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R E C H E R C H E S  S U R  LA D I ~ N A T U R A T I O N  DES A C I D E S  

D E S O X Y  R I B O N U C L I ~ I Q U E S  

par 

R. THOMAS* 

Laboratoire de Morphologie animale, Universitd libre de Bruxelles (Belgique) 

I. INTRODUCTION 

La notion de "structure macromol6culaire" des acides d6soxyribonuclgiques (ADN) 
a 6t6 introduite par  GULLAND et ses collaborateurs (GoLLAND, JORDAN ET TAYLOR 1) 
pour expliquer l'irr6versibilit6 de la courbe d'61ectrotitration et la chute de viscosit6 
des solutions en dehors de certaines limites de pH. Comme l 'ont montr6 ZAMENHOF 
ET CHARGAFF 2 la rfversibilit6 de ce dernier ph6nom~ne n'est qu'apparente,  puisque la 
viscosit6 restaurfe apr~s neutralisation pr6sente un haut degr6 de thixotropie. Outre 
l 'hypoth~se de Gulland, selon laquelle des ponts d'hydrog~ne unissent les fonctions 
amine et 6nol de bases azot6es voisines, plusieurs auteurs ont 6t6 conduits ~ admettre,  
apr~s passage en milieu acide ou alcalin, l 'apparition de fonctions acides phosphoriques 
primaires et secondaires (CAVALIERI ET ANGELOSZ; LEE ET PEACOCKE 4) et aussi de rares 
liens phosphoesters labiles sur C1 (LI, OVEREND ET STACE'/5; OVEREND, STACEY ET 
WEB#). Ajoutons qu'il semble y avoir plus d 'un type de telles liaisons labiles, les unes 
plus sensibles aux acides, les autres plus sensibles aux bases: les courbes d'61ectro- 
titration en retour sont diffgrentes selon que l 'on vient de p H  2 ou 12 (LEE ET PEACOCKE4). 

D' importantes  anomalies du spectre ultraviolet des acides nucl6iques fournissent, 
dans ce domaine, un autre moyen d'investigation. On salt que l 'absorption U.V. des 
acides ribonucl6iques (ARN) et dfsoxyribonucl6iques en solution saline neutre est, de 
loin, inf6rieure ~ celle que l 'on peut calculer par la sommation des spectres des consti- 
tuants  (MAGAZANIK ET CHARGAFF7; THOMAS8'9; CAVALIERI10). L'hydrolyse enzymatique 
(ARN et ADN: TSUBOIll; ADN: KUNITZ12; LITTLE ET BUTLER13; ARN: MAGAZANIK 
ET CHARGAFFT), alcaline (ARN et ARN: TSUBOI~; ARN: MAGAZANIK ET CHARGAFF 7) 
ou acide (ARN et ADN: TsuBolll; ADN: THOMAS °) donne lieu ~ u n  accroissement de 
l 'absorption, qui peut atteindre la valeur calcul6e (hydrolyse alcaline de I 'ARN: 
MAGAZANIK ET CHARGAFFT; hydrolyse acide m6nag6e des ADN: THOMASD). Cet ac- 
croissement, dans le cas des ADN du moins, n 'est  cependant pas 1i6 6troitement ~. la 
d~polymfrisation des chaines polynucl60tidiques. En effet, on p e u t -  sans cependant 
atteindre quanti tat ivement la valeur calcul6e - -  obtenir des accroissements massifs et 
irr6versibles de l 'absorption U.V. des ADN par des trai tements qui sont certainement 
sans action sur la liaison phosphoester principale entre nucl60tides: 61fivation de la 
temp6rature (KuRNICK 14 ; TI-IOMAS 8,9,15), abaissement (TrloMAS 8,9,15 j CAVALIERIlO) OU 
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dl6vation (FRICI,il6; SHACK ET THOMPSETT 17) du pH, abaissement de la concentration 
en sels (TVloMASlS). 

I{URNICK a, d'autre part, observ6 des variations massives de l'affinit6 des ADN 
pour certains colorants basiques (chute de l'affinit6 pour le vert de m6thyle, accroisse~ 
ment de la pyroninophilie) apr~s chauffage de la solution d'acide nucl6ique. La dialyse, 
en pr6sence de m61ange d'Unna, (vert de m6thyle- -pyronine)  de sohltions d'ADN 
diversement trait6es pr6alablement, permet de constater que ces variations s'observent 
dans des conditions analogues 5. celles de l'absorption U.V. (THo~:ts~S). 

