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Abstract-AnenzymesystemhasbeenobtainedfromEhrlichascitestumourcellswhich 
is capable of promoting incorporation of tritiated thymidine (“H-TDR) into DNA. 
The ascites cells are disrupted osmotically and all particulate matter is removed by 
high-speed centrifugation. The system requires the presence of ATP, magnesium 
ions and a low concentration of DPN, Primer DNA is required; it may be obtained 
from any source; digestion with deoxyribonuclease abolishes its activity as a primer, 
but heating increases activity. 

The addition of very small amounts of dAMP, dGMP, and dCMP stimulates 
incorporation; higher concentrations inhibit it. Addition of the corresponding 
deoxyribonucleoside triphosphates stimulates incorporation. 

It has been conclusively proved by degradation experiments that incorporation of 
%i-TDR does not represent terminal addition to an existing polynucleotide chain 
of a single nucleotide or of a polythymidylic acid extension, but that it represents 
random incorporation within a new polynucleotide chain. 

Net synthesis of DNA has been demonstrated by incubating the system in the 
presence of primer DNA with four deoxyribonucleoside monophosphates and 
ATP, or with the four deoxyribonucleoside triphosphates without ATP. 

LA BIOSY~TH~SE de l’acide d~soxyribonucl~ique (ADN) a retenu X’attention de 
plusieurs groupes de chercheurs au tours de ces dernieres annees (voir tome la 
bibliographie). A Glasgow, nous nous sommes occupes principalement d’etudier la 

biosynthbe de 1’ADN par une preparation soluble obtenue a partir du carcinome 
ascitique d’Ehrlich; a noter cependant qu’un certain nombre d’autres tissus ont 

CtC Cgalcment &dies. 
Le systbme enzymatique est represente par une fraction leg&e obtenue par 

centrifugation a haute vitesse de cellules tumorales lysees par choc osmotique, et 
il a Cte demontre qu’en presence de substances approprites, ce systeme incorpore 
facilement la 3H-thymidine (3H-TDR) dans I’ADN. L’incorporation de la TDR 
s’effectue le plus rapidement a un pH d’environ 7,9 et diminue brusquement 
lorsque le pH s’tltve ou s’abaisse. Les tampons phosphate et glycine ont ite 
utilises avec sucds mais en g&i&al nous avons constatd que le tampon “tris” est 

celui qui convient le mieux. 

Ce syst&me a un besoin absolu d’ATP et d’ions Mg2-+, la concentration optimum 
de chacun &ant de 5 pmole/ml. De plus, de petites quantites de DPN provoquent 

* Abrevations utilisees: acide desoxyribonucleique (ADN); acide ribonucleique (ARN); acide 
nucleique (AN); diphosphopyridinenucl~otide (DPN); nucleosides triphosp~ate~ (FTP); 
d~soxyribonucl~osides tr~phosphates (dNTP); adenosine, cytidine, uridine, guanosme, inosme et 
thymidine monophosphates (AMP, CMP, UMP, GMP, IMP et TMP) ou triphosphates (ATP, 
CTP, UTP, GTP, ITP et TTP); desoxyadinosine, desoxyguanosine, dbsoxycytidine, dboxyuridine 
et desoxyinosine monophosphates (dAMP, dGMP, dCMP, dUMP et dlMP) ou triphosphates 
(dATP, dGTP, dCTP, dUTP et dlTP). 
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l’utilisation de 3H-TDR aussi celui-ci est-il normalement ajoute au milieu reactionnel 
a la concentration de 0,25 pmole/ml. Des le debut de ces recherches, il s’est avert 
necessaire d’ajouter un ADN initiateur (primer). Bien qu’il existe une petite 
quantite d’ADN dans l’extrait tissulaire, l’addition de 25 B 50 pg/m.I du primer 
stimule l’incorporation de la thymidine. L’origine de cet ADN semble Ctre de peu 
d’importance et des ADN de cellules de tumeurs ascitiques, de thymus de veau et 
de sperme de saumon se sont tous montres efficaces. Une digestion prealable de 
1’ADN par de la dtsoxyribonuclease 1 (DNase I) abolit la stimulation de l’incor- 
poration de TDR. 

