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VIII. - Analyse chiniique et elt.c*ti.otitriniCtrique 
tic I’acitle rihooucl6iyue cle la levurc 

J.M.  GHUYSEN- et V. DESREUX (I,ii.ge) 

SUMMARY. - The fractions o f  different molecular weights of 
yeast rihonudeic :wid have been analyzed by chromatography and by 
the electrotitration curves. The results obtained by these two methods 
are practically the 5ame if we aswnie that there is 0,65 secondary phos- 
phoric acid group per four purine and pyrimidine bases. The chemical 
composition of all the fractions obtained by fractional -extraction, is 
practicbally the same, that there must be a statistical distribution 
of the bases in the high molecular weight riboriucleic acid. The depo- 
lyinerisation to very low rnolecular weight degradation products does 
not seem to liherate free secondarv phosphoric acid groups. 

It appears that  in a N native 11 yeast ribonucleic acid, the molecular 
proportions of the four bases are nearly identical. 

Xous awns  montri. yue  l’acide pentosenucleique de la 
levure extrait par le procC.de a la soude se caracterise par 
une hetkrogkneite continue; d’autre part, les precipitks de 
cet acide prt‘sentent les caractcristiques des solutions solides (l) 

Par extraction fractionnee effec tuee en systeme discon- 
tinu A pH ‘1,5, nous avons obtenu une serie de fractions 
dont les poids nioleculaires variaient de 7.000 B 46.500 (2); 

l’hetkroglneitd de l’acide rihonuclkique depend certainement 
de la masse. 

Nous avons recherchi. par analyse chroniatographique 

(l)  J.M. GIICYSEN : H i d / .  Soc. Chirrr. Belg., 59, 490 (1950). 
(2) V. DESREUX et J.BI. GIIUVSEN : BulZ. Sor. Chim. Belg. GO, 410 

(1951). 
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et eIec.trotitrim6tricjlie si, h c e l t e  hetbrog6nkitk de grandeur 
mol(.culaire, c.orrespond:ti& line hi.tkrog~ni.it6 de composition 
chiniique. 

Nous a w n s  enfin rcc.livrch6 quelle etait I’incidence des 
rksriltats ohtenus s i r  les conceptions actuelles relatives A la 
structure tle I’scirle peulosenucl6ique cle la levure. 

A) PtrrliP r.cpPrinimlnle 

i t )  MntPrirl ctfilisP 

tionntkx ii plI 3,s sont tllsignles par 1e rapport : 
Nous rappelom clue les friwtions obtenucs par extraction frac- 

_____. 
volume du prlripitant 
voluinr solvsnt + volume prlcipitant 
____- -- 

oii  y auquel ehaque fraction a CtP extmite. 

Les fractions tle y dCcroissants (y  : 1 ,O -+ 0,O) se caracbterisent done 
par iinc solubilitl dr plus en plus faible et par un poids molCr*iilaire 
de plus en plus &lev6 (7.500 --f SS.OOO); B pnrtir cle la fraction y : O,O, 
repurifier par la meme niethode, nous avons obtenu I‘acirle y : O,O, 
de poids molCc.ulaire 46.500. 

Nous awns Cgalement CtudiC trois fractions prCpar6e.r partir 
d’acide ribonuc.16ique brut, par prCcipitation fractionnde au moyen de 
deux s y s t h e s  solvant-prCcipitant d’un pH infkrieur B 5.5, L’emploi 
du prdcipitant de Chantrenne ( 3, (aride acktique : deux parties ; acetone : 
une partie: eaii : dcux parties) cwnduit k l’obtention d’une fraction A 
t rPs  peu soluble dam ce milieu et  une fraction W trks soluble et I’emploi 
du precipitant : CH,OH -= 20 “4 : p -= 1.7 (NaCI) et pH 3,s (acetate : 
p - 0,10) donne une fraction insoluble A‘, (l). L’ohtention de ces 
fractions a 6t6 di.crite dans nos pulilications antkrieures. 

1)) Trrhuigtce clr r’o~rtatogrriplr iqrtr 

( ‘hiqiw fraetion est s6ch6e B 100” C pendant doum tieures. L’analyse 
c.hrorn:itoaralihiclur cst cnsuitc cf‘fectube sur charrine des fractions sui- 
vant la rn6thotie di.c.ritc par Markharn et Smith (4). NOLN avoni toutefois 
adopt6 ccrtaines modifications de cettc teeliiiique introduites :ti1 I;tbo- 
ratoire dr J. Hrachet (c*ornmunication de H. Chantrenne). particulih- 
rement en w ( p i  cwnrerne Ie sCcaliaqe du c.hrom:ttojir:~mme et I’eutrac- 
tion des hases puriqucs et pyrirnitfique s. 

(“) H. CHANTRIENNE : Bttl/. ,!k. PhiWh. Brig., 35-3 (1946). 
(4) I t .  MARKIIAM et J.D. S M i r r a  : Hiorherri. . I .  45-294 (1949); 

46-509 (1950) 49-401 (1951). 
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L’acide nuclCique (10 B 20 rng par cc) est hydrolyse quantitativernent 
par HCI N. en bases puriques et pyrimidiques a 1000 C et en tube scellC. 
Les produits d’hydrolyse sont ensuite sCpar6s par chromatographie sur 
papier Whatman No 1 nu Nn 4 l’aide cl‘une solution chlorhydrique 
de butanol tertiaire. Apres skparation, s6chagc e t  traiternent a l’amrno- 
niaque, on loealise les taches en illuminant le papier par la lumibre U. V. 
Bmise par une lampe HP Philips dont l’enveloppe est6rieure de verre 
a Ct6 IliminCe. Cette lumibre est filtrhe par passage au travers d’une 
solution contenant 235grs de NiSO,. 7 H,O et 67,l grs de CuSO,. 
7 H,O par litre (Cpaisseur 7 crns. : Bowen ( 5 ) ) .  Les bases extritites par 
HCI 0.1 N. sont enfin dosCes spec*trophotomCtriquement comme dCrrit 
par Markham et Smith. Les densitCs optiques utilisCes pour nos calculs 
sont celles proposhes par ces deux auteurs en septernbre 1951. 

