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A B R E V I G T I O N S  U T I L I S E E S  ' 

absorb.. .aace à 260 mp 

mé la~ge  de l 'adénosine 2'- e t  3'-  phosphates 

angstr5zi 

acide itésoxjrribonucléique 

&Dl? adénosine 5 '- diphosphate 

APC (ou PCA) acide perchlorique 

ATCQ 

ATP 

C 

O C  

DELE-cellulose 

D.0.my 

E. c o l i  

EDTA 

ecide phosphoglycérique 

acide ribonucl éique 

acide ri'oonucléicpe -messager 

acide ri'2onucldique -nuc léa i re  

acide ribonucléique ribosonal 

acide ri'oonucléique-solcblc (de t r a n s f e r t  : ARlT - t) 
taux de phosphore A-RnT dé t eminé  pa r  l a  méthode 

des dou5l e s  1 onmeurs d ' onde 

acide t r ich loracé t ique  

adThosine 5 - tr iphosphate etc .  

mélange de cyt idine 2 ' -  e t  3' p5osphates (*) 
degré centig:zde 

diéthylariiinoéthylcell~lose 

densiti! optique en mi l l in ic ron  

Eschkrichia c o l i  

acide étl-iylèns d i m i n e  ti tra.ucétique 

f r a t i o n  pE = 5 préc ip i t é  du surnagernt cytoplasnique par  
l l ~ c i d e  acStique 2 pH = 5 

g f o r c ~  de gravi té  

G mélange de gumosine 2 t -  e-t 3 '- phosghates 

Guanidina ~~illinonéthmariiiciiiie : Pd = c (lm ) 
2 2 

h heure 

i n o s i t o l  dipnosphate 

i n o s i t o l  rnonophos2hate 



mélânge des quatre ribonucléotides (A,  C, G e t  U) 

phosihore nucléotidique 

phos;2hore miné rd  

c (p)  absorb- .me imolaire à 260 mp pûr atome g r m e  
de phosphore e t  sar l i t r e  

sosae de l 'ab~or;-?_~wice à 26G mu des nucléotides, 
expr&Ge en rîiilligrarnmes de phosphore e t  cor r igée  
en  f o ~ c t i o n  de l a  com-ymition centssinla?e 

m a s  e ribonucléase psnc r6a t i çue ( r ibonuchse  1) 

S constant de s6diLlentation (uni té  ~ v e d b e r ~ )  

SDS sodiwi dodscyl-sulfate 

T3U-cellulose triéthylaininodthyl-cellulose 

t /rm 

tris 

'-+Y ";;U 

U.V. 

tours  pur minute ( r. p. m. ) 

2 - airino - 2 (hyciroxyméthyl) propane -1, 7- di01 ou 
T r i s  (hydrom mé-chyl) - mino - méthae  

mélange de l ' u r a c i l e  2'- e t  3'- phosphates (*) 
~r ibosyluzc ,c i le  ou acide pseudouridylique 

lumière -d t ra -v io le t te  

E absorb-mce molaire d fuae  so lu t ion  de nucléotide 

BentoniLe acide a lu in inos i l i c ique :  A l  O (S iO2I4  , 2H20.  
2 3,  

3upancl SDS, acide 1-Joiecane çu l fon ique  : CH?(SH ) SO H. 
4 2 1 1  3 

-- -- 
(*) : dans l e  czs des-h,s-diolysrts r i b o n u c l é a s i j e s ,  il s ' eg i t  

uniqusrnent du nucl!:oside 3'- phosphate. 



I W T R O D U C T I O N  

Nos recherches s'inscrivent dans l e  cadre des travaux qui 

s e  poursuivent, depuis plusieurs années, à 1 'Inst i tut  de Recherches sur 

l e  Cancer de Lil le,  sur l a  physicochimie des acides ribonucléiques. Les 

biochimistes cancérologues s ' attachent, depuis de longues années mainte- 

nant, à préciser l e s  causes premières du déclenchement de l ' ac t iv i té  

mitotique anarchique qui est  l a  grande caractéristique biologique des 

cellules cancéreuses. 

E h  1930, 66ARBUflG e t  coll. ( 1 )  formulaient llhypothèse selon 

laquelle l e s  tissus cancéreux présentaient une glycolyse plus importante 

que l e s  t issus normaux ; i ls  affirnaient, en 1955, que ces propriétés 

particulières étaient dues à une lésion irréversible, caractéristique de 

1 1  é ta t  cancéreux. Cet t e  opinion déclencha une somme considérable de 

recherches sur l e  métabolisme énergétique des t issus ca~céreux. Ces 

travaux ont permis d'infirmer l a  théorie de WAKBURG ; il semble que l a  

respiratioii e t  l a  gLycolyse sonJi; étroitement l i ée s  à llenvironnement 

cellulaire e t  leur  a-entation chez l e s  cellules cancéreuses ne sont pas 

dues à une variation irréversible du métabolisme énergétique ; e l les  ne 

sont qut une conséquence de 1 'hy-Eeractivité mitotique, La fréquence des 

mitoses nécessite une plus grande quantité d'énergie nécessaire aux 

synthèses qui l e s  déclenchent. Les travzux entrepris depuis plus de 

15 années sur l a  biochimie de l a  mitose ont permis de démontrer une 

relation ét roi te  entre l a  division cel lula i re  e t  l a  biosyntlièse 

protéique. Toutes l e s  cellules qui se  divisent activement, e t  l e s  

cellules cancéreuses en particulier, présentent une activation t rès  

nette de leurs synthèses protéiques. La Biologie moléculaire a 

é tabl i  l e s  relations cytoplasmiques qui unissent l e s  protéines 



aux ac ides  nucléiques ; e l  l e s  peuvent s e  raniener au schéma, maintenant 

t r a d i t i o n n e l ,  

ADN > ARN - - -  Pro té ines  ---) Mitoses.  

La synthèse des p ro t é ines  spéc i f iques  e s t  d i r i g é e  par  l e s  ARN 

( s y n t h é t i s é s  au niveau des ADN), en f a i s a n t  i n t e r v e n i r  un rn6canisme de 

complémentarité molécula i re  que nous préc iserons  p lus  l o i n .  En o u t r e  l e s  

r é a c t i o n s  de synthèse sont  cont rô lSes  pa r  un processus de r égu la t ion  

enzymatique, encore mal connu. On envisage actuel lement  deux hypothèses 

pour expl iquer  la c a n c é r i s a t i o n  : l e  processus mi to t ique  anarchique s e r a i t  

déclenché 1 )  par  un t r o u b l e  du mécanisme de r é g u l a t i o n  des synthèses  de 

p ro t é ines ,  ou bien 2 )  par  l ' a p p a r i t i o n  de p ro t é ines  anormales syn thé t i s ées  

par  s u i t e  de l a  présence de molécules dlARRT anormales, d ' o r i g i n e  endogène 

(mutat ion)  ou exogène ( v i r u s ) .  

Notre t r a v a i l ,  q u i  s e  l i m i t e  aux c a s  des Am, c o n s t i t u e  une 

t e n t a t i v e  de démonstration chimique de l a  deuxième hypothSse. Nous avons 

cherché à c a r a c t é r i s e r ,  dans l e s  c e l l u l e s  cancéreuses,  des ARN anormaux, 

Etan t  donné l e s  d i f f i c u l t é s  expérimentales  q u i  s e  posent ,  nous avons 

abordé c e t t e  ques t ion  en nous l i m i t a n t  à deux p o i n t s  p a r t i c u l i e r s  : 

1)  m e t t r e  en évidence l a  présence de composés nuc léo t  id iques  anormaux 

dans l e s  ARN d ' o r i g i n s  cancéreuse.  

2) c a r a c t é r i s e r  des séquences nuc l é o t  idiques anormales, provenant d'une 

s imple d i f f é r e n c e  de s t r u c t u r e  de ces  composés. Ces deux o r i e n t a t i o n s ,  

nous ont  impose l a  recherche de méchodes d 'é tude  t r è s  s e n s i b l e s  e t  

rigoureusement s t anda rd i sées  pour permet t re  une é tude  comparative v a l a b l e  

e n t r e  l e s  ARN normaux e t  cancéreux de meme or ig ine .  

Avant de d é c r i r e  l e s  r é s u l t a t s  de nos t ravaux nous exposerons 

t r è s  succintement : 

1 - Les g é n é r a l i t é s  s u r  l e s  Am, concernant pr incipalement  l eu r s  

c a r a c t 6 r i s t  iques physicochimiques actuel lement  connues (composition e t  

s t r u c t u r e )  e t  l e u r  r ô l e .  



II - Les méthodes d'étude des BRN, en particulier 

A - Les procédés d'extraction des AN? 

B - Les techniques de détermination de leur composition 
Nos recherches personnelles ont poursuivi essentiellement 

un but comparatif, Nous décrirons &si : 

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

normal, Ce travail nous a conduit à préciser les conditions d'extraction 

applicables aux études de compsition d'une part, et aux études de 

structure d'autre part. 

II - Les applications de ces techniques à l'étude comparative : 

- des ARX des fractions cytoplasmiques 

- des PJW normaux et cmcéreux (foie normal et hépatome 

ascitique). 

'FNous consacrerons une troisième 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. 



G E N E R A L I T E S  

1 - Répartition e t  Ba$ moléculaire. 

U Composition chjmique 

UïL - Structure. 

IV - Roles biologiques essentiels* 

p LFj METHODES DtETTUDE WYSICOCHIMIQUE DES ARN? 

1 - Extraction des AEW tissulaires . 

II - Détemination de l a  composition mléotidique.  



t 
I LES ACIDES RIBON[JCLEIQUES f 
Ir (r 

1871 ?fIE$C5T.FZ (2)  i so l a  des cel lules de pus e t  des 

spermatozoïdes de saumon, un composé phosphoré qul il appela nucléine 

e t  dans lequel il m i t  en évidence deux constituants : une protéine 

basique e t  un composé phosphoré acide. ALTP.IAnTnT (3) propos d'appeler 

acide nucléiclue l e  groupe phosphoré acide q u ' i l  r éuss i t  à i so le r  e t  à 

purif ier .  KOSSEL (4), en 1891, ! n i t  en évidence deux acides nucléiques : 

l 'un ,  i so lé  de l a  levure, f u t  appelé acide zymonucléique e t  l ' aut re ,  

ex t r a i t  du thymus, acide thymonucléique, M i n  LEVENT (5) iden t i f i a  

respectivel.ient dans leurs  produits d'hydrolyse du ribose e t  du 

desowribose : on l e s  appela donc acide ribonucléique (BRN) e t  

acide desowribonucléique (ADN). 

Les acides nucléiques sont des constituants constants de l a  

matière vivante, Ils coexistent dans toutes l e s  ce l lu les  vivantes, 

anirndes e t  végétales (HAMI'IARSTEN ( 6 ) ,  CASPERSSON ( 7 ) ,  BRACHET (8)) . 
Les U N  s e  loc j l i sen t  essentiellement dans l e s  noyaux cel lu la i res  ; 

combinés à des protéines basiques (protamines e t  histones) ils 

constituent l e s  gênes au niveau des clvnomosomes ; en outre l a  présence 

dtKûTJ a é té  soupçonnée récemment au niveau des mitochondries. 

Les Afùl s e  répartissent dans toute l a  cel lule ; i l s  existent,  s o i t  

sous forme l ibre ,  s o i t  combinés à des protéiiies ; ils présentent une 

grande diversi té  moléculaire e t  possèdent des rô les  importants dans 

l a  v ie  de l a  cellule. Uous limiterons volontairement notre exposé 

au eas  des ARN seuls,  en nous bornant à signaler par comparaison certai-  

nes caractéristiques particulières des ADId, quand nous l e  jugerons 

nécessaire. 



Le développement des méthodes de fractiomement c e l l ~ e  

a ;permis de carrwtériser e t  de LocaJlser dans l a  cellule plusieurs 

ciasses dlARN qyi différent à l a  fo is  par l eur  é ta t  moLécuLaire e t  leur 

Ale. 

L e s  BRN existent s o i t  l ibres ,  so i t  sous forme de ribonucl6o- 

p t b a  ; l e m  poids mol&ulaires sont trh va;riables salon leur  état. 

Les différentes classes d'NIN actuellement connues se  répartissent 

dans l e s  4 fk.M?tions cellulaires essentielles : noyau, mitochondries, 

ribosomes, solution cytoplasmique. 

L'étude des BRN nucléaires a é té  effectuée à part i r  des 

noyaux isolés obtenus pa r  centrifugation différentielle. On a caractérisd 

essentiellement deux types différents drARN dans l e  noyau : des 

ribonucléop-otéines qui se  localisent essentiellement dans l e  nucléole 

e t  dont on extrait des II;RN qui présentent des constantes de sédiments~- 

t ion variables (ARN nucléolaires) e t  des ARN non combinés à des p r o t é b ~  

qui existent sous forme l ib re  (BRW messagers). 

Les travaux récents de PERRY (g), SC- e t  coll. (IO), 

HENSHAW e t  0011. ( I I ) ,  NOLL (12), ont pends de caractériser, dans l e  

noyau, des ARN dont l es  constantes de sédimentation sont respectivement 

de 45s, 359, 28 s, 18 s, e t  8 à 16 s, ce qui correspond à des poids 
6 6 6 mol&uL&es respectifs d t a v i m n  1,7 . 10 , 1,S . 10 , 1,3 . 10 , e t  

0,3 à O,5 . lob . L'étude des compositions chimigues e t  de l t ac t iv i t é  

métabolique de ces mol6cules permet d3 distinguer deux gmupes 

différents dfaRN : 



- Les BRN ~lnucléolaire.slt correspondent aux fraction 35 s , 28 s , e t  

18 s ; a s  possèdent une composition identique aux BRN des ribosomes e t  

leur  vitesse de marquage par l e s  radiophosphates es t  faible. Ces &EU, 

selon NOLL (13), sont combinés à des protéines e t  constituent l e s  précur- 

seurs des ribosomes cytoplasmiques. 

* - Les IlRN messagers correspondent aux fractions 45 s e t  8 à 16 S. 

Leur composition e s t  voisine de celle des ADN ; ils possèdent une vitesse 

de renouvellement extrêmement rapide e t  une derni - vie brève (1 à 3 h. 
chez l e s  cellules animales). La fraction d t  ARN 45 S. serai t ,  selon 

HEDSHAW e t  coll. (14),une molécule mixte, précurseur à l a  fois  des ARN 

messagers 8 à 16 S. e t  des ARN ribosomaux. Les aRN messagers existent 

sous forme l ibre  e t  sont spontanhent diffusibles du noyau (DEFER'&KOBUS 

e t  coll. (15)). Ils stassocient dans l e  cytoplasme avec les  ribosomes 

p u r  former les  polysomes, act i fs  dans l a  synthèse protéique. 

- BRN DES MTTOCHONDRIES 

BONNER (16) e t  BUES e t  coll. (17) ont suggéré m 1958, la 

présence dtARN dans l e s  mitochondries e t  l e s  chloroplastes. ~ e p r d s  ces 

travaux, on a toujours caractérisé des BRN dans l e s  mitochondries. Leun 

état moléculaire n'a pas été étudié en d é t d  e t  on ignore encore 

actueilement sf i ls  existent l ibres  ou combinés à des protéines. Eh outre 

l a  localisation intramitochondriale de ces ARN n'a pas encore été claire- 

ment démontrée e t  on ne peut rejeter, a priori ,  l'existence dlune conta- 

mination ribosomale persistante des préparrations de mitochondries étudiées. 

Les A .  de l a  fraction mitochondriale présentent toutes l e s  caractéristiques 

physicochimiques e t  métaboliques des ARN ribosomaux (composition nucléo- 

tidique e t  activité métabolique identiques). 

- -- 

-k Voir l a  revue générale r6cente:SINGER et  LEDER (14-bis). 



C - ARN RIBOSOMAUX 

Le sous - f r ac t  ionnement de l a  " f r a c t i o n  microsome" de CLAUDE 

(18) 4+ permet d ' i s o l e r  une f r a c t i o n  ribosomale , exempte de membranes 

cytoplasmiques l i pop ro t é id iques  . C e t t e  f r a c t i o n  r iùonucléo-protéique,  

soumise à une u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g rad i en t  de saccharose,  pour des 

concent ra t ions  de MgCl v a r i a n t  de 0 , 5  Zi 4 M, permet de c a r a c t é r i s e r  
2  

des f r a c t i o n s  dont l e s  cons t an t e s  de sédimentat ion son t  l e s  su ivan te s  : 

180 à 120 S . ,  70 à 8 0  S .  e t  30 S . .  Les propor t ions  de c e s  d i f f é r e n t e s  

f r a c t i o n s  va r i en t  en fonc t ion  de l a  concen t r a t i on  en ions M ~ *  . Les 

f r a c t i o n s  180 à 120 S .  majeures pour une concen t r a t i on  de 4 mM en MgC12, 

correspondent  aux polysomes (ou ergosomes) q u i  r é s u l t e n t  de l l a s s o c i a t i o n  

d '  ARN messager e t  de r ibonucléopro té ines  70 à 8 0  S .  . La f r a c t i o n  70 à 

8 0  S .  correspond aux ribosomes l i b r e s  e t  l e s  f r a c t i o n s  50 e t  30 S . ,  q u i  

deviennent majeures pour une concen t r a t i on  en MgCl i n f é r i e u r e  à 0 , s  mM, 
2 

correspondent 3 des  sous-uni tés  r ibonucléopro té iques .  La d é p r o t é i n i s a t i o n  

des p a r t i c u l e s  70 3 80 S . ,  50 S .  e t  30 S .  permet d ' i s o l e r  des f r a c t i o n s  

dlARN pur s ,  qu i  correspondent  aux ARN ribosomaux. 

L ' o r g a n i s a t i o n  molécula i re  des ribosomes est résumée dans 

l a  f i g u r e  1 e t  les c a r a c t é r i s t i q u e s  physicochimiques des ARN r ibosomaux 

sont  les su ivantes  ( v o i r  l e s  revues généra les  de SPIRIN (19) e t  de 

PETERLMAE (20) )  : 

1 - Les ARN ribosomaux n ' e x i s t e n t  pas l i b r e s  ; i l s  son t  tou jours  combinés 

aux p ro t é ines  (64 p .  100 dlARN - 36 p.  100 de p r o t é i n e s ) .  

2  - Il s ' a g i t  d'AM de haut  poids molécula i re ,  de deux types d i f f é r e n t s  : 
6 ARN 18 S .  (PM : 0 , 6  . 10 ) e t  ARN 26 S .  (PM : 1 , 3  . 106' formant respec-  

t ivement l e s  sous u n i t é s  r ibonucléopro té iques  30 S .  e t  50 S .  

(HALL et DOTY ( 2 1 ) ) .  

(*) La f r a c t i o n  "microsome", obtenue par une c e n t r i f u g a t i o n  de 90 mn 

à 50 000 g du surnageant  déba r r a s sé  des noyaux e t  des mitochondries ,  est 

un mélange de ribosomes l i b r e s  (g ra in s  de PALLADE), de fragments de mem- 

branes 1 ipopro té id iques  (SMOOTH) , e t  de fragments de complexes ribosomes - 
membranes (e rga toplasme-f rac t ion  "rough"). 



R N  de 
R I  BOSONES 2 
(PM. I ,~X  106) 

(PM. 0,9. 106) 
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(PM. 0,6 106) 



3 - Les ribosomes libres 70 à 80 S. résultent de llassociation des 

ribonucléoprotéides 30 S. e t  50 S.  Cette association est  l i ée  à l a  conceil- 

tration en ions magnésiux du milieu. 

D - ARN DE LA SOLUTION CYTOPLASMIQUE (ARN solubles) 

Les ARN de l a  solution cytoplasmique sont des ARE micromo- 

léculaires, solubles dans l e  chlorure de sodim 1 M (OTBKA e t  colla (23 ) ,  

34ITH (24)). On l e s  isole par précipitation à pH =+j du surnageant 

cytoplasmique suivie d'une dépmtéinisation (ARN pH = 5 de HOAGLPlraD (25)). 

Ils existent l ibres  dans l a  solution cytoplasmique, non combinés à àes ' 

protéides, e t  ils semblent ê tre  identiques pour toutes les  espèces 

(CANTONI e t  coll. (26)). 011 l e s  a cmactérisé également daas l e  ltsucll 

nucléaire (nuc160plasme). Leurs caractéristiques pbysicochimiques sont 

l e s  suivantes (revues générales de SPIiUN (27) e t  de BROWN (28)). : 

1 --Ils possèdent une constante de sédimentation de 4 S. e t  un poids 

moléculaire de 25.000 2 1,000. Ils résultent de 1 l association de 80 

nucléotides e t  leur molécule possède une l o g e w  de 100 1 . 
2 - Les ARN solubles (ou BRN pH = 5) possèdent La propriété de se  l i e r  

à des acides aminés, par une réaction d'estérification enzymatique 
a 

faisant intervenir des amin$ylsynthétases (HOAGLC~ND (29) ,  BWG e t  

col la  (30), mIECNIK e t  coll. (31 )), Chaque acide aminé possède au 

moins un BRPT soluble spécifique ; ces ARN sont responsables du transfert  

des acides aminés de l a  solution cytoplasmique vers l e s  ribosomes 

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

pemet de fa i re  ressort i r  dès maintenant l a  grande hétérogénéité de cette 

classe de constituants. 

1 ) les  AlUJ se  répartissent dans toute l a  cellule; 

2)chaque fraction cellulaire possède des AH? particuliers; 

3)ils existent s o i t  l ibres,  so i t  combinés à des protéines. Un certain 

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

l'existence de complexes nucléotides-lipides ou ARN-lipides, 



4) Leur é ta t  maléculaire e s t  t rès  vxriable: 4 S. pour 1 ' BRN soluble, 

1 6  e t  28 S. pour l e s  ARN riboso~aux, 8 à 45 S. pour l t A R N  messager. 

Chaque classe dlBRN ~ossède,  dans l a  cellule, une fo%tion 

t r è s  précise, qui es t  étroitement l i é e  à s a  structure, Avant de préciser 

ces différents rôles biologiques, nous nous proposons de résumer l a  

composition chimique e t  l a  structure de ces d i f f b e n t s  composés. 

II - COMPOSITION CHINIQUE 

Les acides ribonucléiques sont des polymères résultant de 

l'enchainement d'unités plus simples. L'hydrolyse alcaline (par l a  soude 

ou l a  potasse) l ibère  des unités constituées d'une base hétérocyclique, 

de Mbose e t  d'acide phosphorique : ce sont l e s  nucléotides. L'hydrolyse 

t o t d e  l ibère l e s  c o n ~ t i t u ~ t s  élémentaires : acide phosphorique, ribose 

e t  quatre bases azotées majeures, auxquelles s 'ajoute, selon l e s  cas, une 

proportion fa ib le  de bases azotées hétérocycliques particuiières (bases 

mineures). 

A - LES PRODUITS D'HYDROLYSE TOTALE DES ACIDE3 RIBONUCLEIQUES 

1 - L t  acide phosphorique 

L I  acide phosphorique constituant l e s  ARN es t  l 'acide 

orthophosphorique. Toutefois des complexes dt.AIW e t  de poly - e t  

métaphosphates ont été isolés de l a  levure par EBEL e t  coll, (32). 

2 - Le ribose 

Les AFü!i des cellules animales renferment exclusivement l e  

D-ribofurannose. On numérote conventionnellement les carbones de 1 ' à 5' 

en pcwtant du groupement semi-acétdique, 



3 - Les bases azotées hétérocycliques. 

Les bases appartiennent à deux sér ies  hétérocycliques purique 

e t  pyrimidique dont l e s  squelettes sont ~ i d i q u é s  ci-dessous, 

S é r i ~ -  pyrimidique. .... .., ...... .. . . .... ., . , .. Séria- puigue. .,.. .....,, ..... 

Les positions 2 e t  6 des noyaux sont préférentiellement 

substituées par des fonctions hydroxyles ou amines. On obtient, dans l e s  

deux séries,  deux bases majeures e t  des dérivés de subs.t;itution plus 

complexas, qui existent en proportion minime dam l e s  ARN, que l ' on  

appelle, pour ce t te  raison, l e s  ffbases mineurestf. Les formules de ces 

dérivés sont indiquées dans l a  figure 2. 

D a n s  l e s  ELRN totaux des cellules &ales on trouve en 

général 50 $ de chacune des deux bases purique e t  pyrimidique. Les bases 

mineures y sont présentes à l ' é t a t  de traces. Toutefois l e s  rlRN solubles 

par exemple en rerxferment des quantités non négligeables. La mise au point 

de procédés de séparation e t  de dosage de ces composés devient une 

nécessité absolue. On ne peut exclure à prior i  l ' idée  que des ARN anomaux, 

présents dans l e s  t issus cancéreux, n'en soient particulièrement riches 

'et l e s  premiers résül ta ts  acquis dans ce domaine sont en faveur de cet te  

hypothèse  ableau au A). 

B - ,&ES PRODUITS D'HYDROLYSE PARTIELLE, 

Lthydrolyse chimique ou enzymatique des ARH conduit à des 

produàts d'association des bases e t  du ribose qui sont l e s  ribonucléosides 

e t  à des esters phosphoriques de ces derniers qui sont l e s  ribonucléotides. 





TABLEAU - A 
* 

TI3IBUR AFPROXIMATIE EN CTRThTh%S BASES PURIQUES FETKYLEES DAPITS LES ACIDES 

RIRONUCIZIQUES DES FRACTIONS CELLULNRES DE FOIE DE SOURIS ET DE TU]!IEUR 

(D après ALUN (1 36) ) 

. . . . . . Fractions : 2-Méthyl- : 6-Kéthyl- : 6-Dimétbl- : 1-Kéthyl- : 2-Méthylamino- : 2-Diméthylamino- : 
: celluicaires : adénine : aminopurine : aminopurine : gu~inine : 6-hydroxypurine : 6-hydroxypurine : 
: . . . . . . . . . . . 
: Tumeur . Pas  . 
: Mitochondries : déterminé : - . - : 0,24 0978 0,f O . . . . . : . . . . . . . 
: Foie . . . 
: Mitochondries : - - . .. : 0,lO . . 0 , 57 0,10 . . . . . . . . . . . 8 : 
: Tumeur . . . . . . i P 
: Micmsomes : 0,10 : 0,lO : 0,10 : 0,14 0,82 0,10 . . . : . . . : : 
: Foie . . . . . . 
: Micmsomes : 0,lO : 0,lO : 0,10 : 0,08 . 0,60 0,10 
: . . . . . 
: . . . . . . 
: Tumeur . . : . : 
: Fraction soluble : 0,10 : 4,20 : 1,16 : 1 ,O3 . 12940 3920 . . . . . . . . . . . . . . . . . 
: Foie . . . . . . 

on soluble : O,t  O : 0,78 : 0,55 : 0,86 5920 1 9 %  * . . .. . . C .  

- 7  * Toutes l e s  valeurs sont en moles pour 100 moles d'Uracile. 



1 - Les ribonucléosides 

Les nucléosides ne sont pas réducteurs : l a  fonction semi- 

acétzlique du ribose e s t  engagée d a m  une l i a i son  glucosidique avec l a  

base. La l a b i l i t é  part iculière de celle-ci l a i s s e  supposer qu'el le s e  

f a i t  par l ' intermédiaire d'un atome d'azote. Les études structurales 

ont permis d 'é tabl i r  qu ' i l  s ' e t  de Ji-,&ribofurannosides ; l e s  nucléo- 

ques des sides puriques .sont des N-9-ribosides e t  l e s  nucléosides 4' 
N->ribosides, P s  absorbent l a  lumière ultraviolette, c o r n  l e s  bases 

corresppondwiteq e t  possèdent des &.ma e t  des minima d ' a b  rption car* 

téristiques, Ces propriétés sont mises à prof i t  dans l e s  methodes 

dlidenti.fication e t  de dosage de ces composés, Les ribonucléosides sont 

stables en milieu basique e t  l eu r  s t a b i l i t é  en milieu acide dépend de l a  

n a b e  de l a  base hétérocyclique : l e s  Mbonucléosides puMques sont 

facilement hydrolysés par l e s  acides dilués (SO H 1 N - 1 heure à 1 0 0 ~ ~ ) ,  
4 2 

m a i s  l e s  ribonucléosides ppm$ues  rés i s ten t  énergiquement à 1 rbydrolyse 

acide. Les ribonucléosides sont obtenus p a  déphosphorylation des nucled- 

t ides  correspndants, par voie chimique ou enmat ique.  

2 - Les ribonucléotides 

l'hydrolyse chimique (par l a  soude ou l a  potasse) ou 

enzymatique (par des phospho-diesterases) des AlIli conduit LW ribonucléo- 

tides, association d'une base, de ribose e t  d'acide phosphorique. il 

existe un grand nombre cïlisomères : isomères de position du res te  

phosphoryle sur l e  ribose ; isomères cycliques, provenant de l a  présence 

d'un ou plusieurs restes Hphosphorylew. Les règles de nomenclature sont 

l e s  suivantes : 

a) Les nucléotides contenûxt l e  ribose sont l e s  ribonucléotides (ou 

ribotides), Ceux qui contiennent l e  desoxyri3ose seront l e s  d e s o w i -  

bonucléotides (ou desoxyribotides) . 
b) Ils seront puriques ou pyrimidiques. 

c) Ils seront appelés nucléosides phosphates ou nucléosides - 
polyphosphates selon l e  nombre de res tes  "phosphorylen ; on précisera, 

dans ce cas, l a  position du ou des res tes  phosphoryles sur l e  pentose 



en utiliscmt l a  numérotation en chiffres ûffectés du signe tlprimel', que 

nous avons précisé précédemment, On distinguera ainsi, d m  l e  cas des 

ARN : 

a - l e s  ribosides 2' e t  3' phosphates (fig.3a e t  3b), 

b - l e s  ribosides 5' phosphates (fig. 3c), 

c - l e s  ribosides 2' - 3' phosphates (fig. 3d), 

d - l e s  nucléosides - diphospktes (fig. 3e). 

Le tableau B r6surne l a  nomenclature, l a  composition e t  l e s  aLréviations 

concernant l e s  principaux nucléotides rencontrés dam l e s  hydrolysats 

dlARN. Une renarque s'impose pour un nucléotide pnrticulier : 1' acide 

pseudo-uridylique. L a  l izison du ribose e t  de l 'uraci le  es t  de ty-pe 

C - C,,en position 5 du noyau hétérocyclique : il ne s 'agi t  plus d'un 

N-3 ribotide m a i s  d'un C-5 ribotide. Il s'ajoute aux nucléotides mineurs 

qui résultent de l 'association des bqses mineures du ribose e t  de l'acide 

phosphorique. L'acide pseudo-uridylique (Y-u ) est  un cansti tumt des 

AKN solubles qui en renferment, selon l e s  cas, de 5 à 25 résidus pour 

1 00 résidus d ' acide uridylique. 

Les nucléotides nomaux e t  mineurs, actuellement connus, 

sont rassemblés dans l e  tableau B. 

Les nucléotides, corne l e s  nucléosides e t  l e s  bases, 

absorbent l a  lumière ultraviolette e t  possèdent des spectres d 'absorp 

t ion caractéristiques. Ils sont solubles dans 1 eau, l e s  solutions alcalines 

e t  l e s  acides dilués (*). Ce sont des acides forts. Ils se déphosphorylent 

sous l tac t ion  de l 1 m o n i ~ y u e  concentré à I O  $ (180° - 3 H) ou de l a  

pyridine à 50 $ pendant 5 jours, ou encore sous 1' action de certaines 

nucléotidases (voir page 70 ). 

(*) L'acide gu-mylique est  difficilement soluble dms l'eau, dans l e s  

solutiors ammoniacales e t  dans l 'acide chlorhydrique 0,01 N. 
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a) N u e b i d e  3LPhosphae b) Nuci~oeride 2'- Phosphate 

baseo 

OH OH O O 

8 
C)  cléo oside 5 L Phosphate d) Nuc~éosida 2'3' Phosphate 

e) Nucléoside 3',5=Pho~phate 

- Figure-3: Forrnuloo _ _ _  _ _  principaur .).--- - .c - nucléotides ----- - - -  - 
présents dans les h ydrolysats d ' ARN - -  - - -  - -  -..-..----- - - - - - -  



TABTEAU - B 

r Nature de : 
: l a  base : NOMEnCL ATURE 

URACïLB : Uracile . 
: Uridine 
t 
t Acide Uriàylique 
t . 
t 
: Ptmudouridine 
: 
: Wribosy1uradile 
: 
t Acide dîbydmuridylique 

: 2,6-dihydroxypyrimidine . 
: 3-PD-ribofuranoaide de l 'uraci le  
: 
: Uridine - 2' ,3' ou 5' - phosphate 
t 
1 
t 
t 5 - ribosyl-uracile 
t 
t 3, 5 - âiribosyluracile 
t 
t 5, 6 - di- - 3 - r ibosyluac i le  

. 
: Urd ou U 
t 
: Urd - 2', 3' ou 5' -2,  
t U - 2', 3' ou sio ou 
: 2'. 5' ou 5' - UKP 
t 
a vrd ou"# 
8 
t - 
t 
: - 

t t t f : 
t t 5 - mdt4Jrl- 2,6 - dib@mwpyrt.nidinet ; l9mm.E :Thmine t ou 5 - métbyluracile t - : 

: t t : . 
z : T-dine : +Il-ribo~irenoside de 5-mBthyluraeilet T M  ou T 
: : . : Acide ( r i b d  ~ l i q u a  : ( r i b d t m i d i ~ ~ e - 2 ~ , f *  ou 5Lphosphate : Thd-7',3' ou 5'-P, T-2' ,3* ou 5'P : 
: : t : ou 2', 3' ou 51-0 !mIP : 

- 
: t t . . t : t 
t CYTOSINB : Cgtosine : 2-bydr0~y-6-e~~ino-dins : - : 
: t t : 
: t Cgtidins : 3#-D-ribofuranoside de cytosine : C y d o u C  
a I : : 
t : Acide cytiàylique : Cytidine -2'. 3' ou 5' - phosphate : Cyd-2' ,3*ouÇt-P, C-7t,310u5t - P : 
t f : : ou 2', 7 '0~5 ' -  CM? 

- 
1 a : : . : Roide d- cytidylique : d -  cytidine - 'jl - phosphate : ~-~jd-?*-z, 4 4 - 3 1 -  ou ~ ~ - C Z - C M P  : 
t t f : t 
t o Ribosyl - - cytoains 8 3 ou 5 - ribosyl . i& -cytosine . . - 8 





Les nucléotides qui entrent dans l a  constitution des AFN 

sont nombreux. Ils diffèrent essentiellement, d'une pcrt par l a  nature 

des bases hétérocycliques et ,  d'autre part, par l a  position des restes 

phosphoryles qui estérifient une des fonctions hydroxyles du ribose. Ces 

composés, par  l a  présence des foiictions acides l ibres  de l 'acide 

phosphorique peuvent s 'unir entr ' eux par des l iaisons phosphodie" t ers  

pour former des chaines nucléotidiques. 

La polymérisation des ribonucl éo tides conduit ainsi à l a  

formation du squelette primaire des AM. L a  présence de substituants 

hydroxyles e t  mines, en position 2 e t  6 des noyaux hétérocycliques des 

bases, sont susceptibles de provoquer, Le long de ces chaînes nucléoti- 

diques, l a  formation de liaisons intra-molécuidres de type ''pont 

hydrogène" qui déteminent Ia structure secondaire de ces molécules. 

Nous nous proposons de r é m e r  t rès  succintement l e s  données 

6lémentaW.e~ concernant l a  structure des ARN, 

III - STRUCTURE DES ACIDES RIBONITCLEIQUES. 

A - STRUCTURE PRIRAIRE : B X C H A I m N T  NIJCLEOTIDIQUE. 

LEVENE (33) en 1926 avzlt émis 1 'hypothèse que 1 'unité 

s t ructurde fondmentôle des BRLV é ta i t  un tétranucléotide constitué 

par l'union des quatres nucléotides "majeurs" c 'es t  à dire l e s  acides 

uridylique, cytidylique, guanylique e t  adéqylique, Ltmothèse  es t  

depuis longtemps abandonnée, m a i s  l e s  t rav~ux de LEVENE (37;) e t  ceux de 

EZETCHNm e t  coll. (34) avaient é t ~ b l i  que l e s  nucléotides étaient unis 

par des liaisons phosphodiester. Les fonctions sScooliques en 21, 3' 

e t  5' du ribose représentent t rois  points d'attache possibles des 

l i d s o n s  intemucléotidiques, Le mode dlwûon des nucléotides dans l e s  

BRW a été  établi grâce à 1 ' étude des mécanismes de 1 'hydrolyse chimique 

e t  de l'hydrolyse enzymatique des chaînes polynucléotidiques. 