Nous d6signerons ici par ddnaturation les modifications de la mol@ule d'ADN 
responsables des variations irr6versibles de propri6t6s physiques et chimiques qui se 
produisent dans des conditions o/1 les chaines polynucl6otidiques sont consid6r6es comme 
stables. 

II. PARTIE EXPI~RIMENTALE 

A. iV[atdriel el techniques 
A D N  (nucldate de sodium) isol6 /~ par t i r  de diverses sources ( thymus  de veau; testicules de 

grenouille rousse, Rana Temporaria; testicules d'dtoile de mer, A sterias Glacialis), selon les techniques 
de MIRSKY ET POLLISTER TM et de SEVAG e°. Le produi t  final est s implement  sdchd ~ l 'air apr~s lavage 

l 'alcool et ~. l 'dther. I1 contient  ainsi jusqu 'g  3 ° % d'eau. 
Solutions-stock d 'ADN. Des fibres d 'ADN sont  additionndes de la quant i td  d 'eau bidistill6e (A) 

ou de NaC1 lO -3 M (B) ndcessaire pour  obtenir  une solution ~ i mg/ml.  L 'ADN,  n ' a y a n t  pas 6td 
dialysd, contient  sufftsemment de NaC1 pour  que la teneur  en NaC1 de la solution eoncentr6e (A) 
dans l 'eau bidistillde soit voisine de lO -3 M. Les solutions A et B, aprSs dgale dilution par  une solution 
de NaC1 lO -2 M, donnent  le mSme spectre; elles se conservent  au moins 15 jours  ~ la glaci~re sans 
que l 'on observe de variat ion de ce spectre. 

Mesures speetrophotomdtriques; spectrophotomStre  Beckman, module DU, cuves de silice de 
i c m .  

Mesures de pH : pHm~tre  Beckman.  

Effet de la concentration saline sur le spectre U.V. 
Des aliquotes de solution-stock d 'ADN sont  prdlevds g la micropipet te  ~ constriction (volume 

en g6ndral de l 'ordre de 200 ~l; prdcision: :L 0.2/zl) et ajoutds g des prises de 5 ml de solutions 
salines de concentrat ion ddcroissante. La solution-stock A 6tant  lO -3 M e n  NaC1, la concentrat ion 
min imum en NaC1, obtenue en di luant  200 ttl de solution A dans 5 ml d 'eau bidistill6e, sera t o  - 4 , 4  M .  

Ces essais donnent  la courbe de la var iat ion des densitds opt iques  au cours de la dilution des sels. 
La courbe en re tour  s 'obt ient  par  l 'addit ion (microseringue "Agla")  lente, avec agitation, de solutions 
salines suff isemment concentrdes (NaCI I M;  MgSO 4 10 -2 M, par  exemple) pour  que la correction 
de volume, qui a du reste toujours  dt6 opdrde, soit g~ndralement inf6rieure ~ 2 %. 

E~et de l' abaissement du pH sur le spectre U.V. 

Aux solutions dilu6es d 'ADN, pr6par~es comme prdcddemment,  on ajoute lentement ,  h la 
microseringue "Agla" ,  avec agitation, une solution d'acide chlorhydrique de la concentrat ion voulue. 
La neutral isat ion dventuelle est obtenue par  l 'addit ion de NaOH.  Les densit6s opt iques et lle p H  
sont  suivis sur  des por t ions  distinctes des solutions d 'ADN. 

Effet de la temperature sur le spectre U.V. 
Des solutions dilutes d 'ADN sont  prdpardes comme pr6c6demment  dans des tubes  5~ essais, 

Les tubes  sont  coiffds d 'une  bille de verre (cllauffde prdalablement  pour  6viter la condensation) et 
mis au t h e r m o s t a t  ~ la t empdra ture  voulue. I1 a 6t6 vdrifi6 par  spectrophotomdtr ie  qu ' un  chauffage. 
m6me prolongd, n 'en t ra ine  dans ces condit ions aucune var iat ion de volume du contenu des tubes. 

B. R]~SULTATS 

Effets irr~versibles de l'abaissement de la concentration saline sur le spectre U.V. 

Si l'on dilue des aliquotes d'une solution concentr6e d'ADN dans des volumes 6gaux 
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de solutions salines de concentration d6croissante, l'absorption U.V., tr6s stable au 
dessus d'une certaine concentration saline, s'aceroit irr6versiblement en dessous de cette 
concentration (Figs. I, 2 et 3). Les valeurs de 
la densit6 optique paraissent ind@endantes 
du temps et sont atteintes d6s la premi6re 
lecture, soit moins de I minute apr~s la 
dilution. Aux tr6s faibles forces ioniques, 
la densit6 optique est souvent peu repro- 
ductible. 