c )  Dosage d’nzotc, rt de phosphorr 

La minCralisation a CtC  faite sur des prises d’essai contenant 50 a 
500 y de phosphore et 100 B 2200 y d’azote A h i d e  d’acide sulfurique 
concentrk (un rc)  et de sulfate de potasse (un gr.). Le dosage du phos- 
phore a Ct6 effcrtui: rolorimhtriquement A I’aide du  rkactif rnolybdique 
et celui de I’azote a I’aide du rCactif de Nessler. 

Ces dosages sont pratiquhs sur deux prises d’essai de la mime 
fraction a partir desquelles on effectue quatre dktcrminations sCparCes 
cle chaque CICment. 

R) Re‘siiltuts obtenus 

a) Fructions obienues pur extruc‘tion fructionne‘e ci p H  5,5 

Dans le tableau 1 nous avons consign6 les resultats 
analytiques obtenus exclusivement par chromatographie 
independamment de tout dosage d’azote ou de phos- 
phore. Les rapports molaires des bases puriques et 
pyrimidiques des differentes fractions isolees par extraction 
fractionnke ont C t C  calcules en prenant comme somme de 
ces bases une valeur arbitraire kgale h 4. 

Ce calcul n’implique aucune hypothese sur la structure 
de l’acide nucleique. 

Une dkphosphorylation partielle aiiisi qu’une conta- 
mination par dkrives protkiques etant toujours a craindre, 
nous a w n s  prefer6 discuter essentiellement nos rksultats sur 
une base purement comparative. 

__ ~- 

(6) E.J. ROWEN : J .  Chern. S O ~ .  2236 (1932); 76 (1935). 
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TABLEAU I 
- - _ _  

I 

Fkaetion 

y : 1,0 7. 500 I 1,08 ~ 1,05 
0,s) 

9 .  500 ~ 1 ,03 

10.000 0,99 
12.000 1,o:i 
17. 500 1,04 
I 0 .  000 1,03 
21. 500 1,07 

6 .  500 1 1 ,on 

38. 000 ~ 1 ,OR 
46. 500 I I ,05 

1,07 1 0,82 
1,05 
1,12 
1,13 
1,16 
1,12 
1,15 
1,18 
1,lR 

- 
1,O.j 
1 ,no 
1 ,on 
1,04 
1,04 
1 ,no 
0,91 
O,Y7 
O,Y5 
0,Yl 
0,93 

l , I 4  1 0,51 
i 1,14 I 0,54 
I 1,lO (449 

1,l.j , 0,575 
1,11 I 0,565 

1,18 1 0,55 
1,24 1 0,575 
1,27 0,575 

I 1,27 1 0,945 _ _  __ - - . . __ ___- ~ - ___ - .__ 

.- I . - 1,0(i - - 1 1,11 __ - 1 (487 1 o , n ~  1 1 5  I Brut 
valeurs moyeriries p&r toutes I 

Val. rnoycnncs Imur ies fruct. I I 

I 

- Ics fractions ~ 
~ 1,04 1 1,12 ~~ I 0,85 1 0 , x - j  l,lJp/N,,,,,= 

y : 1,o + 0,4 I 1,04 1 1,09 1 0.84 1 1,Od 1 1.14 1 0,58 
~ - -  -~~ ~~ -- _ _ _ _  _- 

I Val. moyenries pour les Prwt. 
y : 0,4 + 0,O‘ l i,n4 I i , i ( i  I o,8(i 1 o,w 1 i,m 

L’examen des chiifres de ce tableau rkvele que toutes 
les fractions extraites depuis y : 1,0 jusqu’8 y : 0,0 et isolees 
de l’extrait par prkcipitation h l’aide tle l’alcool, ont appro- 
ximativement la m6me composition en bases puriques et 
pyriniidiques quel que soit le poids moleculaire. De m6me 
la fraction y : 0,O’ a une composition identique a celle de la 
fraction y : 0,0 d’oii la prernikre a k t 6  isolee qpres elimination 
par extraction fractionnke d’environ 60 

Magasanik & Chargaff ( 6 )  en conformitt‘: avec ce q u i  
precede, ont trouve qiie le dialysat e l  le rksidu de la dialyse 
d’un acide nucleique hrut de levure avaienl pratiquement 
la meme composition en bases puriques et pyrimidiques. 

I1 semhle toutefois clue nos fractions les moins depoly- 
merisCes (y : 0,4 - 0,O’) sont lkgerement plus riches en bases 
puriques qu’en bases pyrimidiques, le rapport des bases 
puriques aux bases pyrimidiqiies ktant de 1,14 pour les 
fractions y : 1 -+ O,4 et de 1,23 pour les fractions y : 0,4 -f 0,O’; 

de produit. 