1 - Hydrolyse chimique des polynucléotides. 

~~~M e t  SMITH (35) e t  BROWN e t  TODD (36 )  ont démontré l e  

mécanisme de l'Q,drolyse alcaline des AFtN. Des cinétiques d'hydrolyse des 

ARN par des solutions filuées de NaûH ou de potasse ont permis de cmac- 

tér iser  l e s  dérivés intermédiaires. En présence des aicalis,  il se forme 

dans un premier temps un t r ies ter ,  puis l'hydrolyse de l a  l iaison inter- 

nucléotique libère des nucléosides cycliques 21 - 3' diphosphates, 

instables en milieu alcaLin, L80uverture du cycle conduit au mélange des 

deux isomères a e t  b correspondant respectivement au nucléoside 3'- 

phos-phate (isomère a) e t  au nucléoside 2f-phosphate (isomère b), Ce 

mécanisme es t  schéaatisé dans l a  fi,we 4, Ces résultats pmet t a i en t  

de penser à ltex2stence de deux types de liaisons 2t-5' e t  3' - 5' 

phospho-diesters, Les résultats des hyd.mlyses e3izymaViques ont pe rds  

de lever ltambiguité. 

2 - mdrolyse enzymatique des polynucléotides. 

Les ribonucléases, corne leur  nom laindique, sont des 

anz3fmes susceptibles dlk@x'tilyser l e s  ARN. La plupart des m-barmcléases 

connues hydrolysent l e s  l iaisons phospho-diesters en 5' en libérant des 

3'-phosphates. Au contraire, l a  phosphodiestérase du venin de serpent 

coupe de façon spécifique en 3' l e s  liaisons phospho-diesters e t  l i bè re  

donc des nucléosides 51 phosphate. L'hydrolyse des ARN par ces enzymes 

fournit des nucléosides 31 e t  58-phosphate. On peut donc con?.ure que l a  

l iaison internucléotidique, dans les  ARN, es t  du type 3' - S 3  phospho- 

diester. Ce type de l ia ison es t  schématisé dans l a  figure 5. 

S i  l e  mode d'union entre l e s  nuciéotides es t  bien établi, 

l a  connaissance des séquences des nucléotides dans l e s  chaînes des 

ARN reste un problème t rès  ardu. La théorie des tétranucléotides a été 

totalement abandonnée, dès 1953, à l a  sui te  des travaux de VOLKLN e t  

COHN (37) qui isolèrent à part i r  dthydrolysats ribonucléasiques daARN, 

des tri-, tetra-  e t  pen'canucléotides renfermant plusieurs fo i s  l a  

même base. On considère maintenant que llench&nement des nucléotides 
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dans l e s  âR.N peut s'effectuer suivant n t impr te  quelle séqu8i1ce. L'étude 

des s6quaces nucléotidiques s ' effectue grâce à 1 ' application de techniques 

dtbydrolyse partielle e t  de fractionnement chromatographique que nous 

développerons dans l e  chapitre suivant. Les hydrolyses partielles 

(voir -page179) libèrent des oligonucléotides (di-, tri-, tetra- e t  

penta nucléotides) et des polynudéo tides (nombre de nucléotides 

supérieurs 2, cinq). On représente conventionnellement les chaînes nucl& 

tidiques, en désignant l e  nucléotide par l e s  l e t t r e s  A, G, C, U (pur 

l e s  acides adénylique, guanylique , cytidylique e t  uridylique), affectée 8 

de l a  l e t t r e  p à gauche pour l e s  l iaisons 5' phosphate e t  à droite 

pour l e s  liaisons 3' phosphate. Un t6trarïucléotide, en l iaison 3' - SI, 
se représentera donc de l a  façon suivante : Ap Ap Gp Up Cp quand l 'acide 

phosphorique teminal de C est  en position 3'. 

Les séquences nucléotidiques des .BRN restent inconrrues. La 

seule molécule dont l 1 e n c h ~ m e n t  a été totalemat élucidé e s t  ltARN 

soluble specifique de lt alanine, grâce aux remarquables travaux de 

HOLLEY e t  coll. (38). Nous détaillerons @us loin les  résultats e t  l e s  

techniques décrits par ces a u t m ( v o i r  page185 ). NOUS nous bornesons 

i c i  à f a i r e  ressort i r  l'énormité du t ravai l  qui reste  à accomplir dans 

ce domaine, en égard à la granàe diversité des molécules dtARN pdsen.tes.- 

dans l e s  cellules. 

1 - Les BRN diffèrent d'une classe à l 'autre, par leur  composition 

en nucléotides. C'est ainsi que l e s  ARN soluUes se caract4risent par 

leur richesse exceptionnelle en nucléotides mineurs. 

2 - Les BRN d'une mhe classe possèdent ~ x s i  général l a  même 

composition en nucléotides e t  ne diffèrent l e s  uns des autres que par 

llenchdhement des nucléotides. La mise en évidence d7ARN anomaux dans 

l e s  callules n6cessitera donc l'application de teahniques comparatives 

qui permettent de mettre en évidence : 1 - une variation de composition 

2 - llexistence de séquences 

nucléotidiques anornaies. 

Ce double problème fait l 'objet  de notre travail. 



STRUCTURE SECONDAIRE DES ARN 

Depuis les  travaux de WATSON e t  CRICK (Tg), un grand nombre 

d'expérimentations physiques ont été effectuées sur l e s  polynucléotides, 

pour préciser l e  mode d'association de ces derniers par l'intervention 

de liaisons "pont hydrogèneH. L'appariement des nucléotides s'effectue 

par l'intermédiaire des bases, selon des doublets nucléotidiques résultant 

de l a  formation de liaisons Itpont hydrogène" entre l e s  substituants en 

position 1 ,  2 e t  6 des bases puriques e t  pyrimidiques. Les deux seuls 

doublets nucléotidiques stables sont, comme dans l e  cas des ADN, l e s  

doublets G - C e t  A - U ; l a  figure 6 indique l e s  liaisons qui inter- 

dennent dans ces deux cas. La formation de dwbles chaînes n~cléotidiques 

dans l e s  ARN sera donc conditionnée à l a  présmce de séquences nucléo- 

tidiques complémentaires dans les  chaînes, 

Les AR! ne possèdant pas de séquences nucléotidiques complémen- 

ta i res  formeront des mokécules 63 chaîne simple (monocaténaire) : ce 

se ra i t  l e  cas des ARN messagers, dont l e s  caractéristiques physicochimiques 

correspondent à des ARN monocaténaires. 

Les ARN ribosonaux de haut poids moléculaire présentent des 

spectres de diffraction des rayons X qui semblent démontrer l'existence 

d'une structure partielle en double hélice, La figure 7-a i l l u s t r e  l e s  

conceptions actuelles concernant ces structures. 

Dans l e  cas des ARN solubles, l a  molécule, de faible poids nolécu- 

l a i r e  (25.000)~ es t  constituée de 80 nucléotides e t  l e s  caractéristiques 

physiques montrent l'existence de fragments bicaténaires. La figure 7-b 

montre l e s  schbas de structure actuellement adriiis pour cette molécule. 

Selon HOLLEY e t  coll. (40), l e  repliement de l a  chaîne nucléotidique 

serai t  provoqué par l a  présence de nucléotides llmineursfl s'opposant 

à l'appariement en doublets. On conçoit ainsi l e  r61e fondamental que 

jouent ces bases mineures dans l a  configuration spatiale de ces molécules. 

Il n'est pas d6raisonnable de penser à lf interventibn de ces composés 

mineurs dans l a  formation de molécules dtARN stériquement anormales, 
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Ces conceptions restent néanmoim très  hypothétiques e t  l'évo- 

lution des connaissances dans l e  domaine de l a  structure fine des ARN e s t  

conditionnée à l a  mise au point de méthodes d'extraction d'ARN pur e t  

d'analyse des séquences nucléotidiques de ces prodWts d'hydrolyse 

partielle. Avant d'aborder l a  revue générale de ces techniques, nous 

préciserons l e s  conceptions actuelles concernant l e  rôle de ces composés 

dans l a  ce1lÜi.e de façon à bLen s i tuer  lfinté&t; biologtque de notre 

expérimentation. 

RQLE BIOLOGIQUE DES ACIDES RIBûNüCLEIQUES. 

Les recherches de CASPERSSON e t  de BRBCl3lE (43) puis celles 

de nombreux auteurs, ont démontré l tquJil  existait une corrélation étroi te  

antre l a  teneur en ARN d'une cellule e t  son aptitude à synthétiser des 

protéinesn, Dy autre part "l ' intégrité de 1'ARN est ,  dans l e s  cellules 

vivantes, indispensable pour que l a  croissance, l ' ac t iv i té  mitotique, 

llincorporation des acides aminés dans l e s  protéines e t  l a  synthèse même 

de celles-ci puissent se ~roduire". C'est sur ces deux notions fondamen- 

t k l e s  que repose l a  démonstration que l e s  BRN &terviennent d'une part 

directement dans l a  biosynthèse des protéines e t  d'autre part, indirec- 

tement, dans l a  mitose, 

Les travaux concernant l e s  mécanismes de l a  biosynthèse 

protéique dans l a  cellule peuvent se résumer dans l e  schéma de l a  figure 8. 

Nous renvoyons pour l e  détail  aux t rès  nombreux ouvrages concernant cette 

question. Nous mus bornerons à fa i re  ressort i r  l es  points suivants : 

1 - Les ARN messagers se  "démoulentt1 sur l e s  ADN par un mécanisme de 

complémentarité moléculaire, faisant intervenir l e s  AM' polymérases. 

Ils possèdent des séquences nucléotidiques complémentaires des ADN 

g&niques, 

2 - L e s  .BRN messwers, passant dans l e  cytoplasme, se combinent aux 

ribosomes pour former des polysomes, siège de l a  synthèse protéique. 





3 - Les acides aminés,libres dans l e  cytoplasme,sont transférés vers 

l e s  polysomes par des AIN solubles, spécifiques de chacun d1eux. 

4 - Les protéines se synthétisent au niveau des ribosomes par l a  

f ixat ion des BRN solubles sur des t r i p l e t s  complémentaires de l l A R N  

messager, selon l e s  conditions d ' appariement des nwléo t ides  indiquées 

à l a  f igure 6. Le code ghé t ique  des ADN e s t  traduit sur l e s  ARN 

messagers sous forme de t r i p l e t s  nucléotidiques (codons). Lcs ARN 

solubles possèdent sur une boucle de l eur  molécule un t r i p l e t  nucldotidique 

complémentaire du codon (anticodon). La  séqucnce en aminoacides de l a  

protéine e s t  donc imposée par  ce l le  des codons de IIARN messager. Chaque 

ARN messager conduit a ins i  à l a  synthèse d'une protéine spécifique 

correspondant à un îragnent @nique. Ainsi apparaît l 'explication 

chimique de l'axiome "un gêne - un enzyme" qui avait  é té  6 tabl i  par 

BUTE2JAJIE (45). Eh outre, l e s  travaux de HENDLEEi (46) e t  de HüNTER e t  

GODSOW (47) suggèrent l 'existence d'un autre système protéosynthétique 

qui f e r a i t  intervenir l e s  membranes intracytoplasmiques e t  qui sera i t ,  

selon ces auteurs, beaucoup plus act i f  que l e  système po lysomes- 

ARN soluble, 

Les ARN interviennent donc directement dans l a  biosynthèse 

des protéines. De nombreux arguments expérimentaux pourraient &t re  

décr i ts  pour demontrer qu ' i l s  interviennent également dans l a  mitose, Nous 

nous bornerons à c i t e r  ceux qui sont l e s  plus sûrs e t  l e s  plus 

démonstratif si 

1 O) L a  vitesse d'échange des acides aminés dans l e s  protéines e s t  plus 

élevée dans l e s  t i ssus  qui sont l e  siège de synthèses actives  ableau au c). 
20) Les t i ssus  qui possèdent une ac t iv i t é  mitotique importante sont 

riches en BRN  ableau au D) . 
30) U existe un pardlél isme é t ro i t  entre l e s  mitoses, l a  teneur en 

AFiN e t  l a  synthèse des protéines (par exemple chez l e s  bactéries en phase 

logarithmique, dans l e s  t i ssus  en régénération), 

40) Les vitesses d' échange de l 'azote  protéique e t  du phosphore BRN 

sont plus grandes dans l e s  cellules des t issus qui sont l e  siège des 

mitoses actives. 



TABLEAU - C 
VITESSE * D'ECHEiIlGE DI3 L'ALQJINE: NcIRQUEE DANS LES PROTEINES 

(D IaprSs LM"IECNïK e t  coll.  voir  1IC)NTREUIL (48)) 

: Fraction non : 
: Foie : f o i e e n  : Foie : néoplasique : 

Ilépatome : de 1 'h6patome : : normal : régénération : foetal  : 

* en coups par minute. 

TENEUR EN ACIDE RIBONUCLEI(SUE * DE DIIFERENTS TISSUS 

DU RAT ET DE LA S(?URIS 
(DI après SCHNEIDER (49) ) 

. * 
Origine Tissu examiné : Teneur en ARN . . . . 

R& 

Souris 

Rein 
Hate 
Foie 
Pqc;62 - 
bluscle 
Coeur 
Cerveau 
Poumon 
Sarcome de Jensen --------- 
Poumon 
Tumeur du =son  
- m m - -  

t 

* exprimée en m g  de phosphore pour 100 g de t i s su  f ra is .  



5 0 )  La ribonucléase inhibe l e s  synthèses protéiques e t  m g t e  l e s  mitoses, 

6 0 )  La plupart des facteurs antimitotiques, qu'ils soient de nature 

physique (radiations ionisantes, rayonnement ultra-violet) ou chimique 

(moutardes azotées, antimétabolites nucléiques) sont des agents de 

dénaturation des acides nucléiques (pour plus de détails voir 

MONTREUIL ( 50)). 

Ainsi l e s  interrelations qui unissent l e s  ARN aux facteurs 

biologiques essentiels à l 'équilibre v i t a l  de l a  cellule (hér6dité e t  

mitose) suffisent à faire  ressortir  l'importance des travaux concernant 

l e s  M. Dans notre cas particlrlier, cet exposé succinct démontre que 

1' hypothèse du cancer, maladie des ARN, permet d ' envisager une explication 

du phénomène néoplasique. 

La structure des ARN détermine leur activité biologique dans 

l a  biosynthèse des protéines spéfifiques e t  dans l 'équilibre des mitoses, 

L'intervention de molécules dtUN anormaux pourrait vaiablement déclencher 

une hyperactivité mitotique. Etant donné l'hétérogénéité extrême de cet te  

classe de composés e t  l e s  problèmes posés par leur  étude chimique, 

l ' identification de composés anomaux dans l e s  t issus cancéreux ne 

pouvait ê t re  abordée que sous un angle comparatif, Cette orientation 

nécessitait l a  recherche de méthodes fines e t  rigoureusement reproductibles 

d extraction e t  d' analyse de ces composés. 

Avant d'exposer nos résultats personnels, nous présenterons une 

revue générale des techniques d'étude physicochimique des A.R.N. 



LES IVETHODES D'EiTUDE PHYSICOCHIMIQUE 

DES ACIDES RIBOhTCLEIQUES 

Le problème de l ' ident i f icat ion d'UN anomaux dans l e s  tissus 

néoplasiques impose, dès 1 ' abord, de rechercher parmi 1 'ensemble des 

techniques proposées - 1) l e s  méthodes qui fournissent des préparations 

pures d > ARN (probléme de 1 ' extraction) 

e t  - 2) l e s  procédés dlanelyse de l a  composition e t  de 

l a  structure primere de ces molécules d'autre part  (problème de l a  

recherche de nucléotides anormaux e t  de séquences nucléotidiques 

anormales). Nous avons donc entrepris d'effectuer une mise au point des 

méthodes d'extraction e t  d 'étudede 14 c ~ o w  it ion, avant d1  aborder 

notre expérimentation. 

1 - LES YIETHODES D'EXTRACTION DES ACIDES HIBONUCLEIQUES 

Comme nous l'avons vu  page-6 , Les eRN se    rés entent dans les 

cellules socs deux formes essentielles : so i t  l ibres ,  so i t  combinés à des 

protéines. D a n s  l e s  ribonucléoprotéines, l e  reste protéique n 'es t  pas l i 6  

à 1 'ARN par des liaisons covdentes. L'union de l a  protéine avec l e  

groupement prosthétique s 1 effectue par 1 intervention de forces de Coulomb 

entre ions de charges opposées, entre dipôles ou par l iaison hydrogène. 

Ces l iaisons ne sont pas spécifiques e t  provoquent l e  plus souvent l a  

formation spontanée de complexes ARN - protéines dans des conditions 

d'ionisation appropriées. Dans ce cas, il es t  évidefit que ce t te  l iaison 

entre l e s  ARN e t  l e s  protéines peut intervenir au cours de l 'extraction 

m&me s i  l Y B T W  préexiste à 1 'é tat  l i b r e  dans l a  cellule. Un des principes 

de base des méthodes d'extraction dlARN pur sera donc l a  dissociation du 

complexe IlRN - protéine. 
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Eh outre que l 'on s'adresse à des t issus  ou à des fractions 

cytoplasmiques isolées, l e  matériel de départ sera toujours un mélange 

complexe comprenant, outre l e s  BRN, des micmmolécules (ions, produits 

du métabolisme intermédiaire, nucléotides - peptides), des l ipides 

(simples ou complexes : graisses neutres, phospholipides, lipoprotéides 

e t  liponucléoprotéides (*)), des ADN (l ibres ou combinés) e t  des 

protéines. 

Nous distinguerons deux groupes de procédés d'extraction : 

l e s  méthodes indirectes qui s'effectuent en t ro i s  étapes dist inctes 

10 )  précipitation des macromolécules, 

20) extraction des ARN du précipité, 

3O) purification de 1' extrait ,  

e t  l e s  méthodes directes qui se ramènent à deux étapes 

$0) extraction des ARN à part i r  de l1 homogénat, 

20) purification de 1 extrait ,  

Avant d'envisager l e s  différentes techniques appaxtenant 

à ces deux groupes, nous pouvons dès maintenant poser l e s  impératifs 

essentiels à respecter dans l a  pratique des méthodes d'extration 

des  BRN. 

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

KUE'F e t  coll ,  (51 ), CHAUVEAU e t  coll,  (52), HANSON e t  coll ,  (53) 

HUM'ER e t  GODXlN (54), DAVIES e t  HARRIS (55) e t  DE LUCA e t  co11, (56). 

Nous avons précisé @agd41) 1 limportance biologique de ces composés, 

conformément aux travaux de HENDLER e t  coll ,  (57) ,  COLLINS (58) 

e t  MAC LCFARLE~NE (59). 



Iî8ERATIFS TECHNIQUES 

Les t r o i s  impératifs à considérer sont : 1) l e  rendement, 

2) l a  pureté des préparations, e t  3) l f i n t é g r i t é  molécul&re des ARN 

obtenus. 

1 - Conditions de rendement. 

Destruction des structures 

Pour obtenir un rendement ophimum, il faut ,  tout d'abord, 

effectuer une destruction totafe des structures cellulaires de façon à 

l ibérer  l e s  constituants dans l e  milieu e t  à obtenir un contact intime 

des substances avec l'agent de précipitation. On a u t i l i s é  successivement 

l a  pulvérisation des tissus préalablement congelés dans des mortiers en 

présence de sable ou de b i l l es  de verre, puis l e s  mixers rota t i fs  

(type Waring ~ l e n d o r ) ,  enfin homogénéisation des tissus préalablement 

broyés dans 1 ' appareil de RITTER-ELVEJHlD4. Seul 1 ' appareil de POTTER 

permet une destruction convenable des structures en présence de l'agent 

chimique de précipitation, Néanmoins de nombreux auteurs préfèrent 

associer l'homogénéisation à un traitement par l e s  ultrasons, qui provo- 

quent seuls l'éclatement des structures cytoplasmiques l e s  plus fines. 

En outre l e s  ultrasons présentent l'avantage de dénaturer simultanément 

l e s  protéides enzymatiques, évitant ainsi  une hydrolyse nucléasique des 

ARN au cours de ces opérations mécaniques. 

Inactivation des enzymes 

Lr inactivation des enzymes est  l e  deuxième impératif de 

rendement. Il se pose dès l e  prélèvement des t issus  à trai ter .  Ces 

derniers doivent ê t r e  ref roidis instantanément (congelés dans 1 a neige 

carbonique si cela e s t  nécessaire) e t  plongés l e  plus rapidement 

possible dans 1 lagent de précipitation. Dans l e  cas où on u t i l i s e  

1 ' appareil de POTTER, 1 homogénéisation des t issus  doi t  8 t re  précédée 

d'un broyage, dont l e  temps nécessaire es t  suffisant pour provoquer 



une hydrolyse par les  ribonucléases ; ces dernières possèdent une act ivi té  

ltexplosivell. Les différents agents préconisés pour inactiver l e s  

MbonucLéases sont l e s  suivants : 1 ' acétone en milieu acide dilué 

(BACHER e t  ALLEN (60)), l a  bentoaite (FRAENDEL CONRAT (61 j ) ,  l e s  ions Zn* 

ou 1' association Znft Bentonite (BROWHILL e t  coll.  (62)), l e  dodécylsulf a te  

de sodium (KAY e t  DOWCE ( 6 3 ) ) ,  l e  chlorhydrate de manidine (SELB e t  

coll. (64)), l 'urée (ibid,)  ou l e  phénol (KIRBY (65)). L'inhibition de l a  

ribonucléase par l e  phénol n'est pas  immédiate e t  l e  degré d'inhibition 

dépend du type de ribonucléase. Par contre, l a  bentonite, 1 'urée ou l e  

chlormdrate de guanidine provoquent une iahlbition totaie e t  immédiate. 

Cependant il es t  intéressant de remarquer que l ' inhibit ion par  l e  phénol 

e s t  plus len te  mais irréversible; Ce qui n'est pas l e  cas de l a  bentonite. 

Nous verrons plus loin  l ' u t i l i t é  d'ajouter l a  bentonite au phénol dans 

certains cas. 

Autolyse: 

Les ARN sont des molécules particulièrement labi les  e t  des 

phénomènes dl autolyse viennent s *  ajouter à l1 action des enzymes. Pour 

contrecarrer simultanément cette autolyse e t  lrhydrolyse par l e s  nucléases, 

il est  indispensable de conduire l e s  opérations de prélèvement e t  

d'homogénéisation à une température l a  plus proche possible de 00'. 

La  solution de l'agent de préci$itation doit ê t re  maintenue à 00' e t  

llhomogénéisation est  effectuée à ce t te  température, 15 tube de POTTER 

étant placé dans de l a  glace fondante pour évi ter  l e s  échauffements 

provoqués par l a  rotation du piston. Eh  outre, l e  pH de l a  solution de 

précipitation doit ê t re  contrôlé (notamment dans l e  cas des solutions 

salules) de façon à évi ter  des pH occasionnellement trop extrêmes. Les 

Liaisons phusphdies t e r s  , -..- - internucléo tidiques sont particu- 

lièrement lab i les  en milieu aïcalin. Inversement un pH trop acide 

déclencherait des déphosphorylations sensibles, notamment dans l e  cas 

des nucléotides puriques a ccessibles dans l a  molécule, qui sont t r è s  

sensibles à l 'action des acides dilués. 



Pertes au cours des purcifications 

Ehfin l a  purifiùation des extrai ts  (délipidations, repréci- 

pitations, lavages) es t  parfois t rès  préjudiciable au rendement pas sui te  

des pertes inévitables au cours de ces opérations. Pour certaines études 

chimiques, il e s t  parfois préférable d'écourter l e s  purifications pour 

t rava i l le r  sur une préparation encore souillée de traces protéiques 

m a i s  dont l ' in tégr i té  des ARN es t  préservée au maximum. 

2 - Pureté des prépar~ttionse 

Pour obtenir des préparations drAIW pur il convient de se 

débarasser des autres composés macromolécvlaires présents dans l e  

matériel de départ, c 'est  à dire  essentiellement des lipides, des ADN 

e t  des protéines. 

Délipidation des préparations. 

Dans l e s  méthodes directes d'extraction des ARN (voir page 60 ) 
les l ipides  sont dénaturés ou émulsionnés par llagent de déprotéinisation 

u t i l i s é  (cas du phénol ou des détergents (voir pages 60 et  61). 

Par contre, dans l e s  &thodes indirectes (voir page 44 ), l a  délipidation 

e s t  effectuée en t ra i tant  l e  précipité macromoléculaire par des sdvants  

organiques, à différentes températures. Le choix des solvants e s t  

conditionné p a r  l a  présence d'une proportion importante de phospholipides 

qui proviennent de toutes l e s  membranes cellulaires. Trois groupes de 

phospholipides sont présents : l e s  lécithines (solubles dans 1 'éthanol 

ou l ' é ther  à f roid)  l e s  céphalines (solubles dans l ' é ther )  e t  l e s  

sphingomyélines . (insolubles dans 1 ' éthanol ou 1 éther à froid, 

solubles dans l'éthanol à chaud). En tenant compte de ces caxactères 

de solubi l i té  l e s  traitements préconisés ont été l e s  suivants : 

l a  technique de SCHNEIDER ( 6 6 ) ,  couramment appliquée, consiste en trois 

traitements par 118thanol à 95 e t  à froid,  suivis de t ro i s  t r a i t e a n t s  

à reflux par l e  mélange éthanol - éther (3  - 1 ) SMLLLIE e t  KR0~Xi3.v (67) 
u t i l i s en t  l 'é ther  seul. SCBJTTDT e t  THANNHAUSER (68) ont conseillé l e  



maange méthanol - chlorofoxme e t  TSANEV e t  MARKKOV (69) l e  m é l w e  

méthanol - éther. DAVIDSON, FRAZER e t  HUTCKTgON (70) ont vérifié que 

1 'acétone permettait d'éliminer totalement 1 1  eau, 1 l acide trichloracétique 

e t  l e s  pigments, m a i s  l e s  phospholipides ne sont pratiquemnt pas extraits. 

Par contre l e  chloroforme est  t rès  efficace, e t  l e s  mêmes auteurs ont 

préconisé l'emploi du mélange chloroforme - éthanol (1 - 3). Win 

HUTCHISON e t  (71) préconisent l e s  étapes suivantes : un t rai temnt  

à lféthznol puis deux t r a i t m a t s  pm l e  mélange kthanol - chïorofome 

(3 - 1 ) suivis de deux traitements par 1 'éthanol - éther (3 - 1 ). On 

sèche enfin à 1 'éther. L'ensemble de ces traitements est  effec-hzé à 

froid pour éviter une dégradation des ARN au cours de l a  délipidation. 

Ces différentes méthodes ne permettent cependant pas d'éliminer certains 

dérivés d'origine lipidique qui persistent dans l e s  prépzratidns : 

DATTXDSON e t  coll, (72), CROSBIE (73) e t  HUTCHISON (74) ont casactérisé 

un acide inositol - phosphorique dans l e s  préparations dlBRN, PiIONTREUTL 

e t  coll. (75) ont en outre démontré lfexistence d'acide glycémphosphorique 

e t  HAWTHORNE (76) cel le  dtinositol e t  de glycérol. Des délipidations t rès  

poussées (voir D E R U T I E Z ( ~ ~ ) )  ne permettent pas d'éliminer ces produits de 

dégradaûion des phospholipides, dont l a  présence Wtroduit de graves 

causes d'erreurs dans l e s  dosages e t  l a  détermination du renouvellement 

du phosphore ribonucléique. 

Nous démontrerons, en outre, dans nos travaux personnels 

(voir page 120) que l e s  opérations de délipidation provoquent l a  perte 

d'une fraction dtARN qui e s t  entraînée avec l e s  lipides e t  qui pourrait 

correspondre à un complexe ARX - l ipide dont 1 iimportance biologique 

pourrait etre fondamentale. Ces résultats personnels confirment l e s  

résultats de EXKATARAMAN (78) qui constatèrent une perte de 30 $ des 

BRN par un traitement avec 1 Iéthanol, SCHNEIDER (79), l3üTCHïSON e t  

COU. (€XI), GRFiENBAUM e t  SLASER (81 ) , COOPER e t  LORING (82) e t  

HALLINAN e t  COU.. (83) .n'rnt pas  corn tat6-  -., une chute du rendment 

en BRN à l a  suite des opérations de délipidation. 



Séparation des ADIT, 

Deux groupes de procédés sont applicables pour séparer l a  

fraction désoxyribonucléique : éliminer l e s  désoxynucléoprotéines avant 

d'extraire l e s  eRT\T (cas des procédés indirects) ou séparer l e s  ADN des 

AFtN pendant ou après l a  déprotéinisation (cas des procédés directs). 

Dans l e s  deux cas on se  fonde sur  l e s  caractères de 

solubi l i té  des ADN e t  des désoxynucléoprotéines, pour des forces ioniques 

e t  des pH déterminés : FRICK (84) n étudié l e s  caractkres de solubi l i té  

des dés~xynucléop~otéines dans l 'eau e t  l e s  solutions salines diluées. 

Les désoyyllucléoprotéines sont t rès  peu solubles dans l ' eau  e t  l e s  

solutions salines diluées (clNa G,14 14) pour des pH légèrement alcalins, 

tandis que l e s  ribonucléoprotéines e t  l e s  ARN l ib res  sont t rès  solubles 

dans ces conditions, Pas contre dans l e s  solutions molaires de chlorure 

de sodium, l e s  désoxynucléoprotéines sont deux fois  plus solubles que 

dans 1 'eau. Nous détaillerons plus l o in  l e s  différentes méthodes qui 

se  fondent sur ces propriétés. 

Dans l e s  procédés directs d'extraction, 1' élimination des 

ADN se  fonde également sur l e s  différences de solubil i té en fonction 

du pH. Les ADN l ibres ,  étant donné leur  t rès  haut poids moléculaire, 

forment dans l 'eau des gels de haute viscosité qui se  séparent des 

ARN l ibres,  Nous envisagerons successivement plus loin  l e  cas particulier 

de chaque agent de déprotéinisation ernployé (phénol, dodécylsulfate de 

sodium, chlorhydrate de guanidine etc,. . ) , 
Cependant quelles que soient l e s  conditions, il e s t  pratique- 

ment impossible d'éliminer totalement l e s  ADN des préparations en se 

fondant uniquement sur ces caractères de solubil i té.  Il se  produit 

immanquablerient un partage qui la isse  subsister des traces d'ADN dans 

l e s  extra i ts  dlkEW. Leur séparation total6 des ARN ne peut ê t re  effectuée 

que par un fractionnement des extrai ts ,  par chromatographie ou par 

ultracentrifugation en gradient de saccharose. De t rès  nombreux procédés 

chromatographiques ont é té  appliqués pour séparer l e s  ADN des IIRN, 
b 



citons en particulier l e  phosphate de calcium à différents pH (MAIN e t  

coll ,  (85), CANELLAXIS e t  HEXEiERT (86)), l e s  celld.oses modifiées 

( ~ t e o l a ,  DEm ou nitrocellulose) (BRADLEY e t  RICH (87)) ; GOLD?1HWEiIT (88) 

KLtI.IMERTH (89)), l'amidon modifié (cato 2 ou cato 8)  (SIDTH e t  coll. (go)), 

f a  protamine absorbée sur Kiesëlghr (LEGEIULT D E X W  e t  coll ,  (91 ) ) ou 

encore l a  sérum-albumine méthylé-e sur Kieselghr selon l a  technique de 

EWJDELL e t  HERSHEY (92). Cette dernière méthode e s t  l e  plus courament 

ut i l isée ,  La fi3txation sur gel de Sephadex permet également de purifier  

l e s  solutions dsQRN obtenues (HYMER e t  coll, (93), SEBRING e t  coll,  (94). 

L a  sédimentation en gradient l inéaire  de saccharrose conduit d'autre part 

à une bonne séparation des ADN (gradients de 5 à 20 $ , BRITTEN e t  

ROBERTS (95) ou de 10 à 40 $, KRSMMOTJIC (96)), 

Dépro téinisation. 

La déprotéinisation nécessitera l ' intervention d'agents 

physiques e t  chimiques capables de détruire l e s  forces de coulomb qui 

interviennent dans l a  formation des complexes ARN protéines (voir page 32 ). 
On opère par augmentation de température, par recul d'ionisation ou 

déplaceinent ionique, ou encore pas dénaturation tota le  des protéines. 

CHARGCLFF e t  coll. (97), DAVIDSON e t  WAYT4OUTH (98) ont 

préconisé un traitement à 90°C pendant 30 minutes, dans l e  chlorure de 

sodium ?i 10 $. Ce procédé f u t  repris par TSüBOI e t  STOFEU (99) e t  par 

DAVTXOW e t  SMELLIE (:00). COIBN e t  STANLEY (101 ) ont appliqué m chauffage 

de une minute à pH neutre. Ces procédés ont été abandonnés, car on sait 

maintenant qu'un traitement thermique m8me t rès  court, détruit  l a  

structure secondaire des acides nucléiques e t  provoquent au refroidisse- 

ment des remaniements moléculaires profonds conduisant à l a  formation 

de molécules hybrides ( ~ ~ 1 5  - mT, ARN - ARN) -(voir SPIEGBMAN (102)- 

Pour éviter cet te  dénaturation thermique, l a  déprotéuiisation 

e s t  effectuée à froid sous l 'ac t ion de différents agents ionisés e t  

polaires, CRESTFZLD S I T H  e t  ALLEN (103) ont u t i l i s é  des solutions de 



chlorure de sodium 1 M à OO. Le chauffage à 100° dans l e s  solutions de 

chlorure de sodium 1 à 1,7 M provoque une dégradation profonde e t  conduit 

à. l 'obtention de poly - e t  oligonucléotides (TRIM e t  coll.  (104). VOLKW 

e t  CARTER (105) ont obtenu une déprotéinisation t r è s  poussée par l e  

chiorhydrate de guanidine. Cet agent se  combine aux ARN pour donner un 

complexe insoluble e t  permet a ins i  l'isolement di rect  des ARN à p a r t i r  

de lthomogénat t o t a l  (voir page 68 ). Les protéines res tent  en solution 

e t  ne sont pas dénaturées. 

Les agents de dénaturation des protéines l e  plus couramment 

u t i l i s é s  maintenant sont l e  phénol (voir page 61 ) e t  l e s  détergents 

(voir page 60 ). Ces deux groupes de composés ont permis l a  mise au point 

de t r è s  nombreuses méthodes directes dt  extraction. Népmoins, quel que 

s o i t  l e  procédé de déprotéinisation appliqué, il n t a  pas encore é té  

possible d'obtenir des préparations d'Am totalement dépoumes de 

protéines. il convient à nouveau d' effectuer un f ractionneraent 

(chromatograpkique ou ph.ysique) p u r  obtenir une classe dt  ARN pur. On 

peut également purif ier  l e s  préparations pas l a  précipitat ion des ARN, 

ce qui permet d 'él iainer rapidement l e s  res tes  protéiques. L ' éthanol 

(LITTAUER (106), KCRBY (107), l e  sul fa te  dfaimonium e t  l e  chlorure de 

sodium   COL TE^ (108)) sont l e s  agents de précipitation l e s  plus ut i l i sés .  

D'autres agents de plus grande polari té ont été récemment préconisés (*) : 

- Bromure de cé ty l t r imé t~ lmion iu ' 1  (RUPH e t  BELLWK (1 09)) 

- Sels de t r ie thyl  e t  te'cremethylzmmoniu~ (UREY (1 I O ) ,  FJ3EL (1 11 ) )  

- Sulfate de Protanine (PHILLIPS e t  coll .  ( 1  12) ) 

- Trichlorure d'indium (SUIIS e t  coll ,  (1 13')) 

- Trihexylamine ou 2-2 L diéthyldihexylamine (KIDSON e t  coll .  (1 1 4) ) , 
Ces différentes opérations de purification provoquent toujours des pertes 

appréciables d 1 

L a  présence d '  impuretés protéiques peut ne pas ê t re  gênante 

pour l e s  études de structure des ARN 9 e l l e  diminuera considérablemnt, 

par contre, 1 ' in térê t  des expérimentations port mt sur 1 !activité 

(*) voir  DERüMEZ (115). 



biologique propre des BRN, notamment dans l lé tude des "ARN Mectieuxtt .  

On voit  donc que l e  problème de l a  pureté des préparations d t W  es t  

extrêmement complexe. L extraction des BRTJ provoque, pour l a  plupart des 

procédés, des pertes d'&IV qui peuvent ê t re  sélectives. En outre l e s  

procédés d'extraction sont susceptibles de modifier plus ou moins 

profondément l e s  ARN en altérant l a  structure secondaire e t  même l a  

struc-l;ure primaire dans certains cas. Le dernier problème technique e s t  

donc celui  de l ' in tégr i té  moléculaire des préparations obtenues, 

3 - Intégrité moldculaire des préparations. 

On peut distinguer deux types d'altération macromoléculaire : 

l a  dénaturation qui est  par définition l a  modification des propriétés 

physiques par su i te  d'une altération de l a  configuration spatiale de 

l a  molécule (.&ns l e  cas des ARI5 l e s  dénaturations résultent d'une 

rupture des l iaisons tfpoi~t hydrogèneqt de l a  molécule); l a  dégradation 

qui s'accompagne de l a  l ibération de fragments de l a  molécule par sui te  

d'une altération de l a  structure primaire. Cette dégradation se  manifeste 

par une diminution du poids moléculaire. a l e  s'accompagne de l a  

l ibérat ion d ' oligo - e t  ~ l y n u c l é o t i d e s  microinoléculaires qui seront 

perdus au cours de l'extraction. 

Dénaturation des W. 

La dénaturation thermique e s t  l a  plus imsortante. Les 

travaux l e s  plus détai l lés  dans ce domaine ont é té  effectués sur l e s  

ADN que l 'on obtient plus facilement à l ' é t a t  natif.  

Lf eff e t  thermique sur l e s  BRTT de haut poids moléculaire 

(température cri t ique : 70 à 850 selon l a  force ionique) e s t  cependant 

différent de oe;Lui des ADN, du point de vue des variations de viscosité 

e t  de densité optique (voir i ce sujet  SPIRIN (1 16)).  L'effet thermique 

détrui t  l e s  l iaisons hydrogène qui assurent l e s  stmctures hélicoïdales 

e t  l'abaissement progressif de l a  température ré tab l i t  l a  structure 

secondaire, ce qui n t  es t  pas l e  cas des MIN. SPIEGELIIAN (1 1 7) e t  



SCHERRER e t  coll. (1 18) ont montré que l e s  ARN dénaturés par l a  température 

pouvaient former des molécules hydrides, s o i t  avec l e s  ADN, so i t  avec des 

ARN différents ou des chaines polynucléotidiques. On conçoit ais6ment 

l e s  conséquences graves qui pourraient résulter de ces remaniements au 

cours des extractions, notamment dans l e s  procédés de déprotdinisation p a  

chauffage. W i n  l a  s t a b i l i t é  thermique es t  fonction de l ' ionisation du 

milieu e t  des agents de déprotéinisation présents dans l e  milieu. C'est 

ainsi  que COX e t  ELRNmIN (1 19) e t  RICE e t  DOTY (1 20) ont montré que l a  

température critique de dénaturatbn thermique é t a i t  plus basse en présence 

de l 'urée 8 M, du chlorhydrate de guarildine ou du salicylate de sodiunl, 

Le taux d'hydratation e t  l a  concentration en électrolytes ou 

en composés polaires sont également des facteurs de s t a b i l i t é  t rès  

importarits. L1kiypochromiciié en lumière ultra-violette, signe de l a  

destruction de l a  structure secondaire, se maaifeste dans l e s  solutions 

acides ou basiques, dans l e s  solutions de force ionique très fa ible  ou 

encore en présence dturée,de fornamide ou de diméthylsulfoxyde. En outre, 

Les cations jouent également un A l e  structural  important : BOED?14(ER (1 21 ) 

e t  S P I R I N  (122) ont étudié l ' influence des cations sur La fome cles 

molécules dtAllclT ribosomaux. Pour des forces ioniques de 0,1, lrBRN so 

présente sous forme de pelotes qui se déroulent e t  conduisent à une 

molécule monocatainaire par chauffage à des forces ioniques de 10 -4 

à 3 . IO-%. Ces structures sont plils stables en présence de fl OU de 

C? qyien présence d ions nonovalents (BOEDTW (1 23) ) . Les cations diva- 

lents  sont donc d s s  facteurs de s t ab i l i t é  important ; leur  addition dans 

l e s  milieux d'extraction es t  souhaitable, 

Démadation des ANI .  

La l a b i l i t é  des chaînes polynucléotidiques des ARN e s t  

t r è s  c o u m  e t  les  procédés d'extraction doivent ê t re  très rzjides ; 

GLERER e t  SCHRBMM (1 24) ont montré que l e  poids moléculaire de l'UN du 

virus de l a  mosaïque du tabac décroit de moitié après 24 heures à O* 

en solution dans 1 'eau pure e t  du 1 /6 après 24 heures à o°C dans l e  



tampon phosphate 0,l M. Ce poids moléculaire chute de moitié après seule- 

ment 5 heures de contact avec l e  phénol. 

A ces phénomènes d'autolyse s ' ajoutent l e s  hydrolyses par t ie l les  

en milieu faiblement aicgdins e t  l es  dégradations partiel les des nucléo- 

t ides puriques en milieu acide (voir page 35 ). ;En outre, nous avons 

précisé précédemment l a  nécessité d'inhiber l e s  nucléases au moment de 

1 extraction. 

La revue t r è s  rapide de ces différentes conditions techniques 

va nous permettre d'envisager maintenant une classification des diffé- 

rentes méthodes d'extraction en précisant leurs qualités techniques, 

ALTMCLNN, en 1889 (125), effectua l a  première tentative dliso- 

lement dl ARN à part i r  de l a  levure de boulangerie, par solubilisation en 

milieu alcalin, suivie d9une précipitation éthanolique des ARN. Cinq 

années plus tard, H A M M B R m  (126) i so l a  du pancréas de chat une fraction 

protéique riche en ARN qu* il appela )l - nucléoprotéine, L'extraction 

consistait en une homogénéisation du t issu dans des conditions de pH 

fortement acide ; l e  précipité formé é t a i t  redissous dans une solution 

diluée de soude e t  précipité par 1' acide acétique, Simultanément 

OSBORNE e t  HARRIS (127) ont décrit en détai l  une méthode de prépasation 

des ARN à par t i r  de l a  graine de blé ; l e s  étapes étaient l e s  suivantes : 

précipitation par des solutions salines ( c ~ a ,  CH COOBa.. . ) , digestions 
3 

enzymatiques répétées par l a  pepsine e t  reprécipitation en milieu acide, 

Les auteurs obtenaient ainsi  un mélange&léoprotéines e t  d1RRN libre. 

Ces t ro i s  méthodes faisaient appel à l 'acide chlorhydrique comme agent 

de précipitation ; l ' a c id i t é  trop élevée du milieu provoquait une 

dégradation des ARN (voir page 70) .  Diverses modifications ont été propo- 

sées à par t i r  de ces t ro i s  techniques ; l e s  tentatives, l e  plus souvent 

malheureuses, ont néanmoins permis de préciser l e s  différents impératifs 



techniques que nous avons résumés précéderment. C'est ainsi que SLADE 

(1 28) a préconisé 1 l ut i l isa t ion du sulfa te  de magnésium comme agent de 

précipitation des BRN sous forme de nucléates de Magnésium ; JONES e t  

R W R E E  (129) ont u t i l i s é  l 'acide acétique, associé à un temps de 

chauffage, qui provoque une hydrolyse prof onde par l e s  nucléases ; 

SPEUDEL e t  BiUGL (1 3 ) , puis LEXENE e t  LgFORGE (1 31 ) ont appliqué l a  méthode 

dfOSBORNE e t  HARRIS p a r  digestion pepsique. Enfin, en 1917, CL- e t  

SHRYVER (132) ont décrit  l e s  premiers un procédé d'isolement des aRN par 
C des solutions de chlorure de sodium à 10 % portées à 60 - 80° . 

BAüMANhT (1 33) a effectué 1 'année suivante une étude coaparée des méthodes 

décrites depuis l e s  premiers travaux de ALTMMM. A l a  f i n  de cette période 

prélirainaire, il devenait possible, en 1920, de considérer l e s  bases 

expérimentales suivmtes : 

1 - l e s  ribonucléoprotéides précipitent quantitativement en milieu 

acide fort .  

2 --.les solutions alcalines diluées libèrent l e s  ARN à pa r t i r  des 

ribonucléoprotéides. 

3 - l e s  ribonucléoprotéides sont dissociées par l e s  solutions 

salines concentrées. 

4 - l e s  enzymes protéolytiques conduisent à une déprotéinisation 

t r è s  partielle. 

Les recherches entreprises sur l e  problème de l 'extraction 

des ARN se  sont fondées sur ces points essentiels. 

Nous avons effectué une clwrjif ication des techniques 

d'extraction, en distinguant l e s  méthodes indirectes qui consistent à 

précipiter l e s  nucléoprotéides, dont on extrai t  dans un second temps 

l a  fraction ribonucléique, e t  l e s  méthodes directes qui conduisent à 

des ARN l ib res  directement à paxtir de llhomogénat brut, 

1 - Les méthodes indirectes (*) 

Parmi l e s  méthodes indirectes d'extraction, nous distinguerons 

deux groupes de procédés : 

(*) Revues générales : MAGASANIK (1 34), JORDAN (1 351, f f i L E N  (1 36) + 



- l e s  procédés d'isolement des BRN par déprotéinisat ion des 

ribonucléoprotéides. 

- l e s  procédés sans isolement des U N ,  par  hydrolyse s é l e c t i v e  

à p a r t i r  du p réc ip i t é  macromoléculaire global. 

a - Procédés d'isolement des A R N  pax d i s soc i a t ion  des ribonu- 

cléoprotéides 

Les ribonucléoprotéides, contrairement aux désoqcribonucléo- 

protéides,  sont  so lubles  dans l e  chlorure de sodium 0,14 M ; c e t t e  

propriété  a é t é  inise à p r o f i t ,  e n .  1946, par  MIRSKY e t  POLLISTER (1 3'7) 

pour l a  préparation des  ribonucléoprotéides. Cet te  méthode d ' ext rac t ion  

des ribonucléoprotéides a é t é  appliquée par  de nombreux auteurs ; l e s  

d i f f é r en te s  méthodes dlisoleilient des AB.N à p a r t i r  de c e s  ribonucléo- 

protéides d i f f è r en t ,  essentiellement,  par  1 agent de déprotéinisat ion 

choisi .  

B. -Procédé de KERR e t  SERAIDARIAN (1 38) 

Les ribonucléoprotéides sont d i ssoc iées  pa r  l e  chlorure de 
sodium à demi sa tu ra t ion ,  pendant 36 heures, Les protéines l i bé rées  
sont  préc ip i tées  pa r  l ' a c i d e  chlorhydrique à pH 4,2 e t  1'AR.N e s t  
i s o l é  du f i l t r a t  par  p réc ip i t a t i on  éthanolique. Cette méthode a é té  
appliquée à 1'AR.N du pancréas pas l e s  autetirs e t  aux ABN de f o i e  e t  
d 'utérus de r a t e  par  GOLD e t  STURGIS (1%). 

?gs0r -Procédé de  CHARGkFF e t  col l .  (1  40) 

Les ribonucléoprotéides de l a  levure  sont  i s o l é s  p a r  l e  
chlorure de sodium 0,14 M ; l e u r  d i ssoc ia t ion  e s t  obtenue par un 
chauffage de 30 minutes à go0, dans une so lu t ion  de C l N a  à 10 9. Ce 
procédé e s t  fondé s u r  l e s  r é s u l t a t s  de CLARKE e t  SHRYWR (141). 

2952: -Procédé de  VüLKIN e t  CARTER (142) 

Les ribonucléoprotéides,  en so lu t ion  dans le .  chlorure de 
sodium 0,15 PI à pH = 6,8,  sont d i ssoc iés  par  addi t ion  de ch lo rQdra t e  
de guanidine à l a  concentrat ion f i n a l e  2 M. On porte  à pendant 



30 minutes, puis à 00' pendant une heure. Les protéines restent en solution 
e t  l e s  ARN formeiit un gel, recueil l i  par centrifugation, qui e s t  lavé dans 
l a  même solution puis débarassé des res tes  protéiques par l e  procédé de 
SEITAG (1 43) au chlorof orne. On effectue enfin plusieurs reprécipitations 
par lléthanol. GRINNAN e t  MWHER (144) ont modifié l e  procédé en portant 
à 4 M l a  concentration en chlorhydrate de guanidine. 

m.. -procédé de DAVIDSON e t  SllELLIE (1 45 ) 

L'extraction des RRN est  effectuée par l e  chlorure de sodium 
à I O  4/0 e t  à chaud, dans l e s  conditions de CHARGAFF (146), directement à 
par t i r  du précipité nacromoléculiii,re, obtenu par 1 ' acide trichloracétique 
à 10 $ e t  suivi  d'une délipidation. Les sont purifiés par reprécipi- 
tat ion éthanolique. Cette technique a é t é  appliquée également, avec 
certaines modifications, par DAVIDSON e t  WAY MOUTH (1 47), TSUBOI e t  
STOIELL (1 48), CROSBIE e t  coll. (1 49). 

Les auteurs ont u t i l i s é  l e s  détergents anioniques comme agent 
de dissociation des nucléopro téides. La solution de ribonucléoprot éides 
dans l e  chlorure de sodim 0,14 M es t  additionnée d'un égal volume d'une 
solution de dodécylsulfate de sodium (SDA) à 5 g. p u r  IO0 m l  d'éthanol 
à 45 $. On &to e t  on ajoute une solution de -soude à 10 $ jusqu3à pH = 7. 
Après t ro i s  heures d'agitation, les  protéines dénaturées sont précipitées 
pas addition de chiorure de sodiwn solide ( jusqu à une concentration 
finale 1 M) e t  l e s  ARN sont isolés du s w a g e a n t  par précipitation 
éthanolique. 

Par rapport aux diîférents impératifs techniques que nous 

avons posés précédemment, ces méthodes présentent de nombreuses imperfec- 

tions. La première provient de l textraction des ribonucléoprotéides par 

l e  chlorure de sodium 0,14 Pi, qui r e s t e  t ~ u j o u r s  incomplète e t  nJévite pas 

l e s  dégradations enzymatiques dont nous avons parlé page-34- . L a  disso- 

ciation des nucléoprotéides par l e  chïorure de sodium provoque, en outre, 

une autolyse importante des ARN (voir page35 ), que ce soit  à chaud par 

les  solutions à I O  $ (procedés de CH/U3G&T ou de DAVIDSGN e t  SMELLIE) ou 

à demi saturation (procédé de e t  SERAIDARIAN). D a n s  l e s  conditions 

de K U  e t  DOUXCE, l e  dedécylsulfate de sodim à 2,5 a/o ne conduit pas à une 

déprotéinisation totale e t  fournit un rendement en ARIJ pur qui res te  faible. 



EILfin l e s  concentrations en chlorhydrate de manid ine  sont  t rop  f & d e s  

pour permettre une déprotéinisat ion s a t i s f a i s a n t e  dans l e s  conditions de 

VOLKIN e t  CARTE?, e t  l e s  nombreuses pur i f ica t ions  sont  t r è s  pré judic iab les  

au rendement e t  à l ' i n t é g r i t é  des AN? obtenus. 

Ces d i f f é r en te s  méthodes sont  maintenant pratiquement to ta le -  

ment abandornées ; pour l e s  études de composition des l e s  procédés 

sans isolement prézlable  s e  révèlent  t r è s  supérieurs,  

b - Procédés de préparation des t i s s u s  pour l ' é tude  des ELRZT 

