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Abstract-A survey of major recent developments in the physical chemistry of deoxy- 
ribonucleic acids is given. The determinations of chemical composition have confirmed 
the classical correlations between the bases ratios. The fractionation shows a 
variation in the composition of a given DNA. Analysis of nucleotide sequences 
is now undertaken. First results reveal irregular distributions. Structural studies 
point out the possible importance of bonds other than hydrogen bonds: chelation by 
divalent cations, Van der Waals forces, etc. 

The determination of molecular weights and configurations is discussed. The 
influence of denaturation in the measurements at low concentrations is stressed. 
It is concluded that native DNA is a molecule with low flexibility and a molecular 
weight in the neighbourhood of 8,000,000. 

Analysis of homogeneity seems to show more heterogeneity in configurations than 
in sizes. This emphasizes the great importance of considering the occurrence of 
partly denatured states in fractionation procedures, particularly chromatography. 

Deoxyribonucleoproteins (DNP), as they are now prepared, are probably very 
close to their native state. The nucleohistones are constituted by one molecule of 
DNA, surrounded by an a-polypeptidic chain of histone more or less loosely 
bound. Small quantities of other proteins and lipids are perhaps present and the 
original DNP may be part of a complex structure in the cell. The conditions of 
extraction and fractionation are discussed. Nucleoprotamins have a more regular 
structure and tighter bonding between protein and DNA. 

The isolation and purification of several types of deoxyribonucleases II are 
reviewed. Differences in the mechanisms of action, the specificities and the metal- 
activation of DNases I, II and II1 are evidenced. Finally the importance of the 
enzymatic synthesis of DNA for the study of its duplication is stressed. 

SI les biologistes ne peuvent exiger que leurs confrkres, chimistes et physiciens, leur 
fournissent le mod&e complet et dttaillt d’une moltcule aussi gigantesque que celle 
de l’acide dCsoxyribonuclCique (ADN), ils sont en droit de demander par contre, 
qu’on leur apporte une rtponse g une sCrie de problkmes beaucoup plus simples: 
composition chimique et diffkrenciation des ADN de divers tissus et espkces 
animales, forme et dimensions moltculaires, voies de synthbe ou de dkgradation, 
etc. 

Au fur et g mesure de l’accumulation des donnkes expkrimentales, il semble 
qu’aucune rkponse & ces questions n’ait pu se dkgager clairement. En fait, certaines 
notions, telles que celle de la masse molkulaire, sont beaucoup plus douteuses 
aujourd’hui qu’elles ne le paraissaient il y a quelques anntes. Ceci ne signifie pas 
que nous nous Cloignons du but, mais simplement que nous devons revoir nombre 

3 



4 E. FREDERICQ, A. OTH et V. DESREUX 

des hypothkses, parfois trop simples, tmises ri I’origine et nous faire une conception 
plus neuve et plus subtile de ces molecules aux prop&es diroutantes. 

Nous ne voulons pas ajouter ici une revue de plus B toutes ceIIes qui, mieux 
que now ne pourrions le faire, ont trait6 ce vaste sujet au cows des dernieres 
an&es (CHARGAFF, 1955; CROOK, 1957; SHOOTER, 1957; MCELROY et GLASS, 
1957; SADRON et POUYET, 1959; Onzi&me Conseil de Clzimie Solcay, 1959). Nous 
voulons simplement essayer de dtgager, i la lueur des donntes experimentales 
recentes, ce qu’il faut abandonner de nos anciens concepts et les tendances nouvelles 
des hypotheses qui vont leur succtder. 

L’anafyse chjmique des bases puriques et pyrimidiques faite sur de nombreux 
tchantillons d’ADN d’origines tres diverses a confirm& les correlations devenues 
classiques entre les proportions molaires de ces bases. On a presque toujours 
(A pour ad&nine, T pour thymine, G pour guanine et C pour cytosine): 

A=TetG=C (1) 
A+G-C+T (2) 
A+C=G+T (3) 

La relation (2) exprime l’egalite entre la somme des purines et ceile des pyrimi- 
dines. La relation (3) montre que le nombre de groupes &amino est tgal au nombre 
de &hydroxy, ainsi que le postule le couplage des bases de la structure CRICK et 
WATSON (CHARGAFF, 1955). Ces correlations sont maintenues pour des rapports 
A/C variant de 25 h 0,s. Ces derniers rapports sont caracteristiques des differentes 
especes vivantes et parmi celles-ci, les micro-organismes presentent les plus grandes 
variations; A/G varie de 25 pour Clostridium pet-fiingens B 0,4 pour Micromono- 
sporn eoe~~~u (CHARGAFF, 1955) tandis que chez les animaux supCrieurs le rapport 
varie beaucoup moins et se situe aux environs de 1,4 --lr: 0,2. Notons en passant 
que pour I’ARN existe aussi I’identite (U pour uracile) : 

A+C==G+U 

11 est interessant de faire remarquer avec BELOZERSKY (1959) que si la composi- 
tion en bases puriques et pyrimidiques des ARN extraits de batteries ne varie 
qu’entre des limites assez Ctroites, il semble cependant exister une relation entre 
les valeurs des rapports ( (G i C)/(A -i- Tf ) de l’ADN et ( (G + C)/(A i- LJ> ) 
de I’ARN ; B un ADN d’une bacterie riche en guanine et eytosine correspond un 
ARN riche en les mgmes bases. 

On admet actuellement qu’au sein d’un organisme vivant superieur, on doit 
avoir une distribution du rapport A/G autour de la composition moy~nne carac- 
teristique de l’esp&ce. A ce sujet, l’etude du fractionnement de I’ADN du point de 
vue composition en bases est done t&s importante. 11 y a encore peu de donnkes 
experimentales (CRAMPTON et al., 1954; LIPSHITZ et CHARGAFF, 1956; BIJTLER, 
1959) mais il est certain que cette voie permettra d’obtenir des renseignements de 
plus en plus p&is sur la relation tventuelle entre les caractkres hkkditaires et 
la composition en bases. L’analyse des sequences suivant lesquelles 1~ bases sent 
disposc!es reprCsente un travail knorme qui a et& a peine entamt. L’etude de l’acide 
apurinique r&&e l’existence de portions de chaines ~nti~rement substiMes par 
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de la thymine; SHUGAR a isolt jusqu’g des pentanucl6otides de thymine (ADAMIEC et 
SHUGAR, 1959). Les premiers rksuttats indiquent done que des skquences contenant 
plusieurs purines ou pyrimidines seraient plus frkquentes qu’une alternance 
rCguli&e Pu-Py (SHAPIRO et CHARGAFF, 1957). 