( 6 )  S. MAGASANIK et E. CIIARGAFP : Biochim. Biophys. Acta 7-396 
(1951). 



eel  enrichissernent est dii ii ~111 pourcentage inferieur en uracile 
et ii tin pourcentage sup6rieiir en guanine. D’apres des resul- 
ta ts  obtenus par differents a11 teurs, entre autres par Magasanik 
e l  (:liargaff (6) ,  Hacker e t  Allen ( i ) ,  la degradation de l’acide 
riucl6iqiie par la soude se lerait avec klirriination prt3‘6rentielle 
tl’acide uridylique, l’acide adknylique s’kliminant en dernier 
lieu. I.’acitle uridylique se retrouverait done au cours du frac- 
tionnement t-lans les fractions les plus soluhles (y : 1,0 -t 0,4), 
lii  rnajeure partie de ce mononuclkotide Gtant cependanl 
elitriinc‘e au coiirs de l a  prkcipitation alcoolique de I’extrait. 
I )’aulrc part ,  I’acide guanylique reprPsenterait eriviron les 
tieux tiers des 1)ases constitutives du resitiu non dialysable 
o h  ten t i  par action tie la ribonuclrlase sur l’acide nuclbique. 
1 .e pourcentage en guanine des tractions de poids moleculaires 
i4evtis, quelque peu superieur h celui t r o w 6  pour les frac- 
tions tle bas poids niolkculaires, pourrait donc dtre dii a une 
18gkre tlkgradation enzyinatique se produisant au cows du 
preiiiier stade tl’isolenient cte I’acide par la soude c.h.d. 
lorsque le contenu cellulaire n’est pas eii(*ore au pki tres 
wlcalin, oh le lerment est inactive. 

Sous ne poiivons tivideniinent pas kliriiiner la possibilite 
cl’une certaine degradation ;\ti cours du fractionnernent h 
p H  5,3  el par conskquent coritaniinn Lion de la fraction ex- 
traile par les eventuels prodtiits de dtigradalion tres solubles 
iie l’acidl~ i i  uclkique restatit tlans la colonne ii extraction. 
(:ette dc‘gradation, dans 110s conditions expi‘rimentales de 
1 ractioii i ie~iiei~t,  tloit cepenihiit Ctre LrPs faible car la coinpo- 
sition iiioyciine des cliverses I’rac-Lions est iclentique h cellr 
tlu pi-oduil tle ikparl el  c.liaqiie traction ;I i.te isolee de 
I’extrail p:ir pr6c*ipitation :~lcooltqiie; a11 [wurs clc crtte der- 
1iiki.e iiiwnipul;i t ion, 011 (toil tlonc. i‘liininer la rnajeure partie 
tle pi*o(I ui  t t lr clegrnch t iori t rPs solu bles event uellemen t 
torriiils, ( a t ’  q u i  eiitr;tinerait uiie inotlificatioii des proportion:, 
tles bases. (:cs resultats iiiontrent lbgalernent que toute  la 
riboiiucIc~:ise c l o i t  avoir 6 tP  tietruite lors du traitetnent B 

la soude et que 1’1iett;rogknPite trouv6e iie p u t  provenir 
d’iine eventuelle degradation enzyriatiy tie se taisant au cours 
du fractioiiriement. 
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difficilement eliminable. On voit que la fraction la plus so- 
luble isolee au p H  5,5 (y : 1,O) contient proportionnellement 
beaucoup moins d’acide uridylique que la fraction B trbs 
soluble isolke a un p H  plus acide. Ceci est etrange a premikre 
vue puisque le fractionnement a ete beaucoup plus efficace 
au p H  5,5 par extraction fractionnee qu’au p H  de 3,5 par 
precipitation. 

Nous avons vu dans un article precedent (l) que l’emploi 
du precipitant a l’acide acetique de Chantrenne provoquait 
une lkgere degradation se manifestant par une augmenta- 
tion de solubilitk de la fraction A ;  il en etait de m&me pour 
tout milieu a p H  trop aeide utilise au cours du fractionnement. 
D’autre part, l’acide ribonuclkique tres polymeris6 de constan- 
t e  de sedimentation SO2,, egale a 5,7 S (fraction y : 0,O) subit 
une dkpolymerisation a p t I  3 ; ces rrjsultats doivent cependant 
encore &tre confirm& systematiquement. C’est ainsi qu’une 
solution ti O,35 T, de cette fraction (en solution KCl, p : 
0,166), aprks avoir etk amenee a p1-I 3,0 et  ramenke A p H  $5, 
se caracterise par une constante de sedimentation de 3,45 
mesurke dans les memes conditions que precedemment. 
I1 est donc possible qu’en plus de la d6gradation alcaline 
se produisant an cours du traiteinent de la levure, il y ait  
une depolymkrisation accompagnee d’une degradation acide 
pendant le fractionnement, au p H  de 3,5, degradation qui 
se ferait egalement avec elimination preferentielle d’acide 
uridylique. 

L’instabilite de l’acide nucleique en milieu acide nous 
pousse a ne pas considkrer la composition des fractions A et 
A‘, comme tres representative de la repartition des bases 
dans l’acide ribonucleique (( natif N; ces deux fractions ont 
des compositions analogues entre elles rnais assez divergentes 
de celles des echantillons isoles a p H  5,5. 