sans isolement préalable 

Le pr incipe général de ces  procédés peut s e  résumer de l a  

façon s u i v w t e  : l e s  t i s s u s  sont homogénéisés dam des solut ions des 

acides t r ich loracé t ique  (ATCA) ou perchlorique (PCA) qui  préc ip i ten t  l a  

f r a c t i o n  mtcromoléculaire t o t a l e  ; c e t t e  dernière  e s t  dél ipidée ; 

l a  f r a c t i o n  r é s idue l l e  e s t  ensui te  e x t r a i t e  s o i t  par  un traitement à 

chaud avec ces mêmes acides (qui  f o u r n i t  l e s  produits de dégradation des 

ARN e t  ADN), s o i t  par  une hydrolyse a l c a l i n e  sé l ec t ive  qui f o u r n i t  

quantitativement l e s  ribonucléotidss. Selon l ' a c i d e  choisi ,  e t  l e s  

conditions de t rai tement  , il e s t  possible  de d is t inguer  t r o i s  méthodes 

générales : 

-le procédé de SCHNEIDER (1 51 ) 

- l e  -p~cédé de OGUR e t  ROSEN (152) 

- l e  procédé de SCHMIDT e t  TH(iTWkUXER (1 53). 



Procédé de SCHNEIDER (1 51 ) e t  (1 54) I 
Le schéma général en e s t  l e  suivant : 

&traction par ATC8 ou PCk, à froid 

Lipides Extraction pas: l e s  
acides, à chaud 

L 1 

.l- 
Résidu 

Fraction 
acido-soluble 

Dans l e  procédé original. de SCH?!%EXDEZ (1 51 ) , 1 ' extrai t  t i ssulai re  

délipidé é t a i t  t r a i t é  par une solution dlATCA à 5 $, pendant 15 @nutes à 

900C ; l e  résidu é t a i t  ensuite lavé, une fo i s  à froid,  par l a  même 

solution dtATCA à 5 $. Ces conditions ont é té  largement modifiées par l a  

su i te  : l a  concentration en D C A  a é té  réduite à 3 $ ou amenée à 5,9 - 6 $ 
e t  même 7,5 p 100. La température e t  l a  durée de l 'extraction ont été 

également modifiées : l e  traitement a é té  effectué à 1 00° C pour des 

temps de 10 minutes, 20 minutes e t  30 minutes. Plusieurs auteurs ont, 

en outre, préconisé. l 'application de plusieurs traitements successifs 

à chaud. 

- Délipidation 

SCHNrEIDEX, :TOGEBOOM e t  ROSS (1 54) ont substitué, en 1950 

1' acide perchlorique (PCA) à 1 'acide trichloracétique. L'extraction é ta i t  

effectuée par une solution 1 N (6 p )  de RA, pendant 15 minutes à 90° C. 

Ces conditions ont &té égalenient modifiées par l a  su i te  :solutions à 

3 a/,, 5 $> 9 $ et 10 %, à des températures de 700 C , ou 800 C ; l e  temps 

de traitement a é té  prolongé à 20 minutes, puis 30 minutes e t  50 minutes, 

Plusieurs traitement successifs ont également é té  appliqués dans ce cas. 

(sur ce sujet  voir l a  revue générale de HUTCNISON e t  Pl'üNR0 (1 55)- 



Llétude cr i t ique de HUTCHISN e t  coll .  (1 56) e t  c e l l e ,  plus 

récente, de WEBB e t  LIWDSTROM (157) ont montré, en déteminant l e s  rende- 

ments par absorption en lumière u l t raviole t te ,  que 1 'extraction des frac- 

tions ARN + ADN é t a i t  quantitative avec l t Q S C B  à 5 $ ou l e  PCA à 2 $, pour 

30 minutes à go0. Ces résul ta ts  confirment ceux, plus anciens, de SCHRAIW 

e t  DKLWEîEiERG (1 58) qui démontrèrent que I ' QRN du vi rus  de l a  mosaïque du 

tabac é t a i t  quantitatïvement l ibé ré  par l l A T C A  à chaud. 

Enfin d'autres acides ont é t é  u t i l i s é s  pour scinder l e s  

nucléoprotéines : 1 ' acide chlorhydrique (DAVIDSOTJ e t  WAY P4OUTH (1 59), 

SEVAG e t  coll .  (1 60)) ,  1 'acide malonique (CASPERSSON e t  HAP~~IARSTEN (1 61 )). 
Ces deux acides ne sont c q  .~ldant p s  aussi efficaces que l lATCA.  

Cette niéthode f u t  proposée en 1949. Elle e s t  fondée sur une 

solubil isat ion sélective des ART$ par l ' ac ide  perchlorique à froid.  

Le t i s s u  e s t  délipid6 e t  l e  f rac t ion macromoléculaire e s t  

précipitée par un bref traitement avec l ' ac ide  perchlorique à 1 % (0,2 N) 

à froid. Le résidu e s t  traLté ensuite pendant 18 heures à 40' par l ' ac ide  

perchlorique à 6 $ ( I N )  ; 1'ARN e s t  obtenu dans l e  surnageant. Le schéma 

opératoire e s t  r ésmé  dans l a  f igure 9. 

Les applications ul tér ieures  de ce procédé, a u  t i s su s  

végétaux e t  animaux e t  aux microorganismes, permettent de f a i r e  r e s so r t i r  

t ro i s  d i f f i cu l t és  majeures : 

1 - L a  solubil isat ion des ARfJ dans l ' ac ide  perchlorique f ro id  e s t  

t rès  vaxiable d 'un t i ssu ,  à 1 ' autre, dans l e s  mêmes conditions. Selon 

M U T I N  e t  PiIORTON (1 63) une classa d'AN part iculière r e s t e  insoluble 

dans 1 'acide perchlorique. STEiNLEY e t  CHU (1 64) ont démontré, en 1960, 

que l a  f rac t ion dtGFUJ qui rés i s t e  à l ' ext ract ion possède une vi tesse  

de marquage au 323' net  tement supérieure. HEYES (1 65) a simultanément 

montré que l a  composition nucléotidique des deux f ract ions  (ext ract ib le  



I Extraction par 1 ' acide peschtorique, 
0,2 N ou 1$ à froid. 

FRACTION ACIDO-SûLUBLE Extraction par l'acide 
perchlorique 1 ,O N pendant 
1 8 h à 4 Q  C. 

a) Tissu v é ~ é t a l  : 
Extraction par PCA 
O.SN, 20 min. 
à 70° C 

b )  Tissu animai : 
Egtraction par PCA 
1 N, 30 min. à 80°. 

ADN Résidu 

Figure  2 - Schéma opératoire du pmcédé d'extraction 

de OGUR e t  ROSEX.(I~Z). 



e t  résistante) é t a i t  différente. Enfin FIMriiulORE e t  VVOKIN (1 66) ont obtenu 

une extraction fractionnée des ELRN avec des concentrations croissantes 

d1 acide perchlorique. 

2 - De nombreux auteurs ont caractérisé l a  p h e n c e  d'ADN dans l e s  

ex t ra i t s  perchloriques. 

3 - Les conditions de OGUR e t  ROSEN (167) ne sont pas satisfaisantes 

pour l 'extraction sélective des ADN, conme l 'ont  démontré récemment WEBB 

e t  LINDSTROM (1 68). 

t 

Procédé de SCHPIIMI e t  THANNHAUSEB (1 69) 

Le schéma opératoire de cet te  technique e s t  l e  suivant : 

Tissu 
=T= 

-Extraction par ATCQ 

Fraction ~6idosoluble 1 -Délipidation par solvants 
organiques 7 

Fraction 
1 ipidique -Hydrolyse alcaline puis 

Précipitation à pH = 4,2 A 1 
Résidu - s o ~ ù t i o n  

{contenant ADN + protéines) (contenant l e s  ribonucléo- 
t ides  ) 

Le mode opératoire e s t  identique à celui  du procédé de 

SCHNEIDER, en ce qui concerne l toxtract ion acide e t  l a  délipidation. 

L'originalité de cette technique réside dans l'hydrolyse alcaline sélective 

des ARN à par t i r  du précipité macromoléculaire ; on recueille, par 

acidification, l e s  ribonucléotides provenant des BRN, Les protéines sont 

dénaturées e t  partiellement hydrolysées par l e s  alcalis ,  tandis que l e s  

ADN restent intacts. Ce procédé parait t r è s  satisfaisant car il permet 

d'envisager son application à l a  détermination de l a  composition 



nucléotidique des totaux. C'est dans ce but que l e s  différentes 

étapes de cet te  technique O E . ~  subi de nombreuses modifications. Nous allons 

l e s  envisager de façon détail lée,  car e l les  constituent un de:: fondei:lents 

essentiels de nos travaux personnels. 

1 e étape : Btradt ion acide e t  élimination de l a  fraction 

acido-soluble. 

La précipitation des tissus, à froid, par l e s  acides 

s t  accompagne généralment de 1' élimination, dans l e  surnageant, des 

compos6s suivants : 

a - pliosphates minéraux e t  composés phosphorylés de fa ible  

poids moléculaire. 

b - composés glucidiques acido-solubles. 

c - nucléotides du métabolisme intermédiaire. 

Une sépgration incomplète de ces différents composés entrai- 

nerai t  m e  erreur par  excès dans l a  composition nucléotidique des UN, 

tant par l a  méthode au phosphore que pas l e s  dosages spectrophotométriques 

dans l 'ul traviolet .  Pour préciser l e s  conditions optimales de ce t te  

première étape , il convient donc de tenir  compte de deux impératifs 

complémentaires : 1 ) précipiter quantitativement l e s  macromolécules, 

sms dégrader l e s  ARIJ au cours de llisolement e t  2) évi ter  llentrainement 

des fractions acidosolubles dans l e  précipité macromoléculaire. Un grand 

nombre de travaux ont é té  entrepris mur préciser l e  choix de l 'acide, 

l e s  concentrations à u t i l i s e r  e t  l e  nombre de laVages requis. Nous 

distinguerons l e  cas de l 'ac ide trichloracétique de celui de l 'acide 

perchlorique, 

- Utilisation de l t ac ide  trichloracétique 

Dans leur as t ic le  original, SCIlMlDT e t  TNANIJHAUm (1 70) 

réalisent l a  précipitation dans 20 volumes d'acide trichloracétique à 

7 $. Après f iltratioui, l e  précipité es t  lavé avec une solution 



d'acide trichloracétiqu-e à I jusqulà ce que l e  f i l t r a t  ne conLionne plus 

de phosphate minéral, Le précipité e s t  ensuite repr i s  par l 'alcool,  après 

plusieurs lavages à 1 ' eau. SCHNEIDER (1 71 ) effectue l a  précipitation dans 

X f A T C A  à 1 0  $, suivie de deux lavages avec l a  même solution à 1 0  $. Les 

études cri t iques ultérieures se sont toujours limitées au contrôle des 

rendements en phosphore. En 1948, MAC C U m  e t  STELYES (172) ont suivi 

l tél imination du phosphore acidosoluble en fonction du nombre de lavages 

dans 1'ATCB à 10 $ : l e s  fractions acidosolubles contenaient success ive  

ment 91, 4, 3 e t  2 $ du phosphore l ibre.  GRAHAN (173) par extraction 

e t  lavage avec 1 ATCA à 5 $, a trouvd successivement 91 , 7 e t  2 $ du 

phosphore acidosoluble ; NULE ( 1 7 4 )  a précisé qu'une quatrième extrac- 

t ion  de llhomogénat par 1' ATCA à 1 0  $, selon SCHIEIDER,  en élimine 

encore 1 $. 11ai.s DAVIDSON, FRAZER e t  HUTCHISON (175) ont vér i f ié ,  en 

effectuant des lavages répétés par l 'acide trichloracétique à 10 $, 
qu ' i l  se produit une l ibérat ion continue d'acide phosphorique par su i te  

d'une lente Qydrolyse des l iaisons ester-phosphorique . En outre, l e s  

lavages répétés par l ' ac ide  trichloracétique ne permettent pas 

d ' éliminer l e s  contaminations résiduelles de phosphore l ib re ,  qui 

demeurent inférieures à 0,5 %. LUIDIN (176) a s i g n d é  une chute 

appréciable du rendement en RRN e t  ADN, à p a r t i r  du cinquième lavage 

par 1 ATCA à 7 $. DAOUST e t  HOPPER ( 1 7 7 )  ont, pour ce t te  raison, conseillé 

de ne jamais dépasser quatre lavages p a  llATC,i., pour &. te r  l 'autolyse 

des substances macromoléculaires. 

STmTEN, KATZECU' e t  STlTCm (178) ont a t t i r é  l ' a t tent ion sur 

l e  cas par t icul ier  du glycogène, dans l e  cas du f o i e  e t  du muscle. Sa 

présence peut être une source d'erreur importante dans l e  cas où on 

effectue l e s  dosages du pentose nucléotidique, Le g3ycogène e s t  

précipité par l t A T C A  e t  ne peut ê t r e  éliminé qu'au stade de l'hydrolyse 

alcaline. 

HUTCHISON e t  M ü l R O  (179) e t  HALLE.AN, FLECK e t  ~~~0 (180) 

ont recherché l a  concentration optimale d1 ATCA. L a  f i@re 



ci-dessous rend cor?pi;e des rendements obtenus pour des solztions d l  ATCA 

de concentration croissante, Les rendements sont déteminés par l a  

nothode des dwbles longueurs d 'onde en ùI t raviolet  (dont nous discuterons 

l a  vdet i r  daas 2îos travaux personnels (voir page 104 ))  ; l e s  courbes 

A e t  B, cffec'cuées d t -  l e s  mêmes conditions, permettent de constater 

% A T C A  

l a  dispersion des résultats ,  qui provient essent iallement d 'une 

contamination variable en protéines. 

Nous avons repris  ce t t e  étude cri t ique dont nous précisémns 

les résu l ta t s  dstns nos travaux personnels (voir page 108 ), 



- Utilisation de 1 ' acide perchlorique 

L'uti l isation de l 'acide perchlorique pour l a  préparation des 

est  due à OGUR e t  ROSEN (1 81') (voir page 49 ) . SCHNEIDER, HOGEBOOM 

e t  ROSS (1 82) l ' on t  adapté à l a  technique or i@nde  de SCIDEIDER (183), 

à l a  place de l 'acide trichl0racétiqu.e. Le t i s su  é t a i t  extrait  m e  fo i s  

par l'acide perchlorique 2 N (à 12 $) e t  lavé deux fo i s  par une solution 

à 6 $ du même acide. Plusieurs auteurs ont vér i f ié  que l 'extraction 

des ARN é t a i t  coiliplète après trois à s ix  heures de contact avec l 'acide 

perchlorique à 6 $ (1  N).  Cependant, HUSCHISON, DOWNIE e t  MUNRO (184) ont 

infirmé ces résultats e t  i ls  ont démontré, en 1962, que l'acide perchlo- 

rique à 4 $ provoquait une perte appréciable d ' f i l  après deux heures de 

contact. PAUL (185), en 1958, avait déjà signalé une perte dlARN, dans 

l e  cas des t issus  embryonnaires, par un traitement d'une heure avec 

1 'acide perchlorique à 1,2 $ (0,2 N) ; c 'est  l a  raison pour laquelle 

i ls  ont préconisé l'emploi de l'acide sulfurique 1 N, Cette suggestion 

n r a  cependant pas é té  suivie, eu égard à l a  l a b i l i t é  particulière des 

nucléotides en présence des acides sulfurique e t  chlorhydrique (voir 

page 70) .  Depuis l e s  travaux de SALLINAN, FLECK e t  MUNRO (1 86) en 1963, 

il e s t  a13ni.s maintenant que l 'acide perchlorique permet d'obtenir une 

précipitation quantitative des UN, à condition toutefois d'éviter un 

contact prolongé qui provoque une hydrolyse de l'Am obtenu. 

La polémique concernant l e  choix entre l e s  acides perchlorique 

e t  trichloracétique subsiste encore maintenant. 

TOULE (1 87), en 1953, avait précisé que l e  rendement en ARPJ 

é t a i t  identique, pour quatre extractions avec 1 3 A T C A  à 10 % ou l e  PCA 

à 5 $. SNILLIE e t  ICROTKOV (188), en 1960, ont obtenu des rendemelits 

identiques avec 1 3 A T C A  à 15 $ ou l e  PCA à 10 e t  2 96. Enfin MONTREUIL 

(189) e t  DEFERS (190) ont étudié l ' influence de l a  concentration en ATCA 

sur  l e s  rendements e t  l a  composition nucléotidique des Nous 

reviendrons nous-m8mes sur ces conclusions (voir : t m a u x  personne%) ; 



Outre l e s  problèmes concernant l a  précipitation quantitative 

des nucléoprotéines par l e s  acides e t  l e  respect de llinté&rinité molécu- 

l a i r e  des ARJ!J, il convient de siguiôler une cause d'erreur supplémentaire 

qui intéresse les ADN. BONNAR e t  DUGGDT (191) e t  DUTTA (192) ont 

précisé, en effet ,  que l e s  ADN pouv&ent subir des ruptures de chaine au 

niveau des résidus puriques par fornation d'acide apurinique. Cette 

réaction apparait 2. pH = 1,6 e t  e l l e  es t  d'autant plus rapide que l a  

température es t  p l w  élevée. Elle es t  totale sur 24 heures à 3 7 O .  Ces 

conditions peuvent &tre  atteintes au cours des opérations de délipidation 

quand il subsiste des traces d'acide par sui te  d'un lavage insuffisant 

du précipité trichoracétique . L ' U N  ainsi  dégradé devient soluble en 

milieu alcalin e t  provoquera ainsi  une erreur par excès au cours des 

dosages spectrophotophotométriques à par t i r  de l'hydrolysat alcalin 

obtenu par l e  prmédé de SCHMIDT e t  THUWAUS3R (193). 

En conclusion de ces nombreux travaux concernant l e s  

conditions optimales de précipitation acide, nous pouvons ressor t i r  

l e s  points suivants : 

- quatre lavages successifs avec l e s  solutions dlATCA ou de PCA 

sont suffisants pour obtenir wie précipitation quantitative des 

nucléoprotéides sans altérer l e s  AIN. 

- Les concentrations limites sont de 10 $ pour 1' ATCEI e t  

6 $ pur l e  PCA, 

- Les contacts prolongés avec l e s  acides sont à proscrire, car 

i ls  provoquent des dégadations e t  dénaturations des ARiï e t  des UN. 

- L1ensemble des opérations doit  ê t re  effectué à 4Oc, 



2e étape : Délipidation 

Nous avons relaté (page 3 8  l e s  travaux nombreux qui ont permis 

à l a  fo is  de poser l e  problème générai des pertes dYAFUJ dans l a  phase 

lipidique e t  de définir  l e s  meilleures conditions drextraction des 

lipides. La technique de HCm'CHISON e t  MUI%RO (194) paxait l a  plus 

satisfaisante. Indépendamment du choix des solvants sur lequel mus 

reviandrons plus loin,  nous voudrions, en ce point de notre étude, 

ins i s te r  sur l e  problème particulier de 1 'élimination des traces d t  acide 

trichoracétique du précipité, avant d'aborder Le traitement à refiux, 

en phase organique. Cette élimination est  essentielle pour éviter l a  

dégradation des ARN e t  des ADH en milieu acide, à chaud. La première 

phase de l a  délipidation comportera donc nécessairement un ou >lusieurs 

lavages par l'éthanol, à froid. LUNDIN (1 95) a conseillé, en 1958, 

d'ajouter de 1 a acétate de sodium à l'éthanol pour neutraliser l e s  -traces 

d'acide résiduelles, STEELE, OKAMURA e t  BUSH (196) ont confimé, en 

1964, 1 ' action bénéfique des acétates, qui  conduit à un rendement 

optimum, 

Je étape : _Hjrdrolyse aicaiine des BRN 

STEUDEL e t  PEISER (1 97) ont signalé l e s  m i e r s ,  en 1922, 

que l e s  ARN étaient quantitativement hydrolysés en nucléotides acido- 

solubles par une solution de soude à 3 %, après 24 heures à l a  tempéra- 

ture ordinaire. SCHMïm e t  THANNHAUSER (198) ont préféré u t i l i s e r  l a  

potasse 1 N, pendant 1 5 heures à 3T0 .  Comme dans l e  cas de l a  pr6cipitation 

acide, l e  choix des conditions de lihydrolyse dca l ine  est  fondamental. 

Nous discuterons de ce problème dans l e  chapitre consacré aux techniques 

de détermination de l a  composition en nucléotides (voir page 70 ). 
Le schéma de l a  figure 10 rassemble l e s  conditions qyi tiennent compte 

des différentes études critiques que nous venons d'envisager. 



--Ef;Sra&ian : 1 BTcA à 10 $, 3 f o i s  à qoC. 

~ r a c t i b n  
acido-soluble 

1 [ Ë t h o ï  : I f o i s  
J. 

Préc ip i té  Ethano1 - chloroforme 

1 - ~ é l i ~ i d a t i o n  (3/1) - 2 f o i s  

I 
F rac t ion  1 
l i p id ique  1 

Ethanol - e ther  

LEther - 1 f o i s  

NaûH ou KOH 
?drolyse a ï d e  (O, 3 N - heure 

à 370% 

Résidu 
inso luble  

ribonucléo t i des )  

' b é c i p i t é j  
7~8i1të-t i e s  ADN) 

' d l&  O 

Ficure  10 - Procédé de SCHJlIIE - THANNHAUSER 

modifié par  HUTCHIISON e t  MUNRO (199). 



Parmi toutes l e s  méthodes indirectes d'ex-traction des ARI?, il 

appaxait que seule l a  méthode de SCHMIDT e t  THANNHAUSER (200) a t résisté 

aux nombreuses études compasatives qui ont é té  effectuées depuis 1945. 

Les travaux de WEUL (201), de DERUMEZ (202) e t  de HUTCHISON e t  coll. (203) 

ont démontré que cette technique é t a i t  l a  seule applicable pour les  études 

de l a  composition nucléotidique des AR?J tissulaires. Nous discuterons p l w  

loin, dans l e  chapitre consacré aux méthodes d'étude de l a  composition 

des W, des problèmes de l'hydrolyse quantitative des ARN e t  de l a  déterc 

mination des rapports molaires des nucléotides. E b  ce qui concerne l e  

seul problbme de l 'extraction des AFN à partir  des tissus, seule l a  techni- 

que de SCHîJIIDT e t  'i'HANNHAiBER e s t  applicLb'le d m  cet te  orientation. 

Malheureusement, cette méthode ne permet pas d'obtenir des préparations 

aptes aux études s t ructurdes,  car l e  traitement acide e t  l e s  délipidatiom 

à chaud provoquent une destruction de l a  structure secondaire e t  des 

altérations profondes des structures primaires. Il convenait donc, pour 

Les études de structure, de rechercher des méthodes susceptibles de fournir 

des BRN dont l e s  intégrités mol6culaires soient préservées. Les méthodes 

directes dZ&mtion ont tenté de répondre à ces impératifs. 



2 - Les'méthodes directes 

Par rap-ort a u  méthodes indirectes, pour lesquelles 

l e s  ARN ,ou leurs  produits d'hydrolyse) sont extra i ts  à part i r  des 

nucléoprotéines, préalablement isolées du t issu,  ce groupe de techniques 

e s t  fondé sur 1 'obtention d ' ARN macromoléculaire par déprotéinisation 

directe des homogénats, Nous nous limiterons à t r o i s  groupes de procédés 

qui diffèrent par 1 'agent de dépro téinisation choisi l e s  détergents, l e  

phénol e t  l e s  s e l s  de guanidine. Ces méthodes ont été -travaillées en 

dé ta i l  depuis quelques années, car, dms des conditions appropriées, 

e l les  fournissent des M macromoléculaires intacts ,  qui ont conservé 

leurs activités biologiques. 

Les préparations doivent présenter l e s  qualités 

suivantes : 

pureté extrême, caractérisée surtout par l'absence de protéines 

e t  d t  D N .  

in tégr i té  moléculaire t rès  poussée, respectant à l a  fois  l a  

structure secondaire (voir page 34 ) e t  l a  structure primaire (enchainement 

n ~ c l é o t i d i ~ u e ) .  

rendement optimum, qui excluera l e s  pertes giobaies ou sélectives 

d t  ARN* 

a - Méthodes d'extraction des ARN par l e s  détergents 

BULL e t  NEURATH (204) ont u t i l i s é  l e s  premiers, en 1937, 

l e  dodécylsulfate de sodium (SDS) comme agent de dénaturation des 

protéines. BPIWDEN e t  PIRIE (205) e t  SREEZVTVASAYA e t  PIRIE (206) 

lrappliquèrent à des préparations virales, Cette technique fu t  ensuite 

adaptée a m  ribonucléoprotéines t issuiaires par KAY e t  DOUNCE (voir 

page 46 ) , FRAENKEL - GONRAT e t  coll. (207) ont préparé de 1 ARN infectieux 

à par t i r  du virus de l a  mosdque du tabac par un traitement de 5 minutes 

à 500C avec une solution de SDS à 5 $. Cette technique s ' e s t  généralisée 

dans l e s  laboratoires de virologie, CRESIIFLEZiD, SqITH e t  ALLEN (208) e t  

KEXP e t  ALLEN (209) ont appliqué ce principe à l'isolement direct  



d1ARN t issulai re  par l e  SDS. Dans l e  cas des t issus de mammifères, il 

semble que l e s  détergents anioniques seuls ne permettent pas d ' isoler 

quantitativement des AEW non dégradés. L 'extraction e s t  effectuée l e  

plus souvent à chaud ( 8 3  - 1000) ce qui n'exclut pas l e s  dénaturations 

thermiques (voir  page 41 ) . C'est pourquoi LUST (21 0) a combiné 1 ' action 

du SDS e t  du chioroforme ; ce procédé au SDS - chloroforme fournit, avec 

un excellent rendement, une préparation t r è s  pure qvi contient l e  

méiange des ARîJ nucléaires e t  cytoplasmiques. 

HALL e t  DûTl? (21 1 ) ont combiné 1 'action du SDS à froid 

à cel le  du phénol (voir page 45 ). P m i  l e s  autres types de détergents, 

l e s  produits cationiques ont été peu appliqués ; GUERRITORE e t  BELLELLI 

(21 2)  ont montré que 1 ' extraction directe par l e  bromure de cétyl triméthyl- 

ammonium (cétavlon) conduisait à un rendement rarement supérieur à 3 $. 

Ii apparait actuellement que l e s  procédés par l e s  

détergents, qui sont t rès  précieux pour l e s  travaux sur l e s  virus, 

conduisent rarement à une extraction directe satisfaisante des ARN 

t issulaires.  Ils sont peu appliqués ; l e s  extractions phénoliques 

paraissent plus énergiques. 

b - Méthodes d'extraction par l e  phénol 

Le principe de l 'extraction phénolique es t  simple : en 

t ra i tan t  un t i s su  pm une solution aqueuse de phénol, l e s  protéines sont 

dénaturées e t  précipitent ; l a  déanizion du mélange permet d'isoler, dans 

l a  phase aqueuse, l e s  ARN libérés. PALPER e t  GERIX)UGH (213) e t  MORGAN 

e t  PARTRIDGE (214) avaient l e s  premiers, en 1940, u t i l i s é  l e  phénol 

aqueux pour i so l e r  l e s  polysaccharides bactériens. WESTPW e t  LUDERITZ 

(21 5) , en 1952, ont décrit  en détail, diverses conditions d'extraction 

phénolique des polysaccharides de différentes bactéries (bacille 

Sphique, Pseudononas aeruginosa, Pro teus vulgaris). Les auteurs ont 

u t i l i s é  des solutions aqueuses de phénol à 80 - 90 %, à différentes 



températures ÿÿ OC - 680C - 8 0 0 ~ ) .  L'analyse de l a  composition chimique 

des deux phases, séparées par centrifugation, fournissaient l e s  

résul ta ts  suivants : La phase phénolique renfermait essentiellement des 

protéines dénaturées e t  des nucléoprotéines non dissociées e t  l a  phase 

aqueuse contenait, dans des proportions sensiblement égales, l e s  

polysaccharides e t  des acides nucléiques l ibres.  La précipikation par 

l 'é thanol à 50 $ a permis de séparer l e s  acides nucléiques (précipi té)  

tude des polysâccharides (surnageant). Ce t rava i l  é t a i t  orienté vers 1 6 

des polysaccharides, m a i s  il posait l e  principe de l 'extraction 

phénolique des acides nucléiques. 

KIRBY (21 6) e t  G1ERE.R e t  SCHRQP1 (21 7) appliquèrent simulta- 

nément, en 1956, ce t t e  technique à l ' ext ract ion des Am. Le procédé 

opératoire décr i t  par KIRBY es t  l e  suivant : après une homogénéisation 

du fo i e  de r a t  dans l 'eau,  13homogénat e s t  agité,  pendant une heure, avec 

un éga l  volume de phénol à 90 7; ; après une centrifugation de une heure 

à 1.750 tours/mn, suivie de t r o i s  lavages de l a  phase phénolique par 

l 'eau, l e s  plîases aqueuses rassemblées sont t r a i t ées  par deux volumes 

d'éthanol, contenant 2 $ d'acétate de sodium. Les polysaccharides sont 

éliminés du précipité éthanolique par une extraction avec l e  2-méthoq- 

éthanol. L1mJ obtenu par KIRBY é t a i t ,  selon l e s  termes mêmes de l 'auteur,  

"virtually protein free". Cependant l 'hydrolyse to ta le  avec l ' H C 1  - 6N 

permet de caractériser  des traces d'acides aminés. E h  outre, 1 ex t r a i t  

brut contient souvent des nucléotides l ib res ,  qui sont éliminés par 

dialyse. GIEXER e t  SCHRUQ1 (218) ont i so l é  lfARN du virus de l a  mosaïque 

du tabac par l e  phénol à 80 $, en présence de tampon phosphate 0,01 à 

0,02 M - pH = 7 ; ce dernier favorise l a  dissolution des protéines dwis 

l e  phénol, L'obtention d'un ARN de haut poids moléculaire e s t  conditionnée, 

selon ces auteurs, par l a  rapidité de l a  m6thod.e e t ,  surtout, par un 

contact l e  plus court possible avec l e  phénol (1 !extraction s ' effectue 

en une fo i s  - 8 minutes e t  deux f o i s  - 2 minutes à 4 O C  e t  à pH = 7,3 

dans l e  tampon phosphate 0,02 M). La souil lure protéique es t  inférieure 

à 0,02 $ e t  l r A R N  obtenu posside un SZ0 de 14 à 18 ( so i t  un poids 

moléculaire de 900.000). 



De t r è s  nombreuses modifiaations ont é té  proposées à par t i r  de 

ces deux techniques; e l l e s  ont été essentiellement appliquées dans l e s  

recherches concernant l e s  PLRN biologiquement ac t i f s  des virus e t  des tissus 

tumoraux e t  dans l e s  études de structure des BRN cy-Lopl&ques. Les modi- 

f ica t ions  essentiel les ont porté sur l a  nature des tampons (phosphate, 

c i t ra te ,  Versene, Tris etc.. . ) e t  sur l e s  conditions de précipitation des 

ARN (chlorure de sodium, aicool, sul fa te  dlmonium etc.. .). 

VON WElXER e t  SCHîIFER (219) ont opéré en présence de ClNa 

0,14 M dans du tampon phosphate 0,01 N - pH = 7 : l a  préparation obtenue 

possède un rapport A 260 (*) de 1,90 à 1,97. 
A 280 

COLTER, BIRD e t  BROWN (220) ont choisi l e  mélange C i N a  0,14 M - 
tampon c i t r a t e  0,01 M - pH = 7. LtARN é t a i t  i so lé  par précipitation avec 

l e  chlorure de sodium 1 M. Eh 1958, HUPPERT e t  SANDERS (221) e t  HüPPERT 

e t  ai. (222) ont obtenu par extraction de t i ssus  tumoraux en présence du 

mélange CUa - 0,14 M - tampon phosphate 0,02 BI pH = 7,1, des préparations 
A 260 dfhRN possédant un rapport - = 2,35. BROWN e t  STEWART (223) ont A 280 

u t i l i s é  une solution de phénol saturée en tampon phosphate 0,04 M pH = 7,6. 
LACKS e t  GROS (224) ont opéré en présence de tampon Tris 0,002 M - 
pH = 7,2, contenant 0,005 M de C12Mg ; HOLLEY (225) a u t i l i s é  une concen- 

t r a t i on  de tampon Tris plus fo r t e  (0,l M - pH = 7 3 ) .  Win VON WECKER 

e t  SHAFEFi (226) ont décri t ,  en 1959, une méthode d'extraction par l e  

phénol chaud, à 400C puis 600C ; ces auteurs se sont inspirés des travaux 

de WESTPHAL e t  LUDÈRITZ (227). Par rapport a u  techniques d'extraction 

à froid,  ce t t e  méthode permet dlaugpienter l e  rendement en QRN totaux ; 

cependant l e  taux dlBDN augmente e t  l e  rapport !!d%!. diminue. 
A 280 

A 260 
("1 = rapport des a d s o r ~ c e s  à 260 e t  280 w, rend compte 

de l a  proportion re la t ive  des ARN (maximum à 260 mp) e t  des protéines 

(maximum à 280 iqü) . A pH = 7, l a  vaïeur optimale a t t e in te  jusqur alors 

avoisine 2,8. 



La pratique de ces techniques d'extraction phénolique a f a i t  

apparaître, depuis 1960, t ro i s  problèmes essentiels concernant e s s e n t i e l l e  

ment : 1 - l a  pureté des extraits ,  2 O  - llintég-rité moléculaire des 

ElRN obtenus e t  30 - l a  quantitativité des extractions. 

I O  - Pureté des extrai ts  phénoliques 

HABERMLiMV (228) a effectué, en 1959, l a  première étude chimique 

poussée de l a  composition des extraits  phénoliques. Cet auteur a s igndé  

l a  présence de 0,2 à 1,5 p 100 de protéines dont il es t  impossible de se 

déharasser par des précipitations répétées ou encore par  traitement avec 

l e  dodécylsulfate. En outre, l a  dialyse e t  l e s  analyses par élecirochro- 

matographie ont permis de caractériser l a  présence de peptides e t  de 

nucl éotidyl-peptides. Ces résul ta ts  ont été confirmés par PIONTREXJIL 

e t  SEGkRD (229), qui ont comparé l e s  méthodes de KIRBY, GIEm e t  

SCHRElMM e t  VON WECKER ; l a  présence d'ADN fu t  en outre signalée dans 

ces préparations. TISSiERES (230) a également obtenu u n  taux de protéines 

de 2,5 p 100 dans une préparation dlD;RTJ soluble selon l a  méthode de 

KIRBY (231). 

Ce problème de l a  contamination persistante des préparations 

par l e s  protéines e t  l es  hDN a inci té  certains auteurs à introduire des 

traitements complémentaires. C %et ainsi  que HALL e t  DOTY (2 32) ont 

effectué une déprotéinisation par l e  laurylsulfonate de sodium (solution 

à 0,l p 100) avant de soumettre l e s  préparations à l 'extraction phénolique 

selon GïERER e t  SCHRAMb1 (233). Une déprotéinisation préalable par l e  

Duponol C, selon CRESWDLD e t  ALLEPJ (234), a été effectuée par 

SH0RTPII;TJ e t  FüRUHARA (235). LACIS e t  GROS (236) ont préconisé un 

t r a  itement par l e s  DNases avant 1 'extraction. Enfin MOR?ER (237) a 

conseillé. une adsorption des extrai ts  sur  charbon actif .  RUPH e t  

BELLAPE (238) ont purifié l e s  préparations obtenues dans l e s  conditions 

de KIRBY (239) par une précipitation sélective des ARN sous forme de 

complexes avec l e s  ions céthyl-triméthyl moniwn. La précipitation par 

l e s  s e l s  d1  ammonium quaternaires a été étudiée sys tématiquement p d U B E L -  

SADRQ~W~~L(~~~). Il semble admis actuellement que l a  purification 
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tota le  des extrai ts  ne peut ê t re  a t te inte  qu'en faisant appel aux techni- 

ques d'ultracentrifugation en gradient de densité ou de chromatographie 

SUT colonne, 

2 O  - ,,Intégrité moléculaire des AFUT obtenus. 
(voir page: 41) 

LITTAUER e t  EISENBERG (241) ont effectué une étude cri t ique 

des conditions d'extraction dans l e  but de préciser l e s  conditions 

d'obtention d'AR3 de haut poids moléculaire. Les conclusions de ces 

auteurs furent l e s  suivantes : 

1 - La méthode de KIRBY (242) fournit une préparation qui contient des 

protéines, des polysaccharides e t  des ADIJ, Le poids moléculaire de 1'A.R.N 

obtenu est fa ib le  (sZ0 = 3) 

2 - Le phénol doi t  être red is t i l l é  pour ê t re  exempt de produits acides 

qui provoquent des dégradations profondes ; l es  solutions phénoliques 

doivent ê t re  fraiches pour écarter l a  formation de produits d'oxydation. 

3 - l e  pi3 du milieu doit ê t re  voisin de 8. 

4 - Le Versèrie préserve llint;égrité moléculaire des GR$$, à une 

concentration de lom4 M. 

5 - Le magnésium exerce l a  même action pour des concentrations comprises 

entre 0,l e t  0,s mM (voir pagc 8) .  

6 - La température optimale est  de 200. Ltextraction à 68OC, dans l e s  

conditions de Vol!? WECKEFt e t  SCHAFEB (243), fournit 4 à 12' p 100 de 

1'M to ta l ,  avec un t a u  t rès  élevé de polysaccharides (40 à 50 p 100 

de l ' ex t ra i t ) .  A 20°C, l e  taux de protéines es t  l e  plus faible e t  l e  

rendement en BRN l e  plus élevé, 

A l a  su i te  de ces travaux, l e s  auteurs conseillèrent l'homogénéisa- 

t ion dans une solution de Versène M - pH = 8, contenant 0,5 mM de 

Cl;-Ig. L'extraction est  effectuée par une agitation de une heure à 20°C, 

en présence d'un égal volume d'une solution à 90 p 100 de phénol 

redis t i l lé .  La phase aqueuse es t  précipitée par l e  chlorure de sodium 3'4 : 

après quelques minutes, l e s  protéines e t  l e  glycogène précipitent tandis 

que l'excès de phénol c r i s ta l l i se ,  l. 



Un gel d f M  e s t  obtenu à p a r t i r  du surnageant, après un à t r o i s  jours de 

repos à O°C. Repris par l e  Versène 1 o - ~  M e t  dialysé 18 heures contre 

deux l i t r e s  de C l N a  - l f 3  M, l1&FLB de haut poids noléculaire (S = 
20 

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

LACKS e t  GROS (244) ont obtenu des préparations dtAR.N 

biologiquement ac t i f s ,  à par t i r  de E. Coli, en opérant avec l e  tmpon 

T r i s  0,002 M - pH = 7,2, contenant 0,005 M de Cl2@. L'importance 

des ions l~g+i dans l e  respect de l ' i n t é g r i t é  moléculaire a é té  lagement 

corïfirmée depuis (voir page ). $ANDERS (245) a suggéré, en 1960, que 
u l e s  ions N i  s tabi l i sa ient  l e s  molécules e t  'permettaient de diminuer 

l e s  dégradations, Enfin l ' addi t ion de bentonite au milieu d'extraction 

a é té  conseillée par SINGER e t  FRAENKEL-CONRAT (246). La bentonite 

présente l e  double avantage de s t ab i l i s e r  l a  molécule e t  d'inactiver 

l e s  nucléases (voir  page 34 ) . m i n  KIRBY (247) a recommandé, en 1960, 

l e  naphtalène - 1 - 5 - disulfonate à 0,s  p 100 dans l e  phosphate 

2,5 M - pH = 6,5. La dégradation des ARN e s t  plus fa ib le  que par une 

extraction avec l e  mélange phénol - eau, e t  l e  taux des protéines 

baisse à moins de 0,S p 100, Ce mêrne auteur a décri t ,  en 1965, une 

méthode d'extraction des ARN ribosornrzux par l e  mélange phénol- m - 
crésol ; après une purification par l ' a cé t a t e  de sodium 3 M, l e s  ARN 

18 e t  28 S sont obtenus sans dégradation. 

Quelles que soient l e s  inodifications envisagées, l e s  

techniques d'extraction phénolique ne fournissent donc pas directement 

des ARlJ purs (exempts de protéines e t  dlGDN) ; il es t ,  en outre, t r è s  

d i f f i c i l e  d 'évi ter  l e s  dégradations au cours de l'isolement. Nous avons 

repr is  l ' é tude de ces problèmes en tenant compte des différents travaux 

que nous venons d1 Gvoquer dans 1 'espoir de déf in i r  des conditions 

sa t is fa isantes  d'extraction (voir  page143). Il convenait également de 

vé r i f i e r  s i  ces méthodes coiiduisaient à une extraction t o t a l e  des W. 

Un cer ta in  nombre de travaux ont déjà é t é  entrepris dans ce but. 



3 O  - Rendement de l ' ext ract ion 

SIBATELiII e t  a1,(248) e t  YAMAniA e t  SIBEFTANI (249) ont, en 

effe t ,  montré que l 'extraction des ART$ par l e  phénol é t a i t  sélect ive e t  

conduisait à un fractionnement chimique des ARiV par sui te  d'un partage 

entre l e s  deux phases. Les déterminations des compositions nucléotidiques 

e t  des radioactivi tés spécifiques des AP;N de l a  phase aqueuse e t  de l a  

phase phénolique ont conduit l e s  auteurs aux conclusions suivantes : 

l e s  ARN de l a  phase aqueuse, qui présentent un taux d'acide guanylique 

élevé e t  une radioactivi té specifique fa ible ,  correspondent aux &RN 

cytoplasmiques. Par  contre, l e s  de l a  phase phénolique possèdent un 

taux d'acide g t ~ w l i q u e  f&ble e t  une radioactivi té spécifique t r è s  

élevée. Lis pourraient bien correspondre izux ARfJ du noyau, qui passeraient 

sélectivement dans l a  phase phénolique au couzs des extractions. 

B p a r t i r  de ces travaux, SIBhTCJII e t  al. (250) ont décr i t ,  en 1962, 

une teclmique de préparation de grandes d' AIW nucléaire du 

type !'ARN messagerw. KIRBY (251 ) a caractérisé une f ract ion diARN 

messager dans l ' interphase phénol - eau, pas distr ibution à contre - 
courant. min Kï i lURA (252) e t  GEORGIEV e t  al. (253) ont confirmé 

l ' o r ig ine  nucl6aire des de l a  phase phénolique. Nous avons nous mêries 

vé r i f i é  ces résul ta ts  (voir : trsvaux.,perçonnels ) . 

Ces différents t r avxu ,  que nous venons de résumer rap idaen t ,  

permettent donc de conclure que l e s  méthodes d'extraction phgnolique ne 

peuvent ê t r e  considérées corne des -f;echni(~i~es d'isolement quanti tat if  des 

&.FUX. Eh outre, e l l e s  ne fournissent pas des préparations g-- dlARN, 

dont l e s  in tégr i tes  moléculaires soient s ~ f f i s ~ l e ï i t  préservées pour 

envisager des études structurales. 

Ces nombreux problèmes techniques nous ont i nc i t é  à nous 

tourner vers l e s  rnéthodes d1 extraction par l e  chlorhydrate de 

guanidiiie . 



c - Néthodes d 'ex t rac t ion  par  l e  chlorhydrate de guanidine 

VOLKIX e t  CfiFiTER (254) (vo i r  page 45 ) e t  GFUNNAN e t  MO= 

(255) ont i s o l é  des ARN, à p a r t i r  des ribonucléoprotéines, en f a i s a n t  

appel au chlorhydrate de guanidine corne agent de dépmtéinisat ion.  Dans 

des conditions de pH e t  de température déterminées, l e s  ions guanidiniurn 

s e  conbinent avec l e s  LRlJ pour forrner des complexes insolubles,  qui s e  

séparent aisément des protéines r e s t an t  en solut ion,  Après d i f f é r en t s  

lavages, l e  complexe e s t  d i ssoc ié  en mil ieu acide à pH = 4,2 - 4,5 e t  

l t f W J  e s t  i s o l é  par p réc ip i t a t i on  éthanolique. 

Nous avons décrit .  page46, l e s  conditions de VOLKIN e t  

CEFRTXR (256) e t  l a  modification de GRIIQ!kN e t  IiIOSHER (257). Plusieurs 

auteurs  ont appliqué ce pr incipe d 'extract ion,  dans l e  cas de v i rus  

ou de certuiiles f r ac t ions  cytoplasmiques, en modifiant l e s  conditions 

de concentration, de température e t  de pH. 

L1isolernent de 1' fFRCJ infect ieux du viw PVX a é t é  effectué,  

en 1959, par REICHP-IAIDJ e t  STLCE - SMITH ( 2 ~ 8 ) ~  dans l e s  conditions 

suivantes  : chlorhydrate de guaïiidine 2,.5 M dans une so lu t ion  de Versène 
A260 é t d t  5 mM - pH = 8,4, une heure de contact à 4 O C .  Le rapport  
L280 

égal à 2,2, mais une analyse poussée de l a  pureté des e x t r a i t s  n ' a  pas 

é t é  effectuée. KA6ITA.DE (259) a obtenu des r é s u l t a t s  samblables à p a r t i r  

de d ivers  v i rus  végétaux. La seule  étude complète des conditions d'extrac- 

t i o n  e s t  due à COX e t  MSTEIN (260), qui i s o l è r e n t  des ARlU ribosomaux purs 

à p a r t i r  des ré t icu locytes  de lapin,  L 'extract ion des ribosomes e s t  

effectuée par l e  chlorhydrate de guanidine 4 M - pH = 4,5 à O O C  pendant 

30 minutes, Le p réc ip i t é  e s t  l avé  plusieurs  f o i s  dans du tampon Versène 

contenant de l a  bentonite,  pour inhiber  $otalement l a  ribonucléase 

( v o i r  page 34). L t  AR-( e s t  i s o l é  par passage s u r  des colonnes de rés ines  

à échange de cations.  Ce procédé fourn i t  des préparations dtllRN ribosomaux, 

totalement dépourvus de protéines.  Cette méthode a é t é  légèrement modifiée 

l 'année suivante (ARIdSTEIN, COX e t  J3üNT (261)) en augmentant l a  concentra- 

t i o n  en chiorhydrate de guanidine à 5 M. 



Bous discuterons en déta i l ,  dans nos travaux personnels 

l e s  divers résul ta ts  t echn i~ues  de ces auteurs. La q u d i t é  

des préparations obtenues par l e  procédé de COX e t  ARNSTEIN (262) nous 

a i nc i t é  à chois i r  ce principe d'extraction pour tenter  de mettre au 

point une méthode directe de préparation des ARN totaux des t i ssus .  

Mous décrirons, dans nos travaux personnels, ce t t e  mise au point. Cette 

technique s ' e s t  révélée d application générale ( t i s su  t o t a l  e t  fract ions 

cytoplasmiques) ; e l l e  fournit  des AFQJ purs, dont l ' in tégr i té  moléculaire 

permet d'envisager en toute rigueur l ' é tude de leur  structure primaire. 

Cette étude bibliographique des méthodes de prépaxation des 

A R N  sppelle l e s  conclusions su ivmt t s  : 

- Parmi, l e s  méthodes indirectes d'extraction, l e s  nombreuses études 

critiques des techniques originales ont démontré que seule l a  méthode de 

SCHPIIIE e t  THANISHAUSER (263)  fournissai t  des préparations aptes aux 

études de composition. Cependant ces préparations ne sont pas pures e t  l e s  

dégradations qui appwaissent au- cours de l 'extraction interdisent  leur  

emploi pour l e s  études comparatives des structures primaires, 

- P d  l e s  méthodes directes,  l e s  rnéthodes d'extraction par l e s  

détergents ne conduisent pas à une déprotéinisation totale. Les teclmiques 

d'extraction phénolique permettent difficilement daobtenir une pureté 

sa t is fa isante  e t  l e  partage sé lec t i f  entre l e s  deux phases s'oppose aux 

études structurales camparatives. Les résu l t a t s  des axtractions par l e  

chlorhydrate de guanidine permettaient d'eqvisager l eur  application dans 

notre orientat ion de travail .  

Avmt de rendre coinpte de nos travaux concernant l ' é tude 

cr i t ique des différentes méthodes d'extraction des ARPJ e t  l a  mise au 

point d'une m6thode de préparation qui s'applique aux études structurales,  

nous décrirons, t r ès  rapidement, l e s  différentes méthodes d'étude de l a  

composition e t  de l a  structure des ARN, 



II - LES l!.El?HODES DB D E ~ I I I N A T I O R  DE LA COIPOSITION 

DES ACIDES RIBOTSlsCLETQUES 

L'étude de l a  composition des 4R.l.N e s t  fondamentale, qu'elle 

s o i t  qualitative (notaiment pour l a  recherche des composés mineurs) ou 

quantitative (pour l a  détemination des rapports molaires des nucléotides), 

Dans l e s  deux cas, llo-pSration préalable e s t  c e l l e  de l'hydrolyse to ta le  

des ARN obtenus par l ' u n  des procédés que nous venons de décrire. Nous 

distinguerons donc successivement, l'hydrolyse to ta le  des AIW, puis 

l 'analyse des hydrolysats, e t  enfin l e  dosage des nucléotides libérés. 

A - L'HYDROLYSE TOTALE DES &Pd. 

L'hydrolyse des chaines polynucléotidiques peut e t r e  

envisagée par  voie enzpnatique ou par voie chimique. Les phosphodiestérases 

e t  l e s  ribonucléases ne pemettent  pas une hydrolyse to ta le  directe des 

ARN, par su i t e  de leurs  spéci f ic i tés  d'action. Il e s t  nécessaire, l e  plus 

souvent, dl opérer en plusieurs étapes en associaiit plusieurs enzymes. 

En outre, l e s  préparations pures sont t r è s  coûteuses. Pour ces différentes 

raisons, l e s  enzymes ont é té  peu  utilisé^ p u r  l e s  études de composition 

des ARN. Leur usage e s t ,  gsr  contre, indispensable dans l e s  études de 

structure e t  nous préciserons l eu r  domaine d 'u t i l i sa t ion  dans l e  chapitre 

suivant consacré aux hydrolyses part iel les.  L'hydrolyse to ta le  des ARN 

e s t  l e  plus généralenent obtenue psr voie chix~ique ; nous distinguerons 

l e s  hydrolyses acides e t  l e s  hydrolyses alcalines. 

1 - IIydrolyse acide des AHl. 

En -pr;sence des acides minéraux, l e s  nucléotides pyrimidiques 

sont beaucoup plus s tables  que leurs correspondants puriques (voir  

page 11). Dans des conditions déterminées de concentration e t  de 

température, 1 'hydrolyse to ta le  conduira donc, dans ce cas, au mélange 



TABLEAU - E 
QUEIRUES VARIATIONS DANS LES CûNDITIONS D'BYDRûLYSE &CI= 

DE L'AM 

Acide employ6 : Conditiom Auteurs e t  RBftremes i Commentaires : : 
a (1 ) H2S04 t 9M (= 25 $1 r L!$VENE e t  BASS (2'70) r D6samination de l a  cytosine en uracile t 
: : 175OC t I 

: 120 mn . t : 
: 1 N I MAiEïWf e t  ~~ (271) r LibBration d'un mélange de bases 

: : 100°C : MAC DOHALD (272) : puriques e t  de nucléotides pyrimidiques : 
t : 60 nu>. . 
: (2) AC1 : 0,4 à 0,6 If' : HOTCHgISS (273) : Libération des ppimhWma proportion- : . : 120°C : nelle B l a  concentration en HCl  

: 60 mn : 
: 2.1 N (= 20 %) : VïSCkER e t  CHARGAFF (274) r D6samination de la  cytosine 

r : 17S°C 
: GO m : t 

: . . t a I 
: :II O KDBY (n5) : Lib6rati.m quantitative de tases 
: : 10O0C I : paxtiques et de nucléotides pyrimidiques : 
r 

4 
d 

t CHWiGaFF e t  : 
t 
t 

: . . 
: t 60 mn 
1 t 
iI S 
r : - t 

r nir ces auteus il existe une l ib& A-. : 
: t z ' 284) e t  CROSBïE e t  COU. r %ion m o  qttantitatire ùes b a s a  p ~ t r i m i -  : 
t : {as) . . : 12H t -T (287 

t 100°C r : . . . . 
: DVITA, JOIES û% STAeEP : Libération complète de toutes l e s  bases : 

r Pas de d6ssminati~n de l a  cytidim 
t Pas de deskruction dü papier * . 

P 
: -. 



des nucléotides pyrimidiques e t  des bases puric,ues correspondantes. Avec 

l e s  -acides orga@ques c o n c e n t r k ?  l 'hydrolyse l i b è r e  l e s  bases puriques 

e t  p y r i ~ i d i q u e  s , 
De t r è s  ilombreux travaux ont é t é  en t r ep r i s  p u r  préc iser  l e s  

conditions d'hydrolyse quant i ta t ive  en milieu acide. Nous l e s  avons 

résumés dans l e  tableau E. Bous voyons que l e s  conditions dthydrr,lyse 

quant i ta t ive  ps r  l e s  acides chlorhydrique e t  sulfur ique sont l e s  suivantes  : 

so lu t ion  1 N, à 100°C pendant 60 m. On obt ien t  dans ce  cas  l e  mélange 

des  bases puriques e t  des  nucléo'cides pyrimidiques. Des concentrations 

en acide supérieures à l a  nornlalité provoquent immanquab&ei;lent une 

désminet ion  importante de l a  cytosine (vo i r  l a  revue générale de 

LORING (264)) g l ' a c i d e  cyt idyl ique s e  t r m s f o m e  en acide uridylique 

e t  provoque a i n s i  une e r r e u r  grave dans l e s  dosages u l t é r i eu r s .  Dans l e  