Structure 
La structure en double hdice de CRICK et WATSON, formCe de deux chaines 

polynucl~otidiques compl~mentaires maintenues par des liaisons hydrogkne. 
permet d’expliquer raisonnablement l’ensemble des principaux rksultats expCri- 
mentaux. Cependant, certains B I’heure actuelle, mettent en doute l’intervention 

unique de liaisons hydrogkne pour la stabilisation de 1’Cdifice molkulaire. En 
particulier, 1’Ctude de la dknaturation thermique (STURTEVANT ef al., 1958) ou 

acide de I’ADN, indique qu’une petite partic seulement de ces liaisons entre paires 
de bases est nkessaire. II ne faut pas perdre de vue que d’autres types de liaisons 
pourraient jouer un rBle important: interactions de van der Waals, intervention de 
cations bivalents, etc. Des travaux r&cents montrent que les cations aicalino- 
terreux sont fortement IiCs par les acides nuclCiques (WIBERG et NEUMANN. 1957; 

ZUBAY et DUTY, 1958); ils infiuencent certainement la stabilitC et 1’Ctat d’agrigation 
de ces molkules. Rappelons aussi que RICH a montrC que les ions Mn2+ et Mg?+ 
acdlkrent co~lsid~rablement la formation de la double h&lice & partir de chaines 
isolkes de polyribonucl6otides (FELSENFEL.D et RICH, 1957). 

La g&Cralisation de la double helice comme structure universelle de I’ADN 
semble avoir CtC un peu prCmaturCe car rkemment, SINSHEIMER (1959) a isol6 
g partir d’un bactCriophage (d, x 174) un ADN qui serait constitd d’une chaine 
simple avec toutes les caracttristiques physico-chimiques d’un polyklectrolyte 
flexible. Sa composition chimique ne vkrifie plus les relations g&&ales A = T et 
G = C et son poids moltkulaire serait de l’ordre de 1,6 x IO”. Quant aux Ptudes 

de rayons X. les plus rkentes ont port6 principalement sur les nuclt?oprotCines dont 
nous parlerons plus loin. 

Les mkthodes classiques de determination de la masse mol~culaire de hauts 
polymtres sont applicables tjl I’ADN. Cependant, du fait des grandes dimensions 
et de I’incertitude quant au degrC de flexibilitk de cette particule, les resultats 
obtenus par les mtthodes de diffusion lumineuse, ultracentrifugation et viscositi 

doivent &re interprttks avec circonspection (SADRON, 1959; BUTLER et al., 1959). 
II y a quelques anrkes en effet, g partir de la mtthode de diffusion mol~culaire 

de la lumikre, DOTY et RICE (1957) avaient propost? un poids molCculaire de I’ordre 
de 6 B 7 x lo6 pour I’ADN natif. Depuis lors, en examinant d’une mar&e plus 
critique les possibilitCs et les limites d’utilisation de cette mtthode dans le cas de 
dimensions mokculaires qui sont grandes par rapport B la longueur d’onde de la 
lumikre, on a constat que l’extrapolation des mesures expkimentales ttait peu 
justifiable et qu’en fait on ne pouvait determiner que le rapport masse mol~culaire/ 
longueur qui serait pour I’ADN de 200-250/A. Cette dernikre valeur est en bon 
accord avec la valeur thCorique calculte d’aprks le mod&le de CRICK et WATSON, 

qui est de 204/A (SADRON, 1959). 
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D’autre part, si on veut combiner les mesures de vitesse de sedimentation et de 
viscosite, on est conduit a utiiiser arbitrairement des mod&es, batonnet ou pelote 
gaussienne, d’apres lesqueis les valeurs de poids mol~~ulaire varient du simple au 
double: 6 x lo6 (batonnet) 12 x IO6 (pelote). Pour trancher entre ces possibilitts, 
ii faut Ctablir avec certitude la configuration exacte de I’ADN en solution. Or la 
mesure qui est la plus sensible a cet effet est la viscosite. Les resultats experimentaux 
assez nombreux indiquent ii premiere vue une absence totale de correlation entre 
masse molGculaire et viscosite (SADRON et POUYET, 1959; SADRON, 1959). En fait, 
de nombreux facteurs tels que te mode de preparation, l’histoire de ~~chantillon, 
la force ionique, la concentration, le pH, etc., peuvent influencer la stabilite de la 
molecule et fausser l’interpretation des resultats. Nous allons examiner ce change- 
ment de structure auquel on a donne le nom de denaturation. 

La stabilite de la double helice de CRICK et WATSON est assuree par l’existence 
d’un grand nombre de Iiaisons hydrogene entre les bases puriques et pyrimidiques 
des deux chaines. De nombreuses experiences dtmontrent que cette structure doit 
s’alterer profondtment sous I’action d’agents chimiques capables de rompre ces 
liaisons, par action thermique, ou simplement par des variations relativement 
faibles darts la composition du milieu, force ionique, pH, concentration en ADN, 
constante dielectrique, bref tous les facteurs qui influencent le comportement des 
polyelectrolytes en solution (THOMAS, 1954; CAVALIERI et. al., 1956; CAVALIERI et 
ROSENBERG, 1957 ; Cox et PEACOCKE, 1957a ; EHRLICH et DOTY, 1958 ; OTH, 1959a; 
DUCGAN et al., 1957; SHACK, 1958). 

La d~naturation par diminution de concentration en ADN est rendue manifeste 
par i’augmentation du coefficient d’extinction a 260 rnp, que l’on observe sur des 
solutions d’ADN a 0,OOOOl g/ml, augmentation qui resulterait de la destruction 
des liaisons hydrogene de la double htlice. L’effet est d’autant plus fort que la 
force ionique est plus faible. On doit done s’attendre a ce que cette disparition de 
la rigidite de la structure aux faibles concentrations et forces ioniques se marque 
dans ies mesures de viscosite. En effet, l’allure des courbes de viscosite reduite en 
fonction de la concentration en ADN aux faibles forces ioniques semble bien 
indiquer qu’il y a une concentration en ADN a partir de laquelle une importante 
modification structurale s’est produite (OTH, 1959b). 