L'addition de sels aux solutions qui ont 
subi un tel accroissement d'absorption d6- 
prime la densit6 optique, mais sans jamais 
lui rendre sa valeur initiale. 

Nous appellerons ici ces ph6nom6nes 
irr6versibles "d6naturation partMle par 
dilution". Une s6rie d'ions mftalliques (Na +, 
Mg +~, Ba +2, Fe +2, etc.) ont 6t6 utilisfs pour 
ces essais. La comparaison des Figs. 2 et 
3, concernant respectivement les ions Na + 
et Mg+~, illustre le fait que les cations biva- 

D 
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Fig. I. A D N  de tes t i cu les  d '6 toi le  de mer.  
Accro issement  de l ' ab so rp t i on  UV par  d iminu-  
t ion  de la concen t r a t i on  en sels: (a) NaC1 lO -2 

M;  (B) NaC1 lO -4.4 M. 
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lents sont actifs 5~ des concentrations beaucoup plus basses que ne le sont les ions Na +. 
Un effet des ions m6talliques sur le spectre U.V. des ADN a 6t6 6tudi6 ant6rieure- 
ment (CAVALIERI]°; SHACK, JENKINS ET THOI~PSETT 21) mais l'irr6versibilit6 n 'a pas 6t6 
observ6e ~ notre connaissance. 
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Fig. 2 e t  3. A D N  de t es t i cu les  d '6 toi le  de mer.  Va r i a t i on  i r r6vers ible  de Die 0 pa r  aba i s sement ,  su iv i  
d ' accro issement ,  de la concen t r a t ion  en sels. 

Comme nous le verrons plus loin, les ions m6talliques exercent un effet protecteur 
vis-k-vis de la d6naturation acide, ce qui sugg6re une comp6tition entre ces ions et les 
ions H+ pour certains sites n6gatifs de la mol6cule d'ADN. I1 n'est pas exclu que la 
d6naturation partielle par dilution ne soit qu'un cas particulier de cette comp6tition 
et ne soit donc due, en dernier ressort, aux ions H+. 
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Eyets irr~versibles de l'abaissement du pH sur le spectre U.V. 

Comme il a 6t6 signal6 ant6rieurement (THOMASS,9,15), l 'abaissement du pH d'une 
solution d 'ADN sous une certaine valeur entralne un accroissement massif et irr6versible 
de l 'absorption U.V. (Figs. 4 et 5). Les valeurs de la densit6 optique correspondant 

un pH donn6 sont identiques au moment  de la premiere lecture (moins de I minute 
apr~s l 'addition de l'acide) et 24 heures apr6s; il en est de m6me de la valeur obtenue 
apr~s neutralisation. 

La concentration saline influence fortement la sensibilit6 des ADN vis-a-vis de 
l 'abaissement du pH. Les courbes a, b, c, d de la Fig. 5 montrent  l 'accroissement de 
la densit6 optique k 260 m~ (D~eo) au cours de l 'abaissement du pH d'une solution 
d 'ADN de thymus de veau pour 4 concentrations de NaC1 (Io -4.4 M; lO -2 M;  IO -1.3 M;  
I M). I1 faut remarquer que la courbe a, avant  tout abaissement du pH, part  d'une 
densit6 optique plus 61ev6e: ceci est dfi ~ la d6naturation partielle pax dilution (voir plus 

0.600 1 

do 

I 

Fig. 4- ADN de testicules de grenoville dans 
NaC1 lO -2 M. Accroissement de D2e 0 au cours de 

l ' abaissement  du pH.  

1.3 ~~e ~ i 'i 

1.1 
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Fig. 5. ADN de t h y m u s  de veau. Variat ion de 
D2s o au cours de l ' abaissement  du p H :  a. dans 
NaC1 lO-4, 4 M;  b. dans NaC1 lO -2 M;  c. dans  
NaC1 IO-1, 3 M;  d. dans NaC1 I M;  e. ADN par-  
tiellement d6natur6 par  dilution (NaC1 lO-4, 4 M), 
puis rendu lO -2 M e n  NaC1 avan t  d 'etre  acidifi6. 
(D2s0) 0 = D2~ 0 d 'une  solution saline non 

d6natur6e. 

haut : CNacl = 10 -4.4 M). On pourrait supposer que le d6calage entre les courbes a et b 
(pH de demi-variation du spectre, respectivement de 4.5 et de 4.1) r6sulte d'une sensi- 
bilisation de la mol6cule, due ~ la d6naturation partielle par dilution. En fait c'est la 
concentration saline au moment  de l 'action acide qui intervient : si apr6s d6naturation 
partielle par dilution on rajuste la concentration en NaC1 ~ lO -2 M, la variation de D26 o 
en fonction du p H  suit la courbe e de la Fig. 5 au lieu de la courbe a. Les ions bivalents 
(Mg +z, Ba +2) produisent le m~me effet protecteur ~ des concentrations beaucoup plus 
faibles*. 