L’incorporation de 3H-TDR dans I’ADN est en rapport avec la quantite de 
proteine extraite presente dans le melange reactionnel entre 0,25 et 2 mg/ml et en 
general nous avons utilise de 3 a 5 mg de proteines par ml. Dans ces conditions, 
l’incorporation s’effectue rapidement et la reaction atteint un Cquilibre en 90 min 
environ a 37 C. 

L’influence dun certain nombre d’ions autres que le Mg2+ a Cte Ctudiee mais, 
alors que les ions Mg2+ peuvent Ctre remplaces dans une certain mesure par des 
ions Mn27, on ne peut les remplacer par du Ca2+. Jusqu’ici les ions Mg2+ seuls 
se sont montres superieurs a n’importe quelle combinaison d’ions Mg2+, Mn2+, 
Ca2+ qui ait et6 essayte. 

L’addition de tres petites quantites (2,5 rnp mole/ml) de desoxyadenosine, de 
desoxyguanosine et de desoxycytidine monophosphates (dAMP, dGMP et dCMP) 
provoquent Cgalement l’incorporation de la TDR mais de plus hautes concentra- 
tions (10 mpmole/ml.) l’inhibent. Les desoxyribonucleosides triphosphates corres- 
pondants (dATP, dGTP et dCTP) ajoutes individuellement ou simultanement 
stimulent aussi l’utilisation de la TDR et dans ce cas, plus la concentration du 
nucleotide ajoutte est tlevee, plus l’incorporation de 3H-TDR est grande. 

La TDR peut Ctre incorporee dans I’ADN de trois facons differentes: (a) comme 
nucleotide terminal unique sur un polynucleotide existant; (b) comme une 
extension d’acide polythymidylique a un polynucleotide existant; (c) comme 
nucleotide distribue au hasard sous forme de portion nouvelle d’une chaine 
polynucleotidique. Nous avons done mene certaines experiences pour &cider la 
localisation intramoltkulaire de la TDR incorporee a I’ADN. 

Un echantillon d’ADN qui avait Cte marque avec de la 3H-TDR de la facon 
usuelle fut degrade par la DNase II et par la 3’-phosphodiesterase (ADLER et al., 
1958) de facon a donner des dtsoxyribonucleosides 3’-monophosphates et des 
nucleosides terminaux. Apres separation des produits de digestion, la plus grande 
partie de la radioactivite (90%) fut retrouvee dans la thymidine 3’-monophosphate 
et settlement une petite proportion (10%) dans la fraction des nucleosides libres; 
ceci indique que la 3H-TDR a CtC incorporee principalement en positions non 
terminales dans le polynuclkotide et exclut ainsi l’eventualite (a) (voir ci-dessus) 
comme localisation principale de la TDR incorporee. 

Un autre Cchantillon de 3H-ADN fut degrade directement avec de la 5’-phospho- 
diesterase, enzyme qui degrade I’ADN de facon graduelle depuis le desoxyribo- 
nucleoside en bout de chaine (ADLER et al., 1958). Nous avons observe que la 
liberation de la radioactivite acidosoluble et les nucleotides acidosolubles Ctaient 
en etroite correlation et que m&me apt-es que 80 y0 de I’ADN fut rendu acidosoluble, 
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la portion insoluble retenait environ 20% de la radioactivite originelle. Si la TDR 

avait CtC presente dans I’ADN selon (a) ou (b), tome la radioactivite aurait ett 
liberee dans les tout premiers stades de la digestion avant qu’une degradation 
substantielle de 1’ADN se fQt produite et ces resultats suggbrent que la 3H-TDR 
est distribute au hasard dans la chaine polynucleotidique. 