D’autre part, par abaissement progressif du pH, on observe une chute importante 
de la viscosite qui se produit pour des pH d’autant plus prb de 7 que La solution 
est plus diluee en ADN et que la force ionique est faible. Les mesures de sedimen- 
tation d’A. OTH (1959a) rev&lent, dans certains cas (force ionique 0,005 a 0,OOOS) 
l’apparition de deux composants distincts qui representeraient les deux formes 
d’ADN, native et dtnaturte. On observe Cgalement que le pH pour lequel il y a 
50% de chaque forme est d’autant plus prbs de 7 que la force ionique est basse 
et que Ja concentration en ADN est faible. 

Remarquons que ces phenomenes de denaturation ne sont que partiellement 
reversibles, c’est a dire que l’on ne parvient jamais a retrouver les proprietes 
physicochrmiques des solutions de depart, en restaurant les conditions initiales. 
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La rCversibilit6 est d’autant plus pot&e que la denaturation a Ctt effectuee moins 
loin, ainsi que le montrent notamment les courbes d’electrotitration (COX et 
PEACOCKE, 1957b). Mais it est logique d’admettre que la r~onstitution des liaisons 
hydrogene s’effectue, en partie tout au moins, au hasard et ne restaure pas la mole- 
cule native; on ne peut done parler de reelle reversibilite. 

Reexaminons a present les determinations des grandeurs moleculaires et surtout 
les viscosites a la lumiere de ces don&es. 

La viscosite de I’ADN, en raison de la forte asymetrie moleculaire, varie forte- 
ment avec le gradient de vitesse. Aussi a-t-on Ctudie la viscosite a differentes forces 
ioniques en vue d’etablir la flexibilite de la molecule, par analogie avec les pro- 
prittes connues des polyelectrolytes de synthese. Lorsque les viscosites a gradient 
nul, sont tracees en fonction de la concentration en ADN, les courbes a differentes 
forces ioniques semblent converger vers un mCme point. On en avait conclu a la 
rigidite des particules (SADRON, 1959; CONWAY et BUTLER, 1954; EISENBERG, 1957). 
Or d’apres la discussion prtckdente, la configuration change completement dans 
le domdine des tres faibles concentrations et l’on ne peut Cvidemment par extra- 
polation tirer de conclusions quant a la forme des molecules a I’ttat natif. 

En conclusion, on ne peut done affirmer le caractere totalement rigide des 
molecules d’ADN natif. L’interpretation la plus raisonnable des don&es de 
diffusion lumineuse et viscosite, suggere une AexibiJitC limide et une forme un 

peu pelotonke avec des dimensions moyennes entre les extrtmitCs de la chaine 
de l’ordre de 6 a 7000 A dans des solutions de force ionique physiologique, et un 
poids moleculaire voisin de 6 a 8 000 000. Pour I’ADN totalement denature, la 
configuration est Ctablie de facon plus certaine: c’est une pelote statistique qui, 
dans l’eau pure, tend a affecter une forme &endue de 40 000 A de long et a force 
ionique plus elevee, a la forme d’une sphere de 2 a 3000 A de diametre, impermeable 
du point de vue hydrodynamique. Son poids moleculaire est de 6 000 000 (DOTY 
et RICE, 1957; OTH, 1959a) Si l’on admet que la denaturation n’entraine pas de 
variation du poids moleculaire, ceci etablit alors sans ambiguite le poids moltculaire 
de I’ADN natif. 

D’apres les diagrammes de sedimentation de BUTLER {BUTLER et al., 1959; 
SHOOTER et BUTLER, 1956) il semble que I’ADN soit fortement polydisperse. 
Cependant, il est difficile de differencier les effets de forme moleculaire des effets 
de masse, d’autant plus que, suivant le mode de preparation et I’histoire de I’echan- 
tillon, on peut avoir un certain pourcentage de denaturation. Ceci vient encore 
compliquer l’analyse de la polydispersit~. 11 est raisonnable de penser que le mode 
de preparation introduit un certain degre de polydispersite de masse, d&pendant 
des conditions d’extraction (turmix, action enzymatique, etc.). Notre propre 
experience peut Ctre resumee de la man&e suivante: le fractionnement de la 
nucleoproteine par precipitation graduelle en fonction de la concentration saline 
entre NaCI 1 M et 0,I M, suivi de la tran~ormation en ADN par traitement au 
detergent, fournit, aux erreurs experimentales p&s, des ADN de meme viscosite 
intrinstque. Par consequent, ils ont tres probablement les memes poids moleculaires 
De m&me, par chromatographie de I’ADN sur poudre de cellulose, on isole un 
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grand nombre de fractions qui, mesurees darts les memes conditions, donnent 
sensiblement les memes viscosites intrinseques. 

A moms que ces deux methodes ne soient absolument insensibles aux dimensions 
moleculaires, on doit en conclure que I’ADN serait beaucoup moins polydispersi 
que ne le suggere l’analyse par ultracentrifugation. Par contre, les possibilites 
de denaturation a differents degres doivent Ctre prises en consideration lors de 
fractionnements. La methode chromatographique est de plus en plus utilisle et il 
faut sans doute accueillir avec reserves les resultats (BENDICH. et d.. 1959). D’aprb 
notre experience, il est possible d’isoler avec une bonne reproductibilite diff&ents 
composants par i’emploi de poudre de cellulose, mais I’existence de formes dena- 
turees vient vraisemblablement compliquer la separation. 

De nombreux auteurs insistent de plus en plus a l’heure actuelle sur la necessite 
de controler rigoureusement les details pratiques de preparation et d’eviter tout 
traitement susceptible de provoquer des denaturations partielles ( SADRON et 
POUYET, 1959; BUTLER, 1959; DUGGAN et al., 1957), par exemple prkipitation a 
l’alcool ou au detergent; en outre, il faut etiminer toute trace de proteine. 

