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par 
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Le probl~me de la "sp6cificit6" des acides nucl6iques a suscit6, au cours des derni~res 
ann6es, un int6r~t croissant, justifi6 par l'importance des hypotheses sur le r61e g6n6tique 
des acides d6soxyribonucl6iques et sur le pouvoir d'autoduplication des particules 
nucl6oprot6iques 1, 2, 3, 4. 

Le terme sp~cificit6 prate toutefois ~ 6quivoque. Plut6t qu'~ une sp6cificit6 au sens 
zoologique du mot, les hypotheses g6n6tiques sur le r61e des acides d6soxyribonucl6iques 
feraient croire ~ l'existence, dans chaque noyau diploide d'un m6me organisme, d'un 
m~me 6quipement de mol6cules sp6cialis6es de ce constituant. Le r61e pr6sum6 des acides 
ribonucl$iques ferait attendre une diff6renciation fonctionnelle moins directement li6e 

l'esp~ce et, peut-~tre, des diff6rences plus marqu6es d'un organe ~ l'autre 6. 
Si de nombreux travaux sur cette question ont d6jk 6t6 publi6s, la possibilit6 d'une 

variabilit6, en un m~me organisme, selon les conditions de milieu n'avait gtlSre 6t6 
envisag6e jusqu'k ces derniers mois. Une large variabilit6 en fonction des facteurs ex- 
t6rieurs semble, en effet, caract6riser plut6t des substances de r6serve, telles que les 
glyc6rides. En serait-il de m~me des acides nucl6iques ? Les hypotheses sur la continuit6 
g6n6tique des granules ribonucl6oprot6iques en seraient s6rieusement compromises. 
D'oh l'importance de la question soulev6e par la r6cente recherche de DIMROTH ET 
JAENICI<E s sur la composition de l'acide ribonucl6ique de levure. 

Ces auteurs cultivent une souche de levure (ToRULA) en milieu synth6tique dans 
des conditions contr616es et uniformes (32 °, PH 5.8) • Seule la source d'azote diff~re d'une 
culture ~ l'autre; le milieu synth6tique est rendu M/2o en l'une des substances azot6es 
suivantes: sulfate ammonique, glycine, s6rine, ad6nine, guanine. 

ioo g de levure sont ensemenc6es dans 500 ml de la solution; apr~s quelques heures 
de croissance un 6gal volume de solution est ajout6, additionn6 dans certains cas de 
faibles quantit6s (lO -3 M) d'azoture de sodium ou de chlorure de beryllium. La culture 
termin6e, la levure est recuellie par centrifugation, lav6e et extraite pendant IO heures 

90-95 ° par un 6gal volume d'une solution k 20% de NaC1. L'acide ribonucl6ique ainsi 
extrait est isol6 par pr6cipitation k PH 2, lay6, s6ch6 et pes6. Les bases puriques, lib6r6es 
par hydrolyse au m6thanol-HC1, sont s6par6es par cristallisation fractionn6e et dos6es. 

Le rapport guanine/ad6nine trouv6 par DIMROTH ET JAENICKE varie dans de tr~s 
larges limites selon la source d'azote utilis6e (voir Tableau II). En raison de l'importance 
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th6orique que pr6senterait une telle influence du milieu ext6rieur sur la composition des 
acides ribonucl6iques, nous avons repris, en utilisant d'autres techniques, des essais 
parall~les. 

Avant d'exposer les m6thodes et les r6sultats, une discussion s'impose, concernant 
la valeur des conclusions que permettent les 6tudes sur la distribution des bases azot6es. 
La proportion des bases constitue, ~ l'heure actuelle, le plus abordable des crit~res de 
diff6renciation des acides nucl6iques. I1 ne faut pas cependant se dissimuler les difficult6s 
d'interpr6tation des r6sultats exp6rimentaux, m~me en admettant  l'existence de tech- 
niques hydrolytiques parfaites. 

I1 convient en tout premier lieu de remarquer qu'un r6sultat n6gatif n'exclut en 
aucune mani~re l'id6e de sp6cificit6. Ce point sera approfondi plus loin. 

