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I1 est maintenant  bien 6tabli que les acides ribonucl6iques contiennent selon leur 
origine des proportions tr~s variables des diff~rents nucl6otides. D 'aut re  part ,  l '6tude 
de l 'hydrolyse par  la ribonucl6ase montre que les liaisons des nucl6otides entre eux sont 
in6galement stables; en effet, Faction de cet enzyme n 'est  pas quantitative,  elle lib~re 
surtout  des nucl6otides pyrimidiques et laisse subsister une fraction de poids mol6culaire 
61ev6, riche en nucMotides puriques. 

L'application de notre technique chromatographique 1 k l '6tude des produits de 
l 'hydrolyse m6nag6e des acides ribonucl6iques par  la soude ou l 'ammoniaque lious a 
conduits ~ des r6sultats similaires: ell suivant le clivage de la mol6cule, on voit appa- 
raitre d 'abord l 'acide uridylique, qui est rapidement lib6r6 en totalit6, tandis que la 
s@arat ion des nucl6otides puriques est beaucoup plus lente. Les sch6mas propos6s 
rficemment par  I~AGASANIK ET CHARGAFF 2 s'efforcent de rendre compte de ces con- 
statations. 

Enfin, le rapprochement  s ' impose avec les observations de COHN 3 et de CARTER 4, 
qui ont isol6, par  fractionnemelit des hydrolysats d'aeides ribonucl6iques sur des 
6changeurs d'ions, des nucl6otides isom~res dont te radical phosphoryle est attach6 
respectivement en 3', 5" et peut-~tre 2' (isom~re a ?). 

I1 6tait int6ressant d 'essayer de confirmer les notions pr6c6dentes en utilisant le 
phosphore radioactif s2p s,e. On pouvait  penser, en effet, que le radical phosphoryle 
des nucl6otides "mobiles" s '6changerait plus rapidement que celui des nucl6otides 
appar tenant  aux fractions plus stables de la mol6eule. Nous avons donc 6t6 amen6s 
mettre  au point une technique de s6paration par  chromatographic de partage sur papier 
des ribonucl6otides obtenus par  hydrolyse sodique directe du tissu, sans isolement 
pr6alable de l 'acide nucl6ique: eette fa~on de proc6der permet d'effectuer l 'ensemble 
des opdrations dans un temps assez bref pour que les radioactivit6s restent mesurables 
et les 6carts tr~s sup6rieurs aux erreurs exp~rimentales. 

Le Tableau I indique comment  la radioactivit6 sp6cifique de chacun des nucl6otides 
varie avec la quantit6 de 3~p injeet6e. 

* c 1 .  (i) .  
"~ Avec la collaboration technique de Mademoiselle N. TRAUTTMANN. 
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T A B L E A U  I 

Quantitd de a2p injectde par ~oo g d'animal, en t~C 2o 40 ~oo 250 3oo 

Radioactivit6 sp6cifique Acide Ad6nylique 1,611 2.124 5 616 13,847 34,i61 
en coups -minu t e  par  Acide Uridylique 1,394 1,823 5,308 12,993 29.516 
mg de P (pr61~vement Acide Cytidylique 13o 3 1,628 5075 lO,865 26,188 
2 h aprbs l ' injection): Acide Guanylique 877 I , I96  3,255 8,116 19,113 

Pour  obtenir  la pr6eision m a x i m a  dans  les mesures  de radioactivit6, nous adminis t rons  une 
dose re la t ivement  6lev6e de 32p: 25 o/zC pour  ioo g &animal.  Des ra ts  de 2o0 g sont inject6s par  
voie intra-p6riton6ale et sacrifi6s ~ des t emps  variables, 6chelonn6s entre 15 minutes  et io jours. 
Les foies sont  imm6dia tement  homog6n6is6s trois fois dans une solution d'acide trichlorac6tique 

io %. Le pr~cipit6, lay6 trois lois A l'alcool absolu froid, est ensuite d61ipid6 trois fois par  un m61ange 
alcool-6ther (i : I) bouillant.  Enfin, on hydrolyse  par  60 ml de soude N / 2  ~ 37 ° C pendan t  18 heures. 
La solution obtenue est  amen6e ~ p H  4.o-4.2 par  addition d'acide formique concentr6 (environ 
1.2 ml). Apr~s un repos de i h, le pr6cipit6, constitu6 par  de l 'acide d6soxyribonucl6ique et des 
produi ts  de clivage des prot6ines, est 61imin6 par  centrifugation. La liqueur surnageante,  amen6e 

