
Vol. LXXII. Fascicule 5.

6

NOVEMBRE 1964

ARCHIVES INTERNATIONALES

p DE

OLOGIE
ETDE

BIOCHIMIE
{ConUnuaUon des

ARCHIVES INTERNATIONALES DE PHYSIOLOGIE,
rondéco en 1904 par LoN FREDERICQ ot PAUL HEGER)

PUBLlflRS PAR

HENRI FREDERICQ,
Z. M. BACQ et M. FLORKIN

ALKYLATION DE L'ADN PAR LE MYLERAN MARQUÉ
ET UTILISATION ÉVENTUELLE DE CETTE TECHNIQUE
POUR MESURER LA GRANDEUR DES MOLÉCULES D'ADN

DANS LES CELLULES
PAR

A. PETITPAS-DEWANDRE et W. G. VERLY
( Université de Liè!fe, Diachimic, Laboratoire des /salopes)

(8 figures)

ABONNEMENTS :

VAILLANT-CARMANNE, S. A., UIPRIMl!UR-flDITEUR
4, PLACE SAINT-MICHEL, LIÈGE (BELGIQUE)

Titre abrégé pour les citations : Arch. Internai. Physiol. Bloch., 1964, 7::!.
Pub/Ica/Ion plriodiquo paralasanl cinq fols par an.

81645 IMPRIMÉ EN DELGIQUE



RECOMMANDATIONS AUX AUTEURS
Le, ARCIUVES INTERNATIONALES DE PHYSIOLOGIE ET DE

BIOCHI.MIE publient, en frnnç.nis on eu ong:Jnis, des trnvnnx originnux de
curnctère cxpédmcntnl. il l'exclusion de toutes << Rcvuci; générales H. << Bcrichte »,
« Ergebnisse », « Analyses», « Abstracts» on « Referate ».

Titre et rédaction. - Les auteurs choisiront un ti tre qui donne une idée pré­
cise du coutcuu <le leur LrnYuil cl c-ondenscront leur rédaction <le manière à ne
dépns.ser qu'cxccptionucHcmeut l'étendue <l'une feuille d'impression (16 pages),

J\LmtJScrits JactylogrnplLiés. - Nous invitons lcs auteurs à fournir des manuscrits
dact_vlogruphih:. sou!l forme mi van'.etur, et dont la rédaction soit C!lltièrl!mcnt lcrminée
(afin d'éviter sur les épreuves les remaniements et les corrections, très onéreux,
qui sont ù la charge des uutcurs).

Résumé. - Chnquc nrti cle sera suivi d'un court résumé, objecti f, pouvant t··lTe
uli li::é direclemcnl comme «Analyse» on « Referat» par les org.::mh-nti on..:: bibÜo•
grnphiqucs.

Citations. Les citations seront réunies à la fin tic 'article s ns la rubrique
« Dil,lio.1r.rnphh! )l (Pour les ml'moirr:s en langue 1U1g:lahic, le titre sera « References »).
Elles Hront classées pnr ordre nlplinhétique des noms cl'uuLcurs.

Chaque citation comprendra :
1° Nom et prt!nom (ou initiales <les prénoms) do l'nuteur en PETrn:s CAPITALES

(souligner deux fois dans le mauusf'ril.); 2° année de puhlicaûou, entre parenthèses;
3° titre abrégé clu recueil , en italique {::muligncr une fois dnus le manuscrit);
4o tome, eu chiffres arabes, caractères gras (souligner d'un trait ondulé); 50 pre­
mière el dcrnirre pages <lu mémoire en chi ffres urnbcs ordinaires.

Les in<licuûons Vol. , T., B<l., pug. sont supprimées.
Exemples :
ZWAAJlDf.)La\KEn, II. (1901i). - Arch. inrernat. Physiul., J, 1-16.
Rnc1ui:, J. M. (1954). - J. of Physil., 124, 605-612.
Pour les liures cités dans la Bibliographie, on indique.ra :
]o nom et initiales <les prénoms de l'AljTEt.;ll; 2° (<late de publication); 3° titre

de l'ouvrage; 4° nom de l'éditeur; 5° vil le.
Dans le texte, le nom de l'nut.eur (s.oulig-ner deux fois) et l'année de puhiicntiou

(entre parenthèses) suflisent à renvoyer ù lu Dibliographie. S i plusieurs travaux
du même auteur, publiés Ju même année, sont cités, J' indicuLi.ou chro110Iogiquc est
douuéc par les le ttres a, b,c(en itali que souligner une fois), pincées après l'iudicu•
lion de l'année.

Exemple:
BEE, F. (1947, a).
Bnr:msn, F. (l94i, b).
Figures. Leur nombre doit être Jinllté nu miniJnum striclcmcut indispcn..suhle
l'inLcll igcncc du texte.
Les dessins seront exécuté~ ù l'encre de Chine sur carton bristol blanc, et unique•

meut en traits, hachures et points, aun.s c< gris » ni « dégradés ».
Les graphiques origirwux doivent être tracés en lignes bien blanches sur fond

uniformément noir.
Pour lrs courbes sur papier c1ua.drillé, employer du papier millimétré noir ou

rouge s.i le quu<lr ilJé doit nppnrnître sur la fiburc définitive; du papier millimétré
bleu, si le quadrillê doit <lispnra.itre.