cas  des acides organiques, l e s  bases sont l i b é r é e s  s u r  deux heures avec 

l e s  fjolutions concentrées des acides formique (à 1 7 5 0 ~ )  e t  perchlorique 

(a 1 0 0 ~ ~ ) .  IilrYEIST (265) a montré que ces conditions sont  valables dans 

l e  cas des ADN. De nombreux auteurs ont ,  en out re ,  précisé  que l ' a c i d e  

perchlorique 12 N - à 100°C pendant 60 mn, dans l e s  conditions de 

SCHiEIDEX (voi r  page 43 ) ne penae t ta i t  pas une l i b é r a t i o n  rigoureuser.lent 

quant i ta t ive  des bases pyrimidiques (E(LEIMSCIQ.IIDT e t  IiiJflHEY (266) ; 

CROSBIE (267)). Ces techiriques ont  é t é  largement u t i l i s é e s  dans l e s  

études de composition. E l l e s  ont  posé l e  problèue de l 'analyse des bases 

e t  des mélanges bases - nucléotides.  En ou'cre, e l l e s  ne sont pas 

s é l ec t ives  e t  ne perine-ktent pas l thydrolyse d i r ec t e  du mélange ADN + ARN, 
L'hydrolyse a lca l ine  supprime c e t t e  d i f f i cu l t é .  

2 - I3,ydrolyse a l c a l i n e  des  A R 3  

L'hydrolyse a l ca l ine ,  dans des condit ions de pH élevé, ava i t  

é t é  t r a v a i l l é e  ini t ia lement  pour t en t e r  d ' i s o l e r  l e s  nucléosides à p a r t i r  

des  AÏW : arm1oi7jaque à 16 p 100, 180°C pendant 3 à 4 heures (LEVENTJE 

e t  JACOBS (268)) ; pyridine à 50 p 100, 1 1O0C pendant 120 heures 

(BREDEXECIC e t  co l l .  (269) ) . L ' u t i l i s a t i o n  des phospha-tases a permis 

depuis d 'obtenir  plus aisérrent l e s  nucléosides à p a r t i r  des nucléotides, 



Ces travaux h is tor iques  sont cependant à l ' o r i g i n e  de l a  mise au point  

des hydrolyses a l ca l ines  d ' ARN. De-is l e s  travaux de SllEüDEL e t  PEISER 

(289), en  1922, on s a i t ,  en e f f e t ,  que l e s  solut ions a lca l ines  d i luées  

l i b è r e n t  l e s  nucléotides des ARN. Etant donné 1 c  mScanisme d'hydrolyse 

que nous avons indiqué à l a  page 21 , l e  grand avantage de s ' a t taquer  

sélectivement aux ARPJ, dont  CS b d r o q d a s  2' sont  l i b r e s  ; l e s  ADN 

r e s t en t  i n t ac t s .  Les nucléotides l i b é r é s  soni des  nucléosides - 3' - 
phosphate. De t r è s  nombreux travaux, dont l e s  conclusio-m ne sont  d ' a i l l e u r s  

pas encore dkf in i t ives ,  s e  sont a t t schés  à préc iser  l e s  conditions 

d'hydrolyse q ~ ~ t i t a t i v e .  Nom distinguerons successivement l e  choix de 

l ' a lcal i  e t  c e l u i  des conditions d'hydrolyse, qu i  d o i t  t e n i r  compte 

de l n  s t a b i l i t é  des li,Gsons e s t e r s  e t  de c e l l e  des nucléotides. 

LEVEXE (290), en 1918, a v a i t  u t i l i s é  l l m o n i a q u e  à 25 p 100 

pour i s o l e r  l e s  nucléotides à p a r t i r  de llAEUT. De nombreux au t res  agents 

a l ca l in s  ont é t é  é tudiés  : carbonxces de sodium ou de baryum, hydmxydes 

de plomb, cadmium, zinc, bismuth ou aluminium. Seuls l e s  hydroxydes 

de sodium e t  de potassium ont  cependant é t é  retenus pour l e s  études 

de composition. 

b - choix des tond:-tions d'hydrolyse 

L a  dé termination des 2onditions d'hydrolyse (concentration, 

pH, température, tanps)  a donné l i e u  à une somme considérable de 

travaux, que nous ~*és.ilmerons de l a  façon la plus brève. 

ZITTLE (291 ) a précisé ,  en 1945, l e s  conditions de s t a b i l i t é  

des  l i a i s o n s  e s t e r s  en m i l i m  a lcal in .  A pH = 10,S (solut ions 0,0005 N) 

e t  à l a  température ordinaire ,  l e s  l i a i s o n s  phosphodiesters sont  

s tab les ,  Lthydrolyse cornmencc à pH = 1 1,6 ( so lu t ions  0,006 N) au bout 

de  plusieurs  jours à 20 - 2S°C. BROWN, FRIED e t  TODD (292) ont confirmé 

ces  r é su l t a t s ,  



QBWBS VARIATIONS DANS ISS CONDITIONS D'HYDROLYSB â L C W  D'EX!I?UITS DE 

TImS, AVANT ISUR SgPARATIOaI ElI AIW ET ADN 

t  t D U r l 4 e d . e  t  t t  ' 'OrddtB de t 
t  I # h u b a t i a  g l t d c a U  Tissu examin6 t Auteurs e t  RBfBrences t  

t OC t  en wuma r t t  
1 t t  : t  ; 2 
t 1t5 t T 7 :  48 r Foie t  DAûüST e t  HûOPEB (298) t 
a 1 ,O 8 3 7 %  15 r Tisaw de mammifères t  ScrPrurr et  THANNHAUSER (299) t  
t  t  37 t  4 t Tumeur mammaire : DlIAmm (300) t 
t  8 3 8 :  2 : Tissu hbtopoT6tique t UlWRANCE e t  CBRTER 301 t 1 t  
t  t ? r O :  18 : O e u f s  dtArbacia t  ïUSüBB e t  W M B K  302 t 
t t labo t  18 à 24 t  BactBries; tissue vt&x&mx : IVEBON e t  CIELS (303 ; ! t 
t  t  : : COOP5R 3JIP WlRING (304 t 
: r labo : 1 t  Foie; rein; rate; Qpiderme; : SCOTT e t  coll. (3051, BONAR e t  e 

t  t  t : levures; racines v6dtales t  DUGGêN (s), GRIESgPIER (307) 8 - 4  
t  t t : FUXX et  MJNRO (w), BEYES (309) tP 
: 2 5 :  18 : Noyaux de cellules de foie  t  Oï&¶STED e t  VULFE (310) : 
z 0, 5 ; 3 8 :  18 t  Foie : ANNAU (311) : 
: t 37 t 24 : Tissus de mamnifbres : ~ O ~ L  e t  B O W G E R  (31 2) t 
t  : 37 t 18 : Foie de rat : DERIMEZ (313) : 
t 0,4 : 100 : 1 r Cellules en culture : Plc INTIRE e t  SPROüLL (31 4) t  
: 0, 3 3 7 :  1 : Foie de rat  : aECK e t  IRJîüRO (315) t 
t  : 20 : 18 : Foie Be rat : DERüMEZ (316) : 

: 3 0 :  18 : FowSdes : MINAGAWA, WAGNER e t  STRAUSS (31 7) t  . Op25 3 7  t 24 : Foie : KOSPEBLITZ (318) : 
: 091 t  37 : 18 : Glandes salivaire8 : ROBINOVITCH e t  coll. (319) t  
t  t  Cellules tumordes : ELER~ e t  LEDOUX (320) t  

t  0,05 8 0 :  0,s : Noyaux de cellulea r HASE (321) 
t  35 t  4 t Bao t6rier r ïERlïLOER e t  WEBSBR (322) t  
1  I t  t  O 



Le tableau F résume l e s  recherches entreprises pour déterminer 

l e s  conditions optimales dlhy.drolyse quantitative. Deux points essentiels 

se  posent dans ce domaine : 1 )  l'hydrolyse doit ê t re  totale, m a i s  

2) l e s  nucléotides ne doivent subir aucune dégrad a t '  ion. 

- Résistance à l'hydrolyse alcaline 

L'hydrolyse alcaline s e  développe par étapes. Très rapide, 

dans l e s  premiers temps de l a  réaction, e l l e  provoque un morcellement 

des chaines nucléotidiques de sorte que l ' on  obtient rapidement une 

fraction acido-soluble. FZECK e t  MüXRO (293) ont montré qu'après une 

heure de contact à 370C avec une solution de soude 0,3 N, l a  fraction 

ARN devenait acido-soluble. Par contre l a  libération quantitative des 

mononucléotides à pa r t i r  de ces fragments polynucléotidiques e s t  

beaucoup plus lente. Plusieurs facteurs interviennent dans ce 

phénomène de résistance vis à vis  des alcalis .  

Dans l e  cas des préparations obtenues pm l a  méthode de 

SCHMIm e t  THANNHAUSER (voir page-51-), il peut se produire une 

neutralisation par t ie l le  des a lcal is  par l e s  traces d'acide trichlora- 

cétique restant adsorbés sur l e  précipité. E h  outre, une certaine quantité 

d'alcali pourra 8tre  consommée par des réactions de saponification de 

l a  f r a t i o n  lipidique résiduelle. W i n ,  l a  présence d'un taux élevé 

de protéines introduit  un effet  tampon qyi modifie de façon Importa.nte 

l a  cinétique d'hydrolyse. Hous verrons cependant, p a ~ .  ai l leurs,  (page 79) 
que cet effe t  tampon e s t  salutaire vis à vis des désminations de 

l 'acide cytidilique. Il convient donc de ten i r  compte de ces différentes 

actions secondaires dans l a  détermination des concentrations optimales 

d'alcali. 

Le problème l e  plus important à envisager reste cependant 

celui des différences de s tab i l i t é  des l iaisons phosphodiesters. Des 

études cinétiques de l'hydrolyse alcaline ont é té  effectuées 

(CAVALLERI (294), BACmR (295), HAXIM (296) ,  KUTREIDER ( 297 ) )  ; 



l e s  l iaisons purine - nuclgotide sont, en particulier, plus résistantes 

que l e s  l iaisons pyrimidiques (MAGBSANIK e t  CHCBGAFF (323), BOULANGER 

e t  al. (324), MONTREUIL (325), LANE e t  BUTLER (726)). Les l iaisons 

pyrimidiques sont Itstabiliséestt par l a  substitution d'un groupement 

6 - Ni2 par un groupement 6 - OH (LANE e t  ALLm (327)). RICH (328) 

a confirmé ces résul ta ts  par des expérimentations sur des polynucléotides 

de synthèse. LANE e t  BUTLER (329) ont caractérisé, enfin, d m  l a  

fraction alcal i  résistante des dinucléotides ApAp en proportion 

dominante. Nous rassemblons, dans l e  tableau G, l e s  travaux des principaux 

auteurs qui se sont attachés à étudier l e  pourcentage d'oligonucléotides 

rés is tants  à l'hydrolyse dcal ine.  Diverses explications ont été envisagées 

pour jus t i f ie r  cet te  propriété particulière. BROWN e t  TODD (330) ont 

fait intervenir des l iaisons "phospho-aidett qui empêcheraient 

(notamment dans l e  cas des nucléotides peptides) l a  fomation des 

t r i e s t e r s  cycliques intermédiaires (voir l e  üiécanisme de l'hydrolyse : 

page 21  ). L'explication actuellement proposée es t  l a  présence d'un 

substituant occasionnel sur l'hydroxyle 2' du ribose qui s'opposerait 

ég,?lemeiit à l a  fomation du dérivé cyclique. En effet ,  l e  2 - méthy-1 

ribose a été ident i f ié  dms certaines préparations (SIITH e t  DUNN (331) 

BRAhIEFMAN e t  CHkRGAFF (332)). MORISAWA (333) vient de montrer que l e s  

dinucléotides alcali-stables de l t A R N  du foie  de r a t  fournissent, 

après digestion enzymatique, l a  2' - O - iriéthylguanosine e t  l a  

2'  - O - méthylcytidine en plus des nucléotides habituels. Ces 

dinucléotides posséderaient l a  structure schématisée dans l a  figure 1 1 ,  

où X e s t  l e  2-méthylriboside de G ou C,  Y étant un riboside normal 

de U, G, C ou A. Selon MORISAIrTA, ces dinucléotides constitueraient, avec 

l e  guanosine - diphosphate (voir page 19 ) provenant de l'extrémité 

de l a  chaîne (MARKHAN, MATTIEWS, PJTH (334), l e s  3,6 pl00 du phosphore 

ARN to ta l  du foie de rat. Des 2'-O-méthylribonucléotides ont été 

caractérisés aussi par HALL (335) dms 1'AEW de levure. 

Quelles que soient l e s  conditions d'hydrolyse retenues, il 

semble donc, d'après ces travaux, qu ' i l  demeure impossible d 'évi ter  

cette l imite particulière, qui e s t  fonction du taux de nucléotides 





X:Guanosine ; y :  Adénosine 

Structure d'un din ucléotide. alcali-sta ble. 



substi tués en 2 ' .  Ce f a t  pourrait représenter un problème imporJ6ant dans 

l e  cas où ce taux s e r a i t  t r è s  différent  pour l e s  ARlJ de t i ssus  cancéreux. 

Il apparaitrai t  imanquablement, d3n.s ce cas, une erreur pax défaut 

dans l e s  études de composition. Némoins,  ces dérivés par t icul iers  

ne semblent exis ter  dans l e s  ARTJ normaux qu'à l ' é t a t  de traces. Nous 

évoquerons ce problème dans nos travaux personnels p u r  tenter  d'expliquer 

l a  nature de composés anormaux qui subsistent dans tous l e s  hydrolysats 

a lca l ins  d'AR3 (voir? travaux personne$,). 

Parallèlement à ce problème de l a  résistance à l'hydrolyse 

alcal ine,  l a  détermination des conditions d'hydrolyse doit  égalemefit 

t en i r  compte de l a  s t ab i l i t é  des nucléotides el1 milieu alcalin. 

- S t a W i t é  des nucléotides en milieu a lcal in  

-- cas des nucléotides puriques 

Les nucléotides puriques sont stables dans l e s  solutions 0,3 

ou 0,5 1t d 'a lca l i  à 37OC. Cependant, une étude chimique récente de JONES 

e t  al (343) a permis de prédiser l e s  t r o i s  types de dégradation qui 

peuvent s e  produire dans des conditions plus drastiques ; nous l e s  avons 

indiquées dans l a  f igure 1 2, pour l e  cas de 1 ' adénine. Cette dernière 

e s t  l a  moins stcble par sui te  de l a  présence du groupe 6 - NX2 ; l e s  

dérivés de l a  guaaine, de même que ceux de l a  Xanthine e t  de llhypo- 

xanthine, sont t r è s  stables dans l e s  mêmes conditions, 

-2 cas des nucléoJ~ides pyrimidiques 

Le groupe 5 - NH2 de l ' ac ide  cytidylique provoque une 

l a b i l i t é  pazticulière de ce nucléotide en n i l i eu  alcalin,  q u  s e  trans- 

forme a i s b e n t  en acide uridylique par désamination. WiIRCSSDE e t  a1.(344) 

e t  MANDEZ e t  al. (345) n'ont pas constaté de désamination de l ' ac ide  

cytidylique au cours de l'hydrolyse d'un extra i t  t i s su la i re  par des 

solutions de soude 0,3 à 1 $ 5  N, à 37OC pendant 1 5 à 42 heures. Par 

contre, 1,iARIm e t  al. (346) e t  DAVIDSON e t  SEIELLIE (347) ont noté 

10 à 20 p 100 de désamination de l ' ac ide  cytidylique pur en présence 
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de solut ions d ' a l c a l i  0 ,3  à 1 N pendant 12 à 18 heures, à 20 e t  37OC. Eh 

présence de potasse 0,3 N, à 370C pendant 18 heures, une désamination 

de 2 à 3 p 100 a é t é  carac té r i sée  par  plusieurs  auteurs  (LORIITG e t  ai. 

(348) ; HALL et ALLEN (349) ; KLEINSCE4IDT e t  TIANTHEX (350)). FLECK e t  

TWNRO (351 ) ont défnontré, en outre ,  que l a  désainination de 1 'acide cyti-  

dylique apparai t  au cours de 1 'hydrolyse de pr4parations pur i f iées  dl AFOJ 

par  l a  potasse 1 N, à 37OC pendmt 24 heures ; d m s  l e s  mêmes conditions 

avec l a  potasse 0 ,3  N, l ' a c ide  cytidylique e s t  s tab le .  DERUFIEZ (352) 

a présenté receinment une étude c r i t i q u e  de ce phénomène ; se s  conclusions 

sont  l e s  suivantes : 

1 - l a  potasse e s t  plus a g p e s s i v e  que l a  soude 

2 - l e s  protéines exercent un e f f e t  protecteur  s u r  l e s  produits 

d1 hydrolyse. En 1 'absence de protéines,  l ' liydrolyse d o i t  ê t r e  effectuée 

par  l a  soude O , 3  N à 20°C pendant 24 heures pour é v i t e r  tou te  désamination. 

3 - l 'hydrolyse des e x t r z i t s  obtenus par  l a  méthode de SCHPDM' e t  

THBNNWAUSER e s t  quant i ta t ive  avec l a  soude 0,5 N, - 37% pendant 18 heures 

( l a  désamination de l ' a c i d e  cytidylique r e s t e  i n fé r i eu re  à 2 p 100). 

fonction des d i f f é r en t s  travaux que nous venons de 

résunler, nous pûuvons dom considérer  que l e s  conditions optirnales de 

l 'hydrolyse quant i ta t ive  des kR3i par  l e s  a l c d i s  sont l e s  su ivmtes  : 

so lu t ions  de soude 0,3 N, à 20CC p;enda~t  24 heures, dans l e  cas de 

préparations pures dlfiRN ; solutioiis de soude 0 , s  N, à 37OC pendant 

1 8 heures, pour l e s  e x t r a i t s  t i s s u l a i r e s  ( t r ich loracé t ique  ou perchlo- 

rique).  L1  existence de l i a i sons  nucléo t idiques a l ca l i - r é s i s  t an t e s  

l a i s s e  cependant subs i s t e r  des t r aces  dlol igor~ucléot ides .  Enfin, dans 

l e  cas  de l a  méthode de SCmJIM' e t  THLEINHAUSER, l e s  a i c d i s  dégradent 

simultanément l e s  nzacromolécvles qui accompagnent l e s  AFUY dans l e  

p réc ip i t é  t r ichloracét ique.  



- Action des a l c a l i s  su r  l e s  nacromolécules accompagnant l e s  ARN 

Au cours de l 'hydrolyse a lca l ine ,  il s e  produit des dégrada- 

t ions  plus ou moins profoiid.es des D N ,  des protéines e t  des complexes 

d 'o r ig ine  l ip id ique  qui accompagrLent l e s  ARN dans l e s  e x t r a i t s  t r ichlora-  

cétiques. 

KUEH13Qh' -- af.ipl(353) ont  ilo ont ré que l e s  se  dégradaient 

dans l e s  so lu t ions  a lca l ines  1 EJ, à 37O - 400C. Cependant, dans l e s  

so lu t ions  0 , 3  e t  0 ,5 N, l ' A D N  e s t  s t a b l e  e t  ne sub i t  pas de dégradation 

importante. 

La  f r a c t i o n  pr0téiqu.e s e  dénature e t  s 'hydrolyse plus  ou 

moins profondément dans l e s  conditions s tmdasd  de l 'hydrolyse des 

LW. Une f r a c t i o n  acidosoluble (oligopeptides e t  acides aminés) s e  

l i b è r e  au cours de l 'hydrolyse e t  v i en t  s o u i l l e r  l a  so lu t ion  f ina l e .  

Cependmt , se lon  FLECK e t  N'UT\lRO (354), l e s  solut ions de potasse 0,3 l? 

à 370C ou de soude 1 N à 200C, pendant une heure, ne l i b è r e n t  pas de 

f r a c t i o n  protéique acidosoluble ; seule  l a  f r a c t i o n  ARN, partiellement 

dégradée, e s t  soluble  à pH = 4 - 4,S. Il e s t  donc possible,  s e lon  ces 

auteurs,  d 'appl iquer  ces conditions pour doser sélecJcivefiient l e s  GRN 

par spectrophotomé b r i e  en lumière u l t r a v i o l e t t e ,  

Nous avons vu à l a  page 57 que l a  dé l ip ida t ion  ne permettait  

pas d 'é l iminer  une f r ac t ion  phospholipidique qui cons t i tue  se lon  

HAWHOFOJE (355) des complexes l ipoprotéiques.  Les a l c a l i s  hydrolysent 

ces conposés e t  l i b è r e n t  des composés phosphorylés non-nucléotidiques 

d 'or igine l i p id ique  (acides i n o s i t o l  phosphorique, acide glycérophos- 

phorique , phosphosérine) (vo i r  page-137-) . Nous avons nous mêmes 

carac tdr i sé  d ' au t r e s  dérivés phosphorylés t e l s  c,ue l a  phosphothréonine 

e t  l a  phosphocolamine (voi r  travaux personnelsk 

Ces d i f f é r en t s  produi ts  de dégradation des protéines e t  des 

l ipopro té ides  viennent s o u i l l e r  l e s  hydrolysats a lca l ins .  Il e s t  nécessaire 

d 'en é l i a i n e r  l a  majeure pa r t i e  pour é v i t e r  l e s  interférences dans l e s  

dosages de phosphore ou l e s  mesures d 'absorpt ion en lumière u l t r av io l e t t e .  

Il convient donc, après l 'hydrolyse a l ca l ine ,  dc p u r i f i e r  l e s  

hydrolysats avant de séparer l c s  nucléotides.  



PurificaLion des h;ydrolgsats 

L1hydrolysat d c a l i n  cont ient  : 

- une f r a c t i o n  macromoléculaire r é s idue l l e  const i tuée des protéines 

déna-ttlrées e t  des  ADN 

- une f r a c t i o n  rnicromoléculaire qui con t i e r~ t  outre  l e s  ribonucléotides,  

des  i ons  minéraux, des pept i tes ,  des acides aminés e t  des composés 

phosphores, non -nucléotidiques, Les ions minéraux sont  génants pour l e s  

s6parat ions chronatographiques e t  l e s  micromolécules organiques 

i n t e r f è r e n t  das l e s  dosages. 

la f r a c t i o n  macromoléculaire e s t  p réc ip i  tee par  1 ' ac id i f i ca t ion  de 

l thydro lysa t .  De nombreux auteurs  a jus ten t  l a  so lu t ion  à pH = 1 ; l e  

p réc ip i t é  e s t  l avé  plusieurs  f o i s  p2r l e s  acides di lués .  TX)NTREUIL (356) 

a montré que 1' ac id i f i ca t ion  à pIi = 4,2 par  l ' a c ide  formique p r é c i p i t a i t  

quantitativement l e  résidu macromoléculaire, L ' &.Dl$, dans ce cas ,  n t  e s t  

pas dégradé e t  peut g t r e  e x t r a i t  du p réc ip i t é  par l 'mnoniaque à 5 p 100. 

DAOUST e t  HOPPER (357) ont précisé ,  en out re ,  que deux lavages du préc ip i té  

par  l e s  acides d i lués  5 ta ien t  su f f i s an t s  pour e x t r a i r e  tou tes  l e s  

micror?oléculùs phophorylées ; des lavages répétés  augmentent l a  contami- 

na t ion  pro"cique de 1~ f r a c t i o n  acidosoluble. SCaLTDT, HECHT e t  

THAJ!~GUSEB (358) ont recornnlmd6 l ' a d d i t i o n  de s é m  dbumine pour 

f a c i l i t e r  l a  précipitati011 de llADI:J, quand ce dern ier  n ' e s t  présent qu'à 

l ' é t a t  de t races ,  i&4FXKAfv2 (359) e t  S+EWLïE e t  KROTKOV (360) ont a jouté  

des i ons  hlgu pour l a  neme r l i son .  W i n  î4c INTIRE e t  SPROULL (361 ) ont  

recormandé l e s  protamines pour m é l i o r e r  l a  préc ip i ta t ion  de l 'ADN. 

l a  f r a c t i o n  micromoléculaire peut ê t r e  pur i f iée  par  d i f f é r en te s  

méthodes. D a n s  l e  cas  des hydrolyses par l a  potasse, l f a c i d i f i c a t i o n  e s t  
4- ef fec tuée  par  1' acide perchlorique qui permet d J é l i i l i n e r  l e s  ions  K sous 

foune de perchlorate  (DAVIDSOTT e t  SilELLIE (362) ; SCEFRAXO e t  KaLCKAR (363) 

e t  SCHIrCDT (364)). Ce procédé provoque cependant un ectrainement i r réver -  

s i b l e  de 3 à 5 p 100 des nucléot ides  de l 'hydrolysat  (vo i r ,  en p a r t i c u l i e r ,  

COGITO e t  LAD~JRON (365)). TIASJDEZ,, IEILL e t  LEDIG (366) préc ip i ten t  



sélectivement l e s  ï ibonucléotides sous f o m e  de s e l s  de plomb. De 

nombreux auteurs ont préféré l e s  r é s ines  à échange de cat ions : 
+ Dowex 50 x 2 - H ou Dowex 50 x 4 - H' (IIARILTJ e t  al. (367) ; KEBR e t  21. 

(368)  ; VOLKIN e t  ASTRCICHM ((369) 9 DEKE3 e t  D m  (370) ; IIONTREUIL 

e t  al. (371)). Il e s t  possible dans ce cas d'éliminer à l a  f o i s  l e s  

cat ions e t  l a  mNeure pa r t i e  des peptides e t  ainico acides. Min des 

techniques plus récentes  ont é t é  proposées pour ces pur i f ica t ions  : 

électrophorèse s u r  papier (JAENIcKE e t  al. (372) ; DED'EL (373)), 

chroma~ographie sur papier (PUSTER (374)), chromatographie sur des 

rSsines à échange d ' ions (REICHART e t  aï.. (375) ; KHYf? e t  COHN (376); 

COHN e t  BOLLEI (377) ) , chromatographie en couche mince (R~QSDERCITH (378) ) . 

B - SEPtiRATIOTU' DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

Selon l e  type d'hydrolyse envisagé, nous distinguerons 

1 ) l e s  méthodes de séparat ion des bases, 2) l e s  procédés d t m d y s e  du 

nélange des bases puriques e t  des nucléotides pyrhlidiques e t  3) l e s  

techniques de séparat ion des nucléotides.  

1 O) Séparation des bases (*) 

COHN (379) a in t rodu i t  l a  chromatographie des bases s u r  des 

colonnes d'échangeurs 6'ion.s c e t t e  dernikre peut ê t r e  r é a l i s é e  avec 

succès s u r  des  rés ines  à échilnge de cawons ou dl anions. La chroinato- 

graphie de partage s u r  amidon a é t 6  n i s e  au point  par D U A N  (380) ; 

DALY c t  I'IIRSKY (381 ) ont adapté ce procédé à l a  détermination automatique 

des rapports  molaires des bases. Plus récem?ent, STUBAUGH e t  WLLSON (382) 

ont n i s  au point  une méthode de chronatographie sur charbon ac t ivé  ( ~ a r c o ) .  

(*) pour l e s  d é t a i l s  v o i r  SOULANGER e t  MONTREUIL ( 3 8 3 )  . 



HOHN e t  P O L L i b m  (384) ont ais au point l a  séparation des bases par 

chroma-bgraphie sur  des colonnes de siphadex G 25 (e lu t ion  en tampon 

carbonate d'm~n~onium 0,01 11). Néanmoins, l a  chromatographie sur papier 

a é t é  l a  plus appliquée ; l e s  systèmes solvants l e s  plus sa t i s f a i san t s  

sont  l e s  suivants : 

1i"LARKBAliE e t  S E T H  (385): 

n - butanol - eau (86/14) 

n - butanol - éthanol - eau (50/15/3~) 

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

WYATT ( 3 6 )  : 

Isopropanol - HC1 - eau ( 1  70/41/39) 

Isopropanol - eau (65/35). 

La chromatographie bi-dimensionnelle a é t é  appliquée avec 

succès (en pa r t i cu l i e r  par WYATT (387)) pour l a  séparation de mélanges 

complexes de bases e t  nucléosides. La séparation de plus de 20 dérivés 

de subs t i tu t ion  de l a  purine a é t é  effectuée mec succès par ALBERT et  

BROTd'N (388) dans l e  système solvant n-butanol - acide acétique 5 N (2/1). 

Llélectrophorèse sur papier permet de séparer l e s  bases de façon sa t i s fa i -  

s an te  (voi r  en pa r t i cu l i e r  DIIbiROTH e t  21 (389), 'dEXKHEISER e t  VIMZWR (390), 

BURMA (391 ), FOSTER e t  al. (392), P'IUT.WEE (393), KARINOYE e t  IIOUE (394)). 

Ektfin 3Ic GEE (395) a obtenu t r è s  récemalent une sésarat ion sa t i s f a i san te  des 

bases par chromatographie en phase gazeuse, sous forme de dérivés méthy-lés 

par 1 'hydroxyde de tétraméhtylammonim. 

20) Séparation du mélange des bases puriques e t  nucl6otides 

pyrimidiques 

Le syst'éme solvant de SMITH e t  M m A M .  (396) r é a l i s e  l a  

sépaxation du mélange des &es puricpes e t  des nucléotides pyrlr;lidiques 

obtenu par l 'hydrolyse des ARPj par l e s  acides chlorhydrique ou sulfurique 

1 N, à 1000C (voi r  page 70 ) ; il s ' a g i t  du mélange butanol t e r t i a i r e  - 
acide chlorhydrique - eau (700 - 132 - 168). 



30) Séparation des nucléotides 

Les ribonucléotides ont é t é  a.naiysés essentiellement par 

chromatographie sur des colonnes de résines à échange d'ions ou par 

chromatographie e t  électrophorèse sur papier. Diverses autres techniques 

ont été, en outre, expérimentées. 

a - chromatographie sur résine 

La chromatographie des nucléotides sur  colonne de ' =-&sine à 

échange d'ions met à profi t  l e  caractère acide de ces composés, La 

présence d'un radical  phosphoryle dans l eu r  molécule confère aux nucléo- 

tides des propriétés d'acide fo r t .  Cependant, l a  charge to ta le  d 

nucléotide es t  l a  somme des charges provenant de l l ion i sa t ion  du radical 

phosphoryle e t  des fonctions des bases puriques e t  pyrimidiques e t  e l l e  

varie avec l e  pu. 

Les nucléotides présentent aux pH élevés une grande a f f in i t é  

pour l e s  échangeurs d'anions. Inversement, pour l e s  vdeurs  basses de 

pfI, i ls sont f ixés  par l e s  échangeurs de cations. Dans l e s  deux cas, 

l l é l u t i on  peut 8 tse  effectuée, so i t  par une augmentation de la  concen- 

t ra t ion d'un ion  compétitif, s o i t  en mo?ifla.nt l e  pH, de façon à abaisses 

ou à inverser l a  charge to ta le  des nucléotides. 

La séparation des mononucléotides sur résine à échange d'ions 

a ét6 mise au point par  COHN (397) e t  par CARTER e t  coll. (398). Elle 

a conduit à l a  mise en évidence des isomères a (2'-phosphate) e t  b 

(3'-phosphate) dont l a  découverte a apporté des renseignements précieux 

sur l a  structure des ARlT (COHN (399)), e t  sur l e  mécanisme de 1 'hydrolyse 

d c a l i n e  des ARN (voir  page 2 0 ) .  

Le@ échangeur d e  cations, généralement ut i l i sé& e s t  l e  Dowex 50, 

rdsine plystyr,ène sulfoné, sous l a  forme acide e t  1' élution des 

nucléotides introduits  en solution dans l 'ac ide  acétique 0,l M e s t  

réalisée par l e  passage d'une solution d'acide acétique 0,l N (COHN (400)). 

MONTREUIL (401 ) e t ,  à sa  suite, DERUMEZ (402) ont montré que l e s  
+ ribonucléotides introduits  à pH 4 sur une colonne de Dowex 50 (H ), 



de Permutite - 50 ou d18mberlite -IB - 120 (mesh 25-50) pouvaient ê t re  

déplacés par 1 'eau d is t i l l ée  dans 1 'ordre suivant : acide uridylique, 

acide guanylique e t  ensemble l e s  acides cytidylique e t  adénylique 

(voir travaux personnels). Plus récemment, U T Z  e t  COMB (403) ont montré 

que l e s  ribonucléotides en solution dans l 'acide chlorhydrique 0,05 N 

pouvaient ê t re  séparés sur une toute peti te colonne (0,9 x 5,0 cm) de 

Dowex - 50 x 4 (mesh 200-400) (H') par l e  passage successif d'acide 

chiorhydrique 0,05 N pour 1 'acide uridylique e t  par 1 'eau d i s t i l l é e  

pcur l e s  autres nucléotides , 1 ' acide guanylique précédant l e s  acides 

adénylique e t  cytidylique glués ensembles (KATZ e t  COPB (404)). 

Dans nos recherches personnelles, nous avons u t i l i s é  l e  

Dowex - 50 uniquement pour purifier  l e s  hydrolysats alcalins des ARN, 

l e s  nucléotides élués ensembles étant ensuite séparés par  chromatographie, 

par électrophorèse ou par électro-chromato$raphie sur papier. 

Les échangeurs d'anions, employés l e  plus couramment, sont l e  

Dowex - 1 e t  l e  Dowex - 2 sous l a  forme chlorure (COHN (405)), l 'é lut ion 

des nucléotides étant réalisée par l e  passage de l 'acide chlorhydrique 

dilué. Cette technique de séparation des ribaaononucléotides a été 

u t i l i sée  par VOLKIN e t  CARTER (406), pour étudier l a  composition des 

ARN des t issus sains e t  néoplasiques de différents mammifères e t  pour 

mesurer l e s  act ivi tés  spécifiques des nucléotides provenant dtARN marqués. 

Elle a aussi été appliquée par OLMSTED e t  VUILEE (407) e t  DE LAMIRANDE, 

&LARD e t  CANTERO (408). L a  méthode a é té  améliorée en 1958 par FûMlIS 

e t  BLUMmU (409) qui  ont u t i l i s é ,  pour effectuer l 'élution,  un gradient 

concave d t  acide chlorhydrique e t  chlorure de calcium, l e  pH décroissant 

de 4 à 2 e t  l a  concentration en chiorure de calcium croissant jmquià 

0,14 M. L y élimination du chlorure de calcium se f a i t  par un mélange 

d'alcool e t  d'éther qyi l e  dissout complètement alors que l e s  nucléotides 

restés en suspension peuvent ê t re  récupérés par  centrifugation. 

Les résines à échange d'ions ont encore é té  employées sous 

l a  forme formiate, l l é lu t ion  des nucléotides étant réalisée par un 

gradient discontinu (COHN e t  CARTER (410)) ou continu dl acide formique 



(KITRLBERT e t  co l l ,  (41 1 ) ) . L l élution peut se f a i r e  aussi successivement, 

avec de l ' ac ide  formique dilué qui diplace des acides cytidylique e t  

adénylique, puis avec des solutions tamponnées (mélange d'acide formique 

e t  de formiate de sod-ium) qui déplacent l e s  acides formique e t  guaqlique 

(COHN e t  TTOLECTN ( 412)). Cette technique a été u t i l i s ée  par MORTREUIL 

et KHOUVINE (41 3 )  p o u  l a  détermination des radioactivi tés spécifiques 

des différents nucléotides. 

En 1960, C O m  (41 4) préconisa d ' u t i l i s e r  un gradient d'acide 

formique e t  formiate d'ammonium e t ,  un peu plus tard, il conseil la  

(COHN e t  BOLLW (41 5) $ 1' emploi des bicarbonates qui se  décomposent 

rapidement au cours du passage sur l a  résine avec perte de CO e t  2 
élévation du pH. Ces éluants sont préférables aux solutions sal ines 

e t  aux solutions habituellement u t i l i sées ,  car  i l s  évitent l'hydrolyse 

des nucléotides au cours de l a  chromatographie, 

Les procédés d'élution des nucléotides ont subi de nombreuses 

modif icûtions, VADE (41 6) , par exemple, a étudié 1 l influence de l a  

concentration sal ine e t  du changement de pH de l t é l uan t  sur l a  résolution 

des nucléotides, e t  ANDERSOH e t  coll.  (417) ont décr i t  une méthode 

permettant de séparer su r  l a  même colonne de Dowex 1 x 8 (0,g x 150 cms ; 

mesh 400) l e s  bases, l e s  nucléosides e t  l e s  nucléotides. HORI e t  

KONISHI (418) ont récemment adapté ce t t e  technique en analyse automatique 

avec un gradient de concentration d'acétate pH = 4,4, obtenu à llautogr.ad 

de 0,l à 2,S M. Les séparations sont effectuées à l 'autoanalyseur, 

MKLmk l e s  perfectionnements a2portés à l a  méthode, l a  

chromatographie des nucléotides sur  résine à échange d ' aaions, appliquée 

à des hydrolysats dtARIJ, demeure une technique longue e t  délicate,  Il 

e s t  v ra i  que l e s  collecteurs de fract ions e t  l e s  appareils dfenregistremnt 

automatique des densités optiques ont f a c i l i t é  beaucoup l a  tache des 

chercheurs, Cependant bien souvent, ceux-ci doivent vé r i f i e r  l a  pureté 

des composés élués, par chromatographie sur  papier ou par électrophorèse, 

ca r  l e s  souil lures sont nombreuses. Par exenple, YABIANA e t  SIBhTANI (41 9) 

ont montré que l 'acide uridylique é t a i t  élué en même temps que de liombreuses 

substances de meme densité optique qui introduisent une cause d'erreur 



dans l e s  doszges. D e  même K O S D A  e t  col le  (420) ont d b d Q  l a  présence 

de contminants dans l e s  fract ions d'acides uridylique e t  guanylique, 

élués ensembles dlune résine de Dowex 1 x 8 (forme formiate), Souvent, 

l e s  nucléotides sont souil l6s de phosphate minéral, ce qui a amené 

MITSUI, ISIIUIA e t  OSAWA (421) à modifier l a  méthode décli te  par OSAWA 

e t  col l .  (422) : après leur  séparation sur  Dowex 1 ,  l e s  solutions de 

mononucléotides sont agitéos avec un égal volume d'un mélange de benzène 

e t  dlisobutanol ( 2  : 2 )  en présence de molybdate dlammonium 0,0026 M 

e t  df  acide sulfusique 0,l M, pour éliminer l e s  contminants, 

La chromatogsaphie des nucléotides su r  échangeurs d'anions 

colnnait cependant encore de nombreux adeptes (voir par exemple : 

NOP2URA e t  coll.  (423), ISHIHUTA e t  coll.  (424), SIBATNI e t  coll .  (425), 

SRINIVASAN (426), ALLFZY e t  MIRSKY (427), HIATT (428), OTAKA e t  coll.  

(429), CANTOR1 e t  coll .  (430), KITAZUQ3 e t  YCAS (431 ), ATCWH e t  coll .  

(432), BRACHET e t  co l l ,  (433), DECROLY e t  co l l e  (434) e t  HAYASEII e t  

SPIEGEU1A.N (435). Il e s t  vrai que lorsque l e s  ARN ont é té  préalablemefit 

i solés  par extraction phénolique suivie d'un fractionnement pûr chromato- 

graphie ou centrifugation différentielle comme i ls  l e  sont généralement 

dans l e s  études actuelles des AnN messagers, solubles e t  ribosomaux, l e s  

hydrolysats contiennent moins de contaminants susceptibles de pertwber 

l a  résolution des nucléotides sur  résine. Toutefois, il semble préférable, 

avünt de procéder ?i lladsorp'cicjn des nucléotides sur Dowex-1, de pur i f ier  

corne l e  font BRACHET e t  coll.  (436), DECROLY e t  co l l e  (437), 1 'hydrolysat 

EIIW par une chromatographie sur  charbon qui ne re t i en t  pas l e s  impuretés 

m a i s  fixe l e s  nucléotides que l 'on élue ensuite par l e  passage dtwi 

mélange de pyridine e t  dl alcool (BANDEL e t  REVEL (438)). 

chromatographie sur papier 

La chromatographie sur  papier res te  l a  méthode l a  plus 

u t i l i sée ,  car  e l l e  e s t  plus &ple, plus ra~>ide  e t  plus exacte. 

MflRKilllM (439) e t  de nornbreux systèmes solvants ont é té  décri ts  : 



Celui de CHk4;GEiFF e t  co l l .  (440)) VISCHER e t  co l l .  (441 ) , f l A G A S m K  

e t  co l l .  (442), ELSON e t  CHARGAFF (443), BRAbJERMAX e t  CHARGkFF (444) 

(acide isobutyrique tamponnée) ne permet pas l a  séparation des acides 

-4~ l ique  e t  g u w l i q u e  qui doivent ê t r e  dosés ensemble ; l a  méthode 

chromatographique bidimensionnelle publiée en 1960 i,ar LIPSHITZ e t  

CHkRGkEE' (445) ne s e  prête  pas à des dosages en s é r i e ,  pas plus que 

c e l l e  de CRESIIFIELD e t  ALLEN (446) 

BOULANGER e t  tIO8TREUTL (447) ont m i s  au point une s é r i e  de solvants 

phénoliques dont 1 t u t i l i s z t i o n  permet l a  séparation des 4 ribomon?nucléo- 

t i d e s  ; l e  dosage spectrophotométrique rendu impossible par l a  présence 

du phénol, e s t  remplacé par un dosage calorimétrique du phosphore selon 

l a  méthode il' ALLEN (448) modifiés, 

D'autres systèmes solvants ont é té  proposés, en p u t i c u l i e r  par : 

CARTER (449) : solut ion aqueuse à 5 p 100 ( p  :v) de phosphate disodique 

saturée d'alcool ~soamylique. 

MARKHfLM e t  SMITH (450) : solut ion aqueuse saturée de su l f a t e  dtamionium/ 

tampon, acétate  de sodium 0,lM pH 6/isopropanol, (79 : 19 : 2) ; ce  

système solvant ne sépare pas l e s  acides ~ y t i ~ y l i q u e  e t  uridylique. 

CA.RIE1STIER (451 ) : alcool isomylique/tétrahydrofu~urd/citrate de 

potassium 0,081? pH 3,02, (1 : 1 : l ) ,  

KIRBY (452) : 1 ) méthanol/acide chlorhydrique concentré/eau, (70 : 20 : 

10) ; 2) méth~nol/éthanol/acide chlorhydrique concentré/eau, 

(50 : 25 : 6 : 19) ; 3) rnét~l-éthyl-cétone/butanol t e r t i a i r e l ac ide  

acétique/acide chlorhydrique/eau, ( 2 2 , ~  : 22,5 : 35 : 19 : 1 ), 
MANDEL, WEILL e t  LEDIG (453) ont pu'olié une méthode chromatographique 

en deux temps, Une première chromatographie de 48 heures dans l e  système 

solvant  : propanol/arnmoniaque/ea~7 (60 : 30 r 10) permet d ' i s o l e r  

lIaci.de guanylique des t r o i s  autres  nucléotides qui sont séparés dans LUI 

système solvant 5 base dl isoàutyrate  dtarnmonium (acide isobutyrique/ 

ammoniaque 0 , 5 ~ ) ,  (50 : 36) pH 7 : c e t t e  deuxième chromatographie s e  fa i t  

dans l e  même sens que l a  première après sécha( 2 du papier, découpage de 

Ja p a r t i e  supérieure où s e  trouve 1 'acide guanylique e t  remplacement de 

c e l l e - c i  par un morceau de papier de mêmes dimensions. 



LBNE (454) obtient  de bonnes séparations des nucléotides par chromato- 

graphie sur papier imprégné de su l fa te  d'maniaque, avec un système 

solvant qui e s t  un mélange d r  éthanol à 95 p 100 e t  d'eau (80 : 20). Une 

chromatographie de 15 à 24 heures à 22OC sépare l e s  nucléotides dans 

1 'ordre suivant : acides cytidylique , g u m y l i q ~ e  , adénylique , uridylique. 

GERLACH e t  coll .  (455) viennent de donner l a  composition de différents 

systèmes solvants qui permettent de séparer, selon l e s  auteurs, l e s  bases 

l e s  nucléosides e t  l e s  nucléotides. 

BRDBEEX. e t  JABVIS (456) ont décr i t  récemient un procédé de c21romato- 

graphie bi-dimensionnelle qui sépare l e  mélange des bases, nucléosides 

e t  nucléotides, Les systèmes solvants sont les  suivûnts : 1-n-propanol 

ammoniaque-eau (3-1-1 ) e t  2 - alcool anylique t e r t i s i r e  - acide 

fornique à 90 p 100 - eau (3-1 -3). 

Certains auteurs ont préconisé ltarr,ploi des papiers échangeurs 

d'ions pour séparer l e s  ribomononucléotides : 

- papier celluiosique contenant 46,6 p 100 en poids dlAmberlite, résine 

fortement basique (forme formiate). On f a i t  migrer pendant 2 heures, e t  

de bas en haut, de l ' ac ide  formique 3,8 1.1, puis l e  papier e s t  séché à 

l ' a i r  e t  coupé à 10,4 cm de l 'origine. Le développement du chromatopamme 

pendant 6 heures avec du formiate d1 ûmmonium 0,S )l de pH 5 achève l a  

séparation des nucléotides récupérés par élution des bardes de 0,8 cm e t  

repérés p a r  l eur  densité optique à 260 mu (SMILLIE (457). 

- papier \Jhatmû,ul nO1 inprégaé de polyéthylène-bine : l a  chromatographie 

es t  réâ l isée  avec des solutions d 'électrolytes neutres (RABDERASH (458), 

VERAC~ERT e t  COU. (459)). 

- papier de diéthylainoéthyl-cellulose   DE^) sous l a  forme formiate ; 

nigration pendmt 2 à 3 heures d'acide formique 0,OS M ; U e t  G migrent 

ensemble e t  sont séparés par passage, en sens inverse, dans c e t t e  zone, 

d'acide fornique 4 14, 45 m (JACOBSOX (460)). 



- papier ridhatman DE - 20, pour séperer l e s  nucléotides sous forme de 

complexes b ~ r a t é s .  Le système solvmt  u'1ilis6 es t  l e  mélange : car'uonate 

d '  ammonium 0,îM - tétraboraJce de sodium 0,005 11 (6 heures de migration) 

( JACOBSON (46 1 ) ) . 

c - procédés divers 

chromatographie de Gel-f i l t r z t i o n  

GELOTTE (462) a appliqué l a  f i l t r a t i o n  sur gel de séphadex 

G-25 pour séparer l e s  nuc1éot;ides. L1éli*tion é t a i t  réa l isée  par une 

solution C l N a  0 ,2  M. HONIT e t  POLLPSUIIT (463) ont obtenu des séparations 

de nucléotides sur l e  Séphadex G 2 5 ,  par élution avec wi tampon carbonate 

dtammonium 0,0114 à pH = 7,6. STICIGUTD (464) a séparé l e s  nucléotides 

par chromatographie bi-dimensionnelle en couche mince de Séphadex. 

~Sxromatographie sur  l e s  celluloses modifiées 

Les nucléotides ptuvent égalcri-nt ê t re  séparés par chroma- 

togrc-phie sur DE&-cellulose (~iéth~l-ar ; i inoéthyl-cel lulose)  ( élution avec 

un gradient de c<x',~onate dlarmonim à pH 8,7) (SITTGER e t  Cls i l rCr j I  (465)). 

MORISAkJB e t  CIilFRGAF;F7 (466) u t i l i s en t  l a  DEiS -cellulose avec un gradient 

de canceatratioii en cnlorure de lithium (0,0111 à 1 ,ON) d L m  un tmpon 

acétate de l i t h i u m  0,01 BI à pH 5. 

c*momatograplfie en c ouche mince 

La chromatographie en coucne mince es t  applicable à l a  

séparation des monoi?ucléotides e t  des mélanges cornplexes de nucléotides : 

a)  couche mince de cellulose : l e  développement es t  r éa l i sé  avec l e  . . . ----  1 - - - - - - -  

système solvmt : eau d i s t i l l é e  0-2 solutions de chlorure de sodium 

diluées par RAITDERATH e t  STRUCK (467) e t  RAIITDERATH (468) ; solution de 

sul fa te  d l ammoniaque, saturée/acétate de sodium 1 ~ / i s o ~ r o ~ a n o l ,  

(80 : 18 : 2) pendant 90 ;;in par RLNDERATH (469) ; isopropanol/arimoniaque/ 

eau, (60 : 35 : 5) pendant 30 mn ou mec l e  système ; solution saturée 



de su i f a t e  dla~~aonium/isopropünol/acétate de sodium 0,5M (80 : 20 : 18) 

pendant 20 m. pûz JOSZFSSON (470). 

b)  couche inince de ce l lu lose  microcr i s ta l l ine  : développement effectué - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
avec l e  syztème solvent E isopropaml / acide ch lo rbd r ique  / eau, 

(65 : 16,7 : 18,3) par  GRIPPO e t  co l l .  (471 ). 

c )  couche mincc de celluLose modiiéée : s u r  D E ~ c e l l u l o s e  (diéthyl  - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
aminoethyl-cellulose) e t  s u r  ECTE LA-cellulose (ce llu.lose l i é e  à l a  

bicthanoljmine par 1 ' épichlorhydrine) , développement avec 1 'acide 

chlorhydrique 0,06 I\J pendant 60 mn (RAI"TDEB~TH (472)) ; sur c ~ u c h e  mince 

de DEfiEFcellulose, développement effectué avec l e  double systgme 

solvant : propanol; - 1 - ol/amoniaque/eau, (60 : 30 : 10) pendant 45 mn, 

puis  ciprès séchwe,  avec l e  sys-tème : acide acétique 0,24 14 pendait 15 mn 

(DYER (473) ) ; s u r  couche mince de polyéthylène -inine - cel lulose,  l e s  

nucléot ides  sont sépares (RUJDER~TE e t  RANDERATII (474)) par l e  passage 

successif  de chlorure de sodium 0,6 M p n d a n t  5 mn, puis de chlorure 

de sodium 0 ,8  M pendmt 30 mn, avec un séchage internédiaire .  

d)  chromatographie bi-dimensionnelle en couche ri-ne-; '. 

STICKLm (475) a récemment obtenu de bermes séparations des 

d i f f é r en t s  isomhre s des nucléotides , par  une chromatographie bi- 

dimensionnelle en cwche mince s u r  DEDLE-cellulose dans l e s  conditions 

suivzntes  : 1 - bicarbonate d'ammonium à pB = 7,8, en gradient de 

concentration de O ,  1 SB à 1 1? - IiTizration pelid,mt 75 mn,. 

2 - formiate d'anmonium 2 1; en grailient de pIi de 2,8 à 4,2. 

BIE-USKT (476) enf in  étudié  l e s  séparat ions par  électro- 

chromatographie en ccuche :fiince ds s i l i c a g e l  G, de ce l lu lose  ?QI-300 e t  

de poudre Whatrnan CC.41. 

Il semble cependant que, si  ces procédés peuvent rendre de 

grands serv ices  pour des études qua l i ta t ives ,  i l s  ne peuvent avoir  l a  

précis ion d'une technique plus longue m a i s  pi f a i t  in te rveni r  des 

quant i tés  plus i m p o r t a t e s  de substances dont l e  dosage e s t  plus exact, 



czhrCmab@aphie e n  phase gazeuse 

MïLES e t  FALES (477), puis HANCOCK e t  COLE2iIA.N (478) ont  d é c r i t  

des  conditions de sépaxalion, par  chronatographie en phase gazeuse, des 

dér ivés  tri-mé t h y l s i l y l é s  des r ihosides e t  d6soyyribosides. Ces études 

récentes  n'ont pas encore donné l i e u  à des q33plicatioils quant i ta t ives ,  

La sépara t ion  des ribomononv.cléotides peut auss i  ê t r e  

r éa l i s ée  par  électrophorèse s u r  papier  (voir  l a  revue générale de 

SMITH (479) e t  de BENDETSKI e t  SHADMANOV (480). 

- DAVIDBI\T e t  SILELLIE (481 ) , SNELLIE e t  c o l l  . (482), I k I ' E ~ E  (483) e t  

CROSBIE e t  co l l ,  (484) u t i l i s e n t  un tampon c i t r a t e  de sodium 0,02 M de 

pH 3,5 e t  l e u r  technique e s t  appliquée par de nombreux auteurs e t  par  

nous-mêmes, 

- Le tampon acétate ( p ~  3,7, force  ionique 0,03), préconisé par  

IGRXHEISER e t  WINZLER (485) permet lui aussi,  une bonne résolut ion d'un 

mélange de mononucléo t ides .  

- D ' aut res  sys tèmes-tampons ont encore é t é  d é c r i t s  : 

- tampon acé t a t e  d'amuonim 0,05 M ;3H 3,S, électmL2horèse sous 1000 Volts  

dans l e  té t rachlorure  de carbone ( M ~ ~ R K I ~ M I  e t  SMïTH (486)). 

- tampon formiate de pH 3,5 e t  de force  ioniquz 0,l  (30 ~/cm) ou té t ra -  

borate  de sodium 0,1 M de pH 9,S (CRESTFIELD e t  PILLEJ!J (487)). 

- solut ions aqueuses d y  acide butyrique (9,2 p 100) e t  de soude (0,1 p 100) 

électrophorèse de 4 k 5 heures sous 400 vo l t s  sur papier  Whatman n03 

l a v é  avec de 1 ' acide formique 1 B (WADE e t  T.ZORGAB (488) ) . 
- tampon formiate 0,4 M de pH 3,3, 6lectrophorèse de 5 heures sous 

950 vo l t s  sur papier Whatmaii nO1 (~41~3, RFBHù'M e t  KAPLAN (489)). 

- tampon acé t a t e  de l i th ium O, 1 31 de pH 3,5 (70 ~/cm) (BADEX-HIRSCH 

e t  c o l l e  (490)). 

- tampon pyridine/acétate pH 3,5, électrophorèse de 70 mn sous 3000 v o l t s  

(SEBRING e t  SALZMAN (491 ) ) . 



Signalons aussi l a  méthode de ICIJ!lNORY e t  co l l e  (492) mise 

au point pour l a  séparation des bases puriques e t  des nucléotides pyrimi- 

diques l ibérés  par hydrolyse chlorhydrique des ARJY (tampon acide mono- 

chloracétique de pH 3,l  e t  de force ionique 0,05 ; électrophorèse de 

6 heures sous 9  cm sur papier Schieicher e t  SchülIL 589, entre deux 

glaces e t  l a  méthode de microé~ec-Lrophorèse sur f ib re  de 

cellulose d'=ROM (493). 

FRONTAL1 (494) a décri t  une technique d'électrophorèse sur  

colonne de poudre de cellulose (2  x 70) en tanpon formiate d'amrnonim 

0,05 M de pH 3,5 (750 Volts, 22 m~), Après 22 heures d'électrophorèse, 

l l é l u t i o n  de l a  colonne dorile des nucléotides dans l 'ordre suivant : 

U, G, A, C e  L'opération e s t  t r è s  longue e t  dure 88 heures. 

GEBICKI e t  FREED (495) ont obtenu une s6paral;ion complète 

des ribonucieotides par  électrophorèse sur des membranes de cellulose 

Schleicher e t  Schüll, avec un tampoïi formiate d'ammonium - acide 

fornique (0,01 FI pH 2,& à 3,l)  , pendant 15 mn (60 volts/cm). 

Signalons enfin l e s  techniques récentes dlélectrophorèse 

sur  couche mirice e t  sur mmïbrane dlac,cétate de cellulose : 

- DE FILIPLES (496) : électrophorèse sur  couche niince de cellulose 

dans un tampon formiete de pH 3,4, force ionique O,? pendant 75 mn. 

- COCITO e t  LDURON (497) : électrophorèse sur riiembrane dl acétate de 

cellulose Schleicher e t  Schüll, 3 à 4 heures sous 300 volts  en tampon 

acide citrique/citra-te de sodium 0,01 24 de pH 3,IS. 

Autophorèse 

NAUGHTON e t  DINTZIS (498) ont décr i t  une technique automatique 

d'analyse des nucléotides par une électrophorSse à haut voltage dans un 

gradient de sacchamse. L'ensemble des opérations e s t  réal isée dans un 