L'effet protecteur des sels sugg~re une comp6tition entre les ions m6talliques et les 
ions H+ pour les sites electron6gatifs de la mol6cule d 'ADN. 

* I1 semble que la courbe a de la Fig. 5 (ADN paxtiellement d~natur6 par  dilution) puisse ~tre 
rapproch6e de la courbe A (Fig. I) de CAVALII!:R110 tandis  que la courbe B de cet auteur ,  ob tenue  
en presence de Mg+ 2, serait  celle que nous  aurions en su ivan t  l 'effet du pI-I sur  une solution pr6alable- 
men t  soumise au t ra i t ement  de la Fig. 3 (d6naturat ion partielle par  dilution suivie de r6version 
m a x i m u m  du spectre pa r  addit ion d ' ions Mg+2). 
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E~ets irrdversibles de la tempdrature sur le spectre U.V. 

La d6naturation thermique des ADN se caractdrise essentiellement : 
I .  par des coefficients thermiques tff.s 61ev6s. 

Aucune 6tude cin6tique syst6matique n'a 6t6 
r6alis6e; la Fig. 6, permet cependant de constater 
la variation rapide, en fonction de la temp6rature, 
de la vitesse de d6naturation thermique. 

2. par l'existence de deux stades distincts. 
L'effet d'une dur6e constante (I heure, par exemple: 
Figs. 7, 8, et 9) de chauffage ~ des temp6ratures 
croissantes se traduit, dans la repr6sentation gra- 
phique de la densit6 optique en fonction de la 
temp6rature, par l'existence de zones horizontales. 
La premiere correspond k I 'ADN non dfinatur6, 
la seconde, ~ un premier stade, la troisiSme, h u n  
second stade de la d6naturation. Ces zones horizon- 
tales sont s6par6es par deux sauts brusques de la 
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Fig. 6. A D N  de tes t icu les  de grenouil le  
darts NaC1 IO -~ M.  Acc ro i s semen t  de 
D26 o en fonc t ion  de la dur6e de chau f -  
fage:  (a) 5, 7o°;  (b) ~ 75°; (c) 5~ 77.5 °. 
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Fig. 7, 8 et  9. A D N  de t h y m u s  de veau  (Fig. 7), de tes t icu les  de grenouil le  (Fig. 8) et  de t es t i cu les  
d '6toile de m e r  (Fig. 9) darts NaC1 IO -~ M .  Effe t  d ' u n  chauf fage  d ' u n e  heure  sur  D2e0; (D~eo) 0 = 

D e 6 0  d ' u n e  so lu t ion  sal ine non  d6natur~e .  
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Fig. IO. A D N  de t h y m u s  de veau .  D~o 
aprbs  chauf fage  d ' u n e  heure  ~t lOO% en  
fonc t ion  de  la concen t r a t i on  en NaC1. 

6troits domaines de temp6rature oh la r6action cesse 
d'etre extr~mement lente, mais n6cessite une dur6e 
sup6rieure au temps de chauffage utilis6. Au niveau 
de ces deux temp6ratures critiques on observe une 
certaine dispersion des r6sultats, due au fait que 
les vitesses de d6naturation y sont tr~s sensibles 
aux moindres variations de temp6rature. 

On remarquera que les temp6ratures critiques 
de d6naturation vaxient selon l'origine de I 'ADN 
(Figs. 7, 8 et 9). Le premier et le second stade s'ob- 
servent respectivement, dans NaC1 IO -s M, pour 
I 'ADN de testicules d'6toile de mer, autour de 55 ° 
et de 75 °, pour les ADN de thymus  de veau et de 
testicules de grenouiUe, autour de 7 °0 et de 80 °. 
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Une fois de plus,  la concen t ra t ion  saline joue un r61e essentiel  dans  la sensibiliff~ 
des ADN 5 la t emp6ra tu re .  La  Fig.  IO montre ,  en fonct ion de la concent ra t ion  en NaC1, 
l ' accro issement  de D~60 apr~s une heure de chauffage ~ IOO °. D ' a u t r e  par t ,  aux faibles 
concent ra t ions  salines, (NaC1 < i o  -3 M) on observe des var ia t ions  du spect re  h des 
t emp6ra tu res  beaucoup  plus basses.  C'est  ainsi que nous avons signal6 (THo~ASS, 9) un 
accroissement  i r%versible ,  dans  le cas de I 'ADN de test icules  d '6toi le  de mer,  d~s 35 ° 
,L 4 °o dans  NaC1 IO -4'* M.  Ce ph6nom~ne pour ra i t  ~tre dfi, soit au manque  de pro tec t ion  
r6sul tan t  de l ' absence  de sels, soit  & une sensibi l isat ion %su l t an t  de la rup tu re  prSalable  
de cer ta ines  l iaisons au cours de la d6na tu ra t ion  par t ie l le  pa r  di lut ion.  Nous avons wl  
plus hau t  q u ' a u x  tr~s faibles concent ra t ions  salines les valeurs  de D2e o sont  peu repro-  
duct ib les ;  il en est  de m~me des var ia t ions  de D2e o h basse t emp6ra tu re  h ces concen- 
t ra t ions .  