Ce n'est qu'à titre cxccptiouucl que les «Archives » peuvent accepter de publier
desphotographies ou des tracés destines à être reproduits en simi ligravure sur cuivre;
dans ce eus une entente prénJahle avec ln Direction sdeulifiquc est nécessaire.

Les dimensions de toutes Je9 fi~res t=erout réJuitc·s un nùnimum. La. dimcus.ion
des clichés sera telle que toutes les figures puissent être intercalées dans le texte,

II est d'ailleurs conseillé de fourmr ùcs figures odginulc:, très grandes, destinées
à être réduites uux 2/3, à lu 1/2, au l/4, ete. (Lu réduction ainsi indiquée porte sur
les dim ensions linéai res). Tenir compte de ln réduction prévue dans les dimension!!
O. donner nu..x chiffres, lettres et signes conventionnels incorporés dans les dessins
et graphiques,

Prière de r(Juirc dans la milmc proportion routes les figures d'un mt!mc mimoire..
Les légendes des figures doivent \:tre fournier, duclylOgra.phiéciS, sur fo11.ilJett1

séparés, et non incorporées dans le manuscrit.
Tableaux. - Leur nombre et leurs dimcn.;ions seront réduit::i nu minimum

indispensable. Ne pas publier deux fois les mêmes données numériques, une foi
sous forme de tableaux, une uutre fois sous forme de courbes.



Archives Internationales de Physiologie t de Biochimie, 1964, 72 (5) 907

ncçus le J aoûl J9GJ.

ALKYLATION DE L'ADN PAR LE MYLERAN MARQUÉ
ET UTILISATION ÉVENTUELLE DE CETTE TECHNIQUE
POUR MESURER LA GRANDEUR DES MOLÉCULES D'ADN

DANS LES CELLULES (1)
PAT

A. PETITPAS-DEWANDRE et W. G. VERLY
(Universilé de Lige, Biochimie, Laboratoire des Isotopes)

(8 figures)

Dans un article précédent. (VERty, DEWANDRE, MOUTSCHEN­
DAHIMEN et MovTSCHE-DAIIMEN, 1963), nous avons essayé
d'évaluer la taille d'une molécule d'ADN (acide désoxyribo­
nucléique) portanl un locus génétique connu en utilisant un
a.;enl alkylanl bifonclionnel marqué dans sa portion alkyle.
Des cellules de C/amydomonas eu11amelos Moevus, de sexe
minus, haploïdes et normalement résistantes à la streptomycine,
avaienl été trailées par du myleran (diester de butancdiol et
d'acide méthanesulfonique = l.4-diméthanesulfonyloxybutane)
marqué avec du trilium dans sa partie butanediol et l'on avait
trouvé une relation linéaire entre le taux de cellules devenues
sensibles à la streptomycine cl la radioactivité spécifique de
l'ADN isolé. Partant de l'hypothèse que, lorsque la mutation
atteint toutes les cellules issues de celle qui a été traitée, la
lésion chimique doit être un pontage entre les hélices complé­
mentaires de la molécule d'ADN, et en tenant compte de la
fraction des groupes alkyle fixés à la macro-molée,ule qui ser­
vent à de Lcls ponlagcs, on doil pouvoir évaluer la Laille cle la
molécule d'ADN porteuse du locus génétique compétent. Dans
le cas de Chlamydomonas euqametos el de la résistance à la
streplomycine, nous avons calculé un poids de 3.000.000 u.m.a.
pour la molécule d'ADN intéressée; celle valeur n'est que pro­
visoire à cause de plusieurs corrections arbitraires qui onL été
introduites dans les calculs cl qui ùoivcnt ètre vérifiées.

(1) Co travail a été subsidié par l"Euralom (conlral 022-G2•lO·BIOB) ol par
le Fonds Belge de la Recherche Scientifique Fondamentale Collective.
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Cette technique de l'évaluation in sil du poids d'une mo­
lécule d' ADN, caractérisée fonctionnellemenl , au moyen cl 'un
agent alkylant bifonclionnel, donne égalemcnl des renseigne­
ments utiles pour l'élaboration d'un modèle raisonnable per­
mcllant de rendre compte des propriétés des chromosomes des
cellules non baclérienncs. L'hypolhèsc de hase de notre lravail
n'est valable que si le chromosome <!sL conslilué de molécules
d'ADN indépendantes reliées par des liens fragiles. D'autre
part, la méthode offre aussi un moyen de reconnaitre les loci
génétiques portés par la même molécule d'ADN et de savoir
si chaque molécule d'ADN est une unité opérationnelle intégrée
(JAcon et Moon, 1961).

On pense généralement que N'alkylation de !'ADN atteint
principalement les bases puriques cl qu'elle est suivie d'une
hydrolyse plus ou moins rapide de ces bases alkylées (voir
par exemple BAUT et FnEESE, 1960). II est évident qu'une
dépurination rapide qui, dans nos études, entrainerait la perte
du traceur radioactif, rendrait l'application de la méthode
proposée particulièrement difficile. Les développements possibles
de notre travail rendaient donc obligatoire une révision soi­
gneuse du problème de la perle des groupes alkyle fixés sur
!'ADN après réaction avec le myleran. Une note préliminaire
a été publiée dans Nature (VERLY et PETTTPAS-DEWANDRE,
1964).