Que peut-on, d 'autre part, attendre de r6sultats exp6rimentaux indiquant, d'un 
acide nucl6ique k l'autre, des diff6rences dans les proportions des bases? Deux grands 
6cueils se pr6sentent : 

I. Un d6but d'hydrolyse au cours des ph6nom~nes d'extraction fausserait totale- 
ment les r6sultats. Les r6cents t ravaux sur l 'hydrolyse enzymatiqueS, 9,10 ou chimique 
tr~s m6nag6e 7 des acides nucl6ique montrent la vari6t6 de composition des fragments 
diffusibles successivement d6tach6s all cours de ces r6actions. La fraction pr6cipitable 
varie rapidement de composition en bases au cours de ces r6actions. 

2. L'extrait  6tudi6 peut renfermer un m61ange d'esp6ces mol6culaires, distinctes 
notamment par leur composition en bases. Cette situation peut provenir du d6but 
d'hydrolyse cit6 plus haut. Si au contraire cette vari6t6 refl~te l'6tat r6el des acides 
nucl6iques in vivo, le mat6riel 6tudi6 ne donnera une id6e d'ensemble de la population 
ribonucl6ique de la cellule que dans la mesure oh les diff6rentes esp~ces mol6culaires 
ribonucl6iques se comportent de la m~me mani~re vis-k-vis des agents d'extraction et 
de purification. 

L'exp6rience montre la possibilit6 d'obtenir un fractionnement, variable selon les 
agents pr6cipitants, dans le cas d'acides nucl6iques faiblement d6grad6s comme l'acide 
ribonucl6ique de pancr6as de bceuf pr6par6 par KERR et ses collaborateurs 11. Dans le 
cas des acides ribonucl~iques de levure on observe 6galement des diff6rences de com- 
position d'une pr6paration ~ l 'autre 5; le fair que les 6chantillons pr6par6s par purification 
d'acides commerciaux accusent, comme les r6sidus d'hydrolyse enzymatique, un net 
d6ficit en bases pyrimidiques, fait supposer qu'ici aussi le fractionnement refl~te un 
processus de d6gradation plut6t que des diff6rences pr6existant dans la cellule. 

A d6faut de m6thode d'isolement certaine d'une seule esp~ce chimique, une ex- 
traction totale de la fraction ribonucl6ique, suivie d'hydrolyse sans isolement pr6alable 
par pr6cipitation paralt 6chapper ~ beaucoup d'objections. Cette remarque est k la base 
de la technique utilis6e dans ce travail. 

PARTIE EXP1~RIMENTALE 

Les levures sont cultiv6es dans les conditions utilis6es par DIMROTH ET JAENICKE. 
La sensibilit6 des m6thodes de dosage permet toutefois de r6duire au dixi~me les quan- 
tit6s de levure et de solution. La culture, correspondant ~ 0.5 g de poids humide environ, 
est recueillie par centrifugation, lav6e plusieurs fois au tampon phosphate M/2oo de 
Pn 6.8, extraite trois fois pendant 5 minutes k o °dans de l'acide trichlorac6tique ~ lO%, 
d61ipid6e ~ l'alcool et ~ l'6ther, et s6ch6e. Le produit est suspendu dans I ml HC1 N. 
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Une extraction de 30 minutes ~ ioo ° 
peut ~tre consid6r6e comme quantita- 
tive: la figure montre les spectres d'ab- 
sorption compar6s d'un tel extrait et 
d'un second, effectu6 dans les m~mes 
conditions apr~s lavage: la premiere 
extraction rend compte de 99% de 
l'absorption ~t 260 mtz. Au cours de cette 
m~me op6ration, l 'hydrolyse lib~re 
quantitativement les bases puriques et 
les nucl6otides pyrimidiques. Les quatre 
produits d'hydrolyse (ad6nine, guanine, 
acide cytidylique et acide uridylique), 
sont s6par6s par chromatographie sur 
papier en utilisant le solvant alcool 
butylique tertiaire-HC1 de MARKHAM 
ET SMITH 1~. Chaque substance est iden- 
tifi6e par sa valeur RF et son spectre 
d'absorption. Le dosage utilise les tech- 
niques usuelles de spectrophotom6trie 
en U.V. 