IIIo DISCUSSION 

a. Structure des A D N  

Les coefficients d ' ex t i nc t i on  molaires  moyens  par  nucl6otide ont  6t6 d6termin6s,  
d 'une  pa r t  pa r  mesure directe  du coefficient d ' ex t inc t ion  pa r  a tome-g ramme  de phosphore  

0.6 
220 240 260 280 300 

X (rap) 

0. 

Fig. i i. ADN I de thymus de veau: 
Q ADN intact; /~ ADN ddnatur6 
par dilution (dans NaC1 io-~4M) ; 
X courbe calcul6e en supposant 
que/ID28oest dfi & un accroissement 

de la diffusion. 

(Sp: CHARGAFF 22) d 'une  solut ion d ' A D N  dans NaC1 
lO -2 M,  d ' a u t r e  pa r t  pa r  calcul* (voir T~OMAS", Fig.  I) .  
L a  diff6rence entre  les valeurs  exp~r imenta le  et  cal- 
cul6e est combl6e q u a n t i t a t i v e m e n t  pa r  une hydro lyse  
acide m6nag6e de IO minu tes  ~ i oo  ° dans  HC1 N** 
(voir THOMAS 9, Fig.  2) qui  fourni t  l ' ad6nine  et  la 
guanine  & l '6 ta t  de bases l ibres et les pyr imid ines  
combin6es & l '6 ta t  d ' ac ide  t hymique .  Les accroisse- 
men t s  de densit6 opt ique  p rodu i t s  pa r  s imple d6natu-  
ra t ion ,  quoique  massifs,  ne suffisent pas  & reprodui re  
q u a n t i t a t i v e m e n t  les valeurs  calcul6es de l ' absorp t ion  
U.V. I1 est  possible que l ' accro issement  final, lors de 
l ' hydro lyse  p rop re me n t  di te ,  soit  li6 & la chute  de la 
masse mol6culaire.  En  revanche,  l ' accro issement  d ' a b -  
sorp t ion  observ6 au cours de la d6na tu ra t ion  ne peu t  
r6sulter  de s imples va r ia t ions  de la masse  des pa r t i -  
cules (aggr6gation, qui  accro i t ra i t  la diffusion de la 
lumi~re, ou d6saggr6gation).  Nous donnons,  & t i t re  

d ' ind ica t ion  (Fig. I I )  les spect res  compar6s  de solut ions d ' A D N  " i n t a c t "  et  d6natur6  
pa r  di lut ion,  ainsi  que la courbe ob tenue  en a d m e t t a n t  que l ' accro issement  de D23 o 
est  dfl  ~ une augmen ta t i on  de la diffusion de la lumi~re:  on voi t  que cet te  hypoth~se  
ne rendra i t  pas  compte  de l ' accro issement  de la  densi t6 op t ique  aux aut res  longueurs  
d 'onde .  

* Valeurs adoptdes pour les proportions des bases azotdes: addnine, 0.29; guanine, 0.23; cytosine, 
0.22; thymine, 0.26. Coefficients d'extinction molaires des constituants, & pH 7: Ad6nosine( HOTCH- 
KISS 23) ; d6soxyguanosine (id.) ; cytidine (forme du spectre, I-IOTCHKISS23 ; emax, PLOESER ET LORING 24) ; 
thymidine (forme du spectre, HOTCHKISS23; ~max utilis6:9200 pour pH 7 et 265 m/4). 