Expériences et résultats

Renseignemenls générauz.
a) Du myleran marqué avec du tritium dans les positions

2 et 3 de sa portion butanediol a été préparé par réduction du
butynediol avec de l'hydrogène tritié, suivie d'estérification
par le chlorure de méthanesulfonyle (IocI, VERLY eL BAcQ,
1959; KoCH, 1959). L'activité spécifique du myleran trilié
utilisé dans cc travail est de 20 mC/m-mole.

b) Toutes les expériences ont été faites dans un thermostat
à 22° C, c'est-à-dire à la température utilisée pour l'étude sur
Chlamydomonas. A cause de la dissolution lente des substances
dans l'eau, les solutions d'ADN et de myleran ont été préparées
séparément; leur mélange permettait de donner un point de
départ précis à la réaction d'alkylation. Les concentrations
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après mélange ont toujours été de 0.1 mg par ml pour le
myleran, mais clics ont varié de 1.2 2.1 mg par ml pour T'ADN ;
celle variation ne se rcflèlc Loutcfois pas dans la présentation
des résulLats qui ont toujours été rapportés à 1 mg d'ADN.
L'ADN uLilisé provenait de thymus de veau.

c) Mesures de radioaclivilé. Après dessiccation des fibres
sous vide en présence de P,O,, environ l mg de I'ADN alkylé
était dissous dans 0.5 ml d'une solution méLhanoliquc 1.0M
d'hydroxyde d'hyaminc (di-isobutylcrésoxyéthoxyéthyldimé­
thylbenzyl ammonium) (traitement de 40 h à 5o C dans l'obs­
curité). On ajoutail alors une solution scinlillantc (10g de
diphényloxazole, 250 mg de di[phényloxazolyl]-bcnzènc cl 100 g
de naphtalène par liLrc de p-dioxane) au produit de digestion
dilué avec un mélange de méthanol et de toluène.

Lorsque la chémiluminescencc avait . disparu, la mesure du
tritium était faite clans un spcctromèlrc Tri-Carb de la firme
Packard. L'utilisation d'un étalon de naphtylacétamide tritiée,
calibré par rapport à l'eau tritiée N.B.S., a permis d'exprimer
les résullaLs en désintégrations par minute.

La mesure de la radioactivité des produits d'hydrolyse de
T'ADN alkylé a été faite d'une manière analogue mais sans
qu'il y ait de digestion préalable à 65o C.

Epérience 1.
L'ADN a été précipité après 3 heures de contact avec le my­

leran tritié (addition de NaCI pour avoir une concentration 1.0M,
puis d'un volume égal d'éthanol 95 %). Les fibres immédiate­
ment formées ont été lavées 3 fois avec de l'éthanol et 3 fois
avec de l'acétone, puis séchées et soumises à une mesure de
radioactivité. Cet ADN alkylé a ensuite été purifié par redis­
solution clans l'eau suivie de prêcipilalion et de lavages sem­
blables à ceux décrits précédemment; l'opération a élé répétée
3 fois et, chaque fois, on a mesuré la radioactivité de !'ADN
séché. La radioactivité, qui était de 17.000 d/min.mg ADN
pour le premier précipité, n'était plus que de 5.700 d/min.mg
après 3 opérations de purification (fig. 1 ). Cette chute peut
s'expliquer de deux manières : ou bien 1) il s'agit réellement
d'une perle d'alkyles fixés ù !'ADN; ou bien 2) il s'agit d'une
contamination par du myleran qui n'a pas réagi. Nous pensons
que c'est la deuxième explication qui rend compte de la plus
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grande parLie du phénomène: en effeL, la réaction entre !'ADN
et le myleran est très limitée de sorte que, au moment de la pre­
mière précipiLaLion, la radioacLivité du surnageant est énorme
par rapport à celle de l'ADN alkylé.

dlm.mg
15000

10.000

1 2 3 n
FIG. 1.- Radioactivité spécifique (d/mi n.mg) do P'ADN alkylé pendant les

opérations de purilicalion (expérience 1). n = nombre de précipitations.

L'ADN alkylé, purifié par 3 reprécipitations comme indiqué
ci-dessus, a été redissous dans l'eau (temps 0 de cette partie
de l'expérience) (5 mg/ml); des portions aliquotes ont été prises
à des temps variés et !'ADN précipité. La fig. 2 montre une
perte de radioactivité d'environ 30 % pendant les premières
heures, puis, à partir de la 50e heure, une stabilité totale au
niveau de 4000 d/min.mg ADN.

Eapérience 2.