appareil entièrement automatique maintenant cormercialisé, 



Les techniques de séparat ion des produits d'hydrolyse des 

ARN sont donc t rès  nombreuses, E l les  ont  é t é  diversement appliquées e t  

ne s e  prêtent  pas toutes  avec l a  même r igueur  aux déterminations quantita- 

t ives .  La chromatographie e t  1 électrophorèse s u r  papier sont,  dans ce  

domgne, l e s  procédés l e s  plus aguerris. 

C - PIETHODES DE DCSAGE DES NUCUOTIDES 

Les pr inc ipa les  méthodes de dosage qui  ont été appliquées 

pour l a  détermination des rapports rnolaires des nucléotides daas l e s  ARN 

s e  fondent s u r  1 'un des principes suivants  : 

- détermination du phosphore nucléotidique 

-spectrophotométrie en lumière u l t r a v i o l e t t e  

- dosage calorimétrique du r ibose 

- détermination de l a  rad ioac t iv i té  des nucléotides marqués par  

l e  radiophosphoro. 

1 - Détermina-tion du phosphore nucl éo t id ique  (*) 

Le phosphore, après minéralisation, e s t  dosé par  photocolo- 

r i n é t r i e  avec l e  r é a c t i f  phosphomolybdique. La n inéra l i sa t io i i  des 

nucléotides e s t  effectuée par 1 'acide sulfur ique (FISKE e t  SUBSARROW (499) ) 

par  1 'acide perchlorique (KING (500),  ALLEN (501 ) ) , p a  l e  mélange 

acide sulfur ique - s u l f a t e  de cu.i-ae - s u l f a t e  acide de potassiun - 
oxyde de sélénium (MA e t  ZUQZAGG (502)) ou par  l e  nélange des acides 

perchlorique e t  sulfur iqxe (3/1) (I~OI~TFG~UIL (503)). Les bleus de 

molybdène sont fornés  à p a r t i r  du phosphonolybdate par ac t ion  de 

1 ' hydroquinone (BRIGGS (504) ) , de 1 ' acide 1 -amino-2-naphtol-4sulf onique 

(FISKE e t  SüBSilRROiJ ( 5 0 5 ) ~  BEEKBL5PI e t  CHGIN (506), GRISEWOLD e t  al. 

(507)),  du chlorure staïieux (MARTIB e t  DOTY ( ~ ~ ; ~ ~ ~ ) , E R ~ s T E R  e t  a l .  (508)) 

p) Voir en p a r t i c u l i e r  l e s  revues générales de LINDBERG e t  E R N m  

(509) e t  de LELOIR e t  CkiinINl (510). 



ou encore de 1 'amido1 (chlorhydrate de 2-4 diaminophénol) (ALLEN (51 1 ), 
(51 2) ,  MONTREUIL (51 3)) .  Les études cri t iques ont montré que l a  

réaction é t a i t  quantitative avec l fanidol .  Le dosage es t  sensible au 

microgramme. 

2 - Spectrophotométrie dans 1 'ul t raviole t  

Comme nous l'avons indiqué précédemment (page 82 ), l e s  

bases e t  l e s  nucléotides a'osorbent l a  lumière u l t raviole t te ,  avec un 

maximum d1 absorption voisin de 260 mp. Les dosages spec trophotométriques 

sont sensibles, nais  ils sont souvent entachés d'erreurs à cause de l a  

présence de substances interférentes, Ils doivent donc s 'adresser à des 

préparations pures. Pour évi ter  ces causes d'erreur, différentes méthodes 

ont é té  proposées, 

CHARGAFF e t  ZAMEI'SHOF (51 4) établirent  l a  re la t ion entre  

l l ab so r tuace  en lumière v l t raviole t te  e t  l a  concentration en phosphore. 

Ils définirent  a ins i  1 'absorption molaire C (p) = A/C . d,  avec A = 

densité optique, C = concentration molaire (en atomggramme de  litre) 

e t  d = longueur de l a  cuve en centimètres. La détemination des E(P) 

e s t  t r è s  précieuse pour controler l a  pureté des produits dosés, qu ' i l  

s 'agisse des nucléotides séparés à p a r t i r  des hydrolysats alcalins, ou 

des préparations d t W  totaaux obtenus par l e s  méthodes directes d'extrac- 

tion. La valeur de 1' (P) permet, dans ce dernier cas, d f  évaluer l a  

contamination protéique des ex t ra i t s  ; cet te  valeur augmentera, en effe t ,  

proportionnellement au taux des protéines présentes. Cette technique 

n'est cependant pas rigoureuse, car  e l l e  ne t i e n t  pas compte de l a  

présence éventuelle de composés phosphorylés non-nucléotidiques 

(phosphoprotéides, dérivés phosphorés d'origine lipidique etc.. . ). 
a l e  demeure cependant un c r i t è re  de p m t é  q u ' i l  ne faut  pas négliger 

e t  auquel nous avons f a i t  appel nous mêmes (page 6 4 ) .  

TSANEV e t  MARKOV (515) s e  sont fondés sur l e s  différences 

entre l e  m a x i m m  d'absorption des dérivés nucléiques (257 à 260 np) 

e t  ce lui  des dérivés protéiques (275 à 278 v). Ils décrivirent une 



méthode spectrophotométrique à double longueur d'onde, qui permet, selon 

ces auteurs, d1 éliminer 1 'interférence protéique, La quantité de nucléotides 

es t  calculée à par t i r  de l a  différence des densités optiques à 260 e t  286 m~1, 

FLECK e t  BERG (51 6) ont introduit, en outre, l a  détermination à par t i r  de 

l a  différence des densités optiques à 232 e t  260 m)r. Cette technique 

séduisante es t  ?récieuse pour l e s  études de rendement des extractions ; 

e l le  n ' e s t  cependant pas applicable à l a  déternination des rapports molaires 

des nucléotides, Nous en discuterons l e s  limites expérimentales dans nos 

travaux personnels. 

Les techniques de spectrophotométrie dans l 'u l t raviolet  

sont appliquées à l a  fois  pclur l 'étude de l a  pureté e t  du rendement des 

préparations dfA.RN e t  pour l a  détermination de l a  composition nucléotidique 

des W. Dans ce dernier cas, l a  méthode n 'es t  applicable que s i  l e s  

nucléotides séparés à part i r  des hydrolysats sont purs. 

3 - Dosage calorimétrique du ribose 

Pour vér i f ier  l e s  résultats obtenus par l e  dosage de phosphore 

ou l a  spectrophotométrie, certains auteurs déterminent l a  teneur en ribose 

nucléotidique. La méthode consiste à transformer, par 1 ' acide chlorhydrique, 

l e  ribose en furfural  e t  à doser l e s  produits de col~densation de ce 

dernier avec 1 'orcino1 (MEJBAUN (51 7) ) , l e  phloroglucinol (EULER (51 8)) 

ou l 'acétate  d'aniline (REEVES (519)). Dans l e s  conditions réactionnelles, 

seul l e  ribose des nucléotides p&iques réacyiJ6 entièrement, E h  outre, 

la présence de protéines, de peptides, d 1  acides aminés ou d'autres 

composés glucidiques provoque des colorations parasites qui sont 

extrêmement dangereuses. 

4 - Détermination de l a  radioactivité des nucléotides marqués 

par  l e  phosphore 32 

Les tYaaux  de YCAS e t  VINCENT (520) ont é tabl i  que l e  

marquage des ARN par l e s  radiophosphates s ' effectuait wiif ormément e t  

au hasard, dans des conditions cinétiques appropriées. Ce principe a été 



l e  fondement de nombreuses techiques  d'étude de l a  composition des ARN 

par l a  ddtermination de l a  radioactivité des nucléotides. Ces méthodes 

sont applicables à des quantités t r è s  fa ib les  de substances m a i s  l e s  

conclusions de YCRS e t  VINCENT ne sont pas uniformément admises. Il 

convient, en e f Îe t ,  de reppeler que l e  clivage en inilieu a lcâl in  des 

chaines nucléotides (page -21 ) l ibère  des nucléosides-3'-phosphate 

dont l e s  res tes  phos2horyles correspondent à ceux des nucléotides voisins 

dans l a  chaine. 

Cette longue énumération des techniques de séparution e t  de 

dosage des mononucléotides p o u r ~ a i t  l a i s s e r  croire que l e  chercneur n'a 

que Ifembarras du choix l o r squ l i l  désire déterminer l e s  quantités 

relat ives de ces constituants dans l e s  ARN. En f a i t ,  l a  valeur des études @ de composition e s t  l i é e  à l a  f o i s  à l a  quali té  des mithodes d'extraction ~ I Q ~  

des ARN e t  à l ' e f f i c ac i t é  des méthodes de séparation de leurs produits 

dfhy-drolyse. Deux problèmes, étroitement l i é s ,  subsistent donc actuellement t 

celui  de l a  pureté des préparations dlARIU e t  nous avons vu l e s  

d i f f i cu l t és  rencontrées dans ce domaine 

ce lu i  du choix des techniques d'étude de l a  composition des BRN, 

en par t icul ier  en ce qui concerne lthydrolyse to ta le  e t  l a  séparation 

de tous l e s  produits d ' hydrolyse(en par t icul ier  des nucléotides mineurs 

e t  des fract ions alcali-résistantes). 

Cet aspect constitue l a  première orientat ion de notre 

t ravai l  ; il convenait, en e f fe t ,  de préciser l e s  conditions l e s  plus 

rigoureuses qui permettent d'envisager l a  caractérisat ion de nucléotides 

anormaux dans l e s  ARN cancéreux. 
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III - Applications aux AF-3 normaux e t  cancéreux. 



RECHERCHE D'UNE METI-IODE GENERALE D'EXTRSICTION DES 

1 AJ?F'LICABLE A L'ETUDE DE LEUR COPID?OSITION. , 
l l 

A la suite de notre étude bibliogsaphique, nous avons abordé 

le problème de la caractérisation des composés nucléotidiques anormaux 

par une étude critique des méthodes indirectes les plus couramment utilisées . 
Nous ne pouvions retenir, en effet, qu'une technique d'extraction q e  

fournisse ciuantitativement des préparations pures dtARN. 

Nous décrirons les nombreuses modifications que nous avons 

introduites pour tenter de satisfaire à ces critères de rendement, de 

pureté et d ' intégrité moléculaire, Devant 1 'insuccès de nos tentatives, 
nous nous sommes tournés vers les méthodes directes pour la mise au point 

d'une technique générale dlextraction des M, qui satisfasse à ces trois 

impératifs techniques, 

Ces résultats nous ont permis d'entreprendre une étude compa- 

rative de la composition qualitative des AFiN du foie de rat normal et de 

l'hépatome ~scitique, pour tenter de mettre en évidence des composés 

nucléotidiques anoi-maux caractéristiques de 1 état cancéreux. 

ETUDE CRITIQUE DES IJBTHODES INDIRECTES D1 EXTRACTION 

DES liRN TISSULWRES, 

Avant de présenter nos résultats personnels, nous décrirons 

les différentes techniques que nous avons appliquées. 

A - IrIESCRIPTION DES TECHNIQUES 
Nous distinguerons successivement les procédés d'extraction 

étudiés, puis les méthodes de détermination des rendements, de la pureté 

et de l'intégrité des préparations, 



1 - Procédés d 'extraction 

Comme nous I l  avons précisé, en déta i l ,  à l a  page-51- , l a  

méthode originale de SCDIIDT e t  THANTJTIAUSER (521) a f a i t  l ' ob je t  de t r ès  

nombreuses nodifications en ce qui concerne essentiellement, d'une part, 

l a  nature de l 'acide (trichloracétique ou perchlorique), l a  concentration 

e t  l e  temps de contact e t ,  d'autre part ,  l e s  conditions de délipidsrtion, 

Nous avons, à dessein, comparé, dans un premier temps, l a  méthode o r i g i n d e  

de SCHEiiIDT e t  THANEJHELUSER (522) e t  l a  technique l a  plus récente de HALLBAN, 

FLECK e t  MUNRO (523) : l e s  ' r é su l t a t s  obtenus nous ont a ins i  permis de 

poser l e s  problèmes techniques essentiels ,  Toutes l e s  extractions ont é té  

effectuées, de façon comparative, à pa r t i r  du foie  de r a t  normal (souche 

WISTAR, poids moyen par an imal  : 500 g ; animaux sac r i f i é s  par décaatat ion).  

a - Procédé de- préparation ----- selon SCmTIiYT e t  TJ3UTNHAUSER (524), & 
BOULANGER e t  ITONTREUIL (52d.  

Les foies sont prélevés rapide-%, broyés à l ' a i de  de lfappa- 

r e i l  de FISCHER e t  r ecue i l l i s  dans 10 volumes d 'me  solution aqueuse 

d'acide trichloracétique à 10 p 100, maintenue à + 4OC. On homogénéise 

pendant 2 à 5 mn dans un appareil de FûTSER-ELVEHJEM. Après 10 minutes 

de contact, à + 4OC, l a  suspension e s t  centrifugée 15 mn à 3000 t/mn 

e t  l e  culot e s t  lavé deux f o i s  dans l a  mêrne solution d'acide trichlora- 

cétique. Le précipité e s t  lavé t r o i s  f o i s  par 10 p 100 (p/v) d'éthanol 

pur red i s t i l l é .  Le résidu e s t  ensuite soumis à t r o i s  délipidations à 

reflux par l e  mélange éthanol - éther (1 - 1 ) (5 pl O0 - p/v). Le préci- 

p i t é  résiduel e s t  repr is  par environ 5 ml d'une solution de NaOH - 0,5 N, 

de façon à obtenir une pâte homogène ; on complète ensuite au volume 

f i n a l  (60 m l  de NaOH - O,5N pour 10 g de t i s su  f ra i s ) .  L'hydrolyse alcaline 

e s t  effectuée à 37OC pendant 1 8  heures (*). La solution obtenue e s t  

(*) l e  flacon n 'es t  bouché qu'après 2 à 3 heures, pour permettre 

1' élimination des traces dl éther. 



ensuite ramenée à + 4 O C  e t  ajustée .k pH = 4,2, sous aa ta t ion ,  par 1 acide 

formique concentré. Après 3 à 4 heures de repos à + 40C, on élimine l e  

précipité par une centrifugation à 2500 t/mn, pendant 30 mn à 20C. Le 

surnageant e s t  f i l t r é  sur d~ papier Mhatman no 1 e t  complèté à 100 m i  

pour 5 g de t i s su  f ra is .  La purification de lthydrolysat es t  effectuée 

par ~ n ' ~ p a s s a g e ~  sur ;m.e colonne de Dowex 50 x 2 (25-50 mesh.) (2 x 20 cm) 

suivi d'un lavage de l a  résine par un l i t r e  d'eau d is t i l l ée  ; Hydrolys~t 

e t  eau de lavage sont recueil l is  ensembles, s u r  chioroforrae, à l a  vitesse 

de C),6 ml/m. 

b - Procédé de FLECYI e t  MüRRO (526) 

Les foies de r a t  sont homogénéisés dans 10 volumes d'une 

solution d'acide perchlorique 1-N 5 + 4OC, Le précipité e s t  lavé deux 

fo i s ,  dans l e s  memes conditions, par une solution d'acide perchlorique 

0,7 N. Le résidu es t  hydrolysé directement par une solution de KOH - 0,3N 
(160 m l  pour 10 g de t issu f r a i s ) ,  à 37OC pendant une heure. La solution 

refroidie es t  neutralisée par l 'acide perchlorique 10 N e t  acidifiée par 

un volunle d'acide perchlorique 1 N. Après centrifugation, l e  précipité 

e s t  lavé deux fo i s  par l 'acide perchlorique 0,5 N. Les solutions sont 

rassemblées e t  amenées à m e  concentration finale en acide perchlorique 

de O,lNt 

2 - &erraination des rendements 

a - Dosage du phosphore to ta l  selon ALLEN ( 527 ) 

La minéralisation est  effectuée dans des f ioles  à destmction 

de 50 m l ,  Dans l e  cas des solutions purifiées, sur colonne, on concentre 

au préalable par évaporation. La minéralisation e s t  effectuée, à l a  

rampe & destruction, par addition de 2,S m i  du mélange d'acide sulfurique 

(d = 1,83) e t  d'acide, perchlorique (d = 1,61) dans l e s  proportions 3 - 1 .  

Après refroidissement, on ajoute environ 20 m l  d'eau d is t i l l ée  e t  l e s  

f i o l e s  sont maintenues à l ' é tuve à 100°C pendant 2 heures pour hydrolyser 



l e s  polyphosphates. Après avoir complété à 50 ml, l e  dosage e s t  effectué 

en t r i p l e  s u r  10 ml, dans des tubes gradués de 15 rnl. On ajoute successi- 

vement : 1 al de molybdate d 'monium à 8,3 g 2 100 ml d'eau ; 1 pl de 

so lu t ion  réductrice, préparée extemporanément en dissolvant 1 g d'AMIDOL 

(2-drdiaminophénol) p 100 ml d'une solut ion aqueuse de s u l f i t e  de sodium 

anhydre à 20 g p.100 ml.. Les tubes sont complétés à 15 ml. e t  abandonnés 

à l ' obscur i t é  pendant 60 m. Le dosage e s t  vffectué à l 'électrophoto- 

colorimètre de MG[RIIER (écran rouge - cuve de 1 cm)(*). Le développement 

de l a  coloration d o i t  ê t r e  prolongé pendant 60 mn ; nous avons, en e f f e t ,  

v é r i f i é  que l a  colorat ion n ' e s t  s t ab le  qu'entre 60 e t  90 mn après 1 'addi- 

t i o n  de l a  so lu t ion  réductrice. 

b - Spectrophotométrie dans 1 ' u l t r av io le t  

Corne nous l 'avons précisé à la page -97-, l a  méthode spectro- 

photométrique de FLECK e t  ?,JüJ!SRO (528) d i t e  "à double longueur d'onde" 

présente l e  grand avantage d'éliminer l ' i n t e r fé rence  des contaminations 

protéiques. La technique e s t  l a  suivante : 

l e  dosage e s t  ef îectué sur  l a  so lu t ion  obtenue en a jus tant  

à 0,l N en acide perchloriciue l lhydroiysat  potassique préparé dans l e s  

conditions décr i tes  précédemment (page-72- ) (KOH - 0,3 - N - 37OC - 1 h). 

On détermine l e s  absorptions à 260 e t  275 mu (en cuve de 1 cm). La 

concentration en ; ~ g  de phosphore ribonucléique e s t  donnée par l a  formule : 

Les auteurs ont précisé lt importance du temps d'hydrolyse 

(1 heure, à 37OC dans l a  potasse 0,3 N) qui so lub i l i se  quantitativement 

l e s  ARN e t  fourni t  l e  minimum de contaminations protéiques acidosolubles. 

Un temps d'hydrolyse a lca l ine  supérieur augmente considérablement c e t t e  

contamination. 

(*) lfétalorulage de l ' appare i l  e s t  r é a l i s é  à 1' aide  d'une gamme de 

phosphate monopotascique, 



Nous avons étudié l e s  conditions d 'applicat ion de c e t t e  

technique au cas des préparations d'ELFW ayant subi  une hydro&ysie a lca l ine  

to t a l e  ( N ~ O H  - 0,SN - 18 b - à 3 7 0 ~ ) .  Nous nous sommes fondés sur  l e s  

considérations suivantes : 

- ce t t e  méthode spectrophotométrique do i t  pouvoir e t r e  applicable 

pour dé te~n i l l e r  l e  rendement en A R N  des hydrolysats totaux u t i l i s é s  pour 

l e s  études de l a  composition nucléotidique. 

- l 'hydrolyse par  l a  potasse su iv ie  d'une ac id i f ica t ion  par l ' a c i d e  

perchlorique provoque m e  perte  de 3 à 5 p 100 des nucléotides, qui sont  

entrainés irréversiblement s u r  l e  préc ip i té  de perchlorate de potassium, 

quelque s o i t  l e  nombre des lavages. Il é t a i t  donc important d'envisager 

l ' appl ica t ion  de c e t t e  technique dans l e  cas des hydrolysats sodiques. 

- pour 1 ' étude des compositions nucléotidiques , l a  dél ipidat ion e s t  

indispensable pour éca r t e r  l e s  contaminations de composés pho sphorylés 

d'origine l ip id ique  (vo i r  page -57-), qui a l t è ren t  l e s  migrations 

électro-chronatographiques des nucléotides. 

- nous montrerons plus l o i n  1 'ac t ion  néfaste  de 1 'acide perchlorique 

s u r  l e s  rendements e t  l a  s t a b i l i t é  des préparations. 

En conséquence, nous avons appliqué l a  technique de dosage 

de FLECK e t  MüNRO: 

- sur  un mélange des 4 nucléotides purs, pour v é r i f i e r  l a  quantita- 

t i v i t é  de l a  méthode s u r  des nucléotides l i b r e s ,  en l 'absence de conta- 

minan t~  e t  en tenant compte de l ' e f f e t  hyperchromatique 

- sur  une préyaration dlAEN exempte de protéines, pour étudier  

l ' a c t i o n  du pH sur l a  vaïeur de 1 ' A R N  - P obtenue. 

- sur  des préparations obtenues selon l e s  techniques de SCIIDT 

e t  THANNHAUSER e t  de FLECK e t  ?lüNTRO que nous venons de décrire. 

Les r é s u l t a t s  sont l e s  suivants : 

1 - Une solut ion à 0,5 p 100 des quatre ribonucléotides purs e s t  préparée 

dans 1 'acide perchlorique 0,l N ( p ~  = 1,45). Les &sorb+ances sont 

déterminées, dans des cuves de 1 cm, à 260 e t  275 m u  e t  l e  phosphore 

nucléotidique e s t  déterminé par l 'équat ion de F"LE!2K. On d é t e m i e  ensuite  

Le phosphore nucléotidique par  l a  méthode de ALJ,.ZXJ ~récédennnent décrite.  



Les r é s u l t a t s  comparatifs sont l e s  suivants  ; 

Dosage de phosphore ; 1,662 m g  ; 

Dosage spectrophotométrique : 1,67 mg. 

En conséquence, l a  méthode de FLECK e t  ~~0 e s t  applicable 

à pH = 1,45, dans l e  cas des mélanges de nucléotides purs, Les valeurs  

fournies  par  l a  méthode à double longueur d'onde sont de 0,3 à 0,5 p 100 

supérieures 2 c e l l e s  obtenues par l e  dosage du phosphore. 

2 - Une préparation pure d'UN, obtenue par  notre  rnt?thode d 'ex t rac t ion  

par  l e  chlorhydrate de guanidine (vo i r  page149 ) a é t é  t r a i t é e  dans l e s  

conditions de FLECK e t  ,XUNtO (hydrolyse par une so lu t ion  de KOH - 0,3 N - 
37OC - 1 heure e t  neu t r a l i s a t ion  par  l l e c i d e  perchlorique 1 N). Une 

gamme de pH e s t  préparée, à p a r t i r  de c e t t e  solut ion neutre,  dans l e s  

conditions suivantes : 

(1 )  a justenent  à pH = 1,45 par  l ' a c i d e  perchlorique 0,l N 

(2) 11 pH = 2,35 par l l a c f d e  chlorhydrique 0,01 N 

(3) 11 pH = 4,15 par un tampon forniliate 0,l M 

(4) tt pH = 7,20 par un tampon T r i s  - Acétate 0,l M 

(5) I I  pH = 12,80 par une so lu t ion  NaOH - 0,l N. 

Le tableau, ci-après, f o u r n i t  l e s  valeurs d l m  - P 
déterminée par  l a  fomiule de FLECK e t  B ~ ~ O ,  pour ces  d i f f é r en t s  pH. 

On constate  une augmentation des valeurs  dlAKT\r - P proportionnellement 

au pH (66,6 p 100 à pH neutre).  k conséquence, l a  fori;1ule de FI;ECK 

e t  E ~ ~ O  d o i t  ê t r e  ca lcu lée  pour des  détemilnations effectuées 

obl igatoireaent  à pH = 1,45, apres ajustement par 1' acide perchlorique 

0,1 N, 



(*) taux de phosphore t o t a i  = 62,7 mg. 

3 - Des préparations obtenues par l e  procédé d'extraction de SCBIIM! 

e t  THANNHAUSER, modifié dans l e s  conditions définies plus lo in  (hydrolyse 

par l a  soude 0,5 N - 37OC - 18 h e t  ajustement à pH = 1,45 par l 'acide 

perchlorique 0,1 N) e t  par l e  procédé de FLECK e t  ~~0 (hydrolyse par 

l a  potasse 0,3 N - 37OC - 1 h e t  ajustement à pH = 1,45) ont é té  dosées 

dans l e s  mêmes conditions : 

( 1 )  par l a  méthode de détermination du phosphore to ta l  

(2) par l a  méthode de l a  double longueur d'onde 

(3) par l a  même méthode, après purification sur Dowex 50 x 2, 

dans l e s  conditions précisées précédemment, e t  réajustement à pH = 1,45 

par 1 acide perchiorique C 1 N. 



Préparation selon 
FLECK e t  PRJNRO 

Préparation se lon  l a  
modification personnelle de I 

SCHMïMl e t  THANiJHAUSER 
l 

- -- - - -  
* t a l e u r s  en m g  de Phosphore pour 100 g. de t issu frais. 

Il apparai t  donc que, dans l e  cas  des hydrolyses sodiques 

to t a l e s ,  l a  méthode de détermination de 1 ' AltV - P n 'es t  appl icable  

qul après l a  pu r i f i ca t ion  s w  Dowex qui élimine l a  contamination des 
4- 

protéines e t  des ions Na . 
La présence de proportions var iab les  de composés phosphorylés 

non nucléotidiques (voi r  page 137- ) f o u r n i t  des valeurs  du phosphore, 

dosé pas  l a  méthode d'ALLEN, de 4 à 5 p 100 supérieures à c e l l e s  de 

1 'AR.N - P déterminé par spectrophotométrie. 

En conclusion, l a  méthode de dosage spectrophotométrique 

d i t e  "à double longueur dtonden e s t  applicable pour l e s  dé teminat ions  

du rendement des extract ions,  dans l e s  conditions suivantes : 

- l e s  hydrolysats sodiques doivent ê t r e ,  au préalable,  purif'iés 

sur Dowex 50 x 2. 

- l e  dosage d o i t  ê t r e  effectué après  ajustement à pH = 1,45, en 

présence d'acide perchlorique 0,1 N. 

- l'.EX - P e s t  déterminé pax l a  formule de FLECK e t  MUNRO : 



La métliode de l a  double longueur d'onde, modifiée dans l e s  

conditions ci-dessus, permet a in s i  de déterminer directement e t  t r è s  aisé- 

ment l e  rendement de l ' ex t r ac t ion  à p a r t i r  aes  produi ts  d'hydrolyse 

en mélange. IL e s t  cependant évident que c e t t e  méthode néglige l t i n t e r f &  

rence de cosaposés non nucléotidiques qui présentent une absorption à 

260 mp, La détermination de 1'AR.N - P ne fou rn i t  donc pas, dans l e  cas 

de préparations impures, une valeur  absolue du rendement en ARN des prépa>- 

rat ions.  Il é t a i t  donc nécessaire  de rechercher une méthode de détermination 

du rendement à p a r t i r  des ribonucléo t i des  purs, préalablement séparés 

des impuretés non nucléotidiques qui peuvent ê t r e  présentes dans l e s  

préparations,  

- Détermination duUrendement abso1u"des extract ions.  

Etant donné l e u r  s e n s i b i l i t é ,  nous avons retenu l e s  méthodes 

de dosage spectrophotométrique en lumière u l t r a v i o l e t t e ,  Les hydrolysats, 

p u r i f i é s  s u r  colonne de Dowex, dans l e s  conditions de BOULANGER e t  

NONTREUIL précédeiment déc r i t e s  (page 83 ), sont séparés par électrophorèse 

et l e s  4 nucléotides sont dosés, après dlution, à 260 mp, dans des  cuves 

de 1 cm (pour l e s  d é t a i l s  opératoires ,  vo i r  à l a  page 112). Le rendement 

absolu e s t  ensui te  calculé,  en mg de phosphore pour 100 g de t i s s u  f r a i s ,  

en  effectuant  l a  somde des a b s o r d c e s  des 4 nucléot ides ,  qu i  e s t  a f f ec t ée  

d'un coef f ic ien t  de cor rec t ion  R, que nous ûllons préciser.  Nous définis- 

sons a i n s i  l e  rendement absolu en phosphore ribonucl éique par  l a  formule 

suivante : 

i p )  = K 

ce ca icu l  dér ive de l a  formule générale : 

dans l aque l l e  : 

P = poids de pliosphore en m g  , 
A = absorb--mce d'un nucl&oti.de, 

30,98 = poids atomique du phosphore, 



6 = absorb-znce molaire d'un nucléotide, 

d = épaisseur de cuve en cm. 

Pour chaque nucléotide, l e  poids de phosphore nucléotidique, en mg, 

ca l cu lé  à p x t i r  de l f abso rbsace ,A  à 260 mp e s t  donc : 

La distribu'cion des quatre nucléotides dans l e s  e-KN totaux 

du f o i e  de r a t  é t a t  i n é g d e ,  il conven;,it de t e n i r  compte de l a  composition 

centésimale des nucléo-tides, dans l a  dé t emina t ion  du (P), 

C représentant l a  composition centésimzle de chaque nucléoJ~ide, 
?i 

l e =  (P) s e r z  donc, pou- d = 1 cm ; 

2. ($.i x %) 
avec K = -- 

1 O0 

Les va leurs  respec t ives  des 6 ,  selon B E A W  e t  a i  (529),  e t  des composi- 

t i ons  centésimales C selon 1:IO:TTREUIL e t  al (530), sont ,  pour l e s  4R.N N' 
totaux du fo i e  de r a t  : 

Nucléotides 
'2601~~ CN 1 1 Camposition centésimale , 

1 

Acide adénylique 14,2 

- guanylique 1 1 , 8  

- c y t i d j l i q u e  6 , 8  

- uridyl ique 10,O 

(*) l e s  va leurs  des g sont données à pH = 2 pour C,  A e t  U 

e t  à pH = 1 pour G. 



Le produit % C pour l e s  4 nucléotides e s t  donc : N 

donc " cN) = 320 375 x lo4 

La déteraination expérimentale du 4 ~ )  consiste donc à déterminer 

l labsorLance des nucliotides sépzrés par électrophorèse e t  élués par 

5 m i  d'une solution d t H  Cl -0,OlN pour C, A e t  U e t  0,l N pour G. On 

effectue ensuite l e  cülcul selon l a  fornule générde : 

Le rendement absolu de 1 'extraction, exprimé en mg de phosphore, 

correspond a ins i  à l a  somme de ltabsorb,mce des quatre nucléotides purs, 

corrigée en fonction de l eu r  répart i t ion centésimlïle. on exprime ensuite 

l e  r (P) pour 100 g de t i s su  f ra is .  

Les t r o i s  procédés de détermination du rendement que nous 

avons retenu sont donc l e s  suivmts  : 



- Dosage du phosphore t o t a l ,  qul n 'exc lu t  pas 1 ' interférence des 

dérivés pliosphorylés non-nucléo t idiques . 
- Détermination de l l A R X  - P, par  spectrophotométrie en double 

longueur d'onde, s e lon  FLECK e t  TDJYIiO modifié, qu i  n t  élimine pas 1 ' inter-  

férence des dérivés non-nucléotidiques absorb. ant  l a  lumière u l t r a -v io l e t t e  

à 260 m v ,  

- Détermination du d (PI selon un procédé or ig ina l ,  q u i  exprime l e  

rendement absolu en phosphore ARN, par spectrophotométrie des quatre 

nucléotides purs, obtenus par séparation électrophorétique des hydrolysats 

totaux. La compmai6on systématique de ces  t r o i s  valeurs  sera,  en outre,  

t r è s  u t i l e  pour con t r8 l e r  l a  pureté des préparations,  

3 - Méthodes d'étude de l a  composition des préparations 

Outre l f k i t e r p r é t a t i o r ,  des valeurs  obtenues pour 11W - P 

e t  l a  détermination des r (P) des préparations,  l a  pureté des e x t r a i t s  

a é t é  étudiée par 1 ' électrophorèse, l a  chromatographie e t  1 lélectrochro- 

m a t o ~ a p h i e  8es  hydrolysclics a lcal ins .  

a - &jllse électrophorétique des hydrolysats 

Les so lu t ions  d lé lu t ion ,  obtenues par  passage des hydrolysats 

a l ca l in s  s u r  des colonnes de Dowex - 50 x 2 (voi r  5 l a  page -83-),  son t  

lyophil isées .  Les rés idus  secs  sont r e p i s  par  une so lu t ion  d 'acide 

chlorhydrique 0,l N e t  portés  à 37OC pendant 10 mn ; ces conditions 

permettent, à l a  f o i s ,  l a  so lub i l i s a t ion  t o t a l e  de l ' a c i d e  guznylique, 

s a s  risques de dégradation des au t res  nucléot ides ,  e t  I. 'élimination d'un 

rés idu  protéique, insoluble  dans ces conditions de pH. 

L'électrophorèse e s t  effectuée dans une cuve "en t o i t " ,  sm 

du papier d'Arches 304. On effectue des dépots correspondant à 15 à 20 

uni tés  d t a b s o r b - a c e  à 260 my, su r  un trait de départ t racé  à 14 cm du 

bord de l a  f e u i l l e  ; l e s  dépota sont éca r t é s  d'une dis tance min imale  de 

4 c m  ; i ls  peuvent ê t r e  ponctuels ou en  traits de 3,5 cm. L1électrophorèse 



e s t  effectuée avec l e  tampon c i t r a t e  0,02 M - p&3,5 de DAVIDSON e t  

SMEUIE (531). La migration e s t  prolongée, vers l'anode, pendant 6 heures, 

pour une tension de I l   cm (850 à 900 vol ts ) ,  On sèche l e s  électropho- 

régrammes à l'air l i b r e  e t  on repkre l e s  nucléotides à 260 rnp avec une 

lanpe type I~~I~ALIGHT.  Dans l e  cas des préparations radioactives, on . 

effectue des autoradiographies (voir pages 116 et  202). 

Le dosage spectrophotométrique des nucléotides e s t  r éa l i sé  

sur &es solutions d 'élut ion de carrés de papier dont l a  surface e s t  à 

peine supérieure aux surfaces délimitées par l e  trait de crayon. Ces 

carrés sont découpés e t  introduits  en pe t i t s  morceaux dans des flacons 

contenant un volume connu d! acide chlorhydrique 0,01 N (0,l N pour 

l ' ac ide  guanylique), On u t i l i s e  en général 5 ml .  pour Sluèr une quantité 

de nucléotide voisine de 100 pg. L1élution des nucléotides e s t  to ta le  

après 18 heures à l a  température du laboratoire. Des carrés de papier 

de memes dimensions sont découpés à caté des nucléotides e t  élués de l a  

meme manière : i ls  servent de témoins e t  permettent d'éliminer 1 'absorption 

propre du papier e t  du solvant. Les densités optiques des solutions sont 

mesurées à 250, 260, 280 e t  290 q. Les quantités de nucléotides sont 

déduites des densités optiques à 260 mp e t  des coefficients d'extinction 

E donnés par BEAVEN e t  coll. (532), en appliquant l a  formule suivante : 

avec M = masse moléculaire du nucléotide; 

d = largeur de l a  cuve en cm. 

Les résu l t z t s  sont ensuite exprimés pour 100 résidus de nucléotides. 

Tous les d o ç ~ e ç  sont faits en quatre exemplaires en présence de quatre 

témoins papier. La détermination du rendement absolu des préparations 

(P) s lef fectue  à ce stade, à pa r t i r  des vdeu r s  d'absorb !ance à 260 m u ,  

La pureté des nucléotides e s t  contralée en déterminant l e s  rapports 

caractéristiques A 250 /A 260 P b-260/$80 e t  A ~ ~ ~ A ~ ~ ~ ,  e t  en précisant l e s  

longueurs d'onde minimales e t  maximales à pH = 2 pour C, B e t  U e t  

à pH = 1 pour G. 



La radio ac t iv i t é  spécifique des nucléotides e s t  déterminée 

sur chaque nucléotide par l e  comptage de l a  radioactivité de pas t i l les ,  
, 

de surface constante, découpées à 1 ' emporte pièce à 1 ' emplacement 

correspondant à chacun d f  eux. Ces pas t i l l e s  sont ensuite gluées, à 20OC 

pendant 18 heures, par 5 m i  d'une solution d'acide chlorhydrique 0,01 ' N  

(pour C, A e t  U) e t  0,l 'N (pour G). On déternine ensuite ltabsorb,ance 

à 260 qn. La radioactivi té spécifique es t  déterminée, en coups/rm/mg de 

phosphore, à p a r t i r  de l a  foraule suivmte  : 

( c .P  M .  - témoin fond) 
x K 

Le facteur K e s t  calculé, à pa r t i r  des absorptions molaires de chaque 

nucléotide : 

On ramène ensuite au jour de l ' in jec t ion,  pour 1 mC de 

radiophosphate injecté. 

b - -&&yse chroniatographique des ex t ra i t s  

L a  chromatographie se  f a i t  sur papier Whatman nO1 dans l e  

solvant suivant (BOULANGER e t  JIONTREUIL (533) ) : 
Acide formique/isopropanol/phénol/eau (10 : 5 : 85 : 100). 

Le phénol u t i l i s é  e s t  du phénol aqueux préparé par l ' addi t ion 

de 100 ml. d'eau d i s t i l l é e  à 950 g de phénol pur fondu. La phase phénolique 

du système solvant coiisti.tue l a  phase mobile. La phase aqueuse, additionnée 

d'une pincée de cyanure de potassium consti'cue l a  phase de saturat ion 

643 l a  cuve. 

Nos cuves à clwomatographie sont de diriiensions réduites pour 

permettre une bonne saturation e t  placées dans une pièce climatisée dont 

l a  température e s t  réglée à 2 O O C .  

Les dépôts sont faits sous fome de traînées de 2,5 c m  de 

longueu  e t  de largeur min imum (ou de 3 spots distants  de 1 cm), à 10 cm 



du bord supérieur du papier. Sur  chaque chromatograme es t  déposé un témoin 

constitué par un mélange des 4 nucléotides purs (50 pg de chaque ribonucléo- 

t ide  : mélange des nucléosides 2' e t  3' phosphate ). 

Après passage du solvant, l e s  feu i l l es  de papier sont séchées 

à l 'étuce à 800C e t  l e s  composés phosphorés sont révélés par pulvérisation 
.. 

du réactif de HPSÙES e t  I ~ I ~ I O O D  (534) : 

PIo lybda tedfmïon iumà8p100  : 125ml. 

Acide pe rcU~r ique  pur 50 mi. 

Acide clfiorhydrique 1 N : 100 ml, 

Eau d i s t i l l é e  qsp : I O O O m l .  

 près exposition des c h r o m a t ~ ~ ~ ~ e s  à l a  lumière sola i re  (P~owREuIL (535) 

ou devant une lampe gemici.de (BUDURSKI e t  coll .  (536), ( G ' R I M  (537)), 

l'emplacement des nucléotides e s t  marqué par l 'appari t ion de taches bleues 

sur un fond blanc. Dans l e  cas de préparations marquées par l e  phosphore 32 

on révèle l a  radioactivité par autoradiographie (voir  pages: 116 e t  203). 

c - Séparation électrochromatographique ou "BLinger-Printiw 

L1 électrochromatogrqhie permet 1 ' znalyse to ta le  de l a  compo- 

s i t i on  des hydrolysats ; l e s  séparations, effectuées dans des conditions 

rigoureusement standardisées sont, en outre, apylicables à 1 'étude 

comparative des variations qualitative e t  quantitative des nucléotides 

mineurs e t  à l a  recherche de composés anormaux, L'uti l isat ion de l tauto-  

radiographie permet ermfin d 'accroître fortement l a  s e w b i l i t é  de l a  techni- 

que. Les conditions opératoires suivantes ont é té  appliquées : 

- On dé_mse, sous forme d'une bande d'environ 15 mm, une solution 

correspondant à 100 unités d absorkance à 260 mp, sur une f eu i l l e  de 

papier d'Arches no 304, en un point s i tué  en un coin de l a  feui l le ,  à 

respectivement 7 e t  12 cm des deux bords du papier. Des volumes de solution 

a l l a n t  jusqulà 300 fi peuvent ê t re  déposés sans inconvénient. 

- L1électro~horèse es t  effectuée dans l a  première direction, à 

1000 volts (50 à 60 m ~ )  pendant 6 à 7 heures " , dans l e  tampon formiate 
'++ l a  rnigration esJi suivie pax l e  déplacement d'un spot témoin d'acide 

picrique déposé en marge de l a  feu i l l e  de papier. 



d'mo,xium 0,06 14 - pH = 2,7 (25 *Kt d'acide forr,lique concentré - 8.39 m i  

d'eau - 3,9 m l  d'amriloniaa,ue concentrS ). Le papier e s t  séché pendant 

15 h, sous un cowant d ' a i r  à 20°C, e t  l e  séchage es t  achevé dans une 

étuve & 3T°C pendant 4 à 6 heures. 

- une chromatographie descendmte e s t  ensuite réalisée dans l a  

deuxiéme direction, avec l e  système-solvant de B m Q 4  e t  $ETH (538) : 
* 

Isopropanol - eau (70 - x ) ,  en atmosphère d'amnonim ( 0 ~ 3 5  ml 

dYxionizque concentré pzr  l i t r e  de solvant e s t  ajout6 au fond de l a  cuve 

à chromatographie). Le papier es t  mis à saturer pendant 15 heures, dans l a  

cuve à chromatographie, avant d'ajouter l e  solvant. La nigration e s t  

prolongée de 4 à 7 jours. Cependat l e  temps de migration peut ê t re  ramené 

à 2 à 3 jours en agrafant à l a  partie inférieure du chromatogrme plusieurs 

épaisseurs depapier Whatman 3 W L e  chromatogrme es t  ensuite séché à 

l ' a i r  e t  peut ê t re  révélé so i t  par  observation à 250 np- avec l a  lanpe 

9tineralightn so i t  par l e  réactif spécifique des phosphates de HANTES e t  

ISERWOOD (5391, so i t  encore, dans l e  cas de préparations marquées par l e  

phosphore radioactif,  par autoradiographie. 

- L'autoradiograpl?ie e s t  effectuée à par t i r  de préparations obtenues 

après un rnt-rquage iil vivo par l e s  radiophosphates (1 me/% d'mimai). Bien 

que Ia méthode s o i t  longue (2 à 4 semaines e l le  présente l e s  avantages 

suivants : 

1 - il s ' sg i t  de l a  méthode de révélation des composés phosphorylés 

l a  plus sensible, Il est  possible de caractériser des traces de composés 

qui. ne se  révèlent pas à l a  lumière ultraviolette. 

2 - La révélation des composés phosphorylés non-nucléotidiques es t  

obtenue aisément. 

3 - La méthode es t  applicable quels que soient l e s  papiers e t  l e s  

conditions de séparation, 

4 - L9évduation de 1 ' intensité des taches pemet une ap:@ication 

semi-quanti ta t ive  t2ba aisée, 

5 - Les autoradiogrammes, une fo i s  révélés, se conservent 

indéfikment . 
* il es t  indispensable d 'u t i l i se r  de l'isopropanol pur, exempt do 

contaminations absorbeant l a  lumi ère u l t r a  violette. 



On proci.de, en j3rattticiue, de l a  f açor, suivante : 

l 'acide uridylique es t  localisé sur l e s  électropl.iurégrmes pm o'sseivation 

à 260 n : ~ ,  e t  sa  radioactivité cs t  mesurée directement avec m e  sonde de 

Geiger classique. Les pap5ers sont ensuite plscés entre deux films KODGK 

(KDDT~~, sans écrm, 45 x 45cm) e t  l'enseliible est introduit dans m e  

boîte opaque. Quclnc l a  rcdioactivité moyenne de 1 'acide uridylique e s t  de 

1000 CR9, l e s  d e n  films sont successiveïiient révélés après 2 à 4 semaines 

d t  ex-positiol, 

Ces diîférentes techniques de détermination des rendements 

en ARP? e t  d'analyse, qualitative e t  quantitative, des prjparations ont 

é té  appliquées à l 'étude critique des différentes étapes de l a  méthode 

d'extraction de SCEDlIDiII e t  TkI~GSE1kUm, pzr rûpport à l a  techilique récente 

d'extraction de FmCK e t  T!iUNRO, Il convenait, dans notre orientation de 

travail ,  d ' étudier 1 ' influence des différentes conditions d ' extracticil 

sur l e  rendement, l a  pureté e t  l ' i n t ég r i t é  des préparations obtenues, 

B - FUGüZirkTS DZ L'E'ITJDL CF3TIQT.B DES COI'DITIOl3S D1E1CSRACTIO1J DES _-W 

PAR U S  PETHGDES 1NS)IPBCTES 

Nous avons, dzns une prenière série de travûux, recherché 

l e s  conditions d'extraction conduiscuit au rendement optimum, 

1 - Compaaison des - méthodes de SCBlïDT - e t  THQ$iiHAUSEX (540) 

e t  de, EXCK e t  IIUJ?SRO ( 5 4 Q  : modification des opérations de délipidation, 

Un homogénet obtenu à par t i r  de dix foies de r a t  dans un 

volume m i n i m m  de tainpon (tris pH = 6 , 8 )  (voir à l a  page 101 ) a été 

divisé en deux l o t s  qui furent t rz i tés ,  de façon comparative, l 'm par 

l a  néthode originale de SCI-TCEM' e t  THiLNIiHAUSEK e t  l ' au t re  par l e  procédé 

de FLECK et 1'iUIEO. Le pliosphore to t a l  e t  l l f i R T T  - P ont été déterninés pour 

l e s  diff  érentcs étapes de 1' ex traction de SCTSIIDT e t  T ~ ~ W  : extrait  

éthanoliqv-e, extrz i t  par l e  mélznge éthanol-éther e t  surnageant à 



pH = 4,2 (fraction M), Ces valeurs ont été comparées à celles obtenues 

à part i r  de l a  solution perchlorique pH = 1,45 de FLECK e t  PlTlKRO (page: 104 ) . 
Les résultats appellent l e s  cornrilentaires suivants : 

(voir tableau H), 

- l a  méthode SCKTCKTIIDT e t  T ~ B U ~  fournit, dans l e s  deux cas, des 

valews de rendement to ta l  supérieures à l a  prépaation obtenue selon l e  

procédé de FLECK e t  îQJNl0. 

- l e s  opérations de délipidation provoquezrt une perte importante de 

dérivés phosphorylés, spécialement au cours des lavages du précipité 

trichloracétique par l'éthanol. Outre l e s  phospholipides nomalement 

entrainés, l a  solution éthanolique contient 43 p 100 des dérivés qui 

absorbent l a  lumière ultraviolette à 260 mp. Par contre l a  solution dans 

l e  mélange éthanol- éther n'en contient plus qu'environ 5 p 100. Ces 

résultats sont en accord avec l e s  travaux de vEXKATMMlU (542) 

(voir à l a  page: 57 1 . 
- enfin l a  fraction ARN obtenue directement sans délipidation par 

l a  méthode de FLECK e t  Nü"NR0 présente une contamination iaportante en 

dérivés phosphorylés ; par contre l a  fraction ARN obtenue par l e  procédé 

de SCHMiDT e t  TH'iJ?NHAUSR :-cntre une correspondance parfaite entre l e s  

v a l m  du phosphore to ta l  e t  de 1'AR.N - P. 
Il convenait donc de nodifier l e s  conditions de délipidation 

de façon à améliorer l e  rendemert de l a  fraction Am, en réduisant à 

l'extrême l e s  pertes de composés nucléiques au cours de l a  délipidation. 

Nous avons substitué 1 Iéther pur à 1 ' éthanol pour effectuer l e s  lavages 

à froid du précipité trichloracétique. Les résultats montrent que l ' é ther  

ntcrr+r&ne plus que 1 8  p 100 de composés absorb-mt l a  lumière u l t ra  - 
violette à 260 III@ e t  que l e  rendement de l a  fraction ARN augmente 

considérablement (de 47 m g  avec l-! éthanol à 72,S mg avec l1 éther), Le 

lavage par l 'éther, suivi. d'une délipidation classique par l e  nélange 

éthanol - éther, fournit donc une f rmt ion  ARN avec un rendement voisin 

de celui de l a  méthode de FLECK e t  P l i J i W .  En outre, l e  contenu en 

phosphore to ta l  correspond à l a  valeur de 1 ' B R N  - P, ce qui permet de 

supposer dès mainteriant que l a  fraction PLRN obtenue selon cette modification 



* 
WMPARAISON DU EIiJ ARW POUR LES PROCEDES RE FLEXX ET MuNB0 El! 

: dosage r IiNNBO rEthaaoI ": + Suniageant : Totsù. Y+ a + 
-at Tot& : 

s : : : *the? r pR 1 4,2 8 : ' 8 gtbr r p H = 4 , 2  r t 

: Phosphors t : -L2 2 
: 

123 , 395 : : 47 : 
: 

r31.r 8 
t 50 : 5095 * : total : : 71.5 

* VLbfeurs exprimées en mg de osphore pom 100 g de tissu fraie 
(mogeane de 4 &riencesph 

** Dans l e  cas des extraits obtenus par lr8thanol, llQther et l'éthanol - Qther, 
l'hydrolyse alcaline est réalisée avec une solution de soude 1 î?, B 370C 
pendant 18 heures, par suite de la saponification sfmulta.de des lipides présentis. 



e s t  plus pure que l a  fraction correspondante de FLECK e t  E!WQ, 

Nous avons donc entrepris, à part i r  de ces résultats 

préliminaires, une étude systématique de toutes l e s  étapes de l a  méthode 

de SCHE'IIDS e t  THANiJHAUSER de façon à déteminer l e s  conditions optimales 

de rendement e t  de pureté, 

2 - Etude critique des différentes étapes de lteJrtraction selon l e  

procédé de SCHIIIDT e t  THANNHAUSER. 

Nous avons successivement envisagé ltinfluence du temps de 

contact e t  de l a  concvntration en acide trichloracétique sur l e s  rendemsnts, 

Puis nous avons comparé If  extraction avec les  acides trichloracétique e t  

perchlorique à différentes concentrations. Ces différents facteurs ont été 

étudiés sépaxément en adoptant définitivement l e  lavage du p r k i p i t é  par 

L'éther, suivi d'une délipidation par l e  mélange éthanol-éther, Nous avons 

égdeanent comparé dam ce dernier cas, nos résultats avec l a  t rès  r k e n t e  

modification proposée par STEELEet aï. (543) (voir à i z  page 128 ) , qui 

consiste à laver l e  précipité trichloracétique par l'éthanol en présence 

d'acétate de sodium. 

a - Influence du temps de contact avec l 'acide trichloracétique à 10 P 100, 

Un homogénat o b t e ~ u  dans l e s  conditions précisées à l a  prge 102 

à par t i r  de dix foies de r a t  est  divisé en t ro is  lo t s  qui sont t ra i tés  

séparément par dix volumes d'une solution d'acide t ~ o r a c é t i q u e  à 10 p 100, 

On abandonne à O - 4 O C  respectivement pendant 10 m, 30 mn e t  60 mn avant 

de centrifuger, Les culots de centrifugation sont ensuite remis en suspension 

deux fo is  dans l a  même solution e t  abandonnés B nouveau pendant 10 MI, 

30 mn e t  60 m. 

Les précipit6s sont ensuite t ra i tés  par l 'éther puis I raicool  - 
éther e t ,  après une hydrolyse par l a  soude 1 M ou 0,S N, à 370C pendant 

18 heures, on détermine l e  phosphore to ta l  e t  l ' A B 3  - P s u  l e s  différentes 

fractions : extrûit éther, extrai t  éthanol - éther e t  surnageant pH = 4,2, 



TABLEAU - J 
* 

VARIATION DU REîiDEME3R EN ARN EN FONCTION DU 

TEMPS DE CONTACT ATfEC L'ACIDE TRICHJXRAC'ETIQUE A 10 9 

: . * . . . ** 
: Méthode : Temps : ,, : Ethanol : Surnageant : . de : en : ~ther . ' . '  : + . à : Total : 
: dosage : mn : : ether : pH=4,2 : . . . : (1:1) . 
: . . . . . . : 10 : 45 : 45 : a  : 164 : 
: Phosphore : . . . . 

. 60 : 1 2 , O :  2,4 : 60 : 74,4 : . . : . . 
* valeurs exprimées en mg de phosphore ur 100 g de 
tissu f r a i s  (moyenne de 4 expériencesr 

** dans l e  cas des extrai ts  obtenw par 1' éther e t  
1 ' éthanol-éther, 1 'hydrolyse alcaline es t  réalisde 
avec une solution de soude IN, à 3 0 C  pendant 18 heures 
par suite de l a  saponification simultanée des lipides présents, 



Les résultats sont rassemblés dm-s l e  tzbleau J. On ne constate 

pas de v d a t i o n s  significatives des rendements, pour l e s  différentes frac- 

t ions étudiées, qu' i l  slagisse du phosphore total  ou de 1 9 B R N  - P. Le ren- 

denent dans l e  surnageant à pH = 4,2 est  toujours optimum pour 10 mn 

de contact e t  nous svons retenu définitivement cette condition, En outre, 

pour un c o ~ t a c t  supérieur à 10 nn, l e  précipité trichloracétique dovient 

gommeux ; l e s  lavages e t  l a  délipidation sont renclus plus diff ic i les  e t  

l e  résidu se solubilise m a l  dzns l a  soude. Ces difficultés sont en partie 

responsables de l a  dispersion des résultats* 

b - Influence de l a  concentration en acide trichloracétique, 

Un homogénat préparé dans des conditions identiques (voir 

page 102) e s t  réparti  en 5 l o t s  qui sont t ra i tés  respectivement pendant 

trois fois  10 ninutes, avec des solutions d'acide trichloracétique à 

