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Short Communications 

Extraction d'un acide desoxyribonucleique transformant par le 
dodecyl sulfate de sodium et le phenol 

I1 est difficile de pr6parer ~ part ir  de tissus ou de bact6ries infect6s par  des virus de 
I 'ADN ne contenant pas de virus r6siduel. Dans le cas des ARN biologiquement 
actifs, pr6par6s par  la m6thode de GIERER ET SC~IRA~t~t 1 ~ partir  de mat6riaux 
contenant des virus divers en quantit6 variable, on ne d6tecte pas de virus infectieux. 

En pr6parant I 'ARN par cette m6thode ~ part ir  de tissus, nous avons observ6 
que l 'extrait  final contenait parfois des quantit6s appr6ciables d 'ADN. Nous  avons 
cherch6 k augmenter le plus possible le rendement en ADN. Dans ce but, nous avons 
essay6 d 'ajouter aux pr6parations du dodecyl sulfate de sodium avant  le t rai tement  
au phenol. Ceci pour les raisons suivantes: KIRBY ~ a montr~ que l 'addition de certains 
anions avant  le t rai tement  par le ph6nol permet ~ I 'ADN de rester avec I 'ARN dans 
la phase aqueuse. SREENSIVASAYA ET I~IRIE s ont utilis6 le SDS pour dissocier la 
nucl6oprot6ine de la mosaique du tabac et MARKO ET BUTLER 4 ont d6velopp6 une 
m6thode de pr6paration des acides nucl6iques avec ce d6tergent. 

Pour avoir un contr61e des qualit6s biologiques de I 'ADN ainsi pr6par6 nous avons 
utilis6 la transformation du pneumocoque R36A vers la r6sistance £ la streptomycine. 

La souche de pneumocoque est cultiv6e en milieu I indiqu6 par EPHRUSSI- 
TAYLOR 5. En fin de croissance, la culture est divis6e en deux parties. Un lot sert £ la 
pr6paration des acides nucl6iques selon la m6thode de MCCARTHY ET AVERYS: on 
lyse les cellules par  le d6soxycholate en pr6sence de citrate, on d6prot6inise selon la 
technique de SEVAG 7 puis on pr6cipite les acides nucl6iques par l'6thanol. 

L 'aut re  pat t ie  est centrifug6e, Les bactdries sont lav6es et dilu6es dans un tampon 
phosphate 0.02 M-ethyl~nediaminet6traac6tate o.oi M pH 7.2, de mani~re k avoir 
5" lOS k 2. lO 9 bact6ries/ml (le rendement en ADN diminue si la concentration bact6- 
rienne est plus 61ev6e). On ajoute du SDS (solution ~ 20 % dans du tampon phosphate 
0.2 M, pH 7.3) pour avoir une concentration finale de o. 4 %. On agite 3-5 min dans 
l 'appareil de MICKLES; on ajoute un volume 6gal de ph6nol satur6 d 'eau (ph6nol 
BDH Analar). On agite 5 rain. Apr~s centrifugation, on pr61~ve la phase aqueuse sur 
laquelle on r6p~te le t rai tement au moins deux fois, parfois plus, suivant le degr6 
de purification d6sir6. 

La phase aqueuse est finalement lav6e k l '6ther (5-6 fois). 
Les acides nucl6iques sont pr6cipit6s rapidement par  2 vol. d'6thanol froid, en 

pr6sence de 2 ~o d'ac6tate de sodium. Le pr6cipit6 est tout  de suite s6par6 par centri- 
fugation pour 6viter d 'entrainer du SDS (ce dernier pr6cipitant dans l'alcool plus 
lentement que les acides nucl6iques). 

Abbr6viations:  ADN, acide deoxyribonucl6ique; ARN, acide ribonucMique; SDS, dod~cyl 
sulfate de sodium. 
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Les pr6cipit6s sont lav6s 4 fois par un m61ange 6thanol (2 vol.) NaC1 o.14 M 
(1 vol.) puis dissous dans du NaC1 o.14 M-glycocolle o.oi M. 

L'activit6 transformante a 6t6 test6e sur des bact6ries comp~tentes congel6es 
suivant la technique indiqu6e par Fox ET HOTCHKISS ~. 

L 'ADN a 6t6 dos6 selon la m6thode de KECK 1° et de DlSCHE n e t  les acides 
nucl6iques to taux d6termin6s par l 'absorption £ 258 m~,; les prot6ines ont 6t6 d6ter- 
min6es par la m6thode de LowRY ~. 

Le Tableau I donne la moyenne des r6sultats obtenus sur 6 pr6parations. 

T A B L E A U  I 

Extractien par Extracti~ selon 
SDS et pM~m/ ~c CARTIty 

R e n d e m e n t  en A D N  rappor t6  A une  quan t i t 6  de bact6r ies  co r r e spondan t  
~ IO m g  de poids  sec ~ug) 250 2oo 

Pou rcen t age  d ' A D N  p a r  r a p p o r t  a u x  acides nucMiques  t o t a u x  12, 3 19 
ProtMine en pou r  c en t  d ' ac ide  nucl6ique to ta l  apr~s 3 d6prot$ in isa t ions  ~ i 2.5 

(~ScP) 3000 5790 Viscosit6 r6dui te  

Spectre  u ,v .  