Au tours d’autres experiences, du dCMP marque au 32P et du thymidine 

S-monophosphate (TMP) marque au 32P furent incorpores separement dans 1’ADN 
dans le systeme habituel. Les ADN furent ensuite isoles et degrades par la DNase II 
et la 3’-phosphodiesttrase de facon a donner les quatre constituants desoxy- 
ribonucleosides 3’-monophosphates. De cette facon, nous avons pu isoler le 
nucltoside 3’-monophosphate contenant le phosphore originellement associe 
au 5’-nucleotide adjacent. Que ce soit avec le 32P-dCMP ou le 32P-TMP comme 

precurseurs, nous avons constate que la radioactivite de 1’ADN se trouvait 
distribute de facon plus ou moins Cgale dans les desoxyribonucleosides 3’-mono- 
phosphates, indiquant ainsi une distribution au hasard du nucleotide incorpori 

dans le polynucleotide et excluant completement la possibilite de l’incorporation 
du dCMP ou du TMP sous forme de prolongement d’acide polydesoxycytidylique 
ou d’acide polythymidylique a un polynucleotide preexistant, comme dans (b). 

Le calcul de la quantite de dCMP incorpore par rapport a la quantite d’ADN 

present dans le melange reactionnel montre qu’une molecule de dCMP a Cte 
incorporee pour chaque serie de trente residus nucleotidiques du polynucleotide. 
Ceci correspond a l’addition d’un nucleotide pour chaque unite de poids mole- 
culaire 10 000 et a moins que l’on postule que le poids moleculaire moyen de 
I’ADN soit de cet ordre dans le systeme, il est impossible de rendre compte de tous 
les nucleotides incorpores en termes de simple addition terminale (systeme (a) ). 

Ces resultats suggtrent fortement que l’incorporation de la 3H-TDR dans 1’ADN 
dans le systeme ci-dessus est l’indice de la synthese d’une nouvelle portion d’une 
chaine polynucleotidique et nous avons entrepris des experiences pour mesurer 

la synthese nette de polynucleotides. 

Lorsque le type normal de melange rtactionnel est incube avec ou sans addition 
de quatre desoxyribonucleosides 5’-monophosphates (500 mpmole de chaque/ml) 
la quantite d’ADN present a la fin de l’incubation est considerablement plus 
&levee dans les tubes contenant les desoxyribonucleotides. Jusqu’a present, la plus 
forte difference observee fut de 81% correspondant a environ 21 pg de poly- 
nucleotides dans 1 ml de melange reactionnel. Une synthbe similaire de 
polynucleotides a Cte observee dans des melanges reactionnels contenant les quatre 
desoxyribonucleosides 5’-triphosphates mais pas d’ATP. Les preparations dialydes 
comme les preparations non dialysees de I’extrait sont capab!es de synthese de 
polynucleotides lorsqu’on leur fournit des desoxyribonucleosides triphosphates 
comme substrat. Dans une autre experience, la synthbse de polynucleotides fut 
realisee a partir d’un melange de dAMP, de dGMP et de dCMP non radioactifs et 
de TMP radioactif. Dans ce cas, il a CtC possible de calculer l’importance de la 
synthese nette a la fois par l’accroissement de la quantite de polynucleotides et 
l’augmentation de leur radioactivite et un accord satisfaisant a CtC trouve entre les 
resultats obtenus par ces deux methodes. 
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RESUME 

A partir de cellules de tumeur ascitique d’Ehrlich, un systeme enzymatique a 
ate obtenu; cdui-ci est capable de favoriser ~incorporation de th~idine tritiee 
(3H-TDR) dans I’ADN. Les cellules d’ascite sont detruites par choc osmotique et 
le systeme enzymatique est represent6 par une fraction ICgere obtenue par centri- 
fugation a haute vitesse. Le systtme exige la presence d’ATP, ion magnesium et 
une faible concentration de DPN. De I’ADN primer est necessaire; il peut etre de 
source variee; la digestion par la d~soxyribonucl~ase detruit son activite en tant 
que primer mais la chaleur accrogt son activiri. 

L’addition de trts faibles quantitts de dAMP, dGMP et dCMP augmente 
l’incorporation; des concentrations plus elevees l’inhibent. L’addition de deso- 
xyribonucleosides triphosphates correspondants stimule l’incorporation. 