10, 15, 20, 3 e t  40 p 100, Les rendements sont détexminés par l e  dosage 

du phosphore totai  e t  l e  calcul de lrBRN - P modifié ; l e  (P) a été, 

en outre, déterminé après séparation élec tropliorétique de l a  solution 

surnageante à pH = 4,2. su ans l e  cas des phases éther e t  éthanol-éther, 

l t impossibil i té d'obtenir l n  séparation satisfaisante d'éventuels dérivés 

nucléo tidiques interdi t  toute détemination du * (P) ) . 
Les résultats du tableau K e t  l e s  courbes de l a  figure 13 

appellent l e s  coment&res suivmts : 

- La quantité de phosphore LotSi entr&é dans l a  phase organique 

( ~ t h e r  + éthanol-éther) varie en raison inverse de 1s concentr a t' lon en 

a i d e  trichioracétique ; cette variation s ' accompagne d 'une augmentation 

du phosphore t o t d  dans l a  fraction ARN (surnageant pH = 4,2). ïi est  

possible d'interpréter ces variations en considérant que l a  délipidation 

n'est  que partielle pour des concentrations élevées en acide trichlora- 

cétique e t  l e  résidu phospholipidique se retrouve dans l a  fraction 

acido-soluble de l'hydrolysat nlcalin. Le rendement t o t d  en phosphore ne 

présente donc pczs de variation sigxificative. 

- Cette interprétation e s t  ~ o ~ i r m é e  par l e s  variations des valeurs 

d t  ARN (f) pour ces différentes fractions, Eh effet  lJ Aîü!J (P) décroit 



TABLEAU - K 
* 

VAFUATIOW DU RENDEMENT EN A '  EN FONCTION DE 

LA CON-ATION EN ACIDE TRICHLORACETIQUE 

. . . . . . *Y 
: Méthode : Conc, en : , : Ethanol : Surnageant : : 

de : : Ether : + . : Total : 
: dosage : ATCA % : : ether : pH = 4,2 : 
-- -- 

: 
O 

i I O  : 45 , : 45 i 164 i . . . i 15 : 44 i 46 . : 72 i 162 f . . . 
: Phosphore : 
• • 70 i 163 

: total : : : 
• ' 0 3 1  88 f 166 : ' 57 
O : i . 40 20 53 95 

: 
: : 167 . 

* ** 
et : voir tableau - ~ ( p r \ ( f e  )21), 
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légèrement dam La phase orgrnosoluble, Cependant 1' AFiN (P) décroit également 

dans l e  surnageant à pH = 4,2 ce qui tend à démontrer une perte de composés 

possédmt im max. à 260 mp. Ainsi l e s  valeurs globales des rendements 

par l f M  (P) déc ro i s se~ t  de f q o n  sensible avec l a  concentration. 

- ce t t e  2Urpothèse s e  trouve confirmée par l e s  vdeurs  des (P) 

qui décroissent fortement en fonction do l a  concentration. Ces résul ta ts  

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

L'hypothèse d'une contamimtion importante de l a  f ract ion BRN 

par des composés phosphorylés non nucléotidiques s e  trouve renforcée pas 

l a  détemination de l a  radioactivité spécifique des nucléotides, On constate 

en effe t  une augmentation importa te  (environ 10 p 100) de la radioactivité 

spécifique de l a  tache correspondant à l ' ac ide  utdyl ique,  en pass,mt de 

llBTCA à 10 p 100 à l f B T C A  à X) p 100. La radioactivité spécifique des 

autres nucléotides ne varie pas, Nous verrons plus l o i n  (page: 135 ) que 

l 'acide uridylique, sép'vé p m  électrophorèse à pH = 3,5 en tmpon c i t ra te ,  

correspond à une zone d'interférence avec des dérivés d'origine phospholi- 

pidique (inositol  nono - e t  diphosphates , glycerophosphcite) e t  phospho- 

peptidique, 

l i ATCA à 1 0 p 1 0 0  ; l 
, 108.000 177.000 1 93.MK) 1 193.000 1 

I l i j 

ATCA à X) p 100 ' I 107.000 : 167.000 92.500 265.000 
I i 1 

-- --- -- - - - - --- - - - - - - - -- - - - - - - 
C")-radioac t i v i t  é spécifique exprimée en C P P ~ ~  de Phosphore 

nucléotidique pour 1 nC, 

ISi conclusion, l e  rendement opthun en BRM ( Z (P) = 49 mg 

pour 100 g de t i s su  f r ~ s )  e s t  obtenu avec l e s  solutions d'acide trichio- 

racétique à 10 p 100, Les cont?minations sont, en outre, l e s  plus fa ibles  

à ce t te  concentration, Ces résul ta ts  sont en désaccord mec l e s  conclusions 

de JULLDWT, FLECK e t  PRJiTRû (544) (voir à l a  page 54 ), selon lesquelles 



1 tecide t r ichlor~cét ique i 20 p 100 conduit au rendement optimum. 

Eh fonction des nombreux trzvcrux que nous avons résumés précédemment 

(voir à l a  page: 47 ), il conven~it  également d'étudier l e  rendement des 

techniques u t i l i szn t  1 'acide perchlorique e t  de comparer ces dernières 

aux méthodes à 1 'acide tricbJoracétique. 

c - Comparaison des acides perchlorique e t  trichlorzcétique 

- Influence des concentrations drccide perchlorique .................................. 
Un homogéncut préparé d ~ n s  l e s  conditions précédemment décrites 

(voir p a g ~  102- ) e s t  réparti en 4 l o t s  qui sont ajustés, à par t i r  d'une 

solution d'acide perchlorique 2 N, aux concentrations suivantes : 0,5 - 
0,75 - 1 N et 1,5 N. Après un contact de 10 minutes, l e s  précipités sont 

recuei l l is  e t  lavés d m  f o i s ,  dans l e s  mêmes conditions, pm des solutions 

d'acide perchlorique de mbe nomalité. Après ddlipidation par 1 'éther e t  

l e  nélange alcool - éther, l e  résidu es t  t r a i t é  par l a  soude 0,5 N, à 

37OC pendat  18 heures, puis précipité à pH = 4,2 pas l 'ac ide fornique, 

A&S passage sur Dowex 50 x 2, on détermine systématiquement l e  phosphore 

tota l ,  l l B R N  (P) e t  l e  Z(P), Les résul ta ts  sont rassemblés dans l e  

tableau L. 

On peut constater que l e  rendement en phosphore to ta l  e s t  

légèrement supérieur avec 1 ' acide perchlorique 0,75 N. Mais l e s  vaieurs 

dlARN - P ne présentent plus de vmiations significatives. E h  outre, l a  

séparation électrophorétique effectuée pur l a  déternination du * (P) permet 

de cmnctériser une dégradation profonde des nucléotides puriques ; en 

effet ,  1 'acide adénylique es t  totrrleizent d i t ru i t  e t  l e  tmx d1 mide 

g u q l i q u e  estdirninué d l~nv i ron  50 p 100 ; on peut cxzc t é r i s e r  l a  présence 

de nucléosides e t  de buses l ib res  (voir l a  composition centésimde St l a  

page -165). Cette dégradation profonde e s t  due à l a  présence de tr;?cds 

résiduelles d'acide ~erchlorique qui ne sont pcs retenues sur l a  résine 

e t  provoquent une hydrolyse des nuclSotides puriques au cours de l a  

concentration des éluats ; l e s  ions perc-Uorates peuvent ê t re  c~xactér isés  

dans l e s  eluüts des colonnes p m  precipitation avec l a  potasse. 



TABLEAU - L 
* 

VBRIATION DU -T EN ABN FONCTION IE LA CûNCEHTRATïON 

EN ACIDE ~CHLORIQm 

t : Concentration en acide perchlorique • . t t 
t 

: H6thode : • . : • • • . 
: dedosad~e : 0,5~(%) : 0 , 7 5 ~ ( 4 , 9 $ )  : I , o N ( @ )  : I , s ~ Y ( % )  : . t 

: miosphore : 
: total : 

. t t . • . . . 
* 
valeurs exprimées en m g  de phosphore pour 100 g de tissu frais 

(moyenne de 3 expériences). 



On peut donc conclure que l lextrcct ion pcs l 'acide perchlorique 

suivie d'une hydrolyse sodique, ne fournit pas de prép,wctions satisf,llsantes; 

l e s  traces d ' acide perchlorique résiduelles provoquent, en effet ,  une 

hydrolyse prof onde des nucléotides, Pour c',vit or ce t te  dégradation nous 

avons appliqu6 l a  nodific,i'cion proposée récement par STEELE e t  al. (545), 

qui consiste à ajouter de l 'acétate de sodium (ou de potassiun) à l té thanol  

de f q o n  à neu t rd i se r  1 'excès d'acide entrsiné sur l e  précipité (voir à l a  

pwe 4 2 ) .  

- mude critique de l a  modification de STEZLE e t  al (5461 

STEEL3 e t  d (547) ont proposé de l m e r  l e s  précipités 

trichloracétiques par l V é t h ~ n o l  contermit 10 p 100 d'acétate de pot?.ssium 

e t  l e s  précipités perchloriques par l ' é thmol  à 2 p 100 d'acétate de 

sodium. L1ûàdition d acétate pemet de neu t rd i se r  l e s  traces d'acide 

adsorbes sur l e  précipité, ce qui améliore l e  rendement en cihinunt l e s  

pertes au cours des opérations de délipidation (voir page 5 7 ) .  

Nous avcns appliqué ces corditions e t  nous avons comparé l e s  rendenents 

pour l e s  différentes méthodes suivantes : 

- &traction par 1 ' ccide trichloracétique e t  délipidation par 

l'éthanol e t  l'éthanol-éther 

- Extr2ction par l 'acide triclfioracétique e t  délipidetion pctr 

1 'éther, puis 1 ' éthanol-éther 

- Extraction par  l ' sc ide perchlorique 0,75 N, t e l l e  que nous venons 

de l a  décrire. 

Le table2.u M rassemble ces résultats comparatifs, 

- D a n s  l e  cm de 1 'extraction pnr 1' acide trichloracétique, on peut 

constater que l 'zddit ion d'acétate à l tS thmol  provoque une augmentation 

importante du rendernesit, p,lr rapport à l a  technique clcssique de SCllWBT - 
THAXNHAUSER. Le rendement absolud {P) reste cependant inférieur à celui 

obtenu avec notre modification personnelle (substitution de l ' é the r  

à l 1 8 t h ~ o l ) .  





Dans l e  cas de l'extraction perchlorique, l 'u t i l i sa t ion  de l'éthanol 

à 2 p 100 d ' a d t a t e  de sodium permet d'éviter, en partie, l e s  dégradations 

constatées pax lavpge avec l 'éther pur ; l e  d (P) reste cependant t rès  

inférieur à celui obtenu avec l a  méthode à 1 'acide trichloracétique - 
éther - éthanol-éther. 

Eh conclusion de ces différentes études, seule notre modification 

personnelle de l a  méthode de SCHE:fUYT - THLWliHAUSER fournit l e  rendement 

optinum en BFiN : selon l e s  lo t s  dtaninawr, l e  (P) varie de 45 à 52 mg de 

phosphore ribonucléique pour 100 g de t issu frais.  Les étapes essentielles 

de cet te  technique se résument de l a  façon suivante : 

- précipitation, pendant 10 ml à 40C, par 10 volumes d'une solution 

d'acide trichloracétique à 10 p 100. 

- 2 lavages de 10 mn du précipitd par l a  même solution. 

- 3 lavages % 4 O C  par l 'é ther  pur. 

- 3 délipidations successives à reflux par l e  mélange éthanol - 
éther (1/1) 

- hydrolyse par l a  soude 0,S N à 370C pendant 1 8  heures. 

- précipitation à pH = 4,2 par l'acide foniiique 

- purification du surnageant sur Dowex 50 x 2. 

Ces conditions op4rato ires f oumissent une préparation avec l e  

maximum de rendement, il convenait cependant, dans notre orientation de 

travail, de vér if ier  encore l a  pureté des extraits obtenus par  cette 

méthode modifiée. 

3 - Etude de l a  pureté des extraits obtenus par l a  méthode de SCHlIIDT 

e t  THAIINHAUSER modifiée. 

Nous avons contmlé l a  pureté des extraits obtenus par l a  méthode 

modifiée dont nous venons de préciser l e s  étapes, en reprenant l'analyse 

chromatographique sur papier dans l e s  conditions de BOULEiWG33 e t  

MO-TL (548). La mise en évidence de nombreux composés non nucléotidiques 



nous a conduit à rechercher un procédé de séparation to ta le  des différents 

constituants, de façon à préciser l e s  conditions analytiques applicables 

à l ' é tude comparative d 'extra i ts  normaux e t  cûncérelux e t  à l a  recherche de 

nucléotides anomaux. Après avoir étudié l e  comportement des diîférents 

constituants en électrophorèse classique sur papier, dans l e  tampon c i t r a t e  

0,02 M à pH = 3,5, 1' existence de nombreuses zones d'interférence nous a 

conduit à re ten i r  une technique dfélectrochromatogrt:phie bidimensionnelle, 

a - -balyse des extra i ts  trichloracétiques par chromatographie sur papier 

dans l e  système solvant de BOULANGER e t  I4OlJTP~UIL (549) 

Les travaux de 1-IOlOsUTiiEUIL (550), BOULANGER e t  TdONTREUIL (551 ) e t  

DITRUNEZ (552) ont montré que 1' extraction des ARX du fo i e  de r a t  par  l a  

méthode classique de SCmEDT e t  THANEHIIUSER (précipitat ion trichloracétique, 

délipidation par l 'éthanol puis l e  mélange éthanol - éther, suivie d'une 

hydrolyse par l a  soude e t  d 'me  purifica.tion sur Dowex 50 x 2) fournissait  

des préparations contenant de l 'acide glycércphosphorique. La révélation du 

chromatogramme par l e  réactif  de HATES e t  ISIlERWOoD (voir page -114-) 

f a i s a i t  apparaître une tâche (spot X de I D m U I L  - = 0,43) se  localisant  

entre 1 'acide phosphorique l i b r e  (% = 0,36) e t  l t  acide uridylique 

(RF = 0,50). DERU1\!iEZ (553) a précisé que l e  spot X é t a i t  un mélange d'acide 

glycérophosphorique ( AGP) e t  d ' acide pseudo-uridylique ( /- U) . 
Nous avons soumis l e s  ex t ra i t s  obtenus par l e  procédé de 

SC~TIDT e t  TI-IAIGMAUSER modifié, à 1 ' analyse chromatographique, dans l e s  

mêmes conditions. Les préparations, obtenues après un marquage in vivo de 

24 heures par l ' ac ide  phosphorique r d i o a c t i f ,  ont é t é  sépartks p a r  

chromatographie sur papier ; l e s  chrornotogrmes ont é t é  révélés, de façon 

comparative, par l'autoradiographie e t  par l e  réact i f  de HANES e t  

ISHER'IOOD (554). La figure 14 montre l e s  résultats  obtenus dans ces 

conditions, Outre l e s  quatre nucléotides e t  l ' ac ide  phosphorique l i b r e  (pi), 

on caractérise également dans ces préparations l e  spot X de MONTREUIL e t  

deux fractions 1 e t  Y, t r è s  apparentes en autoradiographie m a i s  qui 



LEGENDE 

4 Pi v u  ACIDE PSEUM-URIDYLIQUE 
(5-Ribosyl Phosphare) 

U ACIDE URIDYLIQUE 4 X [lfll &AIX;  
G ACIDE GUANYLXQUE 

C ACIDE CYTIDYLXQUE 

A ACIDE ADENYLIQUE 

Y INOS ITOL DIPHOSPHATE 

1 INOS ITOL MONOPHOSPHATE 

X AC IDE PHOSPHOCLYC ER IQUE 
et WU 

AC&E PHOSPHORIQUE L l B R E  

Figure 14 - Séparation par chromatographie de 48 h.sur papier Whatman no 1 

ph6nol-isopropanol-acide formiq*ie/eau ( 8 5 : s :  1 0 1 1 0 0 )  de 1 'hydrolysar alcalin 

d'un extrait de foie obtenue par l a  m4thode SCHMIDT et THANNHAUSER modifiée. 



Fig.15: IDENTIFICATION DES SPOTS X . Y i  1 .  



CLYCEROL SPOT- 1 /Y 
P H O S P ~ T A S E  

FIGURE-1 6 :  CIiR0MATOGiIAPI:IE DESCEKDANTE EN SYSTEblE SCLVANT 

DE Pi\R?'RIDGE: n-BUTANOL :ACIDE ACET1QUE:EAU ( 4 : 1 :5  ) SUR 
I>,2111ER I~IIAT?.IAN NU3;I:RC 3 PESDtZNT 48 IIEURES; REVELATION PA11 

I,E SITILZ'I'E T) ' , IRGENT AbibiOK Ii'\CilI1. 



n1  apparaissent que tardivement (48 heures) avec l e  révélateur de HUES e t  

ISHERWOOD. Après autoradiographie, l e s  fractions X, 1 e t  Y, sont éluées e t  

soumises à une électrophorèse en tmpon c i t r a t e  0,02 M à pH = 3,5. Conformé- 

ment aux ciinclusions de DERUME2 (555), l e  s p t  X correspond bien au mélange 

d ' acide glycérophosphorique e t  d ' acide pseudouridylique ; 1 'hydrolyse par l a  

phosphatase alcôline (en tampon Tris-acétate - 0,05 14 - pH = 8,6 pendant 

1 heure à 3 7 0 ~ )  l ibè re  1 )  l e  glycérol qui e s t  caractérisé par une chromato- 

graphie sur papier dans l e  système solvant de PARTIIIM;E (556) (~ütanol  - 
acide acétique - eau ; 4 - 1 - 5) (figure 16) e t  2) l a  pseudouridine, 

repérable par observation en lwrfère uitraviolet te.  Les spots 1 e t  Y corres- 

pondent aux inositol  mono - e t  diphosphates (f iwre  1 5) dont 1 'hydrolyse 

phosphatasique l ibère 1 ' inosi to l  (figure 16). 

L extraction par 1 ' acide trichloracétique, suivie d'une délipida- 

t ion  par 1 'éther e t  l e  mélange éthanol - éther, fournit  donc l e  même type 

de contamination non-nucléotidique que l a  méthode classique. ESn outre, l e  

système solvant phénolique de BOULAfTGER e t  MONTFEUIL (557), qui ne permet 

pas l e s  observations en Lumière ul t raviole t te ,  ne sépare pas tous l e s  

composés nuclSotidiques (interférence entre AGP e t  U-u). La séparation par 

électrophorèse à pH = 3,5 permet, en outre, de caractériser  d'autres 

contaminants phosphorylés. 

b - Analyse des ex t ra i t s  pa~n électrophorèse en tampon c i t r a t e  0.02 M 

à p H =  3.5 

Les mêmes ex t r z i t s  radioactifs, obtenus après un marquage i n  vivo, 

sont soumis à une séparation électrophorétique à pH =3,5 sur du papier 

d ' Arches 304. On révèle ensuite, de façon comparative, par 1 ' autoradiographie, 

l e  réactif de HANES e t  ISHERWOOD, l 'observation en lumière ultraviolet te,  l e  

n i t r a t e  d'argent ammoniacal e t  l a  ninhydrine à 0 , 1  p 100 dans l'acétone. 

La figure 17 montre que, outre l e s  quatre nucléotides e t  l 'acide 

pseudouridylique (qui possède l a  même mobilité que 1 ' acide uridylique) l e s  

ex t ra i t s  contiennent : 
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fig:17- Séparation pur- éleci rophorèse e n  tampon 
citr-cite 0,02M 3 pH 3,5 dc- IOhydrdysat alcatin 
d'un extrait de foie obtenu par Io méthode de 
@ Schmidt Thonnhuusw modifiée. 



- de l l i n o s i t o l  l i b r e  e t  l e s  inositol  mono e t  diphosphates. 

- de l 'acide glycérophosphorique e t  des dérivés d'origine phosphati- 

dique (phosphocholine, phosphocolamine, phosphosérine). 

- des dérivés protidiques (sérine, phosphotkiséonine e t  phosphopePtides). 

- une fraction dl ol igonucl~otides qui inigre avec 1 ' acide phosphorique 

e t  dont nous reparlerons plus lo in .  

Ces différents composés ont é té  caractérisés par des analyses 

chromatogaphiques compl4znentaizes dans l e s  systhnes solvants classiques des 

acides aminés e t  des peptides (chromatographie bidimensionnelle en (1 ) butanol 

acide acétique - eau e t  (2) phénol - ammoniaque - eau, dans l e s  conditions 

décri tes par BlSERTEet a l .  (558). 

La présence de ces différents composés non nucléotidiques a été 

caractérisée par de nombreux auteurs e t  notamment par KUSCHISON e t  a l .  (559) 

e t  LEDIG e t  al, (560). 

Nos résul ta ts  confirment ceux de HUTCHISON e t  ai. (561 ) en ce qui 

concerne l a  position des inositol  mono e t  diphosphates, Nous nous trouvons 

cependant en désaccord avec des aukurs  quant à l a  localisat ion de l a  

phosphosérine, E h  outre, l a  fraction peptidique signalée par ces derniers 

en avant de l 'ac ide  cytidylique correspond au mélange de l a  sérine, de l a  

phosphocholine e t  de l a  phosphncolz~ine, 

La révélation par l a  nirhydrine à 1 p 100 f a i t  apparaître des 

trainées, dont certdines interférent avec l e s  nucléotides. Cette contamination 

protéique introduit  une cause d'erreur dans l e s  dosages spectrophotométriques ; 

nous avons, en part iculier ,  vé r i f i é  que l e s  nudéotides présentent un  

déplacement de l eur  m&wn dJ  absorption (voir  tableau R à l a  page : 154). 

Enfin l a  fraction,  absorb-ant l a  lumière ul t raviole t te ,  qui migre avec l 'acide 

msphorique l i b r e  p u r r a i t  correspondre à des oligonucléotides a l ca l i  - 
résistant&, présentant l e s  caractéristiques s h c t u r a l e s  que nous avons 

présentées précédemment (voir page: 75 3 79). 



en U.V. Nucieot ides. n Contaminations: .---- 

P. choline' 
4 sérine. 

P.colamine' 

Figure 18 Séparation par électrophorese. 

en tampon formiate 0.06 M ii pH 2.7 

de l'hydrolysat alcalin d'un extrait de foie suivant la méthode de Schmidt & Thannhauser modifiée 



il é t a i t  donc important de choisir  des conditions opératoires qui 

permettent de séparer tous l e s  constituants que nous venons de caractériser. 

c - Bnalyse électrochromatographique des hydrolysats totaux 

Pour obtenir une bonne résolution des nucléotides l ib res  d'une 

part,  ( e t  n o t m e n t  des nuclkotides mineurs), e t  de fractions a lca l i  - 
rés is tantes  d'autre part ,  nous avons associé lfélectrophorèse à pH = 2,7 e t  

l a  chromatographie selon MAIIKHeM e t  S E T H  (562). 

SXITH e t  DUNiJ (563) avaient obtenu, en 1959, une séparation 

intéressante de mono - e t  dinucléotides par l 'électrophorèse sur papier, 

en tampon phosphate 0,05 M à pH = 2,l e t  en tampon formiate 0,05 M à 

pH = 3,5. Après différents essais  de concentration e t  de pH, nous avons 

retenu Ifélectrophorèse en tampon formiate 0,043 M à pH = 2,7. La figure 18 

montre l a  séparation obtenue à pa r t i r  de l ' e x t r a i t  t i ssula i re ,  

L ' association de 1 électrophorèse, dans ces conditions, avec l a  chromatogra- 

phie dms l e  système solvant de IIARKHQI e t  SUTH (564) ü f a i t  apparaitre 

1 ' extrêrne hétérogénéité ctes ex t ra i t s  (figure 19). Les révélations comparées 

par absorption en lumière ul t raviole t te ,  par autoradiog~aphie e t  par l a  

ninhydrine font on e f f e t  apparaître 28 à 30 spots. Outre, l e s  constituants 

déjà caractérisés par l 'analyse monodimensionnelle, llélectrochromatographie 

permet de localiser  6 à 8 contminants de nature protéique, t r o i s  fractions 

d'oligonucléotides e t  6 à 8 fractions phosphorylé absorb-mt l a  lumière 

a t m v i o l e t t e ,  que nous n'avons pu i den t i f i e r  ; ces dernières sont présentes 

à 1 ' é t a t  de t r z e s  e t  interfèrent  après l a  séparation électrophorétique 

avec l e s  acides guanylique e t  uridylique. 

Cette première sé r ie  de travaux démontre qus l e s  mékhodes 

indirectes d'extraction des EüV par l e s  acides perchlorique e t  t r i c h l o r a c é  

tique ne fournissent pas quantitativement des préparations pures, applicables 

aux études de structure, 
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Les teclmiques à l 'acide perchlorique foumissent des rendements 

trop faibles. Plusieurs auteurs ont démontré que 1 'hydrolyse par l a  potasse 

suivie d'une précipitation par l 'acide perchlorique provoquait une perte de 

3 à 5 p 100 des nucléotides qui sont cidsorbés sur l e  précipité de pe~chlorate  

de potassium (voir page-79- ), Nous avons nous mêmes vér i f ié  que l'hydrolyse 

sodique du précipité perclilorique, délipidé par l ' é t h e r  e t  l e  mélange 

éthanol éther, sui-& d'une purification sur  des colonnes de Dowex 50, 

provoque wie dégradation profonde des nucl6otides puriques par sui te  de l a  

présence d 'un résidu d ' acide perchlorique persistant après l a  purification 

sur  résine. Par contre, l e  lavage du précipité perchlorique par l fé thânol  

contenant 2 p 100 d 'acétate de sodium, dans l e s  conditions proposées par 

STBLE e t  al. (565) permet d 'évi ter  ce t t e  dégradation profonde mais l a i s s e  

subsister une perte importante au cours de l 'extraction,  l a  concentration 

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

Parmi l e s  méthodes à l ' ac ide  tricliloracétique, l e s  conditions 

classiques de précipitation p a  1 'acide trichloracétique à 10 p 100, suivie 

d'une délipidation par l 'éthanol e t  l 'é thanol - éther, font apparaître une 

perte t r è s  importante au cours des lavages par l 'éthûnol. Ces pertes sont 

dues à l a  f o i s  à une autolyse au cours de l a  délipidation, provoquée p a r  

l e s  traces d'acide trichloracétique restant  adsorbées sur l e  précipité e t  

à 1 'entrainement d'une fraction d1 ARN, soluble dans l a  phase organique. Eri 

e f fe t ,  l ' ext ract ion par l a  méthode à l a  guanidine (voir à l a  page -149-) 

des phases éther e t  éthanol-ither rassemblées permet de caractériser, après 

hydrolyse sodique e t  chromatographie (figure 19 b i s ) ,  une fraction d '  A .  

dont l a  radioactivité sp6cifique e s t  double de cel le  des AIL"? obtenus, de  

f q o n  classique, dans la phase aqueuse : 970.000 c/mn/mg de P pour l e s  PLRN 

de l a  phase organique, p u r  500.000 c/mn/mg de P pour l e s  @JV de l a  phase 

aqueuse (après 2 heures dlincorporation i n  vivo). Ces résul ta ts  sont en 

accord avec l'hypothèse, formulée par plusieurs auteurs (voir à l a  page 57,137) 

selon laquelle il exis tera i t  des complexes ARf\T - l ip ides ,  possédant une 

act iv i té  métabolique t r è s  élevée. L'introduction de 10 p 100 dfac6tate de 

potassium dans l'éth,mol permet de contrecarrer partiellement cet te  autolyse, 

mais n 'évite pas ltentrainement d3 l a  f ract ion nucléique soluble en phase 



Chromatographie de 72 heures dans le système solvant: 
Isopropanol - eau (~o:~o),(NH~). 

nucléotides 

FICEURE 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); 
*-radioactivités spécif  iques(C.p.~.). 



organique. Le rendement optimum en ARN est  obtenu en effectuant l a  délipi- 

dation par 1 '6ther e t  l e  mélange éthanol - éther. Cependant, l a  pureté des 

préparations n 'es t  pas améliorée e t  l'anzdyse 6lectmchrometogrzphiyue permet 

de caractériser plus de 20 fractions qui viennent souil ler  l e s  préparations. 

Ces résul te ts  nous ont conduits à rechezcher un procédé direct  d'extraction 

qui permette d 'aiéliorer à l a  fois  l e  rendement, en sup-pimant l e s  pertes 

dues à l a  délipidation e t  l a  pureté des pr6yarztions, en éliminant l e s  

composés non nuclSotidiques dont l a  présence peut ê t re  consider8e corne une 

caractéristicpx des métliodes dtextraction pm 1' acide trichloracétique, 

- RECmRCHE D'UNE IjETIIODE DImCTE D'EXTRACTION DES &IN 

Pcumi l e s  méthodes directes, nous avons, dans une première sér ie  

de travaux, repris l e s  techniques d ' extraction phénolique de façon à recher- 

cher des conditions d'extraction quantitative des ARN du foie tota l .  Devant 

ltinsuccès de nos tentatives, nous nous soinmes tournés vers 12 méthode 

d'extraction par l e  chlorhydrate de guanidine d6crite pm COX e t  a l .  (566). 

Ces travaux nous ont conduits à adapter ce t te  technique au t issu t o t d  e t  

à décrire une rnéthode gén6rale d'extraction des AIX, applicable aux t issus 

e t  aux fractions cytoplasmiques ; cet te  technique fournit quantitativement 

des préparations pures d'AR., 

A - TRAVAUX C O M ~ ~ ~ ~  LA PfiEPA.RATIr_li\T DES ARN TOTAUX DU FOIE DE R U  

PAR LES I*WI':lOBES DtSXTRAC!i!IOl!T PHENOLI$UE, 

Nous avons abordé cet te  sé r ie  de recherches, en tenant compte des 

travaux de LITTAUSR e t  EXSENBZRG (567) (voir à l a  page-45- ) e t  des 

résultats de SIBBTAIVI e t  ai. (568). Il convenait en effet ,  dans notre 

orientation de travail ,  



1 - de déterminer l e  rendement de l 'ext ract ion par l e  phénol des ABiY 

totaux du foie  de ~ a t  

2 - de vér i f i e r ,  à l a  lumière des travclwr de SIo3ATANI (569), 

l 'existence d ' m  partage des ARIJ entre l e s  phascs uqueuses e t  phénoliques. 

1 - Etude du rendeiîisnt e t  de l a  pureté des prép~rat ions  d'ART1 

totaux du f o i e  de r a t  

L'étude cri t ique effecttise ycsr IlONTRFTJIL e t  SEGATiD (570) a 

démontré que l a  méthode originz2.e de KIRBY (571) fournissait,  par r a p p r t  

aux méthodes de GIERER e t  SCMIAN< (572), de HAKEZl e t  al. (573) e t  de H U  

e t  COTY (574), l'&Y l e  plus pur, avec un rendement de l 'ordre  de 30 à 35 m g  

de Phosphore BRN pour 100 g de t i s su  f r ~ s ,  L t  E (P) des préparations va r i a i t  

de 7.500 à 5.000 e t  l e  rapport A ~ ~ ~ A ~ ~  é t a i t  éga l  à 1,8. Eh collaboration 

avec G, SkGqIEZ, nous avons modifié l a  technique dl extraction, en t enmt  

coripte des conclusions de LITTAUER e t  EISEK3ERG (575). 

Le  t i s s u  e s t  homog&néisé, à + 4OC, d a  du t a p o n  Tris-acétate, 

0,02 H - pH = 7,3, 10 -4 M en Cl, Mg ( I O  m l  par g d i  t i s su  f r a i s )  ; on * 
ajoute ansui'ce un égiL volume d'une solution aqueuse, à 90 p 100 de phénol 

red i s t i l l é .  On agite pendant 60 mrt à + 4OC. LêL solution e s t  centrifugde à 

1.800 t/mn pendant 1 heure à 4OC. Lo phase aqueuse e s t  recuei l l ie  à l a  

pipette e t  conserv6e à - 2Q°C. La phase infgrieurs phénolique e t  l ' interphase 

sont à nouveau extrc i tes ,  dans l e s  mêmes conditions, deux f o i s  par 1/10 dn 

volune de tmpon tris - acétate. Les phzses aqueuses r~ .ssembl~es  sont 

recentrifugées 30 mn à 20.000 '&in. La phase aqueuse l h p i d e  e s t  extra i te  

5 f o i s  pex de 1 Gther s m s  peroxyde, puis précipit je p2.r 2 vol. dl ethmol, 

en presznce de 2 p 100 d'acétats de potassium. Le précipité, r ecue i l l i  par 

centrifugation, e s t  M ~ ~ S S O W  dzns l e  tampon T r i s  - acétcte. On ajoute un  

volume de RI f-IX - 2,5 TI e t  on ajuste à pE = 7,8 par addition d'acide 
4 2 

phosphorique à 33,3 p 100. On agite 15 mn avec 1 volume de 2 - méthoxyethûnol 

e t  on centrifuge 5 mn à + 4OC. LEL phase ciqucuse supSrieure e s t  recuei l l ie  

e t  l a  phase inférieure es t  lavée deux f o i s  par. l e  même tmpon : 

* l e  phénol e s t  r ed i s t i l lg  au préalable e t  conservé à + 40C. 



T r i s  - acétate 0,02 M - pH = 7,3/F04HK2 - 2,5 1 (1-1) ajusté à pH = 7,8 

pm PO4%. Les &ases aqueuses rassenbl6es sont à nouveau cmtrifugées 30 nn 

à 20.000 t/m, puis dialysées 48 heures à + 40C contre une soluticn IO-% 

de Versène. La fraction adialysable es t  enfin reprecipitée t r o i s  fo i s  par 

l 'éthsnol en présence de 2 p 100 d'acétate de sodiun. 

L'étude du rendement e t  de l a  pureté des prépasctions a fourni 

l e s  résul tc ts  suivmts : 

- Rendement des prép:.ir,o t ions 

Nous zvcns déterminé les  rendements en phosphore t o t d  e t  en 

ARN - P, d m  l e s  conditions décrites précédemment à l a  page- 103 . Les 

résul ta ts  sont l e s  suivmts : 

Phosphore tota l  = 40 à 42 mg/lOO g de t issu f r a i s  

EiRN-P = 53 à 56 mg/100 g de t issu f r a i s  

Contrairement aux méthodes de préprxation peu. 1 ' acide trichlora- 

cétique (voir à l a  pzge- 123 ) , l e s  vdeurs  du phosphore to ta l  sont plus 

f d b l e s  que cel les  de l'&P. Les extrai ts  ne contiennent plus, en effet ,  

de contaminations phosphorylées non nucl éotidiques . E h  outre, l e  pourcentage 

de phosphore dms l e s  BRN macronoléculaires v ~ x i e  de 6,7 à 7,5 p 100 

(6,75 p 100 s e l m  KIRBY (576) pour l e s  fiaes de r a t  WISTAR) ; ce taux 

ju s t i f i e  l e s  valeurs exc6dent~irzs de ltkliTa-P d6temniné par absorpticn à 

260 mp. Cepen<ant, l e s  rendements en A J  sont t r è s  inférieurs à ceux fournis 

par l a  méthode à l 'acide trichloracétique e t  ne représentent que 70 p 100 

du rende~iient glolsd obtenu par cette dernière méthode. Ce f 3 i t  s'explique 

à l a  lumière des t r m m  de KIDSKlN e t  KIRBY (577) e t  de SIBhTWI e t  cil. (578) 

concemmt l e  phénomène de pmtage sélectif  des CiRTl entre l a  phase aqueuse, 

l c  phase pkénolique e t  1 ' intsrphzse. Nous avons né,moins étudié l a  puret6 

des prépnr a t lem. ' 

- Pureté des ex tmi t s  ph6noliques 

Les prépwations possèdent des vaieurs d t  F; (P) de 10,500 e t  l e  

rapport K ~ ~ ~ / A ~ ~  e s t  de 2,3 à 2,5 selon l e s  prépar~.tions. Ces r6sultats 

sont l e  signe d'une pureté élevLe des préparations. 



La sLporation électrophorGticyue à pJ3 = 3,5 d'un hydrolysat z l c d i n  

montre l'zibsencs de composCs phosphorylCs non nuclSotidiques, rnds l t z  

rév5lation par l n  ninhydrine à 1 p 100 f a i t  apparaître une contamination 

pro téiquc persistante. L 'hydrolyse t o t d e  pczr 1 ' acide chiorhydrique 5,6 N 

suivie d'une chromatogrzphic bidimensionnelle dcu?s l c s  systèmes solvants : 

( 1 )  buta1101 - acide acGtique - e2u e t  (2)  ph6nol -amioniaque - ezu 

(BISEBTE e t  al. (579)) perrnet de car;ctJriser une quinzaine d'  ccidts arin6s. 

m d i n  l'hydrolyse fomiquc; toti-le, dans l e s  tonditions de KiKTT (580), 

suivie d'une cbmatogrûphie dans l e  système solvant : Isopropanol - mide 

chlorhydrique - eau (1 7044-36) révhle l a  présence de thymine, signe d 'une 

contanination p a  l e s  &Dg, Les préparations contiennent de 1,s à 3 p 100 

dt  DIJ, dosé par  13 rnéthode à l a  diphénylarfiint de IIISCIiE (581). 

Les préparations, cunform&nerit aux conclusions de HABEFNkW (582) 

e t  de NONTFUGJIL e t  SM';m (583) ne sont donc pas rigoureusenent pures. Il 

subsiste des traces d'ADN e t  de protéines, qui risqilaient de provoquer à 

nouveau des interférences dans l e s  études électmchromatog~aphiques. 

Cependmt l 'existence d'un partage des ARFI entre l e s  deux phases représen- 

t a i t  pour nous un problème majeur. L'expérimentation que nous allons 

décrire maintenant confime l 'existence de ce partage qui a v d t  é té  m i s  

en évidence par SIBATUT1 e t  d. (584) e t  d&mor,tre, en outre, l e  caractère 

sé lec t i f  de ce t t e  r&paxtition, 

2 - Etude du partage des ARN entre l a  phase aqueuse e t  l a  

phase phénolique 

Les phases ph&oliques, rasser55li;es nu cours de l ' ext ract ion 

que nous venons ae décrire,  sont t r a i t é e s  selon un protocole expérimentd 

inspiré  de celui  de YM4aTB e t  SIBhTLîtI (585). On reprend l n  p h s e  phénolique 

e t  l ' interphase par 4 volumcs d'éthanol à froid, puis l e  précipité e s t  

t r a i t é  pa r  l e  n&lmge Sthanol - Sther (4-1 ) e t  enf pcar 1 ' S t h e r  ; on lave 

à nouveau p m  ll jLcool absolu e t  l e  résidu est repr i s  à f ro id  p~u.  2 volumes 

d'acide trichloracétique à 10 p 100. 011 t r a i t e  ensuile l e  précipité 

trichloracétique p w  l ' é t h e r  à f ro id  puis à reflux pzr l e  nélange éthanol - 
éther (1-1 ) . Le résidu e s t  ensuite hydrolysé par l a  soude 0,5 N à 370C, 



pendmt 18 heures, e t  llhydrolysat es t  purifié sur des colonnes de Dowex 

50 x 2, dans l e s  conditions qui ont é t5  décrites préchdament (voir page 

83 1 .  L'&RI? P de l a  préparation fournit ,  selon l e s  cas, une valeur de 12 

à 14 m g  pour 100 g de t i s su  f ra is ,  Les études comp~aatives de rhpôstition 

des !,RN entre l e s  deux phases d&ontrent que 20 à 22 p 100 des CiRN totaux 

du t i s s u  sont prSsents dans 13 phase phénolique. 

L r  étude conparée de 12 conposition nucléotidique des ART de l a  

phase aqumse e t  de l a  phase phhnolique moiître qu ' i l  s ' ag i t  de deux classes 

chuniques dist inctes,  dont l e s  compositicns centésimdes sont différentes 

de ce l l e  des &UT totaux (vuir  tableau S, page -163 ). Les ARN de l a  phase 

aqueuse présentent un taux élevé d'acide guanylique (35 p 100) e t  un taux 

d'acide uridylique (17,7 p 100) inférieur à celui  des BRN totaux, Ces 

résu l ta t s  se  rapprochent de ceux de YG3HNII e t  SIBKLCAii (586). 

Eh outre, nous avons comparé l e s  radioactivités spécifiques des 

llRN de l a  phûse aqueuse e t  des BRN cytoplasmiques, d'une part, des iiFW de 

l a  phase phénolique e t  des nucléaires, d'  autre part,  Les résul ta ts  sont 

rassemblés dans l e  t a b l e ~ u  P. On voit  que l e s  radioactivités spécifiques 

des nucléotides des ARTJ de laphase aqueuse e t  cytoplcsmique sont identiques 

e t  que celles des nucléotides des A.ElJ de l a  phase phénolique e t  nuclSaire 

sont, toutes deux, becucoup plus élevées que l e s  premières. Ces résul ta ts  

obtenus après 1 heure d'incorporation in vivo, sont donc un argument en 

faveur d'une extraction sélective des M I T  nucl6aires d a s  l a  p h s e  phholique 

e t  de l a  présence des ARN à marquage rapide dans l ' interphase, confornément 

aux travaux de KIDSON e t  KIRBY (587). 

L ' extraction phénolique des ARlJ totaux du t i s s u  s ' accompagne 

d'un fractionnement chimique de ces conposis, i32r su i t e  de leur  partage 

entre l e s  différentes phases. La dispersion des résu l ta t s  obtenus au cours 

de plusieurs i?xtractions comparatives montre, en outre, que ce fractionne- 

ment n ' e s t  pas reproductible e t  correspond, en f a i t ,  à un simple pztage en t re  

l a  phase aqueuse e t  l e  phénol. 



TABLEAU -. P 

RBDIOACTIVITES SPECIFIQUES * DES NUCLEXlTIDBS CONSTITUANT LES A R H  

DU WiVPLASIUIE FT DE LA PHASE AQUEUSE DES EXTRAITS PHENOLIQUBS, 

D'm PART, El? LES ARN DU NOYAU FT DE LA PHAS3 PBXOLIQUE D'AUTRE PART. 

. Phaae AR? : Phase . : Nucléotides ARN : : aqueuse : cytoplasmique : phénolique : nucldaires : 

* 
exprimées en c/mn/mg. P-rmci6otidique / mC de 32~. 



L'applicstion de ce t t e  technique devait ê t re  a c l u e ,  dans notre 

orientat ion de travail .  Nous nous somes donc tournés vers l e s  technicpùs 

d t  extraction par l e  chlorhydrate de guanidine. 

B - IJXSE AV PCIIT\?ril D'UNE fETlIODE GEl!JE-RfSE DIEXTRkCTION DES ARl\T TISSULBIRES, 

P U  LE CHLORI-KDRkTE DE GUkNU)INE 

1 - Mode opératoire 

E h  s l i i i spi rant  du protocole dScrit par  COX e t  AItlJSTEIN (588), 

1' extraction e s t  conduite de l a  façon suivLmte : 

5 g de t i s s u  sont broyés dzns 3 m l  du mélange : T r i s  - 0,05 M - 
KC1 - 0,025 14, 3gC1 0,005 M ajusté à pH = 6,8 avec de lti2cide acétique. 2 
Le broyat es t  r e c w i l l i  d m  un  b6cher ref roidi  dms  un bain de g-iace .- 

acétone. On ajoute ensuite -j volmcs d'une solution de chlorhydrste de 

guanidine 5 14, contenant 0,033 l? dtE13Tn (disodique) e t  ajusté6 à pz = 4,5 

par de l ' ac ide  chlorhydrique. On honiogénéisc e t  on l a i s s e  en contact à O°C 

pendant 3 m. Dans 1~ cas o ù  l ' on  opère sur  dcs fract ions cytoplasmiques 

contenant une quantité t r è s  fa ib le  dfPA517T (noyaux, ribdsorzes nucléaires), 

on ajou-te, 2.p.près l'horncg6néisetion, 0,5 volme d '  6thanol absolu que 1 'on 

mélcnge par uni' simple agitat ion mmuclle mec unc t ige  de verre g on 

abadorne, dnns ce cas, 60 & - 5 O C .  Le précipité fomS e s t  ensuite 

recue i l l i  par une centrifugation à O°C, de 60 mn à 10.000 g (dms l e  cas 

des substrats pcluvres en LUIN, on centrifuge à 40.000 g pendant &3 m.). Le 

surnageant es t  d6cmté e t  l e  culot de centrifugution e s t  réhomogénéisé dans 

une solution de chlorhydrclte de guanidine 6 M, ajus té  à pH = 7,2, à raison 

de 1 ml pour 1 g du t i s s u  de départ. Après un repos de 10 mn, on centrifbge 

30 mn à 9.000 - 9.500 g. Puis on lave à nouveau l e  précipité, dans l e s  



m$mes conditions, avec l e  t~mpon : ElYTh (disodique) 0,2 II, T r i s  - 0,01 M, 

ajustb à pH = 7 avec de l a  soude ; e t  enfin avec de l ' é thmc l  absvlu 

amené à - 20°C. 

L1&QJ est  ensuite e x t r ~ i t  de ce complexe ii_Flfa - ,&dine insoluble 

par 5 traitements avec l e  rn6laige T r i s  - 0,01 $?, ElYTb - 0,002 PI ajusté à 

pH = 7,2, à rlison de 1 ,5  à 2 m l  par grFrne du t issu de départ. Après 

chaque extraction, ( l a  première de 60 mn e t  l e s  suivantes de 30 m), 

on centrifuge pendant 20 mn à t- 20C, à 9.OGO g. On recueille l e s  5 surna- 

g e a n t ~  qui sont conservés à - 20012, avmt d 'ê tm rassemblé. La solution 

f ina le  renfeme l e s  ARN libérés. 

L - Purification des extrzi ts  

Cette solution finale e s t  additionnée de 2 p 100 dfacétata 

de potassium (à par t i r  d'une solution d'acétate de potassium à 100 p 100 

p/v), La prScipitation est  effectuée d o r s  par ûddition de 2 volumes 

dléthanol absolu à - 200 C e t  l e  mélange e s t  abandonné 15 heures à cette 

tenpérnture. Le précipité blmc floconneux e s t  lavé deux fo i s  par  1 téthmol 

à 75 p 100 conten,mt 2 p 100 d'acétate de p t a s s i u ~  e t  une fo i s  par 

lréthûnol à 75 p 100 (*). Toutes 1.3 centr i fug~t ions sont effectuées 

à - 200 C, pendat 30 mn à 9.000 g. 

c - Hydrelyse alcaline des pr6pcrztions 

Le précipité ,?ir,si obtenu e s t  constitué d1 NW ~ûx=roixolécuiaire, 

l i b r e  de protSines, L'hydrolyse alcaline des prGparations, ngcessaire pour 

l e s  études de rendenent e t  de purete, doit  être conduite, drm ce cm, de 

façon particulière. 

(*) La précipitation éthanolique des M N  sous forne l ib re ,  t e l l e  qu'elle 

es t  effectuée i c i ,  ne provoque pas dti solubilisation par t ie l le  des BRN ditm 

l 'éthanol, comme c 'es t  l e  cas à pzr t i r  des ribonuclSoprotéines obtenues par 

l a  précipitation trichloracgtique. La solubilisation d'une fraction dlQFlîJ 

dans l'éthanol, dont nous avons parlé à l n  page : 141, peut ê t re  due à l a  

f o i s  à llentrainement de complexes &RB-lipide e t  à une affinité particulière 

p u r  1 ' &han01 des ribonucléopmtéines. 



L'étude cr i t ique dt-s ccnditions d'hydrolyse aictiline, effectu8e 

p m  MONTBZUIL e t  al. (589) e t  pm D E K ~ l E Z  (%O), a en e f fe t  d&ontré que 

l'hydrolyse d'un AIUJ ex~ilnpt de protéines p m  l a  soude G,5 W à 3T°C, pendant 

1 8 heures, provo quzi t une désminztion importante de 1 ' acide cytidylique 

(voir à l a  page -79-) . Les z u t ~ u r s  ccnscillen'~, dans ce cas, une hydrolyse 

par l a  soude 0,3 M - à 200C pendant 24 heures. Pour prhserver l a  valeur 

comparative de nos résul ta ts ,  avons maintenu llh;ydroljrse par l a ,  soude 

0,5 ?i - à 370C pendant 18 heures, en a jout=t 1 g de s é m  fibumine bovine 

c r i s t d l i s é e  pour 100 g du t i s su  frais cla départ ; ces conditicns ne 

provoquent pc~s de désminzticn de 1 l sciàe cgtidylique (DER~'IEZ (591 ))  . 
D a n s  l e  cas où l e  procédé dlextrcction e s t  appliqué pour 

déterminer l n  composition nucléotidique des AN!T, l'hydrolyse =zlcdine peut 

ê t r e  effectu6e directement sur  l a  solution f i n d e  d'extraction obtenue 

dans l e s  coiiditioiis du paragmphe a. Il n'est  nécessaire, dans ce cas, 

dfujouter de l a  sém; albm&e, ca r  l a  containat ion prot6ique e s t  

suffisante, à ce stade, pour évi ter  l e s  désanincltions. On ajuste, dans ce 

cas, l a  concentration f inûle  en soude à 0,5 N, à p u t i r  d'une solution 

de soude 30 Y, 

L1hydrolysat a l c d i n  e s t  ensuite pr ic ipi té  pzr l ' ac ide  formique 

e t  purif ié sur  dcs colonnes de Dowex 50 x 2, d m  l e s  conditions 

décrites précédernent (voir page : 83') . 

d - Etude du rendesent e t  de l a  pureté des préparations 

Les techniques d '6tude sont identiques à cel les  qui ont été 

déta i l lées  à l a  page 103. 

2 - Etude du rendement en U î J  des ex t ra i t s  obtenus par l a  

aéthode à l a  mcuiidine 

Le procéd6 de SCHIZDT e t  THANNHEiUS3R mdi f ié ,  t e l  que nous 

1 ' avons précédemnlent décr i t ,  fournissait  un rendement optimum (P) 

variant de 45 à 50 mg de phosphore pour 100 g de t issu.  Il convenait donc 



TABUAU - Q 
.>ûIWARAISOI? DU RWDElviENT EE3 ARN POUR LE PROCEDE A LA GUANIDINE 

E!P LA METHORE JX SCI.IMIDT ET THANNIIAUSER MODIFIEE 

: * Méthode de : : 
: Procédé : Méthode B l a  : : Schmidt-Thamhauser : DUBnialDB : : de dosage : 

modifiée . : 

r Phosphore t 
total  t 

* 
valeurs exprimées en m g  de phosphore pour 100 g de 
t i s su  fraie (moyenne de 4 expériences). 



de comparer, sur un même l o t  de tissu, l e s  rendeicents fournis par cet te  

technique avec ceux obtenus par l a  méthode à l a  &dine. 

Le broyat obtenu à par t i r  d'un l o t  de foies de r a t  e s t  congelé 

instantanénent à - 70°C dans l a  carbogl.ace. La  masse solide e s t  découpée 

e t  pulvérisée au mortier ; 10 l o t s  correspondant chacun à 10 g de tissu 

sont préparés à par t i r  de ce broyat. Cinq l o t s  sont alors t r s i t é s  par l a  

méthode de SCHII2IDT e t  THABNEAUSEFimodiLié e t  l e s  cinq autres sont t ra i tés  

par l a  né thde  à l a  guxüdine. Dans tous l e s  cas, l e s  rendements sont 

calculés en déterminant l e  Phosphore total ,  l t ~ P  e t  l e  r: (P). Les 

moyennes des résultats sont rassemblées dans l e  tableau Q, Comme nous 

pouv~ns l e  constater, l e s  valeurs du phosphore total  e t  de ltARN-P, dans 

l e  cas des préparations pas l a  guanidine, sont inférieures à celies des 

préparations obtenues par l a  précipitation trichloracétique, Par contre, 

l e  (P) de l 'extrait à l a  guanidine e s t  netteuent su26rieur à celui de 

l z e x t r a i t  trichloracétique (68 m g  cantre 48 mg soi t  20 p 100). E h  outre, 

Le ~2 (P) est ,  dans ce cas, trL voisin des valeurs dfBREFP e t  du phosphore 

t o t d ,  Ces résultats sont en faveur d'une pureté supérieure de ces extraits, 

notannent en ce qui concerne l e s  composés phosphorylés non-nucléotidiques 

(augmentation du phosphore t o t d )  e t  l e s  dérivés non-nucléotidiques 

absorb-. ant l a  lumière ultraviolette (majoration de 1' BRN-P), Cette 

interprétation s 'es t  trouvée confirmée par l e s  méthodes d%étude directe 

de l a  pureté, 

3 - Etude de l a  pureté des préparations obtenues pax l a  

méthode à l a  manidine 

Nous avons successivenent étudié l e s  propriétés optiques des 

nucléotides, sépaés à partir  de lahydmlysat aïcalin, e t  l a  composition 

qualitative des hydrolysats totaux par électrochromatographie. 

a - Propriétés optiques des nucléotides constituant l e s  aRN 

Les hydrolysats a lcj l ins  des ARN extreits par l a  méthode à l a  

guanidine sont sépcrés, après l a  purification sur Dowex 50 x 2, par 





électrophorèse, en tmpon c i t r c t e  0,02 1~1 à pH = 3,5. Les quatre nucldotides 

p a f  aitement séparés (figure 20 b) sont respectivement élués pa. des 

solutions dlECl 0,01N pour C, A e t  U, e t  dlHCl 0,1 N pour G. Les spectres 

dlabsor?tion en lumière ul t raviole t te  sont trac6s e t  011 détemine d'une 

par t  l e s  longueurs d'onde du minimm e t  du maximum d'absorption ( h  min e t  

h ) e t  d'autre part, l e s  rapports d t  absorb-ance L i  
111a.x 2#2609 '2€d'260 

e t  A ~ ~ A ~ ~ ~ .  Le tcbleau R rassemble ces différentes valeurs , que 1 'on peut 

comparer à cel les  des préparations obtenues par l e s  différentes méthodes 

indirectes d'extraction, que nous wons Gtudiées précédemment, Comme on peut 

l e  constater ces valeurs sont identiques à cel les  des constantes caracté- 

r is t iques  des t h o i n s  purs de rbf érence (*). Eh outre, l e s  valeurs obtenues 

par l e s  méthodes à l h c i d e  perchlorique e t  à l 1 ~ c i d e  trichloracétique 

~ 6 s e n t e n . t  de notables variations. Les vdeu r s  l e s  plus szkisfaisantes 

sont obtenues pas l a  mbthode de SCHt~IIM' e t  THMNHhUSER modifiée (lavages 

du précipité trichloracétique par  l ' é t h e r  au l i e u  de l 'éthanol voir 

pages - 13C - ), Une légère différence subsiste encore cependant pour l e s  

acides uridylique e t  cytidylique, par suite des  contminstions, non- 

nucléotidiques que nous avons caractérisées à pH = 3,5 (page-135-). 

Les nuc lb t ides  obtenus à par t i r  des préparations par l a  