L'expérience 1 ne donne aucune indicaLion sur l'hydrolyse
de !'ADN alkylé pendant les 3 heures de contact avec le myl eran
tritié et la contamination du premier précipité par du myleran
qui n'a pas réagi, rend difficile l'évaluation de l'importance
de cette hydrolyse pendant les opérations de purification.
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d[m.mg
10.000

5.000

1000

10 50 100 150 hrs.
F1G. 2.- ADN alkylé dissous dans l'eau (expérience I) : radioactivité spécifique
(cl/min.mg) en fonction du temps.

Pour éviter ces inconvénients, dans l'expérience 2 : 1) !'ADN
précipilé a été soigneusement débarrassé du myleran conta­
minant (qui est Lrès soluble dans l'acétone); 2) on a cherché
les produits d'hydrolyse dans le liquide surnageant.

Après 3 heures de contact avec le myleran tritié, l' ADN a
été précipité et le surnageant gardé. L'ADN précipité a été
lavé d'abord avec de l'éthanol ensuite avec de l'acétone anhydre
jusqu'à cc que ce solvant n'extraie plus aucune radioaclwilé. Cet
ADN alkylé a été redissous dans l'eau (temps O de celte partie
de l'expérience) et des portions aliquotes ont été prises à divers
intervalles de temps. L'ADN de ces prélèvements a été précipité
et les surnageants gardés.
Tous les surnageants ont été Lrailés de la manière suivante :

passage ù Lravers une colonne d'Amberlite IR-120(H) qui ne
retenait ni le myleran, ni !'ADN qui n'aurait pas été précipité;
la colonne était ensuite lavée avec un mélange eau-acétone
(1: l) jusqu'à cc que l'eJlluenL ne soit plus radioactif, puis éluée
avec NH,OH N. On mesurait alors la radioactivité du résidu
sec de l'éluat (« bases alkylées »).

Le surnageant de la première précipitation, immédiateruent
après le traitement de 3 heures par le myleran tritié, contenait
une radioactivité appréciable dans la fraction des « bases alky­
lées » (3600 d/min. par volume ayant contenu I mg d'ADN).
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Mais si l'on passe à travers une colonne d'Amberlite IR-120 (II)
une solution qui ne conLient que du myleran tritié, on constate
que, après les lavages eau-acéLone, l'éluat ammoniacal contient
autant de radioactivité à cataloguer comme «bases alkylées » :
il semble donc que la résine elle-même soit alkylée el que le
NH,,OH enlève des fragments alkylés. Donc, presque Loules
les «bases alkylées >> trouvées dans le premier surnageant ne
dérivent pas de l'ADN alkylé, mais sont des artefacts dus à
la réaction du myleran tritié avec l'échangeur d'ions utilisé
pour séparer les bases.

djm.mg
10.000

[)[)[_paxKY

hrs.15010050
0~----,--------..----~----
0

F1G. 3. ADN alkylé dissons dans l'eau (expérience 2) : radioactivité spci­
Iiquc (d /min .mg} rn fouction du Lemps.

CeLLe difficullé n'existe heureusement pas pour les surna­
geants des auLres précipités qui ne contiennent presque plus
de radioacLiviLé sous la forme de myleran tritié. Le résultat
des mesures de radioactivité pour leur fraction «bases alkylées »
.est représenté dans la figure 4.
La figure 3 et la figure 4 indiquent que, très rapidement, la

radioactivité de !'ADN se stabilise aux environ de 5000 d/min.
mg cL que, para llèlement, l'accroissement des i< bases alkylées »
dans le surnageant cesse très vile aussi.

Pendant la première heure qui suit la redissolulion dans
l'eau de l'ADN alkylé, il y a une importante chute de sa radio-
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aclivité (de 9100 d/min.mg à 5600 d/min.mg), mais seulement
20 % de celle diiTércncc se rclrouvent dans le surnageant sous
la forme de « bases alkylées >>. Les 80 % restants (2800 d/min
par mg d'ADN) peuvent avoir deux causes: 1) hydrolyse d'alkyl­
phosphatcs donnant simplcmcnl - du bulanediol, ou 2) conta­
mination par du myleran; nous reviendrons sur cc point en
discutant les résultats de l'expérience 3.

d/m
800

600

400

200

0

x "

5 0 1 0 0 1 5 0 h r s

x
.o

F1G. -1. - ADN nli<ylé redissous dans l'eau (expérience 2). , Boses alkylécs •
(d/min.) libres dans le surnageant par mg ADN.

Il est très imporlant de noter que !'ADN normal et !'ADN
alkylé se comportent de la mèmc manière dans notre procédé
d'isolement. En eflet, les échantillons d'ADN précipités à dilîé­
rcnts moments au cours de cette expérience et qui avaient
Lous à peu près la même aclivité spécifique, ont été dissous
et précipités ensemble; après 4 dissolutions et reprécipitations
successives, la radioactivité spécifique de !'ADN alkylé était
encore aux environs de 5000 d/min.mg.