un volume de ioo ml, est pass6e lentement  sur  une colonne de r6sine ~ 6change d 'anions (Deacidite) 
[hauteur :  2o cm, diam~tre: 16 mm, poids de r6sine: 15 g!, pr6alablement  r6g6n6r6e par  5oo ml 
d 'une  solution M [ 4  d'ac6tate  de sodium. Un lavage par  5oo ml d 'eau distilMe 61imine les ions Na + 
et la majeure  pat t ie  des substances  d'origine prot6ique qui g6neraient la s6paration chromato-  
graphique.  Le d6veloppement  s61ectif pa r  4oo ml d 'une  solution d'acide formique A i % fournit  
une fraction F 1 contenant  les acides ad6nylique et cytidylique. Ensuite,  le passage de l,OOO ml 
d'acide formique / t  15 % Iourni t  une fraction F 2 qui comporte,  outre les acides guanylique,  uridylique 
et phosphorique,  une ou plusieurs substances  X contenant  de l'acide phosphorique,  dont  l ' identi- 
fication est en cours. Les fractions sont  concentr6es s6par6ment  sous pression r6duite /t 4 °°  C, puis 
~vapor~es 5~ sec. Le r~sidu est repris par  i ~ 2 ml d 'eau ammoniacale  ~ 25 %. Apr~s centrifugation, 
6 /~ 12/~1 de la solution obtenue sont  soumis & la chromatographie  sur  papier.  Pour  vfrifier d 'une 
par t  la valeur de notre technique chromatographique ,  d 'au t re  pa r t  l 'absence de compos6s autres  
que ceux que r6v~le le rdactif de HANES ET ISHERWOOD v, n0us avons effectu6 des autoradiographies  
de nos ch romatogrammes  et mesur6 la radioactivit6 de bandes de 5 m m  d6coupdes successivement 
depuis le point  de d6part  j u squ ' au  front  a t te int  par  le solvant.  La figure ci-contre montre  que le 
d6veloppement  par  l 'acide formique ~ i °//o n 'es t  pas absolument  s61ectif et que la fraction F 1 contient 
un peu de "subs tance  X "  et d'acide uridylique. Mais aucun autre  compos6 radioactif n ' a  pu 6tre 
ddceld. 

Nous avons, dans nos s6ries d'exp6riences, d6termin6 la radioactivit6 directement 
sur une rondelle de papier dfcoup6e k l 'emporte-pi~ce dans le milieu des taches corre- 
spondant ~ chacun des nuclfotides. Apr~s microdosage du phosphore nucl6otidique dans 
le m6me 6chantillon, selon la technique d 'ALLEN s, la radioactivit6 sp6cifique est calcul6e 
at exprimfe en coups-minute par milligramme de phosphore (Tableau II). 

T A B L E A U  I I  

RADtOACTIVITI~S SPt~CIFIQUES (EN COUPS-MINUTE PAR mg DE PHOSPHORE) 

Temps dcould 
apr~s l'injection z 5 rain 30 rain 

de 32p 

Acide 
uridylique 1,1oo 3,35 ° 

Acide 
cytidylique 830 2,680 

Acide 
ad~nylique 697 2, I 17 

Acide 
guanyl ique 375 1,95 ° 

I h ~h 4 h z4h  2 j  5J 6 j  8 j  l o j  

6,15o 9,280 19,3oo 38,400 63,300 72,1oo 78,700 45,600 42,27 ° 

4,980 8,12o I8,O4O 28,500 65,300 78,9oo 84,8oo 50,00o 41,9oo 

5,945 lO,OlO 22,820 41,3oo 64.800 79,8oo 84,300 48,200 41,6oo 

3,77 ° 5,820 13,35o 27,400 64,8oo 70,4oo 84,400 49,000 43,700 
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Fig. i. Au to rad iog raph ie s  de c h r o m a t o g r a m m e s  des f ract ions  F 1 et  F2; en  a:  n6gatif ,  en b: posit if .  
Les  d i a g r a m m e s  r ep r6sen ten t  Ies var ia t ions  de la radioact ivi t~ depuis  le po in t  de ddpar t  j u s q u ' a u  
f ront  du so lvan t  (signe 4 ). E n  a5scisses: dis tances  cn cent imbtres ,  en ordo~mdes: radioact iv i tds  en 
coups -minu te .  P :  acitle phosphor ique ,  N :  subs t ance  n o n  identifi~c, U: acidc ur idyl ique,  G: acide 

guany t ique ,  C: acide cyt idyl ique ,  A : acide addnyl ique.  
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Dans les 3 ° premibres minutes, l'Ochange porte principalement sur les nucl6otides 
pyrimidiques et plus sp6cialement sur l'acide uridylique; puis, au bout de 2 heures, la 
radioactivit6 de l'acide adfnylique rattrape et d6passe celle des autres nucl6otides. 
Jusqu'~ la 2@me heure, l'acide guanylique demeure le nuclfotide le moins radioactif. 
A partir du second jour, les radioactivit4s s'Ogalisent, croissent jusqu'au 66me jour, puls 
diminuent lentement. 