** Coefficients d'extinction molaires en milieu acide: Ad6nine (HOTCHKISS28); guanine {iorme du 
spectre, HOTCHKISS28; emax, KERR, SERAIDARIAN ET WARGON25); d6soxycytidine et thymidine, 
Fox ET SHUC-AR26). 
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Une d6saggr6gation* massive est, d ' au t r e  par t ,  rendue peu vra i semblable  pa r  des 
mesures de masse  mol6culaire  apr6s acidif icat ion (CECIL TiT OGS'rON2T; BUNCE2S). Quant  
"t une r6elle d@olym~risa t ion* des chaines polynucl6ot id iques  on peu t  difficilement s 'y  
a t t end re  dans  les condi t ions que nous avons utilis6es; rappelons  la var ia t ion  imm6dia te  
du spect re  pa r  simple 616vation du p H  ~ 12 (FRI(;K 29,16) alors que la s tabi l i t6  du lien 
pr incipal  ent re  nucl6otides est telle que I 'ADN reste pr6cipi table  en milieu acide, m~me 
apr~,s une heure  ~ IOO ° dans  N a O H  I M. 

On se t rouve  done, v ra i semblab lement ,  devan t  un remaniement  essent ie l lement  
intramol~culaire .  Comme il a 6t6 rappel6 dans  l ' in t roduct ion ,  d ' au t r e s  var ia t ions  ir- 
r5versibles des propri6t~s des A D N  ont 6t6 interpr6t6es  comme le r6sul ta t  de la rup tu re  
de liaisons secondaires.  C'est  ainsi que les m~mes var ia t ions  du p H  en t ra lnen t  l ' a ppa -  
r i t ion de nouvelles  fonctions t i t rab les  et l ' accroissement  de l ' absorp t ion ;  on serait ,  d~s 
lors, tent6  d ' in t e rp rS te r  les deux ph6nom~nes pa r  la des t ruc t ion  des mSmes liaisons. 
En  r6alit6, la s i tua t ion  est plus complexe  : LALAND, OVEREND ET STACEY 3° ont  pu r6duire  
sensiblement  la diff6rence entre  les courbes d '6 lec t ro t i t r a t ion  directe  et en re tour  pa r  
une i r rad ia t ion  u l t rasonique ,  sans modif icat ion du  spect re  u l t rav io le t .  I1 semble done 
que les in terac t ions  don t  r6sul tent  les anomalies  de l '61ectrot i t ra t ion d ' une  par t ,  du 
spectre  U.V. d ' au t r e  par t ,  soient  d is t inc tes ;  les unes et les au t res  sont  sensibles aux  
var ia t ions  du p H  alors que les premieres  peuven t  ~tre d6trui tes  s61ectivement pa r  les 
ul trasons.  

On peu t  t en te r  de localiser les in te rac t ions  responsables  des anomal ies  du  spec t re  
U.V. en se gu idan t  sur  les facteurs  suscept ibles  de modifier  le spect re  des bases  l ibres 
et  de leurs d&iv6s.  On cons ta te  alors que seules affectent  mass ivement  le spect re  des 
modif icat ions p o r t a n t  d i rec tement  sur les cycles azot6s (discussion, T~O~IASg). En  fai t  
diverses  hypotheses  font in terveni r  les cycles azot~s dans les l iaisons labiles des A D N ;  
ces hypotheses  ne s ' exc luent  d 'a i l leurs  pas  n6cessairement  l 'une  l ' au t re ,  puisque d ivers  
a rguments  font  supposer  qu ' i l  doi t  exis ter  p lus ieurs  types  de telles l iaisons. CAVALIERI 1° 
a d m e t  la possibil i t6 de complexes ch61at6s d ' ions  m6tal l iques avec une fonct ion amine  
de base et  une fonction acide phosphor ique ,  ce qui jus t i f iera i t  en m~me t emps  l ' in te r -  
vent ion des ions m6tal l iques  dans  les ph6nom+nes de d6natura t ion**.  Nous avons d ' au t r e  
part (THOMAS ~) propos6 une in te rp r6 ta t ion  des anomal ies  du spectre  U.V., bas6e sur 
l ' id6e d ' un  ordre local ~ caract~re cristal l in,  r6sul tant  des in terac t ions  entre  les cycles 
pur iques  et  pyr imid iques  empil~s ~ une faible distance.  Des rue s  analogues ont  6t6 
6mises pa r  SCHWANDER ET SIGNER 31 et pa r  FRICK 16. Enfin les t r a v a u x  r~cents pa r  dif- 
f rac t ion des rayons  X (WATSON ET CRICK3~; WILKINS, STOKES ET WILSON3~; FRANKLIN 
ET GOSLING ~z) font  croire ~ l ' exis tence de ponts  d 'hydrog~ne  entre  les bases azot6es de 
deux h61iees polynucl6ot idiques  compl6mentaires .  