Expérience 3.
Dans cette expérience, !'ADN est resté 170 heures dans la

solulion de myleran tritié ; des portions aliquotes on été exa­
minées à diflérents moments. L'ADN était précipité, lavé à
l'éthanol puis ù l'acétone anhydre jusqu'à cc que le liquide
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de lavage ne soit plus radioactif. Les surnageants n'ont pas été
étudiés parce qu'ils contenaient de trop grandes quantités de
myleran tritié (voir plus haut).
La mesure de radioactivité au temps 0 (précipitation immé­

diatement après mélange des solutions d'ADN et de myleran
tritié) donne une valeur de 2800d/min.mg ADN. Ceci correspond
précisément à la radioactivité qui n'est pas due à des « bases
alkylées » et que l'on trouve dans le surnageant après dissolu­
tion et reprécipitation de !'ADN alkylé par un contact de 3 heures
avec du myleran tritié (expérience 2). JI s'agit donc : ou bien
1) d'une réaction avec les phosphates qui se trouverait instan­
tanément dans un état de steady state, ou bien 2) d'une conta­
mination . par du myleran. Cette dernière hypothèse nous
paraît la plus vraisemblable.
L'alkylation de !'ADN étant peu étendue même à la fin de

l'expérience (la radioactivité maximum de 50.000 d/min.mg
correspond à environ I groupe alkyle par 3000 nucléotides),
on peut supposer, en première approximation (négligeant l'eflet
de la variation de pH car le milieu n'est pas tamponné et le
rôle du mono-ester formé par l'hydrolyse partielle du myleran),
que la vitesse d'alkylation de !'ADN (par mg) est proportion­
nelle à la concentration du myleran. La figure 5 montre que la

d[m.mg
60.000

40000

20.000

10 50 100 150 hrs.
FtG. 5.-- Alkylation de 'ADN par le myleran triti& en solution aqueuse

(expérience 3).
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radioactivité de I'ADN monte pendant plus de 170 heures;
cet accroissement n'est cependant pas linéaire, ce qui peut sex­
pliqucr :1) par une hydrolyse progressive du myleran, et 2) par
une perte des groupes alkyle fixés sur l'ADN.

Eacpérience 4 : cinélique de l'hydrolyse du myleran dans une
solution aqueuse à 0.1 mg/ml à 22° C.

L'expérience a été faite avec du myleran tritié. A des por­
tions aliquotes de 1 ml de la solution prélevées à des temps
difîérents, on a ajouté des quantités connues de myleran non
radioactif dissous dans l'acétone. On a isolé le myleran du mé­
lange homogénéisé et on l'a recristallisé dans l'éthanol jusqu'à
ce que sa radioactivité spécifique soit constante. Cette technique
ne permet évidemment de suivre que l'hydrolyse du diester
en monoester, mais celte étape est suivie de l'hydrolyse du
monoester qui échappe à notre enquête. Les deux réactions
sont accompagnées par une acidification de la solution.

%
100

50

25
10 50 100 150 hrs.

FIG, G. - llydrolysc du mylëran en solution dans l'eau ùislilléc {cxpfriencc -1).
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La quanlilé du myleran tritié par ml de solution esL repré­
sentée comme une fonction du temps en coordonnées semi­
logarithmiques dans la figure 6.
La première partie du graphique n'est pas linéaire, ce qui

indique, que, pendant les premières heures, la réaction n'est
pas de premier ordre; il est possible qu'il s'agisse là du résultat
de l'acidification de la solution.

E.rpérience » : hydrolyse du myleran dans une solulion lamponnée.

L'expérience 4 a été répétée mais clans un miliru tamponné
(0.1 M phosphate) de pHI 6.6; la concentration molaire était
clone environ 25 fois celle du myleran (0.1 mg/ml). Dans cette
solution, à côté de l'hydrolyse, on peut aussi avoir une alky­
lation des ions phosphate négatifs.
La figure 7 montre, en coordonnées semi-logarithmiques,

la persistance du myleran dans le Lemps. On a une ligne droite
jusqu'à la 100e heure, puis la réaction semble aller plus vite.
La partie rectiligne du graphique permet de calculer que le
mylcran a une demi-vie de 132 heures, cc qui donne, pour la
constante k, d'hydrolyse du diester en monoestcr la valeur
de 8.75 10%min.'

E.rpérience 6.

Comme l'hydrolyse du myleran est plus facile à exprimer
mathématiquement dans l'expérience 5, on a décidé de répéter
l'expérience 3 dans une solution tamponnée 0.1 M phosphate
de pH 6.6. La figure 8 donne les mesures de la teneur en tritium
de l'ADN isolé scion le procédé décrit dans l'expérirnce 3;
les résultats ont été corrigés pour éliminer la part due au my­
leran qui restait adsorbé sur le précipité d'ADN (voir expé­
rience 3).
La réaction entre l'ADN et le mylcran peut s'écrire :

ADN + R - allc ---> ADN - allc + RH·
Si nous supposons que !'alkylation de l'ADN est proportion­

nelle uniquement à la concentration <<a•> du myleran, en uli­
lisant «d » pour représenter l'incrément de radioactivité (en
d/min) de l mg d'ADN pendant le temps «dl», on peut écrire

da = l, a dl



ALKYLATION DE L'ADN PAR LE MYLEHA MARQUÉ 917
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FtG, 7. - Hydrolyse du myleran en solution dans un Lampon phosphate de
pH 6.6 (expérience 5).
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Fic. 8. - Alkylalion de T'ADN par le myleran tritié en solution dans un tampon

phosphate de pH ü.G (expérience G). La ligne discontinue donne une valeur théo­
rique qui lient compte uniquement de l'hydrolyso du myleran .
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Si la concentration initiale du myleran «ao» est prise égale
à l'unité, la pente initiale de la courbe de la figure 8 donne :
k, == 19.2 min '.
D'autre part, moyennant : a0 = 1, l'hydrolyse du myleran

suit la loi exponentielle

d'où :
da == ke dl

Si on suppose que !'ADN alkylé ne s'hydrolyse pas, la radio­
activité de l'ADN, au temps t, devrait être :