Nos constatations s ' fcartent notablement de celles de ~VIARSHAK 9 et de VOLI<I 
CARTER1°: ces auteurs ne trouvent pas de difffrences sensibles entre les radioact ', 
spOcifiques des ribonuclfotides, ce qui tient sans doute k leur mode opOratoire gOnera:. 
Au contraire, des r6sultats du m~me ordre ont 6t6 obtenus par SMELLIE ET DAVIDSON 6 
aprhs s6paration des nucl 'otides par 61ectrophorOse sur papier. Mais l'Otude cin6 ~ue 
du processus n 'a  pas 6t6 rOalis6e ; les mesures ont port6 uniquement sur des foies prOle ,6s 
2 heures aprbs l'injection et l'acide adOnylique apparalt comme le nuclfotide le moins 
radioactif. 

Le comportement le plus frappant est 6videmment celui de l'acide guanylique, dont 
le radical phosphoryle est le moins 6changeable. Ainsi, 5 la notion de "noyau"  purique, 
il semble prOffrable de substituer celle, plus prOcise, de "noyau" guanylique, qu'avait  
dfjk raise en 6vidence l'6tude des produits d'hydrolyse chimique ou enzymatique des 
acides ribonucl6iques et qu'illustrent les rOcents sch6mas de MAGASANIK ET CHARGAFF 2. 

Nos rOsultats font 6galement ressortir les diffOrences sensibles qui existent dans les 
stabilitOs des liaisons des divers nuclfotides entre eux. Cette notion s'afflrme encore k 
l'Otude des radioactivitfs spfcifiques des isomOres a e t  b des acides guanylique et 
ad6nylique. Nous avons s6par6 ces isomOres par ehromatographie sur papier en utilisant 
le solvant ~ base de sulfate d 'ammonium de MAI~KH:XM ET S,~IITH ~. Le Tableau I I I  
reproduit les rOsultats des mesures des radioactivitOs spOcifiques correspondantes. 

T A B L E A U  I I i  

Isom~res Radioactivitds @dcifiques 
en coupx-~ninl~te par  mg de P 

Acide ad6nyl ique  a lO,67. 5 
b 8 1 7 o  

Acide guany l ique  a 4, 7 °0 
b 2,715 

La nature exacte des isom~res a et b (isomOrie ~ de la liaison osidique ou isomOrie 
2 ' -  3' de la position du radical phosphoryle) n'est pas encore prOcis~e, mais l '@art entre 
les mobilitOs de leurs radicaux phosphoryles doit ~tre soulignO, surtout dans le cas de 
l'acide guanylique. 

I1 y a donc une concordance remarquable entre les rdsultats des 6tudes de la 
cin6tique de l'Ochange du 32p in vivo et de l 'hydrolyse partielle in vitro des acides 
ribonucl6iques : les nucl6otides qui sont le plus facilement et le plus rapidement d6tach6s 
sont aussi ceux dont le radical phosphoryle est le plus mobile. 

D'apr~s la conception actuelle du mode d'enchainement des ribonuclOotides, selon 
laquelle un radical phosphoryle est uni au ribose de deux nuclOotides voisins, le rem- 
placement de PO4H a ne peut s'effectuer qu'apr~s rupture de la chaine. Si la macro- 
molOcule ribonucl~ique est constituOe d'une chaine lin6aire unique, il faut admettre un 
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processus continu et %versible de p o l y m 6 r i s a t i o n -  d@olym6risation. Aussi les con- 
statations exp6rimentales s'expliquent-elles beaucoup plus simplement par une structure 
ramifi6e dont les sch6mas de MAGASANIK ET CHARGAFF donnent des exemples: sur une 
chaine principale, off p%dominent les nuel~otides puriques et surtout l'acide guanylique, 

' grefferaient des chalnes lat6rales, dont la longueur ne peut encore 8tre pr6cis6e, et 
aient form6es d'une proportion importante de nucl~otides pyrimidiques. 

~s r6sultats sont d 'autre part favorables ~ l'existence de plusieurs types de 
li :~ s inter-nucl6otidiques, de stabilild indgale; la comparaison des isom6res a et b est 

cet figard tr6s d6monstrative, mais ne peut encore 8tre interpr6t6e avec certitude: 
s'il ':~ait prouv6 que l'on efit affaire ~ une isorn6rie 2' 3', l'influence du point d 'attache 
du -adical phosphoryle apparaitrait d6cisive. 