8max (258 m/*) 2.37 2.O2 
6min (23o rap) 

e258 mg 2.18 2.02 
~28o rn/~ 

N o m b r e  de t r a n s f o r m a t i o n s  p a r / , g  d ' A D N  6.2. lO s 4.5" lO5 
{par ex t r apo la t ion  de la pa t t i e  lin6aire) 

Nous avons ajout6 aux bact6ries avant  l 'extraction des quantit6s d6termin~es 
de virus afin de v6rifier leur ~limination. 

Le Tableau I I  donne les r6sultats pour 3 phages et I virus animal. 

T A B L E A U  II  

Nombre de. bact~ri~#lmges 
s u t v i v a n t s  s u t  z ~  ° 
ajout~s i n # ~  

Tar apr~s 3 ex t rac t ions  au phdnol  o 
Apr~s  6 Sevag  lO 5 

T s apr~s 3 ex t r ac t ions  au  ph6nol  o 
P h a g e  167 apr~s 3 ex t r ac t i ons  au  ph6nol  IO 

Apr~s 4 ex t r ac t ions  au  phSnol  o 
Apr~s 3 Sevag  2. IO s 
Apr~s 5 Sevag  5 '  lO5 

Avec  le v i rus  de l ' enc~pha lomyocard i te ,  pou r  5" lO8 P F U  au  dSpart ,  il res te :  
Apr~s 3 ex t r ac t i ons  au pheno l  o 
Apr~s 3 Sevag  5" lOS 

Nous avons essay6 diff6rents milieux pour faire l 'extraction: NaCI o.i4 M, 
NaC1 I M, tampon citrate o.I M, milieu de EARLE et nous avons aussi suivi l'effet 
de la temp6rature (4 °, 22 °, 37°). Nous n 'avons pas constat6 de differences significatives 
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dans le produit final. Le r6sultat le plus constant a 6t6 obtenu en op6rant k 4 °. Le 
milieu de EARLE TM a parfois permis d'obtenir un rendement plus 61ev6. 

L'activit6 transformante sp6cifique est en moyenne sup6rieure de 33 % k celle 
des extraits pr6par6s par la m6thode MCCARTHY. La viscosit6, environ deux lois plus 
faible, indique un poids mol6culaire plus bas. Nous n'avons pas assez de donn6es pour 
discuter ici une relation 6ventuelle entre l'augmentation de l'activit6 sp6cifique et 
la faible viscosit6. 

La marqueur Sm, qui n'occupe qu'une pattie de la mol6cule 14, n'est peut-6tre 
pas un crit~re suffisant pour juger de l'int6grit~ de I'ADN 6tudi6. La m~me m~thode 
a permis n6anmoins, de pr6parer, k partir de bact6ries infect6es, un ADN capable 
de reproduire des phages 1~. 

La technique est rapide et permet facilement de manipuler de petits 6chantillons. 
Elle permet d'obtenir, avec un bon rendement, de I'ADN de toutes sortes de tissus 
normaux et tumoraux. Toutefois, il est n6cessaire de choisir, dans chaque cas, la 
dilution du mat6riel initial la mieux adapt6e au tissue utilis6 car une trop forte 
concentration emp~che la s6paration de I'ADN. 

Institut Pasteur, Paris (France) JOSEPH H U P P E R T  

Institut du Radium, Laboratoire Pasteur, Paris (France) NICOLE REBEYROTTE 

1 A. GIEREE ETG.  SCHRAMM, Nature, 177 (1956) 7o2. 
~ K.  S. KIRBY, Biochem. J., 66 (1957) 495. 
a M. SREENIVASAYA ET N. W.  P lRm,  Biochem. J., 32 (1938) 17o7. 
4 A. M. MARKO ET G. G-. BUTLER, J. Biol. Chem., 19o (195 I) 165. 
5 I~. EPHRUSSI-TAYLOR, Exptl. Cell Research, 2 (I95 I) 589. 
~ J. McCARTHY ET O. T. AVERY, J. Exptl. Med., 83 (1946) lO 5. 
7 M. G. SEVAG, D. B. LACKMAN ET J. SMOLENS, J. Biol. Chem., 124 (i938) 425 . 
s H .  J.  MICKLE, J. Roy. M~croscop. Soc., 48 (1948) io.  
9 M. F o x  ET lZ. D. HOTCHKISS, Nature, 179 (1957) 1322. 

lo K. KECK, Arch. Biochem. Biophys., 63 (1956) 446. 
11 Z. DlSCHE, Mil~rochemie, 8 (193o) 4. 
12 O. H .  LowRY, N. J .  IROSEBROUGH, A. L. FARR ~T 1~. J.  RANDALL, J. Biol. Chem., 193 ( i95i)  265. 
1, W.  1~. EARLE, E.  L. SCHILLING, T. H.  STARK, N. P.  STRAUS, M. F. BROWN ET E. SHELTON, 

J. Natl. Cancer Inst., 4 (1943) 165. 
14 R.  LATARJET, H.  EPHRUSSI-TAYLOR ET N. ~R~EBEYROTTE, Radiation Research Suppl., i (1959) 417. 
15 R .  WAHL, J.  HUPPERT ET L. EMERIQUE-BLUM, Compt. re~d., 250 (196o) 4227. 

Re~u le 21 juillet, 196o 
Biochim. Biophys. Acta, 45 (196o) 189-191 