Dans notre laboratoire (OTH et DESREUX, 1957) nous avons milk! avec succirs 
une technique bake sur la dissociation de ia nucleohistone en solution saline 2 M 
ou 1 M. Cette solution, centrifugee pendant 10 hr a 40 000 tourj/min fournit un 
sediment d’ADN, J’histone restant en presque totalite dans le surnageant. Un second 
traitement du sediment produit de I’ADN depourvu d’histone. 

Dl?SOXYRlBONUCL~OPROT~lNES IDNP) 

Les DNP restent fort mal connues, aussi bien du point de vue de leur composition 
que de celui de leur structure moleculaire. En fait, on a naguere mis en doute leur 
existence en tant qu’unites biologiques et certains ont suppose qu’elles pourraient 
resulter d’une combinaison accidentelle formee entre proteines basiques des noyaux 
cellulaires et acides nucleiques, lors de l’extraction de ces derniers. Ii semble bien 
Ctabli a present que l’acide nucleique est en gtnlral uni h des composants pro- 
teiques dans les cellules et que les DNP telles que nous Ies extrayons ne sent pas des 
crCations artificielles. Les DNP reconstituees a partir d’acides nucleiques et de 
proteines ont des proprietes analogues aux DNP prepartes par extraction directe 
mais n’y sont jamais identiques. Elles perdent, par exemple. la capacit6 de former 
des gels rigides en l’absence de sels. Les diagrammes de rayons X obtenus a partir 
de noyaux entiers sont analogues a ceux des DNP et s’interpretent le plus aisement 
en supposant qu’il existe une combinaison plus ou moins lache entre ADN et 
proteines (WILKINS, 1957, 1959). 

Par chromatographie, CRAMPTON (1957) a mis en evidence des differences 
incontestables dans la composition chimique des histones que l’on extrait de DNP 
natives ou reassociees. Ceci indique qu’au moins une partie des composants des 
nucltohistones sont in z&o combin& originellement suivant une structure qui 
n’est pas retablie par une reassociation effectuee au hasard. 
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Composition 
Le classement des DNP est fort ancien et n’a pas beaucoup progresst depuis 

qu’on y a reconnu la presence de deux sortes de prottines basiques: histones et 
protamines. La transformation de nuclCohistone en nuclCoprotamine lors de la 
formation du sperme a Ctt suivie en particulier par VENDRELY et al. (1958): dans 
certains cas, la composition chimique de la nuclCohistone subsiste, dans d’autres, 
elle est considtrablement simplifite avec production de “nucltoarginine”. Les 

DNP extraites d’Escherichia coli semblent rep&enter un type encore diffkrent de 
nuclioprot&nes (PALMADE et a/., 1958; ZUBAY et WATSON, 1959). Une grande 

partie de I’ADN existerait B 1’Ctat libre dans ces bactCries (WILKINS et ZUBAY, 
1959). Ce fait confirme que le r81e jouC par la protCine dans les fonctions gCnP- 
tiques de la DNP doit &tre tout B fait secondaire. 

I1 est bien possible que dans les noyaux de la plupart des organismes, 1’ADN 
soit attach6 B d’autres constituants et notamment B des protlines non-histoniques. 
MONTY et DOUNCE (1958) ont isoJC une DNP de noyaux de foie de rat, contenant 
une protline de nature non-histonique g laquelle il est fixt par des liaisons co- 

valentes. La plupart des prkparations de DNP contiennent probablement un peu 
de lipides, ainsi qu’il a et6 ttabli notamment par les diagrammes de rayons X 
(WILKINS, 1957, 1959). 

En prenant certaines prCcautions, DOTY et ZUBAY (1956, 1959) ont rCcemment 

obtenu une DNP complttement dispersee, non gClifiable et apparemment homo- 
gene. 11s en ont conclu que ces particules pourraient bien rep&enter I’unitC 
fondamentale des chromosomes. Cette affirmation semble reposer sur des bases 
expCrimentales insuffisantes (DOUNCE et O’CONNELL, 1958). Jusqu’g preuve du 
contraire, la formation de gels rigides est une propriCte inhCrente aux DNP 
natives et qui disparait immidiatement d2s que celles-ci sont soumises B des 

traitements ICgkement dkgradants (actions enzymatiques trts mod&+es) ou 
dknaturants. La rigidit est un indice de l’existence d’interactions considCrables 
entre particules allongCes de DNP: elle se manifeste a des concentrations de 
l’ordre du 0,Ol “A et est bien plus marquee que dans I’ADN. Dans ces conditions, 
on ne peut attribuer qu’une valeur trts relative aux critkres habituels d’homo- 

gCnCitC, meme B de faibles concentrations. 
Tout ce que nous pouvons dire c’est que la DNP telle que nous la prCparons par 

des mCthodes relativement deuces et en kvitant autant que possible toute digrada- 
tion, est structurellement assez proche du complexe macromoleculaire ou d’une 
partie du complexe, qui dans les chromosomes contient I’ADN et au sein duquel il 
peut exercer ses fonctions gCnttiques. 

Extraction-fractionnement 
11 est certain que l’utilisation du verstne dans le solvant d’extraction, prCconisCe 

par DOTY et ZUBAY (1956, 1959) conduit 5 l’obtention d’une DNP beaucoup plus 
stable que la priparation au citrate par exemple. Dans cette dernikre, il y a en effet 
apparition trb rapide de composa’nts dCgradCs, solubles dans NaCl 0, 01 M et 
dtpourvus de rigidit (SHOOTER et BUTLER, 1957). La dCsoxyribonuclCase (DNase) 
1 semble Ctre la principale responsable de la transformation qui se produit lors 
de l’extraction de la DNP et la rend inapte 2 former des gels. 11 s’agit initialement 



10 E. FREDERICQ, A. OTH et V. DESREUX 

d’une separation de la proteine et de I’ADN (DOUNCE et al., 1957). Cette 
action est inhibte par le versene. Mais il se produit certainement d’autres degrada- 
tions et en particulier des proteolyses qui ont un effet plus lent mais qui provoquent 
a plus ou moins longue tchtance, mCme a froid, la degradation de la DNP. En fait, 
il est plus facile de preserver la portion ADN de l’action des DNases par des 
inhibiteurs que la portion histonique. 