Nous limiterons donc la discussion de nos resultats 
analytiques essentiellement aux fractions isolees a ce dernier 

a) I)e l’examen des chiffres du tableau I il resulte appa- 
remment que l’heterogeneitk de l’acide ribonuclkique est 
essentiellement fonction de la grandeur rnoleculaire e t  ne 
dkpend que peu tie la repartition en bases puriques et pyri- 

PH. 
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midiques. Cette coiiclusion seinhle montrer que la degrada- 
tion physique (dPpolym(~risatioi1) se fait sans grande modifi- 
cation de composition en ces hases tou t  au moins dans les 
limites tles grancleurs molPculaires de nos fractions. Ides deux 
types de dkgratlation, physique et  chimique, seraient donc 
plus ou moins indPpendants hien que concomitants, ce qui 
conlirmerait j iisqii’ii i i r i  certain point, l’hypothhse 6mise par 
Magasaiiik e 1 (:harg:iff (6 )  siir la structure dcs acitles ribono- 
cleiques : unci c h i n e  tle hases puriques siir laquellc se gref- 
feraient des c1i:iiiies latbrales constiluPes essentiellerrient de 
bases pyrimitliq tics. I1 f’aiidrait en outre supposer que la 
repartition tles l)ases, aussi hien clans la chaiiie principale 
que dans lcs c.h:iines latbrales fut assez rkguliere. 

b) 1’oiivoi1~-1ioiis prbvoir mainteiiant ce qiie serait la 
composition Iiyliothbtiqrrc CII hases d’un acitlc ril)onucli.ique 
I (  natif )i tle levrire ‘? 

Y 

a ceux ohteriiis par k i rkham 
et Smith (4) c t  par (hvalieri, 
Kerr ct hngelos (8) (kchan- 
tillon dialysi.), la sotrime des 
hases puriques et  pyrimi- 
diques Ptant daris chacpe cas 
posee arhitrairemcnt Pgale A 
quatre. 

L’aspect gdnkral tles clis- 
trihutions dc tous ccs Pchan- 
tillons est assez semblahle 
(voir graphique 2); la seule 

C-K-A tliffPrence ricttc est la pro- 
portion c-le guanine ainsi 
qiie le montren t les chiffres 
tlu tableau suivarit (111). 

L.P. CAVALIERI, S.E. I<ERR et A. ANOELOS : .J.A.C.S., 79, 2567 
(1931). 
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fractions guanine ~ adenine 1 rytosine uracile 
I I I midiques 

Si les c‘.chantillons etudiks etaienl totalement debarrasses 
tles produits de degradation, nous 1)oiirrions dire h priori 
que plus le pourcentage cles bases pyrimidiques est klev6 
et  moins le produit est chiniiqiienient degradb, puisque aussi 
bien en milieu alcalin que, semble-t-il, en milieu acide e t  sous 
l’ac tion tle la rihonuclkase ces bases pyrimicliqiies sont klimi- 

Nous n’avons aiicune indication stir l’hetkrogenkite et  
la grandcur molkculaire tles echantillons de Markhani et  
Smith et  de Cavalieri, Kerr et *Ingel05 ; remarquons cependant 
que le pourcentage en guanine tle ces produits est assez bien 
plus klevt; qae celui de nos fractions ce qui semblerait indiquer 
Line klirnination assez importantc cle hases pyrimidiques 
(partiellernen t sous I’action de la rihonucI(tase par exemple). 
1)’autre part, nos fractions y : 1,O + 0,4 doivent certainement 
contenir des produits de dkgradation chimique (pourcentage 
d’uracile plus eleve.) 

Kappelons enfin qiie le pourcentage superieur en guanine 
des fractions de poids moleculaires eleves (y : 0,4 + 0,O’) 
est vraisemblahlement dii egaleinen t a un enrirhissement en 
celte haw, suite ii tine aclion enzyma tique de la ribonuclease 
au cows du traitement de la levure. 

I’renant en considkration ce qui prkcede, nous sommes 
amen& a supposer qiie la composition hypothetique de l’acide 
ribonucleique natif 1) doit diffkrer legerement de celle carac- 
tkrisant les fractions y : 0,0 et 0,0’, le pourcentage en guanine 
devant Ctre plus faihle et celui de l’uracile e t  de la cytosine 
plus eleve; cette composition statistique tendrait donc vers 
celle requise par une distribution kquimol6culaire des quatre 
bases (*). 

(* )  Voir le travail recent de R. THOMAS, Bioch. Biophys. acta, 
8 ,  71, 19.52. 



c) Xeni nry 11 v 

Les conclusions prdcPdentes ne peuvent c*ependant Ctre 
accept& q u’avec tteaucoirp de prudence. 

(;haysen (1) a c‘n e l l e l  rrionlri. que les prbcipitds d’acitle 
niicli.iqiic se cmmporIaient conime des solutions solides e t  
qiic ces ph6nomi.nes ctaicnt plus niariiiestes au pM T,,5 qii’au 
p€ i  3,s. 11 cst t lonc.  possil)le qii’au pH 3,0-3,5 l’diminalion 
des petitcs rnolkrtlcs tlc polyniicldotides 011 tle 1iucli.otitles 
soit, en lail,  plus iIisi.(l q i i ’ i i  un pI-I p lus  alcaliii; I’inipossi- 
bilitk tl’ohtt~~iir a u  1~t-I  3,3, des fractions tle poids molbcu- 
laires tr6s tliff6renls c l  i.i(>vcs serait alors due i la d6poly- 
nii.ris:rtion se l)ro(luisnnl i t  ce p H  aciclc. 

Si LOU LCS kis f l a r . 1  ions tl’acitle n uc1Ciquc q u i  soiit, co~iinit! 
noiis I’avons vii ; I I I  li.rienrcmen1, polydispersees, sc compor- 
ten t coniiiic ties solutions solitles, la composition CII hases 
tlc c‘es fraclions tloit 6 t i c  t’onction tles contiitions expdririien- 
tales dwns Icsquellcs olles 0111 616 obtenues, piisq tie la t1Pgr:ra- 
dalion cloniie naiss:incv ii tles produits de dbcomposition de 
structure lbgereinen t difl’crente. I1 n’est donc pas t;tonnaiit. 
croyons-nous, de lrouver dans la littkrature tks rbsultats 
analytiqucs assez piw conwrdants e t  il serait dangereus de 
tirer d’expkricnces tlr ticgradation des conclusions trop h:i ti- 
ves SLII‘ la slruclurt. cks acities nucleiques h moins tle disposer 
dc Irac tions aussi honiogknes que possible et de degrks de 
p oly merisa I ion dil’fbrents. 

a) 7’rt hniqirc~ 
IArs c~ourl)c~s expi.rurirritiiles cl’Plrc.trotitratior1 ont Cti. tracers rntre 

pIl :I rt pi1 1 1  l’liidr de 1’blrc.trotle de vrrrc et en iriilieu KCI 0,tL M. 
L’acidc nurl6iquc (sc‘c41P a froiti rt SOUS vide en prbsenrc dr P,O,) cst 
titrb par 11C’I N. et l i 0 1 I  N. 