Nous n'avons observ6 aucune dif- 
f6rence significative entre les composi- 
tions des extraits, quelle que soit la 
source d'azote utilis6e. Le Tableau I 
donne les proportions des quatre bases 
obtenues sur les diverses cultures. Le 
rapports molaires guaniue/ad6nine clue 
rapport selon DIMROTH ET JAENICKE. 
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]Fig. I. Spectre d'absorption d'un ext ra i t  de o. 5 g, 
d e  l e v u r e  ( p o i d s  h u m i d e )  p a r  2 m l  HC1  N ,  30  r a i n  ~. 
IOO °. a .  I~ re  e x t r a c t i o n ;  b .  2 i ~ m e  e x t r a c t i o n ,  a p r ~ s  

l a v a g e  

Tableau II met en parall~le la constance des 
nous avons obtenus et la variabilit6 du m~me 

T A B L E A U  I 

S o u r c e  d ' a z o t e  

( N H 4 ) g S O  4 A d 6 n i n e  U r a c i l e  (NH4)gSO 4 + N a N  3 I o  -3  M 

A d 6 n i n e  I.O 7 i . o  7 I .  I z i .  12 I .  15 I.O 6 I.O 8 
G u a n i n e  i . o  9 I .  o o i .  o 3 i .  o 0 i .  13 i .  17 I .  o 9 
C y t o s i n e  o.80 o.99 o.84 o.84 o .7e  o.85 o.80 
U r a c i l e  1"°3 i o.99 i .o 9 i . o  a o .9s  o.9z 1.o3 

L e s  p r o p o r t i o n s  m o l a i r e s  s o n t  r a m e n 6 e s  ~ u n e  m o y e n n e  d e  I .  C h a q u e  r 6 s u l t a t  e s t  l a  m o y e n n e  
d e  3 ~ 8 m e s u r e s  e f f e c t u 6 e s  s u r  u n e  m 6 m e  c u l t u r e .  

Outre la constance observ6e ici clans la distribution des bases dans la population 
ribonucl6ique totale de la levure, on peut constater une grande analogie entre la com- 
position de cette derni~re et celle des acides ribonucl6iques purifi6s par les m6thodes les 
plus r6centes (CHARGAFFS). Comme il faUait s 'y attendre tous les ~chantillons purifi6s 
k partir  de pr6parations commerciales accusent un net d6ficit en bases pyrimidiques. 
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Guanine 
Ad6nine 
en m61es 

DIMROTH 

R 6 s u l t a t s  
p e r s o n n e l s  

(NH4)2SO4 

1 
0 .9  ~ I . I  

I .O 1 0.93 

I 

A d d n i n e  

Source d'azote 

Guanine Uracile 

I .O 0 

0.7 

o.93 

I .  3 

- -  O.9o 

(NH4)2SO 4 + NaSa 

o.6 

I . I  0 1.01 

Les r6sultats de DIMROTH ET JAENICKE,  exprim6s en masses de chlorhydrates, ont 6t6 transpos6s en m61es. 

TABLEAU III  

PROPORTIONS DES BASES, RAMEN~E ~ U S E  MOYENNE DE I 

Ad6nine 
Guanine 
Cytosine 
Uracile 

R6sultats 
personnels 

I .O 9 
I.O 7 
o.8 a 
I .o 0 

CHARGAFF 

(pr6paration 4) 