En extrayant des thymus en presence de verdne et en reduisant au minimum 
I’homog~nisation au turmix, nous avons obtenu une DNP qui reste stable plusieurs 
mois en chambre froide. Par centrifugation fraction&e, on peut y &parer deux 
composants, stables tous deux, dont l’un est dtpourvu de rigidite dans l’eau pure, 
l’autre &ant totalement responsable de la formation des gels rigides. Ces deux 
constituants ont des viscosites intrinstques tres voisines, ce qui indique que leurs 
particules doivent &tre analogues du point de vue dimensions. Par precipitation 
fractionnee, on a deja mis en evidence, dans notre taboratoire, l’existence de deux 
fractions dans la DNP, soit en procldant a faible force ionique (OTH et DESREUX, 
1957) soit a force ionique comprise entre 0, 15 et 2. 

La sensibilite des histones aux actions enzymatiques rend leur etude delicate 
(CRAMPTON et al., 1957). Moyennant certaines precautions, on a pu dans differents 
laboratoires isoler et fractionner ces proteines et on a trouve qu’elles se resolvaient 
en deux fractions principales, dont l’une contient beaucoup de lysine et l’autre 
beaucoup d’arginine (MOORE, 1959). La premiere a un poids moleculaire de 
10 000, la seconde de 16 000 (TRAUTMAN et CRAMPTON, 1959). I1 est possible que 
ces deux fractions soient elles-m&mes heterogenes. 11 est inttressant de constater 
que, dans la mesure du pouvoir de resolution limit6 des methodes actuelles, on 
trouve des compositions trb semblables pour Ies histones extraites de differents 
tissus (MOORE, 1959) foie, rein et thymus de veau. D’aprbs VENDRELY et nl. (1958) 
m&me d’une espece animale a I’autre, la composition en acides amines resterait 

trb semblable. 

Structure molhlaire 
En ce qui concerne la structure de la DNP, seuls quelques progres sont a signaler 

dans l’etude des diagrammes de rayons X. I1 est bien etabli a present que 1’ADN 
conserve dans la DNP la configuration qu’il possede a l’etat isole. I1 faut distinguer 
les structures de nucleoprotamine et celles de nucleohistone. Dans les nucleo- 
protamines, la partie proteique, sous forme de chaine polypeptidique a configura- 
tion-g est enroulee autour de la double helice de I’ADN dans la petite gorge 
separant deux chaines pol~ucl~otidiques. Les molecules d’ADN sont paralleles 
entre elles ce qui confere a l’ensemble une structure ordonnte, prtsentant de la 
birefringence (WILKINS, 1957, 1959). Par contre, la nucleohistone ne presente pas 
l’aspect regulier de fibrilles paralleles. Les chromosomes n’ont pas de bire- 
fringence. On en a conclu que I’ADN y est enroule en pelote par suite de sa com- 
binaison avec I’histone. Cette dernibe serait elle-meme, en grande partie sous 
forme d’helice-a avec une quantite notable de liaisons hydrogene (DE LozB, 1958). 
WJLKINS (1957, 1959) suppose que l’histone aurait une association assez Bche 
avec I’ADN. Elle se trouverait dans la grande gorge de la double helice et servirait 
en quelq,ue sorte de pont entre les molecules d’ADN. Les azotes basiques de 1’ADN 
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ne seraient pas recouverts et resteraient hbres d’entrer en reaction chimique. Ainsi 
le role de l’histone serait essentiellement de joindre les molecules d’ADN dam 
les chromosomes des organismes superieurs, dans un groupe coherent, trans- 
portable en bloc durant la mitose. Dans la nucleoprotamine, caracteristique du 
sperme, le remplacement de l’histone par la protamine provoquerait un deroule- 
ment de I’ADN. 

La nature des liaisons chimiques entre ADN et autres cons&ants des DNP n’a 
jamais CtC directement Ctablie. Si I’existence de liaisons salines entre groupes 
phosphates et groupes basiques prottiques est de plus en plus Cvidente, certains 
n’tcartent pas d’autres possibihtes: liaisons covalentes (MONTY et DOUNCE, 
1958), chelation par des cations bivalents (KIRBY, 1957). On sait en tous cas que 
les nucleohistones contiennent du sodium equivalent a 20% des groupes phosphates, 
ce qui fait supposer que SOyi:, d’entre eux forment les liaisons salines, le reste 
ttant libre pour d’autres interactions. 

Toutefois d’apres VENDRELY et al. (1959), dans les noyaux eux-memes, la propor- 
tion histone/ADN serait plus tlevee et tous les groupes phosphates seraient neutra- 
lises par des groupes histoniques. Cette facon de voir est confirmte par des rtsultats 
inedits de notre laboratoire: la precipitation fractionnee de nucleohistone a force 
ionique variant de 1 a 0,l indique que la DNP precipitee garde toujours une com- 
position voisine de 55% d’histone et de 45% d”ADN, mais que par contre de 
l’histone pure reste soluble a force ionique 0,115. Par consequent, lors de l’extraction 
des tissus, on ~ppauvrirait la nucl~oprot~ine native en histone et J’on isolerait 
toujours une nucl~oprot~ine ayant un excb d’ADN. 

PtqwiPtb physico-chimipes en solution 

En raison des difficult& d’interpretation des mesures effect&es SW des solutions 
de particules a haut degre d’interactions, on a peu de don&es precises sur les 
proprietb physico-chimiques des DNP. Elles sont pratiquement limitees a la nucleo- 
histone de thymus. On doit l’etudier dans l’eau pure, milieu ou elle forme des gels 
ou dans des solutions salines quelques dixiemes molaires, oh elle commence a se 
dissocier partiellement. Elle est extremement sensible a de faibles variations de 
force ionique ou de pH et est agrtgee et prtcipitte par des concentrations de Ca ou 
Mg a partir de lo-* M (FRICK, 1958). 

DOTY et ZUBAY (1959) ont fait une strie de determinations physico-chimiques 
sur la nucl~ohistone de thymus. M@me si l’on ne peut admettre sans reserves le 
caracttre tout a fait natif de ces solutions depourvues de rigidid, elles ont et6 
prepartes dans des conditions telles que du point de vue structurel, elles doivent 
etre tres proches de la DNP originale. Un poids moleculaire de 18 000 000 a CtC 
trouve pour ces particules. Comme elles contiennent environ 4796 d’ADN et 
530/, d’histone, il est bien ttabli qu’elles representent une molecule unique d’ADN 
(poids moleculaire environ 8 000 000). Leur asymetrie est moins tlevee que celle 
de I’ADN. Tout indique que la nucltohistone, tout en &ant encore tres loin de la 
pelote statistique, serait dans une certaine mesure, plus repliee sur elle-m&me que 
I’ADN, sa longueur atteignant 4000 A, soit la moitie de celle des molecules d’ADN. 
Au microscope Clectronique, la DNP apparait sous forme de longs filaments 
d’environ 30 A de diamkre. 