Nnus :tvoris effwtui. CYS ~1cc.trotitr:ititrria CII pri.senw tl’u~ie quii~i-  
t i t4 iissrz notable de t < U  din dr minimiser les effet5 de la variation 
de force ioniquc n u  cows du titrage sur les vnlems des cvA’fic*ieiits 
d’wtivitk rt :ifin tic pouvoir nbgligcr l’influe~ice tlu nuclbnte sur cues 
coefficients. 

1)’:iutrr p r t ,  1ic)ub i i v ~ i i b  clioisi KC1 et non RTaC‘I comme d’aillrurs 
KO1 1 iiu liru de NaOI I afin de rnaintenir ronstantcs les carac*tCristiques 
de I’blcctrode dr vrrw jusqu’au p1-l 4levi.s. 



L‘emploi de solutions dacide ou dc bases dr titres ClevCs minimi- 
sent Cgalement les effets de dilution. 

iMoyennant ces prkcautions, nou5 avnns vCrifiC que les courbes 
d’Clectrotitration aller et retour pH 7 -t pH 3 + PH 11 -f pH 3 
d’iine fraction coincident B 0,OTi Cquivalerits pres : on n’olnerve aucune 
fixation apparente continue de soude. 

L’anomalie signal& prt.c+demmerit ( u, tlisparait par cons(tquent si 
I’on travaille dans des conditions tle parfaitr rkversibiliti. dc 1’Clectrode 
de verrc et  de caonstance de force ionique. 

La conversion des activitks de I’ion I l +  (’11 c2oncentrations a C t C  
faite par un titrage B blanc de la solution de KCI. 

Les courbes experimentales couvrant un domaine de 
p H  de 3,O B 11,0, nous avons h considerer comme fonctions 
titrables en totalite 011 partiellement , celles mentionnkes 
dans le tableau IV. 

- _  
&sphori- 
clue secon- 

daire 
plc : 6,0 

0,oo 
0,os 
0,50 
0 , 9 1  
0,99 
1 ,oo 

TABLEAU IV. - Vrrlrccrs des coejjiicirntx d’ionisution r i  diffhents pH 

- 

guanine uracile 
p k  : 10,2 pk  : 10,1 

_. - 
- - 

- - 
- - 

0,008 0,006 
0,80 0,86 

3 
4,5 
6,0 
7,0 
8 , O  

1 1  

I 
guanirie ildCnine cytosine 
p k  : 13 pk  : 3,7! plc : 4,1 

I 
0,83 O,l6 0,06 
0,99 0,86 0,67 
1,oo 0,99 0,98 
1,oo 1,oo 1 ,00 
1,OO 1,oo 1,oo 
1 ,oo 1 . 0 0  1 1.00 

Ces valeurs de pK sorit celles donnkes par Levene (lo) 

pour l’acide nucleique et pour les mononuclkotides isolks. 
Pour les groupes YH2 et le groupe OH phosphorique 

secondaire, Levene a propose des valeurs concordantes dans 
les deux cas, mais les pK des groupes OH enoliques de la 
guanine et de l’uracile diffkrent selon que l’on envisage le 
mononucleotide ou l’acide nucl6iqur. 1,es valeurs plus 6levkes 
de pK propose‘s par Levene d m s  le tlernier cas, ont 6te 
deduites des courhes d’t9ectrotitration de l’acide nucleique, 
admettant la structure tPtranucl6olidique ri.guli&e. 
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Cette hypothese, dans notre cas, etant assez proclie de 
la realite, nous avons adopt@ pour ces groupes OH de la 
guanine et  de l’uraciIe, les valeurs de p K  : 10,l; 10,2. 

Les groupes OH phosphoriques primaires n’etant pas 
titrables daiis lcs limites tlu pH adoptees, nous pouvons nous 
attendre h obtenir le mPme type de courbe d’electrotitration 
pour toutes les fractions ohtenues par extraction fractionnee 
puisque la coinposition en bases puriques et pyrimidiques 
de ces fractions est prutiyuement la meme, B condition que 
les seuls groupements litrables soient hien ceux rnentionnes 
dans le tableau 11’ et yue le iiombre de groupes OM phospho- 
riques secondaires soit le m6me dans toutes les fractions. 
Les courbcs d’dectrotitration ont  etk tracees en faisant A 
nouveau ahstracl ion tle t ou t  dosage d’azote et  de phosphore. 
Ida quantiti. d’aciclr nucleique utilisee (fans chaque essai 
n’ktant pas la m h e  e t  le tlcgre de dessiccation n’6tant pas 
constant, nous awns  d ~ n c  multiplie les equivalents tle bases 
fix6es h c1i:ique pH par ti11 coefficient de valeur telle yrie In 
quantiti. lolale cle base Ciske entre pH 3 et 11 soit la meme 
dans cliaqtie cas (18 I kquivalents lo-‘)). l‘outes les courbes 
suivanles n’ont done qu’tine significa tion comparntivc. 

b) R6.y id 1 ir 1s 

IAe 1al)lcaii V rdsunie les ttonn6es es  p6rinientales e t  les 

li‘ig. 8 

graphicpies 1, 5 e t  6 represen- 
tent les courhes de titration, 
respeclivement des fractions 
y 0,9; 0 .8 ;  0,7; O,T,; des irac- 
tions y 0,4 ; 0 , 3 ;  0,2; 0,l ; 
0,O; et  enlin des fractions A ;  
A ’ l ;  et  13. 