A l '6chelle de la  macromol6cule,  et  i nd6pendamment  de la na tu re  exacte  des l iaisons 
labiles, on peu t  supposer  que la d6na tu ra t ion  consiste en l '6croulement  d ' une  s t ruc ture  
secondaire ordonn6e, t r ans fo rmant ,  pa r  exemple ,  la pai re  d'h61ices polynucl6ot id iques  
en pelote  s ta t is t ique.  S ' i l  en est  b ien ainsi, la chute  de l 'a t t ini t6 pour  le ve r t  de m6thyle  

* D6saggrdgation sera utilis6 ici dans le sens d'une chute de la masse des particules par rupture 
de liaisons secondaires, d6polym6risation, dans le cas ofit des liaisons phosphoesters sont attaqu6es. 

** L'existence r6elle de complexes de ce type ilous parait ressortir du fait que l'ad6nosine-5 ,- 
phosphate, dont la fonction amine et le groupement acide phosphorique sont du mSme c6t6 du plan 
du ribofuranose, forment un eomplexe avec le cuivre, alors que les isom~res 2' et 3' dont la situation 
st6rique est inverse, ne forment pas de tel complexe. Dans le cas des acides nucl6iques pourraient 
intervenir la fonction amine d'un nucl~otide et la Ionction acide phosphorique d'un autre. 
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(qui, comme l 'a fait remarquer KURNICK, doit probablement son comportement  ex- 
ceptionnel vis-a-vis des ADN ~ ses deux fonctions cationiques) peut r6sulter de la perte 
d 'un espacement r6gulier et appropri~ des fonctions acides phosphoriques. 

b. Aspects biologiques 
Le r61e des ADN dans la transmission des caract6res h6r6ditaires a 6t6 sugg6r6 

d 'abord par leur localisation dans les chromosomes. Les ph6nom~nes de transformation 
des bact6ries par des ADN purifi6s h part ir  d 'autres souches laissent aujourd'hui pen 
de doute quant au bien-fond6 de ces hypotheses. 

On peut se demander si l 'activit6 biologiques des ADN n'est  pas li6e, comme celle 
de beaucoup de prot6ines, ~ l'int6grit6 de leur structure secondaire (THOMAS s,34,9). Un 
important  travail de ZAMENHOF 35 et ses coUaborateurs semble prouver qu'il ene s t  bien 
ainsi: ces auteurs ont montr6 qu'il est possible d ' inactiver les facteurs transformants 
des bact6ries sous l 'action du pH, de la temp6rature et de l 'abaissement de la concen- 
tration en sels, dans des conditions semblables ~ celles oh se produisent les variations 
du spectre U.V.*. Des substances connues pour d~naturer les prot6ines ne paraissent 
pas exercer de profonde modification intramoldculaire sur les ADN. C'est ainsi que le 
ph~nol n'inactive pas les facteurs transformants (ZAMENHOF 35) et qne l'ur~e est sans 
action sur le spectre U.V. (THOMAS15). I1 serait cependant utile, comme nous l 'a sugg6r6 
P. ALEXANDER, d'examiner aprds dialyse (contre ulle solution saline) le spectre U.V. 
de I 'ADN tralt6 par l'ur6e. 

Nous avons d6crit plus haut  des diff6rences dans la r6sistance h la d6naturation, 
selon l 'organisme dont I 'ADN provient;  de telles diff6rences avaient d6jk 6t6 signal6es 
en ce qui concerne la chute de la viscosit6 en fonction du pH (ZAMENHOF ET CHARGAFF2). 
BP~ACHET36, 37, 38 a attribu6 l 'arr~t du d6veloppement embryonnaire (m6tazoaires) ou de 
la multiplication (microorganismes) pax des chocs thermiques, k l ' inactivation des 
granules ribonucl6oprot6iques du cytoplasme et k des alt6rations chromosomiales. On 
pent se demander jusqu'k quel point ees effets sur les constituants cellulaires sont 
explicables par une d6naturation de leurs acides nucl6iques, et dans quelle mesure les 
temp6ratures critiques d6pendent de l 'acide nucl6ique lui-m~me d'une part ,  des cations 
pr6sents d 'autre  part.  