12 E. FREDERLCQ, A. UTH et V. DESREUX 

En r&me, la n~cl~oh~stone est composee, a queIques pour-cent pres, dune 
molecule intacte d’ADN amour de laquelle est rtgulierement enroulee la chaine 
polypeptidique de i’histone. Le probieme immtdiat sera d’etablir comment ces 
longs filaments sont disposes dans le chromosome: y ferment-iIs des entites bien 
distinctes plus ou moins independantes ou seraient localides les proprietes 
genetiques, ou sent-ils associes en un reseau complexe, comprenant d’autres 
composes chimiques, proteines ou Iipides. intimement fondus darts la structure 
chromosomique? 

L’attention des biofogistes s’est surtout portie au cows des dernieres annees 
sur les DNases dites du type If, c’est-a-dire ceties qui ortt teur optimum d’activite 
en milieu acide et sont actives en l’absence de cations divalents. Le nombre de 
DNases de ce type augmente rtgulicrement et ii ne fait pas de doute qu’on ait 
affaire a toute une serie d’enzymes differents. 

Les DNases 11 intracellulaires, que I’on extrait de divers organes w-tout thymus 
et rate. sont extrCmement voisines sinon identiques (FREDERIC-Q et OTH, 195X). 
Divers proctdes ont Cte utilises pour les purifier (KOERNER et SINSHEIMER, 1957a: 
KOSZALE;A et al.. 1959: SHI~~O~~URA et LASKOWSKI, 19.57). Dans notre laboratoire, 
nous avons abtenu un tres haut degre de purification des DNases de rate et de 
thymus par chromatographie sur hydroxylapatite ( FREUERICQ et OTH. 1958). 
Les DNases II 21 propriCtCs nettement differentes ont et@ extraites de tissus de 
cycclostomes. de cultures de protozoaires, de venin de serpent et de liait (HAESSLER 

et CcwINGHAM, ‘1957) ainsi que de tissus prostatiques (BOWAN, 1958). II existerait 
done des DNases I1 extracellulaires. 

Enfin un troisiltme type de DNase a ete isolt de cultures bacteriennes et notam- 
ment de I~~~~,~~co~~~~ p_wgenes ~~UNNI~GHA~~ et al., 1956) et purifie (PRIVAT t>E 
GARILHE et nl., 1958). Son optimum d’action se situe a pH 8.6, en presence de 
CaCI, 0,Ol M. 

L’ctude physico-chimique de la degradation enzymatique n’en est qu’a ses 
debuts. Une des acquisitions recentes en ce domaine est la decouverte que la 
DNase I attaque la liaison phosphoester pres du 3-C du sucre (PRIVAT LX CAKILHE 
et rd.. 1957). la DNase II ainsi que Ia DNase bacterienne, attaquant cette liaison 
pris du S-C (PRBAT DE GARILHE, 1957; KOERN’ER et SINSHEIMER, 1957b); les 
oIi~on~cl~otides produits portent respectivement leur groupe pbospboriq~e 
terminal en 5’ et 3’. 

Peu de donnees existent quant a la specificit& des DNases. La DNase bacterienne 
a la specificite la ptus faihle: elle attaque 60 a 705, des liaisons phosphoesters. 
Apres elle se situe la DNase f qui attaque 30 2 35 ?& de ces liaisons. La vitesse de 
degradation diminue Cnormement quand le poids mokulaire des substrats 
decroit (FREDERICQ, 1958a, 19.59). II n’est done pas certain qu’il y ait une specificite 
dans la position des liaisons attaquees; il se pourrait que la DNase I necessitat 
pour etre active la structure organisee de moltkules d’ADN relativement grandes. 
On a toutefois demontre I’absence de certaines sequences (ad&nine-cytosine) dans 
les hydrolysats (PRIVAT DE GARILHE t~f al., 19.57) et f’hydrolyse preferentielle de la 
sequence purine-~yrimidine (POTTER PI a/+, i 958). 
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Enfin, I’existence dune specificite de la DNase II est rendue tres probable de 
faGon indirecte (FREDERICQ, 1958, 1959a). Son action s’arrete a un stade relative- 
ment peu avance (IO St 15% des liaisons) et produit peu de petits nucleotides. Elle 
se montre incapable ~attaquer les hydrolysats partiels obtenus B partir de l’action 
de DNase I. Directement, on a montre que la sequence pyrimidine-purine Ctait 
absente dans les trinucltotides des hydrolysats (LAURILA et LASKOWSKI, 1957). 

L’activation des DNases par les ions metalliques souleve une serie de problemes 
interessants. La DNase I est fortement activee par les ions Mn, un peu moins par 
Mg et Co, trts peu par Ca et Ni. II y a corrCIation entre la combinaison de Mn et 
Mg avec I’ADN et leur effet activant. Mais les ions Ca ont un pouvoir synergique 
puissant en presence de Mg (WIBERG, 1958). Par contre, la DNase I est peu 
activee par Mg lors de l’hydroiyse d’oligonucl~otid~s mais beaucoup plus par 
Ca (FREDERICQ, 1958a, 1959). Elle est inhibee par les agents complexants. citrate 
ou vex&me. La DNase II est activee par Mn et Mg surtout, un peu moins par Ca et 
Zn; il existe un rapport stoechiom~trique entre la quantity d’ADN et cetle des ions 
metalliques dormant le maximum d’activite, ce qui indique la formation d’un 
metallosubstrat (OTH et al., 1958). La DNase II est tgalement activee par le citrate 
et le verstne, ce qui semble indiquer que des metaux lourds a effet inhibiteur 
accompagnent les preparations d’ADN ou de DNase. 