/.-.,
z= (le-a)

I,
La figure 8 montre que la courbe théorique représentative

de la fonction ,, .x •> se place au-dessus de la courbe expérimentale.
Outre les simplifications introduites clans la discussion mathé­
malique, cette difîérence pourrait être due à un hydrolyse de
P'ADN alkylé.

Erpérience 7 : localisation des groupes alkyle attachés solide­
ment à ADN.

L'ADN a été soumis pendant 3 heures à l'action du myleran
tritié ; il a été précipité, lavé à l'éthanol puis à l'acétone anhydre
jusqu'à ce que cc solvant n'entraine plus de radioactivité.
L'ADN alkylé a éLé redissous dans l'eau et, 5 heures plus tard,
à nouveau précipité. On a montré précédemment que ce Lrai­
tement ne laisse que du tritium fermement attaché ù !'ADN
(voir expérience 2).

L'ADN alkylé, qui avait une activité de 5000 d/min.mg,
a été hydrolysé 30 minutes clans l'acide formique à 98 %
175° C (WYATT, 1951) et l'hydrolysat évaporé à sec sous vide.
Le résidu a été dissous dans HCI N et filtré. Après remplacement
du HCl par de l'eau, la solution a été passée à travers une colonne
d'AmberliLe IR-120(H) el l'échangeur d'ions a été lavé avec de
l'eau : l'enluent contenait 880 d/min. (par mg d'ADN hydrolysé)
qui n'étaient pas liées à des produits absorbant à 260 m. La
colonne à ensuite été éluée avec du NII,OH N pour entrainer
les bases faibles qui contenaient 3500 d/min (par mg d'ADN
hydrolysé).
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Celte expérience montre qu'au moins les 2/3 de la radio­
activité attachée solidement à !'ADN après le traitement par
le myleran trilié se trouvent dans des groupes alkyle fixés
sur les bases de la macromolécule.
La fraction des bases a alors été soumise à une chromaLo­

graphie à deux dimensions sur papier Whatman no I selon
la méthode utilisée par BtooKEs cL LAWLEY (1960). Le premier
solvant était un mélange méthanol : éthanol : I-ICl concentré :
eau (50 : 25: 6 : Hl, en vol.) et le second un mélange n-butanol
: NH,OH concentré : eau (86: 1 : 13, en vol.) La lumière U.V.
montra les taches lluorcsccnlcs des quatre bases normales de
l'ADN plus deux supplémentaires, très faibles, aux endroits
donnés par BnooKEs el LAwLEY pour le dérivé 7-alkyle (If =
0.48 et 0.15) et le composé correspondant di-guanyl (Rf = 0.26
et 0.00). On n'a trouvé de la radioactivité qu'au niveau de
ces deux dernières taches : 2950 et 250 d/min respectivement
(par mg cl'ADN hydrolysé). La radioactivité solidement liée
à !'ADN traité par le myleran tritié se trouve donc principale­
ment dans des guanines alkylées et environ 10 % des groupe­
ments alkyle forment des ponts entre deux guanines voisines.

Discussion

1) La conclusion la plus importante de ce travail est que,
après traitement par le myleran, I'ADN fixe des groupements
alkyle qui n'ont aucune tendance à se détacher. Ceci est évi­
dent dans les expériences 1 et 2 où l'activité spécifique de l'ADN
alkylé et purifié reste stable pendant de nombreuses heures.
L'expérience 7 montre que ces groupements alkyle solidement

attachés l'ADN se trouvent principalement f1xés à des résidus
de guanine, 10 %, environ servant à former des ponts entre
deux guanines. Rappelons ici que BrooKEs et LAWLEY (1961)
avaient trouvé jusque 25 % des alkyles formant de tels ponts
après traitement par l'ypérite.
Nous avons cherché si, à côté de cc pool de tritium lié d'une

manière stable à !'ADN, il n'existait pas un ou plusieurs pools
labiles caractérisés chacun par une demi-vie particulière. Notre
enquête a été handicapée par des contaminations importanles
dues au myleran qui n'avait pas réagi et qui était toujours
présent en grand excès.
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Les expériences 3 eL 6, clans lesquelles !'ADN a été laissé
continuellement au conLact du myleran tritié, montre un ac­
croissement pratiquement linéaire de la radioactivité liée
la macromolécule pendant les 10 premières heures et, en dépit
de l'hydrolyse du myleran, ceLLe radioactivité augmente
encore après 10 heures. Ces expériences ne donnent donc aucune
indication sur la présence d'un ou plusieurs pools de tritium
à Lurnover moyennement rapide.
Pour serrer le problème de plus près, nous avons calculé