On peut  reprocher ~ nos conclusions d'Stre entachdes d 'une erreur  5. la base: nos chiffres corre- 
spondent  en effet ~ l 'ensemble des fractions ribonucldoprot6idiques cellulaires, dont  les vitesses de 
renouvel lement  sont  tr6s diff6rentes et dont  les composit ions m~mes ne sont  p robablement  pas 
identiques. En fait, seul l 'acide ribonucl6ique du nucl6ole se distingue ne t t ement  des autres  fractions, 
et il existe en propor t ions  t rop  faibles pour  que son compor tement  alt6re la signification g6n6rale 
des r6sultats.  Nous nous  proposons  n6anmoins de r6aliser une 6rude s6par6e des diff6rents acides 
ribonucl6iques cellulaires; un premier  essai darts ce sens a 6t6 effectu6 par  DAVIDSON, MCINDOE ET 
SMELLIE 12, mais il est limit6 /t un  pr61~vement unique (2 heures apr6s 1'injection) : on se t rouve donc 
en r6alit6 pour  chaque fraction en des s tades diff6rents de l '6volution du ph6nom6ne. 

Ce travail a 6t6 r6alis6 grace "t une subvention de la Caisse Nationale de Sdcuritd 
Sociale, "~ laquelle nous adressons nos plus vifs remerciements. 

Rf~SUMI~ 

L'dtude cin6tique de l '6change du phosphore  radioactif  dans les acides ribonucl6iques du foie 
de Ra t  r6v61e des diff6rences tr6s grandes entre les nucl6otides. Les radicaux phosphoryles  de l'acide 
uridylique et de l'acide cytidylique sont  d 'abord les plus radioactifs, puis celui de l 'acide ad6nylique 
d4passe t o u s l e s  autres,  l 'acide guanyl ique res t an t  ne t t emen t  en arri6re pendant  plus de 2 4 heures. 
D 'au t re  part ,  les isom6res a et b des acides guanyl ique et ad6nylique ont au m~me ins tan t  des radio- 
activit6s sp6cifiques tr6s diff6rentes. 

Ces r6sultats  confirment  les "mobilit6s" in6gales des nucl6otides, d6jg mises en 6vidence par  
l 'dtude de l 'hydrolyse partielle; ils mon t r en t  l 'existence de plusieurs types  de liaisons inter-nucl6oti- 
diques, de stabilit6s diff6rentes, et ils sont  en faveur d 'une  s t ruc ture  ramifi4e des acides ribonucl6iques, 
se r app rochan t  des repr6sentat ions sch6matiques propos6es par  MAGASANIK ET CHARGAFF. 

SUMMARY 

The kinetics of 32p exchange in the ribonucleic acids of ra t  liver reveal striking differences 
between the nucleotides. Firs t  of all, the phosphory l  groups of uridylic and cytidylic acid are the  
most  radioactive; then,  the phosphory l  group of adenylic acid gets beyond the others, guanylic 
acid remaining the least radioactive during more than  2 4 hours.  Moreover, it could be shown tha t  
the specific radioactivities of the a and b isomers of guanylic and adenylic acids are very different. 

These results  confirm the  unequal  "mobi l i t ies"  of the nucleotides, already demonst ra ted  by  
the s tudy  of the stepwise hydrolysis;  they  prove the existence of several types  of inter-nucleotidic 
bonds, unequal ly  stable, and they  suppor t  the view of a branched s t ruc ture  of the ribonucleic acids, 
similar to the schemes proposed by  MAGASANIK AND CHARGAFF. 

Z USAMMENFASSUNG 

Eine kinetische Unte r suchung  des Austausches  von radioakt ivem Phosphor  in den Ribonuklein- 
s~uren der Rat ten leber  zeigt grosse Unterschiede unter  den Nukleotiden. Zuerst  zeigen die Phos- 
pho ry lg ruppen  der Uridyl- und CytidylsXure die gr6sste Radioaktivit~t,  dann fibertrifft die Phos- 
phory lg ruppe  der AdenylsXure alle anderen, wXhrend diejenige der GuanylsXure w/ihrend 24 Stunden 
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bedeutend weniger radioakt iv  ist. Die I someren  a und b der Guanyl-  und der Adenyls~iure haben 
im gleichen Augenblick sehr  verschiedene spezifische Radioaktivit~iten. 

Diese Ergebnisse best~itigen die verschiedenen "Mobilit~Lten" der Nukleotide, welche schon bei 
dem Studium der stufenweisen Hydrolyse  aufgezeigt worden waren;  sie zeigen, dass es verschiedene 
Typen  yon In te rnukleo t id-Bindungen von verschiedener Stabilitiit gibt und lassen iiir die Ribo- 
nukleins~uren eine verzweigte St ruktur ,  ~ihnlich den Schemata  yon MAGASANIK UND CHARGAFF 

vermuten .  
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