guanidine sont donc optiquement purs. 

b - Recherche de c m t m i n m t s  phosphoyylés non-nuclh tidiquas dans 

l e s  pr6pa.ration.s 

L e  contrôle de l a  contamination des dérivés pbsphorylés non 

nucléotidiques a é t é  effectué à p a r t i r  de préparations marquées par l e s  

radiophosphates . 
La figure SO montre l e s  autoradiogrmes obtenus après l a  

séparation des hydrolysats par chronatogmphie dans l e  - t h e  solvant 

- -- .- - - -- - 
(Y )  Les constmtes classiques de 13 l i t t é r a tu r e  @UVZI\! e t  aï. (592) ont 

é té  vérif iées à pzr t i r  de nucléotides commercimx (sigrna - ref  : Kit n68) 

purif iés ppx électrophorèse préparntive e t  c r i ~ t ~ i l l i s c t i o n .  



- L i  03 
1 
0'- 

O 
C E 
O U 
4 YU * E! 
4 
U) m 
O 0, 

8 "  
O k 
v h 

(d 
C4 

r l m *  
:Q 

5 6 
+, 0)  

G D 1  
O O C  



phénolique de BOb7LUGER e t  IIOhTP&UIL (593) e t  pzr 1 ' électrophorèse à 

pH = 3,5 e t  à pH = 2,7. Pm r~.pport clwr extra i ts  obtcnus pcr l a  méthode 

de SCE4IM' e t  T I I l ~ C i U ~ R  modifi2e, nous pouvons constater l'absence to ta le  

de dérivés phosphorylés non nucléotidiques, qui se locûlisaient  préféren- 

tiellcrnent dzns l c s  zones de nligrntion des acides uridylique e t  cytidylique, 

L'importxce de ces résul tnts  e s t  fond~7ilentale, c ~ x  il devient 

possible p u  cette keckxLque d 'extractios~ d'éliminer totalerilent l e s  

causes d 'erreur dans l n  dé t emha t ion  des radioactivités spécifiques des 

nucléotides, qui se  manifestaient dvls l e  c m  des ex t ra i t s  obtenus pûr 

1 ' acide tr ichloracéti  que. La  déterminztion des radioactivit6s spécifiques 

des nucléotides obtenus par l e s  deux raéthodes (guanidine e t  acide 

t r i ~ h l o r z c é t i ~ u e )  après successivanent 1 heure e t  24 heures de narpEge 

i n  vivo f a i t  apparaître llimportance de ces erreurs (tableau s). E h  tenant 

compte de l a  cinétique de marquage, on constate? en effe t ,  que l e s  radio- 

zct iv i tés  spécifiques des acides gumylique e t  zid6nylique restent  égales 

pour l e s  deux méthodes. Les erreurs appar~issent  pour l e s  acides 

cytidylique e t  uridylique, par su i te  de lr interférence des composés 

phosphorylés norr-nucléotidiques, dont l e s  vitesses d'incorporation sont t r è s  

Qlevées. l e  ces de l 'acide cytidylique, 1c différence e s t  négligezible 

après une heure de m'arquage, m d s  l a  ra6iocctivi t é  spécifique ~~ugmente 

de 12 p 100 après 24 heures. L'erreur par excès, pour l ' ac ide  uridylique, 

s e  manifeste dès l a  première heure de iiiarquage (23 p 100) ; e l l e  ne cesse 

de c ro î t re  pour atteindre 35 p 100 après 24 heures. 

Ainsi seules l e s  redioactivit6s spécifiques dgterminées à par t i r  

des prépclrntions obtenues p u  l a  méthode à l c  @dine représentent l e s  

valeurs exactes de l ' incorporation du 3 2 ~  d m  l e s  nucléotides. 

c - Etude électrochromatographique de l n  compositicn quûïitative des 

extrtlits fournis p2x Ir? méthode à l a  gucnidine 

Les électrochmmatogr~.phies ont Sté effectuées d c w  l e s  

conditions s t admdi sée s  décrites à l a  page 139 . Les révélations par 

I'wtoradiographie, l 'absorption en lumière ultraviolet te,  l e  réactif  de 



TABLEAU - S 

CAUSES D'ZRR.UK DAîW LA IZETERMINATION DES RADIOACTIVITES SPECIFIQUES 

DES WCLEOTDES DkhTS LE CAS DES .QU? OB1EPïUS PAR LA iBTflODE A L'ACIDE TR1C"IiLOltACE;TICCUE 

. . . Incorporation : 1 heure Incorprat ion : 24 heures 

: Nucléotides : . 
Schmidt e t  Thamhauser Guanidine : Schnidt e t  Thannhauser : . . 

modifiée modifiée 

: Radioactivité : 125.10~ 115.10 4 : 176.10~ 156.10~ . . 



H W  e t  ISHEXi'GdûûD (594) e t  l a  ninhydrine à 1 p 100 dans l'acétone ont été 

sys t&ûtiquemeuit appliquées, 

La figure 21 permet de comp-mer l a  composition des extrai ts  

obtenus par l a  méthode à l a  guanidine (b) à celle des extreits trichlo- 

racétiques (a). On peut constater 1 r dispa i t ion  des différents composés 

phosphorylés non nucl éo t idiques (acide glycérophosphorique, inositol - 
phos phzte , phosphos drine , phospho-thréonine , phosphocolaraine) ainsi que 

celle de 1 ' acide pbsp2lorique libre, Un exmen plus dét&é des chromab- 

p ~ m e s ,  - o u  un temps d'exposition plus long appelle l e s  commentaires 

suivmts (figure 22) : 

- l e s  quatre nucléotides majeurs e t  l lecide pseudouridylique se  

localisent aisément, é t a t  d~l iné  leurs concentrations et. leurs radio- 

activités él~vées.  

- 16 autres conposés peuvent ê tre  caractérisés, à. 12 fois  en ultra- 

violet et pzx 1' autordio-graphie ; nous l e s  numérotons conventionnellement 

de bas en haut e t  de gauche.& droite. 

l e  spot I , qui n1 apparait qut irrrSgdièrment, n 'est  visible 

qu'en ultra-violet, Son comportement e t  s a  fluorescence blece ctiractéristique 

pourraient correspondre à ceux de. l a  ~ o s i n e ,  

---- les spots 2, 3, 6, 7, 8 e t  14 sont faiblement r3dioacti.f~ e t  se 

révèlent surtout en ultraviolet, 

l e  spot 15 présente une nigrstion identique à cel le  da l 'acide 

phosphrique l ibre,  dont il. subsiste pt*rfais des t r ~ c e s  dans l e s  

préparations. 

-- tous l e s  autres spots se révèlent aisément à . l a  fo is  en u l t ra  

violet e t  par lla;utoradiographie. 

Eh outre, nous retrouvons l e  composé qui se révélc?it à 1â nin- 

hydrine e t  présentoit une fluorescence bleue en électrophorèse monodimen- 

sionnelle (voir p g e  135 ) ; ce dernier possèds l n  mêine migration électro- 

phorétique que l ' a i d e  guanylique et  aigre t rès  lo in  en chromatogr~phie. 

Ce dérivé ne se révèle pas en ~utoraliographie e t  p c u r r ~ t  correspondre à 

une fraction peptidique riche en acides unin& monatiques, 



f? Colamine 

H. AGP 

AGP 

F i  re 21: Composition compar6e des extraits obtenus par 
fl-e de SCHMIDT ef TIiANNïlAUSBR modifl6e(a) e t  par l a  
methode h l a  gurrnidine(b). 
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pimare 22: Hydrolysat total d'un extrait de foie de rat 
normal obtenu par la methode à la guanidine. 



Sous réserve d'effectuer l ' ident i f icet ion de ces dérivés, dont l'isolement 

demande une longue expérU-~ent~ticn, il nous senble valable de l e s  considérer 

pour f a  su i te  de notre exp&rimentation, c~mne des fractions nucléotidiques 

mineures, dont nous s u i v r a s  l e s  variations en estinetion semi-quantitctive. 

conclusion, il appnrait donc que llextr,nction par 12 

gumidine fournit des prépmations dftRnT, exemptes de composés phosphorylés 

non nucléotidiques, dont l'hydrolyse alcaline t o t d e  permet de caractériser 

15 dérivGs nuclCotidiques mineurs non identifiés,  qui accompagnent l e s  

quatre nucléotides ma j e a s  e t  1' acide p ~ e ~ o ~ i d y l i q u e ,  

U restôit encore à vér i f ie r  l'absence de pertes sélectives de 

nucléotides qui s e r ~ i e n t  l e  signe d'une dégradation des ARN au cours de 

1 isolement. 

4 - Contrôle de l ' i n t ég r i t é  moléculaire des préparations 

obtenues p a r  l a  méthode à l a  guulidine 

La conpositicn nucliotidique des a été déterminée, de 

façon compuative, pour 1 'ensemble des méthodes que nous avons étudiées. 

Les doswes sont effectués après élution des nucléotides sépcv6s par 

électrophorèse à p2 = 3,5 (voir pge -112 1. Les compositions centésimales 

des obtenus par l e s  différentes néthodes sont rasseniblées diws l e  

tableau T. Les L9N extrnits  par l a  ,xznidine presentent 1s même composition 

que les  prépcvztions obtenues pur l a  d thode  de SCIillIiZ e t  THAN!JHAUS3R 

originale (595) e t  modifiée, Co;nme nous lf:tvons vu à l a  page -126 

p c m i  les  méthodes à l ' ac ide  perchlorique, l 'extraction suivie des 

lavages par l ' é ther ,  de l a  délipidxtion par l e  m&cJnge étIlcnol-éth~r, e t  de 

llbydrolyse sodique provoque une dégrad~tion profonde des nucléotides 

puriques. Cette demière apparzit nettement dans l e  tzbleau U qui exprime 

l e s  rzpports nolaires des nucléotides comparés à ceux de l a  néthode de 

SCHlZDT e t  T ~ ~ U S E R  nodifiée. Min 1 ' extraction phénolique provoque un 

fractionnement des AFU t i s s ù l ~ c s .  Ces cas particuliers mis à part,  l e s  

BIW totaux du foie  de  rat présentent l a  même composition nucléotidique, 





COFIPARAISON DE LA COMi?OSITION MOLAIRE EN 

NUCLEOTIDES DES ARN OBTEMJS PAR LES METHODE3 A 

L'ACIDE PERORIQUE ET A L1ACIlZ TRI~~XJAORAÇETIQUE: 

. . . : 0,7!jN APC : 10 5% A!i!CA : 
: . . : 
: Nucléotides : E W r  : Ether : . . . . . : 
: C : 15943 1 5 ~ 9  8 . . . . 

: . A O . 9939 : 
: . . : 
: : : 
: G 6,21 : 16,41 : . 
: : . . . . : 



qu ' i l s  soient extraits  par l fac ide  trichloracétique, l 'acide perchlorique 

avec l a  rnodificatioi~ de STEZZ3 e t  d. (596) ou l a  @dine. 

La gumidine fournit donc bien extrzction totaie des hRN 

t issulxires,  sans a l  térer  1 e structure primaire des molécules. 

Tour conclure ce chapitre de mise au point, nous voudrions 

discuter nos résultats à 12 lumière des travmx de COX e t  ARfJSTEIN (597). 

5 - Discussion des résul ta ts  

COX e t  WSTEIN (598) ont ex t ra i t  l e s  ARN par l e  gmmidine à 

par t i r  de ribonuclSoprotéines ribosondes pures. Il convient de noter 

l e s  modifications que nous wons intmduites pour généraiiser cette 

technique e t  l a  rendre applicable ;lux t issus t o t aw  e t  à n 'hpor t e  quel 

type de fractions subcellulaires, 

a - Précipitation des kRN 

Les solutions u t i l i sées  pour l e s  précipitations e t  l e s  lavages 

sont identiques à cel les  qui ont été pr6conisées pax COX e t  AiUTSTEIN. 

Cependant l e  t i s su  es t  hornoghéisé d m  l e  tampon ~ r i . s / ~ l ~ ,  exempt de 

saccharose. Une honogénéisation énergique avec l a  solution de guanidine 

5 M es t  nécesszire à cause de l a  pr4sence du t i s su  conjonctif e t  des ADN. 

Nous opérons, en outre, à des teapératures comprises entre O°C e t  - 5 O C .  

11 nous a pani également important, pour parvenir à un rendement optimum, 

d'effectuer l e s  centrifugntions à des vitesses eupériemes pendant des 

temps plus longs : 3 e t  60 rnn, pour des ctccélérr.tions de 9.000 à 10.000 g, 

Dclns l e  cas des frcctions dont l a  proportion d1AItlT par rapport aux protéines 

e s t  fa ible  (spéciiLement d m  l e  cm des nsyaux) l n  précipitation nTcvpparaït 

qu'en  joutant 1/2 volume d'éthanol ~ b s o l u  (à - 2 0 0 ~ )  ; il es t  importmt 

dans ce cm, de lie pas rGhomogdnéiser en pr6sence de l ' d c o o l ,  czr on 

provoque une perte dlRIW p-x solubilisation par t ie l le  ; une s L ~ p l e  agitation 

avec une baguette de verre su f f i t  à déclencher l a  précipitction. 



Conformgiient zux re:;?crqu6s de COX e t  ARîJSTEIN, l c  concentration 

dtRRN par m l  de solution e s t  un facteur dételnininant pour 1s prgcipitation : 

à une dilution supêrieure à 0,1 mg dl &RN pcr ml., il n'y a plus de précipi- 

tction, &me à basse tempéruture. Il faut opérer à des concentrutions de 

0,5 à 0,l mg dl ARN/~L, A p ~ x t i r  du fuie t o t d ,  l e s  cçnditions optimdes 

sont l e s  suivantes : 10 g de f ~ i e  sont homçg5néisé.s e t  complétés à 20 m l  
tC de tmpon tris/Mg . On dou te  ensuite 100 a l  de sulution de chlorhydrate 

de gumidine 5 #, 

min l e  temps de contact à - 5 O C  ne dc i t  pas dépasser 60 mn, 

car  il se produit ensuite des pertes par s&lubilisation des bBT. Les 

conditions optimales sont de 30 mn à - 5 O C .  

b - Dissolution des (IRN à pzxtir du précipité 

COX e t  A F N S E I N  ont préccnis6 dfextr?i re  l e  précipité par l'eau, 

contenmt 1 m g / d  de bentonite pur inhiber l e s  ribonuclémes (voir à l a  

page -34 ). Les auteurs montrent quc dans l e  cas du fo ie  de ra t ,  l 'extrac- 

t ion n'est pas t o t ~ l e  même après 5 trcitements. Pour extraire quantitati- 

vement l e s  ARN, sms risquer de solubil iser l e s  protéines e t  l es  débris 

c e l l u l ~ i r e s  présents d2m l e  précipité, nous avons vs r i f i é  qu ' i l  faut se  

placcer à un pH lgghrement ~ ~ l c d i n ,  en prgsence drF,M'R pour s tab i l i se r  l e s  

malécules d ' a i .  Le pH opti~lwn es t  de 7,2, à l a  tenpérature de OOC à 2OC ; 

l 'extraction es t  quzntitative, pour dilution de 2 m l  pzr g de t issu 

f r z i s ,  après 5 extractions successives (12 première de 60 un e t  l e s  

suivmtes de 30 mn). Ces conditions sent t r è s  importuntes à respecter pour 

préserver l e  rendement de l a  mêthode. 

COX e t  ARNSTEïN cnt ccnseiilé l 'addition de bentonite, pour 

inhi5er l e s  ribonucléases. HITCHBOEU? e t  DUNJ (599) avaient s igndé  que l a  

présence de bentonite dans l e s  extra i ts  d'hm provoqugt, au cours de 

1 'hydrolyse dcal ine,  une dégradation des nucléotides qui d t é r a i t  l e s  

rapports molsires, Nous mens constaté conbien il e s t  d i f f i c i l e  dl éliminer 

l e s  traces de bentonite, dans l e s  étapes ultérieures 2e l'extraction. 



Une ultrecentrifugztion e s t  souvent nécessaire pour sédiacnter ces traces 

persist,mtes e t  il s e  produit un entrainement d1GRJ!I au cours de l a  sédimen- 

tation, Nous mon .  pr6féré éviter l 'autolyse gc r  l e s  t r x e s  de ribonucléase 

en maintenLant les  op6rztions à basse température. 

c - Isolement des AEJJ sous forme de leurs se l s  de potassiuii 

COX e t  A.WSTELY ont u t i l i s6  des rssines cc t i~n iques ,  sous fcime 

K+ (Amberlits I R  120 ou LDberlite IRC 50). Nous il-vons pr6féx-e éviter l es  

risques ovontuels dc dépclym&risctitin ou d'rdsorption irrsvorsible des &RN 

au c o n t x t  des rssines. M a s  trppliquuns 12 ncthodo c l~s s iquc  de prbcipitntion 

6thcmoliquc, ~n présencc de 2 p 100 d'ac6tate de potassium. En u t i l i s a i t  

l léthznol & - 2ûOC, un obtient un2 préci.pitatiun qua t i t a t i ve  des .W e t  

l e s  lavages par l'éthc'nol à 75 p 100 permettent d'bliminer l e s  dernières 

traces d iinp~retés. 

En conclusion de ces travaux, il cppaz i t  donc que l a  méthode 

d'extraction 9as l a  gumidine fournit des pr6parutic.m pures d r P ! ,  

avec un rendenent optimum. Les modifications que nous avons introduites 

à l a  methode de COX et hRnTSTEIB en font une technique gké ra l e  dlextrac- 

t ion des &,RN, applicable à l a  f o i s  ,2ux t i ssus  tct2.ux e t  C&Y fracticns 

cytuplasmiques. La p m t 6  des preparaticns pernet d1envis3gcr des études 

comparatives orientées vers l a  caractérisntion e t  1' étude des variations 

qumtitetivcs des nucl6ctides nineurs d,qas l e s  ARîq de différentes 

origines. 



Les méthodes d'extraction par l ' ecide trichloracétique ne 

conviement donc pas pour l e s  expérimentatio~s consacrées à l a  caractérisa- 

t ion des fractions nucléo tidiques mineuras, La présence de nombreux dérivds 

phosphoryl és non-.nucléotidio,ues d'origine l i p i L i ~ ~ e  pwvoijle des in-Lerf 6- 

rences, dais l e s  autoradiogrammes, qui s ;opposent à l a  caractérisation de 

1 ' acide pseudouridylique (interf  érenct: avec l e s  inositol-phosphates) e t  

des fractions 15 e t  16 (interférence avec l acide jhosphorique l i b r e  e t  

1 ' acide @-ycérophospliori9'cle) n Pour l e s  comp~aisons entr* l e s  celluïes nomales 

e t  cancéreuses, j.1 con-rienC'.?a donc d'appliquer l a  méthode à l a  san id ine ,  

qui fournit des préparations pures, Néar~moins, dans cert2ins cas partic7iliers, 

il a paru intéressant de retenir  l a  méthode 1' acide t~ichloracétique, 

pour suivre l a  pureté en de certaines fractions cytoplasmiques ou pou1 

dépister, de manière semi-quantitative, une d i f f  grence d' act ivi té  

métabolique des frac ictions d'origine lipidique, Avant de décrire une 

étude comparative de l a  composition qualitative des extrai ts  à 1.2 manidine 

du fcie t o t a l  e t  de l'hépatome ascitique, nous décrirons ur, exeniple 

d ' étude comparative de différentes f rac t io~ls  d ' mT d 'origine nucléaire, 

extra i t  par 1 ' acide trichloracétique, 



III - APFLICBTION A L'ETïJDE COIIFmQTI-~ DE LA COIrPOSITION 

QUALITATIVE DES W;S ITORTlkUX E2 CA.NCEREUX 

Les travaux de l~lCI\JTRXliIL e t  al. ( 6 0 ~ )  e t  ceux de DETERT-KOBUS, 

SEG4J.D e t  I O l f l R E ~ L  (601,602) ont montré récemmeiit que l'incubation de 

noyaux de foies de r:.t dans des solutions de szcclmxose phosphatées 

permettait d'obtenir une fraction t rès  enrichie en 4GUJ àe type messager e t  

une classe particulière de "ribosomes nucléairesv contenant des ARN à 
(*) marquage rapide. Nous avons entrepris, en collaboration avec Mme DEFERT , 

d'étudier, s a r  l a  technique électrochromato~üphique, l a  composition 

qualitative des différentes fractions dfI;RN obtenues l o r s  de l'incubation 

de noyaux isolés après 1 heure de marquage i n  vivo pas l 'acide radio - 
phosphorique. 

Les noyaux des hépatocytes, isolés par l a  méthode de CHkUVEGU 

e t  al. (603), sont maintenus à 4 O  C ,  pendant 4 heures, sous a g i t ~ t i o n  

douce, dans une solution de saccharose 0,35 Pi tm-ponnée à pH = 7,4 mec du 

phosphate bipo tassique (O, 02 M) . La suspension e s t  ensuite centrifugée à 

2û.000 g. pendant 1 5 m. On obtient -aifisi l e s  "noyaux résiduels" e t  une 

fraction diffusible. Cette fraction diffusible es t  soumise à une ultra- 

centrifugation de 60 m n  à 50.000 g. qui fournit uns fraction soluble 

(contenant des ARN de type messager) e t  un sédiment, qui possède au 

microscope électronique une mor2hologie de ribosomes e t  dont l e s  ARN sont 

de type ribosomd, en possédait tcutefois une vitesse de renouvellement 

20 fo i s  supérieure à cel le  6es ribosonaux du cytoplasme (fraction 

'lribosomes nucléaires " ) . 
Les de ces différentes fractions ont é té  extra i ts  par l a  

méthode de SCHIlIDT e t  THfLNL\JHAUSER modifiée (voir page -130- ) e t  l e s  

hydrolysats alcalins ont é té  soumis à l 'analyse électmchromatographique, 

. - -- - - - -- -- - -- - . . - - . 

(*) Gssistante à l l ï n s t i t u t  de liecherches sur l e  Cancer de LIUE.  



d- l e s  conditions stmdasdisées précéderament décrites (voir page ,115- ) 

Ces différentes fractions ont été, en outre, comparées aux extraits 

correspondmt des ribosomes e t  du précipité pH = 5, 

Les résultnts sont rassieablés dans l e s  figures 23, 24 e t  25 ; 

i ls  apuellent un certain nonibre de renaques imj?ortantes, 

?xr rapport 2ï l l e x t r c i t  des mu' du noy8.u t o t d ,  celui des ARTJ 

résiduels du noyzu, Eprès diffusion, a perdu l a  plupart des contarainants 

non phosphorylés absorb,mt l 'u l t raviolet  ; ces dérivés se locdisent  d m  

l a  zone des spots 8 à 13. En outre, l e s  frcctions t rès  rzdioactives qui 

possèdent l e  comportement d loligonucléotides dca l i - rés i s tmt ,  ont égdement 

disparu a p è s  l a  diffusion. Cette fraction se  retrouve d18i1leurs dûns les  

95"osomes nucléairesfy (figure 24 a) e t  se trouve également présente d m  

l a  fraction microsonde cytoplnsrnique e t  dans l e  précipité pH = 5. Ces 

fractions pourraient provenir de certaines clzsses particulières dlARN 

possédmt des nucléotides substitués en 2' (figure 1 1  - p ~ g e  -78 - ) ou 

des séquences dominantes Ap Ap ou Gp Ap permettant l a  fornation de liaisons 

phospho-mides qui slopposernient à l a  formation des nucléotides cycliquss 

au cows de l'hydrolyse alczline. Ces résultats nous ont mené à poser 

1 'Q-pothèse de 1 ' existence préférentielle de ces séquences dcal i - résis  t a t e s  

dans l e s  AFiN macromoléculaires à "destinée cytoplamique". Nos travaux 

s'orientent actuellement vers l a  vérification de cette hypothèse. Au 

niveau de ces fractions, possédant ulr comportenent t rès  anodique, l e  spot 

qui ne migre pratiquement pcu; en chromatogrcphie correspondrait, selon 

IP.JGRQ4 e t  PImCE (604)~ à l a  guanosine iipshosphate ( pVp ) . 
M i n ,  l ' ex t ra i t  des résiduels du noyclu pose une énigme en 

ce qui concerne d'une part l a  d ispa i t ion  quasi-totale du s p t  12 (qui est  

t rès  radioactif dzns toutes l e s  autres fractions) et ,  d'autre part, une 

diminution t rès  nette de l a  r&oa.ctivité des composés pliosphorylés non 

nucléo tidiques ( ~ ~ h o l i n e ,  P-thréonine, acide glgcérophosshorique e t  i n o s i b l  - 
phosphates). Ces différents composés se trouvent répartis dms l e s  deux 

f r~bct ions  diffusibles : f'ribosomes nucléaires" (figure 24 a) e t  "&IN 

type messager" (figure 25 a). Il fzudrnit envisager l n  diffusion d'une 

fraction importmte de dérivés phospholipidiques q u i  accompagnerait 
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Fimre 22s Ilydrolysats totaux d'extraits tricl~lorac6tiques: 
-a- Noyau total .  
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Figure 23s llydrolysats totaux d'extraits trichlorac6tique8: 
-b Noyau rdalduel aprh diffusion. 
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Figure 24: IIydrolysats totaux d 'extra i t s  trichloracétiques:  
-b-Fraction microsomale. - - - - - - - - - - - -  - - - -  



ce l le  des ARN, pûi- sui te  d'un éclatement des s t m t u r e s  nucléxLres ou p w  

un phénomène que nous ignorons encore, Cette analyse permet de confirmer 

l 'existence drune contamination des préparetions de "ribosomes nucléairesn 

e t  lld'AFiN S p e  messagern pax des membrmes dont l a  nature e t  l 'origine 

rest;en: 5 .6=34"er s i *  . 
Les ARiV obtenus à par t i r  des f l r iboso~es n ~ c l é g r e s ' ~  sont t rès  

différents des LIT to tam cie l a  frzction microsomcle, Les spots 10 e t  12 

subsistent seuls, en proportion appréciable ; l e s  spots 4 e t  5 sont présents 

à llétct de traces e t  l e s  fractions dfoligonucléotides subsistent. Ces 

résultats confirment donc lfhy-pothèse selon laquelle il sl ,rgit  l à  d'une 

classe particuli ire de ribosomes, d'origine nucléaire. IJéamoirs, l a  

présence des dérivés phosphorylés non nucléotidiques djmcntre à nouvecu 

une contamination importante p z  des mernbraes cytoplasmiques. 

La fraction "dt CLRN Srpe nessagern présente égdeiilent une 

composition caractéristique en composés nineurs ; moins complexe que l e s  

ARN - pH = 5 e t  l e s  UE de l a  fraction raicrosomale, l a  f r ~ c t i o n  dlARN type 

messager es t  dépourvue de La f r x t i o n  dloli@nucléotides rés i s tmts ,  Les 

fractions 4 e t  5 sont plus actives e t  sont présentes en quantité plus 

importmte que dans l e s  ribosomes, "nuclédrec,'' ou cytoplesmiques, Les 

fractions 8 e t  9, peu radioactives sont cependant présentes en proportion 

nettement supérieure à ce l le  des ribosomes cytoplasmiquc~s ; e l les  sont 

totcllement absentes dans l e s  ribosomes nuclézires, On peut donc à nouveau 

confirmer l e  présencc d'une classe particulière dlmT d m  ce cas. Cette 

préparation n l e s t  cependant p ~ s  dépoumue des habituelles contaminations 

par l e s  dérivés phospholipidiques. 

Gcs résul tz ts  permettent de démontrer l ' i n t é r ê t  présenté par 

l 'application de cet te  technique d'mclyse ilectrochromatographiqus 

compmative, Lfu t i l i sc t ion  de llextr,nction trichloracétique peut ê t re  

fructueuse, d:ms certains cas particuliers, cependmt 1 ' étude des 

d i a g r m e s  appelle l e s  cormentuires suivants : 

- D a n s  tous l e s  cm,  les  extrlzits trichloracétiques fournissent plus 

de fractions mineures que l e s  extra i ts  à l a  gumidine, On peut c,vcctériser t 
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p a r e  25: IIyclrolysats totaux cl8extraits trichlorczc8tiques: 
-a-fraction - -  - .  dlARN type messadGer. . -  * 
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en outre, de 5 à 7 contaminants non phosphoqlés, abmrb-ant l a  lumière 

ultraviolette. Enfin, l e  spot 12 e s t  toujours prSsent dans l e s  extra i ts  

trichloracétiques ; sa  radioactivité t rès  élevée p ~ u i r a i t  correspondre à 

une interf  Srence avec une fraction phosphor~lée non nucl éotïdique . 
- La caractérisation de 1 ' acide pseudouridylique e t  des spots 1 1 , 13 

e t  15 es t  fortement gén6e par slxite de l ' interférence avec l e s  inositol- 

phosphates e t  l 'ac ide pbsphorique l ibre.  

- Enfin l e s  spots 1 ,  2, 3, 6, 7 e t  10 sont l e  plus souvent présents 

& 1 é t a t  de traces e t  leur  radioactivité e s t  extrêmeïnent faible, ce qiU 

rend dif Î i c i l e  e t  souvent discutable, une interprgtatlon l e s  concernant. 

Ces différentes raisons sont venues s 'ajouter aux qualités de 

rendement précédemment décrites, p u r  nous f a i r e  adopter l a  méthode à l a  

guanidine dans l e s  études comparatives des normaux e t  cancéreux. 

2 - ETUDE COMPARATIVX DE LA COP~TPOSITION QUALITATIVE DZS AF@I DU FOIE TOTAL 

ET DE L'HEPATGPE ASCITIQ-UE 

Les hydrolysats a l c d i n s  des ex t ra i t s  obtenus par l a  méthode 

à l a  guanidine à par t i r  du foie de r a t  nomal e t  de llhépatome ascitique 

de  adjd de la ont é té  znalysés par électrochromato~a@ie. Comme on peut l e  

constater sur l a  figure 25, ces extraits  ne présentaient pas de différences 

significatives dans leur  compositioii qualitative. Pour des dépots possédant 

l a  même absorb-ance à 260 m., il es t  cependant possible de mettre en 

évidence des variations ~uant i ta t ives ,  notazzent en ce qui concerne l e s  

spots 4, 5, 6 e t  14 qui sont présents en quantité plus faible dans 

llhépatome ascitique e t  sont repérables pour des dépots 4 à 5 fo i s  

supérieurs. La radioactivité nettement supérieure du spot 1 5 n1 est  que 

for tu i te  ; e l l e  correspond, d a s  l e  d i a g r m e  retenu à l a  figure 16, à m e  
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containination d'acide phosphorique l ibre.  Le spot 8 qui e s t  ?résent dans 

l e s  extra i ts  obtenus par l a  précipitation trichloracétique, e s t  absent 

dans l e s  deux cas pour l 'extraction à l a  guanidine. Selon m G M  e t  

PIERCE (605), l e  spot 6 correspondrait an méthyl adénine ribotide e t  l e  

spot 14 à 1 ' a i d e  ribo thymidylique. 

En conclusion, quelles que soizn: l e s  conditions de ué-jaration 

e t  l e s  quantités de substance analysées, il n'existe pas de différences 

significatives dans l a  composition qualitative des HUf normaux e t  cacérewr. 

Sans pousser plus loin  l ' ident i f icat ion de ces composés e t  l 'étude 

quantitative de leurs variations, il conven~it ,  dans notre ligne de t ravai l ,  

de nous orienter vers l a  recherche de séquences nucléotidiques anormales. 

Nous avens ainsi abordé une nouvelle expérimentation, cormacrée à 

l 'analyse comparative des produits d'hydrolyse par t ie l le  de préparations 

dlARN nomaux e t  cancéreux obtenues par l a  méthode à l a  ,.uanidine. 
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ETUDE COIIPAEA.TIVE DEL; SEQUEKCES HUCLEOTIDIQUES 

D B  m EORTllirjX m CulCm 

Pour texter de caractéïiser des séquences nucléotidiques 

anomales dans l e s  ARIuT d'origine cmcéreuse, nous disposions d'un certain 

nombre de techniques parmi lesquelles nous avons du fa i re  un choix, Iious 

nous sommes fondés sur quelques principes essentiels axés sur un impératif 

absolu, qui fut  celui de l a  reproductibilité des résultats : 

1 - La néthode d'hydrolyse partielle devait permettre de morceler 

profondément l a  molécule, en évitant des réarrangzuents au cours de l'hydro- 

lyse, En outre, l e s  hydrolysats partiels devaient ê t re  analysés directement, 

sans introduire l e  risque de pertes au cours d'opérations de purification, 

2 - Le procédé d'analyse des hydrolysats devait être rapide, 

sensible et  rigoureusenent reproductible. 

Nous envisagerons donc successivement l e  choix de l a  méthode 

d'hydrolyse partielle,  pu i s  l a  nise au point de conditions rigoureusenent 

standardisées drand.yse dcs produits d'hydrolyse. Nous présentercns ensuite 

les  résultats de l 'étude coinparative des ARB du foie  nomaï e t  de 

1 ' hépetorne ascitique. 

1 - CHOIX DE LA PETHODE D'HYDROLYSE PPXTIELLE 

L'hydrolyse paxtielle des BRN peut ê tre  effectuée par voie 

chimique ou par  voie enzymatique, 



Les solutions acides diluées provoquent une hydrolyse profonde 

e t  non sélective des l iaisons phosphodiesters. Dans l e  cas des l ia isons  

- Pu - p - Sir -, l e s  acides hydrolysent indifférem~ent l a  litxLson 3' ou 

l a  l ia ison 5 ' . E5n outre, cozme nous 1 ' avons précisé précédemment (voir 

à l a  pûge -763- ), l e s  acides libèrent l e s  bases puriques (PU) e t  l e s  

nucléotides pyrimidiques (P~). 

Les solutions alcalines ( W ~ H  G , l  à 0,S ET - ~mmonia~ue) ont 

é t é  également u t i l i s ée s  pour des cinétiques d'hydrolyse. Dans ce cas, l e s  

nucléotides pyrimidiques se libèrent avant l e s  nucléotides puriques. 

Ces deux types d'hydrolyse ne fournissent pas de fragments 

nucl éotidiques de façon reproductible e t  s ' acco~2agnent d 'une dégradation 

des produits d'hydrolyse. Ils ont été,  pour ces raisons, totalement 

abandonnés. 

L'acide périodique e t  diverses &es basiques permettent une 

hydrolyse récurrente des chaines nucléotidiques. BROWN (606) e t  

WilITmD (607) ont décri t  l e s  conditions d'hydrolyse récurrente par l a  

par t ie  3' terminale, au inoyen de l ' ac ide  périadique. De même, l a  méthyl - 
amine (~b; - IJJd ') en milieu acide induit  une hydrolyse de l a  par t ie  5' 

3 
teminale  par un mécanisme d élimiiiation. 

Ces procédés chi,riques ne provoquent pas un  morcellement 

profond, spécifique e t  re2roductible des cheines nucl4otidiques des BRN, 

Seule l'hydrolyse enzymatique par l e s  nucléases fournira des oligonucléoti- 

des de façon re~roduct ible .  

B - HYDROLYSE PAR LES lTJCLEA%S 

De nombreux enzymes appnrtenant au groupe générd des 

hydmlysases attaquent l ' éd i f i ce  nucléique pour aboutir à l a  formation de 

fragments plus ou noins ncjmbreux selon leur  degré de spécifici té,  Les 

enzymes d i t s  "nucl éolytiques ", peuvent se subdiviser en 4 catégories 

principales : 



A P .. - i CL- 

1 - Nucléases 

Hydrolyse de l a  l i a i s o n  phosphodiestêr s a s  l i b é r a t i o n  de 

plho sphat e r;rin&ral. 

a)  Endonucléases 

Hydrolyse simGL'cmée dc l a  c h d n e  nuclrique en des poin ts  

mu1 t i p l e  S. 

Nucléases aspécifiqucs q u a t  zu. pentose - Hydrolyse en des points  

multi-les,  dételminée par l a  séquence des Stisvs, avec production de : 

1 ")  Mono-et oligonucléotides tc r~ninés  p m  un 3'-phosphate 
(ex. nucléase de S. bogènes).  

2" Mono-et oligonucléotides t e rn inés  par un 5Lphosphate (ex. nuclénse 

d Azotobacter a g i l i s ) .  

Ribonucléases - Hydrolyse spécif ique des molécules dtARIU, en des - 
poin ts  mult iples ,  zvec production de : 

1 O )  Ezlono- e t  oligonucléotides tcmlinés par dcs  ~ o u p e m e n t s  3'-phosphate 

(ex. ribonucléase pancr6ati~;ue). 

20) Nono- e t  oligonucléotidcs tanr?i:iés par des groupements S'-phosphate 

(ex. ribc nucléase du f o i e  dc cobaye). 

Désoa ribonuclkascs - Hydrolyse spéciflquc- des riloléculcs du type 

ADTI, en des points  nu l t i p l ê s ,  avec production de : 

I o )  jlono e t  oligonucl6otides terminés par des  goroupements 31-phosphate 

(ez. DNke du thymus) 

2 0 )  Plono- e t  oligonucléotides terminés pax des groupements S'-phosphate 

(ex. DBkse pancréô.tique). 

Hydrolyse récurrente,  nucléotide par nucléotide, (step-wise 

degradation), à p L v t i r  de 1 'aie des zxtréni tés .  Pas de d i s t i nc t ion  s u r  l a  

na ture  du pentose. 

- Phosphodiestérases, 1 r e  catégorie  - Libération de mono-nucléotides 

t e m i n é s  par un grouper??en3c phosphoryle en pos i t ion  5 '  (ex. venin de Crotalus 

adzaanteus) , 
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- Phosphodiestéras~s, 2e cctégorie - Libéretion de mononucléotides 

terminés par un grcupement &osphoryle en position 3' (ex. l a  ra te  de veau), 

Hydrolyse de l a  l iaison phosphornonoester avzc libératioii de 

phosphate minérd l ibre.  

a) phosphatases non-spécifiques - mdrolyse de tous l e s  pilosphomonoesters 

(ex. Phosphstise prost-Ltique). 

b) J1-nucLéotidases - hydrolyse des 3 '-nucléotides avec formation de 

nucléosides + phosphate (ex, germe de Loliwn minltiflorum) 

c) 5'-nc-cléotidases - Hydrolyse des 5'-nucléotides avec fornation de 

nucléosides + phosphate (ex, venin de serpent), 

mdrolyse de l a  l ia ison basepentose- 

Hydrolyse des groupements aminés l ibres  des bases avec libéra- 

t ion d ' ammoniaqne . 
Le tableau V rassemble l e s  propriétés des ribonucléases 

actuellement connues. D'une fclçon générzle, ces nucléases libèrent des 

nu~léoside-3~-~hosphates e t  ilos oligonucléotic?es possédant un groupe 

3' phosphate terminal. La seule exception actuellement connue sera i t  l a  

RNase des noyaux du foie de porc e t  du foie de cobaye, qui l ibère  des 

nucléosides-5 1 -phosphate, ljans ie cas des RNases classiques, 1 ' hydrolyse 

s'effectue par u n  passage intermediaire à l a  forme 2' - 3' phosphate cycli- 

que (BROIQ~ e t  TODD (608) ( ~ i g u r e  27)). La spécifici té d'action de ces 

enzymes permet ainsi  d'obtenir des coupures sélectives des chanes poly- 

nucléotidiques, en fonction de leur  enchajnement nucléotidique ; e l l e  

assure, en outre, l a  reproductibilité des hydrolyses. Parmi ces différents 

enzymes, nous avons choisi l a  RQase 1 du pancréas de boeuf, L a  spécifici té 

de cet  enzyme es t  s u f f i s m e n t  large pour assurer un morcellement profond 
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des molécules d' ARN ; l e s  prépaatio-m sont, en outre, comaercialis6es e t  

s u f f i s m e n t  bon narché pour pemettre de larges expérimentations, Eafin 

l e  pH optimum d 'act iv i té  de 7,7 permet d 'éviter  des phénomènes d'hydrolyse 

chimique complhentaire. Les oligonucléotides obtenus possèdent toujours 

un nucléoside 3' phosphate pyrUriidi que en position terninale. L 'hydrolyse 

des préparations dl to ta l  du t i ssu  par l c t  RnTase 1 la isse  subsister une 

f ract ion résistante ("core") qui es t  t r è s  riche en nucléotides puriques 

(MBRKIIAM e t  S.DTII (627)). 

C - DIGESTION DJZYfiiATIQ.Ui3 

, Mode opératoire - . - - - - - - - A 

10 m l  d'une solution aqueuse à 4 m g / d  d t  GRN to ta l ,  ex t ra i t  par l a  

méthode à l a  guanidine, sont placés à 370C dans un bain marie. Le pH e s t  

ajusté à 7,6 par d d i t i o r ,  d'une solution d'ammoniaque à 1 p 100. On ajoute 

ensuite, à pôrt i r  d'une solution aqueuse à 2 &ml, 1 mg de ribonucléase 

pancréatique c r i s t a l l i s ée  (L. Light and Co Ltd, Colnbrook, -land). La 

digestion e s t  conduite ensuite à 37O C, sous agitation, l e  pH étant 

s tab i l i sé  à 7,6 avec un pH-stat (~i t rornat ic  TTT - 1 - Radiometer Inc - 
~cpe~nhgen)  avec l a  solution dlmmoi.liaque à 1 p 100, Après 4 heures d1incuba- 

t ion,  on effectue une 2e addition de 1 m g  de RNase e t  l a  digestion e s t  

prolongée 20 heures, On ramène à + 4OC e t  on ajuste l e  pH à 3,S avec de 

l 'acide formique (ou de l 'ac ide  acétique). Après une centrifugation destinee 

à éliminer 1 'enzyme e t  l e  "tore", on lyophilise l a  solution surnageante. 

Le résidu sec es t  dissous dans 1 'acide chlorhydrique 0,1 N à l a  concentra- 

t ion  vodue (voir page 202 ) e t  on abandonne une nuit  à + 40C. Cette 

dernière opération e s t  t r è s  importante pour provoquer une ouverture des 

cycles 2' - 3' phosphate (TEURA (628)). 

Nous avons retenu ces conditions d'hydrolyse qui sont t r è s  

reproductibles. Il convient de rechercher par a i l l eurs  une technique 

dlan?lyse t r è s  f ine e t  rigoureusement standardisée, qui se prê tera i t  à 

l 'é tude comparative de l a  composition en oligonucléotides des ARlT normaux 

e t  cancéreux. Notre but se l imi ta i t ,  en effe t ,  à cârsctériser  des fractions 

part iculières d~oligonucléotides, signe de l a  présence dfARN cancéreux 

de structure anormale, 



II - . ~ C ' I B R C H E  D'UNE i'4ETHO3E DrA.N&YSE QES PRODUITS 

Les néthodes l e s  plus c l a s s i q u ~ s  de s6puat ion des oligonucléo- 

t ides ont f a i t  essen-biellement appel à deux pr5ncipes : l a  chromatographie 

par échange d'ions e t  l a  chrom~to&~~-~phie  bidirnensio-mlle sur papier. 

Q - CBOW&TOG?&PHI$ PL9 ECiIIiGE D'IONS 

Les principaux.supports u t i l i s é s  sont l e s  résines du type 

polystyrérie, l e s  celluloses rnodifi9es (sur colonne , en couche mince ou 

sur papier) e t  l e s  séphadex modifiés. 

1 - Chronatograr~hie sur descolonnes de résines 

COB1 (629) et; VOLEGX e t  C O H 3  (630) ont décri t ,  dès 1957, une 

méthode d'analyse des di- e t  trinucléotides sur des colonnes de Dowex 1 x 2 

ou de Dowex 2, Ln méthode fu t  étendue depuis, par de noxbreux ~ u t e u r s ,  à 

l a  séparation d oligonucléotides supérieurs (voir not zn?ient : RTJDlIER e t  

CHLRGPLFF (631 ), SPENCE8 e t  CiIi,RGA3F (672), SChOLTISSEK (633, 634), PIC CULLY 

e t  C!LNTOTJI (635), DIWTII e t  IdITZEL (636), DOSICIL e t  SOE24 (637) ) .  Les 

élutions sont effectuées par des gradients dc conccntrction e t  de pH, à 

base de forniate d'ammonium ou de chlorure de sodium. Sans entrer  dans l e  

dé ta i l  dss résul ta ts ,  nous nous bornc~ons à prcciser que ces méthodes ne 

sont ûpplicables de façoii s a t i s f a i smte  que pour l l m d y s e  des di- e t  tri- 

nucléotides ; en outre l c s  s6pwations sont t r è s  longuts (6 à 8 jours) e t  

l a  technique nécessite une yumti té  importmte de substance (environ 50 mg), 

Ce groupe dc methodes a &té  supplanté pcm l e s  techniques de chromatographie 

sur l e s  celluloses modifiées. 

2 - Chromatogra-phie sur des colonnes de cellulose modifiSe. 

Les ECTEDLb - o t  bh:AE - celluloses fournissent de bonnes 

séparations des oligonucléotides. TENEX, IMORAPjA, IURKHAM e t  POL (638) 



ont étudié l e  comportement des o l i ~ n u c l é o i i à e s  de synthèse e t  défini  leurs  

conditions dlé lut ion ; STAEHELIN (639) c, ap-liqué ce t t e  technique à l 'analyse 

des produits d'hydrolyse ribonucléasiquc à hW de levure. Les sSparc.tioi?s, 

effectuées per des t apons  f o r m i ~ t a  ou bicrzbontlte, sont excellentes au début 

do l '61ution7 rnais l e s  oligonucl6otiid~s supt;rieurs, plus acides, sont f ixés  

t r è s  fortement sur l a  colonne e t  l eur  élu-tion, plus d i f f i c i l e ,  al tSre l a  

qual i té  des s6parztion;, STPXHSLII'J (640) améliore l e s  séparations en éliminant 

l e  groupe 5 ' pliospiir,te terclinai de c'riaquc: oligonucléo t ida  pcx un traitement 

gréalable dc 1 'hydrolysnt avcc l a  phosphornonoestérase. S T ~ ~ I N ,  PETmSON 

e t  SOBEB (641 ) on?; isl,lt5 de nombreux oligonucléotides, à pa r t i r  d'lîidrolysats 

r i b o n u c l é a s i ~ c s ,  en opérent à des pH l égè r e~en t  alcalins. Ce type de 

chromatof;r~.phie a été lclrgem~nt oxvloité par de nombreux auteurs, d'un point 

de vue préparatif. Les d i f iérents  oligonucl6otides peuvent ê t re  obtenins en 

quantité suffisante poinr déterminer leurs  séquences. STéLE;KE;ZIIN (642) r? mis 

en évidence a ins i  des séquences trinucléotidiques isomères dont l e s  propop 

t ions  v a r i m t  p u r  l e s  KRTJ de différents virus ; ARONSOW (643) a camctér isé  

des séquences différentes d a s  l e s  UQT - I I  e t  23 S des ribosomes ; 

LAGERKVIST e t  BERG (644) ont étudié 16s t r i n ~ ~ c l é o t i d e s  subterminaux 

(voisins du t r i p l e t  Cp Cp b terminal) de différents ARE de t ransfer t  

spé3-ifiques ; STP3HELIM, SCHCJEIVWR e t  ZhCHLU (645) ont précisé 1 ' existence 

de c e r t e n e s  unités de répét i t ion dms différents solubles (pw exemple 

- 9yp - Gp Cp. pour lym -  érine) RUSKTZKY e t  SOI3ER (646) ont effectué, 

récement, une étude poussée dz l c  séquence de tri- e t  tétrmucléotides 

obtenus, par cc t te  tcclmique, après Iiyd-olyse, p3s l a  -SNase T 
1 ' 

Cette néthode e s t  a c tu? l l e~en t  l a  plus in téressmte ,  du pcint 

de vue p$$pmnatif. Los élutions suivent l e s  règles suivantes : 

1 - L'élution s 'effectue proportionrellcnient à l a  longueur de chaine 

2 - Les compos9s dont l e s  pK sont alcal ins sont t r è s  fortcrlent f ixés  

e t  l eu r  élution es t  t r ès  ciifficila ( l e s  composés riches en uraci.de sont 

élués après ceux qui sont plus r i c k s  en cytosine ; de même, l e s  dérivés 

r iches en guanine sont élu& aprks ceux dans lesquels l 'adthine prédomine). 

3 - Les trinuclSotidcs dont l ' ac ide  guanylique e s t  acljacent au 

nuclsotide pyrimidique 3' piiosphate terminal sont élués après leurs  iscmères. 



Pour plus de d é t a i l s  concernant ce s u j e t ,  nous renvoyons à l a  

revue gé&rale de ST!diXELI~J (640) 

3 - Chromatoprophie sur papier à échange d ' ions  

a - TTElkLL e t  ai. (648) ont déc r i t ,  pour l a  preinière f o i s ,  une 

méthode de chromatograykie bidinensionnelle s u r  papier D m ,  type Tiihatnan 

DE - 20, qui pennet l a  sepdrat ion de 19 oligonucléotides à p a r t i r  dlARIT de 

c e l l u l e s  3el.a. La chromatographie e s t  effectuée d w  l e s  conditions 

suivantes : (1 ) bicarbonate d'ammonium 0 ,3  3; ; (2) acide formique 3 13. 

3 - SANGER e t  ai, (647) c n t  d é c r i t ,  plus récemment, une méthode 

de séparat ion bidimensionnelle des produi ts  d'hydrolyse ribonucléasique 

(Rl!~ase 1 e t  RNase T2) obtenus à a a r t i r  de préparations d1 ARIi ribosomaux 16 e t  

23 S. L'électrophorèse à haut voltage e s t  u t i l i s é e  dans l e s  deux d i rec t ions  : 

l a  première s u r  acé ta te  de ce l lu lose  à pH = 3,5 (pyridine à 0,5 p 100 - 
acide acétique à 5 p 100 - viv) ; l a  seconde sur l e  papier DEAE - ce1li;lose 

à pH = 1,9 (acide formique à 2,s p 100 - acide acgtique à 8,7 p 100 - v/v). 

La séparat ion d m  l a  premisre d i r ec t ion  e s t  su iv ie  d'un t r a n s f e r t  d i r e c t  

sur l a  f e u i l l e  de 3EA.Z - cel lulose.  Ce t r a n s f e r t  e s t  obtenu, se lon  ces 

auteurs,  avec une perte  de 5 à 10 p 100 des nucléotides. L1é lec t rophor6grme  

e s t  ensui te  r évé l é  par autoradiographie. La  borne shparat ion des oligonucléo- 

t i d e s  ( t é t r a -  e t  penta nucléotides) e s t  due, se lon  ces auteurs,  à l ' a c t i o n  

combinée de l a  migration électrophorétique e t  de l'électroendosrnose rapide du 

tanpon de l a  cathode vers  l 'anode ; des nucléotides soc t ,  en outre ,  soumis 

durant l a  migration à l 'échange d ' ions avec l e  support, Cet e f f e t  combiné 

améliore nettement l a  sépara t icn  des oligonucléotides par rapport à l a  simple 

chromatographie sur DE&cel7ulose, Leu e quf e l l e  e s t  r éa l i s ée  dans l e s  condi- 

t i ons  de TYNDALL e t  al. (648). L 'appl icat ion de ce procédé a permis aux auteurs  

de préc iser  des  différences quant i ta t ives  en t r e  l e s  oligonucléotides des 

f r ac t ions  dyARX 16 e t  2543 e t  dlARN soluble  dlE. Coli  e t  de levures. 

Cet te  méthode e s t ,  cependant, t r è s  longue e t  nécess i te  LUI appa- 

r e i l l a g e  p a r t i c u l i e r  ; apparei l  de i4IC:ETL (647 b is ) .  En outre,  l e s  f e u i l l e s  

de DEEiE-cellulose u t i l i s é e s  sont  de grande dimension (85 cm x 46 ou 57 x 46 cm), 

hors commerce. E h  outre ,  l l u t i l i s a t i o n  de l a  pyridine exclut l la:pplication 



quantitative par s~ec tmpho  tométrie en u l t r a  violet ,  L 1  élimination de l a  

pyridine nécessite une manipulation supplémentaire, qui provoque des pertes 

appréciables, Enfin, l e  t raasfer t  du produit, séparé dans l a  prerière direc- 

t ion,  sur l a  I l E ~ e l l u l o s e  introduit  une nouvelle perte de substance, Le 

nombre maximum de spots ne dépasse pas, dans l e s  meilleures conditions, 26 à 

30: qui se rassemblent, pour l a  plupart, dans l a  part ie  supérieure de l a  

feui l le .  L a  quantité naximale à doposer ne doi t  pas excéder G, 1 mg, ce qui 

complique l ' appl ica t ion de cet te  méthode à l ' é tude des séquences nuciéot id ig~es  

après isolement. Enfin, l e s  auteurs ne fournissent pas de précision sur  l e s  

conditions de reproductibi l i té  de l eu r  métk:ode , dont 1 application en analyse 

comparative para i t  dSlic ate. 

4 - Chromatogrhphie en couche mince de cellulose modifiée 

BERGQTJIST e t  SCOTS (649) ont obtenu, récemment, une séparation 

sa t is fa isante  droligonucléotides (ATJI;I de E. ~ o l i )  par électrochromatogrciphie 

en couche mince de poudre de cellulose YiIJ 3 0 ,  La solution dfoligonucléotide 

e s t  déposée sur  l a  plaque e t  ce t t e  dernière e s t  humectée par pulvérisation 

avec un tampon formiate dramorium O,? Pi - pH = 2,45, en présence dtEDTA. 

Une électrophorèse de 20 à 25 mn, à 5 volts/cm (16 à 20 r n ~ )  e s t  suivie, 

après séchage, d'une chromatographie de 4 heures, dans l a  deuxième dirsction, 

avec l e  système solvant : butanol t e r t i a i r e  - acide fornique 0,08 M - 
alcool isoamylique (50 - 50 - 2). Après séchage, une deuxième chromatographie 

e s t  effectuée, dans l a  mêne direction, avec l e  système solvant : n-butmol- 

eau (84 - 14), pour éliminer l e s  cont&nants fluorescents, Les auteurs 

ont a ins i  caractér iser  17 spots présents d a  lfhydrolysat par t ie l .  

5 - Chromatomaphie sur  des colonnes de Séphadex 