ce que devrait être !'alkylation de !'ADN s'il n'y avait aucune
hydrolyse de la macromolécule alkylée, mais en tenant compte
de l'hydrolyse du myleran. La courbe Lhéoriquc se place au­
dessus de la courbe expérimentale cc qui semblerait indiquer
une perte de groupements alkyle par !'ADN. Cependant notre
calcul fait appel à de nombreuses simplifications, ce qui enlève
beaucoup de poids à cet argument qui paraît en contradiction
avec les résultats précédents.
Nous avons également recherché les produits de l'hydrolyse

de I'ADN alkylé. La présence d'un excès de myleran dans le
milieu réactionnel a empêché de recueillir toutes les données
souhaitables. On a pu cependant montrer que, pendant les
toutes premières heures après son alkylaLion, !'ADN n'abandon­
nait qu'une très petite partie de sa radioactivité sous la forme
de bases alkylées (expérience 2).
2) L'action mutagène des agents alkylants électrophiliques

a été aLtribuée à des causes Lrès diverses.
Pour ALEXANDER eL STACE (1958,, l'alkylation des groupe­

ments phosphate de !'ADN pourrait être suflisante pour induire
des mutalions ; le mécanisme chimique de cette action pourrait
dépendre de l'hydrolyse du triester formé qui est très instable,
avec rupLure de la chaine sucre-phosphate.
LAwLEY et BnOoKEs (1962) ont postulé que la guanine alkylée

en N-7 s'accouple à la thymine au lieu de la cytosine : deux
reproductions successives de !'ADN conduiraient à une Lran­
siLion (GC est remplacé par A - T).

Mais l'alkylation de la guanine ou de l'adénine peut être suivie
de l'hydrolyse de la base alkylée (BAUTz et FnEESE, 1960).
Une lelle dépurination peut agir de deux manières : le trou
qui apparaît ofîre des possibilités de transition, Lransversion
ou de délétion d'un nucléotide lors de la reproduction de I'ADN;
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la dépurination est suivie d'une rupture de la chaine sucre­
phosphate.

Il est capiLal de remarquer que tous les mécanismes chimiques
qui viennenL d'êLrc décrits, ne lèsent qu'une des cieux chaines
de l'ADN exposé à l'agent alkylanl mono- ou bi-fonctionnel et
que la mutation ne doit apparaitre que dans la moitié des
génomes des généraLions suivantes.

Mais la formation d'un pont entre les deux hélices par un
agent alkylant bifoncLionnel empècherait la reproduction de
la molécule d'ADN cl entrainerait sa délétion au moment de
la reproduction du génome; la macromolécule pontée n'aurait
aucune descendance dans les générations suivantes (VERLY,

DEWANDIE, MOUTSCHEN-DAILMEN eL MOUTSCIEN-DAHIMEN, 1963)
A côté de ceLte différence qualitative, la mutation consécutive
à la formation d'un pont csL vraisemblablement la plus fré­
quente pour les agents alkylanLs bifoncLionnels parce que la
cible que doit atteindre le réaclif est alors Loule la macromo­
lécule porteuse du gène compétent plutôt que quelques triplcls
sensibles à l'intérieur du gène.

3) Peul-on utiliser le mleran trilié pour mesurer la taille de
molécules d'ADN dans les cellules?

Dans le cas de cellules possédanL des chromosomes formés
d'un grand nombre de molécules d'ADN souciées par des liens
plus fragiles, il est possible d'observer des mutations dues à
des pontages entre les hélices d'une molécule d'ADN el il est
possible de les sélectionner en choisissant seulement les mutations
qui sont présentes dans tous les génomes des générations suivantes.

Par ailleurs, le myleran fixe sur P'ADN des groupements
alkyle qui y restent solidement fixés. Nous aimerions connaître
le pourcentage de ces groupements qui forment des ponts
entre les hélices complémentaires des molécules d'ADN; la
valeur de 10 % des groupements alkyle formant des ponts
entre deux molécules de guanine, qui a été trouvée expéri­
mentalement, fournil une indication qui doit être vérifiée par
d'autres méthodes.

La confrontation des cieux données - généLique et chimique -
doit permetLre, par applicaLion de la théorie des cibles et grâce
à l'utilisation de l'indicateur radioactif, de calculer la grandeur
de la molécule d'ADN porteuse du locus génétique étudié.



022 A. PETITPAS-DEWANDRE ET W. G. VE!ll.Y

Résumé

On a étudié l'alkylaLion de !'ADN de Lhyrnus de veau
par le mylcran en se servant du mutagène marqué avec du
l.riLium dans sa portion Hlkylc.
- Après réadion avec le mylcran, la plupart des groupements

alkyle fixés sur !'ADN sont aLLachés ù des bases qui n'ont :.incune
tendance à èlre hydrolysées.

Les bases alkylées sont surtoutdes guanines et, dans 10 %
des cas environ, le groupement alkyle forme un pont entre
deux guanines liant peul-être ainsi les chaines complémen­
taires de !'ADN.