La presence d’histone dans les DNP exerce un effet inhibiteur sur I’action de 
la DNase qui se trouve retardee en fonction de la quantite d’histone lice a I’ADN. 
Ceci est vrai aussi pour les DNP reconstituees (DE LozB, 1958; KLAMERTH, 19.57). 
11 faut remarquer que seules les DNP degradees ou artificieIIement appauvries en 
proteine peuvent etre etudiees B l’etat soiuble dans des conditions de force ionique 
moyenne. Toute etude enzymatique de DNP proches de l’etat natif, devra se faire 
en milieu h&kogGme. 

Une interessante observation de MONTY et DOUNCE (1958) est l’apparition de 
complexes de polynucleotides et d’acides amines dans les produits de degradation 
de DNP de foie par la DNase I. La confirmation de telles experiences serait une 
indication precieuse sur le mode de degradation et peut-etre de synthise des 
DNP: polym~risation d’unites monomeres completes, acide amine et nucleotide, 
ou synthese de prodines sur une molecule d’ADN prealablement constitde. 

En conclusion, les DNases n’ont en commun que la propriete d’hydrolyser les 
liaisons phosphoesters des ADN. Certaines necessitent un substrat & poids 
moleculaire Clevt, d’autres sont actives jusqu’au stade de nucleotides ;i faible 
degrC de polymerisation. Elles sont activees par les cations bivalents, analogues 
a ceux qui jouent un role dans la plupart des &actions d’hydrolyse et de transfert 
des groupes phosphoriques, c’est-ii-dire les ions alcalino-terreux et le Mn, mais 
l’intensite et les modalites de l’activation different considerablement d’un enzyme a 
l’autre. 

L’hypothese suivant laquelle la DNase II jouerait un r6le particulier dans la 
synthese de 1”ADN dans Ie cytoplasme a requ un appui des experiences de 
CH~~VREMONT et al. (1957, 1959 a et h et 1960) montrant l’apparition d’ADN 
dans les mitochondries de fibroplastes de poulet sous l’action de cette DNase. 
II est a souhaiter que I’on arrive a Ctendre de telles experiences qui constituent 
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a l’heure actuelfe le seul 22 cond~cteur dans ie domaine partic~i~rement obscur 
de l’intervention des DNases dans le metabolisme des ADN. 

De nouvelles perspectives s’ouvrent dans le domaine de la synthese enzymatique 
de I’ADN gr$~e aux brillants resultats de l’ecole de K~RNBERG (LEHMAN er al., 
1958a, b). Les derniers travaux ont montre que la composition en bases d’ADN 
synthetist par l’action de polymerases sur des desoxyribonucleotides triphosphates, 
Stait ind~pendante des proportions molaires mises en oeuvre, mais etait la ptupart 
du temps determike par la composition de I’ADN “primaire” que l’on doit 
necessairement ajouter au milieu pour realiser la reaction (BESSMAN et al., 1958). 
Ceci reste vrai, meme lorsque le “primaire” est constitue de polyd~soxyribonucl~o- 
tides synthetiques, contenant uniquement de l’adenine et de la thymine: le produit 
de la nouvelle synthese ne contient que ces bases. I1 semble au.4 que le poids 
moieculaire de I’ADN synthetid soit identique Zt celui de I’ADN primaire. Tout 
ceci indique que l’addition successive des nucleotides doit s’effectuer sur l’acide 
primaire agissant comme un mottle, ce qui implique peut-&tre, une dissociation 
prealable de celui-ci. L’extension de ces experiences grace a I’obtention de pofy- 
merases purifiees, de haute activite spkifique, permettra sans doute d’eclaircir 
bon nombre de problemes intimement lies et d’importance fondamentale pour 
le biologiste: synthhe des ADN, dissociation et duplication des doubles chaines, 
etc. 

On decrit les developpements Ies plus importants, survenus recemment dans la 
~hys~co-ehim~e des acides d~sox~~bon~~l~~ques. Les d~terminat~ous de composition 
chimique ont confirm6 les correlations classiques entre les rapports des bases. Le 
fractionnement revele des variations dans la composition d’un ADN donne. 
L’anafyse de la sequence des nucleotides a et& entreprise. Les premiers resultats 
montrent des distributions irregulieres. Des etudes structurales soulignent I’impor- 
tance possible de liaisons autres que les liaisons hydrogtne: chelation par des 
cations bivalents, forces de Van der Waals, etc. 

On discute la determination des poids moleculaires et des configurations. On 
met en evidence I’inAuence de la denaturation dans les mesures a faible concen- 
tration. On en conchtt que I’ADN natif est une molecule a basse flexibilitt dont le 
poids moleculaire se situe aux environs de 8 ooo ooo. 

L’analyse de l’homogeneite semble indiquer plus d’h&CrogennCitC dans Ies con- 
figurations que dans les tailles. Ceci montre combien ii est important de prendre 
en consideration les &tats de denaturation partielle lots de fractionnements, et 
notamment dans la chromato~aphie* 