Nous ne  tlisposions plus 
suffisamment de matiere de 
la fraction y 0,O’;  d’autre 
part la fraction -; 1,O riche 
en prodtiits de ddgradation, 
scmhlail 6tre contaminde par 
une autre substance que 
l’acide nuclcique; une dec- 
trophorhse de celte fraction 
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effectuke B pH 7, montre clairernent cette hkterogknkite 
(voir figure 3) (*). 

Considkrons d’abord les fractions obtenues par extrac- 
tion fractionnke (graphiques 4 et  5 ) .  La dispersion des rksul- 
ta ts  est trey faible de pH 3 a pH 4,5 (domaine de titration 
du groupe NH,) mais elle est plus grande du pI3 4,s a u  pII 7 
(domaine de titration des groupes NH, et du  groupe OH 
phosphorique secondaire)et au-dessus de pH 7 (domaine de 
titration cles OTJ Cnoljques tle la guanine et de I’uracile). 

( *) Cettr 4lectropliorbse ii 4tr r6alisi.e dam Irs conditions expi+ 

p11 ’7 : tamporl I I ~ P O , ,  
Temps de dinlyse : 18 helms. 
l’emp6rature : 0,W C. 
Dissipation cdorifiqric : 0,094 watt /mid. 
Gradient de potentiel : :3,06 volts em,’. 
Temps d’llectrophorPse : 85  minutes. 

mentalcs suivantcas : 
N:I 011 : p 0,05: NaCl : p : 0 , 1 5 .  
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B = 182 t 0 5 r  
C = 184 + 091 1 
D = 185 + 099r 
E = 370 + I 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Dans l’ensemble cependant, les differentes courhes obte- 
nues ont mCme allure ce qui est ronforme aux resultats 
analytiques chromatographiques. 

e) Nombre rle qroupes OH phosphoriques seconrlaires 
En acceptant que nous ne titrons dans les lirnites de 

pH 3-4,5 que les groupes NH, de la guanine, de I’adenine 
et de la cytosine, caracterises par les PI< mentionries dans 
le tableau IV, nous pouvons calculer le nombre de fonctions 
OH phosphoriques secondaires (de pK supposk egal a 6,0), 
la somme des bases puriques et pyrimidiques etant a nouveau 
posee kgale a quatre. 

Soit (a) la quantite moyenne de base lixke entre pII 3 
et 4,5 par cette quantite arbitraire d’acide nucleique, e t  egale 
respectivement a 162 et 158. equivalents pour les frac- 
tions relatives aux graphiques 4 et .5. 
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Connaissant d’autre part la composition chimique de 
nos fractions, nous pouvons calculer le nombre d’equivalents 
de potasse (‘4) que fixent thkoriquement les bases de I’acide 
nucleique entre les rn&mes limites de pH, soit : 

.I O,l6 [guanine1 - t  0,70 [adenine] + 0,61 [cytosine]. 
1,44 (fraction y 0,4 -, 0,O) (valeur moyenne) 
1,42 (Traction y 0,9 -+ 0,5) (valeur moyenne). 

1,e norlibre de groupes OH phosphoriques secondaires 
peut alors Ctre trouvk en t r a p n t  sur les graphiques 1 et 5 
une deuxieme echelle des ordonnees expriniee en equivalents 
de potassr l‘ixes par les quatre mBles de bases puriques et 
pyrimidiqucs. de maniere A aniener en coincidence les va- 
leurs (a) e l  (‘1) des deux khelles ainsi que I’origine z6ro. 

D’autrc part, de la quantite de phosphore mineralisable 
determinee tlans chaque solution soumise A l’dectrotilralion 
e t  de la valeur (a), Iious pouvons trouver utie valeur de (A) 
qui doit coincider avec celle calculke 5 partir des donnkes 
chromatographiques, si le pourcentage de phosphore trouvi. 
est correct. I’our tou l e s  les fractions obtenues par extraction 
fractionnk, la valeur rnoyenne de (11) ainsi trouvee est de 
1,15 alms qiie la valeur calculee est cte 1,43. L’accord est 
donc tres hon malgrk les ecarts individuels de & 0,03 (*) 
et la quaiitit6 tie potasse fix& entre les pH 3 et 1,5 peut donc 
servir tle base pour les cnlculs ultkrieurs. 

I,e nombre tl’6yuivaIents de potasse (1 fixer th6oriquement 
depuis le pH 3 ,jusqu’au p I I  de 6, 7, 8 et 11, est donn6 par les 
relalions suivanles, oil .z: est le nomhre de groupes OH phos- 
phoriques scconclaires, loujours pour quatre mdles de base. 
p l l  1s : € 3  0,17 [guanine] 1- 0,83 [adknine] -: 0,02 [cytosine] 

p l l  7 : C ~ 0,17 [guanine] t 0,X1 [adeninel - 0,94 [cytosine] 

pPI X : 13 0,17 [guaninel t 034 lacl0nincl t 0,94 [cyto- 
sine] t O,!N [z] 

p1-l 11 : E I,06 [guanine) + 0.81 [adenine) O,X6 [ura- 
cile] t 0,9 1 [cytosine] + 1x1. 

