction que nous evens étudides, permet de caractériser,
dans tous les cas, 16 dérivés nucléotidigues, Les ARN normaux et cancéreux
présentent la méme composition globcle, Ces différents compesés, dont nous
effectuons actucllement 1l'identification, correspondent aux nucléotides
mineurs présents dans les ARN, Une comparaiscn quantitative, impliquant
1'élution et le desage de ces dérivés, pourrait nous permetire de confirmer,
ultérieurement, des variaticns carcctéristigues de 1!'état cancéreux, La
caractérisation de traces d'cligonucléetides alcali-résistant- pose, en cutre,
le probléme de leur nature, En dépit de la difficulté technique, 1l!'étude de
leur ccomposition et de leurs variations quantitotives de 1'état normal a
118tat cancdreux nous parait digne d'intérét., A la lumiére des connaissances
actuelles dans ce demaine, nous pouvens, en effet, poser 1l'hypotheése de
1l'existence de segments nucléotidiques tout & fait particuliers, dont
1'impcrtance structurale serait fondementale, Ces fractions sont présentes
dans les extraits trichloracétiques et pourraient présenter une relation

importente avec les dérivés d'origine lipidique qui accompagnent ces extraits,

3 - Le probléme de la recherche de séquences nucléotidiques anormeles
dans les ARN cancéreux, nous a conduit également & une mise au point
technique. Nous avons décrit ume technique d'électrochrematographie, inspirée
des travaux de RUSHIZKY et KNIGHT. L'autorodiographie permet, deans des
cenditions de séparation rigourcusement stondardisées, de caractériser plus
de 40 oligonucléctides présents dans les hydrolysafs ribonucléasiques des
ARN tissulaires toteux. Nos résultats montrent qu'il n'est pas possible de
caractériser directement des séquences nucléctidiques caractéristigues de
1'état cancéreux. Nous poursuivens actuellement nos recherches, dans ce

domeine, selon plusieurs orientaticns complémentaires;

a = effectuer une étude quantitative et structurale des différents oligo-
nucléotides que nous avens caractérisés, en appliquant, aprés isclement,

les techniques classiques de détermination des séquences nucléotidiques
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(nucléotides 3! et 5' terminaux ; hydroiyscs sélectives et récurrcntes, par

les voies enzymatique et chimique).

b - entreprendre une €tude comperative identique sur les frections cytoplas-—
miques normales et cancéreuscs. Wos travaux effectués sur ces substrats, en

relation avec W,DEFERT, démontrent 1'intérét de ce progromme.

¢ - entreprendre des trovaux similaires au moyen de ribonuclécses possédant

une spécificité d'action différente et (notarment la RNase T1).

La récente technigue d'hydrolyse spécifique décrite par
GILHAM (695) pourrait égnlement présenter un grand intérét, dans ce cas,
Cette méthode asscvcie une acticon chimique & une action enzymatique. L'ARN
est traité, dans un premier temps, avec le N - toluéne sulfonate de
cyclohexyl = N - méthylmorpholino - éthylcarbodi-~imide qui réagit uniquement
sur l'uracile ; 1'ARN, ainsi modifié sélectivement, au niveau des résidus
d'acide uridylique, libeére, par action de la ribcnucléase, uniquement des
oligenucléotides C terminaux., De méme, & la suite des travaux de ZILLIG
et al. (696), l'associaticn d'une réaction par 1'hydroxylamine (qui agit
au niveau de C et de U) avec l'hydrolyse enzymatique peut constituer un

type dlexpérimentation comparetive intéressant,

d - envisager, enfin, unc étude comparative des fracticns résistant &
1'hydrclyse ribonucléasique. Des travoux, actuellement en cours, sur le
fracticnnement par chromatographie de gel filtration sur Séphadex, permettent
d'envisager une étude comparative du "CORE" obtenu dans le cas des ARN
normeux et cancéreux, Ce travail portera, a la fois, sur une étude

chimique et sur la recherche de variations d'activité métabolique,

Loin de clere un chapitre; nos travaux ouvrent denc le chemp
a de vastes expérimentaticns, Nos résultats ne mous ont pas permis, jusqu'
alors, de confirmer 1l'existence d'ARN carcctéristiques de 1'état cancéreux.

Loin d'infirmer cette hypothese nous poursuivons notre travail, en ayant



conscience de n'aveir pas exploité, encore, les outils que nous nous sormes
forgés. Parallélement & cette orientaticn persomnelle de travail, nous
sovhaitons que les techniques miscs au point se révélent tres efficaces
dens d'autres domaines, Le travail d'équipe, poursuivi au laboratcire sur

y ok
les ARN nucléaires et nous avens indiqué les résultats préliminaires,

parait, & cet égard, trés prometteur.

Nos résultats ont fait 1'objet de 2 communicaticns (697, 698) et de

4 notes et mémoires (699, 700, 701, 702}
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