On a supposé que l'effet mut:.igène du myleran sur les
génomes formés de nombreuses molécules d'ADN, élait dû
principalement à des pontages entre les hélices complémentaires
d'une molécule d'ADN entrainant son inacl:ivalion biulogiquc
cl s:.i délétion au mornenL de la rcproducLion du génome, un tel
mécanisme doit engendrer la même altération dans tous les
génomes des générations suivantes.

Cette interprétation de la mutagcnèse offre la possibilité
d'évaluer la Laille d'une molécule d'ADN portant un locus
génétique déterminé par l'uLilisation de myleran marqué avec
du l.riLium.

13IBLIOGHAPHIE

AL.ExANEn, P. el STACEY, !<. A. (In58). - Ann. N. 1'. Acad. Sc., GU, 1225.
BAUTz, E. cl FnEESE, F, . ( l!JGO). - Proc. Nall. .tlcad. Sc. Wash., 6, 185.
Brooks, P. eL LAWLY, P. D. (I9GO). - Diochem. ., 77, 478.
BnOoKEs, P. et IALIY, P. D. (1961). --- Biochem. 4., 0, 406.
JAcoo, F. cl Mo:<ou, J. (l!JGI). - ./.Mol.Bio/., :J, 318.
I<oc11, G., Vrmr.Y, \V. G. cl 11,\CQ, Z. M. {l!J5U). - Arch. inlcrnal. Physiol. flioch.,

G7, 117.
Koc11, G. (1959). Bull. Soc. C//im. llclg., i:u, 59.
LAWLEY, P. D. el Bno0KEs, P. (1962). ---- J. Mol. Bio1., ,216.
LAwLMY, P. D eL Brooxrs, P. (1963). - Iiochem. J., 89, 127.
LTT, J. 'T., PIKIS, G. M. et ALEXAD, P. (1962). Arch. Biochem. Biophys.,

Hï, 80.
VERLY, W. G.,DEADIE, A.,MOUTSCIN-DRAME, J. eL MOUTsCHE-DAIIMEN, M.

(19G3). - J. Mol. Bio/., 1;, 175.
VERLY, W. G. et PETITPAS-DA, A. (1961).- Nature, 203, 865.
WATT, G. 11. (1951). - fliochem. J., 0, 581.



EXCERPTA ED1cA

Les EXCERPTA MEDICA publient, en langue anglaise, un service
extensif d'extraits des revues médicales du monde entier. Le domaine
immense de la médecine, théorique et expérimentale, est couvert en
20 sections qui font paraître chacune 12 fascicules mensuels par an,
formant une documentation unique et indispensable.

SECTION Il
PIYSIOLOGY, BIOCIIEMISTRY AND PHARMACOLOGY

Environ 1000 extraits par un. Prix annuel U. S. $50

ABSTRACTS OF JAPANESE MEDICINE,
Publicnlion menrucllr.. Prix nnnucl US$ 30.00

BUREAU DE TRADUCTIONS
Nous désirons vous rappeler les facilités dont notre Bureau de Traductions

dispose pour la traduction rapide soit de publications, soit de textes manuscrits.
Nous vous prions <le nous envoyer une description de la traduction requise. Vous

recevrez un relevé du prix par retour du courrier.

EXCERPTA MEDICA FOUNDATION
119-123, IIerengracht

AMSTERDAM (Hollande)
2 East 103rd Street

NEW YORK 29, N. Y. (U.S.A.)
67, New Bond Street

LONDON W I. Englnnd)



Archives Internationales de Physiologie
et de Biochimie

Conditions de la souscription

Les Archives Internationales do Physiologie et de Biochimie paraissent par fasci­
cules de 150 200 pages environ, illustrés de nombreuses figure9. Cinq fascicules
forment un volume.

Prix du volume : 850 francs belges (affranchissement compris),

On est prié d'adresser tout cc qui concerne la RÉDACTION des Archives au
Prof. Henri FREDERICQ, Pluco Xavier Neujeun, 13c, Liège (Belgique).

Les abonnements se prennent chez :
VAILLANT-CARMANNE, S. A., Imprimeur-Editeur, 4, Place St-Michel, Liège
(Chèques postaux : Bruxelles, 43.274).
et dans toutes les librairies scientifiques importantes.

Les volumes anciens se vendent à la même adresse.
Aucune demande d'abonnement n'est reçue par la Direction scientifique de ln

Revue.

Les auteurs reçoivent gratuitement 40 tirages à part do leurs travaux, Ils peuvent
en obtenir un plus grand nombre à leurs frais.

Prix des tirages supplémentaires (minimum 50 exemplaires) brochage compris
(francs belges).

Cahier de 16 pages 50 ex., 215,-; 50 ex, suivants, 181,-; 50 ex. en plus, 145,­
Cabier de 8 pages 50 ex., 158,-; 50 ex. suivants, 131,-; 50 ex. en plus, 108,­
Cahier de 4 pages 50 ex., Il4,-; 50 ex. suivants, 99,-; 50 ex. en plus, 84,­
Couverture : fr. 75 par 50 ex. minimum. - Titre spécial, 150 fr.
Les clichés sont offerts aux autcura à titre gracieux.

Paiement par anticipation.