I.O 3 
I .O  8 

o.8 2 
I .O 5 

Cette identit6 des proportions des bases dans un extrait  total  et dans un acide isol6 
et purifi6 semble indiquer une certaine homeg6n6it6 dans la composition en bases des 
mol6cules d'acide ribonucl6ique pr6sentes dans la cellule. On pourrait  rapprocher de 
ceci la grande similitude de composition entre Its acides ddsoxyribonucl6iques de pro- 
venances diverses TM, et, d 'autre part,  entre les acides ribonucl6iques animaux. Ces 
analogies de composition au sein de chacune des grandes classes d'acides nucl6iques 
excluent-elles la possibilit6, d'une diff6renciation pouss6e? I1 semble que l 'activit6 
biologique tienne, plut6t qu'k la configuration g~n6rale d'une macromol~cule, k la pr6- 
sence de groupements k activit6 sp6cifique. Dans le cas des acides nucl6iques, des 
chaines polynucl6otidiques de composition voisine ou m~me identique pourraient se 
diff6rencier l 'une de l 'autre par l'acquisition d'une structure secondaire, form6e par 
exemple de liaisons labiles, 6lectrovalentes ou pont hydrog~ne, soit entre chaines, soit 
au sein m~me d'une chalne. 

L'id6e de telles liaisons avait  6t6 6mise par GULLAND 14 pour rendre eompte de la 
brusque chute de la viscosit6 des acides d6soxyribonuclfiques en dehors de certaines 
limites de pH, et de l'irrfversibilit6 de leur courbe d'6lectrotitration. I1 semble que des 
arguments plus directs puissent ~tre tir6s d ' f tudes sur la valeur du coefficient d'ex- 
tinction du maximum d'absorption dans l 'ultra-violet. L 'augmentat ion de ce coefficient, 
observ6e apr~s hydrolyse enzymatique. ~5, chimique ~ ou dfpolym6risation thermique 16, 
et attribu6e k la variation massive du degr6 de polym6risation, serait plut6t imputable 

la rupture de liaisons particuli~rement labiles. Nous avons, en effet, pu observer ce 
ph6nom~ne, rapide et irr6versible, par des actions trop deuces pour produire une 
d~polymfrisation massive imm6diate (pH 3.2; t ° de l 'odre de 35 a 40o) • Ces questions 
sent trait6es plus en d6tail ailleurs 16. 

Remarquons pour terminer que l 'at tr ibution k ces liaisons de certaines activit6s 
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biologiques peut ~tre rapproch6e de l'hypoth~se de BRACHET 4 stir le r61e dans le choc 
thermique d'une inactivation des granules ribonucl6oprot6iques: la d6naturation cor- 
respondant ~ la rupture suppos6e de ces liaisons d6bute k des telnp6ratures voisines de 
celles des chocs thermiques. 

Rt~SUM]~ 

I. Des cu l tu res  de l evure  dans  des  m i l i e u x  de source d ' azo te  va r iab le  n ' o n t  pa s  mon t r6  de 
va r i a t ions  dans  la compos i t i on  de l ' ac idc  r ibonucl6 ique  to ta l .  

2. L ' h y p o t h ~ s e  es t  6mise,  d ' u n e  sp6cificit6 des  acides  nucl6 iques  bas~e s u r t o u t  sur  la  diff6ren- 
c ia t ion  des  moMcules  pa r  une  s t r uc t u r e  secondaire  ~ l ia isons  labiles.  

S U M M A R Y  

I. W h e n  yea s t s  are g rown  on m e d i a  con ta in ing  different  n i t rogen  sources,  no va r i a t ion  in t he  
compos i t ion  of t o t a l  r ibonucle ic  acid can  be d e m o n s t r a t e d .  

2. I t  is sugges ted  t h a t  t h e  specif ici ty of r ibose nucle ic  ac ids  is  chiefly based  on a d i f ferent ia t ion  
of t he  molecu la r  s t r uc tu r e  owing  to  s econda ry  labi le  bonds .  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

I. H e f e k u l t u r e n  zeigen be i m  W a c h s t u m  auf  Ni ihrb6den  m i t  ve r sch iedener  St ickstoffquel le  keine  
Jknderung der  Z u s a m m e n s e t z u n g  der  Gesamt r ibonuk le ins i iu re .  

2. Die A n s i c h t  wird  gei~ussert, dass  die Spezifiti~t der  Nuldeinsi~uren haup t sAch l i ch  au f  der 
Dif ferenzierung e iner  sekundi i ren  Molek i i l s t ruk tur  m i t  l ab i len  B i n d u n g e n  be ruh t .  
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