I1 a CtC prouvt par des experiences de degradation que l’incorporation de 
JH-TDR ne represente pas une addition terminale d’une chaine pol~ucl~otidique 
preexistante d’un simple nucltotide ou d’un proXongement d’acide pol~hymidylique 
mais qu’elle reprtsente une incorporation au sein d’une nouvelle chaine poly- 
nucleotidique. 

Une synthese nette d’ADN a ttt observee en incubant le systeme en presence 
d’ADN primer avec quatre desoxyribonucleosides monophosphates et ATP ou 
avec les quatre d~soxyribonucl~osides tripllosphates sans ATP. 
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DISCUSSION 
P. ALEXANDER : 
(1) In view of the evidence by PELC that thymidine can be incorporated in Cl.0 

in cells where there is no net DNA synthesis, have you been able to exclude the 
possibility that thymidine exchange plays a part? 

(2) Can the conditions under what you observe DNA synthesis be considered 
physiological? 

J. N. DAVIDSON: 
(1) The answer to the first question is: (a) that our conditions are completely 

different from that of PELC and LACOUR who were working with intact cells; we 
use cell free extracts; (b) we have carried out net synthesis with the following 
m~xture~AMP, dCMP. dCMP and 3H-TMP. The net synthesis as measured 
chemically agreed well with the results found by measuring the incorporation of 
the 3H-TMP. This effectively excludes the possibility that our results are due to 
an exchange. 
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(2) The system appears to be as “physiological” as can be expected of a cell- 
free extract. Deoxyribonucleotides stimulate incorporation only at very low con- 
centrations-higher concentratioIls inhibit; they are present in tissues only in 
very low concentrations. 

It could be argued that thymidine itself is not a physiologi:al substance since it is 
not on the direct line of formation of TTP (thymidine triphosphate) in bio- 
synthesis : 

precursors--~d~x~ridylic acid--+TMP--+TTP 

T 
\ 

LDNA 
thymidine 

We have, however, shown that our system contains an enzyme which can 
phosphorylate thymidine to TMP (thymidine monophosphate). This enzyme is 
quite distinct from the enzyme which phosphorylates TMP to TTP. 

J. DAE~IELLI: Will the enzymesin your DNA-synthetizin~ system resist the solvents 
used in anhydrous separation of nuclei and cytoplasms? 

J. N. DAVIDSON: We do not know whether the enzyme systems concerned would 
withstand the procedures involved in the preparation of Behrens-type nuclei but 
we do know that frozen-dried extract retains its activity for some considerable 
time. 

J. H~~PPERT : 
(1) Les extraits cellulaires sont-ils stables ? 
(2) La difference d’activite d’un tissu a l’autre ne pourrait-elle &tre attribute a 

une difference de stabilite? 
J. N. DAVIDSON: 
(1) Les extraits gardert leur activite plusieurs jours si on fes conserve 21 l’ktat 

congele et plusieurs semaines a l’etat lyophilid. 
(2) La comparaison des tissus Ctait faite avec des extraits frais-en plus, dans le 

tableau comparatif les cellules d’ascite ne sont pas incluses-leur systeme enzy- 
matique pouvant @tre different. 

F. KASTEN : Would it be of any help in detecting loss of material from nuclei to 
cytoplasm use non-nucleated erythrocytes? 

J. N. DAVIDSON: I do not think so, since extracts of non-proliferating tissues 
such as kidney, are almost inactive 

P. MANDEL: L’enzyme trouve dans le cytoplasme ne peut-il pas provenir des 
noyaux au tours de la lyse des cellules pour separer les noyaux? 

C. L&BECQ: In relation to Prof Mandel’s question, is it possible to reinforce 
the cytoplasmic extract, in itself enzymatically active, by addition of nuclear 
extracts? Is a mixture of nuclear and cytoplasmic extract more active than the sum 
of the two ? 

J. N. DAVIDSON: Reinforcement has been tried but the results are not en- 
couraging. The situation is complicated by the presence of DNA in nuclear 
extracts, 

R. WEGMANN: What happens when UTP (uridine triphosphate) is used instead 
of ATP? 

J. N. DAVIDSON: We have tried to use it and found it may partially replace ATP. 