1.rs valeurs cle .r peuvent alors Gtre dkduites directenient 

+ 0,50 [.r] 

-1- 0,91 I.1-1 

( *) Exreption f:tite pour la frartion y : 0,8. 
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Fraction 

y 0,9 + 0,4 
y 0,4 - O , o  

0.0 

des valeurs theoriques et  experimentales cle €3, C e t  D et sont 
donnees dans le tableau suivant (VI). 

Zhne de pH 

3 - G 3-7 3-8 3 - 1  1 

0,78 O,G8 0,68 0.66 
0,70 0,61 0,70 O,6R 
0,81 0.67 0,73 0,fi.i 

-~ _ ~- . 

V u  la precision des mesures et  I’incertitude des PI<, nous 
pouvons considkrer ces valeurs comme assez concordantes. 

I1 est k idemment  toujours possible d’ohtenir tin meilleur 
accord en modifiant legirrement les valeurs de certains pK 
mais ces corrections ont un caract ere assez arbitraire. Puisque 
entre pH 6 e l  8, nous ne titrons pratiquement que les groupes 
OH secontlaires de l’acide phosphorique, il est assez logique 
d’essayer d’obtenir unc meilleure concordance en donnant 
au pK moyen de ces groupes m e  valeur lkgerement diffe- 
rente de 6,0, valeur clue I’on calcule aisement B partir des 
donnkes des graphiques 4 et  .5 et  de la relation : 

En adoptant un p l i  de 5,8, nous trouvons ainsi pour .c 
les valeurs suivantes (tableau VII). 

(les coefficients c( ont pour valeur respective A pH 6, 7 et 
8 : 0,61, 0,93, 0,99) 

Nous pouvons donc adniettre comme assez plausihle que, 
par quatre bases puriques et pyrimidiques de l’acide nuclkique, 



il y a, en moyenne, 0,65 groiipes OH phosphoriques secon- 
daires de p l i  approximatif de 5,s. 

La concordance satisfaisan te tles valeurs tie x ainsi 
trouvkes, moiitre qu’une courhe klectrotitrimiitrique calculee 
h partir des tlonn6es chromatojiraphiques, des pK adoptkes 
et de x ,  doil coi’ncider avec la courbe experimentale. I1 e n  est 
bien airisi conime Ie proiive le graphique 6, sauf aiix environs 
de p H  0 oil il y a Ikgkre divergence (la coiirhe y 0,9 - 0,5 
est decdke par rapport ii la coiirhe y 0,4 0,O de 0 , B  6qui- 
valen ts). 

0 i/ graph 6 , I i I ; I  PH 

3 4 5 6 7 e 9 10 I1 

l’oiir chaque fraction individuelle, il est possible de faire 
coincider la courbe expkrimentale avec line courbe calculee 
en asstimint 1111 noinhre de jiroupes 014 phosphoriques secon- 
daires l6gkrement diffkrent dans chnque cas ainsi qu’i in pK 
de valeur proche de 53 .  Nous croyons cependanl que ces 
calculs n’ont pas heaiicoup tl’inlkr&l aussi longlemps que 
I’on n’est pas assur6 de pouvoir disposer d’6chantilions suffi- 
samment homogenes, hien que de poids moltkiilaires difierents. 

Ides courbes d’klectrotitration des fractions A, A‘, e l  B 



sont donnkes dans le graphique 7. Sous rappelons que les 
fractions A et  B ont k t6  obtenues par emploi du prkcipitant 
acide de Chantrenne qui entraine line legere dkgradation du 

produit A au cours du fractionnement repkte, ce que revkle 
egalement la courbe d'electrotitration de cette fraction. 

sont normales, en 
ce sens que leur allure cst identique i celle des courbes des 
fractions obtenues par extraction fractionnee, compte tenu 
de leur composition chimique diffhen te en bases puriques et 
pyrimidiques, il n'en est pas de m@me pour la fraction A. 

En utilisant les valcurs de PI< adoptces preckdemment, 
nous trouvons que le nombre de groupes OH phosphoriques 
secondaires est de 0,53 pour la fraction B (pH 6 : 0,50; 
p H  7 : 0,55; pH 8 : 0,55; p H  11 : 0,57) et  pour la fraction A', 
(pH 6 : 0,65; pH 7 : 0,55; p H  8 : 0,40; pH 11 : 0,50). 

Par  contre, pour la fraction A, les valeurs de z sont trks 
divergentes (pH 6 : 1,20; PI-I 7 : 0,93; pH 8 : 0,97; pH 11 : 
0,70). E n  supposant le p l i  moyen du groupe phosphorique 
secondaire &re de 5,45, on trouverait pour z au p H  de 6,7 
et 8 les valeurs suivantes : 0,94; 0,92; 0,96; en supposant 

En effet si les courbes du 13 et  du 



en outre que le pK moyen des groupes OH enoliques de la 
guanine e l  de l’uracile, est lcgerement plus eleve (10,50), 
on trouverait n u  pH 11 une valeur de I 6gale h 0,115 en bon 
accord avrc les t rois valeurs prbckdentes. 

1V. - CONCLUSIONS G E N ~ R A L E S  

a)  Pour toutes les fractions sauf pour la fraction A\ qui 
a kti. soiimise pendant tin temps assez long h t i n  pH acide, 
les dorin6es c.hromatographicIues et  6lec troti triniklriqiies con- 
cordenl relativement bien, moyennant line legere correction 
de certains pK. Pour cctle fraction anorrnale A, il faut :id- 
mettrc iin nombre tte groupes OH phosphoriques secondaires 
plus grand, c t  tin pK des 0 1 1  6noliques plus 6 1 ~ 6 .  ,\ tine 
charge plus 6levi.e tlu g r o u p  phosphate correspondrail tlonc 
i i n  c a r x t i m  nioins acide du groupe -NII - CO ce qui 
est coniorme <I la t h h r i e  tle 13jerrum (“) e t  tle IGrltwood et 
Westheirner ( I 2 ) .  