Les d~soxyribonu~~~oprot~ines, telles qu’on les prepare ti present, sont probable- 
ment tres proches de leur &at natif. Les nucleohistones sont constituees d’une 
molecule d’ADN, entouree dune chaine a-polypeptidique d’histone, plus ou 
moins ~~cheme~t like. De petites q~ntit~s d’autres proteines et de lipides sont 
peut-etre presentes et la nucleoproteine originale pourrait bien faire partie dune 
structure complexe dans la celiule. On discute les conditions d’extraction et de 
fractionnement. Les nu~l~oprotamines ont une structure plus reguliere et les liaisons 
entre proteine et ADN y sont plus fortes. 
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On passe en revue I’isolement et la purification de diffkents types de ddsoxy- 
ribonuclkases. On met en Cvidence les diffkences entre les mkcanismes d’action, les 
spkificitts et l’activation par les m&aux des DNases I, II et III. Enfin on souligne 
I’importance de la synth&se enzymatique de I’ADN pour I’Ctude de sa duplication. 
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R. WECMANN: En fait, le problt?me de d~uatura~on partielle est extr~memcnt 
intdressant puisqu’on peut l’observer par la position des bandes spectrales des 
fonctions -C@--NH- de la liaison peptidique, au niveau de laquelle se produit 
la dinaturation partielle ou totale. Lors de la ddnaturation totale apparait un 
doublet au niveau de la bande -CO- de cette liaison (1660 cm-’ et 1630 cm--l) 
associCBund~calageversunepIushautefrCquencedeiafonction-N~-(154Ocm-~). 
Lors de la dknaturation partielle, aucun d~doub~ement ne se prod&. Tout au plus 
observe-t-on une modi~cation ltg&e et disc&e des bandes non dCnaturCes, ce 
qui produirait une tension axiafe plus grande au niveau de cette fonction 
---CO--NH-, qui l’est d’autant pIus que le nombre de groupes carboxyies 
ionis& --COO- voisins de la liaison est plus grand, I1 faut appiiquer des tempera- 
tures assez &v&s pour obtenir une d&a&ration dbfinitive. On ne peut dans ces 
conditions parler de d~naturation en utiIisant le terme de ddnaturation partielle; 
il s’agit plut6t de phenomenes physico-chimiques de tensions intramokkulaires, 
sans r&arrangement structural ou spatial. Ce qu’on appelle dknaturation partielle 
ne serait autre chose qu’un aplatissement du double pas de la spirale, avec forma- 
tion d’une section elliptique B la place d’une section arrondie. Ce n’est qu’en cas 
d’aplatissement extreme, d’kcrasement de cette ellipse que la rupture se produit 
avec ouverture de la chaine et formation d’une structure allong&e, rectiligne, qui 
reste irriversibfe. Cette d~naturation “‘partielle” qu’on peut aussi observer par les 
spectres infrarouges d~montrerait simplement l’&lasticit~ du systgme biologique. 

V. DESREUX: La plupart des spectres infrarouges d’acides nuclCiques n’ont4s 
pas ttC pris avec des films? Est-if possible, dans ces conditions, de transposer les 
conclusions aux solutions trk diluees d’autant plus que l’obtention de %ms tris 
minces peut entrainer une certaine dkaturation. 

R. WEG~IANN : En effet, ces analyses infrarouges ont CtC faites sur des films mais 
non toutes. Toute une s&ie d’entre elles I’ont CtB sur des ADN en solution, tant 
dans solutions d’H,O que de D,O car malgrC I’opacitC de I’eau vis-;i-vis des i.r., 
certaines rCgions du spectre i.r. peuvent We CtudiCes en miIieu aqueux normal et 
d’autres, trts voisines des premi&es par un milieu aqueux deut&ik 

R. THOMAS: Le terme de SversibilitC, dans le domaine de Ja dkaturation des 
~olynucl~otides~ couvre une sCrie de situations qu’il peut &e utile de distinguer, 

Darts certaines conditions, Ies forces de valence secondaires, qui donnaient h 
la molbcule d’AD1V natif sa co~guration rGguli&re (con~guration (1) ), dis- 
paraissent (con~gurat~on (2) ). Lorsque ces conditions dknaturantes cessent 
d’agir, un nombre apprkiable de liaisons secondaires se reforment {configura- 
tion (3) ), et certaines caractkristiques physiques (telles que l’absorption ultra- 
violette) prennent une valeur intermtdiaire entre celle de I’ADN natif et celle que 
l’on observe dans les conditions dkaturantes. Vue sous cet angle, la ddnaturation 
peut @tre qualifide de “partiellement rkversible”, Ccpendant, si les fiaisons refor- 
mtes sent probablement de mSme type que les liaisons primitives, la co~gurat~o~ 
nouveIle (3) de la mokkule a perdu sa rGgularitC: il est extr&mement improbable 
que de Iongues sequences de nuclCotides puissent retrouver, en I’absence d’un 
m&a&me ad hoc, la sequence compf&mentaire, et reformer urz fang segment de 

B 
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double hkiice. On peut done park de rkz4bifitt B J’kheife des interactions 
jnd~v~du~~ies entre bases, mais non ZS t’tchelle de la mofCcule d’ADN. 

Au contraire, la dtkaturation de molkuies telles que celles qui r&&tent de 
ITassociation (wide poJyad~nyl;que + acide poJy~ridy~ique) semble parfaitement 
r&ersible (1)+(2)+(,3); ceci pew &tre attribd ti l’uniformit~ des chaines, qui 
simplifk au maximum le problcme de ~apparierne~~ spkifique des bases. 

En ce qui concerne I’ARN, la situation est moins Claire. On a cependant des 
raisons de penser qu’au moins certains types d’ARN sont extraits dans une con- 
figuration comparable B la configuration (3) de l’ADN. La transforn~ati~n 
(3)-t(2)+-(3) peut, h ta rigueur, @tre considCr4e comme une dkaturation rCversible 
(voir sehkma) : 

retour aux 
conditions conditions 

dkaturantes normales 
Co~guration (1) ------+ Configuration (2) _-----* 

(ADN natif) fADN dinatur6) 
double h&ice chaines polynu- 

clkotidiques en 
extension 

Con~guration (3) 
(ADN dknaturk) 

pelotes comportant en 
un grand nombre de 

points irrtgukkement 
distribuks, des 

appariements entre 
bases 

P. ?v%ANDEL: Je per~e qu’ii cowient d’@tre prudent darts I’affirmation que l’on 
ne peut obtenir que des ADN du type ptimer quelle que soit la rkpartition de 
n~~l~ot~de dans le milieu. En effet, KORNBERG a obtenu une fixation d’acide 
thymid~~jqne en bout de chaine et les valeurs obtenues dans divers essais de 
synthG~e in oitra ne peuvent pas exclure formellement la possibilitft de production 
d’un ADN 1Cgbement difT&ent du p~inw. 

G. VENDRELY : Nous sommes aussi d’accord avec Messieurs DESREUX, FREDERICQ 

et OTH quand ils estiment qu’ils ont utilisC paw fractionner leur dksoxyribo- 
~u~l~ohistone la seule mt5thode chimique actuellem~~t valable, mCthode que nous 
avons nous-rn~rn~ essaybe et qui donne des rkultats parfaitem~nt reproductibles 
quant aux. proportions et B la composition chimique du materiel isolC a chaque 
temps. En faisant varier la force ionique du solvant, ils ont pu insolubiliser succes- 
sivement diverses fractions du complexe nucl&ohistone, B partir desquelles, en 
un second temps, ils ont &park des ADN presentant une composition diffkente 
en bases azotkes. Le but propo& Ctait atteint. 