Comme l 'a montr6 BRACItET ag, il est possible de distinguer, sur coupes histologiques, 
les ARN des ADN en utilisant la coloration d 'Unna (le vert  de m6thyle se fixant sur 
I 'ADN, la pyronine, sur I 'ARN) combin6e k l 'emploi de la ribonucl6ase, qui permet  de 
contr61er la par t  des colorations due k I 'ARN. Les modifications de la colorabilit6 des 
ADN dues k la d6naturation pouvaient,  dans ce domaine, poser des probl~mes nouveaux. 
En fait (THOMAS ls) des conditions d'acidit6 suffisantes pour rendre I 'ADN, en solution, 
pyroninophile ne modifient pas la colorabilit6 de I 'ADN en phase solide (goutte de 
solution d 'ADN 6vapor6e sur une lame de microscope; coupe histologique) ; ceci permet  
de comprendre que les fixateurs usuels n'alt~rent pas la colorabilit~ de I 'ADN par l 'Unna. 
Certaines observations, cependant, peuvent faire supposer que I 'ADN existe, dans 
certaines circonstances de la vie ceUulaire, en partie dans un 6tat analogue "k celui des 
formes d6natur6es; c'est, par exemple, ce que sugg~re le fait que les diff6rents articles 
du chapelet de noyaux d 'un infusoire (Stentor) se colorent in6galement au vert  de 

* Des m6canismes autres  que la d6natura t ion  peuven t  6videmment  intervenir ;  c 'est  ainsi que 
les ions Fe +2 inact ivent  les facteurs t r ans formants ,  p robab lemen t  ~ la suite de ph6nom~nes d 'oxydo-  
rdduction (ZAMENHOF). 
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m6thyle, mais non au Feulgen (WEISZ4°). Un tel constituant normal de la cellule, ap- 
parent6 aux ADN d6natur6s, pourrait  8tre une 6tape de la synth~se ou du catabolisme 
de I 'ADN. 

L 'examen des variations du spectre U.V. d 'un ADN pourrait  fournir une m6thode 
de d6termination du degr6 d'int6grit6 de l'acide nucl6ique. Combin6e aux techniques 
de s6paration sur colonne d'histone (BROWN ET WATSON 41) qui distinguent I 'ADN 
pr~surn~ intact de I 'ADN d6natur6, cette m6thode pourrait ~tre utilis6e ~ l 'analyse des 
effets d6naturants des techniques d'isolement des ADN et ~t l '6tude des 6ventuels con- 
st i tuants normaux de la cellule, apparent6s aux ADN d~natur6s. 

Rt~SUMI~ 

L'absorpt ion ultra-violette des acide desoxyribonucl6iques (ADN) en solution saline neutre est 
de loin inf~rieure ~ celle que l 'on peut  calculer par la sommation des absorptions de leurs const i tuants .  
Le spectre observ~ s 'approche du spectre calcul6 sous l 'action de t ra i tements  doux (changements 
du pH, de la temp6rature,  ou de la force ionique) qui sont  probablement  sans action sur les liaisons 
phosphoester.  Les rapports  de ces ph~nom~nes avec la s tructure chimique et les propri6t~s biologiques 
des ADN sont discut6s. Les r6sultats sont interpr~t~s comme r6sultant  d 'une d~naturat ion des ADN, 
c'est-/~-dire de la destruction d 'une structure secondaire de liaisons labiles impl iquant  les cycles 
puriques et pyrimidiques. 

SUMMARY 

The ultraviolet  absorption of desoxyribonucleic acids (DNA) in neutral  saline solution is much  
less than  tha t  expected from the sum of the absorptions of its consti tuents.  The observed spectrum 
can be made to approach the calculated one by applying mild t rea tments  which are presumably  
without  action on phosphoester  linkages (pH, temperature  and salt concentration changes). The 
incidence of these facts on the questions of the chemical s t ructure  and biological properties of DNA 
is discussed. The results are interpreted as reflecting a denaturat ion of the DNA, i.e. the destruction 
of a secondary molecular s tructure const i tuted by labile bounds involving the puric and pyrimidie 
rings. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Die Ultraviolettabsorption von Desoxyribonucleinsituren (DNS) in neutralen Salzl6sungen ist 
weitaus geringer als die sich aus der Absorption der Bestandteite errechnende Summe. Nach milder 
Behandlung (Anderung des pH's ,  der Tempera tur  oder der Salzkonzentration), die wahrscheinlich 
ohne Wirkung auf die Phosphoesterbindung ist, n~hert  sich das beobachtete Spektrum dem berech- 
neten. Der Einfluss dieser Erscheinungen auf die Frage der chemischen St ruktur  und die biologischen 
Eigenschaften der DNA werden besprochen. Die Resul ta te  werden als ein Ergebnis einer Denatu 
rierung der DNA interpretiert,  d.h. einem Abbau einer sekund~kren Molektilstruktur yon labilen 
Bindungen mi t  Purin und Pyrimidinringen.  
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