I)) (hnimc noiis l’avons signal6 plus h a u l  dam le c:is des 
tlonndes chrom:ilojiraphiqries, nous croyons qu’il est t@e- 
merit tlangereiis dc tirer ttes courhes d’dectro titration des 
conclusions trop hAtives stir la structure tlc I’acide riho- 
riuclkique dc la levure, cette rnacromoli.ciile ktant manifes- 
temeii t polydispcrstie. I1 est cependant assez ktrange cle con- 
stater que le noinbre de groupes OH phosphoriques sccon- 
daires d:ms toutes les fractions (saiif la fraction ’2) soit rcla- 
tivemcnt constmt,  environ un groripe pour six bases puriques 
et  pyrimidiqu cs. 

I x poi& inolkulaire rnoyeii du r6sitlu l~tranucleotidique 
de composition contorme ii nos donn8es chromalographiques 
est tl’criviron 1.300; or, les poids niol6culaires nioycns de nos 
frnctioris analy s par  klectrotitrimPtrie varient de 4000 a 
38.000; on clevrait donc s’altendre ,i ol)server pour  les frac- 
tions tlc trks bas poids moldculaires tine :iugrnerila tion d u  
nomhre de ccs groiipes OH phosphoriques titrahles. I1 n’en 
est rien; nous sommes tlonc anienPs A interprbter ce fait en 

. __ 
(11) N. 1<Jl?.ItRUM : %. ph?lS. C h C W l . ,  Io6-‘Llg (19%). 

(12) J.G. KIRKWOOD and F.1-I. WESTIIEIMEI~ : . I .  Chem. Phys., 6, 500 
(1x38); 6, 513 (1938). 
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nous basant sur les resultats recents de Markham et Smith (I3) 
et a supposer provisoirement que la formation de produits de 
degradation de bas poids molkculaires ne s’accompagne pas 
de la liberation de groupes OH phosphoriques secondaires 
lihres ; ceux-ci formeraient u n anhydride cyclique par esteri- 
fication avec le ribose en position 2’ ou 3’. 

c) Nous avons vu precedemment que la dkpolymerisation 
observee a p H  3 n’entraine egalement aucune liberation 
apparente de ces groupes puisque les courbes d’klectrotitra- 
tion ont mBme allure avant et  apres ce traitemenl. Si cette 
depolymerisation se fait avec liberation des groupes O H  
phosphoriques primaires par rupture de liaison R-0-P du 

0 
I t  

groupe 1 ~ - 0 - 1 ~ - ( 0 1 ~ ) 2 ,  il serait evidemment impossible de 
detecter dans les courbes d’electrotitration cette trans- 
formation puisque nos courbes sont limitees au tlomaine de 
pH de 3 h 11. 

Si la depolymerisation entraine la rupture d’une liaison 
avec libttration d’un groupe OM phosphorique secondaire, 
il faudrait adnicttre quc cette hydrolyse se ferait egalement 
avec formation d’anhydride cyclique. I1 n’est pas exclu 
cependant que la depolymerisa tion de l’acide ribonuclttique 
de poi& molkculaire eleve ne soit due ii la rupture de liaisons 
secondaires (I4); rien ne milite cependant sur la base de nos 
conriaissances actuelles en faveur de I’une ou I’autre de ces 
hypotheses. 

d) L’impossibilite de detecter une hdt@rogeneite par 
klectrophorese dans le cas de l’acide ribonucleique de la levure 
(g) prouve que la dbgradation doit se faire sans modification 
importante de la charge. C’est ce que prouvent egalement les 
courbes d’electrotitration. 

e) La depolymerisa tion de I’acide nucleique donne riais- 
sance A un systeme polydisperse constitue de molkcules de 
composition chimique relativement constantc; il s’en suit 
que, non seulement les bases elles-mcmes doivent &re repar- 
ties plus ou moins statistiquement dans toute la molecule 

(I3) R. MAEKITAM and J.D. SMITH : Nature, 168, 406 (1951). 
(14) R. TIIOMAS : Ezperientia, VII, 17, 261, 1961. 
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rnais que la distribution des chaines laterales fixees sur la 
chaine principale prksente une certaine r ip la r i te .  

Si nous adoptons l’hypothkse d’une chaine principale 
iormke essentiellernen t de bases puriques sur laquelle sont 
greffees dcs chaines lathales de bases pyrimidiques, nous 
devoris egalenient adinettre une reparti tion statistique de 
ces chaines lc long dc l’axe de la molecule. 11 serait cependant 
nkcessairc tl’avoir plus de prkcisions sur les caractcristiques 
Inolkculaires ti11 rdsidu de I’action de la ribonucldase car, si 
ce rksidu est de faible poids molkculaire, il n’est pas exclu 
qu’il soit simplement une pnrlie de la molecule plus riche en 
haws puriques suite A une elimination prkierentielle des 
bases pyrimidiques et  qu’il n’ait par conskquen t que peu de 
signification structurale. 

Cette etude a 6t.k subsidiee par le Centre National de 
Biologie Physico-chimique, par le Centre de Hecherches pour 
la Penicilline et Ies autres Antibiotiques et  par la Fondation 
Rockefeller. 

NOL~S tenons a remercier ces organismes pour leur appui, 
ainsi que 1’I.R.S.I.A. pour l’octroi d’une bourse de spkciali- 
sation a l’un de nous (J. (3.). 
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