GELOTTE (650) e t  ZAIEAZIL e t  al. (651 ) ont obtenu des Sparat ions  

de mono - e t  oligonucléotides sur des colomes de Séphadex G - 50, par 

élut ion dans une solution de carbonate d r  ammonium à 0,005 p 100 de pH = 7,6, 

Les fractions r iches en acide adénylique sont fortement retenues e t  l eur  

élut ion n 'es t  pas q ~ ~ t i t a t i v e .  Cette propriété peut ê t re  mise à prof i t  pour 

éliminer sélectivement l e s  fractions contenant de l ' ac ide  adénylique. 

-- - - 

dans l e  cas drhy3roiysar rlbonuclSase pancrgatique. 



HOLLEY e t  aL, (652), KEIR (653) e t  HUIT e t  IXU.J.JIQE (654) ont 

séparé l c s  o l ig~nuc léo t id~s  sur des colonnes de DZKFrSéphadex, Cctte 

tachnique a no txn~cn t  pemis au groupe de HOLLEY de déterminsr l a  séquence 

complète de l a  riicl6culo dc 1 l ART(--S spécifique uc 1 ' ,danine. Cet échangeur 

d'ion pr6se;rte une capacité supQricurû à l a  DE& cellulose (3 n e d g  c ~ i i t r e  

1 m c q / g )  ; cepcndmt S T & i I I J  (655) ne trouve pas avantage à Iladopter 

ctrr, selon ce dernier, l e s  fractiens obtenues ne sont pes puras e t  l a  

méthode n'est  pas reproductible, Cependtant, r é c a ~ ~ e n t ,  RUSEIZ'KY e t  al. (656) 

ont précisé dcs conditions très in té ressa tes  d'élution des oligonucléotides 

à longue chaine (octanèrcs) sur dos c~ lon r~cs  dc DEU - Sephadex A - 25 

par l c  tmpon Urée 7 R - T r i s  - HC1 - 0,02 14 - pH = 7,6, avec un gradient 

de cuncentration en NaCl. "ette technique es t  actuellement l a  scule qui 

permetta de séparer, sur colonne, l e s  oligonucléotidcs supérieurs. Cependant, 

l e s  tétra- e t  pntanucléotides sont Glués en mélange e t  doivent ê t re  

refractionn65 à pH = 2,7. 

W i n  TOllLINSON e t  TEm (657) ont proposé de fractionner l e s  

oligonucléotides sur des mélanges de Sephadex e t  de DEAS - cellulose, 

par élution avec l 'ur6e 7 M. 

E h  conclusion de cette revue t rès  courte des néthodes de 

séparation sur cclo,me, nous pouvons préciser que l a  chrcmatogrûphie sur 

DELE cellulose e t  sux  il%& Sephadex e s t  intéressante d'un point de vue 

préparatif, Néanmoins ces techniques sont longues ; en outre, chaque 

frcction obtenue correspond souvent à un nélange de plusieurs oligcnucléo ti- 

des isonères, Enfin, il es t  évident, dans notre orientation de travail ,  que 

ces méthodes ne sc  prêtdnt pcw ais6~ient à des études co..nparatives directes 

sur des qu,mtités t rès  faibles de substance. Quelques essais personnels 

nous ont rz-pidmient conduits à élirAner cc groupe de méthodes ; nous nous 

somes tournés vers les  néthodes de chrcrnatographie de p h a g e  sur papier, 

dent l e  pouvoir séparateur es t  nettem~nt supérieur, pour des qmntités 

de substance de l 'ordre de X)O .go 



Simultanément ôux trzvaux de COIiIY (658) (voi r  page -185 ), 

MbRXHQl e t  SIIITH (659) ont décr i t ,  en 1952, un système solvant permettank 

de séparer l e s  produits d'hydrolyse ribonuelézsique gcr  une chonai;~graphie 

noncdirnensionnelle sur pczpier (1soproPanol - esu - mioniac ) (voir  page -84- ). 

La séparation f c u m i t  6 bandcs dent chacune corrospcnd à un mélange des 

oligonucléotidcs, par  poids nolgculzire crcissant .  Chacune de ces bandes 

peut ê t r e  Qu6e e t  s é p a é e  par électrophorèse. 

B p a r t i r  de ces premicrs travzux, plusieurs  autsurs ont 

appliqué s o i t  l a  chronatowaphie b i d i n w i o n n e l l e ,  s o i t  llélectrochromzto- 

graphie. 

1 - Ghrcmatographie bidimensionnelle 

HAKIT4 (660) a cbtcnu 17 spots à p d i r  de l a  f r zc t ion  dialysable 

d 'un h y d r c l y s ~ t  ribonucl6asique, par une chromatogrctphie bidimensionnelle 

avec l e s  systènes solvants  : ( 1 )  acide isobutyrique - ami?1oniaque 0,5 W 

(5 - 3) (sùlviint de M&GFS!?ISTI< e t  ul, (661)), (2) alcocl  isoaxylique t e r t i a i r e  

acide f ~ m i q u i 3  conc. - ecu (3 - 3 - 1 ). On ca rac té r i se  l e s  4 rnononucliotides 

e t  9 f rac t ions  di- c t  trinucléotidiqucs ; 4 spots  correspondent à des 

f rac t ions  nucl&otiàiques plus ccmplexes. En outre une proportion t r è s  

irnpcrtante de 1 'hydrulysat r e s t e  au voisinage du d6-t. 

LIPSHITZ - WIESER e t  CHhRGUF (662) ont associé l e  sclv=t  de 

MARKHAPI e t  SI4.ITH (iseprçpû.r~ol - eau, en atmsphère d l ~ m o n i a c  (70 - 30)) 

e t  ce lu i  de I2hGKStJNIK e t  al. (663) (acidc; iscbutyriyue - an~oniaque 0,5 N 

(5 - 3) pH = 3,7). Cette méthcde p e m t  de ca rac té r i se r  seulment  13 spots, 

paxmi lesquels  l e s  4 nucléotides e t  l ' a c ide  pseudcuridylique. 

W i n ,  t r è s  réc-cnt, KRUTILINL, V E N K S m T  e t  BEAV (664)ont 

amélioré l e s  séparaticjïis en u t i l i s a n t  ( 1 )  l e  nélange : acide isobutyrique - 
amoniaque 0,5 N (5 - 3) (sclvant de F~IKGCiSdIK e t  al. (665)) ; 2 à 3 



chrcmtogrephies succeszivcs s,nt poursu iv i~s  pendmt 24. à 30 heures, 

jusqu'à cc: quc lc sclvdnt 2tteignt: l a  liiizite da l c  f eu i l l e  ; i d s  chromnto- 

graphies sent poursc.ivi,s jusqu à ce que ltes f rcc tioils pcraissent parfaitement 

sé~i ; ré=s  pzr ab so rp t i~n  cn u l t r e  v k l ~ t .  (2) l a  chrom~tographie, dans l a  

2e dinemion, a s t  effectués avec l e  systènc solvant de IiUSHIZIZY e t  JCNIGHT 

(666) (bwcmol t c r t i z i r e  - î bmia t e  dl:mlcniui~l pH = 3,8 (1 - 1 ) )  ; 

l'optimum de 'cc;mpGrature est ,  selon ces zuteurs, de 12 à 1 4 O C .  L1zbsorpticn 

en Ultra v io le t  permet de luc'diser 30 spots. Cependant l e  conpostement 

chroraotoggtlphique n ' e s t  pas rigcurcusernent reproductible e t  ne pemet pas 

de stmdardisùr Ici méth~de pour des Studes compasûtives. 

Il appôrait donc q u ~  l a  chrwxatogrnphie bidimensionnelle 

présente un pmvoir séparateur assez l imi té  e t  l o  nornbre de fractions 

caractérisées n'excède pas 70. E51 outre, l a  standardisaticn s e  t r o ~ v e  

limitée PCV l e  d i f f i cu l t é  do contrôler l a  migration chronatogr~phique, 

dans l e s  deux directions, Les néthodes d'électrochronetographie permettent 

d ' éviter  c e r t  ~ n s  de ces inuonvénients, 

La :lise au goint d'uns technique d'~lectrochrcmatographie, sur 

l e  principe: de l a  -,&thode de 'Tingc;r printingi' dfINGitlGPI (667), a é té  

réal isée p a  Fd3"IiTZD e t  KJ?IGIZT (668, 669, 670). Ces dbrniers ont malysé 

l e s  hydrolysats r i bonuc l éa~ iqu~s  d'&RB c?e levure sur papier Wnatman 3 WI, 

LI électrophorèse es t  e f f  ectuGe, dms l a  prtmièrc direction, pendant 1 7 à 

20 heurcs, mus  6 volts/cm (320 vol ts )  e t  12 m f i ,  avec l e  tmpon fomia t e  

dlmnioniun 0,06 Id1 - pH = 2,7 (7,5 ml d'acide fiimiquc concentré sont dilués 

dazs 2,5 l i t r e s  d'eau e t  ajustés à PH = 2,7 avec l t m o n i a q u e  cuncentré). 

Après séchage, l a  chromatographie e s t  effectuée, dms  l a  direction Frpen- 

diculaire, mec l e  système solvznt butanol t e r t i a i r e  - fomiic~te d'acxionim 

pH = 3,8 (1 - l ) ,  peildmt @ heures à 20° 2. 
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L'absorption à 260 i ~ p  pernet de l o c ~ l i s c r  19 à 20 spots, tandis  

qu'une proportion i n p o r t a t e  de pclyiiucléotides r e s t e n t  au point de dépot 

( f i ,we 28). Cette néthode a é t é  lmgcc~ent  appliquée : étude des séquences 

des dc l c m r  e t  du v i rus  dc l e  noscïquc: du tabac, p-ar hydrolyse 

ribonuclcasique (RIlase p ~ i c r t a t i q u e  e t  RKose Tl ) (RUS~~IZIOI e t  KIlTIGHT (671 ), 

RUSZIZKY e t  SOBEF, (672), RUSHIZSIY, SOSZR e t  IQ(IGE;T (673)) ; travaxx 

concernant l c  mode dlzictiçn dcs nucl6oscs dc .iicrc;ccq,v~s (RGBZRTS e5 al.  

(674) . 
DOCTûR e t  cl, (675) cilt effectué une <tuda qusa t i ta t ive  de mono- 

e t  oligonucléotidcs obtLnus à p j r t i r  d ' hydro lys~ t s  r ibonucléas i~ues  des 

@;N - S spécifiques dc l'zic^minc a t  de l e  tyrosine. Ces auteurs ont m d i f i 6  

l e s  p r o p o r t i ~ n s  du s o l v a ~ t  chr~r.atogrt^phique : butuncl t d r t i a i r e  - 
f o r n i a t e  dlc"mloniun O,G2 Pl pH = 3,7 (&LI l i e u  de 3,8) d2m l e s  proportiuns 

55 - 45 (au l i e u  de 5G - 50) ; l c  chrorn,ntogr:~phio e s t ,  en outre, effectuee 

à 230C. Cette ttchnique permit à ces c:utcurs dt  carac tgr iser  de nombreuses 

séquences d i f férentes  dms  ILS deux MUT - S. 

LnrGRAPi e t  PIERCE (676), u t i l i s a n t  l o s  mêilics s o l v m t s  que 

RUSKIZKY e t  KnTICTHT, ont modifié l a  technique, sur l a s  p o k t s  suivants : 

l l é l e c t r o p l ~ c r è s e  e s t  effectuée, s ~ l o n  l e  procédé de PMUG&H e t  S E T H  (677), 

l a  f e u i l l e  de papier inprégnée du tm-pon étant  placée ent re  deux plaques 

de ve r re  ou de i?olg6thylène g en outre ' l 'é lectrophorèse e s t  conduite sous 

28 à 35 volts/crn e t  20 à 156 mk, avcc r c f ~ i d i s s e ~ ~ e n t .  

L a  chr~matogr,-.phic est  ascciidante. Les sépsiraticns des pligo- 

nucléotides ne scnt  pas ne t t e s  e t  il sc produit de ncnbreuses t rainées e t  

l e s  tâches sc'nt stuvent t r è s  diffuses,  Ces inperfcctions sent dues, en 

p a t i e ,  à l l&lec t rophcrèsc  sous plaques de verre (nous avons constatté l e  

m&e phéno~ène dans l e  c2s des nucléotides l ibrcs) .  Selon l e s  auteurs, 

ces t rxinées sont  provoquées essentiel leacnt  pas l l i n tLr fé rence  de ccntami- 

nct ions non-nucl8ctidiqu~s. Les sépxrntions sçnt  améliorées p a  une 

hydrolyse préclable des 5<  phosshztes terrlinmx. LEVIB (678) r! montré, 

cependant, un peu plus ta rd ,  que c e t t t  déphosphorylaticn ne nod i f i a i t  pas 



l a  qualit6 des séparntions. IiRîISTEiul$G e t  al. (680) ont Stuzié, plus 

récement, plusieurs solvc~vlts d i f f g ~ n t s ,  d-ms l e  cc& dlh$drclyss.ts part iels 

6' &Tilt solubles. LL-s Blectrophorès~s salit eÎf ectuées, so i t  d ~ n s  les  cùnc!itions 

de R U S K L m  e t  DiIBET ( f o m i ~ t e  à lmaonim pK = 2,7), so i t  avec 1 'acide 

ncrt~?,re.pkie est descendante, dc~is  l e  systèae-sclvunt : n-propm.01 - arxîtoniayue 

eau (55 - 10 - 35) (solcn LIP,%TT e t  al, (681 ) ) . 18 à 25 spc ts sont 

c-lrectérisés p 3 ~  ce t te  technique. 

L ' élsctrochromatographie peLrnet d-nc d 'obtenir une meilleure 

séparation des oligonucl éo tic?cs (di-, tri- e t  -t;étrn). ; ependant la plupzzt 

des t r c v a n  effectués jusqu.'alors nlc.nt pas perr,iis dc c ~ r a c t é r i s e r  plus de 

70 f r a c t i ~ n s  différentes. Ceci est  dû EUX c~nd i t i cns  de séparation, aais 

aussi à l a  sensibi l i té  des méthodes de r4vélatic.n. En effet ,  toutes l e s  

expérimentaticns que nous ctvons décrites u t i l i sen t  l a  r é v é l ~ t i o n  en ultr3r 

violet, Il. est préÎér3ble d ' u t i l i s e r  l'~.utor~.dic>f;replzie? à par t i r  de 

préparations rn~wquées p z  l e  rsdicphosphets, pour augmentcr considér,?'olsment 

2211 e3: a l  . l a  sensibi l i té  de l a  rijvélation. TYNDALL e t  d. (682) 2 - :'-"JTqVq 

( ' ~ ~ 7 )  O; -.- . -  2 L W -  " 5  ccttc? méthode de révélz.tion pour comparer l e s  

hydmlysnts ~ I ~ Y L ~ C ~ S  dlRRT? extraits  de ccllulcs IlCici, avant e t  après 

1 infection virale. ;"'Yi Y *- cz pu, de cette fzçon, cnractériser 5 üligo- 

nucl6otidcs caractéristiques de l ' infect ion virale. Outre l a  sensibil i té 

de l a  révélr?,tiun, cette ttchnique pomat igûlei.:ent de coniparer l n  radioacti- 

vit; spécifiqut. des Lligonuc160tides obtenus. C ' C S ~  1, rcison pour lûquelle 

nous wons d mbl So ckuisi l a  techniqui3 aut ~rn~di~grophique peur nos travaux 

ccil-paratifs. Cette r,iSthode, très s e ~ s i u l e ,  semct de cctractériscr directarent 

des diffCrenccs séquentielles d lcc t iv i té  mét;'bolique. 

Notre étude bibliographique cciicernûnt cet tc  questicn nous a dcnc 

cclnduit à rechercher une techniquo électrochromatog~aphique qui  fou miss^, 

psr aritoradicgraphït, l e  plus grand nombre de spots, de façon rigoureuselnent 

reproductible. &vat de décrire nos résul t z t s  cc)npzratif s concernant l e s  

lLRN nomaux e t  cancéreux, nous décrircns nos rccherches concernmt l a  

st endadiszticjn de L ' élec-t;mchroncrtographie, 



-?- . . ELECTROPHORESE: formiate d'ammonium. o.O~M<->Ialre A pH 2.7 

A 
O 'Finger print' dthydrolysat rfbonucldasique d'ARN 

OYI de foie de rat effectué par la méthode de RUSHIZKY et 

K N I C H T ( ~ ~ ~ ) :  ~ l é c t r o ~ h o r é ~ e  de 18 heures h 350 volta, et 
chromatograp- descendante dans le système solvant, - -  -_I 

butanol tertiaire - formiate d'ammonium pH 3 ,8  (1:~). 

- Les differents spots sont très étalés dans le sens 
de la mig>ation éléctrophorètique. 



C - I.ESE klJ FûIli T' D 'UNE l!~HODl3 EL%TROCmOI-iaTOGRdI-IIQUE ST AIIDGRDISELE 

Nous avons repris l a  ?~éthcido de RUSBIZKY e t  KljIGXT (683) en 

opérant pnr autcrâdiogrephi+ à pa rtir à rex t rz i t s  2~ l a  guanidine obtcnus 

après un narqutgo iii vivo par l e  radii;phosphzte. Les r6su l tz . t~  nous ont 

cciiduits à rnodifier l c s  ccnditions dlélectrophorèse e t  de chronatitographie 

pcmr déf inir  une tcclmiyue, tctaleaent reprvductible qui fournit de 56 à 

60 spots. 

La  figure 29 fournit l e s  résultzts de l lm~iLyse d'un hydrolysat 

ribonucléasiquc d l ~  ti; tcJ de foie  nomal. L1=iutoradiogr~phie est  obtenue 

après une sépcr3tion d m  l e s  conditions exactes de RUSfIIZKY e t  KNIGHT : 

(1  ) électrophorèse en t a p o n  forininte dlar.irnonium pH = 2,7 - 350 volts, 

pendmt 18 heures ; (2)  chromatographie descendmtc cn butanol t e r t i e r e  - 
formiste dfms~onim pH = 3,Ô (1  - 1). L t  élec trcphorèse es t  effectuée dans 

une CUVG en t c i t  (modèle de TIELC,8EBOEXE' (584), qui présente l'avantage 

d 'éviter l c s  diffusions spontaées qui apparaissent au cours de l a  

migrntlon ~ n t r e  dzux plaqu~s  3 e v ~ r r e  . Par rapport aux résultats de 

RUSHIZKY e t  KITTGHT (685), 1 'zutoradi~graphie pcrnet de l o c d i s e r  8 à 10 

spots supplémentwircs. En outre, ces diff  érentes fracticns correspondent 

à des mélanges d'çligcnucléotidcs, Il é t d t  donc important dc modifier 

ces conditions pour mél iLrer  l e s  s6pcxctions. Nous avons f a i t  varier 

systéL~33ciquoment, l e s  ccndit i~.ns d 'élsctroph~rèse,  d'une part, e t  l a  

chronatographie, c i r  zutre p ~ s t .  

C O I ~ L T ~  on peut l e  constater dzns l a  f i m e  29, l e s  différents 

spots sont t rès  étzJés dans l e  scns dc l a  migration électrcphorétique. Il 

é t a i t  dcnc logique àe chcrcher à r66uire l e  temps de inigration e t  à 

aug~enter  l a  tensicn. De nombreux esscîis ont été effectués de 400 à 1 .O00 

volts, pour des tenps de nigraticn de 6 heures à 18 heures. L a  figure 3 
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'Finger print' dlhydrolysat ribonucldasique de foie 

de rat normal e f f e c t u é  par la méthode de RUSHIZKY-KNIGHT 

modifide: éléctrophorèse de 7 h 30 à 800 volts. 

(la chromatographie n'étant pas modifiée) 

-Noter que la sdparation des 42 spots est nette; 

chaque f r a c t i o n  est b i e n  localisée. 



montre l e s  résu l ta t s  obtenus pour une Glectrophorèse de 7 h 3 à 800 volts ,  

l a  chronatographie n t é t m t  pas nodifiée. L'observation à 260 mp permet 

de local iser  3 fracticns e t  llautoradiugra.phie f o w t  39 à spots 

nettement d i s t i nc t s  ; en outre, chape  f ract ion e s t  bien condensée et l e s  

spots sont circulaires,  La séparation es t  o p t h d e  pour une électrophcrèse 

de 6 à 7 heures à 1000 volts. Dam l a  f igure 31, cn peut local iser  50 à 55 

fractions bien séparSes. Par rapport à ltélectrophorèse précédente 

(figure 30) il appasait notament, en a v ~ n t  de l a  l igne des oligonucléotides 

(B),c, 4 spots supplémentires. Etant donné l a  qualité des séparations, 

nçus ~ivons adopté définitivenent ces conditions d'électrophorèse, 

En nous fondent sur l e s  résu l ta t s  de BF;RGQUISP e t  SCOTT (686) 

obtenus en couche mince de cellulose (voir  à l a  page-187~), nous avons 

introduit  l e u r  modification du sc\lvant, qui consiste à ajouter 1 ' aicool 

isomylique au solvant de RUSRIZKY e t  KNIGHT : butcmol t e r t i a i r e  - 
f o r m i ~ t e  d t  ,unmonim, 0,06 M à pH = 3,8 - alcool isoamylique (9 - 50 - 2). 

Ltélectrophorèse e s t  conduite à 1000 volts  pcndant 6 à 7 heures, avcc l e  

tampon fomia te  d'mmonium 0,06 $1 - pH = 2,7, COIILT~ on peut l e  constater 

dans l a  figure 32, l 'addit ion d ' d c o o l  isomylique provoque des trainées 

de toutes l e s  fractions,  bien que l a  séparation s o i t  nc-tte~zcnt amgliorée, 

C e  svlvmt e s t  t r è s  intéressant dans l e  c m  d'MW de fa ib le  poids 

moléculaire (ARN - S par exemple) dont l'hydrolyse ribonucléasique fournit  

un nombre res t re in t  dloligonucl~c;tides. 

Comme l e  montre l a  f igure 31, l e  solvant de RUSHUKY e t  KNIGHT 

Butanol t e r t i ô j r e  - f ormiate d ,monium, en proportions égales, l a i s s e  

subsister, dans l a  par t ie  supérieure du chronatogramne (au voisinage du 

trait de départ) une zone diffuse, dans laquelle l e s  fractions s'individua- 

l i s e n t  t r è s  mal. Nous avons, pour ce t te  raison, étudié l e  comportement 

avec l e  système solvant, modifié par l e s  auteurs eux-m8mes, qui contient 
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Figure-31 8 
'F'inger p r i n t  ' d ' hydrolysat ribonucl4asique d e  f o i e  de rat 

normal effectué par la méthode d e  RUSHIZKY-KKIGNT modifiée: 
él t?ctrophor~se  de 6-7 heures ii 1000 v o l t s  ( l a  chromatographie 
n'étant pas modi f i ée ) ,  

-Les 49 spots sont bien séparés. L,oc:ilisation de  4 spots  
supplementaires dans l e  compartiment cathodique. Les spot s  
cerc lds  représentent la répar t i t i on  des d i f f é r e n t s  s p o t s  supplé- 
mentaires var iab le s  dans l e s  f r a c t i o n s  cytoplasmiques. 

(voir figures 35 à 38) 



Flnger printe d'hyd 
normal t éléctropho 

.rolysat ribonucl6asique de foie 
lrèse-6-? heures B 1000 volts: 

chromatographie en système solvant-butanol tertiaire/ 
formiate d'ammonium, 0,06M à pH=3,8/alcool aamylique 
(50-50-2).  
L ' a d d i t i o n  d'alcool - isoamyliqua provoque des trarn6es 

de toutes les fractions. 



CHROMATOGRAPHIE: Butonol-tertiaire - f  ormiaie d'ammonium. 0.06 molaire à 3.8. O 
a 0  cap 

* - e  B U 0 i ,  
3 
Ç* 
C O &  O '6  a p . .  



f ELECTROPHORESE: formiste d'ammonium, OX)6&bîre a pH 21 .  
(-1 * 

Fiare-34: Diagramme de référence d'un ' f inger prinl! d ' hydrolysat 
ribonucldasique de foie de rat nornial effectué dans les conditions 
standard: E16ctrophorèse- 6-7 heures à 1000 volts; Chromatographie 
descendante- butanol tertiaire / formiate d'ammonium 0 , 0 6 ~  à pH=3,8 
(1 :1 ,  63h ou 87:63 ,  83h). 

- Prdsence de 39 fractions nucléotidiques majeures. Le spot 1 
correspond à l'acide cytidylique ( 3 ' - ) ,  et le spot 29 à l'acide 
uridylique(3'-). 



une proportion supér ieme de butanol t e r t i a i r e .  L a  proportion ;?lus importante 

de phase organiclue permet d 'obtenir ,  dans l a  zone des tri- e t  t é t r a  nucléo- 

t i d e s ,  des spots  plus condeiîsés. Le sclvant  e s t  l e  s u i v a i t  : butarol  

t e r t i a i r e  - formliate d'md~ioniuii 0,06 11, pH 3,8 (87 - 63). L1autoradiogramme 

obtenc, dans ces conai t icas ,  e s t  rmiitré l a  fi,-ure 33. Il correspond à 

un dépot dont l a  r ad ioac t iv i t é  t o t a l e  déposée e s t  plus f a i b l e  qu'à l a  

f i g u r e  31. Cela nous yennet de d é f i n i r  ur 2 i a g r m e  standard f a i s a n t  

r e s s o r t i r  39 Practione najeures, TJom avons schématisé, dans l a  f igu re  34, 

ce  diagramme de référerice que nous u t i l i s e r o n s  par  l a  s u i t e  dans nos études 

corn-paratives. Le spot 1 correspond à l ' a c i d e  cytidylique e t  l e  spot  29 

à l ' a c i d e  uridylique. Des f r ac t ions  mineures apparaisser,t dans cer ta ins  ca s  ; 

nous ne l e s  avons l a s  r i pe r to r i ée s ,  pour f a c i l i t e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n ,  e t  nous 

nous bornerons à l e s  s i g r i d e r  au passaie. La reproductibri-lit6 des séparat ions 

a é t é  vé r i f i ée  sur grand nombre de séparat ions,  correspondant à plus de 

10 l~ydro lysa ts  ribonucléasiques de proptirations d i f f é r ea t e s  di ABJl de f o i e  

nomal .  Les diagramies sont  rigoureusecent superposables. 

Avant de déc r i r e  l e s  r é s u l t a t s  de nos études comparâtives, il 

nous p a r a i t  i i î l jor tmt de rassembler, sous f o m e  schématique, l e  mode 

opératoire  qui conditionne c e t t e  r e p r o d u c t i b i l i ~ é .  

Schéma opéra to i re  g é n é r d  

Le rés idu  sec  provenant de l a  l yoph i l i s a t ion  de l ' hydmlysa t  

ribonucléasique obtenu dans l e s  conditions opératoires  déc r i t e s  à l a  page 

-184- e s t  t r a i t é  selon l e  mode opératoire  d é c r i t  ci-dessous. 

1 - Le rés idu  e s t  r e p r i s  par 200 pl EC1 - 0,1 X. 10 pl sont compl6tés à 

25 ml e t  on dé t emine  l a  r ad ioac t iv i t é  e t  l a  concentration à 260 mp. 

l e s  190 y ï  r é s idue l s  sont  corn-létés à x pl, pour obten i r  une radio- 

a c t i v i t é  de 1 .O00 c/mn/ul. 

2 - On dépose 25 ul (25.000 c/mn - 250 ug), s u r  une f e u i l l e  de papier 

d'Arches no 304 ; l e  point  de dépot e s t  situé en  un coin de l a  f e u i l l e ,  



respect ivei~ent  à 6 e t  10 cx des deux bords ( l a  m a r g e  de 6 cm e s t  réservée 

pour 1 t61ectro2horèse e t  c e l l e  de IO cm pour l a  chromatographie), 

3 - L'électrophorèse e s t  effectuée dans une cuve en t o i t  (modèle de 

MACHZBOELT (687)), une goutte d'une so lu t ion  saturée d'acide picrique 

étmt déposée sx l e  bord de l a  f e u i l l e  o p p s é  au point de dépot. La 

migration e s t  poursuivie, 2. 1 000 vol t s  (20 volts/cm) jusqutà ce que l e  

repère d'acide picrique at teigne l e  tampo2 dil compartiment anodique (de 6 

à 7 heures), On sèche à l'air, puis pendant 6 heures à 37OC. 

4 - La f e c i l l e  e s t  ensui ta  disposée dans une cuve de chronato=-ctphie 

descendante à 2 godets (54 x 56 x 24 cms), Il e s t  indispensable de réserver  

1 godet par f e u i l l e  e t  de disposer i e  chromatograme du côté de l a  paroi 

de l a  cuve. 

Une nu5t, de sa tura t ion  e s t ,  en outre, indispensable avant l e  début 

de l a  migration, La température do i t  ê t r e  s t a b i l i s é e  à 19 - 20°C. 

A-vec l e  solvant butanol t e r t i a i r e  - fom-iate  d'ammoriium 0,06 M 

pH = 3,8 (1 - 1 ) , l a  migration e s t  de 63 heures exactement. Pour l e  même 

solvant,  dans l e s  proportions 87 - 63, l a  migration e s t  de 83 heures. 

Les chromatograi;mes sont  ensuite séchés à l ' a i r  pendant 18 à 24 heures. 

5 - On l o c a l i s e  l ' a c i d e  cytidylique à 260 mp e t  on détermine s a  radioact iv i te  

avec une sonde de Geiger, Pour x coups/mn de l ' a c i d e  cytidylique, l e  temps 

d'exposition polu l 'autoradiogrxphie e s t  déterminé par l a  formule empirique 

L électrochrcmatog~amme e s t  ensui t e  disposé ent re  deux f i lms KODAK 

( K O D I ~  monocouche - 45 x 45 cm) e t  abandonné à l t cbscur i t é ,  Le  premier 

f i lm e s t  révélé après t jours e t  l e  deuxième f i l a  après t + 7 jours. 
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III - BELICKTIOS h LIELbUE CCj;DL!dkTIiT DES PRODUITS D'HYDROLYSE 

Nous avons apsliqué l a  technique d'anôlyse que nous venons de 

décrire 1 )  à l té tu2e des mT de différentes fractions cytoplasmiques e t  

2) à l a  comparaison des Biir? totaux du foie  de r a t  nornai e t  de l'hépatome 

ascitique. Eh fonction des résultcts obtenus avec l e s  différents solvants 

chmatographiques étudiés, nous avons v u  (figures 31 e t  33) que l e  solvant : 

butanol t e r t i a i r e  - fomia te  d'ammonium (1 - 1 )  permettait d'obtenir plus 

de tâches que l e  mgme mélange, dans l e s  proportions 87 - 63. Méanmoins, 

dans ce dernier cas, l e s  spots, moins nombreux, étaient plus compacts e t  

se  prêtaient !nieux à l a  dé t emia t ion  des radioactivités spécifiques. 

Nous nous sormes limités à une étude purenent qvalitative, 

dans l e  cas des ARIJ des fractions cytoplasniques ; nous avons donc choisi 

l e  mélange chrornatographique dans l e s  proportions 1 - 1. Par contre, 

nous avons tenté de caractériser des différences de radioactivité spécifique 

entre l e s  AiTi normaux e t  cmc6re~xx ; c ' e s t  l a  raison pour laquelle ncils 

avons u t i l i s é ,  dans ce cas, l e  solvant dans l e s  proportions 87 - 63. 

A - ETUDE DES OE1C>DUITS D'h'YDROLYSE PhqTIELLE DES WT 3ES FRACTIONS 

Parâllèlement aux travaux concernant l e s  variations de 

composition qualitative des kRn; d 'origine nucléaire (voir à l a  page -169-) 

nous avons étudié l e s  prcduits de l'hydrolyse ribonucléasique des différentes 

fractions dlARnT obtecues à par t i r  des noyaux (voir ixode opératoire à l a  

page-184- ). Les produits d'hydrolyse par t ie l le  des mT, extraits  par l a  

guanidine, à par t i r  des noyaux totaux, des noyaux résiduels, de l a  fraction 

"ribosomes nucléairestf e t  de l a  fraction ARI\J - type messager ont été 

comparés e n t ~ e u x  e t  avec l e s  MnT des autres fractions cytoplasmiques. 



Un homogénat de f o i e s  de r a t  e s t  s o m i s  à un fractionnement 

complet, selon 13 m<tliode de SCEEIDBB e t  EOGEBOOI;! (638). Les f r ac t ions  

ncymx, rnitochondrizs, microsoxes e t  p rbc ip i té  piS. = 5 sont e x t r a i t s  par 

l a  guanidine e t  l e s  préparations sont  hyd-rolgsées p a  12 ribonucléase 

pancréâtique dû:= l e s  conditions pïécédeinnent d i c r i t e s  (page -iU4-). 

Les f igu res  75 à 38 rasserhlent  l e s  r é s u l t a t s  fournis  par l e s  e x t r a i t s  des 

quatre f r ac t ions  t o t â l z s  : !Joyaux, a i t o c i ~ o n d r i e s ~  "microsorne" e t  

p réc ip i té  pE = 5. 

Par rappozt au dia-;rziiae obtenu à p n r t i r  du t i s s u  t o t a l  

( f igure  31 ), l a  r 6 2 u r t i t i c n  des dii'f é r t n t s  spots  su~pl&rilcnt&res (cerc lés  

s u r  l e  f igu re  31) r i ~ p a r ~ i t  ne t t en~ i i t .  L ' e x t r a i t  rnitochondrial ne présente pas 

de spots  c a r ~ c t e r i s t i q u e s ,  homis  uui f c i b l e  spot dont l a  migration chrona- 

tographique e s t  sq l é r i eu re  & c e l l e  de l ' a c i d e  cytidylique. La f r a c t i o n  

~ ic rosome  e s t  également t r è s  "classique" ; e l l e  possède s e u l e m a t  deux 

spots supi;léinentaires en dessous de C (1 ) e t  de U (29). Du point  de vue 

de l a  conpositivn en  o l i g ~ i i ~ ~ l é o t i d e s ,  l e s  f r ac t ions  ciitüchondriale e t  

microsomale s c a t  a2pzrerimezt idxt t iques,  

Eh ou t r e  des c m a c t é r i s t i c p c s  ix2ortantes  appa~2 i s sen t  dans l e  

cas des f ï z c t i o n s  pH = 5 e t  nuyau totcd.. La f r a c t l c n  pH = 5 ( f igure  38) 

possède tous l e s  spots  supplémentaires c-aractérisés dans l e  t i s s u  to t a l .  

Cependant, l e s  s2ots  17 e t  28 ne sen t  pas d é z e l ~ b l e s  dans l e s  noyaux totaux 

(f igure 35). Ces fract icms pa r t i cu l i3 re s  -oinrraicnt dcnc correspondre à une 

c lzsse  dl@J qui s e  trouve ?résLilte à 12. f o i s  dans l e  noyau e t  drins l a  

f r a c t i o n  soluble.  

Cet te  hypothèse s ' e s t  trouvee renforcee par l e s  r é s u l t a t s  

obtenus à p a r t i r  des  frcictions d i f f u s i b l e s  du noyau t o t a l ,  e 3  r e l a t i o n  

avec l e s  trzvewr de D E E R T  e t  d. (689). La f i w e  39 correspond à l a  

f r z c t i o n  d i f f u s i b l e  (*), après une hzure de marquiulge i n  vivo, e t  l n  f i gu re  

40 aux noyaux résiduels .  Dans l a  f igure  37, qu i  concerne l e s  ribosomes 

-- ----A -- . - - - 
( * ) - D s l F c w  de l a  f r a c t i o n  d i f fus ib l e  du noyau, l ' e x t r a c t i o n  pa -  l a  

gmniàine e s t  e f fec tuée  apr&s dialyse e t  lyophil isat ior l  ; ces opérations 

sont nécessaires  pour éliminer l e  saccharose avant l ' ex t rac t ion .  



~igure-26: 
=--=P=t-e 

'Finger print' d'hydrolysat ribonucléasique: 
-fraction mitochondriale. 

-Une tache supplémentaire au 
dessous de 1 'acide cytidylique. 



P ELECTROPHORESE: forrniate d'ammonium O.m&iaire à pH 2.7. 
(-1 a 

Figure-22 : ==-=Ec=, 'Finger printJd'hydrolysat ribonucldasique: 
-fraction ribosomale cytoplasmique. 

- Deux taches suppldmentaires au dessous des acides 
cytidylique et uridylique. 

Spots suppl6mentai res (hachurés$ appartenant à le 
fraction des aribosomes nuc18aresa. 



ELECTROPHORESE: formiate d.amrnonium. O.OGMolaire 5 pH 2 7  
(-) --.-- --- ___I) - (+) 

u 
s 
O 
a LILLE 
I 
L) 

Figure-15: -- ---- - 'Ffnger print' d'hydrolysat ribonucl6asique: --------- 
-fraction noyau total. 

- Spots 17 et 28 non décelables. 



2 ELECTROPHORESE: fortniate d'ammonium. 0.WMolaire a pH 2.7. 
(-) m 

Figure-38: -- 
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'Finger printl dlhydrolysat ribonucléasique: 
-précipité p H = ,  . 
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- Présence de tous les spots supplémentaires -caractéristiques 
de l'acide ribonucleique du tissu total (voir figure-31, p.198) .  

0 
P 



cytoplasmiques, nous avons indiqué l e s  spots supplémentaires (hachurés) 

obtenus dcuis l e  cas de l a  fraction nucléaires", 

L a  fracticn "QRîJ type xessager'l (figure 39) contient l e s  

différents spots suppléaent~.irss qui sent ;xréscnts à l a  fo i s  dms l e  ncyau 

to t a l  e t  l a  frûcticn pH = 5. outre, cet te  f rsct ion se  caractérise par 

lYcLbsence totale des oligonuclé~tides su3érieurs correspondant aux spots 

21 à 25 e t  27 à 39. Cette fraction d l  ARIT ~iiiicromléculuire ne l ibère donc 

pas de polynucléotides supérieurs Far hydrolyse rib~,rucléasique ; l1hydro- 

lysat  e s t  cocposé d'un "coretl résistant e t  dloligonucléotides de faible 

poids moléculaire. Il s ' ag i t  15 d'une car~c té r i s t ique  particulière à ce t t s  

famille dt Di{. La fraction 'Iribosomcs nucléaires" présente l a  coniposition 

"classique" de l a  fraction microsoxe, en possédant, en outre, un certain 

nombre des fractions supplémentaires existant égdemnt  d m  l a  fracticn 

"ARN Srpe messa&r", Le noyau résiduel (figure 40) a perdu, après 4 heures 

de diffusion, d'une part  l e s  spots supplénsntaires caractéristiques des 

lliil-inT type messager' (dont il ne subsiste plus que des tracts) e t ,  d'autre 

part, l e s  oligonucléoticles supérieurs (spots 5 à 9, 20 à 25 e t  32 à 39) 

qui sont caractéristiques des ARN de type ribcsomal. 

Ces résul ta ts  ne permettent cepcndmt pas d'admettre, de façon 

définitive, que tous l e s  spots supplé~ientûires caractéristiques des ncyr~ux 

correspondent aux AEJb de type messager qui se retro~ivent à l ' é t a t  l ib re  

dans l a  fraction cytopldsmique soluble. En effet ,  l e s  t r m a m  de DEFEHT 

e t  al., (690) ont nontré que ces fractions diffusibles ne scnt pas pures. 

Iï n'est  pus possible dlexpliquer actuellement l 'origine des spots 

supplémentxires caractérisés dans l a  fraction "ribosomes n u c l é ~ r e s "  : 

provj slment-ils d'une difÎ6rence moléculaire entre l e s  des ribosomes 

nucléeires e t  ceux des rib~soines cytoplasmiques, ou de l a  présence drAEiN 

type messxer accompagnant l e s  ribosomes nucléeires ?. On ne peut, en 

outre, cxclure a priori  l 'existence de pmticules du type ~linfcrmcsome" 

qui résulteraient d 'me association dlilïiJ macrono1éculi~ire de tyae ribosomal 

avec des AR3 de ty-pe messager, portcurs dlinfcmations génétiques. 
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Fipre-29 : =, =.C.tô-= 
'Finger print'dthydrolysat ribonucl8aaique: 
-fraction dtARN type mess-. 

-----Incorporation de 3 2 ~  de 1 heurs.  rése en ce importante 
de spots suppl6mentaires. Absence des ~l&gonucl6otides majeurs. 



Figure-40: ==-====== 'Finger print' dlhydrolysat ribonucléasique: 
-fraction noyau résiduel aprks diffusion, 

---Diminution importante de lDintensitd des spots 
supplémentaires. Disparition compléte des oligo- 
nucléotides majeurs. 



Ces résultats prsliminaircs obtenus en collaboration é t r o i t e  

avec DBFLS s t  al. (691 const i tue un  exemple d 'appliczt ion des techniques 

que ncus avcns l i s e s  eu pcint, Nous scuhaitons que l e u r  exploi tat ion 

s j r s t é r n ~ . t i ~ e  c~)nduise à des r4sultc ts  f r u c t u e n ,  su r  ce p r o g r m e  de 

reclierchc q u i  e s t  ectuclleme~it crr cours zi. laborztoire  ; il f e i t  l ' o b j e t  

du t r zvu i l  d:: thèse de iladme 3EEZT. 

Parzllèlcnent à ce t r a v a i l  6' éwipe ,  nous avons effectué, 

d m  l a  l i g i e  de recherche que mus  3m.s éti01-s f ixés ,  une étude cofi~parztive 

des hydrolyscts dl;SJ\T du f o i e  n o m d  e t  de llhSpeto:ae s c i f i q u e ,  

B - COIIPkRBISlj06 DES P2ODUITS D'IFIDROLYSE PCiRTZLLE D' IïIW fiOlü4AUX 2 2  

C b.HCEiIEUX 

Les prép,vatii;ns dtWT obtenues y r  l a  méthode à l a  guanidine, 

à p a r t i r  du f o i e  de r r t  n o m d  st de lrh6patome asci t ique dc Zedjdela ont  é t é  

hydrclysées p ~ r  1- ri'oonuclti-ase dc"4s l e s  ccndi t iom standbnd précédemment 

décri tes .  Les hydrolysats p ~ s t i e l s  ont é t é  mdj r sés ,  selon l e  schéma 

opératoire  dScri t  à l a  page-2C2 . Après wc s6 r i e  d'études compzratives 

mec l e s  sc>lvmts chroncto,yrc~hiques de XJSHIZICT st KIJICHT : butanol t e r t i a i r e  

f o m i a t e  dfamironim, d m s  les  proportiolis 1 - 1 (sc~1v~n-t no 1 )  e t  87 - 63 
(solvant no 2), n,rm avons f'illtl.lernent 09th pour l e  solvant no 2. Dans l e  

cas dc prépmetions d'@J\T tctzux, ce systh~ns solv3at fourni t  des spots 

plus cc;?cle,més qui s e  prBtent rliewr c'wr études quentl tzt ives,  

Les f igures  41 e t  42 f o u m i s s e ~ l t  l e s  séparations obtenues 

respectivenent à p a r t i r  des kI-W du f o i e  normd e t  de llhépatome mci t ique ,  

Ln f igu re  43 correspond c-u nélange des deux p répa r~ t ions .  Corme on peut 



2 CHROMATOGRAPHIE: Butanol-tertiaire-formirte d'ammonium. 0.06molaire i 3.8. 
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T' E LECTROPHORESE: forrniate d'ammonium 0 06Mi-rlntr? .i PI+ 2 7 
(-) # 

LILLE 

m&lanne d ' ARN- 
foie de rat + cellules ascitiaues. 

% 
'Finger printl d'hydrolysat ribonucl6asique: 





l e  constater il n'existe ptis de différences qualitatives importantes dans 

- l a  composition en oligonudéotides des BRN n o m m  e t  cmcéreux, Cependant, 

comme l e  montre l a  figure 42, pur  des doses de radioactivité globale 

identiques, l e s  oligonucl éo tides sup-plénentaires de comportement cathodique, 

caractéristiques de l a  fracticn nucléaire e t  de l a  fraction p9 = 5 (voir 

f igwes 35 e t  38) présentent un marquage supérieur dans l e  cas des 

cancéreux, Ces différences peuvent slexpliquer pzr l a  différence d'activité 

métabolique bien connue qui existe entre l e s  ARiT nomaux e t  cancéreux. 

Cependant, en nous inspirant des travaux de TYNDALL e t  ai, (692), nous avons 

comparé l e s  radioactivités spécifiques des différents oligonucléotides 

fournis par l e s  ARN normaux e t  cancéreux, 

2 - Comparaison quantitative 

Plusieurs électrochromatogrammes, effectués dans l es  conditions 

standard, sont révélés par observation à 260 mu. Les spots majeurs, 

numérotés de 1 à 39, sont découpés e t  l a  radioactivité est  déteminée pour 

chacun d'eux. On élue ensuite par 5 m l  d'HG1 0,1 N, à 200C pendant 24 heures, 

e t  c;n détemine l'absorbeance à 260 rnp. La radioactivité spécifique e s t  

exprimée en coups/mn/unité dlabsorb,mce à 260 ny. 

Le tableau Y rassemble l e s  valeurs concernant les  fractions 

dont l e s  radioactivités svnt différentes de l ' é t a t  normal à l ' é t a t  cancéreux, 

Corne cn peut l e  constater 29 fractions sur 39 présentent des différences 

sigmif icatives ; 22 fractions possèdent une radiosctivi t é  supérieure, dans 

l e  cas du foie nomal, e t  7 fractions sont plus fortement narquées dans l e s  

cellules ascitiques, Ces résultats peuvent ê tre  l e  signe d'une différence 

de distribution des segnents nucléotidiques, en tenant compte du f a i t  

qu'après 24 heures de marquage i n  vivo l a  distribution du phosphore dans 

l e s  BRN es t  devenue uniforme, selon l a  théorie de YCAS e t  V I N m  (693). 

ïi est  cependant t rès  important de ccnsidérer que l e  marquw s'effectue 

in.vivo, d'une pa r t  dans l e  foie organisé e t ,  d'autre part, dans l e s  

cellules ascitiques en suspension ; l e s  ccnditions biologiques du marquage 

sont donc t rès  différentes e t  l'incorporation du phosphore, dans l e  t i ssu  



e t  daris les  cellules l ibres ,  peut expliquer ces variations des radioactivités 

spécifiques. Ces dernières peuvent également provenir de l c  différence d'acti- 

vi té  métabolique bien connue qui existe entre l e s  LW1 normaux e t  cancéreux. 

Nous n'accorderons donc pas S. ces résultzts mie valeur définitive e t  nous 

entreprenons, a tuel leaent ,  une étude q m t i t a t i v e  plus poussée de ces 

préparations, par éluticn des tkhes ,  doszge en u l t r a -v i~ le t  e t  déterr.Unaticn 

des séquences de chaque fragment nucléotidique. Ces trcvaux permettront de 

déterminer, de façon précise l a  distributicn quantitative des différents 

segments nudéotidiques, pzr  rrpport aux mononucléotides libérés, Les  

travaux de IUURA (694) ont, en outre, permis d'établir, récanment, une 

technique rigoureuse d'étude de l a  distribution des mononucléotides dans 

l e s  oligclnucléotides libérés. Cette détemination pernet de mettre en évidence 

des variations significatives entre l e s  ARN de diverses origines. Ce nouveau 

pmgr~wme de travail ,  actuellement en cours, nous permettra peut-être de 

caractériser des différences s t ructurdes fcndanentales entre l e s  ARN de ces 

deux origines, 

Nous puvons dcnc conclure, à par t i r  de nos résultats actuels, 

qu' i l  ne parait p2.s possible de cmactériser directement, d c p  l e s  hydrolysats 

ribonucléasiques, des séquences nucléotidiqu~s c31~actéristiques des ARN 

cancéreux, Ce t ravai l  nous a p a x ,  à certains égods, décevant car il ne 

permet pas de cunfirmer, d'enblée, l'hypothèse fondamentale que nous avicm 

posée à 1 ' origine de notre expérh~entation, Nous puuv~ns, cependant, en 

guise de c~nclusions générdes, re t i re r  de nos résultats un certain nombre 

d ' enseignements f ructueua, 



r -. 

C O N C L U S I O N S  G E M E R A L E S  

1 - Le principe de l a  cnructérisntion d'AB? wrmaux, ccractéristiques 

de l ' & e t  cancéreux, nous a posé, dferzlblée, l e  pmblèslle de l 'extraction 

quantitative d'ARN macrcmc.lécul~ires, purs e t  intacts. Une étude critique 

de différentes méthodes clzssiques dl ex t rx t ion  des MUT du t issu total  nous 

a conduit : 

a - à proposer une modification de l a  technique classique de SCHMIDT e t  

THAHNHAUSEX, qui permet d'éviter au n&un l e s  pertes d'BRN CU cours de l a  

délipidation, Cette méthode modifiée es t  pa f~ i i emen t  applicable à l a  

détemimition des compsitions nucléo ticliques des kRN t issulaires totaux. 

b - à décrire, à p d i r  des travaux de COX e t  EIRNSTEEJ, une méthode 

générde d ' ex t r~~c t i zn  quantit,o.tive dos ARN, applicable à l a  fois  mur tissus 

e t  zux fractions cytoplasmiques. Cette technique d ' extraction pax l a  

g u d d i n e  fournit, avec un rendeinent optirr.~, des préparations pures dtBRN, 

exemptes des contarinations phosphorylées caactéristiques des méthodes 

à 1 ',acide trichlorxétique. 

L'étude, poussée des ccnditicns de délipidation nous a, en 

outre, conduit à confirmar l'existence d'une fraction d'AIN entrainée pas 

l e s  lipides. Une étuc?e plus poussée de cette fraction pourrait pemettre de 

faire  progresser l e  problème de llexistence dlARN l i é s  aux lipides, dont 

1 importance métaboliqus serai t  fondamentale. 

2 - L'étude de l a  compositicn quulitetive des hydrolysats totaux 

dfARN, nous a cbnd~i t  à définir des conditions rigoureusement standardisées 

d ' andyse électmchmmatographique ; 1 ' autoradiographie permet d ' atteindre 

une sensibil i té très poussée. Liapplication de cette technique à l a  



détermimticn de l n  coreposition q u d i t ~ t i v e  des AIQJ obtenus par les  différen- 

tes  néthodes d t extraction que nous ~vons étudiées, permet de caractériser, 

dans tous l e s  cas, 16 derivés nucléotidiques. Les ARN normaux e t  cancéreiuç 

présentent l a  mêr'le cor,~positicin globale. Ces différents composés, dont nous 

effectuons actuellenient l ' idcntificction, correspondent aux nucléotides 

m e u r s  présents d m  l e s  M. Une ~oixp~zraiscn quantitative, impliquant 

l 'é lut ion e t  l e  closege de ces dérivés, wurra i t  nous permettre de confirmer, 

ultérieurment, des vasiat i~?ns caactér is t iquss  de l t é t a t  cancéreux. La 

carçactéris,7ition de traces dloligcjnucléctides alcali-résistant; pose, en outre, 

l e  problhe de leur nature. En dépit de l a  difficulté tecwique, 1 ' étude de 

leur  conpositic;n et  de leurs  vLviations quantitatives de 1 éta t  normd à 

l ' é t a t  cancéreux nous parait  digne d'intérêt. A 12  lumière des connaissances ,$j 
?5 

actuelles dam ce d~mcine, nous pouvons, en effet ,  p s e r  l'hypothèse de I 

llexistence de segments nucl6otidiques tout à f a i t  particuliers, dont 

l f importace structurale sera i t  fondmentale. Ces frcctions sont présentes 

dans les  extrai ts  trichlorr,cétiques e t  pourrdent présenter une relation 

importmte avec les dérivés d ' origine lipidique qui accompagnent ces extraits. 

3 - Le problbne de l a  recherche de séquences nucléotidiques ammaales 

dam les  ARN cancéreux, nous a conduit égdemsnt à une mise au point 

technique. Nous avons décrit  une technique d ' électrochrc.matogrnphie, inspirée ;; 
des travaux de RUSHIZKY e t  KKtGIFi1. L t  aut~rcdiogrcphie permet, dans des 

ccinditions de sSparation rigourouscment standcrrdisées, de cmactériser plus 

de 40 oligonucléotides présents dans l e s  hydrolysats ribonucléasiques des 

ARN t issulaires totaux. Nos résultilts montrent qu ' i l  n 'es t  pas possible de 

caractériser d i rec te~ent  des séquences nucléotidiques caractéristiques de 

1 ' é ta t  cmcéreux. Kous peursuivons sctuellement nos recherches, dans ce 

domaine, selon plusieurs orientaticns complémentaires; 

a - effectuer une étude quant i t~~t ive  e t  structurale des différents oligo- 

nucléotides que nous avons caractérisés, en appliquant, après isoleqent , . ... fl 
c:i l e s  techniques classiques de détermination des séquences nucléotidiques 



(nucléotides 3' e t  5'  t e rn imm ; hydroiyscs selectives e t  récurrentes, par 

l e s  voies enzymtique e t  chimique), 

b - entreprendre une étude conpwative identique sur les  fractions cytoplas- 

niques normales e t  cméreusos. Nos travaux effectués sur ces substrats, en 

relation avec W. 3EFERT, déaontrent l l i n t é r $ t  de ce prograime. 

c - entreprendre des t r ~ v a u x  similaires au moyen de ribonuclémes possédant 

une spscificité d'nction diffirente e t  (nutament la Ntme T ), 1 

La récente technique d'hydrolyse spécifique décrite pcr 

GUHBM (695) pourrdt  égdencnt présenter un grand intérêt, dans ce cas. 

Cette xéthode associe une acticn chiaique à une action enzymatique, L'ARN . 
e s t  t ra i té ,  dam un premier temps, avec l e  N - toluène sulfonate de A,- 

. a 
cyclohwl  - N - méthyhorpholino - éthylcmbodi-imide qui réagit uniquement 

sur l 'uracile ; ltARN, ~ n s i  modifié sélectivenent, au niveau des résidus 

d'acide uridylique, l ibère,  pas action de l a  ribcnucléase, uniquement des 

oli&nucléotides C terminaux, De marne, à l a  suite des travaux de Z I U I G  

e t  d. (696), lfassociaticn d'une rémtion par lthydroxylanuie (qui agit 

au niveau de C e t  de U) mec l'hydrolyse enmatique peut constituer un 

S p e  d'expérimentation comparative intéressant, 

d - enQisager, enfin, une étude compmative des fracticns résistant à 

1 ' hydrolyse ribonucléasique. Des travaux, actuel1 ment en cours, sur l e  

fracticnuement par chromatographie de gel f i l t r a t ion  sur Séphadex, pem,ettent 

d'envisager une 4tude comparative du "CORE" obtenu dans l e  cas des A R N  

normaux e t  cancéreux, C e  t r a v ~ l  portcra, à 13 fois ,  sur une étude 

chimique e t  sur l a  recherche de vûriatiow d'activité métabolique. 

Loin de clore un chcpitre, nos trclvaux ouvrenf denc l e  chmp 

à de vastes expérinentaticns, Nos résultats ne naus ont pas permis, jusqut 

alors, de confimer 1 'existence dl ARN carzctéristiques de 1 'é ta t  cancéreux, 

Loin d'infirmer cette -thèse nous poursuivans notre travail, en ayant 



conscience de nYavcir pas exploité, encore, l e s  out i ls  que nous nous sommes 

forgés. Pmailélenent à cette c r i e n t a t i ~ n  personnelle de travail ,  nous 

souhaitons que l e s  techniques misc3s au point se révaent  t rès  efficaces 

daru d'autres domaines. Le travail  d'équipe, poursuivi au 1aborati:ire su 

l e s  BRN nucléaires èk$ous amns indiqué l e s  résultats préliminaires, 

parsi*, à cet égmd, t rès  prcanetteur, 

Nos résÜit2.t~ ont f a i t  l9o5je t  de 2 cormu.nicatic;ns (697, 698) e t  d 

4notos e t  mémoires (699, 700, 701, 702 ) 
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